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RESUMO

A quimica click representa uma importante ferramenta dentro dos estudos de
sinteses organicas. Por meio dos seus principios, baseados na quimica verde,
permite a elaboracdo de metodologias termodinamicamente favoraveis, reacées
modulares, estereoespecificas e formacdo de produtos estaveis. Uma das
principais reacdes pertencentes a esta classe, e objeto de estudo deste trabalho,
foi a CUAAC - reacéo de cicloadicéo entre azida-alcino catalisada por cobre(l). Por
meio deste mecanismo, foi possivel otimizar os parametros experimentais
adequados para as sinteses de 12 bistriazois simétricos 1,4-dissubstituidos, com
rendimentos que variaram de 48 — 97%, sendo 11 destes ainda ndo descritos na
literatura, com suas estruturas confirmadas por técnicas espectroscopicas e
espectrométricas. O estudo sintético permitiu a identificacio da presenga de cobre
catalitico residual, complexado a estrutura bistriazélica, de forma que foi
desenvolvida uma metodologia analitica de extragcdo do metal, com preparo de
amostra via bloco digestor e quantificacdo por espectrometria de absorcao
atdmica com chama, verificando a redugédo de 100% do cobre residual. Além dos
aspectos sintéticos, foram estudadas as suas reatividade e estabilidade,
permitindo sugerir estratégias para obtenc&o de novos derivados e ampliacdo das
propostas de funcionalizacdo destes compostos. Em funcdo das caracteristicas
funcionais das cadeias substituintes, cinco dos novos bistriazéis foram testados
guanto a sua capacidade como ligante metdlico, aplicando técnicas
eletroanaliticas para deteccdo de ions Pb?*, Cd?*, Fe?* e Cré*. A otimizacéo do
método analitico, aplicando o bistriazol 1,3-bis(4-etil-1H-1,2,3-triazol-1-il)propan-
2-ona 207, levou a resultados 6,5 vezes maiores em termos de melhoria na
deteccdo, quando comparado ao eletrodo padrédo de pasta de carbono. Por
conseguinte, os novos bistriazéis foram testados quanto as suas atividades
fungicidas, leishmanicidas e anti-Trypanosoma cruzi, com destaque para o
bistriazol 1,3-bis(4-fenil-1H-1,2,3-triazol-1-il)propan-2-ona 217, que apresentou
CIM = 32 ug.mL* contra Candida krusei (ATCC 20298) e ICs0 = 38,9 mg.mL,
frente as formas promastigotas de L. amazonenses, bem como os compostos 1,3-
di(1H-1,2,3-triazol-1-il)propan-2-ona 204 (ICso: 200,3 mg.mL™1) e 1,3-bis{4-[(1E)-3-
hidroxiprop-1-en-1-il]-1H-1,2,3-triazol-1-il}propan-2-ona 223 (ICso: 340,8 mg.mL™?),

com promissoras atividades frente as formas promastigotas de L. amazonenses.



Palavras-chave: Quimica click; CUAAC; bistriazdis; atividades bioldgicas; ligantes

metalicos.



ABSTRACT

Click chemistry is an important tool in the study of organic synthesis. Its principles,
based on green chemistry, allow for the development of thermodynamically
favorable methodologies, modular, stereospecific reactions and the formation of
stable products. One of the main reactions belonging to this class, and the subject
of this study, is CUAAC- copper(l) catalyzed azide- alkyne cycloaddition reaction.
Through this mechanism, it was possible to optimize the appropriate experimental
parameters for the synthesis of 12 symmetrical 1,4-disubstituted bistriazoles, with
yields ranging from 48-97%, 11 of which have not yet been described in the
literature, with their structures confirmed by spectroscopic and spectrometric
techniques. The synthetic study made it possible to identify the presence of
residual catalytic copper, complexed to the bistriazole structure, so that an
analytical methodology for removing the metal was developed, with sample
preparation via a digestion block and quantification by flame atomic absorption
spectrometry, verifying the 100% reduction in residual copper. Morever to the
synthetic aspects, their reactivity and stability were studied, making it possible to
suggest strategies for obtaining new derivatives and expanding the proposals for
functionalizing these compounds. Due to the functional characteristics of the
substituent chains, five of the new bistriazoles were tested for their capacity as
metal ligands, using electro-analytical techniques to detect Pb?*, Cd?*, Fe?* and
Cr®* jons. The optimization of the analytical method, applying bistriazole 1,3-bis(4-
ethyl-1H-1,2,3-triazol-1-yl)propan-2-one 207, led to results 6.5 times greater in
terms of improvement in detection when compared to the standard carbon paste
electrode. Therefore, the new bistriazoles were tested for their fungicidal,
leishmanicidal and anti-Trypanosoma cruzi, activities, with the highlight being
bistriazole 1,3-bis(4-phenyl-1H-1,2,3-triazol-1-yl)propan-2-one 217, which had a
MIC = 32 pug.mL* against Candida krusei (ATCC 20298) and ICso = 38.9 mg.mL™,
against promastigote forms of L. amazonenses, as well as compounds 1,3-di(1H-
1,2,3-triazol-1-yl)propan-2-one 204 (ICso: 200.3 mg.mL™?) and 1,3-bis{4-[(1E)-3-
hydroxyprop-1-en-1-yl]-1H-1,2,3-triazol-1-yl}propan-2-one 223 (ICso:  340.8

mg.mL1), with promising activities against promastigote forms of L. amazonenses.

Keywords: click chemistry, CUAAC, bistriazoles, biological activities, metal ligands.
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1.0 Introducéao

Dos diversos compostos organicos existentes e ja identificados, a grande
maioria é derivada de fontes naturais, especificamente dos metabdlitos especiais
de plantas, fungos e bactérias. Estes seres, por meio de vias metabdlicas
especificas, sdo capazes de produzir uma grande variedade de compostos
qguimicos, com as mais diversas funcionalidades e possiveis bioatividades. A
ocorréncia destes compostos impulsiona os estudos da quimica organica
sintética, que busca mimetizar os processos bioldgicos da sintese de substancias,
bem como desenvolver novas combinacdes estruturais a fim de aprimorar suas
aplicacdes.

Dentre o universo destes compostos, podemos destacar aqueles contendo
um ou mais atomos de nitrogénio, em cadeias aciclicas ou ciclicas, que constituem
unidades frequentemente encontradas em fontes naturais, tais como o0s
alcaloides, glicosideos cianogénicos, vitaminas, terpenos, aminoacidos e numa

grande variedade de produtos sintéticos, medicinais e materiais (Figura 1).t

Figura 1. Exemplos de compostos nitrogenados de ocorréncia natural
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/
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1. Cafeina; 2. Mandelonitrila; 3. Triptofano; 4. Vitamina B5; 5. Ajmalicina.
Fonte: elaborada pela autora (2023)

Os heterociclicos aromaticos nitrogenados de cinco membros, compostos
por um ou mais atomos de nitrogénio, pertencem a classe dos azois e podem ser

citados nove tipos (Figura 2), a depender da disposicdo do heteroatomo,
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denominados, individualmente, como pirrol 6, tiazol 7, oxazol 8, pirazol 9, imidazol
10, 1,2,3-triazol 11, 1,2,4-triazol 12, tetrazol 13 e pentazol 14.?

Figura 2. Exemplos de heterociclos aroméaticos azéicos
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Fonte: adaptada de Melo (2006)?

Os triazois e seus analogos, sobretudo os 1,2,3-triazdis, objeto de estudo
deste trabalho, tornaram-se alvos de promissoras investigacdes no que se refere
aos seus potenciais bioldgicos, tais como leishmanicida,® antimicrobiana,*
antiviral,® antineoplasico,® tripanossomicida,’ bactericida,® anti-inflamatério,® anti-
HIV? e antituberculose,!! além de farmacos ja reconhecido comercialmente,
contendo o anel triazolico em sua estrutura, tais como o antibidtico tazobactam
15, o triazol-PITs 16 anticancerigeno e o cefatrizina 17, potencial antifagico
reconhecido mundialmente, além dos compostos 18 e 19, com suas reconhecidas
atividades anticancerigenas e receptor tirosina quinase do fator de crescimento
endotelial vascular, respectivamente (Figura 3).12

Aléem da grande quantidade de compostos 1,2,3-triaz6is biologicamente
ativos, diversas outras aplicagbes vém sendo exploradas na literatura,
comprovando a ampla versatilidade dos compostos triazdlicos, tais como
agroquimicos,3# cristais liquidos,>1’ polimeros,*®'° anticorrosivos,?%?* quimica

supramolecular,?>?* e ligantes metalicos.?5%7
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Figura 3. FArmacos comerciais contendo o anel triazélico
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Fonte: elaborada pela autora (2023)

A ascensao dos estudos envolvendo estes compostos 1,2,3-triazdlicos fica
mais evidenciado pelo crescente namero de publicagcdes na ultima década
(Figuras 4 e 5), considerando dados de duas das maiores plataformas de busca
de periédicos disponiveis, utilizando as palavras-chaves ‘triazole’ e bistriazole’
(PubMed e Scopus).?82° Os nUmeros também mostram que o0s estudos
envolvendo unidades bistriazolicas ainda sédo baixos, quando comparados aos

monotriazois.



Figura 4. Namero de publica¢des dos ultimos 13 anos sobre 1,2,3-triazéis em plataformas de

busca cientifica

__________________________________________________________________

3000
2500

2000

1000

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

| 1500
1

1

1

1

1

1

1

1

I 500
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1

° °
) ° ° °
° 8
°
° °
°
° PS L4
[ [ J
°
°
° °
°
°
°
° N
R-NTN
R
1,2,3-triazole
2010 2012 2014 2016 2018 2020 2022

® Scopus  ® PubMed

Fonte: elaborada pela autora (2023)

2024

33

Figura 5. Namero de publica¢des dos ultimos 13 anos sobre 1,2,3-bistriaz6is em plataformas de
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Os triaz6is sao substancias heteroaromaticas, constituidos de seis

elétrons ©, podendo existir em duas formas monociclicas isoméricas: os 1,2,4-
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triazéis chamados de triazOis simétricos ou "s-triazéis", e os 1,2,3-triazdis,
denominados triazois vicinais ou "v-triazéis", sendo que 0s compostos desta
classe que ndo apresentam substituintes no atomo de nitrogénio ou de carbono,
como os 1,2,3 e 1,2,4-triazbis, podem apresentar-se, cada um, como trés
estruturas tautoméricas (Esquema 1). Em geral, os 1,2,3-triaz0is apresentam
aromaticidade e encontram-se em equilibrio tanto em solugdo quanto na fase
gasosa, exceto o 4H-1,2,3-triazol que ndo é aromatico e apresenta os dois &tomos

de hidrogénio ligados ao mesmo carbono.?2:3

Esquema 1. Heterociclos 1,2,3-triazéis e 1,2,4-triazéis e seus respectivos tautdbmeros

Bitriazois
C4 C5
\l/ \l/ 1 C4
R R
N
N \_N u 7 E
1 1 ~
R R o R l N
R R
C5
32 33
Bistriazois
N=n N=N
1./ N 1 N=N N=N
R=N_ N-R
~— \ '\)\
W) K( R'&/N\_/N /R
R T R T
C4 c4 T
N1 N1
34

35

Fonte: elaborado pela autora (2023)

Avancando nos aspectos estruturais, além dos triazéis monociclicos,
podem-se citar outros derivados destes compostos, tais como 0s benzotriazéis,
sais de triazois, bitriazois e bistriazois (Esquema 2). Essas atribuicfes estdo
relacionadas ao padrdo de substituicdo do anel e da quantidade e forma de
acoplamentos entre os anéis triazélicos. Assim como os s-triazéis e v-triazois, 0s
sais triazolicos também assumem formas tautoméricas, num sistema aromatico

gue estabiliza as cargas existentes. De forma anéloga, os benzotriazdis adotam
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formas tautoméricas tanto na configuracédo neutra, quanto na forma zwiteriénica.

Estes, por sua vez, sao constituidos do anel triazolico conjugado ao benzeno

(Figura 6).3¢

Os bitriazdis e bistriazois sdo compostos essencialmente sintéticos, sem

relatos de ocorréncia em produtos naturais, e diferem-se pela presenca ou nao de

um espacador entre os anéis triazolicos.®> Os bitriazéis sdo conectados

diretamente pelas ligagcdes C-C dos carbonos C4 ou C5, onde possuem como

precursores o 1,3-butadiino e uma azida, sendo os ultimos obtidos por meio de

reacbes de controle estereoquimico. Os bistriazois possuem espagadores

atdbmicos e sao provenientes das reacdes entre diazidas ou dialcinos (Figura 6).

Esquema 2. Classificacdes adicionais dos heterociclos triazélicos

Energia
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NICS =-13,51 ppm  NICS =-13,61 ppm
HOMA = 0,931 HOMA = 0,960

Fonte: elaborado pela autora (2023)
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Figura 6. Tipos de conexdes atdbmicas em bitriazois e bistriazdis
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Fonte: elaborada pela autora (2023)

Considerando o isdmero 1H-1,2,3-triazol pode-se explorar 0s seus
aspectos estruturais, em termos de polaridade, acidez e basicidade, sendo que
estas caracteristicas se estendem aos analogos bistriazois, mas com a influéncia
das caracteristicas quimicas e estruturais do grupo espacador entre os anéis
triazolicos.

O caréater aromatico dos compostos 1,2,3-triazéis tem sido reconhecido por
meio da avaliacdo de diversos indices classicos de parametros que incluem
aspectos energéticos, magnéticos e eletrénicos. Em termos de ligacdo quimica, a
aromaticidade estéd relacionada a equalizagdo no comprimento das ligaces
quimicas de um dado sistema, mensurado pelo Modelo de Oscilador Harménico
para Aromaticidade (do inglés HOMA - Harmonic Oscillator Model of Aromaticity),
cujo valor ideal € igual a 1 (valor observado para o benzeno, composto modelo
para os calculos realizados, como mostrado na Figura 7). Outra caracteristica

relacionada a aromaticidade € a deslocalizacdo dos elétrons =, avaliada pelo
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célculo do deslocamento quimico independente do nucleo (NICS - Nucleus-

independent Chemical Shift), dado em ppm e valores negativos indicam

blindagem magnética por uma corrente magnética de anel, diretamente ligada a

diminuicdo da diferenca de energia entre os orbitais de fronteira (HOMO - Highest

Occupied Molecular Orbital, e LUMO - Lowest Unoccupied Molecular Orbital).

Quando relacionados com os dados numéricos do benzeno, estes valores

apresentam robustez e tendéncia as caracteristicas aromaticas (Figura 7).3334

Quando sdao comparadas as diferencas de energias entre os orbitais HOMO e
LUMO dos triazéis 20 e 21 (1H-1,2,3-triazol e 2H-1,2,3-triazol), fica clara a

predominancia do primeiro no equilibrio tautomérico, sendo favorecido pela

estabilidade gerada no sistema aromatico.3*

Figura 7. Comparacédo dos indices de aromaticidade entre os tautbmeros 1,2,3-triazélicos e o
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Fonte: adaptado de Ramsden (2010)3*

1,2,3-triazol

apresenta grande peculiaridade quanto as

caracteristicas quimicas reativas de cada por¢do atbmica da sua composicao e

sua natureza anfotera. Os pares de elétrons N-1, pirrélico, assemelham-se a uma

amina aromaética, onde esses elétrons participam do sexteto aromatico, ao passo
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gue este hidrogénio, ligado ao N-1, apresenta relativa acidez (pKa = 9,3 em agua).
Os outros dois nitrogénios piridinicos possuem pares de elétrons isolados que nao

fazem parte do sexteto aromatico (Figura 8).34

Figura 8. Caracteristicas da estrutura eletronica do 1H-1,2,3-triazol: semelhancas estruturais
com piridinas e pirréis

Piridina Pirrol

N Bésica /N Acida 4\
| P o - doador ) N\\N/_N\H o - aceptor ’}l
N 7 - aceptor - - doador H

-]

Fonte: elaborada pela autora (2023)

Aléem da natureza anfétera causada pela disposicdo dos atomos de
nitrogénio no heterociclo, estes, por sua vez, ainda sdo responsaveis pela elevada
polarizagdo na molécula. Por meio da analise das estruturas candnicas de
ressonancia, foi possivel visualizar a distribuicdo das cargas e prever 0
direcionamento do momento dipolo. De acordo com os tautdmeros do Esquema
3, torna-se notavel que a localizacdo de densidade eletronica foi predominante
sob os N2 e N3, gerando uma alta polarizacdo e um momento de dipolo

experimental no valor de 4,38 D.3°
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Esquema 3. Estruturas candnicas de ressonancia, cargas parciais e momento dipolar do 1H-
1,2,3-triazol

Estruturas canénicas
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(A\\ I A s 3
O h
n=4,38D

Fonte: adaptado de Jug et al (2003)%

O momento dipolo dos 1H-1,2,3-triaz6is alinhado ao C-5 traz a potencial
capacidade de formacao de ligagdo de hidrogénio, via ligagcdo C-H (pKa= 27,8). A
forte polarizacdo torna o orbital o* disponivel para hiperconjuga¢do, numa
interacdo de transferéncia de carga, num sistema de trés centros e quatro

elétrons.3¢

1.2 Estratégias sintéticas de 1,2,3-triazéis e derivados

1.2.1 Biossintese de triazois

O anel heterociclo triazélico representa um promissor bloco de construcao
na sintese organica, por conta da sua versatil aplicabilidade nas diversas areas.
Estudos visando a formacdo da ligacdo N-N, tanto em vias sintéticas quanto
bioguimicas, tém ganhado notoriedade nos ultimos anos.

O Unico relato da presenca de um anel triazélico em produtos naturais foi
feito em 1961 por Anzai e colaboradores, por meio do isolamento da 8-azaguanina
37 (8-AZG) proveniente de uma cultura de bactérias da espécie Streptomyces
albus var, sendo este composto o derivado da guanina, uma das quatro bases
nitrogenadas presentes no DNA e RNA (Esquema 4). A 8-AZG é um metabdlito
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especial com excelentes bioatividades, tais como bactericida, antitumoral,

anticancerigena e antituberculostatica.®’

Esquema 4. Estrutura quimica da 8-AZG 37 e de seu precursor guanina 38
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Fonte: elaborado pela autora (2023)

A biossintese deste triazol, considerado um antimetabdlito, foi proposta por
Zhao e colaboradores (2020), inferindo que a porg¢ao triazol pode ser acessada
através de uma cascata enzimatica e ndo enzimatica, na qual o 6xido nitrico é
usado como fonte de nitrogénio (Esquema 5). Segundo os autores, a enzima PtnA
€ responsavel por catalisar a clivagem hidrolitica de C8 de GTP 39. O produto
resultante, o trifosfato de 2,5-diaminopirimidina 40, pode se combinar com uma
espécie reativa de NO, oriundo da L-arginina 41, para fornecer trifosfato de 8-
azaguanosina 42 ou pode sofrer a disfosforilagcdo para o monofosfato de 2,5-
diaminopirimidina 43. Na sequéncia, o composto 42 pode primeiro sofrer liberacao
de pirofosfato para o triazol glicofosfato 44. Nas etapas finais da rota metabdlica,
trés produtos sdo observados: a perda da unidade de fosfato leva ao triazol
glicosilado 45, a acdo da enzima PtnC permite a formacédo da 8-AZG 37 que, por
sua vez, pode sofrer hidrélise fornecendo o composto 46 como produto da

reacdo.®
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Esquema 5. Rota metabdlica do 1,2,3-triazol 8-AZG
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Fonte: adaptado de ZHAO, G. et al. (2020)3®

1.2.2 Rotas sintéticas

Devido a sua origem essencialmente sintética, varias rotas e estratégias sao
descritas na literatura para a obtencdo dos 1,2,3-triazdis e seus derivados.® A
sintese pioneira deste heterociclo foi realizada por meio da ciclizagdo da bisfenil-
hidrazona 47 em meio acido, descrita por Pechmann, em 1888, para a preparacéo
de 2-aril-1,2,3-2H-triazbis 48, onde a anilina 49 foi o subproduto da reacéo

(Esquema 6).2
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Esquema 6. Sintese de 1,2,3-triazo6is partindo da bisfenil-hidrazona e derivados

N N _A o +
HNO, NEANY
)
47 R R

Fonte: adaptado de Melo et al (2006)2

No ano de 1991, Khaden e colaboradores descreveram seu trabalho de
sintese de osotriazois, na presenca de sais de cobre como agentes oxidantes
(Esquema 7). A glicose 50 na presenca de fenil-hidrazina transforma-se na 1,2-
bis-hidrazona correspondente, a glucosazona 51, a qual por oxidacdo com sulfato
de cobre em solucao aquosa fornece o derivado 1,2,3-triazélico 52 e a anilina 49

como subproduto.4°

Esquema 7. Rota sintética para obtencao de osotriazois

e QN
1. PhNHNH, (3 eq.) IN HN NN
ZN HO '/ &

2. CuSO, Ho NH;
OH HO OH
49
50 HO HO 52
OH 68%

51

Fonte: adaptado de Khadem et al (1992)*°

Alguns anos mais tarde, 0 mesmo grupo de pesquisa propds 0 mecanismo
de formacao do anel triazolico, via formacado de um complexo cobre — osazonio,
de baixa estabilidade (Esquema 8). Foi sugerido que o primeiro passo do
mecanismo d&-se pela reacdo da osazona 53 com o ion Cu(ll) para formar,
preferencialmente, um complexo dimérico 54, onde o nitrogénio do ligante sofre
oxidacdo, com perda de um elétron para o metal complexado (Cu?* - Cu*), dando

origem ao radical ligante 56. Numa reacdo de ciclizagéo radicalar, forma-se o
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triazol 52 e o radical fenilimina 58, este sendo rapidamente convertido em anilina

49 por hidrélise radicalar.*

Esquema 8. Proposta de mecanismo para formacao do anel triazélico via osazona
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Fonte: adaptado de Khadem (1998)*

Outra metodologia descrita para a sintese dos triazois é a [2N + 1N], que
ocorre por meio de uma reagao pseudopericiclica entre uma por¢éo contendo dois
atomos de nitrogénio com outra que possui um atomo de nitrogénio. Segundo
Melo e colaboradores, esta abordagem se baseia na andlise retrossintética, no
fato de que existe um equilibrio tautomérico anelar entre o anel 1,2,3-triaz6lico 59
e sua estrutura aciclica diazoimina 60 (Esquema 9), denominado rearranjo de
Dimroth. Este mecanismo de isomerizacao envolve a clivagem do anel triazdlico

59, formando a a-diazoimina 60, seguido de um prototropismo, que leva a
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formacdo de 61 e reciclizacdo da imina, dando origem ao novo composto triazélico

62.2

Esquema 9. Representacéo do equilibrio tautomérico sugerido para o anel triazélico

R NH,

—— H,N

59 60

+=N

R N

WX
NS
NN == HNTNH

61

N

.

N/

= R>:<NH®

62

Fonte: adaptado de Melo et al (2006)?

Kascheres e Augusti (1993) relataram as sinteses de um conjunto de novos

1,2,3-triaz6is pelo uso de 3-diazo-1,3-di-hidro-2H-indol-2-ona sob condi¢des

neutras por meio da transferéncia de nitrogénio de compostos diazocarbonilicos

63 para enaminonas 64. Neste trabalho, eles avaliaram a influéncia dos diferentes

substituintes no rendimento da reacdo (Esquema 10), concluindo que a taxa

aumenta com um aumento ha capacidade de retirada de elétrons dos substituintes

XeZzZ42

Esquema 10. Sintese de 1,2,3-triaz6is pelo uso de 3-diazo-1,3-di-hidro-2H-indol-2-ona

N>
X / o i
N o + RIMN/R —_—
1
z \R H

63 64

63aX=Me,Z=R=
63b X=0Me,Z=R
63¢cX=NO, Z=R=
63d X=NO,,Z=H,R=Me
63eX=Z=NO, R=H

64 aR'= R?= Me

64 b R! = OEt, R*= Me
64 ¢ R' = Me, R?= t-But
64 d R' = OEt, R?= t-But

N 2
N "N—R

o}
1

65

(63a+64b) = 65a (10%)
(63b+64b) = 65b (11%)
(63c+64a) = 65¢C (27%)
(63c+64b) = 65d (54%)
(63c+64c) = 65e (25%)
(63c+64d) = 65f (73%)
(63d+64a) = 659 (55%)

66

(63d+64a) = 65h (59%)
(63d+64b) = 65i (59%)
(63d+64c) = 65 (82%)
(63d+64d) = 65k (35%)
(63e+64a) = 65| (55%)
(63e+64b) = 65m (67%)
(63e+64c) = 65n (61%)
(63e+64d) = 650 (81%)

Fonte: adaptado de Kascheres e Augusti (1993)%
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Cunha e colaboradores (2003) sintetizaram derivados de 1,2,3-triazol-4-acil-
hidrazona, partindo do diazomalonaldeido, com aplicacdo da metodologia
[2N+1N] (Esquema 11). No experimento, o composto diazo 66 reagiu frente a
anilina, na presenca de &cido acético, passando pelo intermediario 1-feniltriazol-
4-carbaldeido 67, isolado como um sélido amarelo em rendimento de 74%. Apoés
trés etapas reacionais, o derivado acil-hidrazona 68 foi obtido como um sélido

branco, apés purificacéo.*?

Esquema 11. Sintese de triazois segundo mecanismo [2N+1N]

N~
- NxN
o o Anilina n=N. N I'-I
AcOH N - = N
HMH — 0 = p— [ NF
74% 0
Ny H
66 67 68

(42%)

Fonte: adaptado de Cunha et al (2003)*

Diversos estudos e metodologias para obtencdo dos triazois e seus
derivados foram desenvolvidos ao longo das décadas, mas foi por meio do
advento da reacao de cicloadicao 1,3-dipolar [3+2], dentro da construcdo destas
moléculas, que foi evidenciado o periodo de maior interesse nas suas sinteses e
aplicacdes. O conceito foi criado por Huisgen, em 1950, e trouxe contribui¢cdes
ativas nos estudos mecanisticos e de sinteses de heterociclos.*

No ambito da sintese dos compostos triazolicos, a cicloadicdo 1,3-dipolar
foi originalmente observada por Arthur Michael, em 1893, num marco do inicio da
aplicacdo desta metodologia para sintese dos heterociclos triazélicos, mas ainda
nao existia esta terminologia. Na ocasiao, foi descoberto que a reacao entre a
fenilazida 69 e dimetil acetilenodicarboxilato 70 levava a formacao de um produto

contendo o anel 1,2,3-triazol 71 (Esquema 12).4°
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Esquema 12. Primeira reacdo 1,3-dipolar descrita para sintese de 1,2,3-triazois

Nj MeO 40 @\ N_
A N~ SN

69 70 71

Fonte: adaptado de Michael (1893)*

Alguns anos mais tarde, em 1963, esta metodologia foi amplamente
estudada e aprimorada por Huisgen, que além de ser responsavel pela criacdo do
termo, também explicou outros trabalhos que se enquadravam neste grupo de
reacGes.*®

Huisgen investigou aspectos reacionais, cinéticos e mecanisticos, em duas
publicacbes de grande relevancia no estudo das cicloadi¢cdes. Logo, foi
consolidado o método de sintese do anel triazdlico, que consiste na utilizacao de
azidas e acetilenos, em altas temperaturas, para formacao do anel heterociclo. De
uma forma geral, as reacdes foram descritas como a cicloadicdo entre azidas e
alcinos organicos, conhecida, desde entdo, na literatura como cicloadicdo de
Huisgen (do inglés AAC - Alkyne Azide Cycloaddition).*6:47

As reacoes de cicloadicdo sao aquelas que procedem em uma Unica etapa,
por um unico e exclusivo estado de transicdo. As reacdes [3+2] envolvem
espécies 1,3-dipolares com sistemas de multiplas ligacdes r distribuidos em trés
nucleos, caracterizada por ser uma espécie neutra e de alta densidade eletrdnica
(dipolo - 72) que na presenca da outra espécie reagente contendo 2 atomos
(dipolarofilo - 73), reagem entre si, em um processo também concertado,
envolvendo um estado de transicdo de seis elétrons, formando o cicloaduto 74

como Unico produto da reacéo (Esquema 13).4850
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Esquema 13. Sintese genérica de um heterociclo de cinco membros por meio da reagéo [3+2]

R
/
e c
Low g ma YseRr
0 —_— \—/
P X 73 74
72

Fonte: elaborado pela autora (2023)

O mecanismo desta reagdo apresenta varios aspectos experimentais que
merecem serem destacados, tais como reversibilidade do processo, a natureza
de segunda ordem da reacéo, baixa influéncia do solvente sob o0 mecanismo da
reacdo, dentre outros. Para além desses fatores, ainda é sabido que as duas
espécies reativas se encontram num cenario de paralelismo, favorecendo a
sobreposicao dos orbitais e formagédo das novas ligagdes o. A disposicao dos
orbitais neste esquema paralelo pode adotar trés configuragdes distintas, variando
a magnitude de energia dos orbitais envolvidos (Figura 9).4%50

A predominancia do tipo de interagdo entre os orbitais HOMO e LUMO esta
diretamente ligada a presenca de grupos retiradores ou doadores de elétrons
ligados aos sistemas dos dipolardfilo e dipolo. A presenca de grupos doadores de
elétrons no dipolo leva preferencialmente a interages do tipo I. Por outro lado, a
presenca destes na espécie dipolarofila favorece a maior possibilidade de
interac®es do tipo Ill. Como sugerido, nas interacdes do tipo Il ndo ha diferenca
significativa entre as energias dos orbitais de fronteira, ndo havendo preeminéncia

de uma interacdo em detrimento a outra. 40
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Figura 9. Formas de interacdes entre os orbitais de fronteira de uma reacgéo de cicloadi¢éo 1,3-

dipolar
A Dipolo Dipolardfilo
Tipo | o| LUMO
Demandanormal & % LUMO
de elétrons 5| HOMO —H—
_H_ HOMO
A
; LUMO LUMO
Tipoll g x
Mesma energia ) * | Al HOMO
HOMO - LUMO @| HOMO K] K
A LUMO
Tipo Il o MO — N HOMO
Demanda inversa g
de elétrons 5 HOMO —T—l—

Fonte: elaborada pela autora (2023)

Apesar de promissora e de grande relevancia na discusséo cinética e
termodinamica da quimica dos heterociclos, a cicloadigcdo térmica, aplicada as
azidas e alcinos, restringia sua regiosseletividade quando se utilizava alcinos
simétricos, caso contrario, uma mistura de regioisémeros 1,4 e 1,5-dissubstituidos
(77 e 78, respectivamente) era observada (Esquema 14).°! Além disso, o
processo térmico requeria cuidados excepcionais na sua execucao, visto que as

azidas sdo relativamente instaveis e explosivas em altas temperaturas.554

Esquema 14. Formacao da mistura regioisomérica de triazdis 1,4- e 1,5-dissubstituidos

R

/ 2
“N: .

N_ - N_ -

r,\,1+ + A :N7 N—R ;N7 N R
[| 1 2 ’\ 1 ' 1 \ 2
N R® R R R
75 76 77 78

Fonte: elaborado pela autora (2023)
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Uma aplicacao sintética da cicloadicao 1,3-dipolar térmica envolve a reacéo
entre azidas organicas 79 e acilsilanos o,p-insaturados 80, sob refluxo de tolueno,
fornecendo doze novos compostos triazolicos, obtidos em misturas
regioisoméricas, em sua maioria (Esquema 15). Foi observado que o Unico
elemento determinante na regiosseletividade da reacdo foi o volume do
substituinte da azida orgéanica, ja sinalizado nos trabalhos pioneiros de Hiusgen,
de forma que, para a azida 79e, foi confirmada a formacao exclusiva do isbmero
1,4-dissubstituido.®®

Esquema 15. Sintese de 1,2,3-triazéis 1,4-dissubstituidos, via reacdo AAC

R-N; + =— L) N” N” LN R
@) tolueno Ph Siﬁ — _
321\ 7 SiPhg
o o)
79 80 81 82
60-90% 60-80%

79aR = @ 790 R = . : 79CR:Meo
799 R =
i =
= S = = S
79d R (ji/g 7% R 79f R Phssi/J\/”‘%

Fonte: adaptado de Degl'Innocenti et al (1995)%

Uma variacao recente da reacao AAC foi empregada na sintese de triazois
biciclicos pequenos e médios, por meio de uma cicloadi¢céo intramolecular, onde
as espécies azida e alcino encontram-se conectadas na mesma cadeia. O
primeiro exemplo aponta a sintese de triazoldiazepinas trans substituidas 84, num
biciclo onde o triazol encontra-se conjugado a um anel de sete membros
(Esquema 16).5
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Esquema 16. Sintese de triazoldiazepinas

Bh CO,Me
N< \
ES\N/KiCOZMe Tolueno N()‘\//\><ph
—
\ \ 80 °C. 4h N,
NLE SES
84
83 trans - 77%

Fonte: adaptado de Declerck et al (2009)%¢

O monitoramento cuidadoso da mistura reacional por espectroscopia de
ressonancia magnética nuclear de *H (RMN de *H) permitiu concluir que, apds 4h
de reacao, apenas o diastereoisomero syn havia sofrido a completa cicloadigéo,
enguanto o diastereoisdbmero anti ndo reagiu. A diferenca de reatividade entre os
diastereoisdmeros pode ser explicada por meio da andlise das projecdes de
Newman (Esquema 17), onde mostra as proximidades dos grupos reagentes, em

funcdo da estereoquimica adotada.>®

Esquema 17. Analise conformacional para a sintese estereoseletiva de triazoldiazepinas

Ph
Ng;\ég 1 sEs CO,Me
N ,Pl-_N
CO,Me " N Ph
N
7 SES
85 87
anti
Ph
COMe | H .COMe
H NS N'Esl \N/\>—Ph
—_— —
N3 %N‘
ﬂ // SES
84
Maior 36 Unico produto
aproximagéo syn observado
entre a azida e o
alcino

Fonte: adaptado de Declerck et al (2009)°¢
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Na sintese de lignanas triazolactamas de onze membros, Donets e
colaboradores (2007) aplicaram a metodologia AAC térmica de Huisgen. A etapa
de ciclizagéo foi realizada sob condi¢gbes de alta diluicdo para melhor promover a
reacao intramolecular (Esquema 18). O processo foi bastante lento, e exigiu 48
horas de aquecimento em tolueno para atingir a conversao completa do material

de partida no produto desejado e minimizar a ocorréncia de reagdes laterais.>’

Esquema 18. Sintese de triazolactamas via AAC

O \-PMB Tolueno MeO O N/PMB
_—s
140 °C, 48h o)
O T B4

88a R = @ 88b R= Me 88c R = %
89a=73%

89b =57%

89C =69%

MeO 89 d = 75%

MeO y

88AR= e o 89e= 60%

MeO

Fonte: adaptado de Donets e Eycken (2007)%’

Diante dos exemplos citados, e outros tantos descritos na literatura,
podemos perceber que a reacéo de cicloadicdo térmica 1,3-dipolar entre azidas e
alcinos leva a formacao inequivoca do heterociclo 1H-1,2,3-triazol. Entretanto,
algumas das suas limitagdes, tais como a baixa regiosseletividade e a
necessidade de altas temperaturas, colocam essa metodologia em desvantagem
sintética.

Em 2002, baseado nos principios da quimica verde, foi desenvolvido um
método mais robusto, eficiente e préatico para a sintese regioespecifica de 1H-
1,2,3-triazois, por Meldal e Sharpless, colocando o cobre, e mais tarde outros

metais, no cenario mecanistico. Esta descoberta representou um marco histoérico



52

na quimica dos triazéis, com a introdu¢ao do termo “Quimica Click” e a reacao
“CuAAC” (do inglés Copper(l)-catalyzed Azide-Alkyne Cycloaddition),” dentro dos
conceitos das reagOes organica. Por sua criacdo e desenvolvimento, Meldal,
Sharpless e Carolyn R. Bertozzi foram laureados com o prémio Nobel de Quimica,
no ano de 2022. Este termo € bastante abrangente e posteriormente sera tratado

com mais profundidade neste manuscrito.

1.2.3 A reacdo CuAAC: caracteristicas, aspectos mecanisticos e aplicacbes

Na sua primeira publicacdo sobre a sintese de 1,2,3-triaz0is via catéalise
metalica, Morten Meldal e colaboradores fizeram referéncia a dois trabalhos
sintéticos que impulsionaram as suas ideias. O primeiro deles, publicado em 1984
por Gerrit L’abbé, descreve derivados 1,2,3-triazélicos isolados como subprodutos
da reacao principal, que seria a obtencéo de azidoalenos one pot, utilizando cloreto

de cobre (CuCl), azida de litio (LiN3) e um alcino interno (Esquema 19).%8

Esquema 19. Primeiro relato do uso de cobre na formacé&o de derivados de 1,2,3-triazol

1. LiBr, BuLi, MeSO,Cl N(%H o .
R -60 °C \— e
2 __ [ .1 c—<
R— \R N3 R2 + Rl N
OH 2. LiN,, CuCl R \L1 3
.60 °C, 12-24h R
90 91 92

R = CMe, Fenil, m-NO,C H,
R! = H, Fenil
R? = CMe, Fenil

Fonte: adaptado de Gerrit L’abbé (1984)58

No segundo trabalho que inspirou Meldal, os autores descreveram a sintese
em fase sdlida, conectados a resina (3-oxobutiril) piperazina 93, de 1,2,3-triazdis
por uma reacdo de transferéncia diazo com tosil azida e uma amina terciaria

(Esquema 20). As condi¢cdes de reacdo moderadas utilizadas nesta sequéncia
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sintética permitiram sua aplicacdo em blocos de construgdo com muitas

funcionalidades distintas.>®

Esquema 20. Sintese de 1,2,3-triazéis em fase sélida polimérica

o)
PN JL TsN @] R
PS™ 0 U DMF,DIBPEA Ps/\oJ\N/\ N/
b v A
O RHN
93 94 O

93aR =

93c R =

O\rﬂs
Y
93b R =
o),
N )\

Fonte: adaptado de Zaragoza e Petersen (1996)>°

Com base nestes dois ultimos trabalhos citados, Meldal e colaboradores,
descreveram o uso cobre(l), dentro da estratégia da cicloadicdo dipolar de alcinos
terminais a azidas, de forma que obteve um regioisémero especifico, o 1,2,3-triazol-
1,4-dissubstituido, com rendimentos superiores a 95% em reagdes a temperatura
ambiente, resolvendo, assim, a problemética da falta de regiosseletividade e uso de
elevadas temperaturas, observados na reacao AAC térmica de Huisgen (Esquema
21). Entretanto, neste trabalho, os aspectos mecanisticos ainda ndo eram
elucidativos, sendo citado apenas sobre a capacidade do cobre em coordenar com
o alcino, mediante estudos contemporaneos sobre a coparticipagdo deste metal no

ciclo catalitico da reagéo de acoplamento Sonogashira.®®
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Esquema 21. Sintese regiosseletiva de 1,2,3-triaz6is-1,4-dissubstituidos

o) O
1. RN, (96), DIPEA, Cul
FmocHN \)J\ z( _) . NHZ\)J\
: FGFG— 2. 20% piperidine/DMF : FGFG—OH
= 3. NaOH,, (0,1 M) P\
(@) N-R
/// N=p
95
97
ww = HMBA-PEGA,,
96aR = 96b R = 96c R = 96d R = 96e R =
AcO OAc Ny Feells =,
0o :
CO,H AcO @ Hoaw
SPh

Fonte: adaptado de Meldal et al (2002)%°

Pouco tempo depois, Sharpless e colaboradores relataram otimizagbes
metodoldgicas para a preparacédo do heterociclo triazdlico, por meio da reducéo
in silico do Cu(ll) a Cu(l), usando ascorbato de sddio (NaAsc) como agente
redutor, além das condicbes reacionais brandas e uso de solventes
hidroalcodlicos (H20/t-BuOH), mas de acordo sobre o estado de oxidacdo do
cobre necessario para se iniciar o ciclo catalitico. Neste trabalho eles mostraram
as sinteses de uma grande variedade de triazbis e a primeira sintese de um
bistriazol simétrico 100i (Esquema 22), com rendimentos entre 82-94%, além de
apresentar a primeira proposta do mecanismo do ciclo catalitico para esta
reacdo.b!

O mecanismo proposto (Esquema 23) tem seu ponto de partida na
formacéo do acetileto de cobre(l). Duas rotas podem ser visualizadas, sendo a
primeira B representando a cicloadicéo direta, concertada e sincrona, fornecendo
o triazolilacetileto de cobre IV e a segunda rota (B-1, B-2 e B-3), assincrona, que
passa pela formacéo de dois estados de transi¢ao, incluindo a formagéo de uma
espécie metalaciclica (Ill), até a formacdo do intermediario IV. Os autores

afirmaram que calculos da teoria do funcional da densidade ofereceram
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evidéncias que a rota B foi favorecida em cerca de 14 kcal, em detrimento a

cicloadicdo concertada.®*

Esquema 22. Sintese de 1,2,3-triaz6is-1,4-dissubstituidos por meio da geracéo in situ de Cu(l)

CuS0,.5H,0 (1mol%) Rl N
NaAsc (10 mol%) “N” SN
R———H + Rl—N3 \:<
t-BuOH/H,0O R
ta, 12-24h
98 99 100
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\i N N, _N_
N™ N N NN N™ N
NH
NH,
100a 100b HN 100c
92% 91% 84%
HO
@\‘ \\< OH
~
e
O. _N. N° SN N™ SN
N™ SN == —
\\g:o
100d HO 100e 100f
88% 84% 82%
OH
N N
/N N z N
N~ XN N™ XN N/_N /N_N
\\g OH
N—N \—N
o )
100g 100h 100i
88% 90% 93%
_N
i
N
N-NH NH
. )/'“NHz
100j HN

88%

Fonte: adaptado de Sharpless et al (2002)%!
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Esquema 23. Primeira proposta de ciclo catalitico mediado por Cu(l)

1 N

R B-3 ~N” XN —

—<CulLn = __----- >
D e )Z( 100 R
N:N/N\Rl ) ,’, CuLn R
v Cc
B-2
R i B

Fonte: adaptado de Sharpless et al (2002)°!

Por meio das contribuicbes de Sharpless e Meldal, a reacao de sintese de
1H-1,2,3-triazbis catalisada por cobre tornou-se o método mais amplamente
utilizado na comunidade cientifica, ficando conhecido como a ‘cicloadicédo 1,3-
dipolar entre um alcino terminal e uma azida organica catalisada por cobre(l)’, a
CUAAC, a qual foi incluida na classe de reacdes da “Quimica click”, introduzida por
Sharpless em 2001, cujos principios e exemplificacdes serdo abordados adiante.

O mecanismo proposto foi amplamente estudado por Fokin e colaboradores,
baseado em calculos TFD (do inglés DFT - Density functional theory), que
apontaram a diminuicdo do pKa do proton do alcino terminal em 9,8 unidades, o
que facilitaria a sua desprotonacao para formacdo do intermediario (1), o acetileto
de cobre. Além disso, foi justificado o aumento da velocidade da reagédo, em
comparacao com a cicloadicao térmica, por meio da previsdo da barreira da energia
de ativacdo. Para a formacdo do estado de transicdo de seis membros do
metalaciclo de cobre (lll) a energia foi de 14,9 kcal.mol, enquanto na cicloadicédo
ndo catalisada o valor calculado foi de 25,7 kcal.mol?, representando uma
diminuicdo na taxa de reacdo de, aproximadamente, dez ordens de grandeza.®?

Com isso, foi possivel tracar uma representacdo esquematica da reacdo, em
termos de energia vs coordenada da reacao (Figura 10). A primeira etapa | = 1l

gue demonstra a troca de ligante no centro metalico € exergbnica. Na sequéncia, 0
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C-2 do acetileno atua como nucledfilo sob o N-3 da azida organica 99, formando o
metalaciclo de cobre de seis membros Ill, com uma barreira energética média de
14,9 kcal/mol. Como pode ser observado no diagrama de energia, a barreira
energeética para a contracdo do anel Il &> Il é baixa e termodinamicamente

favoravel para a formacéo do intermediério triazélico de cinco membros 1V.62.63

Figura 10. Diagrama de energia proposto para o ciclo catalitico CUAAC

g

< 1
N\N,N\R
1l
A = 14.9 kcal.mol?

Energia (kcal.mol™)

— \J
R—— v
+ - AN 1
=NE N
N=N N\Rl | (ltul_n RNy
N< —
99 N Rl >——<

NZ ~ cu/ R

Coordenada da reagéo

Fonte: adaptada de Fokin et al (2007)%

Com os parametros reacionais ja consolidados, os esfor¢cos estavam
voltados para os aspectos elucidativos do mecanismo da reacdo. Diversos grupos
de pesquisa investiram no estudo cinético deste processo, em busca de respostas
para cada evento sugerido.54% Apo6s diversas investigacdes foi verificada a
exigéncia de uma interacao de dois centros de cobre, com uma ou duas unidades
alcino/acetilida e uma azida, trazendo vantagens no posicionamento intramolecular
desses grupos e sucesso no isolamento do intermediario triazolil-cobre 1V, com
confirmacéo da sua estrutura .56.67

Com todas as aplicages sintéticas, estudos cinéticos e isotépicos foram

realizados envolvendo a reacdo CuAAC. Fokin e colaboradores revisitaram o ciclo
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catalitico existente e realizaram algumas consideracfes elucidativas sobre os
intermediarios reativos de cobre, confirmando a sua natureza binuclear. Mediante
suas observacdes, foi concluido que os complexos monoméricos de acetileto de
cobre ndo eram suficientemente reativos frente as azidas organicas, requerendo
uma segunda unidade de cobre para mediar o processo dentro das etapas de
cicloadicdo.®®

O novo ciclo catalitico proposto apresenta dois atomos de cobre
guimicamente equivalentes, trabalhando em conjunto para a formagéo
regiosseletiva de 1,2,3-triazdis-1,4-dissubstituidos (Esquema 24). O inicio do
processo sugere a ocorréncia de uma interagdo n entre o alcino 98 e a primeira
espécie reativa de cobre V; a formacdo deste complexo, e a participacdo do
segundo equivalente de cobre, favorece a formacéo da ligacdo o originando o
complexo organometalico binuclear de acetileto de cobre VI. Este, por sua vez,
coordena-se de forma reversivel a azida organica 99, de forma que favorece o
ataque nucleofilico do C-2 do acetileto ao N-3 da azida. O mecanismo segue com
uma interacdo do par de elétrons ndo-ligantes do N-1 com o orbital antiligante do
C-1 do acetileno, formando a triazolida cuprosa IX e a segunda ligagdo o C-N,
completando o processo de ciclizagdo. Por fim, ocorre a protonacdo do
intermediario IX com a formagé&o de 1,2,3-triazol-1,4-dissubstituido 100, liberando

Cu(l) no ciclo catalitico.®
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Esquema 24. Proposta de mecanismo para a reacdo CuAAC com dois atomos de

cobre
1 N
R\ N’ \\ N 98

[Cu] !
|_|+ R——-H w H+
\Y

IX .

RL N, [Cu]
RN CuAAC .
= R—=——[Cu]
Cu R Vi

IRl
.
I+\‘ .

[Cu] - C.’}‘. X N=N-N_ |

‘ NN T N  [Cu 99
z \\\\ 7
N C cu” I
VI
R Cu®
Vil

Fonte: Fokin et al (2007)%°

O experimento de enriquecimento isotopico para elucidacdo do ciclo
catalitico binuclear encontra-se descrito na Figura 11. A metodologia consistiu no
monitoramento de uma reacao entre um acetileto de cobre (I) pré-formado 101
frente uma azida organica 99, na presenca ou auséncia de uma gquantidade
adicional de um catalisador de cobre (I), e o progresso da reacéo foi rastreado por
calorimetria de reacao de fluxo de calor em tempo real. Com isso, foi verificado que
a reacao catalisada forneceu, prontamente, a triazolida de cobre 102, enquanto a
reacdo ndo catalisada ndo apresentou quantidade consideravel do produto, além
da quantificacédo de enriquecimento do isétopo 3Cu por TOF-MS.8

A evidéncia de formacdo do composto 103 enriquecido isotopicamente
supbe que ocorra a migracao do carbeno N-heterociclico (NHC) do ligante de um
atomo de cobre para outro, de forma que se fez necessario estabelecer em que
momento ocorreria 0 processo de troca de ligantes: i) por meio do intermediario

acetilida 61; ii) através do intermediario triazolida ja formado 103; ou iii) durante o
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processo de cicloadicdo, como ja previsto no mecanismo. As espécies 102 e 103
foram tratadas com 1 equivalente do catalisador de cobre, em THF, por 30 minutos,
verificando, ap0s o tempo da reacdo, que ndo houve enriqguecimento isotépico
(Esquema 25). Logo, a hipétese mecanistica j4 tracada prevaleceu, com a
participacdo do cobre binuclear e troca de ligantes atuando na etapa de ciclo-

adicdo.%8

Figura 11. Gréafico de producéo de calor global (mW, miliwatts) para a formacgé&o da triazolida em
condicdes catalisadas e ndo catalisadas
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Fonte: adaptado de Fokin et al (2013)%
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Esquema 25. Experimentos de enriquecimento isotopico para elucidacéio mecanistica

N
N
N

o [Cu(PPh,),NO,] 1 eq. Ar——

! Ar Cu(NHC) Cu(NHC)
THF, ta, 30 min. .
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102 enriquecimento
isotépico
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Bn~y-"\y [Cu(PPh,),NO,] 1 eq. NN
- i Cu(NHC
CU(NHC) THF, ta, 30 min. ( )
} 103 103 Néo foi observado
enriguecimento
. isotopico y

Fonte: adaptado de Fokin et al (2013)%

Apos a elucidacdo mecanistica e fundamentada a dependéncia catalitica do
cobre, a reacdo CuAAC apresentou grande expansado dentro dos estudos de
sinteses do heterociclo triazolico. Varias abordagens foram ampliadas, tais como a
variabilidade das fontes de cobre (CuBr, CuCl, Cul, (Ph3P)3CuBIr/DIPEA)®®73, os
diferentes sistemas cataliticos (homogéneo e heterogéneo)’*’6, bem como o uso
de outros metais de transicdo em reacdes de cicloadicdo envolvendo azidas e
alcinos. 780

Grande parte dos trabalhos descritos na literatura relatam a presencga
indispensavel do Cu(l) no ciclo catalitico. Entretanto, alguns autores mostraram a
utilizacdo bem sucedida do Cu(ll), na auséncia de um agente redutor. Jabbari e
colaboradores (2016) desenvolveram uma metodologia utilizando um catalisador
heterogéneo oligomérico, composto de uma base Schiff, do silsesquioxano
oligomérico poliédrico (POSS) e do Cu(ll) (Figura 12). Este material demonstrou
alta atividade catalitica na sintese organica de 14 compostos 1H-1,2,3-triaz6is, com
rendimentos superiores a 84%, podendo ainda ser o catalisador heterogéneo

facilmente recuperado e reutilizado em outras reacoes.?!
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Figura 12. Estrutura quimica do catalisador oligomérico de Cu(ll)

Fonte: Adaptado de Jabbari et al (2016)8!

O uso de nanoparticulas de Cu(ll)-y-ciclodextrina suportadas em nitreto de
boro hexagonal (Figura 13), foi relatado numa metodologia multicomponente de
sintese de 1H-1,2,3-triaz6is. O catalisador 107 apresentou elevada atividade
catalitica em agua, ofereceu os produtos correspondentes com bons rendimentos e
excelente tolerancia aos variados grupos funcionais. Além disso, este catalisador
pode ser facilmente separado por filtragao e utilizado diretamente em novos reacdes

apos a reciclagem, pelo menos sete vezes, segundo os autores.??
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Figura 13. Nanoparticulas cataliticas de Cu(ll)-y-ciclodextrina suportadas em nitreto de boro
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Fonte: Adaptado de Wu et al (2016)%?

Os estudos recentes tém se voltado para a investigacao do escopo da reacao
CuAAC em diversas vertentes da quimica organica, trazendo inovacao e
propriedades especificas, sendo desafiada pela mudanca de paradigma e
numerosos métodos envolvendo a sintese organica em desenvolvimento. Um
exemplo disso é 0 uso da mecanoquimica, considerado um procedimento inovador,
eficiente, facil e ecolégico que vem sendo testado em varios substratos diferentes
e em todos 0s casos proporcionou 0s correspondentes derivados de 1,2,3-triazol
1,4-dissubstituidos com elevados rendimentos e purezas, dispensando quaisquer
etapas de purificacdo adicionais.384

Mack e colaboradores (2013) realizaram a sintese in situ da azida numa
reacao multicomponente CUAAC em mecanoquimica (Esquema 26). Apesar da alta
liberacdo de calor, ndo foi relatado nenhum evento explosivo pelos autores. A
moagem conjunta de alcinos e azidas usando as esferas de cobre, fornecem
prontamente o catalisador por meio da liberacdo de particulas de cobre além da
transferéncia de energia mecanica para os reagentes, além de uma reacao livre de

solventes e de facil isolamento do produto.®
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Fonte: adaptado de Mack et al (2013)8°

Recentemente, um trabalho analogo foi desenvolvido por Bhattacherjee e
colaboradores (2022), onde desenvolveram uma metodologia de moagem
mecanoquimica regioespecifica para a reacdo CuAAC usando esferas de cobre.
Quinze heterociclos 1,2,3-triazéis, altamente funcionalizados, foram sintetizados
seletivamente com rendimentos entre 58-96%. Em busca da validacdo do método
proposto, 0s autores estenderam para a sintese de Rufinamida (Esquema 27), um
medicamento antiepiléptico disponivel comercialmente, e seu analogo clorado,

confirmando, assim, a eficacia do ciclo catalitico nesta metodologia.®

Esquema 27. Reacdo CUAAC em mecanoquimica com utilizacdo de esferas de cobre

F F
5°°2h’P'“ N 1. NaOH, MeOH, ref. F
N’ - ]
Ny — cooet, = S 2 TEA, EIOH, 60°C, 20 N'N\'N
- “ ] s - o LI
- . ° g, 3 UAM, THF.60°C.2h - \§<
113 114 76% NA2
Rufinamida
a cl cl
50‘;;"'“ N 1. NaOH, MeOH, ref. N
N3 . =—co0Et, — NE\{N 2 TEA, EIOH, 60°C, 20 N\\'N
o a . , a =
® coopt, 3 LAM,. THF.60°C,2n NH,
117 65%
115 112 116 LA

clorado

Fonte: Adaptado de Bhattacherjee et al (2022)8°

1.2.4 A reacdo CuUAAC aplicada a sintese de 1,2,3-bistriaz6is

Todas as metodologias descritas para 0s monotriazois sdo expandidas para

0 acesso a uma grande diversidade de bis, tris e multitriazois, com aumento
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sequencial do anel heterociclico na mesma estrutura, por meio de um método
simplificado e cada vez mais inovador.

A estrutura quimica do bistriazol € caracterizada pela presenca de um
espacador atdbmico entre os anéis triazolicos. Este espacador pode ser proveniente
de uma bisazida 118 ou um bisalcino 119, em cadeias simétricas ou assimétricas,

variando, assim, a natureza da conexao entre as unidades triazolicas (Figura 14).

Figura 14. Estruturas quimicas genéricas de bisazidas e bisalcinos

- + + -
N:N:N\/N:N:N —_ — H

118 119

Estruturas simétricas
Espacador com plano interno de simetria

Estruturas nao simétricas
Espacador sem plano interno de simeria

Fonte: elaborada pela autora (2023)

Considerando a modulagem de moléculas simétricas, partindo do 1,6-
heptadiino-4-carboxilato de metila 120, do 2-(azidometil)fenol 121 e na presenca de
cobre (I), gerado in situ, usando a metodologia CuAAC, foi possivel sintetizar um
bistriazol simétrico, cuja estrutura foi desenvolvida para aplicacdo em sensores
metalicos via eletroquimica, por deteccdo direta induzida (Esquema 28). O
bistriazol obtido permitiu complexacdo completa e estavel frente reacdo com 1
equivalente de cobre (Il), criando perspectivas para o desenvolvimento de sensores

eletroquimicos a partir destas estruturas.®’
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Esquema 28. Sintese de ligante metalico simétrico bistriazolico

| 00O
0.0 CuSO,/NaAsc
. ©\/\N3 tBUOHIH,0 _ _
OH - N‘NCN NsN,N
I N
120 121
122

Fonte: adaptado de Kanso et al (2021)%

A sintese de bistriazdis a partir de bisalcinos, conectados por C-4, é
amplamente descrita na literatura, com aplicacdes que vao desde o estudo de
estratégias sintéticas, a aplicagcbes em quimiossensores fluorescentes, atividades
bactericidas, atividades fungicidas, estudos da citotoxicidade, desenvolvimento de

sensores e ligantes metalicos e a sintese de polimeros triazélicos (Tabela 1).88%
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Tabela 1. Exemplos de reac6es CUAAC a partir de bisalcinos como espacadores

(continua)
Fonte de Cu Solvente Espacador Azida Aplicacao
bisalcino
0 N
DMSO/ Q\N/'LN/ﬁ 3
CuSO4/NaAsc \ s
H20 Estudo sintético®
123 124
N(S;N N3 co,me
Cp*RuCI(COD) THF ‘_O_‘ N
P ™S ™S NHBoc Quimiosensores fluorescentes®
125 126
o)
cul ///\N/U\N X Ao > Ns Atividades bactericida, antiviral e
u -
vo 128 citotoxica®
127
X = ©/\N3
CucCl MeOH . -
Ligante metalico®*
129 124
OBn
CUSOUNaA t-BUOH/ /[CL ﬁ)OB”w )O\ N N
uSOa/NaAsc :
H20 =z © 3o N OH OH Bistriazois poliméricos®?
131




(concluséo)

onte de Cu Solvente Espacador Azida Aplicacao
bisalcino
o)
||3|
= o
CuBr MeCN // Sintese de ligantes®
O 133
132
| | AcO
— AcO o
Acetona/ . — Estudo
CuSO4/NaAsc AcO N3 o
H20 o CO,Et OAc Sintético®
N
2
134 135
CuSO4/NaAsc DMSO Anticancer e bactericida®

68
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A sintese a partir de bisazidas permite a formacédo de bistriazois conectados
pelas unidades N-1 de cada anel triazélico. Nesse sentido, uma série de 24
bistriazéis simétricos foram sintetizados como potenciais agentes antioxidantes via
reacdo CUAAC, na presencga de CuSOs/NaAsc e a mistura de acetona e 4gua como
solvente (Esquema 29). Verificou-se que o composto 139f apresentou a maior
atividade de inibicdo de acetilcolinesterase dentre todos os demais compostos
testados, ao passo que o composto 139h possui promissora atividade antioxidante
em testes in vitro.%® Além disso, diversos outros autores relataram a sintese de
bistriazdis simétricos, a partir de bisazidas, com vasta aplicabilidade em atividades
biologicas, que vao desde atividade antioxidante, citotdxica, anticancerigena,

antifingica, até agente quelantes e quimiossensores (Tabela 2).97-101

Esquema 29. Sintese de compostos bistriazélicos com potenciais atividades bioldgicas
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Fonte: adaptado de Dugdi et al (2016)%
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Tabela 2. Exemplos de reacdes CUAAC a partir de bisazidas como espacadores

(continua)
Fonte de Cu Solvente Espacador Alcino Aplicacao
bisazida
gz
OH =
CuS0O4/NaAsc t-BuOH/H20 N3\/\/N3 Antifangico®”
140
141
/\/\ //
N3 N5 e
CuSO4/NaAsc t-BUOH/H-0 Antifngico®’
142
143
I
Ny TN 0Ty T . . -
CuSO4/NaAsc DCM/H20 » N Anticancer e citotoxicidade®
145
NN
N3 N3 i 99
Cul THF/H20 146 ‘ Quimiosensores

147




(concluséo)

Fonte de Cu Solvente Espacador Alcino Aplicacao
bisazida
OCH,
N3
THF/ o o
CuSO4/NaAsc Atividade antioxidante'®
H20
N3
148
NH,
Cu(Oac)2/ t-BUOH/ \/\/
(0ac) Na Na Agentes quelantes?®?
NaAsc H20

71
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Meldal e Tornge (2008) realizaram um estudo aprofundado sobre a
reatividade de azidas e alcinos, bem como propostas mecanisticas que envolvem
a formacdo do segundo anel triazdlico, em bistriazois. Eles reforcaram a maior
velocidade da reagédo quando se emprega alcinos terminais, em detrimento aos
internos, o que facilita a coordenacdo metélica e formacao do acetileto de cobre.
Entretando, a presenca de alguns substituintes pode diminuir a taxa de velocidade
do processo. Em relacdo as azidas, grupos fortemente retiradores de elétrons
diminuem a velocidade da reacdo, bem como o substituinte alila, propensos a
rearranjos 1,3-sigmatropicos. A reacdo também é favorecida na presenca de
substituintes com menor impedimento estérico, adjacentes aos nucleos reativos e
numa escolha de solvente adequada aos substratos, de forma que se mantenha
uma diluicdo padréo (0,2-0,4 mol.L!) nas reagées (Figura 15).19?

Os autores ainda sugeriram a existéncia de um complexo adicional formado
a partir das reacdes com bisazidas, ndo descrito no mecanismo binuclear de
cobre, onde ocorre uma pré-formacdo de uma espécie trinuclear de cobre, com
participacdo do triazolil cobre formado incialmente no ciclo catalitico. O primeiro
anel triazélico formado, ainda ndo protonado, coordena-se com a outra por¢ao
azido, com um efeito catalitico adicional para a reacao, resultando, teoricamente,

na supressao de formacgéo do monotriazol (Figura 16).102



Figura 15. Condi¢Bes experimentais que favorecem a sintese de bistriazois via CUAAC
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Fonte: adaptada de Meldal e Tornge (2008)1°?
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Figura 16. Proposta de complexo intramolecular catalitico da reacdo CUAAC para sintese de
bistriazois

Fonte: adaptada de Meldal e Tornge (2018)%?

A ocorréncia de bisazidas com restricdo conformacional no espacador
também exerce influéncia na velocidade da reagédo do segundo anel triazolico. Finn
e colaboradores (2007), relataram a formacé&o preferencial do monotriazol, frente a
reacdo da 1,3-diazidapropan-2,2-diol (153) com o alcino fenilacetileno (141)
(Esquema 30). Nesse estudo, foram testadas a acdo de uma classe de ligantes
polibenzimidazol para potencializar a atividade catalitica do cobre, concluindo que
a utilizacdo de uma espécie com nitrogénio central é capaz de fornecer densidade
eletrénica ao Cu(l), com potencial capacidade de coordenacdo, além de que
cadeias substituintes contendo acidos ou ésteres na posicdo adequada podem
auxiliar a na etapa de protonacéao e clivagem da ligagdo Cu-C. Dentre o grupo de
ligantes testados pode-se citar o Tris(benziltriazolilmetil)amina -TBTA, e o 5,5',5"-
[2,2',2"-nitrilotris (metileno)tris(1H-benzimidazol-2,1-diil)]tripentanoate de
Tripotassio hidratado - BimCasAs, representados na Figura 17 na forma dos
potenciais complexos que atuam na otimizacao catalitica do cobre e na formacéo

da estrutura bistriazélica.193

HQ OH . <:> N HO OH N HQ OH =
DMSOH,0 & w f@
153 141 ta, 30 h
Produto
majoritario

Fonte: adaptado de Finn et al (2007)%03
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Figura 17. Potencial coordenacédo dos ligantes 156 e 157 para ativagdo do cobre catalitico

156 157

Fonte: adaptada de Finn et al (2007)03

Quando esses parametros reacionais podem ser combinados, permite-se
um maior controle reacional, como € relatado em trabalhos de sintese assimétrica
de bistriaz6is.1%41% Yhuan e colaboradores desenvolveram uma reacéo
multicomponentes entre uma bisazida assimétrica, com uma das porcoes
guelantes 158, e dois diferentes alcinos (Esquema 31). Os alcinos mais reativos
reagirdo majoritariamente com a por¢cao quelante (mais reativa e catalitica)
fornecendo, incialmente, o monotriazol (monitoramento realizado por RMN de H).
Vale ressaltar que os autores utilizaram uma fonte de Cu(ll), sem agente redutor,
na primeira etapa da reacao, que favorece a cicloadicdo com o alcino considerado
mais reativo, em virtude dos grupos retiradores de densidade eletrbnica. A
segunda etapa da reac¢ao incluiu a geracéo in situ de Cu(l), por meio da adi¢ao de
NaAsc, diante de grupos de baixa reatividade e baixa propriedade complexante,
0 que permitiu a segunda cicloadicdo, com formacédo do bistriazol em altos
rendimentos e alto grau de pureza (Figura 18).199
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Esquema 31. Sintese quimiosseletiva e multicomponentes de bistriazdis assmetncos

. N N, Cu(OAo), NaAsc P
+ 7\ —_ = 159 —— =
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{ N 160 a W 160 a
— 98% 70%
N N=N
! N AN i
N\ 7/ 160 a
74%

Fonte: Adaptado de Yuan et al (2012)%0°

Figura 18. Representacdo da reagdo multicomponente entre a bisazida e os diferentes alcinos
com as respectivas ordens de reatividades

Alcinos_ mais Alcinos menos
reativos reativos

Fonte: adaptada de Yuan et al (2012)%0°
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1.2.5 Quimica click

A quimica click representa um conjunto de reacdes termodinamicamente
favoraveis, que levam a formacdo de um produto com economia atdémica e altos
rendimentos. A terminologia e metodologia foram desenvolvidas por Karl Barry
Sharpless, em 2001, na elaboracdo de um conceito de reacdes organicas
baseadas em principios da quimica verde, reacdes modulares, estereoespecificas
e que gerem produtos estaveis, fazendo da quimica click uma atrativa ferramenta
em estudos de sintese organica.1°

Em contraste as reacdes quimicas classicas, essas reacoes trazem uma
abordagem mais simples de construcéo das estruturas onde a exotermicidade da
termodinamica e a cinética da reag¢do permitem a sintese de produtos estaveis e
de forma rapida.''! As reacdes click comumente estudadas incluem as reacdes
de cicloadi¢cGes catalisadas por metais de transicdo (MAAC), reacfes de adicao
nucleofilica em abertura de anéis, adicdo a alquenos e alquinos e as reacdes do
tipo Diels-Alder (Figura 19).56 112, 113

Figura 19. Exemplos de reacdes click
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Reacoes de adicdo a
de anéis ¢ 4

insaturacées

Fonte: adaptada de Moses e Moorhouse (2007)*?
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Dentre as reac0es click, a reacao de ciclo-adicdo entre uma azida orgéanica
e um alcino catalisada por cobre | (CUAAC) é, sem duvidas, a mais representativa
e explorada na literatura, viabilizando uma reacao regiosseletiva na sintese de
1,2,3-triaz0is-1,4-dissubstituidos de grande versatilidade em varias vertentes da
guimica.

Com todas essas vantagens descritas, na Ultima década as reacdes click
ganharam uma importancia significativa nas pesquisas em quimica sintética, de
maneira que Morten Meldal e K. Barry Sharpless foram laureados com o prémio
Nobel de Quimica, em 2022, juntamente com Carolyn R. Bertozzi, pela aplicagéo
da reacdo CuUAAC em biomoléculas por meio da quimica bio-ortogonal.

Os méritos de Meldal e Sharpless foram pelo desenvolvimento e
elaboracao dos principios fundamentais que regem essas reac¢fes. Ja Bertozzi,
utilizou esses principios para aplicacdo em sistemas vivos, aprimorando a sintese
dos compostos triazélicos na auséncia de cobre, por meio do desenvolvimento de
reacdes em condi¢es fisiolégicas e promovidas por tenséo.4

Sharpless e colaboradores ja haviam investigado aspectos bioconjugativos
das reacbes CUAAC por meio da funcionalizagdo de estruturas virais com o grupo
azido 161 e um acetileno fluorogénico, com aplicacdo da CuAAC via utilizacdo do
ligante TBTA, antecipando a aplicacdo dessa metodologia em biomoléculas
(Esquema 32). Considerando as propriedades acidas e basicas disponiveis nos
sistemas bioldgicos e as condi¢cbes de fisioldégicas dentro das células dos seres
Vvivos, alcinos e azidas reagiram seletivamente, com conservacao da estrutura do
virus testada. Viabilizou-se também a incorporacéo desses grupos funcionais em
moléculas biol6gicas, por natureza organica e rotas biossintéticas, para criar

pontos Unicos de reatividade para formacédo do heterociclo triazélico.''®

tBUOH, pH8,0
4°C, 16 h

Fonte: adaptado de Sharpless et al (2003)*'°
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O papel catalitico do cobre, que representou uma solugdo prética para a
guimica organica sintética, tornou-se um problema na quimica bio-ortogonal, visto
que a utilizagdo do cobre diretamente nos sistemas vivos poderia gerar
incompatibilidade em alguns sistemas, devido a sua elevada toxicidade. Uma
alternativa seria a ativacdo do alcino, por meio do emprego de substituintes
fortemente retiradores de densidade eletrbnica, como o grupo carboxila,
diminuindo, assim, a energia do LUMO. Entretanto, essas espécies entram em
equilibrio, de forma que o tautdbmero a,B-insaturado resultante dos compostos
carbonilicos também podem atuar como aceptores de Michael frente a diversos
nucledficos bioldgicos, perdendo a sua bio-ortogonalidade. 116118

Nesse sentido que entra a importancia dos avancos das aplicacdes dos
conceitos de sinteses dos 1,2,3-triaz6is na criagdo de uma nova forma de
cicloadicdo, agora mediada por tensao (SAAC - Strain-promoted azide-alkyne
cycloaddition). Bertozzi e colaboradores (2004) concluiram que a deformacéo
inerente do anel ciclo-octino dispensava a acao catalitica do cobre e comprovaram
a natureza bioestavel e bio-ortogonal dos produtos da CuAAC. Por meio da
marcacao de proteinas da superficie das células com grupos azida 164 e um ciclo-
octino substituido 165, realizaram o acoplamento de cicloadicdo originando
moléculas fluorescentes 166, servindo de marcadores bioldégicos e sem

interferéncia na bioguimica de uma célula viva (Esquema 33). 116:118

cicloadi¢do
promovida

por tenséo
—_—

Fonte: adaptado de Bertozzi (2004)16

Dada a natureza biolégica dos processos, o0 estudo da velocidade dessas

reacbes foi de grande relevéancia, de forma que Bertozzi e colaboradores

1
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investigaram modificacdes estruturais no ciclo-octino que envolveram efeitos
eletrénicos e aumento da tensdo anelar, concluindo que a presenca de grupos
retiradores de densidade eletrbnica na posicdo propargilica aumenta
consideravelmente a velocidade da ragcéo, bem como o aumento da tensao anelar,

gue segue a mesma tendéncia (Figura 20).1%°

Figura 20. Fatores determinantes na velocidade da reacdo SAAC

Velocidade da reacao
Efeitos eletrénicos
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""OMe N
N H H / \o
o= HO :
CH,COOH HO~
171 172 173 174

Fonte: adaptada de Bertozzi e Gordon (2017)%°
Aprimoramentos das metodologias incluindo a aplicacbes de estimulos

externos tém sido incorporados nas reacdes. O emprego de micro-ondas,
ultrassom, luz ou pulsos elétricos é uma area de pesquisa de grande interesse
para a quimica moderna, com varias aplicagbes em uma ampla variedade de
areas de pesquisa, incluindo ciéncias de materiais, quimica de polimeros e ciéncia
farmacéutica.?0-124

Diante de todos os avancos impulsionados pela quimica click foram
desenvolvidos trabalhos de grande relevancia cientifica. Schwab e colaboradores
apresentaram resultados referentes a reacdo de selenizacdo intramolecular, na
sintese de 1,2,3-triaz0is conjugados, via CUAAC. Nesse estudo, utilizou-se 1,2-

bis(2-azidoaril)disselenetos 175 com alcinos terminais, protegidos e bioativos, sob
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radiacdo de micro-ondas. O procedimento apresentou extenso escopo, além de
viabilizar a proposta mecanistica da reagdo.'?°

Como pode ser observado no Esquema 34 o0 mecanismo segue 0 ciclo
catalitico ja descrito para a reacdo CUAAC, até a formacgéo do intermediario XII.
Diferentemente do ciclo ja conhecido, neste ndo sdo observados os produtos
bistriazolicos e monotriazélicos protonados, 178 e 179, respectivamente. Por outro
lado, o ciclo catalitico leva a uma adicado oxidativa para formacéo do complexo de
seis membros Xlll, seguido de uma elimina¢do redutora com formacg&o da nova

ligacdo Se-C e obtencao do derivado 1,2,3-triazol 176.
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Fonte: adaptado de Schwab et al (2023)*%°

Nanocatalisadores de cobre constituidos de pontos quanticos de carbono
também foram empregados na sintese de 1,2,3-triazéis, por meio da CuAAC
multicomponente sob condig&o ultrassénica (Esquema 35). Uma reacdo quimica
estimulada por ultrassom ocorre por meio do fendmeno fisico de cavitacdo, onde
a diminuicdo da pressédo faz com que o liquido evapore localmente e se formem

bolhas, que ao estourarem produzem uma onda de energética suficiente para a
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cisdo da ligacdo covalente. As vantagens consideraveis deste método sao a facil
remocado do catalisador do meio reacional utilizando um campo magnético
externo, sua capacidade de reutilizacdo e alta eficiéncia em menor tempo de

reacdo.1?1.122

Esquema 35. Reacdo CUAAC sob condicéo ultrassdnica na presenca de nanocatalisador de
cobre

NaN,
Cl Fe,0,@CQD@Cul
+ \—< :}—R >
), H,0, 60°C

181

18laR=H

181b R=Cl o XMoo
181 c R=Me e

181 d R = OMe
181eR=F NS

Fe,0,@CQD@Cul

Fonte: adaptado de Nafaji et al (2022)%?

Pesquisas realizadas na area de fotocatdlise tém ganhado grande
notoriedade com o advento da quimica click no ambito da reacdo CUAAC por se
tratar de procedimentos ambientalmente favoraveis e eficazes. Sao descritos na
literatura processos redox fotoinduzidos envolvendo a redugdao in situ de Cu(ll) em
Cu(l) e uso de fotocatalisadores, expandindo a CUAAC para sintese de materiais
nos quais é necessario controle espacial e cinético.1?312> Um trabalho de grande
relevancia na literatura, trouxe a aplicacdo da fotocatalise na reacdo CuAAC e
avaliacdo da cinética dos estados de oxidacdo gerados dentro do ciclo
mecanistico.'?> Foi considerado o uso de dois fotocatalisadores, 183 e 184, e a
utilizacao de bases aditivas, 185 e 186, de a fim de avaliar as suas contribui¢cdes
no processo de reducéo do Cu(ll) para atuar no ciclo catalitico CUAAC (Esquema
36).
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Esquema 36. Sistema de reacéo CuAAC fotocatalisada

Blue Led 3W NG
gNg H,0, N,, 2h ©/\N _N
+ EE}——< > .
Cucl,
124 141 Fotocatalisador 110
Base

.OAc
AcO a
OAc
Eosin Y Tetraacetato de
el riboflavina
183 184
Base
N

TEA DABCO

185 186

Fonte: adaptado de Arguello et al (2021)*2°

De acordo com os experimentos realizados de fotélise por flash a laser,
espectroscopia no infravermelho e ressonancia paramagnética eletronica, foi
possivel tracar as propostas de mecanismos de atuacdo fotocatalitica das
espécies envolvidas. O ciclo catalitico envolvendo o fotocatalisador 183 mostra a
sua participacéo direta na reducdo do Cu(ll), por meio do seu estado excitado
tripleto, sem a influéncia da base aditiva, num processo de transferéncia de
elétrons exergdnico, que viabiliza a ocorréncia da reacdo CuAAC, bem como a
regeneracao do fotocatalisador. J& o composto 184 nao foi capaz de reduzir o
Cu(ll) em nenhum dos dois estados excitados, atuando na oxidagcao de aditivos

(B>B*) , para subsequéncia reducédo do Cu(ll) (Esquema 37).
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Esquema 37. Proposta mecanistica para a reacdo CuAAC desencadeada na presenca de
fotocatalisadores

ar

cu(ll)

(1)
cu(ll)
B.+

B
. I
EY* Cu(l) SRETA*
CuAAC
isc 1 isc

RFTA

1
EY* -+ 1
EY cu(l) RFTA*

RFTA
hv u hy
. cu(in cul)
EY =183 RFTA
RFTA =184
B =185e 186

Fonte: adaptado de Arguello et al (2021)*2°

Diante de todos os exemplos citados, fica claro que os estudos envolvendo
as sinteses dos 1,2,3-triaz0is, impulsionados pelos ideais da quimica click,
encontram-se em constante desenvolvimento e investigacdo, com aplicacdo de
técnicas cada vez mais inovadoras, tecnologicas e “verdes”, além de explorar a
versatilidade na aplicacdo destes compostos, bem como estudos mecanisticos e

metodoldgicos.
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2.0 Objetivos gerais

Dando continuidade ao desenvolvimento de novos padrdes moleculares de
heterociclos 1,2,3-triazdlicos, o objetivo deste trabalho foi voltado para o estudo
das rotas sintéticas para obtencdo de bistriazois carbonilados simétricos, via
mecanismo CUAAC. Realizacdo das caracteriza¢cfes estruturais, investigacao das
suas reatividades, bioatividades e funcionalidade como sensores metalicos. Além
do desenvolvimento de uma metodologia analitica para extragcdo e posterior

guantificacao de cobre residual.

2.1 Objetivos especificos

v Realizar o estudo de metodologias CuAAC para sintese de 1,2,3-

bistriazois-1,4-dissubstituidos carbonilados simétricos;

v Sintetizar os bistriaz6is e caracterizd-los por meio de analises
espectroscopicas e espectrométricas;

v Desenvolver uma metodologia de extracdo de cobre residual, bem
como a sua quantificacdo via espectrometria de absorcdo atdbmica com

chama;

v Realizar o estudo da reatividade dos bistriazois sintetizados, avaliando

a aplicacao de reacdes de funcionalizacdo dos sitios reativos;

v Verificar a aplicabilidade das estruturas desenvolvidas em testes

biolégicos;

v Testar a potencialidade dos bistriazéis como sensores eletroquimicos

voltados para deteccao de metais pesados.
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3.0 Justificativa

Os estudos envolvendo os compostos bistriazélicos tém crescido ao longo
dos anos, comprovando a sua viabilidade sintética e versatilidade em varias
aplicacdes. A elaboracdo deste trabalho teve como base a busca por novos
compostos bistriazolicos, conectados por um espacador carbonilado, visando
explorar as suas potencialidades ja previstas em estruturas analogas: 1,3-bis[1H-
1,2,3-triazol-1-iljpropan-2-ona 187 (Figura 21).

Figura 21. Estruturas sugeridas dos compostos do tipo 1,3-bis[1H-1,2,3-triazol-1-ilJpropan-2-ona
para as propostas de sinteses
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Fonte: elaborada pela autora (2023)

A sintese destes compostos foi impulsionada por trabalhos anteriores
desenvolvidos no nosso grupo de pesquisa. Foram sintetizadas duas familias de
bistriazois simétricos, com espagadores alifatico e oxigenado (hidroxila) (Figuras
22 e 23, respectivamente). Neste trabalho o composto 188 foi eficaz na deteccgao
de ions Cu(ll),*?” o composto 191 foi eficaz contra L. amazonenses e 0 composto
192 apresentou significativa atividade antifungica, contra Candida krusei ATCC
6258.971%6 A presenca do nlcleo oxigenado no espacador sugeriu uma
associacdo as aplicabilidades testadas, de forma que a sintese do novo

espacador carbonilado tornou-se um desafio sintético ao grupo, pois representaria
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um estudo em potencial para investigacdo das propriedades quimicas e das

aplicacdes destes compostos.

Figura 22. Primeira familia de bistriazéis simétricos com espacador hidroxilado sintetizada do
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Fonte: Adaptado de Farias (2019)*?°

F|gura 23. Primeira familia de bistriazdis simétricos com espacador alquila sintetizada do GPSQ
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4.0 Resultados e discussdes
Capitulo I: Sintese e caracterizacao dos bistriazois
4.1 Sintese da 1,3-diazida propan-2-ona

Para a preparacdo da 1,3-diazida propano-2-ona 201, necessaria para a
preparacao dos bistriazdis, utilizou-se a azida de sodio (NaNz) 200 e a 1,3-dicloro
acetona 199 (Esquema 38), reagindo por meio de um mecanismo de substituicao

nucleofilica bimolecular de segunda ordem (Sn2).1%8

Esquema 38. Sintese da 1,3-diazida propano-2-ona

NaN, 200
O Acetona, ta )
Cl\)k/(] 1o . N3\)k/N3
199 100% 201

Fonte: elaborado pela autora (2023)

A bisazida carbonilada foi isolada em rendimento quantitativo, num
procedimento de facil purificagdo, como um 6leo amarelo viscoso. O composto
apresentou relativa instabilidade, alterando a sua coloracdo quando armazenada
por longos periodos, mesmo sob refrigeragcdo. A alternativa adotada foi a sintese
e utilizacdo imediata subsequente, a fim de manter as propriedades fisico-
guimicas deste substrato.

A andlise do espectro de absor¢cdo no infravermelho (IV-TF) (Figura 24)
permitiu a identificacdo de bandas que puderam ser atribuidas a este composto,
tais como em 2110 cm?, referente a deformacgdo axial das ligacdes entre os
nitrogénios (N=N=N), e em 1739 cm™, referente a absorcdo de estiramento do

grupo carbonila (C=0).
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Figura 24. Espectro no infravermelho (NacCl, filme) do composto 201

%T

274278

IW2 65—

80

IGE—\?

170122—

555.50—

60

40

L
3
g
g

20

:L
=3
=

-20
L___A000__3750 _ 3500 _ 3250 __3000 _ 2750 _ 2500 _ _2250__ 2000 __ 1750 _ _1500_ _ 1250 __ 1000 _ _750 __ 500 _,

Fonte: elaborada pela autora (2023)

As reacOes envolvendo grupos azida oferecem eficientes metodologias
sintéticas para 0 acesso a compostos nitrogenados, como é o caso da CuAAC. A
manipulacdo de azidas organicas requer diversos cuidados nos aspectos
metodoldgicos, que inclui a compatibilidade de materiais, tais como alguns metais
e solventes clorados, e instabilidade térmica. A atencdo nestes protocolos reflete

na seguranca e eficacia do procedimento.?®

4.2 Sintese dos bistriazdis a partir da bisazida carbonilada

Apos a confirmagdo da obtencdo da bisazida 201 as tentativas de sinteses
dos bistriazois foram iniciadas, por meio da aplicacdo da reacao click, seguindo o
mecanismo da reacdo CuAAC, reagindo frente a diversos alcinos terminais 98 e
uma fonte de cobre catalitica, verificando qual metodologia seria mais adequada

para as sinteses dos produtos desejados (Esquema 39).
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Esquema 39. Sintese dos bistriazéis via metodologia CUAAC

o CuAAC = =

I A S A I QP S
201 98 187
1 eq. 2,2 eq.

R = alquila ou
arila

Fonte: elaborado pela autora (2023)

A otimizacdo dos parametros desta reacao, sobretudo a escolha da fonte
catalitica de cobre e do solvente da reacdo, foram os principais desafios
metodoldgicos. O primeiro composto alvo foi o bistriazol parental 204, partindo da
bisazida 201 (1,0 eq.) e do TMS-acetileno 202 (2,2 eq.), visando a posterior
retirada do grupo TMS (Esquema 40). Durante a determinacao da fonte de cobre
ideal foram empregadas a catalise heterogénea, utilizando o cobre sob carvao
(Cu/C) como catalisador,” e a catalise homogénea, com fontes de Cu(l) ativas e
geradas in situ (Tabela 3).10% 130

Os catalisadores de Cu/C, CAT-A e CAT-B, foram sintetizados dentro do
grupo de pesquisa,**' por meio da reacéo de carvdo ativado com uma solugéo
aguosa de nitrato de cobre(ll) trildratado (Cu(NO3)2.3H20), em banho ultrassonico
e sob atmosfera de argbdnio. A principal diferenca entre eles é que o CAT-A foi
lavado com tolueno e filtrado, enquanto o CAT-B néo passou pelo processo de

filtrac&o, sendo o solvente removido por rota-evaporador.

Esquema 40. Primeira estratégia de sintese do 1,3-bis(1H-1,2,3-triazol-1-il)propan-2-ona 204

0
. AAC N= =N
i | o Cu =N O N=
5N3/l\/N3 + =—TMS —— TMS«&,‘\'\/[K/,\’, —TMS
| 201 202 203

Desprotecao

N=N o N=N
204

Fonte: elaborada pela autora (2023)



91

Tabela 3. Otimizac&o da fonte de cobre para a sintese do composto 203

o condigdes
N AN, + =—Tms — TMS s:'\‘,ijl\/,\',j-TMs
201 202 203
""""""""""" Entrada  Condigdes  Rendimento

a A 0%
b B 0%
c C 0%
d D 0%
e E 46%

Condic¢des: Bisazida 171 1,0 eq., Alcino 173, 2,2 eq. A: CAT-A (20 mmol%), TEA (1,0 eq.), 1,4-
dioxano, ta,17h; B: CAT-B (20 mmol%), TEA (1,0 eq.), 1,4-dioxano, t.a.,17h; C: Cul (20 mmol %),
DIPEA (2,0 eq.), 1,4-dioxano, 40°C, 17h; D: CuSO4 (20 mmol%), NaAsc (40 mmol %), t-BuOH/H20
(1:1), ta, 17h; E: Cu(OACc)2 (20 mmol%), NaAsc (40 mmol%), t-BuOH/H20 (1:1), ta,17h.

Pbéde-se observar que, das fontes de cobre testadas, a Unica condicéo
reacional que permitiu a sintese do composto 203 foi a descrita na entrada e, com
a utilizagédo de acetato de cobre e ascorbato de sodio via geragéo in situ do Cu(l)
catalitico em catdlise homogénea. A principio, descartaram-se as demais
metodologias e foi possivel estender os parametros escolhidos para as sinteses
dos demais bistriazois carbonilados simétricos em planejamento, trazendo
resultados animadores. A estrutura do bistriazol foi confirmada por meio das
analises dos espectros de IV-TF, RMN de 'H e de *3C. Nesta sesséo discutiremos
brevemente o0s aspectos espectrais, pois estes serdo abordados com mais
detalhes posteriormente.

Na Figura 25, encontram-se sobrepostos os espectros dos compostos 201
e 203, reagente e produto, respectivamente. Com a analise das bandas ficou
evidente o desaparecimento da banda em ~2110 cm, referente a deformacéo
axial das ligacdes entre os nitrogénios (N=N=N), e o deslocamento da banda
referente ao grupo carbonila, para um maior nUmero de onda. Sugere-se que este
ultimo ocorre em fungéo dos dois anéis triazolicos que foram formados no produto,
na posicao S em relacdo a carbonila, onde o efeito indutivo de retirada de elétrons
torna-se mais expressivo, de forma que a ligagdo C=0 fique, de alguma maneira,

mais forte, resultando numa frequéncia de absor¢cao mais alta. Ainda no espectro
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de infravermelho foram identificadas as bandas de estiramento C-H nos carbonos
sp?, acima de 3000 cm™, além das bandas de estiramento C=C, na regido de 1627

cmt

Figura 25. Sobreposicdo dos espectros no infravermelho dos compostos 201 e 203

' °® ~1755

~3028
~3128

Bistriazol 203 ~1739
——— Bisazida

~2110

Fonte: elaborada pela autora (2023)

A anadlise dos espectros de RMN veio confirmar as conexdes atdomicas
previstas no espectro de infravermelho. O plano de simetria interno existente
nestes compostos faz com que os hidrogénios e carbonos possam ser
interconvertidos por uma operacédo de simetria, de forma que irdo apresentar o
mesmo deslocamento quimico e sdo quimica e magneticamente equivalentes. No
espectro de RMN de H (Figura 26) foi observado o sinal caracteristico do
hidrogénio do anel triazélico H1, na forma de um singleto em 8,03 ppm, integrado
para 2 hidrogénios. Observa-se também outro singleto em 5,70 ppm, referente
aos hidrogénios dos metilenos H2’, integrado para 4 hidrogénios. Por fim, um

singleto em 0,26 ppm, atribuidos aos hidrogénios metilicos H3 dos grupos TMS.
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Figura 26. Espectro de RMN de *H do composto 203 (DMSQOgs, 500MHz)
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Fonte: elaborada pela autora (2023)

No espectro de RMN de 3C (Figura 27), cinco sinais foram identificados e
puderam ser atribuidos aos 4&tomos de carbono do bistriazol sintetizado. O sinal
em 197,5 ppm, referente ao carbono da carbonila C7’, e os sinais em 145,8 e
122,9 ppm, referentes aos carbonos do anel triazélico, C1 e C2, respectivamente.
Em 56,4 ppm tem-se a ocorréncia do sinal do carbono a-carbonilico C7’ e o sinal
bastante expressivo em 0 ppm, coincidindo os carbonos metilicos C3 dos

substituintes TMS e o padrao interno utilizado na metodologia de analise.

Figura 27. Espectro de RMN de *3C do composto 203 (DMSOds, 125MHz)
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Fonte: elaborada pela autora (2023)
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A confirmacdo da estrutura do composto 203, por meio das analises
espectroscopicas, permitiu estabelecer um padrédo referente a formacéo dos bis-
triazéis, com bandas caracteristicas destes compostos nos espectros de
infravermelho e as regifes esperadas para a ocorréncia dos sinais nos espectros
de RMN.

O novo desafio a vista foi a retirada do grupo TMS. Para tanto, algumas
metodologias foram testadas, partindo do composto 203, visando, assim, a
obtencdo do menor bistriazol monossubstituido da familia em formag&o. Apos
diversas tentativas, ndo foi obtido éxito na retirada do grupo protetor. Muitas
dificuldades foram encontradas no processo de isolamento do produto, ora com
baixissimos rendimentos, o que limitava a caracterizacdo, ora com a formacéao de

misturas complexas dificultando a separacao do produto (Tabela 4).

Tabela 4. Comparacédo das metodologias para remoc¢éo do grupo TMS e obtencéo do composto

204
Ney o N=N condigbes N= N=N
TMS"’«\/NVU\/,\"J\TMS — > & ’l\‘v”\/'\l'\/)
203 204
Entrada Condicdes Rendimento
a A -
b B -
c C -
d D -
e E 8%
f F 6%

Condic8es: A: NHsF (2,0 eq.), MeOH, ta, 17h; B: KOH (2,0 eq.), MeOH, ta, 17h; C: K2COs (2,0
eq.), MeOH, ta, 17h; D: NHsF (2,0 eq.), MeOH, ta, 30h; E: KOH (2,0 eq.), MeOH, t.a., 30h; F:
K2COs3 (2,0 eq.), ta, 30h.

Algumas tentativas de reacdes one pot também foram realizadas, partindo
das dicloroacetona 199 e da bisazida carbonilada 201, visando a formacéo direta
do bistriazol seguida da desprotecdo (Esquema 41i e 4lii, respectivamente).

Entretanto, o produto de interesse nao foi formado. Ao invés disto, obtiveram-se
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misturas complexas, de dificil separacdo e purificacdo, desviando, assim, 0s

ideais que regem as reacoes click para sintese dos compostos.

Esquema 41. Tentativas de reacdes one pot para sintese do composto 204

NaN, 200

CuSO,/NaAsc

K,CO,
= TMS e -
Acetona/H,O

202 18h, ta
Cu(OAc),/NaAsc
——TMS >
K,CO,/MeOH

202

Fonte: elaborado pela autora (2023)

Dando continuidade na tentativa de sintese do bistriazol 204, partiu-se para

a utilizacédo do acetileno e formacéo direta do composto. Na busca de uma fonte

acessivel de acetileno, optou-se pela utilizacéo do carbeto de célcio comercial 205

(CaCz) como substrato (Esquema 42). Foi montado um sistema de geracéo do

gas por meio da adicdo direta de agua, com transferéncia direta para o baldo

reacional, via canula, contendo a bisazida, o solvente e a fonte de cobre catalitica,

nas condicdes reacionais ja otimizadas (Figura 28). O sistema foi purgado, para

garantir toda a substituicdo do ar atmosférico pelo gas acetileno, e depois

borbulhado excesso do acetileno 206 diretamente na solucéo presente no baléo

reacional. O sistema foi isolado e uma bexiga contendo acetileno colocada, para

garantir a alta concentracdo do gas e formacdo bem-sucedida do bistriazol

(Esquema 43).

Fonte: elaborado pela autora (2023)

207

. -
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Figura 28. Sistema de transferéncia de acetileno para sintese do bistriazol 204

l.-

-

O Cu(OAC),/NaAsc NN o n=N
: — o \ ] 1
; Ns\)J\/Ns ’ tBUOH/H,O N\ N\)J\/N 7
; 201 206 1 atm, ta, i
i 17h 204 i

Fonte: elaborado pela autora (2023)

Dados da literatura apontam a vasta utilizacdo do carbeto de célcio como
fonte de acetileno, aplicado a sintese organica. Alguns autores descreveram a
sintese de monotriazois lancando mao desta metodologia, entretanto a maioria
deles promove a geracao do gas in situ, via adicao direta do carbeto de calcio na
reacdo, ou a utilizacédo do gas acetileno comercial 13135

Wu e colaboradores (2013) apresentaram uma metodologia semelhante a
aplicada neste trabalho, com a geracao do acetileno e armazenamento num baléo,
para posteriormente ser adicionado a mistura reacional contendo a azida e o cobre
(Esquema 44).13¢ Apesar de terem adotado outra abordagem metodolégica, os
resultados espectrais desse trabalho foram U(teis para a caracterizacdo do
composto 204, sobretudo nos sinais de deslocamentos quimicos dos hidrogénios

dos anéis triazdlicos.
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Esquema 44. Sintese do 1-fenil-1H-1,2,3-triazol 209

- RS

: N=N
5 N ' i
| ©/ 5 Cul, TEA ©/N 7
i + — :
5 H,O, ta :
: 206 2= :
; 208 1 atm, 24h 209

Fonte: adaptado de Wu et al (2013)*36

A utilizacdo do gas acetileno em quimica organica sintética envolve
diversas limitacbes de seguranca por ser um composto inflamavel e explosivo,
armazenamento especifico em cilindros, além de que a manipulacédo do reagente
gasoso também implica na perda de controle quantitativo, com consequente
contaminacgao ambiental.'3” A utilizac&o do carbeto de célcio representa uma fonte
sustentavel desse alcino, numa abordagem sintética dentro dos principios da
quimica verde.'®” O residuo de hidréxido de célcio 207 gerado, pode ser
redirecionado para a industria de carbeto de calcio, via pirélise, que se baseia
numa reacdo envolvendo uma fonte de CaO 210 com uma fonte de carbono

organico reciclavel 211 (Esquema 45).

Esquema 45. Reciclagem de carbono orgénico através da utilizacéo de carboneto de célcio

, N
\
’ N

Reciclagem do carbono
/ organico |

207
CaO
\j 20 - = »  Aplicagoes

sintéticas

Fonte: Adaptado de Rodygin et al (2020)*7
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O bistriazol 204 foi sintetizado, com rendimento médio de 75%, fornecendo
espectros de RMN de 'H e de 13C bastante elucidativos, que serdo apresentados
posteriormente, na secao 4.4 (pagina 109). Com a metodologia ja consolidada, foi
possivel sintetizar toda a série de compostos previstas, como mostrado na Tabela
6, com rendimentos que variaram de zero a 97%, cujas estruturas foram
confirmadas por meio das analises dos dados espectrais, que seguiram o padréo
dos sinais da estrutura bistriazdlica, alterando apenas os sinais referentes aos

novos substituintes.



Tabela 5. Sintese dos bis-1,2,3-triaz6is carbonilados simétricos
) T Cu(OAC),/NaAsc Ny o n=N

Na AL N; + tBUOH/H,0 R’&l'\l\/k/l\'lfR

201 98 ! atln;,hta, 187
(continua)
Alcino Bistriazol Rendimento
j— N:N o N:=N
— ™S TMS—N N/ TS
203
= Ny O NN
= N N\/U\,N Y
206 75%
204
NN 0] NN
///\ N\ N\/U\,N Y
48%
205 207

N:N (@) N:N 85%
=z 7 S N,

208 209

99



(continua)
Alcino Bistriazol Rendimento
//\/\/ NN o NN
= NN AN, 85%%
210 211
N:N o N:N
212 213
N:N o N:N 90%
///\/\/\/\ MN\/"\,NM
214 215
N:N o N:N
— Ph=\ N AN/ 7Ph
97%
217

216

100



101

(continua)
Alcino Bistriazol Rendimento
HO Ph. N:N O N:N  Ph 75%
ban N\ NV ant
// HO OH
219
218
_4 \’&N\/U\/N\/)\/ 93%
220 221
HO OH
\/\/OH N:N o N:-N
= A\ ~ : 74 83Y%
N NANS °
222 293
— N=N O l}l:N NH
HZNQT ) s ) 0%




(concluséo)

Alcino Bistriazol Rendimento
| P N —N
N\// =N O N=
N _N N/ 0%
226 —N \)\/ \)_\N—
\ /
227
OH N=N o N=N OH
: _ \ )
o >VK\/N\/U\/N % 0%
228 HO

Fonte: elaborada pela autora (2023)
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Conforme mostrado na Tabela 6 os bistriazois foram obtidos nos variados
rendimentos, permitindo inferir que os grupos substituintes das triplas ligacées dos
alcinos, sejam alquil ou aril, exerceram influéncia na ocorréncia das reagdes. As
reacdes descritas nas entradas |, m e n, contendo os grupos funcionais amina
aromatica, amina e alcool terciarios, respectivamente, ndo forneceram os produtos
desejados, representando uma grande limitacdo para o desenvolvimento deste
trabalho.

Diversas outras tentativas de sintese destes compostos foram realizadas,
com variadas metodologias, incluindo a utilizacdo de catalise heterogénea
(Esquema 46). Entretanto, nenhuma delas forneceu substancialmente os seus
respectivos bistriazois (Tabela 7). Dados da literatura apontam uma sintese bem-
sucedida de um bistriazol simétrico 230, similar ao projetado neste trabalho
(Esquema 47), utilizando o alcino 228 e a metodologia de catalise heterogénea,
descrita na entrada e. Neste trabalho, a autora utilizou uma bisazida contendo um
espacador hidroxilado.3! Diante disso, fez-se necessario um estudo para avaliar a
influéncia do espacador carbonilado, da bisazida em estudo, na formacdo do
bistriazol 229.

Esquema 46. Tentativas de sinteses dos compostos 225, 227 e 229

0 condicbes

N= N=N
. a-e \’\\‘ o I
NS\/H\/Ng + HZN@—_ ___________ > HzN@—&N\)K/N\/)—@NHZ
201 224 225
o | condigdes N=N (o) l’\I:N
_ a-e /_&\ \)—\
NS\/H\/N3 t N » N N\)J\/N 7 \—
\ /
201 226 221
o . condigdes Neny o N=N \ OH
H a-e I '\A
Ng\/H\/Ng o = > H?WN\/U\/N 7
201 228 229

Fonte: elaborado pela autora (2023)
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Tabela 6. Descricdo das tentativas de sinteses dos compostos 225, 227 e 229

Fontes de cobre Base Solvente Temperatura %
a Cu(OAc)2/NaAsc -- DCM ta 0
b CuSOa4/NaAsc -- t-BUOH/H20 ta 0
c Cul DIPEA DMF 40 °C 0
d Cul DIPEA Dioxano 40 °C 0
e Cu/C TEA EtOH 60 °C 0

Fonte: elaborada pela autora (2023)

Esquema 47. Sintese do bistriazol simétrico 230 via catalise heterogénea

o on TEA SRR Y
\
. V
Ns\)\/Ng >|—_ B HMN\)\/N
EtOH
60°C, 24h

Fonte: adaptado de LUZ (2018)*3!

Com essa informacdo, nossos esforcos se voltaram para 0s aspectos
reativos da bisazida frente a este alcino, sugerindo a dificuldade da sintese a
presenca da carbonila. Logo, optou-se pela protecdo desse substrato. Partindo da
dicloroacetona 231 e etileno glicol 232, cuja reacao foi promovida pelo uso de APTS
sob refluxo de tolueno anidro. A reacao foi realizada utilizando um aparato de Dean-
Stark, que reteve agua formada na reacdo por meio da destilacdo da mistura
azeotropica com tolueno (Esquema 48). Essa metodologia forneceu a
dicloroacetona protegida em alto grau de pureza 233 e 71% de rendimento,
destilada em Kugelrohr, cuja estrutura foi confirmada pelas analises dos espectros

de infravermelho, RMN de H e de 3C.138.139

APTS
a e «Ho~,, ——» ?7{
tolueno, Cl Cl
231 232 regﬁxo 233

Fonte: elaborado pela autora (2023)
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A analise do espectro no infravermelho (Figura 29) permitiu sugerir a
formacao do composto 233, devido a auséncia da dupla banda caracteristica da
carbonila da cetona, pertencente ao reagente de partida, em decorréncia da

presenca dos atomos de cloro como substituintes a-carbonilicos, em 1783 e 1746

Cm—1.140,141

Figura 29. Espectro no infravermelho (NacCl, filme) do composto 233
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Fonte: elaborada pela autora (2023)

Por conta do plano de simetria interno da molécula, o espectro de RMN de
H apresentou dois singletos, cada um integrado para quatro atomos de
hidrogénios. O singleto em 4,11 ppm, referente aos hidrogénios metilénicos
oxolanos H1 e o singleto em 3,67 ppm atribuido aos hidrogénios metilénicos com
0s atomos de cloro adjascentes (Figura 30).
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Figura 30. Espectro de RMN de *H do composto 233 (CDCls, 500 MHz)

_________________________________________________________________________________

42 41 40 39 38 a7 36 as
Chemical Shift (ppm)

400 408
4 o

, 95 9.0 85 80 75 7.0 65 6.0 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 05 0

L o oo L Chemical Shift (ppm) _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _____________________/

Fonte: elaborada pela autora (2023)

O espectro de RMN de 3C (Figura 31) apresentou trés sinais que puderam
ser atribuidos aos atomos de carbono do composto 233. O sinal em 107,6 ppm,
referente ao carbono quaternario C2, o sinal em 66,4 ppm atribuido aos Cl1 e o

sinal em 44,8 ppm, aos C3.

Figura 31. Espectro de RMN de *3C do composto 233 (CDCls, 125 MHz)
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N
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Chemical Shift (ppm)

Fonte: elaborada pela autora (2023)

Com a dicloroacetona protegida, foi realizada a sintese da bisazida
protegida 234 (Esquema 49). A reagao foi acompanhada por CCD, onde verificou-
se a mudancga de Rf, quando comparado ao reagente de partida (0,6 = 0,1,

hexano/acetado de etila 1:1), além da banda em 2112,0 cm visualizada no
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espectro de infravermelho. A bisazida protegida foi isolada como um 6leo amarelo

viscoso, com rendimento de 60%.138

Esquema 49. Sintese da bisazida protegida

™\ NaN, (200) \
@] O Acetona, t.a. N (@) O N
o 3
Cl Cl > AN
233 00% 234

Fonte: elaborado pela autora (2023)

As tentativas de sinteses do bistriazol (Esquema 50), a partir da bisazida
protegida, foram malsucedidas. Todas as condices metodolégicas descritas na
Tabela 7 foram aplicadas, entretanto ndo houve a formacéao do produto, fazendo

com gue esta sintese fosse retirada do planejamento.

Esquema 50. Tentativas de sinteses do composto 235

[\ condigdes
O @] . OH a-e* N:l\‘l O/ \O l;N OH
N3\)§/N3 >|—: ---------- > HMN\)QN Y4
233 228 235

*Descritas na Tabela 7. Fonte: elaborado pela autora (2023)

Considerando a natureza dos substituintes destes dois alcinos 224, 226 e
228, contendo atomos doadores de densidade eletrdnica e grupos relativamente
volumosos vizinhos a insaturacao, pode-se sugerir um desfavorecimento estérico
no mecanismo da reac¢ao, no que se diz respeito a aproximacgao do primeiro nucleo
de cobre ao sistema n e subsequente formacédo do complexo reativo previsto na

sintese de bistriazdis.10?
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4.3 Sintese do bistriazol 1,3-bis(1-benzil-1H-1,2,3-triazol-4-il)benzeno: avaliacao

da metodologia com aplicacdo em um bisalcino

Com o intuito de avaliar a fonte catalitica de cobre aplicada a um bisalcino,
foi proposta a sintese de um composto bistriazélico simétrico, contendo o
espacador aromatico, partindo da benzilazida 237 e do 1,3-dietinilbenzeno 238.
Além de avaliar o escopo da metodologia, a sintese deste bistriazol representaria
uma maior amplitude nos estudos como ligantes, em virtude dos dados descritos
na literatura apontando-o como uma estrutura em potencial na sintese de ligantes

e complexos metalicos.
4.3.1 Sintese da benzilazida

A sintese da benzilazida 237 foi realizada a partir do cloreto de benzila 236
(Esquema 51) nas condi¢des reacionais ja otimizadas pelo grupo de pesquisa
para esta reacdo. O produto foi obtido como um 6leo amarelo, com 70% de
rendimento e identificada por meio da andlise do espectro de infravermelho, com
a visualizacdo da banda em 2094 cm, correspondente ao estiramento N=N=N
(Figura 32).

Esquema 51. Sintese da benzilazida 237

cl NaNj, (169) N
Acetona/H,0 (3:1)

236 ta, 110h 237
70%

Fonte: elaborado pela autora (2023)
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Figura 32. Espectro no infravermelho (NacCl, filme) do composto 237
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Fonte: elaborada pela autora (2023)

4.3.2 Sintese do bistriazol 239 a partir da benzilazida

Um bistriazol contendo um espagado aromatico 239 foi sintetizado com o
objetivo de testa-lo quanto as suas capacidades complexantes e possiveis
atividades bioldgicas, junto aos bistriazois carbonilados ja obtidos. Por ser um
composto ja amplamente estudado, teve seus dados de RMN comparados com
dados descritos na literatura, confirmando, assim, a sua sintese. Sua preparacao
a partir da benzilazida 237 e o bisalcino 238, nas condi¢fes ja otimizadas e

descritas neste trabalho (Esquema 52).

©/\N3 AN = _CuSOA/NaAsc Q N N p
tBUOH/H,O (1:1) N=N N=N,
+ —_— N _ N
ta, 17h
80%
237 238

Fonte: elaborado pela autora (2023)
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O bistriazol 1,3-bis(1-benzil-1H-1,2,3-triazol-4-il)benzeno foi amplamente
citado em estudos de estratégias de otimizacdes sintéticas envolvendo a
aplicacao de diversas metodologias para a sua obtencéo, incluindo a variabilidade
das fontes de cobre, uso de ligantes “verdes” para aumentar a fungao catalitica
do cobre e o uso da radiacdo de micro-ondas nas reagges.43-146

Na literatura, este composto tem destaque na sintese de metalomacrociclos
comprovando a sua potencialidade enquanto ligante metalico, aplicado a diversos
metais de transicdo em estudos que envolveram as suas sinteses, propriedades
eletrdnicas, estruturais e atividades biolégicas. Crowley e colaboradores (2010)
descreveram a preparacao de complexos de dipaladio e diprata, com o bistriazol
239 (Figura 33). Nesses estudos foram investigadas as estabilidades das
estruturas metalossupramoleculares e uma andlise da influéncia dos pontos de
complexacao do ligante, no que diz respeito aos deslocamentos quimicos dos

espectros de RMN de H.148-1%0

Figura 33. Complexos macrociclicos: ligante metélico na formacgéo de complexos do composto

y
1
]
'
i

241

L = Et,0 ou Acetona

Fonte: adaptada de Crowley e colaboradores (2010)48-150

Os autores apresentaram uma comparacédo dos espectros de RMN de 'H do
composto 239 e do complexo dimérico 241 mostra uma diminui¢ao nos valores de
deslocamento quimico da maioria dos protons do composto, em relacdo ao

composto livre e a perda de multiplicidade dos acoplamentos com alargamento do
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sinal referente aos hidrogénios dos anéis aromaticos (Figura 34). A variacao nos
deslocamentos quimicos deu-se em decorréncia do efeito © stacking gerado pela
interacdo dos anéis aroméaticos. Os nucleos mais préximos dos pontos de
complexacdo com o metal sofreu aumento no deslocamento quimico H1 e H7
devido ao efeito retirador de elétrons do metal, desprotegendo os nucleos frente

ao campo magnético incidido.%°

Figura 34. Comparag&o dos espectros de RMN de *H do composto 239 (verde, a) e do complexo
241 (marrom, b)

1 \é 9-11 !
10"
1 h M
A
9.0 8.5 8.0 ) 7.5 ) 7:0 6.5 6.0 5.5 5.0
3 (ppm)

_______________________________________________________________

Fonte: adaptada de Crowley e colaboradores (2010)*°

4.4 Andlises dos espectros de IV-TF, HRMS e RMN de 'H e de *C

A espectroscopia no infravermelho foi uma técnica de grande importancia em
todo o processo de sintese e caracterizacao dos bistriazois. A andlise continua e
minuciosa, permitiu verificar um padrao de formacgao das bandas, bem como as
faixas frequéncias em que elas apareciam (Tabela 7). Uma carateristica comum
em todos os bistriazois carbonilados é o deslocamento da banda referente ao
grupo C=0, quando comparado a banda da bisazida carbonilada (~1739 cm* >
~1755 cm?).
De acordo com o grupo substituinte, pdde-se observar uma tendéncia na

frequéncia de absorcéo do estiramento C=0. Dentro do grupo dos substituintes
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alquilicos, a medida que ocorre 0 aumento da cadeia, nota-se 0 aumento na
frequéncia de absorcéo do estiramento C=0, mas com estabilizacdo em 1751,36
cml, entre os substituintes C4Ho, CsHi1, CsH1z € CsHiz, permitindo inferir que a
cadeia alquilica, saturada e aciclica acima de quatro carbonos néo afeta a forga
da ligacdo C=0 e, consequentemente, na sua frequéncia de absor¢édo no espectro

de infravermelho.

A maior diferenca no deslocamento da frequéncia da banda referente a
ligacdo C=0 foi observada no composto 216, passando de 1739 cm™ para 1759
cm?, contendo o grupo fenil diretamente ligado ao anel triazélico, de forma que ha
uma conjugacao direta entre estes anéis aromaticos. Por conta desta conjugacéo
nao se estender até a ligacdo C=0, o efeito é refletido como indutivo retirador de
elétrons para esta ligacdo, aumentando o carater s da ligacdo C=0, de forma que
o sistema & é fortalecido refletindo na maior frequéncia de absorcéo.

Quanto as bandas de estiramento Csp2-H no anel 1,2,3-triazdlico, nao foi
observada uma tendéncia em funcdo do grupo substituinte dos anéis triazélicos.
Vale destacar a ocorréncia de uma banda alargada nesta regido do espectro do
composto 204. A auséncia de substituintes nos anéis triazdlicos fez com que as
bandas se sobrepusessem na mesma regido de nimero de onda, aparecendo

como uma banda alargada.



Tabela 7. Comparacao entre as bandas C=0 e Csp2-H dos bistriazdis

(continua)
o Frequéncia (cm™)
Bistriazol
C=0 CspZ-H
e L 2 N w[\/
203 1755.22 3128,54
3028,24
I
N:N o N:N ”
\N\/U\,N/ U
204 1743,65 3101,54
-
H‘"
NN o N:N |‘|I
NN AN I
207 1747,51 3132,40
3078,39
N:N 0 N:N “‘
AN AN
3124,68
209 1751,36 3066,82
N
I
|
N:N (@] N:N ‘
AN AN, |
3124,68
211 1751,36
3070,68
‘\| I
‘ |1|||
N:N O N:=N ‘
AN N | g‘
3120,82
213 1751,36
3066,82
\ |
| I
| IH‘
N:N o N:N U \|
MN\/‘K,NM |
1751,36
215 3120,82

3066,82
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(concluséo)

N:N- o N:=N
Ph— NI _N/~Ph
217 1759.08 3120,82
3089,96
Ph, N:N O N:N_Ph
NN AN
3147,83
219
1751,36 3066,82
'\
HO N:N O N:=N OH ‘
N A |
221 1755.22 3140,11
3082,25
‘ ‘."
|
HO OH | |‘
N:N o N:N {
223 1751,36 3124,68
3062,96
NE :N “Hl,"
NJ\Q/LN |
\/:§ % > '|
- M
239 U
3116,97
3062,96

Fonte: elaborada pela autora (2023)
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Os espectros de RMN trouxeram a confirmagéo estrutural de todos os

bistriazois sintetizados. A presenca do plano de simetria nos compostos traz

implicacbes nas analises espectroscopicas, visto que a simetria € um fator

determinante da quantidade de sinais esperados devido a sua influéncia nas



115

regras de selecéo, influenciado pela presenca de nucleos homotopicos (Figura
35).

Em decorréncia do plano de simetria C2 presente nas estruturas, oS
nacleos sao isécronos e apresentam a mesma magnitude de acoplamento. Desta
forma, o que vemos do espectro é a “metade” da estrutura, requerendo uma

integracdo duplicada dos sinais observados num espectro de primeira ordem.

Figura 35. Representacdo do plano de simetria dos bistriazéis carbonilados

- ~

Fonte: elaborada pela autora (2023)

A seqguir faremos a descricdo da interpretacdo dos dados de RMN de
alguns dos bistriazéis sintetizados, que servem de parametro para a interpretacao
dos espectros dos demais compostos.

O menor bistriazol sintetizado 204 apresentou espectros de RMN muito
particulares quando comparado aos demais compostos, com dois sinais
referentes aos hidrogénios triazolicos, devido a auséncia de grupos substituintes
(Figura 36). Era esperado o desdobramento destes sinais por conta do
acoplamento dos protons H1 e H2, em 8,03 e 7,76 ppm, respectivamente.
Entretanto, a presenca de substituintes de maior eletronegatividade tende a
diminuir a constante de acoplamento, fazendo com que néo haja o desdobramento
deste sinal, aparecendo como singletos no espectro de *H.'4? A comparacgédo dos
deslocamentos quimicos dos protons do bistriazol 204 com um Monotriazol
sintetizado por Wu e colaboradores (2013), veio corroborar no processo

elucidativo e na comprovacao da sintese desta estrutura (Tabela 8).1%6
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Figura 36. Espectro de RMN de *H do composto 204 (DMSO-ds, 500 MHz)
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Fonte: elaborada pela autora (2023)

Tabela 8. Comparagao dos valores de & dos hidrogénios triazélicos com valores descritos na
literatura

Composto & RMN de H

H1 =8.04 ppm (s, 1H)%*

N=N
N
O/ ! H2 = 7.82 ppm (s, 1H)3%

N=n o N=N H1 = 8.03 ppm (s, 2H)
\ | . 1
N/

Fonte: adaptada de Wu et al (2013)*3%¢

No espectro de RMN de 3C (Figura 39) é possivel observar o sinal
referente ao carbono carbonilico C1’ em 195,6 ppm, os carbonos metilenos
insaturados dos anéis triazolicos C2 e C1, em 132,9 e 125,9 ppm, respectivamente

e, por fim, o sinal referente aos carbonos a-carbonilicos C2’, em 55,3 ppm.
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Figura 37. Espectro de RMN de *3C do composto 204 (DMSO-ds, 125 MHz)
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Fonte: elaborada pela autora (2023)

O espectro bidimensional de HSQC foi realizado para corroborar com a
caracterizagdo estrutural, fornecendo a correlagéo direta entre os prétons e seus
respectivos carbonos, com informacgdes suficientes para a atribuicdo dos sinais
(Figura 38). A andlise deste espectro trouxe um carater elucidativo sobre os
carbonos do anel triazélico, podendo concluir que o C2 € mais desprotegido do
campo magnético, em detrimento a C1, com deslocamentos em 132,9 e 125,9

ppm, respectivamente.
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Figura 38. Espectro de HSQC do composto 204
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Fonte: elaborada pela autora (2023)

A atribuicdo de C1 e C2 na série dos bistriaz6is dissubstituidos seguiu a
mesma tendéncia, sendo confirmada pela analise dos espectros bidimensionais
do bistriazol 207, estabelecendo todas as conexdes e acoplamentos de J1, no
espectro de HSQC, e até 0 J3, no espectro de HMQC, entre os nucleos irradiados
(Figuras 39 e 40). Portanto, foi possivel estabelecer um padréo de ocorréncia dos
sinais nos espectros de RMN, facilitando, assim, a caracterizagdo dos demais

compostos.
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Figura 39. Espectro de HSQC do composto 207
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Fonte: elaborada pela autora (2023)
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Figura 40. Espectro de HMBC do composto 207

T

e — e C3H3J1 C4-HaJ1 E

Ca-H3 32 C3-H4 J2

100

; 3 | : 110
Cl-H1J1| C1-H2'J3. C1-H3J3! 20

F1 Chamical Shift (ppm)

130

! 3 ; 140
B S breeeecemenees s C2-H4 J3 150
160
170

! N:’\\l O I,\I’ 4 Eao
2\ N\)lk/sz\s/
. 1

190

Fonte: elaborada pela autora (2023)

O bistriazol com substituinte hidroxilado 221 apresentou dados espectrais
bastante elucidativos, condizentes com a estrutura proposta. No espectro de RMN
de H (Figura 41) destaca-se o sinal atribuido aos hidrogénios triazélicos H1 em
7,89 ppm, o sinal em 5,64 ppm referente aos hidrogénios a-carbonilicos H2’, bem
como os sinais da cadeia substituinte em 5,21 ppm, referente aos hidrogénios das
hidroxilas H4 (t, 2H, J = 5,8 Hz), e em 4,53 ppm, referente aos hidrogénios
metilénicos H3 (d, 4H, J = 5,8 Hz).
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Figura 41. Espectro de RMN de *H do composto 221 (DMSO-ds, 500 MHz)
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Fonte: elaborada pela autora (2023)

No espectro de RMN de *3C do composto 221 (Figura 42) foi possivel

observar o sinal referente ao carbono carbonilico C71’ em 196,3 ppm, os carbonos

metilenos insaturados dos anéis triazdlicos C2 e C1, em 148,1 e 124,1 ppm,

respectivamente; o sinal referente aos carbonos a-carbonilicos C2’, em 55,8 ppm

e, por fim, o sinal do carbono metilénico C3 em 55,0 ppm.

Normalized Intensity

Figura 42. Espectro de RMN de 3C do composto 221 (DMSO-ds, 125 MHz)
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Fonte: elaborada pela autora (2023)

O 4,4'-benzeno-1,3-diilbis(1-benzil-1H-1,2,3-triazol) (239) apresenta trés

planos de simetria internos (Figura 43), refletidos no nimero de sinais presentes
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nos espectros de RMN de 'H e de 13C, com a equivaléncia quimica e magnética

dos nucleos.

Figura 43. Representacéo dos planos de simetria existentes no composto 239

Fonte: elaborada pela autora (2023)

A andlise do espectro de RMN de 'H permitiu a atribuicdo dos sinais,
confirmando a sintese do composto (Figura 44). Por se tratar de um composto ja
descrito na literatura, foi possivel realizar uma analise comparativa dos dados
espectrais obtidos. No espectro, destacam-se 0s singletos em 8,43 e 5,69 ppm,
referentes aos hidrogénios dos anéis triazolicos H1 e aos hidrogénios metilénicos
H7, respectivamente. Os demais sinais estdo em concordancia com os protons

referentes aos trés anéis aromaticos que compde a estrutura.

Figura 44. Espectro de RMN de 'H do composto 239 (Acetona-ds, 500 MHz)
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Fonte: elaborada pela autora (2023)
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No espectro de RMN de 3C foram identificados onze sinais referentes aos
carbonos da estrutura, considerando os elementos de simetria e equivaléncias
qguimicas e magnéticas (Figura 45). Dentre os dados apresentados, vale destacar
os sinais referentes aos carbonos metilenos insaturados dos anéis triazolicos C2
e C1, em 148,1 e 121,8 ppm, respectivamente e o sinal referente ao carbono sp?
C4, em 137,1 ppm.

Figura 45. Espectro de RMN de *3C do composto 239 (Acetona-ds, 125 MHz)
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Fonte: elaborada pela autora (2023)

Nas Tabela 9 encontram-se os sinais de RMN de 'H e de '3C obtidos dos
bistriazéis sintetizados. Além das obtencdes dos espectros de infravermelho e
RMN, também foram determinadas as faixas de fusdo e andlises de
espectrometria de massa de alta resolucdo de alguns destes compostos (EMAR,
do inglés High Resolution Mass Spectrometry - HRMS) dos compostos (Apéndice
A).



Tabela 9. Descri¢éo dos sinais dos deslocamentos quimicos dos espectros de RMN de H e de '3C dos bistriazéis sintetizados

(continua)
Composto Sinais de RMN de H Sinais de RMN de *C
(500 MHz, DMSOu6) &: 8,03 (s, 2H); 5,70 (s, | (125 MHz, DMSOus) &: 197,5; 145,8;
N: :N . . .
sIN R NN s 4H); 0,26 (s, 18H). 132,9; 56,4; 0,0.
203
(500 MHz, DMSOu6) &: 8,03 (s, 2H); 7,76 (S, | (125 MHz, DMSOus) &: 195,6; 132,9;
N:N o NN 2H); 5,68 (s, 4H). 125,9; 55,3.
N\ N\/U\/N Y
204
(500 MHz, DMSOu6) &: 7,75 (S, 2H); 5,60 (S, | (125 MHz, DMSOus) &: 196,5; 148,3;
N:N O N:=N 4H); 2,65 (quart., 4H, J =7.6 Hz); 1,19 (t, 6H, 123,0; 56,0; 18,4; 13,8.
NN NN/ ): 265 (q ) 119
J=7.6 Hz).
207
(500 MHz, DMSOu6) &: 7,75 (s, 2H); 5,60 (S, | (125 MHz, DMSOus) &: 201,8; 128,8;
N:N o N-=N 4H); 2,65 (quart., 4H, J =7.6 Hz); 1,19 (t, 6H, 61,1; 36,4; 29,9; 26,9; 19,0.
N Y
AN AN 1276 Ha).
209
(500 MHz, DMSOu6) &: 7,73 (S, 2H); 5,57 (s, | (125 MHz, DMSOus) &: 196,2; 146,9;
\G’QN/N O N- N 4H); 2,62 (t, 6H, J = 7.3 Hz); 1,60 (quint, 8H, 123,1; 55,6; 30,6; 28,4; 24,8; 21,7,
N AN
4 J=7.3Hz); 1,29 (m, 4H); 0,86 (t, 6H,J=7.3 | 13,7.
211

Hz).
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(continua)
Composto Sinais de RMN de 'H Sinais de RMN de 3C
(500 MHz, DMSOus) &: 7,73 (s, 2H); 5,57 (s, | (125 MHz, DMSOus) &: 196,1; 146,7;
N:N o N:=N 4H); 2,62 (t, 4H, J = 7.3 Hz); 1,59 (quint, 7H, 122,9; 55,5; 30,7; 28,6; 27,9; 24,7,
NN AN
J = 7.3 Hz); 1,29 (m, 28H); 0,86 (m, 12H). 21,7; 13,6.
213
(500 MHz, DMSOus) &: 7,72 (s, 2H); 5,55 (s, | (125 MHz, DMSOus) &: 201,3; 149,3;
N:N o N:N 4H); 2,63 (t, 6H, J = 7.5 Hz); 1,60 (quint, 6H, 122,9; 55,5; 30,9; 28,6; 28,4; 28,25;
HAN TN S .
J =7.5Hz): 1,26 (m, 38H): 0,86 (m, 12H). 28,2; 24,7: 21,7; 13,5.
215
(500 MHz, DMSOude) &: 8,49 (s, 2H); 7,84 (d, | (125 MHz, DMSOus) &: 196,2; 146,4;
N:N O N:N 4H,J =7.6 Hz), 7,45 (t, 5H, J =7.6 Hz), 7,34 130,5; 128,9; 125,2; 122,8; 56,1.
Ph—\ N AN Ph ) 145 )
(t, 2H, J = 7.6 Hz), 5,80 (s, 4H).
217

(500 MHz, DMSOude) &: 7,75 (s, 2H), 7,40 (d,
4H, J = 7.4 Hz), 7,33 (t, 5H, J = 7.4 Hz), 7,24

(125 MHz, DMSOQgs) 6: 196,2; 151,5;
144,0; 128,2; 128,1, 126,4; 123,5;

NN N
e (t, 2H, J = 7.4 Hz), 6,01 (d, 2H, J = 45 Hz), | 55,8.
219 5,81 (d, 2H, J = 4.5 Hz), 5,59 (s, 4H).
(500 MHz, DMSOus) 8: 7,89 (s, 2H), 5,64 (s, | (125 MHz, DMSOus) &: 196,3; 148,1;
HO Ny o N:N OH 4H), 5,21 (t, 2H, J = 5.7 Hz), 4,53 (d, 4H, J = | 124,1; 55,8; 55,0.
N AN ) ( ) (

5.7 Hz).
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(concluséo)

Composto Sinais de RMN de 'H Sinais de RMN de 3C
(500 MHz, DMSOs) &: 8,01 (s, 2H), 6,54 (d, | (125 MHz, DMSOus) &: 195,6; 144,7;
HOMN&SMOH 2H, J=4.5), 6,42-6,45 (dt, 2H, J=4.5 Hz), 5,62 132,0; 122,6; 117,3; 60,9; 55,6.
(s, 4H), 4,72 (s, 2H), 4,10 (s, 7H).
223
(500 MHz, Acetonauds) o: 8,43 (s, 2H), 8,40 (s, (125 MHz, Acetonauds) 6: 148,1; 137,1;
oy NN 1H), 7,84 (d, 2H, J=7.6), 7,46 (t, 1H, J=7.6), | 132,8; 130,2; 129,8; 129,2; 128,9;
d Q\Q/& b 7,42-7,33 (m, 10H), 5,69 (s, 4H). 125,7; 123,3; 121,8; 54,5.
239

Fonte: elaborada pela autora (2023)
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Os espectros de HRMS foram analisados, confirmando as massas exatas

dos compostos numa margem de erro entre 20 e 25 ppm, em termos de precisao

analitica (Tabela 10). Logo, foi possivel determinar as formulas moleculares de

cinco dos bistriazois sintetizados com precisdo, confirmando, assim, as sinteses

realizadas.

Tabela 10. Dados dos espectros de HRMS dos bistriazdis sintetizados

o fon Férmula m/z m/z
Bistriazol )
molecular molecular calculada tedrica
203 [M+Na]* Ci13H2401N6Si2Na  359,14400 359,14423
207 [M+Na]* C11H1601NsNa 271,12788 271,12778
209 [M-H] C15H2301N6 303,19389 303,19388
215 [M+Na]* C23H4001NsNa 439,31557 439, 31558
219 [M+Na]* C21H2003NsNa 427,14872 427, 14891
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Capitulo II: Desenvolvimento de uma metodologia de extracédo de cobre

residual e determinacéao por FAAS

5.0 O cobre na reacdo CUAAC: funcédo catalitica ao residuo

O cobre € um dos primeiros elementos quimicos da tabela periddica
descobertos pela humanidade, amplamente empregado na fabricacdo de
utensilios domésticos, de armazenamento e de armas, marcando um periodo
histérico de grande avanco da civilizagdo que foi caracterizado pela substituicdo
das ferramentas de pedra por ferramentas de cobre e suas ligas metalicas,
passando da idade da pedra para a idade do bronze. Com o passar do tempo, a
versatilidade do cobre foi explorada, reconhecendo que a sua aplicabilidade
estava para além da maleabilidade e resisténcia, sendo um material ductil usado
nos setores elétrico e da construcéo civil.*>!

Na sua forma metalica o cobre apresenta uma cor castanho-avermelhada,
cuja configuracéo eletronica é [Ar]3di%4s?, representando o nimero de oxidacéo
Cu°. Na forma de compostos com outros elementos quimicos, outros trés estados
de oxidacdo sé&o identificados: o Cul*, na forma de ion cuproso, o Cu?*, como ion
clprico, sendo 0 mais comum dentre os demais, e o Cu®*, um fon trivalente, de
rara ocorréncia em compostos de elevado poder de oxidagdo.*?

Nos sistemas biolégicos o ion Cu?* é predominante e exerce um papel
fundamental no equilibrio metabélico devido a incorporacéo e especificidade num
grande numero de proteinas estruturais e enzimaticas. O cobre atua como um
cofator, isto €, um intermediario da transferéncia de elétrons em atividades
enzimaticas.!®?

Dentro do mecanismo CuAAC para sintese dos bistriazoéis, a presenca do
cobre tem sido determinante para a formacédo do produto, pois o uso das catalises
homogéneas e heterogéneas na presenca de metais de transicao representa uma
metodologia consolidade em sintese organica, possibilitando sinteses rapidas,
seletivas e de elevados rendimentos. Os heterociclos 1,2,3-triaz6is séo ligantes
ricos em atomos de nitrogénio com pares de elétrons livres e exibem modos de
coordenacao versateis, capazes de interagir com o nucleo metalico catalitico do

cobre e formar complexos estaveis com os multiplos anéis triazélicos disponiveis.
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A permanéncia de impurezas do catalisador apos a purificacdo do produto
pode interferir nas etapas sintéticas posteriores e eventual aplicacdo de material,
representando um fator a ser investigado, visto a promissora atividade biologica e
como ligantes metalicos, que pode sofrer possivel interferéncia do metal. Logo,
ha o interesse destes bistriazdis em seus estados “livres” de complexagao, para
gue as suas aplicabilidades ndo sejam mascaradas ou comprometidas pela
presenca residual do catalisador.

Avaliando a aplicabilidade destes compostos como futuros farmacos, a
legislacéo brasileira prevé um limite maximo do teor de cobre, considerado como
impureza. Para medicacdes de uso oral o valor maximo aceitavel é de 250 pg.g*,
enguanto para administragdes parenterais, de 25 pg.g*.1> A ANVISA ainda cita a
técnica de espectrometria de absor¢cdo atdmica com chama (FAAS - do inglés
Flame Atomic Absorption Spectrometry) como procedimento padrdo para
guantificacdo de metais potencialmente toxicos em farmacos ou potenciais

farmacos, além das orientacdes técnicas para o preparo de amostras (Figura 46).

Figura 46. Procedimentos de preparo de amostra para o método de espectrometria atbmica

A substéncia é soltuvel em NAO A substéncia é solivel em NAO Digestao da
dgua? outros solventes? amostra
SIM \
SIM SIM
Os solventes sao NAO

compativeis com a
técnica?

SIM \
y y

Efetuar a determinagao por FAAS

Fonte: adaptada de Brasil (2010)*%%

A presenca de cobre residual foi relatada por Novak e colaboradores (2012)
num trabalho que envolveu o estudo metodolégico no uso do cobre catalitico em
fase heterogénea, a fim de minimizar as impurezas residuais do cobre
complexadas ao produto triazolicos. Os resultados das medicGes analiticas

mostraram que os teores de cobre dos produtos variaram de 51,3 pg.g* até 2770
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ug.gl, de acordo com a fonte de cobre empregada (Tabela 11). Uma
complexacdo com solucdo saturada de EDTA foi realizada, com extracao
significativa do cobre residual (Tabela 11, entrada g), representando 0 menor
valor quantificado no estudo.'>*

Quando comparadas as catalises homogénea e heterogénea, no que se
refere ao teor de cobre residual, na ultima ha uma menor probabilidade de
complexacao por parte dos anéis triazdlicos, visto a presenca do catalisador numa

fase distinta a do produto em formagéo.'>*

Tabela 11. Quantificacédo do teor de cobre residual em virtude da fonte de cobre catalitico

aplicada
., @_\ Fontee(lll_(ta1 cobre ©/\N’N\\N
< > N, _
108 109 110\_b
Fonte de cobre Teor de Cu(ll)
residual (ug.g™)
A 5 mol% [Cu(fen)(PPhz)2]NO3 2770
B 1 mol% [Cu(fen)(PPhz)2]NO3 284
C 0,5 mol% [Cu(fen)(PPhz)2]NOs 175
D 5 mol% Cul 419
E 5 mol% CuSOa4/NaAsc 1090
F 5 mol% CuSO4/NaAsc/TBTA 412
G 5 mol% CuSO4/NaAsc/TBTA + 27
lavagem com EDTA(aq)
H 5 mol% Cu/Fe 51,3

Fonte: adaptada de Ndvak et al (2012)*%*

Um estudo similar foi feito com o monotriazol 244 e aplicacéo da extracao do
metal residual com uma solucdo de nanoparticulas de ferro metélico oxidado
(FexOy@Fe), na presenca de solventes organicos. O composto foi submetido a
duas extracdes com o agente complexante, verificando a reducéo de 71% do teor

de cobre (Esquema 53).1%°
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Esquema 53. Procedimento de extracdo do cobre residual por meio da utilizacdo de
nanoparticulas de ferro metalico modificadas

1. THF, KOH,,
FexOy@Fe
+ N 15,5 ppm N
o 3 0 PP N™ SN
1. THF, KOH,,, -
242 243 ¢
Fe,0,@Fe 244

4,6 ppm

Fonte: adaptado de Macdonald et al (2007)%%°

Otvos e colaboradores (2013) descreveram a sintese de 1,2,3-triazéis,
substituidos com derivados de &cidos B-aminociclohexanocarboxilicos, que
apresentaram potenciais atividades bioldgicas, via aplicacdo da reacao em fluxo
continuo e o emprego de cobre metélico em p6 como fonte catalitica (Figura 47).
Nesse estudo, os monotriazdis sintetizados foram purificados via cromatografia
em coluna e os teores de Cu(ll) residuais quantificados por espectrometria de
massa com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS do inglés Inductively
Coupled Plasma Mass Spectrometry).156

Os resultados analiticos mostrados na Tabela 12 revelam que o teor de
cobre residual nos monotriazoéis foram relativamente baixos, com valores entre 3,9
e 9,1 ug.gt. Os compostos sintetizados sob as condicdes do método B, descrito
na Tabela 12, na presen¢a de uma base e um acido, apresentaram o teor de cobre
mais elevado do que aqueles obtidos sob as condi¢des do método A, apenas com
a utilizacdo do solvente, conferindo maiores condicdes de complexacdo com a

presenca desses aditivos.
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Figura 47. Estruturas dos triazéis sintetizados para o estudo do teor de cobre residual em fungéo
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Fonte: adaptado de Otvos et al (2013)%6



Tabela 12. Teor de cobre residual nos triazdis 245 — 256, sintetizados nas condi¢gbes A e B,
apos purificacdo por cromatografia

133

-~ O Q O T D

o «Q

J
I

m

Teor de Cu(ll) residual (ug.g*) + DV*

Monotriazol

Método A Método B
244 4,6 (+0,5) 8,4 (+0,6)
245 4,2 (+0,3) 7,7 (+0,6)
246 3,9 (x0,5) 8,0 (x0,4)
247 4,7 (+0,6) 8,2 (0,7)
248 5,2 (+0,4) 7,9 (+0,4)
249 5,1 (+0,3) 7.5 (+0,6)
250 4,8 (x0,6) 7,7 (20,7)
251 5,3 (x0,3) 8,2 (+0,6)
252 6,1 (+0,5) 8,6 (+0,5)
253 4,8 (+0,4) 7,7 (+0,8)
254 5,4 (+0,3) 9,1 (+0,4)
255 4,9 (+0,6) 7,8 (£0,7)

Condigdo A: DCM, 100 bar, 100 °C, fluxo 0.5 mL.min™; Método B: DCM, 100 bar, ta, DIEA
(0,4 eq.), HOAc (0,4 eq.), fluxo 0.5 mL.min™2.
1. Desvio-padrédo
Fonte: adaptada de Otvos et al (2012)*5¢

Num trabalho realizado no nosso grupo de pesquisa foram feitos estudos

para determinar possivel lixiviagdo de cobre em compostos bistriazolicos, obtidos

usando a metodologia CUAAC em catalise homogénea.'?® Foram comparados os

teores na amostra sem tratamento e apds a aplicacdo de algumas técnicas de

purificacdo, utilizando o bistriazol 157 como modelo. A técnica analitica de

guantificacao por FAAS, fornecendo concentracdes de cobre residual entre 195 —

4845 pg.gt. Com estes resultados foi possivel concluir que, para o composto

relatado, a melhor técnica para a remocéo do cobre residual foi a cromatografia

em coluna (Tabela 13 — entrada c).
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Tabela 13. Comparacao dos diferentes métodos de purificacdo para extracdo e quantificacdo do
teor de cobre residual no bistriazol 157

N:N  OH N:N

AR S

157

Técnica de purificacdo Teor de Cu(ll) % de extracao

residual (ug.g™)

A Bruto 4845 + 344 --

B Recristalizacéo 3369 £ 195 30,5
C Colunado (SiO>2) 195+ 6 95,8
D EDTA 381 +31 92,1

Fonte: adaptado de Farias (2019)*2¢

Na literatura ndo ha relatos de desenvolvimento de metodologias, com
validacdo analitica, para extracdo de cobre residual em produtos da reacdo
CUuAAC, como a utilizacdo de EDTA como agente complexante. Nesse sentido,
neste capitulo serdo abordadas as etapas de desenvolvimento de uma

metodologia de extracdo de cobre residual e sua quantificacdo via FAAS.

5.1 Resultados e discussoes

A investigacdo sobre a ocorréncia de cobre residual, presente nos
bistriazdis sintetizados nesse trabalho, partiu de estudos anteriores dentro do
grupo de pesquisa, bem como dos padrdes espectrais de RMN de 'H obtidos.
Quando realizados os experimentos de RMN em alguns dos compostos, sem
remocao do cobre residual, ndo foi possivel determinar a multiplicidade dos sinais.
Por exemplo, quando se compara a resolugéo dos espectros do composto bruto
211, contendo cobre residual (Figura 48) e ap0s a extracao do metal (Figura 49),
fica evidente o comprometimento da visualizacdo da multiplicidade em fungéo da
presenca do nudcleo metalico paramagnético no composto. A melhoria na
resolucdo dos sinais no espectro do composto veio sugerir fortemente a

capacidade de complexacdo dos bistriazois sintetizados, e assim justificar o
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desenvolvimento de uma metodologia de extracdo dos teores de cobre presentes

em cada estrutura.

Figura 48. Espectro de RMN de 'H do composto 211 (ndo tratado) na presenca de cobre
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Fonte: elaborada pela autora (2023)

Figura 49. Espectro de RMN de *H do composto 211 apds o tratamento com EDTA
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Na espectroscopia de RMN, o alargamento dos sinais é dependente de dois
fatores: a relaxacdo transversal induzida e a heterogeneidade do campo. O
primeiro fator consiste na perda de magnetizacao do plano xy, provenientes de
interacbes que fazem com que os movimentos de precessao dos spins tenham
frequéncias ligeiramente diferentes, interferindo na sua coeréncia de fase ao longo
do tempo. J& a heterogeneidade do campo € caracterizada pela presenca de
impurezas paramagnéticas, neste caso, o Cu(ll). As interacdes dipolo-dipolo dos
ndcleos magnéticos com os elétrons desemparelhados de ndcleos
paramagnéticos sdo de alta magnitude, visto a velocidade do processo de
relaxacdo, o que conduz ao alargamento dos sinais de RMN.>7158

A probabilidade de formacdo dos complexos triazolicos esta diretamente
ligada aos ions metalicos presentes no meio reacional. Na reacdo CuAAC, o Cu(l)
€ responsavel por catalisar a reacdo. Quando o nucleo metalico cumpre o ciclo
catalitico, ele retorna ao meio reacional e, em teoria, torna-se suscetivel para
retornar ao processo de catalise. No entanto, o meio reacional aquoso pode
fornecer condicfes para que o Cu(l) sofra desproporcionamento, liberando ions
Cu?* em solucdo, na forma de aquocomplexos. Apesar do excesso de agente
redutor utilizado, o produto formado possui alta capacidade de complexacéo,
ligando-se prontamente ao ion metdlico, podendo inferir a coexisténcia de
complexos de Cu* e de Cu?* nos produtos das reacoes.

No Esquema 53 estdo apresentados dados referentes aos processos
redox dos ions de cobre e seu diagrama de potenciais, considerando a reacdo de
desproporcionamento. A constante de equilibrio para este processo € alta (K = 1,6
x 10°) de forma que a concentracdo de ions Cu* em solugdo aquosa é baixa.
Quando presentes, tendem a formacdo imediata de complexos ou a

insolubilidade.
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Esquema 53. Processos redox dos ions de cobre e o diagrama de potenciais da reagéo de
desproporcionamento

Cul+ == Cu2+ +  le E° =-0,159 V (reagéo de oxidagéo) (1)

E° = +0,500 V (reagéo de reducgéo) (2)

soyt =——= Cu2+ + Cu [E°=+0,341V (reagéo espontanea) (3)
Cu2+ -0,159 vV Cul+ +0,500 V Cu

K=[Cu®]=1,6x10°
[Cu"?

+0,341V

Fonte: adaptado de Lee (1999)*52

O processo de otimizacdo da metodologia de extragao foi viabilizado pela
utilizacdo da solucéo saturada de EDTA reagindo com uma solu¢do em solvente
organico do bistriazol. O uso da cromatografia em coluna foi uma alternativa
aviltada no decorrer das investigacdes, mas o comportamento dos bistriazois em
silica ndo foi promissor, com elevadas perdas de massa no processo de
fracionamento das colunas cromatogréficas, provavelmente devido a alta
polaridade dos bistriazoéis

A molécula de EDTA possui seis sitios potenciais para a ligacdo de ions
metdlicos: quatro grupos carboxilicos e dois grupos amino, cada um dos grupos
com pares de elétrons ndo-ligantes, configurando em um ligante hexadentado de
alto grau de complexacao (Figura 50). O EDTA é capaz de encapsular o ion
metalico tornando-o isolado do meio reacional, num processo altamente favoravel
termodinamicamente, compativel com qualquer cation, exceto 0s metais

alcalinos.1%?
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Figura 50. Estrutura genérica do complexo EDTA-metal (M

Fonte: Skoog et al (2009)*5!

Na primeira parte do trabalho foi realizada a quantificagéo de cobre residual
nos bistriazois brutos e tratados, dissolvidos em solugdo organica. Nesse teste
inicial, as amostras dos bistriazéis selecionados foram pesadas em triplicata e
tratadas apenas uma vez com a solucdo saturada de EDTA, verificando uma
pequena perda de massa no processo de extracao, que nao pode ser atribuida
exatamente ao cobre extraido, visto que ha perdas na manipulacdo, contato com
vidrarias, dentre outros fatores.

Nesta etapa ainda foi possivel verificar que a aplicacdo deste método de
extracdo ndo foi compativel com todas as estruturas. Os bistriazéis com
substituintes hidrofilicos, migraram para a fase aquosa, contendo o EDTA,
inviabilizando a metodologia. Diversos solventes organicos foram empregados na
tentativa de retroextrair o bistriazol “livre” da fase aquosa, mas nenhuma das
condicOes forneceu algum valor de massa de extracdo. Esses compostos (bis-
triazois 221 e 223) permaneceram com 0 cobre residual complexado e foram
denominados de “bistriaz6is ndo trataveis” (Figura 51).

Na Figura 52 é possivel verificar a efichcia do processo de extragdo do
EDTA (solucéo azul) e permanéncia do bistriazol na fase organica sobrenadante,
evidente nos frascos 1, 2 e 4, sendo estas extracdes referentes aos compostos

217, 209 e 211, respectivamente. O frasco 3 contém a tentativa de extracdo do
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cobre do composto 221, derivado do alcool propargilico, contendo os substituintes
hidroxilados. Como pode ser observado, a solucdo aquosa saturada de EDTA
adotou uma coloragao esverdeada, diferentemente do padrao azul verificado nos
demais experimentos realizados.

Apesar das diversas tentativas de extracbes com outros solventes
organicos (CHCls, éter dietilico, hexano, DCM) e aquecimento da mistura reacional
visando o aumento da solubilidade, o bistriazol 221 permaneceu irrecuperavel na
fase aquosa. O mesmo padrao de comportamento foi observado para o composto
223.

Figura 51. Relacdo dos i) bistriazoéis trataveis e ii) ndo-trataveis com EDTA

i) Bistriazois trataveis com EDTA
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TN AN PR NI N/Ph HOWN\)K/N\)\E)H
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Fonte: elaborada pela autora (2023)
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Figura 52. Processo de extracdo do cobre dos com

\

postos 217, 209, 221 e 211
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Fonte: elaborado pela autora (2023)

Os compostos selecionados (Figura 51, i), apés tratamento com solugéo
de EDTA, foram solubilizados em metanol e seus teores de cobre quantificados
por FAAS, mediante os resultados fornecidos na curva de calibragdo externa. As
curvas de calibracdo (n = 13) apresentaram coeficientes de regressao superiores
a 0,99, demonstrando a linearidade e a repetitividade do método analitico. Para o
limite de detecc¢édo (LD) o resultado obtido foi de 0,09 mg.L? e para o limite de
quantificacdo (LQ), de 0,31 mg.L . Para os bistriaz6is brutos testados, os valores
oscilam entre 2756 e 26135 ug.gt. Apos o processo de uma extragdo com EDTA,
os valores reduziram para uma faixa entre 457 e 11230 pg.g* (Figura 53), com
extracOes entre 36 e 94% do teor de cobre residual, com resultados expressos

considerando os valores médios e seu respectivo desvio-padréo (Tabela 14).
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Figura 53. Gréfico representando a diferen¢a nos teores de cobre nos compostos brutos e ap6s
o tratamento com EDTA
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Fonte: elaborada pela autora (2023)

Tabela 14. Percentual de extragao de cobre residual nos bistriazis estudados, expressos em
termos das médias dos valores e seus respectivo desvio-padrdo (DV)

Bistriazois % + DV
203 35,7+2,2
207 93,6 +0,8
209 61,5+1,6
211 80,1+25
213 75,4 + 3,6
215 59.4+1,4
217 851+21
219 444 + 2.7

Fonte: elaborada pela autora (2023)

Foram realizadas analises dos espectros no infravermelho dos compostos
brutos e tratados em busca de alguma evidéncia dos pontos de complexacdo do
cobre, em funcdo do deslocamento das principais bandas de absorcéao.

Entretanto, ndo foi verificado um padrdo de modificacdo significativo nestas
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analises. O Unico composto com uma alteracdo perceptivel no deslocamento da

banda de carbonila foi o bistriazol 217 (Figura 54): de 1754,08 cm™ com cobre

para 1759,08 cm sem cobre. Por outro lado, nos compostos contendo cadeias

alifaticas como, por exemplo, nos espectros do composto 215 (Figura 55), foram

verificadas as sobreposic6es completas das principais bandas analisadas. Os dois

compostos apresentaram teores similares de cobre na primeira analise,

entretanto, os espectros de infravermelho puderam sugerir diferenciacbes no

processo de agregacao do metal, de acordo com os deslocamentos das bandas.

Figura 54. Sobreposicdo dos espectros no infravermelho do composto 217 na presenca do

cobre residual (bruto) e sem o cobre residual (tratado)
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Fonte: elaborada pela autora (2023)
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Figura 55. Sobreposicao dos espectros no infravermelho do composto 215 na presenca do
cobre residual (bruto) e sem o cobre residual (tratado)
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Fonte: elaborada pela autora (2023)

ApOs a obtencéo destes resultados iniciais, um dos bistriazois foi escolhido
para a otimizacdo e melhoria da metodologia, em busca do maximo de remocao
do cobre residual, optando-se pela digestdo da amostra em via Umida, devido a
baixa solubilidade destes compostos, na maioria dos solventes compativeis com
a técnica. A escolha do bistriazol foi feita em funcdo da disponibilidade dos
reagentes e bons rendimentos observados nas sinteses, visto que uma grande
guantidade de experimentos seria requerida nesta etapa do trabalho. Nesse
sentido, optou-se pelo composto 217, o bistriazol contendo o grupo fenil como
substituinte.

O bistriazol 217 foi entdo sintetizado e na sequéncia o composto bruto foi
fracionado e submetido a diversas condi¢cdes de extragdo (em triplicatas) como
descrito na Esquema 54, a fim de avaliar a capacidade de extracdo nos diversos
sistemas. Foram adotadas as extracfes sequenciais de EDTA e uma lavagem
adicional com agua destilada, como parametros para otimizacdo do método,
investigando qual seria a contribuicdo da lavagem com &agua ou da terceira

extragdo com EDTA na extragéo de cobre.
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Esquema 54. Metodologias aplicadas para extracdo do cobre residual

N:N O N:N
Ph~UN_J_N.~Ph
217
Método A Método B Método C Método D Método E Método F
EDTA EDTA EDTA EDTA EDTA EDTA
H,O EDTA EDTA EDTA EDTA
H 20 EDTA EDTA
H,O

l

Digestdo da amostra e andlise por FAAS

Fonte: elaborado pela autora (2023)

Na Figura 56 encontram-se exemplificados os sistemas sequenciais de
extracdo montados, contendo o bistriazol 217 solubilizado em acetato de etila e a
solucdo de EDTA saturada extratora. A sequéncia de extracdes representadas
nesta imagem refere-se ao método D (EDTA - EDTA - H20), ficando evidente
o clareamento da solugéo extratora, podendo inferir, de forma qualitativa, a

reducao do teor de cobre disponivel para extracao.
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Figura 56. ExtracBes sequenciais (em triplicata) do cobre residual de acordo
com o método D: 1° EDTA (a) = 2° EDTA (b) = H20 (c)
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Fonte: elaborada pela autora (2023)

As solucdes extratoras também foram separadas para quantificacdo do
cobre presente, como mostrado na Figura 57. Sendo assim, tanto a extragdo com
EDTA quanto da lavagem com agua foram reservados para determinacédo de
cobre nas fases aquosas removidas na extracdo, permitindo calcular a extracao
de cobre nas amostras e fazer um balanco de massa com a concentracdo de
cobre presente nas fases aquosas obtidas.
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Figura 57. Solucdes extratoras reservadas para quantificacéo
de cobre residual: métodos B (a), D (b) e F (c)

Fonte: elaborada pela autora (2023)

A partir deste ponto, as amostras do bistriazol 217 submetidas as condicfes
de extracbes foram separadas da fase aquosa, secas e evaporadas, e as
amostras tratadas foram digeridas em bloco digestor, dentro de tubos PTFE numa
solucdo de acido nitrico 65%, peroxido de hidrogénio 30% e avolumadas com
agua destilada. Um branco foi preparado nas mesmas condi¢des reacionais. Vale
ressaltar que, diferente do primeiro processo adotado, as amostras foram
completamente solubilizadas no processo de digestao (Figura 58). A linearidade
do método foi mantida nesta etapa, com coeficientes de regressao superiores a
0,99.

Figura 58. Processo de preparo das amostras via bloco digestor

Fonte: elaborada pela autora (2023)
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Os resultados referentes aos percentuais de extracdo de cobre em cada
um dos métodos utilizados encontram-se na Tabela 15 expressos em termos das
médias dos valores e seu respectivo desvio-padrdo. A aplicacdo das variacfes
metodoldgicas permitiu inferir sobre a importancia da presenca do EDTA no
processo de extracdo, além da utilizacdo etapas extratoras adicionais com EDTA,
para garantir a eficiéncia de remocdo do cobre. A comparacdo entre 0s
procedimentos aplicados permitiu concluir que os métodos C, D e E apresentaram
eficiéncia quantitativa na remoc¢éo do cobre residual, de forma que foi possivel
sugerir que, ao menos duas extragbes com EDTA seriam minimamente
adequadas para a remocao do cobre residual em compostos triazdlico (Figura
59). Os teores de cobre nos bistriazois nao-trataveis, 221 e 223, foram
quantificados pela mesma metodologia descrita neste trabalho (sintese ->
digestdo > FAAS), fornecendo valores de 1872 ug.g! e 2462 pg.g?,

respectivamente.

Tabela 15. Percentuais de extragéo do cobre residual nas diferentes metodologias aplicadas (LD
=0,04 ug.g% LQ =0,13 ug.g?h)

Método de extracéo Extracdo % (£ DV)
a A 91,1+0,2
b A 85,8 +0,7
C B 92,6 +21
d B 96,5+0,9
e C 100,0 £ 0,6
g D 100,0+ 0,5
h E 100,0 £ 0,2
[ B 94,4+0,4
j D 96,8 + 0,3
k F 97,6 +0,2

Fonte: elaborada pela autora (2023)



Figura 59. Percentuais de extracdo do cobre residual nas diferentes metodologias aplicadas
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Fonte: elaborada pela autora (2023)
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As medicBes referentes as aguas de extracdo trouxeram resultados

bastante robustos e coerentes, numa correlagdo direta entre a massa de cobre

empregada na sintese, a massa complexada ao bistriazol, a massa extraida

(contida na &gua de extragdo) e a massa remanescente Nos COMPOStos

considerando os métodos B, D e F de extracao (Figura 60).

Figura 60. Balanco das massas de cobre presentes nas diferentes etapas do processo: sintese,
produto complexado, agua de extracdo e ndo extraido (bistriazol tratado)

ndo extraido

extraido

complexado

sintese

= 009 = Método F = Método D E Método B
= 012
0,23
| 3’64
B~ 362
—— ? .
3,73

0 0,5 1 15 3,5 4 4,5 5

I\%Iassa dezi:%bre (mg)

Fonte: elaborada pela autora (2023)
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Capitulo Ill — Estudos sobre reatividade dos bistriazéis carbonilados

6.0 Aspectos gerais sobre a reatividade de 1,2,3-triazéis

Estudos sobre a reatividade de compostos contendo a estrutura 1,2,3-
triazolica estdo amplamente relatados na literatura, com maior destaque na
utilizacdo da catalise metalica nas reacdes empregadas. De uma forma geral, as
reacdes de funcionalizacdo destes compostos, com o intuito de manter o anel
triazdlicos no produto, sdo realizadas de forma convergente, antes da etapa de
cicloadicao.

Compostos 1,2,3-triazolicos deficientes em elétrons serviram como
precursores na sintese assimétrica de compostos azavinilcarbenos, com elevada
estabilidade térmica, reatividade e estereosseletividade frente a olefinas e nitrilas.
A reacdo do triazol 257 frente a olefinas, na presenca de um catalisador de rédio,
forneceu os produtos de ciclopropanacdo 258 num processo enantio e
diastereosseletivo (Esquema 55). J& nas reacles frente as nitrilas alifaticas e
aromaticas, foram obtidos imidazéis 260 como produtos de transanulagdo, com

rendimentos entre 68 — 85% (Esquema 56). 1%°
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Esquema 55. Ciclopropanacao enantio e diastereosseletiva de 1,2,3-triazdis, via catélise

metalica
RZ Rl H
1 N:N 1. Rh,(S-NTTL), (1mol%), alceno ~ \— I
RAUNON. ¢ CHCI., 65-75°C, 24h . N_ N ©
hdlven 2 65°75°C, Ddves
N-N  OFt > NN OEt
: \ 2. NaBH,, EtOH, 0°C R j
257 258
\\
i [ H
N_ N (0] . _N_ N O]
\KH\’Y/QOEt \,(H\’IHOEt
v :
258a 258b 25§C
71% 68% 90“)
95% ee, 83% ee, 84% ee,
dr>20:1 dr>20:1 dr>20:1
MeO \ =~
C @ o
H H 0
N
| | - N
(6] (e} \( >/[<
<[ NN NN g v OEt
: : N
( \l(H\/JMOEt \I(H\/?/(OEt /@
258d 258e 258f
73% 68% 51%
81% ee, 94% ee, 80% ee,
dr>20:1 dr>20:1 dr>20:1

Fonte: adaptado de Fokin e Zibinsky (2011)%°
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Esquema 56. Sintese de imidazdis via transanulagdo de 1,2,3-triaz6is com nitrilas

2

R
N:N 1 Nﬁ/
R NYNHO Rh,(esp),(1 mol%), nitrilas RE=n R4§\/N\GN>)<O
N-N OEt : N-N  OEt
: > 1,2-DCE, 85 °C, 5h >
259 260
. 7
\N o MN 0 \_N o
N N N
\,(,;,(,Hoa \KH\’Y/QOEt b ot
260a 260b 2620
76% 76% 68%
F5C V%
3 /(W el MO~
Nﬁ S Nﬁ/\/\/ N <
i e O e O
N N_ N \ o)
S N NN
N-N OFt N OEt Yo oet
260d 260e 260f
74% 70% 85%

Fonte: adaptado de Fokin e Zibinsky (2011)*%°

A sintese de anéis do tipo de pirrol, classicamente realizada pela reacao de
Paal-Knorr, pode ser acessada partindo-se de 1,2,3-triazdis reagindo com alcinos,
alenos e furanos, por meio do mecanismo de transanulacéo catalisado por metais,
numa modificacdo estrutural direta no anel triazélicos (Esquema 57).1%°© Uma
proposta de mecanismo para formacédo do pirrol do tipo 264 encontra-se no
Esquema 58. O inicio do processo considera o equilibrio isomérico do anel
triazolico, para formacgéo da espécie reativa a-diazoimina 268. Numa reacdo de
adicdo nucleofilica entre 270 e 271, forma-se o intermediario zwiteribnico A,
suscetivel a ciclizagdo, levando ao composto 273. Este, por sua vez, também pode
ser obtido por meio da formagéao do composto do tipo ciclopropano 272, seguido
do rearranjo de Cloke. Finalmente, com a elimina¢ao do alcool, tem-se o pirrol 274

como produto da reacgéo.®°



Esquema 57. Reacgdes de transanulacdo envolvendo 1,2,3-triazois-1,4-dissubstituidos

Ts SO,R .
N_ 2 N__RR
\ 2 3 W

R R 1 3 2

]! P> X Ry R RR

262 3 266

J@g] 1 N:N “{\

RN
SO,R g2 O g?

263
SOR
/t """" ~\, N R
v
RN R1 R4
264

Fonte: adaptado de Rajasekar (2014)6°

Esquema 58. Proposta de mecanismo de transanulacéo catalisada por Rh

R N R
N _R? 1}:/
w R™267
1
R g74 AT \LT
N, N-R
H* |-R®0H \)4/
R R! 268
! 3
N_. _OR
Q<Rz [Rh(I]
1
R 73 Ar
. oR®
Rearranjo Ar | Rh N-R
de Cloke )
Rh- E \,\J/
2 / R
R OR
Ar
1
R N O. R
272 [Rh(I1)] R}
271

Fonte: adaptado de Rajasekar (2014)16°
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A reatividade dos ciclo-octatriazois 275 foi estudada frente a catalise
metalica com acetato de rédio(ll). O anel de oito membros € bem conhecido por
ter interacdes transanulares préximas por meio da inser¢cdo 1,5 do carbeno de
rédio na ligacdo transanular C—H visualizada em 276 (Esquema 59). A
sulfonamida [3.3.0]-biciclica 278 foi formada com completo diastereocontrole.
Uma etapa final de reducéo leva as sulfonamidas 278a-e. A mesma tendéncia de
formacdo foi observada para outros diferentes grupos sulfonil substituintes

testados, confirmando a aplicabilidade da reagéo.*5*

Esquema 59. Sintese de sulfonamidas biciclicas a partir de ciclo-octatriazdis

N
AN -SO.R , B H  NSO2R 4 NHSO,R
— Rh,(OAc), LiAIH, R
= NSO,R =
PhMe THF, ta
90 °C
H H
276 277

275 H
278

278 aR = Me (44%)

278 b R = p-Tol (61%)
278 ¢ R = PhNO, (8%)
278 d R = PhOMe (77%)
278 e R = Ph(iPr), (36%)

Fonte: adaptado de Williams et al (2022)

6.1 Resultados e discussoes

Neste trabalho serdo apresentados resultados preliminares de propostas
de funcionalizagdo da porcao espacadora dos bistriazois carbonilados, a fim de
compreender seus aspectos reativos, especificamente com tentativas de
modificacdes estruturais nas posicdes a-carbonilicas e no oxigénio da carbonila.

Nosso primeiro alvo sintético foi a obtencdo da bistriazolilciclopropenona
279 (Figura 61), devido ao fato de que o novo espacador aromatico representaria
uma maior versatilidade as novas estruturas propostas. Compostos contendo a
ciclopropenona foram amplamente explorados ao longo dos anos, por conta da
sua amplitude enquanto precursor quimico, que permite o acesso a derivados

ciclicos saturados, ciclo-adicdes, reacbes de Diels-Alder, catalise metdlica,
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organocatalise, etc, originando compostos com distintas funcionalizacdes, onde a

sua pronta disponibilidade possibilitaria levar a variadas aplicacdes sintéticas.

| O

; (| !
! - _N :
N;IDI N\\\<N
LR 279 '

Fonte: elaborada pela autora (2023)

Diversas metodologias sintéticas sdo relatadas na literatura, tais como a
utilizacdo da quimica de carbenos,'%? carbenoides de mercurio,'%3 reagcbes de
Friedel-Crafts!®* e a reacdo de Favorskii modificada.16%1¢6 Esta Gltima foi utilizada
na tentativa de formacdo do anel ciclopropénico no substrato genérico 187
(Esquema 60). A reacao de Favorskii consiste na dupla bromacéo dos carbonos
a-carbonilicos, passando por um intermediario o,a-dibromoacetona, que na
presenca de uma base, sofre ciclizagcéo, seguida de uma eliminacéo para formar
a ciclopropenona correspondente. Algumas tentativas metodolégicas foram
aplicadas, por vias ionicas e radicalares, mas, infelizmente, ndo levaram ao
produto desejado (Tabela 16). Para as reacfes radicalares foi montada uma
espécie de camara reativa, contendo uma lampada ultravioleta de 30 w (Figura
62).

\ N Reacéo de )
i =N O N= Farvorskii N A N
: > ) B

Fonte: elaborada pela autora (2023)



Tabela 16. Metodologias aplicadas nas tentativas de sinteses direta do composto 279

Fontes Base Solvente Temperatura Tempo
de
bromo
a Brz TEA CHCls ta 3h
b Brz TEA CHCIs ta 12h
c Brz TEA CHCls ta 24h
d Brz TEA CHCls AL (30 W) 3h
e Brz TEA CHCIs AL (30 W) 6h

Fonte: elaborada pela autora (2023)

Fonte: elaborada pela autora (2023)
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No objetivo de isolar o intermediario o,a-dibromoacetona 280 foram

realizadas tentativas de bromacao ibnicas e radicalares, variando as fontes de

bromo, solventes e condicfes reacionais (Esquema 61 e Tabela 17). Entretanto

nao foi possivel isola-lo, acessando, apenas, misturas complexas de dificil

separacdo. Ainda pretende-se retomar as tentativas de obtencdo destes

compostos.
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Esquema 61. Propostas de sinteses dos bistriazois dibromados

condi¢des

Ny o N a-h Ny o NN
R’&N\/U\/NfR ----------------- > R\ N})S/NJ‘R
hv ou A
187 Br Br

280a R = C,H,
280b R = nC,H,
280C R = NCyH,q
280d R = CH,OH
280e R = Ph

Fonte: elaborado pela autora (2023)

Tabela 17. Metodologias aplicadas nas tentativas de sinteses dos bistriazéis dibromados

Fontes Solvente Catalisador Temperatura Tempo
brg;o
a Br2 CHCls APTS ta 24h
b Brz CH;COOH -- ta 24h
c Brz CH;COOH -- 70 °C 24h
d Brz CHCl3 - v (30 W) 2h
e Br2 CHCls -- v (30 W) 3h
f NBS MeCN APTS ta 3h
g NBS MeCN APTS 50 °C 3h
h NBS MeCN - v (30 W) 3h

Fonte: elaborada pela autora (2023)

No Esquema 62 esta apresentada a proposta de mecanismo pela via ibnica

para a reacdo da dibromacdo na posi¢cdo a-—carbonilica dos bistriazéis

carbonilados. Inicialmente ocorreria a ativacdo da carbonila em meio &cido,

seguido da desprotonacdo do Hea e formacéo do correspondente enol Il. Este, por

sua vez, atuaria como nucledfilo frente ao bromo molecular 281 ou a outra espécie

de bromo reativo, como a presente no reagente N-bromosuccinimida (NBS) 283

(Esquema 63), fornecendo a primeira molécula substituida 282. O mecanismo

segue até a formacdo do composto dibromado, considerando quantidades

estequiométricas de bromo. A origem dos centros estereogénicos possibilitaria a

formacdo do conjunto de trés estereoisdmeros.
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H H H H H
187 ! Il Br—Br
A
281

. \
/ \
) \

0/\‘
O oH 7

A +
N-Br H N SN o NH
— = Br + — <
(0] o) (0]
283 284 285

Fonte: elaborado pela autora (2023)

A proposta de mecanismo via radicais encontra-se no Esquema 64. O
processo é descrito em trés fases: iniciagdo, propagacéo e terminacao. A iniciacdo
€ caracterizada pela cisdo homolitica das ligacfes, representada pela molécula
de bromo 281, por ser, em teoria, a ligacdo mais suscetivel a quebra da ligacéo,
devido a menor energia de dissociacdo da ligagédo (Br-Br = 192 kJ.molte C-H =
435 kJ.mol1).#% A reacéo segue para as etapas de propagacdo e terminagdo, que
incluem o aumento da concentracdo de radicais no meio reacional e consequente
combinacdo destas espécies reativas para formacdo de produtos estaveis. A
proporcao estequiomeétrica 1:2 bistriazol/fonte de bromo, permitiria 0 avanco da

reacao para a possivel formacao do produto a,a-dibromado 280.



Esquema 64. Proposta de mecanismo radicalar para a o,a-dibromacéo

Iniciagdo

N= N:N N:N =
R\ ‘NXI@N'J%R — = R ‘Nj)ngR + H—Br
H H
C 187 286
T _.
Br

N=N 0] N=N N:N N:N
R’&N\(”\/N J R — R"&N\g/lk/N /R * Br
H
~ Br
286 Br_"V 282
~Br

NN o N=N NNy o nN=N
R’Q\/N\HK/’\,I\/)\R - R/Q\/N\gk/N\/)&R
H ﬁlrﬁ Br
. 282
286 By

Fonte: elaborado pela autora (2023)
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A nao obtenc¢do dos produtos pode estar associada a reatividade dos anéis

aromaticos dos bistriazois dos compostos. O carater anfotero destas porgoes,

contendo regifes acidas e basicas, aumentaria a probabilidade de reacdes
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laterais e fez com que o controle refinado dessas reacdes néo fosse alcancado.
Além disso, o pKa do hidrogénio triazolicos encontra-se num valor muito préximo
ao pKa dos hidrogénios a-carbonilicos, ~20-24 e 19-20, respectivamente, o que
poderia trazer competicdo no processo de desprotonoc¢do frente a uma espécie

béasica (Figura 63).1%7

N
d ™,

N-n o N=N N\
; R— N N_ /R |
i H H H |
' pKa pKa I
g 20-24 19-20 i

_____________________________________

Fonte: adaptado de Wilson et al (2022)67

A segunda proposta de modificacdo estrutural consistiu na tentativa de
sintese da tiocetona 287, por meio da reacdo de tionacdo (Esquema 65). A
substituicdo do oxigénio da carbonila por um enxofre abriria maiores
aplicabilidades para estes compostos, sobretudo como sensores eletroquimicos.
Por ser um atomo do terceiro periodo da tabela periddica, mais mole interagiria,
em teoria, com espécies metalicas também moles, como por exemplo, o ion Hg?*,
de grande representatividade nos estudos envolvendo o desenvolvimento de
sensores. 168

Utilizando o reagente de Lawesson (RL), 2,4-bis(4-metéxi-fenil)-1,3,2,4-
ditiadifosfetano-2,4-dissulfeto (288), foram empregadas diferentes condicbes
reacionais, com variacdes dos solventes e do tempo reacional, com base em

metodologias ja descritas na literatura, como detalhado na Tabela 18.1°
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Esquema 65. Propostas de sinteses de tiocetonas bistriazélicas

solvente seco
187 (refluxo) 288

R’&E\/?K/Nll\lj‘R Reagente de Lawesson= R’&\Nﬁ\/lsl\/,\'lfR

288a R = C,H;

288b R = nC,H,

288 R=nCzH,,
: 288d R = CH,OH .
288e R = Ph i

Fonte: elaborado pela autora (2023)

Tabela 18. Metodologias aplicadas nas tentativas de sinteses de tiocetonas bistriazélicas por via
Umida: bistriazois 207, 209, 215 e 219 (1,0 eq.); RL (0,5 eq.)

Solvente Temperatura Temperatura
a Tolueno 115°C 24 h
b Tolueno 115°C 48 h
c THF 70 °C 24 h
d THF 70 °C 48 h
e DCM 50 °C 24 h
f DCM 50 °C 48 h
e MeCN 80 °C 24 h
f MeCN 80 °C 48 h

Fonte: elaborada pela autora (2023)

O mecanismo da reagédo, proposto no Esquema 66, sugere a dissociagao
do reagente de Lawesson 288, formando as espécies monoméricas hibridas 289
e 290, sendo a Ultima considerada a forma mais reativa. Na sequéncia uma reacao
acido-base de Lewis, na qual o atomo de oxigénio da cetona 291 doa um par de
elétrons para o atomo fésforo deficiente em elétrons 290, dando origem a uma
interacdo eletrostatica. O estado de transicdo | é observado, com formacao da
ligacdo P-O e, posteriormente a ligacdo C-S. Estas interacdes sdo formadas de
forma concertada, embora de maneira assincrona, sendo vistas de forma mais
consolidadas no estado de transicdo Il. Formado o intermediério tio-oxafosfetana

282, a ciclorreversdo é iniciada, também de forma concertada e assincrona, com
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rompimento da ligacdo C-O e, posteriormente, da ligacdo P-S, fornecendo o
produto tionado 293 e o subproduto 294,170

Os produtos tionados, derivados dos bistriazéis carbonilados, ndo foram
isolados. As elevadas temperaturas requeridas nesta reagédo néo favoreceram a
estabilidade dos substratos bistriazolicos. Em todas as tentativas de isolamento
foi obtido o subproduto 294, que foi devidamente caracterizado pelas técnicas de
RMN de *H, de 13C e 3%°P. Na andlise dos espectros de infravermelho das misturas
de compostos obtidas, foi observado o deslocamento da banda referente a ligacao
C=0, entretanto os espectros de RMN de 'H, de 13C ndo apontaram, de forma

elucidativa, a formacao do composto.

Esquema 66. Proposta de mecanismo para a reacao de tionacéo com o reagente de Lawesson

S

I s S
S E’@OMG _ 2 Meo@p“ ~ = 2 weo p’
MeO P-S = \\S -
I S
S
288 289 290
5 _ _
: oo~ oo~
3pl OMe 5 e =
.0t s P’®— l S /, X
RJLR + o +2S 8_-0"'- o: S
Me - ’ /
_@_P\ —_ > bg [ \C'
S R3TR /TR
291 290 R
[ | I ]
0§P+/s - 7
S
MeO —Z_>—p” s
i i 0~ p?
+ R)J\R D —— O;j S - / \
N / Ho S
MeO ,C~r N/
R /"R
294 293 L i R

1 292

Fonte: adaptado de Legnani et al (2016)*7°

O espectro de RMN de *H do composto 294 (Figura 64) apresenta apenas
trés singletos, referentes aos hidrogénios dos anéis aromaticos H2 e H3, e dos
hidrogénios metilicos H5. O espectro de RMN de 3C apresenta os sinais
referentes aos nucleos de carbono, bem como os acoplamentos de J1 até J4 com

0 nucleo de fésforo presente na molécula (Figuras 65 e 66). Por fim, o RMN de
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31p desacoplado, apresentou apenas um singleto, integrado para um nucleo de

fésforo, em 15,51 ppm (Figura 67), condizente com dados de deslocamentos

quimicos ja previstos na literatura, para moléculas analogas.t’*172

Figura 64. Espectro de RMN e *H do composto 294 (DMSOQOgs, 500 MHZ)
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Fonte: elaborada pela autora (2023)
Figura 65. Espectro de RMN e **C do composto 294 (DMSOQOgs, 125 MHz)
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Fonte: elaborada pela autora (2023)
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Figura 66. Representacdo dos acoplamentos entre os atomos de *°C e de 3P no composto 294

J'=P-C1=187,5Hz
= P-C2 = 15,0 Hz

J¥=P-C3=12,5Hz
=P-C4=25Hz

Fonte: elaborada pela autora (2023)

Figura 67. Espectro de RMN de *'P do composto 294 (DMSOgs, 200 MHz)
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Fonte: elaborada pela autora (2023)

Como o produto néo foi isolado por via umida, duas novas tentativas por
outras técnicas foram avaliadas: reacdo em micro-ondas e uso de
mecanoquimica.l’317* Para a reacdo em micro-ondas foi realizada uma reacéo
teste com a benzofenona 295 e o reagente de Lawesson 288, de forma que o
produto tionado 296 foi obtido em 2 minutos (Esquema 67). Nao foram realizadas
analises espectrais, pois a formacdo do produto foi confirmada de forma
qualitativa, pela evidente mudanca de cor, em relacdo ao substrato (branco -

azul).
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Esquema 67. Reacdo teste da tionacdo da benzofenona com utilizacdo do reagente de
Lawesson, via micro-ondas

Reagente de Lawesson

O O MW 150 W, 2 min.

295

Fonte: elaborado pela autora (2023)

As mesmas condi¢cdes foram aplicadas ao bistriazol 217 (Esquema 68)
com o intuito de sintetizar o correspondente tionado 297. O produto néo foi isolado,
pois o tubo de micro-ondas explodiu apds 30 segundos de reacdo, permitindo
sugerir a ocorréncia da retro-CuAAC, processo ja relatado na literatura
envolvendo estruturas 1,2,3-triaz6licas-1,4-dissubstituidas.’>1’¢ O evento
explosivo levou a sugerir a formacédo da bisazida carbonilada 201, cuja faixa de
temperatura a partir de 90 °C leva a sua instabilidade térmica e consequente

explosdo.5?

Esquema 68. Proposta de sintese do bistriazol tionado 297, via micro-ondas
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Fonte: elaborado pela autora (2023)
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Dando prosseguimento nas tentativas de funcionalizagéo, a realizagdo da
reacdo de tionacdo via mecanoquimica também néo forneceu o produto tiocetona
esperado, mas sim o sistema forneceu energia para a retro-click no composto 217
(Esquema 69). O A analise do espectro de absor¢céo no infravermelho (Figura
68), sugeriu a coexisténcia da porcdo azida (N=N=N), em 2106,27 cm?, e da
porcdo triazélica no produto, 3070,68 e 3124,68 cm™, inferindo que a energia
fornecida no processo foi suficiente para a retro-CUAAC em apenas um dos anéis
triazolicos. Além disso, a banda referente ao estiramento C=0O manteve-se na

regido ja relatada para os compostos descritos neste trabalho, em 1751,36 cm-.

Esguema 69. Proposta de sintese do bistriazol tionado 297, via mecanoquimica
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Fonte: elaborado pela autora (2023)
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Figura 68. Espectro no infravermelho (KBr, pastilha) do composto 297
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O processo de retro-CUAAC tem ganhado notoriedade nos ultimos anos,
no que diz respeito ao estudo da estabilidade de compostos 1,2,3-triazolicos 1,4
e 1,5-dissubstituidos. A ciclorreversdo deve ser induzida por alguma fonte de
energética sobre as moléculas como, por exemplo, a temperatura, o ultrassom ou
chogue mecéanico (mecanoquimica). Estudos teobricos, de aplicacdo de
ferramentas de quimica quantica, quantificaram a distribuicdo da energia de
deformacdo em moléculas mecanicamente deformadas, empregando fatores para
identificar as principais influéncias que facilitam a reagéo de retro-CuAAC induzida
por forca nesses sistemas, numa energia estimada em 70 kcal.mol1.277178
As investigacfes voltadas para a reatividade dos bistriazois carbonilados
serdo continuadas para além dos procedimentos alcancados neste trabalho,
fazendo-se necessarios estudos metodolégicos de otimizacdo, bem como a
aplicacéo de variadas rotas sintéticas para obtencao de derivados funcionalizados

destes compostos.
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Capitulo IV — Aplicacéo dos bistriazois carbonilados simétricos como

candidatos a sensores eletroquimicos para determinagcéo elementar

7.0 Metais potencialmente toxicos: uma abordagem geral

Os metais constituem um grupo de elementos quimicos da tabela periddica
que apresentam caracteristicas similares, tais como a condutividade térmica e
elétrica, brilho e maleabilidade, as quais estdo intrinsecamente relacionadas as
suas organizacdes subatomicas.'’® Em meio a este grande grupo de elementos,
agueles que apresentam raio atbmico maior que 20 nm, densidade superior a 5
g.cm?3 e toxico em doses ndo reduzidas, sdo designados como metais
potencialmente toxicos. Dentre os elementos quimicos normalmente incluidos no
grupo dos metais potencialmente téxicos podemos citar: arsénio (Ar), cadmio
(Cd), cobre (Cu), zinco (Zn), estanho (Sn), manganés (Mn), ferro (Fe), chumbo
(Pb), bismuto (Bi), mercurio (Hg), cromo (Cr) e niquel (Ni).180

Os efeitos nocivos dos metais potencialmente toxicos sobre o0s seres vivos
potencializam o0s estudos acerca de sua identificacdo, quantificacdo e
monitoramento em vias ambientais (Agua, solo) e setores relacionados a saude
do ser humano (alimentos, medicamentos). Este monitoramento faz-se necessario
devido ao fato de que alguns destes metais sdo considerados como essenciais,
pois participam, em baixas concentragdes, de fun¢cdes no metabolismo dos seres
vivos, tais como Fe, Zn, Cu e Mn. Os demais metais sdo denominados n&o
essenciais, pois, de maneira contraria, ndo participam de funcdes fisiologicas e
apresentam alta toxicidade mesmo em baixissimas concentracgdes. &

Os metais podem ser encontrados no meio ambiente além das suas
guantidades de ocorréncia natural, devido a atividades antropogénicas, tais como
mineracdo, fundicdo e producdo agricola (quando ultrapassam as diretrizes
ambientais com o emprego de fertilizantes e pesticidas), além de fendmenos
naturais que incluem desagregacdes e decomposicGes rochosas.'®! Estes fatores
aumentam a disponibilidade dos metais potencialmente téxicos, sendo as principais
causas de contaminacdes ambientais e do ser humano por transferéncia tréfica,
biomagnificacédo ou bioacumulagédo.82183.

O interesse ambiental e ecotoxicoldgico de investigacdo dos teores de metais

potencialmente toxicos dentro dos ecossistemas esta diretamente ligado a linha
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ténue entre as quantidades consideradas essenciais e toxicas para 0s organismos
vivos. Quando absorvidos pelo organismo humano, em quantidades excessivas (no
caso dos essenciais) e tragcos (para 0s ndo essenciais), estes metais se acumulam
nos érgédos e representam um grande risco a saude humana. Os efeitos colaterais
e patologias geradas estdo relacionados ao tempo de exposicao e o tipo de metal,
incluindo os seus variados estados de oxidacdo, que serdo abordados
individualmente a seguir.8

De uma forma geral, os metais potencialmente tdxicos reagem com 0s
principais compostos antioxidantes presentes nas células, aumentando a
concentracao de espécies radicalares, em especial as espécies reativas de oxigénio
(radicais hidréxidos, peréxidos e superoxidos), onde, por meio de reacdes em
cadeia, consomem todo o estoque antioxidante, denominado de estresse
oxidativo.'®> Neste trabalho, a abordagem sera voltada para os quatro metais
utilizados nos experimentos de deteccéo eletroquimica dos ions metélicos Pb(ll),
Cd(In, Cr(lll) ou Cr(VI) e Fe(ll).

7.1 Chumbo

O metal Pb, no estado de oxidacdo Pb?* pode ser encontrado na forma de
compostos organicos e inorganicos e € considerando o marcador de contaminacao
ambiental de maior ocorréncia. Diversos setores industriais sdo responsaveis pelas
fontes de contaminacdao, tais como refino, mineracao, fundicdo, soldagem, pintura
e fabricacdo de corantes, sendo o limite superior de normalidade legal de 40 pg.dL
! e o indice biol6gico maximo permitido de 60 pg.dL*.186

A sua toxicidade é relatada nas formas aguda e cronica de exposicao,
causando sintomas gastrointestinais, neuromusculares e neuropatoldgicos.8” Além
do mecanismo radicalar do estresse oxidativo, os ions Pb2* agem num processo
ibnico devido a capacidade dos ions metdlicos de chumbo em biomimetizar outros
cations ja presentes nas atividades celulares, tais como Ca?* , Mg?* , Fe®* e Na*,
causando mudancas importantes nos processos biologicos, afetando a
funcionalidade de proteinas, transporte id6nico, enzimas e a liberacdo de

neurotransmissores. 8’
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Um dos principais processos celulares que sofre interferéncia do Pb?* é na
biossintese do grupo Heme (Esquema 70). O Pb?* age na inibicdo da ferroquelase
e do acido &-aminolevulinico desidratase (ALAD). O ALAD é responsavel pela
condensacdo de duas unidades de &cido &-aminolevulinico (ALA) para formar o
porfobilinogénio (PBG). A inibicdo da ALAD leva ao acumulo de ALA na mitocondria.
Ja a inibicdo da ferroquelase leva ao acumulo da protoporfirina IX, onde a sua maior
biodisponibilidade leva a quelacdo do Zn?* no local que deveria ser ocupado pelo
Fe?* aumentando a concentragdo de ferro no interior das mitocondrias, causando

danos celulares e a ocorréncia de anemia sideroblastica.188

Esquema 70. Interferéncia dos ions Pb?* na biossintese do grupo HEME
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Fonte: adaptado de Klaassen e Watkins (2012)88

7.2 Cadmio

No estado de oxidacdo Cd?* o metal cadmio pode ser encontrado
naturalmente em minérios e € geralmente aplicado como um estabilizador para
diferentes produtos, tais como pigmentos de cor e em algumas. A principal via de
exposicdo do Cd?* da-se por vias inalatérias em setores da industria de fundicédo e
como subproduto da producéo de zinco. Quando absorvido, se acumula nos rins,
figado, pulmbBes e pancreas, levando a problemas renais, hipertensdo, lesao

hepéatica e danos pulmonares.’®” A bioacumulacdo é uma das principais
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caracteristicas do Cd?* no organismo, com meia-vida biol6gica de 17 a 30 anos em
humanos e dose letal entre 350-500 mg.18°

Diferentemente dos demais metais, o ion Cd?* ndo participa diretamente do
processo de estresse oxidativo. Dentro do organismo humano, ele biomimetiza os
fons Zn?*, Mn?*, Fe?* e Cu?* presentes no ambiente celular, liberando-os para
atuarem no processo de producédo radicalar e levando a deficiéncia de absorcéo
destes ions.’® Além disso, este metal reage de forma destrutiva, impedindo a
atividade de reparo do DNA, ligando-se covalentemente as estruturas
componentes, o0 que leva a propagacéo de erros celulares, de forma que 0s seus
efeitos téxicos do tornam-se amplificados, por meio da maior probabilidade de
mutacdes genéticas que induzem a ocorréncia de outras funcdes defeituosas.'®!

Dentro do organismo humano os fons Cd?* ficam retidos na mucosa intestinal
onde se liga a glutationa redutase (GSR), excretado em sequéncia, e a melatonina
(MT), responsavel pelo seu carreamento até a corrente sanguinea. Este ion
acumula-se, preferencialmente, nas células hepaticas e renais (Esquema 71), onde
segue um ciclo de reacdes catabdlicas que favorecem seu acumulo nos rins de

forma definitiva, justificando a sua alta nefrotoxicidade.%*

Esquema 71. Rota metabdlica do ion Cd?*
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7.3 Cromo

O Cr é considerado um metal essencial, mas o consumo excessivo o torna
potencialmente téxico ao organismo humano. Ele pode ser encontrado nos estados
de oxidagdo Cr?*, Cr3 e Cr®, onde a forma mais comumente encontrada na dieta
humana é o Cr3*, presente em oleaginosas, cerveja, frutas, cereais integrais,
carnes, leguminosas e vegetais. Segundo a ANVISA, a ingestdo diaria
recomendada de Cr®* para uma pessoa adulta com peso em torno de 70 Kg é de
35 pg, responsavel por agir principalmente nos metabolismos de carboidratos,
potencializando os efeitos da insulina na conversdo da glicose em CO2 ou em
lipideo.1%?

A interacdo do Cr®* com aminodcidos intracelulares gera as espécies
cromodulina, que atuam como receptores da insulina (RI), para carrear glicose para
dentro da célula, amplificando a sinalizacdo da presenca deste composto no
organismo. O aumento da concentracdo de insulina gera maior mobilizacdo do
cromo e mobilizagéo de receptores de transferrina (RT). Sendo assim, a transferrina
saturada com cromo liga-se a seus respectivos receptores e o complexo formado é
internalizado (Cr-Tf). O pH acido promove a digestdo deste complexo e a liberacéo
do cromo para o citosol, onde quatro ions Cr¥* unem-se a apocromodulina tornando-
a ativa sob a forma de cromodulina, que por sua vez liga-se ao sitio ativo no RI,

completando a sua ativacdo e amplificando o sinal da insulina (Esquema 72).192

Esquema 72. Mecanismo proposto da participacdo do cromo na acéo da insulina
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Fonte: adaptado de Gomes et al (2005)%?
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Como um metal pesado essencial, o Cr®* ndo é a forma mais toxica
encontrada, entretanto em quantidades elevadas apresenta potencial toxicidade.
Em contrapartida, o Cr®* apresenta alto nivel de toxicidade, cerca de vinte vezes
mais que o Cr®. As principais fontes de contaminacdo concentram-se em
ambientes industriais, por meio da inalacéo direta, causando diversas patologias no
trato respiratério, que vao desde ulceracdo do septo nasal, inflamacé&o da mucosa
nasal, bronquite cronica e enfisema.18

O Cr® ndo pode adentrar na célula da mesma forma que o Cré*. Este se
assemelha estruturalmente ao ion fosfato e anions sulfato, de forma que pode
facilmente atravessar as membranas celulares por meio de sistemas de
transferéncia aniénica (Esquema 73). Dentro da célula, o Cr%* pode ser reduzido a
Cr5* = Cr** - Cr®, sequencialmente, frente a agentes redutores como a cisteina
(CyS), glutationa reduzida (GSH) e ascorbato (ASC). O acumulo de ions Cr3* leva
a reacdo de Fenton produzindo espécies reativas de oxigénio (ROS), como
peroxido de hidrogénio (H202), radicais hidroxila (HO-) e radicais do &nion
superoéxido (O?), capazes de interagir com proteinas, DNA e fosfolipideos, levando

a danos celulares.188

Esquema 73. Processo intracelular de reducgéo do Cr*
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7.4 Ferro

O Fe € um dos metais pesados mais comuns, considerado um elemento
essencial e simultaneamente um potencial contaminante. Ele encontra-se
presente na nossa alimentacdo, por se tratar de um componente essencial na
composicao de biomoléculas tal como a hemoglobina, que é responsavel pelo
transporte de oxigénio em nosso organismo. Por outro lado, se ingerido em
concentracOes elevadas, acarreta diversas patologias associadas ao estresse
oxidativo, como por exemplo, aquelas relacionadas aos distlrbios neurol6gicos.%3

A configuracédo eletronica do Fe, [Ar] 3d®s?, apresenta uma diferenca
relativamente baixa entre os subniveis mais externos, de forma que varios
elétrons podem ser ionizados, gerando uma ampla variedade de estados de
oxidacdo, sendo o Fe?* e o Fe*" os mais comumente encontrados. Os ions Fe?*
desempenham um importante papel metabdlico, uma vez que constitui centro de
grupos heme, presentes na metaloproteina hemoglobina. Esta, por sua vez, € a
responsavel pelo transporte de oxigénio dos pulmdes aos tecidos celulares, onde
ocorre a queima da glicose, consequente geragao de energia e trocas gasosas
importantes para o metabolismo (CO2 = 0).19419

A principal via de monitoramento da presenca deste metal como
contaminante € no meio ambiente, especificamente, nos estudos de aguas e
efluentes. O ferro é encontrado em praticamente todas as 4guas e de acordo com
a legislacao vigente, o valor maximo de ferro permitido na 4gua utilizada para
consumo, direto ou indireto, é de 0,3 mg/L. Logo, quando encontrados teores
superiores a esta quantidade, a &gua tem sua cor, odor e sabor alterados.1%

Diante dos argumentos expostos, a busca por novas estratégias de
monitoramento, deteccdo e identificacdo destes metais, nas mais variadas
matrizes, € de grande relevancia nos estudos ecotoxicoldgicos. Varias técnicas
analiticas, altamente seletivas e sensiveis, podem ser empregadas nestes, tais
como FAAS, Espectrometria de Emissdo Optica por Plasma Acoplado
Indutivamente (ICP-OES), fluorescéncia de raios X (XRF), Espectrédmetro de
massa com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS), dentre outras. No entanto,
0 emprego dessas vias requer algumas estratégias metodologicas, um alto custo,

além do preparo de amostra, sendo processos relativamente dispendiosos,
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fazendo-se necessaria a busca por alternativas de abordagens analiticas mais

praticas, rapidas e confiaveis.

7.5 Sensores eletroquimicos

Os sensores eletroquimicos representam uma alternativa pratica e confiavel
para 0 monitoramento de ions metélicos, aplicavel a diferentes amostras. Estes
dispositivos sdo miniaturizados, de baixo custo e facil manuseio, além de poder
ser utilizado para aplicacbes fora do ambiente de laboratorio, superando as
desvantagens dos procedimentos analiticos convencionais.'®” A resposta
guantitativa dos sensores esta associada as técnicas voltamétricas, consideradas
de simples aplicacéo, que permite realizar medidas que dispensam etapas de
preparagcdo da amostra, de alta sensibilidade, seletividade, baixos limites de
deteccdo e proporcionam analises rapidas.%

As medidas voltamétricas sdo meétodos eletroanaliticos que estudam a
relacdo entre a voltagem, a corrente e o tempo, durante a eletrélise em uma célula
eletroquimica, envolvendo o uso de uma célula eletroquimica de dois ou trés
eletrodos, sendo o ultimo mais utilizado, que incluem os eletrodos de trabalho, de
referéncia e o eletrodo auxiliar.'®® A técnica é baseada nos fendbmenos que
ocorrem na interface entre a superficie do eletrodo de trabalho e a camada de
solucao eletrolitica adjacente a essa superficie, medindo-se a corrente elétrica em
funcédo da variacdo do potencial aplicado sobre o eletrodo de trabalho (Figura
69).2%0 A corrente medida é diretamente proporcional a concentracdo do analito
eletroativo presente na solugéo e as curvas corrente versus potencial aplicado que
séo obtidas sdo denominadas voltamogramas.

Desta forma, varios trabalhos vém sendo publicados em que os autores
relatam o desenvolvimento de diferentes tipos de eletrodos utilizados na
guantificacdo de espécies eletroativas, destacando-se, dentre eles, os eletrodos
de pasta de carbono (EPC).?°%202 O primeiro EPC foi descrito em 1958, por Rhalph
Adams, na busca por potenciais mais positivos, nos quais o tradicional eletrodo

de mercUrio ndo era capaz de quantificar.?%3
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Figura 69. llustracdo de uma célula eletroquimica de trés eletrodos; (A) representa o eletrodo
auxiliar, (B) o eletrodo de referéncia, (C) o eletrodo de trabalho e (D) a descri¢cdo da composi¢céo
do eletrodo modificado.
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Fonte: elaborada pela autora (2023)

O mecanismo de funcionamento do sensor consiste em trés etapas: a
primeira diz respeito a seletividade do sensor, onde ocorre o reconhecimento do
analito presente em uma matriz; a segunda € referente ao tipo de interacao
estabelecida de acordo com a natureza (emisséo/absorcdo de luz, variacdo de
massa, por emissdo/absor¢cdo de calor ou transferéncia eletrbnica); a terceira
etapa € a transducéo, onde se tem a medic&o do sinal elétrico gerado pelo tipo de
fenbmeno manifestado na interacdo da espécie de interesse e o sitio de
reconhecimento.?%4

Os avancos das pesquisas eletroanaliticas tornaram-se voltados ao
desenvolvimento de sensores cada vez mais eficientes para determinacédo de
compostos em solucdo, de forma que, prontamente, foram investigadas as
incorporagbes de outras substancias ao EPC, a fim de potencializar as suas
funcbes. Nesse sentido, o EPC foi modificado com diversas substancias,
sobretudo aquelas com capacidade complexante, como é o caso dos bistriazois

deste trabalho.
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7.6 Compostos triazolicos aplicados em sensores

Dentro da composi¢cdo de um sensor eletroquimico, a estrutura triazélica
serve como um receptor, uma unidade de ligacdo ou um sinalizador da presenca
do analito em estudo. Ornelas e colaboradores (2007) sintetizaram uma série de
dendrimeros ferroceniltriazélicos, contendo multiplas unidades triazélicas, que na
presenca de cétions metalicos, a onda de voltametria ciclica (do ingés CV — ciclic
voltammetric) aparece em um potencial mais positivo, pois os cétions retiram a
densidade eletrénica do sistema. Por outro lado, os anions doam densidade
eletrénica aos ferrocenos, resultando em uma mudanca de potencial negativa.
Dentro destas observacdes foi possivel a utilizacdo do dendrimero 298 (Figura

70) para detecgédo dos ions metalicos Pd?*, Pt?*, Cu* e Cu?*.2%

Figura 70. Exemplo de dendrimero ferroceniltriazélico multitrizadlico 298, empregado na
deteccio dos ions metalicos Pd?*, Pt?*, Cu* e Cu?*

Fonte: adaptado de Ornelas et al (2007)%%

Um novo eletrodo de pasta de carbono modificado com 1,3-bis(4-butil-1H
1,2,3-triazol-1-il)propan-2-ol (193) foi preparado por Sussuchi e colaboradores
(2019) e aplicado com sucesso para determinacdes de Cu?* em amostras de
couve, cultivadas com o uso da calda bordalesa. Apds a otimizagdo dos
parametros do método (Figura 71), a quantidade de cobre encontrada foi igual a
8,05 ug.kg* (LD =1,67 x 10° mol.L* e LQ =5,05x 10° mol.L?), que se encontra
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dentro dos padrdes estipulados pela ANVISA, ou seja, a amostra estudada estava

enguadrada dentro dos padrdes legais para consumo humano.?’

Figura 71. Estrutura quimica do bistriazol hidroxilado simétrico aplicado como sensor
eletroquimico para deteccéo de fons Cu?*. Voltamogramas de pulso diferenciais de CPE na
auséncia de Cu?* (linha preta), CPE/BT na auséncia de Cu?* (linha vermelha), CPE (linha azul) e
CPE/BT (linha verde), ambos na presenca de Cu?* 1,0 x 10°° mol.L-%. CondigGes: pré-
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Fonte: Sussuchi et al (2019)*%”

Estudos envolvendo sensores enriquecidos com bistriazéis pirenos,
contendo espacadores alifaticos e oxigenados, foram relatados na literatura. O
bistriazol de espacador alquilico 299a apresentou eficiéncia da deteccdo de ions
Ni2*, Pb%*, Cu?*, Hg?* e Cr3* entretanto, apontou baixa seletividade. O composto
299b, contendo o espacador polioxoetileno, que pode atuar como um ligante,
exibe propriedades semelhantes, mas com uma resposta especifica para os ions
Ag* e Hg?* (Figura 72).206.207
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Figura 72. Bistriazois pirenos aplicados em sensores metalicos
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Fonte: Hung et al (2009)2%7

7.7 Resultados e discussoes

As investigacbes da versatilidade dos compostos bistriazélicos como
sensores eletroquimicos, foram realizadas pelo grupo de pesquisa do laboratério
de corrosao e nanotecnologia, com a colaboracéo da Professora Dr2 Eliana Midori
Sussuchi e da sua orientanda de mestrado Brenda Freire, do Departamento de
Quimica da Universidade Federal de Sergipe. Nos experimentos, o EPC foi
modificado com cinco dos compostos bistriazélicos, escolhidos em funcdo da
natureza do grupo substituinte, para a determinacéo de ions Pb?*, Cd?*, Fe?* e
Crb*,

Os compostos escolhidos como ligantes para modificagdo do EPC,
encontram-se representados na Figura 73. Foram selecionados trés compostos
contendo substituintes alquilicos e com variacdo nos tamanhos das cadeias
(ligantes A, B e E), o bistriazol contendo os grupos TMS (ligante C) e o ultimo
contendo os substituintes aromaticos hidroxilados (ligante D). Sugeriu-se, assim,
que a variagdo das cadeias permitiria estabelecer um parametro de influéncia

entre as respostas destes compostos, frente as diferentes espécies idnicas.
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Figura 73. Bistriazois carbonilados selecionados para os testes como ligantes metélicos
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Fonte: elaborada pela autora (2023)

Inicialmente, os eletrodos modificados de pasta de carbono foram
preparados usando po de grafite (70-x%), 6leo mineral (30%) como aglutinante e o
modificante bistriazol (x%), numa relagdo m/m. O material foi pesado e
homogeneizado em almofariz e pistilo, para posterior compactacdo em um tubo de
PVC contendo um fio de cobre para contato elétrico, formando o EBT. Um EPC foi
montado de forma analago para comparacdo das respostas voltamétricas de
referéncia e foi construido apenas com de grafite em pd (70%) e de 6leo mineral
(30%).

As medidas voltamétricas para a detec¢do dos metais ocorreram em trés
etapas:

) a cela eletroquimica foi submetida a um fluxo de gas nitrogénio
durante 10 minutos a fim de minimizar o oxigénio dissolvido no
eletrdlito suporte;

i) etapa de pré-concentracdo, que consistiu na acumulacao do analito
na superficie do eletrodo (EPC ou modificado) a partir da aplicacao
de um potencial de reducdo sob agitacdo magnética durante um
tempo determinado de acordo com os parametros seguidos e;

1)) realizacdo da varredura em uma faixa de potencial no sentido

anodico ou catodico para obtencéao dos voltamogramas.

Todas as etapas de otimizagcbes das metodologias foram realizadas e as
analises voltamétricas foram efetivadas de acordo com o metal a ser estudado,
adotando parametros distintos para cada método (Tabela 19). Foi utilizada a

voltametria de pulso diferencial anddico para verificar o comportamento
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eletroguimico dos eletrodos modificados com o0s bistriazois, onde todas as

medi¢cdes foram realizadas em triplicatas.

Tabela 19. Pardmetros aplicados nas andlises voltamétricas

fons metdlicos
Parametros
Pb* Fe?* Cr® Ccd?®*
Teor de
N 5,0% 5,0% 5,0% 5,0%
modificante
Eletrélito
pH 5,00t pH 3,002 pH 5,00 pH 3,002
suporte
Velocidade
5,0mV st 60,0 mV st 50,0 mV st 10,0 mV st
de varredura
Amplitude de
100,0 mV 80,0 mV 80,0 mV 25,0 mV
pulso
Tempo de
10,0 ms 20,0 ms 20,0 ms 10,0 ms
pulso
Tempo de
. 60 s 40 s 180 s 210s
acumulacao
Potencial
) -09V -1,0V -10V -1,2V
aplicado
Concentracédo 10 pymol L1 10 ymol L 10 pymol L 10 ymol L
da solucao

1. Tampé&o acetato; 2. Tampao fosfato.
Fonte: elaborada pela autora (2023)

Foi realizado um estudo para avaliar o efeito da ativagdo quimica dos EBT A

resultados obtidos estdo expressos nos voltamogramas das Figuras 74-77.

— E, no desempenho voltamétrico dos eletrodos, frente aos ions estudados. Os
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Figura 74. A) Voltamogramas de Pulso Diferencial obtidos para a detecg¢&o de 10,0 umol.L™? de
Pb?*, utilizando o EPC e os eletrodos modificados EBT/A, EBT/B, EBT/C, EBT/D e EBT/E com o
teor de modificante = 5,0% em tampao acetato (pH 5,00), v=5,0 mV.s?, AP = 100,0 mV, t =
10,0 ms, TA = 60 s, potencial aplicado = -0,9 V; B) Intensidades relativas de corrente obtidas
pelos eletrodos modificados e o EPC para o sinal analitico do ion Pb?*
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Fonte: elaborada pela autora (2023)

Figura 75. A) Voltamogramas de Pulso Diferencial obtidos para a detec¢éo de 10,0 umolL? de
Fe?*, utilizando o EPC e os eletrodos modificados EBT/A, EBT/B, EBT/C, EBT/D e EBT/E com o
teor de modificante = 5,0% em tampao fosfato (pH 3,00), v = 60,0 mV s-1, AP =80,0 mV, t =
20,0 ms, TA =40 s, potencial aplicado = -1,0 V; B) Intensidades relativas de corrente obtidas
pelos eletrodos modificados e o EPC para o sinal analitico do ion Fe?*

0,0
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Fonte: elaborada pela autora (2023)
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Figura 76. A) Voltamogramas de Pulso Diferencial catodico obtidos para a detecgdo de 100,0
umol.L* de Cré*, utilizando o EPC e os eletrodos modificados EBT/A, EBT/B, EBT/C, EBT/D e
EBT/E com o teor de modificante = 5,0% em tampao acetato (pH 4,00), v = 50,0 mV.s?, AP =
80,0 mV, t = 20,0 ms, TA = 180 s, potencial aplicado = -0,6 V; B) Intensidades relativas de
corrente obtidas pelos eletrodos modificados e o EPC para o sinal analitico do fon Cr¢*
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Fonte: elaborada pela autora (2023)

Figura 77. Voltamogramas de Pulso Diferencial obtidos para a detecgéo de 10,0 pmol.L* de
Cd?*, utilizando o EPC e os eletrodos modificados EBT/A, EBT/B, EBT/C, EBT/D e EBT/E com o
teor de modificante = 5,0% em tampao fosfato (pH 6,00), v=10,0 mV.s*, AP =25,0 mV, t=10,0

ms, TA = 210 s, potencial aplicado =-1,2 V; B) Intensidades relativas de corrente obtidas pelos
eletrodos modificados e o EPC para o sinal analitico do fon Cd?*
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______________________________________________________________________________

Fonte: elaborada pela autora (2023)

Com a analise dos resultados foi possivel concluir que o EBT/A, apresentou
melhores resultados na capacidade de detecgdo dos ions Pb?* e Fe?*, quando
comparado ao EPC (Figuras 74 e 75). Na determinacéo de Fe?* os EBT/B, EBT/C



183

e EBT/E, também apresentaram bons desempenhos na deteccdo. Para a
deteccdo de Crb (Figura 76), o melhor resultado foi atribuido ao eletrodo
modificado EBT/D, seguido dos EBT/C e EBT/A, que também aumentaram de
forma significativa a atividade do sensor. Por fim, na deteccdo de ions Cd?*
(Figura 77), o EBT/C apresentou a melhor resposta, seguido do EBT/E, com
intensidades de correntes de pico anddico muito superiores aos demais eletrodos.

O comportamento observado sugere que a presenca do bistriazol,
integrado ao EPC, promoveu o0 aumento da resposta, em virtude ao aumento da
guantidade de grupos funcionais nitrogenados e oxigenados, aumentando,
consequentemente, as interacdes entre a superficie do eletrodo e o analito em
estudo. Assim, a presenca destes grupos funcionais promove diversas interacoes
com os ions a serem detectados, como, por exemplo, 0s mecanismos de adsorg¢ao
fisica ou quimica, em virtude da maior porosidade do eletrodo modificado em
relagdo ao EPC. Além disso, as interagfes n—n geram alta condutividade e trocas
eletrostaticas entre o eletrodo e o analito. 28

Dentre o conjunto de eletrodos modificados, o EBT/A destacou-se,
considerando a sua promissora resposta frente a dois dos ions metalicos testados.
Dessa forma, foi realizado o desenvolvimento de um método analitico para
determinacdo de ions Pb?*, considerando a variagdo e otimizacdo de diversos
parametros analiticos.

O primeiro parametro avaliado foi a determinacdo do tempo de saturagéo
do eletrodo modificado EBT/A, expressos em intensidade de corrente em funcgéo
do tempo, variando a concentracdo do analito (Figura 78). Foi possivel verificar
gue existe uma relagéo entre o sinal gerado e o tempo de contato entre o eletrodo
e o analito. Para a concentracdo de 10,0 umol.L** de Pb?* (Figura 78 A) quanto
maior o tempo de contato com a solucdo, maior a tendéncia de mais espécies
interagirem com a superficie modificada. Para a concentracédo de 5,0 pmol.L* de
Pb%* (Figura 78 B), os niveis de concentracdo houve um aumento continuo
progressivo do sinal analitico até 3 minutos. Apos esse tempo verifica-se a
formacdo de um platd para tempos de pré-concentracdo maiores, possivelmente
pelo equilibrio dos ions Pb?* com a superficie ativa (Figura 78 C). Este processo
consiste numa varredura rapida do analito de interesse, onde o material coletado

é reoxidado para a solucao reduzindo os limites de deteccao do analito.
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Figura 78. Voltamogramas de Pulso Diferencial referentes & otimiza¢do do tempo de saturacéo
do eletrodo modificado EBT/A: A) 10,0 umol.L* de Pb?*; B) 5,0 umol.L de Pb?*; C) Intensidades
de corrente obtidas para os dois niveis de concentragdo estudados: 10,0 umol.L"te 5,0 pmol.Lt

_________________________________ dePo*
A 900
—Ersantfo 120
w— .5 mMin
7504 1 min
— 3 min 100+
600 =5 min
7 min 80+
i w10 min i
= 450 =
- ; — 604
3004 ‘fl | 40_
150 4 / 204
o L] Ll Ll Ll
0,70 -0,65 -0,60 -0,55 -0,50 -0,45 -0,40 0,70 -0,65 -0,60 -0,55 -0,50 -0,45 -0,d0
E/V (vs. Ag/ AgCl/ KCI 3,0 mol L) E/V (vs. Ag/AgCl / KCI 3,0 mol L)

C 800

—i— 10,0 pmol.L-1 de PbZ* x

—y- 5,0 ymol.L-1 de Pb? —_—
600- /
< 400- /
&
200-
A "‘-——._____
/ v
of ¢ B v
0 2 4 6 8 10
_______________________________________ Tempo/min __ .
Fonte: elaborada pela autora (2023)

Na sequéncia o parametro pH do eletrdlito suporte foi estudado. As melhores

respostas para a etapa de pré-concentracdo foram observadas em tampéao

acetato, com uma variacdo de pH entre 4,5 — 6,0. Analisando da Figura 79 é

possivel inferir que a melhor resposta foi alcancada em pH 6,0, sugerindo a maior

concentracdo de espécies desprotonadas, aumentando as cargas negativas

disponiveis para interagir com

as espécies Pb?*,
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Figura 79. Otimiza¢é@o do pH: voltamogramas de Pulso Diferencial obtidos para a deteccéo de
5,0 umol L de Pb?*, utilizando o EBT/A, com o teor de modificante = 5,0% em tamp&o acetato
(pH 4,00 - 6,00), v=5,0mV s, AP =100,0 mV, t = 10,0 ms, TA = 180 s, potencial aplicado = -

065 -060 -055 -050 -045
E/V (vs. Ag/ AgCl / KCI 3,0 mol L™
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Fonte: elaborada pela autora (2023)

A influéncia do teor de modificador no eletrodo EBT/A, também foi avaliada
por meio da utilizacdo de quantidades equivalentes do composto 207 que
variaram entre 2,5-10%. Com a analise dos resultados expressos na Figura 80 foi
possivel observar que o aumento na quantidade de modificador atinge uma
corrente maxima quando foi empregado o teor de 2,5%. Quando ocorre o aumento
da concentracdo do modificador, ocorreu uma diminuicdo da corrente, podendo
ser atribuida a maior resisténcia elétrica do sensor, contendo maior quantidade do
bistriazol, com reducédo do teor de grafite na pasta de carbono, considerado um
material mais condutor.?%°

Para a avaliacdo do potencial aplicado ao eletrodo de trabalho na etapa de
acumulacéao foi determinado o valor de -0,9 V como o valor ideal para a analise,
representado pelos voltamogramas de pulso diferencial na Figura 81, avaliados

num intervalo de -0,7 a -1,2 V.
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Figura 80. A) Voltamogramas de Pulso Diferencial obtidos para a deteccéo de 5,0 pmol L de
Pb?*, utilizando o EBT/A, com o teor de modificante = (5,0 — 10,0%) em tamp?&o acetato (pH
6,00), v=5,0 mV.s, AP = 100,0 mV, t = 10,0 ms, TA = 180 s, potencial aplicado = -0,9 V; B)
Intensidades relativas de correntes de pico anédico obtidas utilizando diferentes teores de
modificacdo do EBT/A
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Fonte: elaborada pela autora (2023)

Figura 81. Voltamogramas de Pulso Diferencial obtidos para a detecc¢éo de 5,0 pmol L de Pb?*,
utilizando o EBT/A, com o teor de modificante = 2,5% em tampé&o acetato (pH 6,00), v=5,0
mV.s, AP =100,0 mV, t = 10,0 ms, TA = 180 s, potencial aplicado = (-0,7 a -1,2 V)
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Fonte: elaborada pela autora (2023)
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Outros trés parametros foram otimizados nesta etapa, incluindo a amplitude
do pulso (Figura 82), o tempo de pulso (Figura 83) e velocidade da varredura
(Figura 84), que, juntamente com 0s outros dados ja otimizados, permitiram a
construcdo da Tabela 20, com todos os dados metodologicos a serem aplicados,

com a variacdo em relacéo as condi¢des iniciais ndo otimizadas.

Figura 82. A) Voltamogramas de Pulso Diferencial obtidos para a deteccéo de 5,0 pmol.L? de
Pb?* utilizando o EBT/A, com o teor de modificante = 2,5% em tamp&o acetato (pH 6,00), v = 5,0
mV.s?, AP = (20 — 100,0 mV), t = 10,0 ms, TA = 180 s, potencial aplicado = 0,9 V; B) Variagéo
da intensidade de corrente e W12 em fun¢éo dos valores de amplitude de pulso
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Fonte: elaborada pela autora (2023)

Figura 83. A) Voltamogramas de Pulso Diferencial obtidos para a deteccéo de 5,0 pmol.L* de
Pb?* utilizando o EBT/A, com o teor de modificante = 2,5% em tamp&o acetato (pH 6,00), v=5,0
mV.s?, AP =100,0 mV, t=(2,5a50,0 ms), TA =180 s, potencial aplicado = 0,9 V; B) Variagéo

da intensidade de corrente e W12 em fungéo dos valores de tempo de pulso
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Fonte: elaborada pela autora (2023)
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Figura 84. A) Voltamogramas de Pulso Diferencial obtidos para a deteccéo de 5,0 pmol.L? de
Pb?*, utilizando o EBT/A, com o teor de modificante = 2,5% em tamp&o acetato (pH 6,00), v =
(2,5a30,0mV.s?), AP =100,0 mV, t=2,5ms, TA =180 s, potencial aplicado = 0,9 V; B)
Variacado da intensidade de corrente e W12 em funcéo dos valores de velocidade de varredura
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Fonte: elaborada pela autora (2023)

Tabela 20. Condicdes iniciais e otimizadas para a deteccéo do ion Pb?*

Parametros C?n.d'.gao Condigao Final
nicial
Tempo de acumulagao (min.) 1 3
pH do eletrdlito suporte 5,0 6,0
Teor de modificante (%) 5,0 2,5
Potencial aplicado na etapa de
-0,9 -0,9
pré-concentracao (V)
Amplitude de pulso (mV) 100 100
Tempo de pulso (ms) 10,0 2,5
Velocidade de varredura (mV) 5,0 10,0

Fonte: elaborada pela autora (2023)
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Apés o estabelecimento de condicBes otimizadas para a determinacdo de
Pb?* foi possivel a aplicacdo direta do EBT/A no novo método, que mostrou alta
seletividade e sensibilidade ao metal estudado, com o aumento de,
aproximadamente, 7,5x na detec¢do, em relacdo aos parametros ndo otimizados
(Figura 85).

Figura 85. A) Voltamogramas de pulso diferencial comparativos das intensidades de pico
anddico para a deteccdo de Pb?* obtidas pelo EBT/A em suas condig¢Bes iniciais e otimizadas; B)
Intensidades relativas de corrente de pico anddico para o Pb?* obtidas sob condi¢Ges iniciais e
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Fonte: elaborada pela autora (2023)
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Capitulo V — Investigacédo das atividades bioldgicas dos bistriazéis

carbonilados

8.0 Bioatividades: triazéis como grupos isésteros

O desenho de novas estruturas com potenciais bioatividades representa
uma éarea de intensa investigacdo na quimica medicinal, com a sintese de
moléculas candidatas a novos farmacos mais seletivos, menos toxicos e com
melhores perfis farmacocinéticos. Os triazéis e bistriazois representam unidades
estruturais de grande relevancia quanto as atividades bioldgicas. O ciclo de cinco
membros, contendo trés atomos de nitrogénio, atua como isostero de acidos
carboxilicos, ésteres e, principalmente, das amidas, com o diferencial da elevada
estabilidade no meio celular, além da resisténcia a hidrdlise, ortogonalidade,
oxidacao e reducdo, suscetiveis nos sistemas bioldgicos, além de ser reconhecido
como um excelente conector de grupos farmacoféricos.?10-212

Como mostrado na Figura 86, o comportamento do 1,2,3-triazol-1,4-
dissubstituido como um bioiséstero de amidas é baseado nas semelhancas na
topologia e eletrdnica entre o anel triazdlicos e a Z-amida. As ligacdes desses dois
compostos apresentam propriedades quimicas semelhantes, entretanto as
distancias entre os grupos substituintes R-R? apresentem valores diferentes (3,9
A, para amida, e 5,0 A, para o triazol), bem como o angulo de orientacdo das

ligacdes de R e R? nos triazodis séo ligeiramente maiores que nas Z-amidas.?12213

Figura 86. Mimetismo topolégico e eletrénico de unidades amida por 1,2,3-triazéis

D oado\r \de elétrons Doador de elétrons
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Fonte: adaptado de Doiron et al (2020)%3
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Estudos realizados por Verma e colaboradores (2015), comprovaram o
comportamento isostero do triazol em sistemas bioativos. Logo, foram realizados
ensaios de avaliacdo imunolégica com derivados triazdlicos da a-
galactosilceramida, substituindo a porcdo amida da estrutura, por um ligante 1,2,3-
triazol, denominados 1,2,3-triazolil-a-GalCer dissubstituidos (Figura 87). Os
resultados mostraram uma similar eficiéncia na atividade imunolédgica destes
novos compostos quando comparados a estrutura nativa da a-

galactosilceramida.?1®

Figura 87. Estruturas quimicas de 1,2,3-triazolil-a-GalCer dissubstituidos investigados como
isOsteros de amidas
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Fonte: adaptada de Verma et al (2015)%°

A sintese de peptideos ciclicos modificados com anéis 1,2,3-triazélicos sao
amplamente relatados na literatura, devido ao seu comportamento biomimético,
proveniente da substituicdo do grupo amida pelo anel triazélicos. De uma forma
geral, ocorrem em uma ampla variedade de produtos naturais, apresentando
diversas atividades biolégicas.

Kuijpers e colaboradores (2007) relataram a sintese de macrociclos
triazolilpeptidicos, por meio de uma reagdo CuAAC com fechamento de anel por

lactamizacdo (Figura 88). O novo composto apresentou melhor estabilidade
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guimica em relacdo ao analogo glicoaminoacido ligado a amida, sendo totalmente
compativel com condi¢des basicas e acidas, aléem da similaridade nas atividades

farmacoldgicas.?16

Figura 88. Exemplo de macrociclo triazolilpeptidico 303 e seu correspondente amida 304
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Fonte: adaptada de Kuijpers et al (2007)216

8.1 Bioatividades diversas dos compostos triazolicos

Os compostos triazodlicos tém sido vastamente explorados por representarem
importantes blocos de construgdo na quimica medicinal, refletidos nas suas
promissoras  atividades  antivirais,  anticancerigenas, antibacterianas,
leishmanicidas, fungicidas, antitripanossoma, anticolinesterase, dentre outras,
com destaque para a estrutura dos 1,2,3-triazdis-1,4-dissubstituidos, mono e
bistriazéis, de ampla versatilidade descrita na literatura.?’-??% Devido ao grande
namero de publicacbes em torno desses estudos, aqui citaremos alguns dos
trabalhos mais relevantes e que contribuiram para a discussdao dos nossos
resultados.

Uma nova série de derivados 1,4-dissubstituidos-1,2,3-triazélicos foi
sintetizada através da reacdo CUAAC e suas atividades inibitérias foram avaliadas
contra diferentes linhagens celulares de glioblastoma humano, destacando-se os
compostos 305 e 306, com valores de ICso de 27,1 uM (U87) e 30,3 umol.L?
(GBM95), respectivamente.??> O composto 307, andlogo isostérico do

Vismodegibe ® 308, apresentou promissora atividade contra diferentes linhagens
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de células endoteliais e anticancerigenas, num potencial 50 vezes maior que o
farmaco de referéncia, com acbes de inibicdo da proliferacdo celular e de

formacdo de vasos sanguineos (Figura 89).2%?

Figura 89. Exemplos de compostos 1,2,3-triazdis-1,4-dissubstituidos com potencial atividade
anticancer
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Fonte: Da Silva et al (2019)??!, Christodoulou et al (2015)??

Uma triagem anticancerigena envolvendo alcinos, triazéis e bistriazéis foi
realizada frente a células de melanoma B16 metastatico, visto a extensa
necessidade de descoberta de novos farmacos que atuem nesse tipo de célula,
diante da resisténcia que foi criada aos tratamentos ja existentes (Figura 90).
Desta forma, foram testados os bisalcinos, os monotriazdis e os bistriazois,
concluindo que os derivados apresentaram atividades bioldgicas na faixa de
concentracdo micro e nanomolar. Neste trabalho, ainda foi verificado que o padrao
de substituicao dos bistriazois também influenciou na atividade citotoxica. Quando
foram comparados os regioisomeros 311 e 314, o Ultimo, isbmero meta,

apresentou a bioatividade mais pronunciada, bem como o menor valor de 1Cs0.2%3
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Figura 90. Compostos com promissora atividade frente ao melanoma B16 e seus respectivos
valores de ICso
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Fonte: Elamari et al (2013)%23

No ambito da quimica organica sintética e medicinal ha uma busca
intensiva por novas eficazes na quimioterapia de doencas virais como AIDS,
herpes simples, hepatite C, citomegalovirus e, mais recentemente, SARS-CoV-2.
Parte dos esqueletos bases dessas drogas sdo analogos de nucleosideos e
nucleotideos naturais, atuando de forma biomimética e que interferem de alguma
maneira com a sintese de DNA ou RNA. A presenca do anel triazélico nesses
esqueletos nucleosidicos e/ou nucleotidicos mostra um amplo espectro de
atividades bioldgicas, sobretudo bactericida e antiviral. Unidades 1,2,4-triazéis e
1,2,3 triazbis de origens nao-naturais apresentam consideravel ortogonalidade,
estabilidade e eficiéncia.??422>

Esses compostos atuam interrompendo a replicacdo do virus sem afetar

significativamente o metabolismo das células do hospedeiro. Véarios isomorfos de
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nucleotideos ja foram consolidados como farmacos quimioterapicos, anti-HIV e
anti-hepatico, impedindo eficientemente a replicacao viral, como por exemplo a
ribavirina® 327 contendo o anel 1,2,4-triazol em sua composi¢cdo. Antivirais
analogos, contendo o isémero 1,2,3-triazélico, apresentaram atividade antiviral
contra o HIV (Figura 91).2%6

Figura 91. Estruturas quimicas da ribavirina® 315 e analogos 1,2,3-triaz6is 316 e 317
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Fonte: Bankowska et al (2014)%%6

Os 1,2,3-triaz0is tornaram-se moléculas alvo diante da necessidade de
descoberta de novos compostos capazes de contribuir no controle da pandemia do
virus SARS-CoV-2 e suas emergentes mutacdes. A possivel interacdo entre 0s
triazois e as proteinas spike do virus pode ocorrer pela prevencéo da entrada viral
nas células hospedeiras, o que leva a uma reducdo na reproducdo viral e do
processo infeccioso. Na Figura 92, pode-se verificar alguns exemplos de

compostos mono e bistriazélicos com potenciais atividades contra o coronavirus.??”
229
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Figura 92. Estruturas quimicas de compostos 1,2,3-triazolicos com promissora atividade
anticoronavirus
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Fonte: Al-Humaidi et al (2022),2% Seliem et al (2021),%?” Musa et al (2023)?%®

As leishmanioses e a doenca de Chagas sao grupos de doencas infecciosas
negligenciadas de amplo espectro de estudos envolvendo unidades triazélicas. As
leishmanioses apresentam deferentes manifestacbes clinicas, desde formas
cutaneas a formas viscerais, sendo essa a doenga protozoaria mais letal.?%° Os
tratamentos incluem o uso de farmacos ja consolidados, entretanto apresentam
diversas limitacbes quanto a elevada toxicidade e elevado custo, 0 que gera
abandono do ciclo terapéutico e, consequente, agravamento do quadro clinico.?3!
J4 a doenca de Chagas, também causada por um protozoario parasita, o
Trypanosoma cruzi, é potencialmente letal e de dificil avanco na cura, visto que os
fArmacos existentes sdo muito ativos apenas na fase aguda da infeccéo.?%?

Dentro deste contexto, diversos compostos que apresentam funcionalidades
1,2,3-triazolicas, algumas delas mostradas na Figura 93, foram identificados com

atividades leishmanicidas e anti-Trypanossoma cruzi relevantes.®7:233-236
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Figura 93. Exemplos de compostos 1,2,3-triazélicos com potenciais atividades leishmanicidas e
anti-Trypanossoma cruzi
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Os compostos 1,2,3-triaz6licos também sdo amplamente investigados
quanto as suas atividades antifingicas e antimicrobianas. Singh e colaboradores

(2013), descreveram um estudo sintético e das bioatividades de 20 bistriazéis do
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tipo benzotiazéis funcionalizados, com destaque para dois compostos com amplo
espectro de antividade fungicida.?®” Outros dois compostos benzotiazoéis foram
descritos por Upadhyay e colaboradores (2022), funcionalizados com isatinas, que
inibiram o crescimento fungico com maior eficiéncia que a droga padrao (Figura
94).2%8

Figura 94. Exemplos de bistriazois com atividades fungicidas

3307% 3317%

Fonte: Singh et al (2013),%%” Upadhyay et al (2022)2%
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8.2 Resultados e discussao

Os bistriazois sintetizados e purificados neste trabalho foram testados
guanto as suas atividades fungicidas, leishmanicidas e anti-Trypanosoma cruzi.

Os testes antifungicos foram realizados em colaboracédo com a professora
Dr2 Maria Aparecida de Resende-Stoianoff, da Universidade Federal de Minas
Gerais (UFMG). Nove dos compostos sintetizados (Figura 95) foram testados
contra Candida albicans - ATCC 18804, Candida krusei - ATCC 20298 e
Cryptococcus neoformans - H99, com determinacdo da concentracdo inibitoria
minima (CIM), expressas em pg.mLl. Nestes ensaiosm, os bistriaz6is foram
testados na presenca e na auséncia de cobre residual, a fim de verificar qual a

influéncia da presenga do metal nos resultados obtidos.

Figura 95. Bistriazois selecionados para os testes fungicidas
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Fonte: elaborada pela autora (2023)

As espécies de fungos testados apresentam diferentes mecanismos de
resisténcia frente aos triazdis e controles, incluindo diversos fatores tais como
mutacdo e recombinacdo mitdticas, componentes-alvo dos antifUngicos com
diferentes afinidades de ligacdo e formacéo de biofilmes. Desta forma, faz-se
necessaria uma abordagem individualizada das tendéncias de CIM no
comparativo dos compostos testados.

De acordo com os valores de CIM mostrados na Tabela 21, parte dos

compostos testados nas espécies de C. albicans e C. krusei apresentou uma
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melhora significativa na capacidade inibitoria quando foram tratados para remocao
do cobre residual. Quanto a inibicdo do C. neoformans nao foi verificada uma
tendéncia, quando comparados os valores de CIM dos bistriazéis brutos e
tratados. De uma forma geral, a maioria dos bistriazéis apresentou a CIM mais
alta que a sugerida no protocolo de referéncia (64 pg.mL™t), com excecdo do
bistriazol 217 ativo para Candida krusei ATCC 20298, com o valor de CIM igual a

um dos farmacos de referéncia utilizado, o fluconazol ® (32 pg.mL).

Tabela 21. Valores de CIM (ug.mL™?) dos bistriazéis na presenca de cobre (Brutos) e na
auséncia de cobre (tratados), frente aos fungos C. albicans, C. krusei e C. neoformans

Composto C. albicans C. krusei C. neoformans
P (ATCC 18804) (ATCC 20298) (H99)
Brutos
203! >128 64 128
207 >128 128 128
209! >128 128 64
2111 >128 128 128
213t >128 128 64
215 >128 128 64
217* >128 128 128
219! >128 128 128
Tratados
2032 64 64 32
2072 32 64 64
2092 >128 128 128
2112 >128 128 >128
2132 128 128 128
2152 32 64 32
2172 >128 32 >128
2192 >128 128 128
Fluconazol® 3 0,5 32 4
Anfotericina B ®* 0,5 0,5 0,06

Fonte: elaborada pela autora (2023)

Os testes leishmanicidas foram realizados com a colaboragéo do Prof. Dr.
Carlos Eduardo Sampaio Guedes, do Instituto de Biologia, da Universidade
Federal da Bahia (UFBA). Todos os compostos sintetizados neste trabalho foram
testados frente as formas promastigotas da Leishmania amazonenses e todos
eles apresentaram alguma atividade, dentro da faixa de concentracdo testada
(6,25 — 100 ng.mL1), destacando-se os bistriaz6is 204, 217 e 223, com valores
de ICs0 200,3 pg.mL?, 38,19 pg.mL* e 340,8 ug.mL?, respectivamente, como
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destacados na Figura 96. Vale ressaltar que dois destes trés compostos que

apresentaram melhores resultados (204 e 217) foram submetidos ao protocolo de

tratamento desenvolvido neste trabalho, que direciona para a remog¢ao completa

do cobre residual.

Figura 96. Gréficos da atividade de reducdo do AlamarBlue em fungdo da concentragao dos
bistriazois
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(concluséo)
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A avaliagdo anti-trypanosoma foi realizada por meio da parceria com a
Prof.2 Dr.2 Valéria Pereira Hernandez, no laboratdrio de imunopatologia e biologia
molecular, do Departamento de imunologia do Instituto Aggeu Magalhaes
(FIOCRUZ — Pernambuco). O ensaio foi realizado sobre as formas amastigotas e
tripomastigotas de Trypanosoma cruzi de cultivo celular, com a cepa Tulahuen e
Y. Na Tabela 22 encontram-se relatados todos os parametros avaliados, incluindo
a porcentagem de reducédo das formas amastigotas e tripomastigotas sob a acao
do composto, ICso, LCs0, CCso € 0 indice de seletividade (CCso/ICso). Os valores
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de ICso0, CCso e LCso foram calculados por meio de interpolagédo linear. Alguns dos
compostos testados apresentaram baixa solubilidade nos solventes compativeis
com o ensaio, 0 que pode ter influenciado nas respostas obtidas.

Os resultados revelaram que os compostos 203, 209 e 211 apresentaram
baixa atividade e indices de seletividade muito abaixo do valor de referéncia.?*®
Apesar das baixas seletividades, comuns a todos os compostos testados, os
bistriazéis 203, 209 e 221, apresentaram valores de LCso menores que o farmaco
de referéncia, quando testados frente as formas tripomastigotas da cepa Y de T.
cruzi. Foram observados eventos de letalidade da célula hospedeira em algumas
concentracbes dos compostos 203 e 221, sugerindo relativa toxicidade destes
bistriazois, em concentracdes mais elevadas.

A partir dos resultados obtidos nas avaliagBes bioldgicas descritas, fica
evidente que o bistriazol 1,3-bis(4-fenil-1H-1,2,3-triazol-1-il)propan-2-ona (217)
apresentou a melhor resposta dentre os demais compostos testados, com
potencial atividade fungicida e leishmanicida. Nesse sentido, este composto pode
ser estudado visando novas funcionalizacbes, que pode incluir estudos
biotecnoldgicos de relacdo estrutura-atividade a fim de desenvolver novos e

promissores compostos biologicamente ativos.



Tabela 22. Resultados do teste anti-Trypanosoma cruzi

204

(continua)
Concentracéo ICso sobre o LCso sobre CCso Sobre L929* indice de
Composto (ug/ mL) Atividade sobre o parasita’ parasita? tripomastigotas? (wa/ ML) Seletividade®
u
(%) (ng/ mL) (ng/ mL)
100 Morte¥*/Morte¥/100
50 Morte¥*/Morte¥/100
25 33/84/61
203*
12,5 17/31/44 16,9 £ 0,07 2,2 19,2+0,9 11
6,25 40/30
3,12 12/18
100 100%/100
50 100/92
209 25,6 £10,3 17 50,6 + 29 2
25 98/31
12,5 8/0
100 100%/96*
» 50 93/40° B
211 42,5+ 23,2 47,2 44 4 1
25 48/8
12,5 5
» 100 27 ,
213 4 Inativo - >100 -
50 8
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(concluséo)

Concentracéo ICso sobre o LCso sobre CCso Sobre L929* indice de
Composto (ng/ mL) Atividade sobre o parasita® parasita? tripomastigotas® (wg/ ML) Seletividade®
n
(%) (ng/ mL) (ng/ mL)
215% 100 77 Inativo - > 100 -
100 0
217 Inativo - >100 -
100 8 .
219 Inativo - >100 -
100 69/Morte¥/99/Morte¥/Morte*
50 0/0/38/41/45
25 24/48/45
221 4 + 46 + <1
12,5 15/27/14 8,9+30 9.5 6+03
6,25 24
3,12 8
4 87/87
2 78179
g 1 74/68
Benzonidazol 0,48 0,03 22,5 540 + 57 1125
0.5 50/52
0.25 33/39
0.125 12/22

! Porcentagem de reducéo das formas amastigotas e tripomastigotas sob acédo do composto (cepa Tulahuen de T. cruzi); 2 Concentracdo do composto
que reduz o crescimento parasitario da cepa Tulahuen em 50% (amastigotas e tripomastigotas); 2 Concentracdo do composto letal para 50% dos
tripomastigotas da cepa Y de T. cruzi; * Concentracdo do composto que inibe a viabilidade das células L929 em 50%; ° CCso do composto sobre as
células L929 dividido pelo ICso do composto sobre o parasita (cepa Tulahuen); *Precipitados na solucéo final, o que indica pouca solubilidade em meio
aquoso; *Precipitados na solugdo estoque, o que indica que os compostos ndo dissolveram completamente em DMSO a 10 mg/mL; ¥~ 100% de morte
das células hospedeiras L929.



9.0 Conclusoes
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Apbés a realizacdo deste trabalho, exposicdo e discussdo dos

resultados foi possivel concluir que:

Foi alcancada a sintese de 12 compostos bistriazolicos carbonilados

simétricos via reacdo CuAAC, sendo 11 deles inéditos, com rendimentos entre

45 — 97% (Figura 97);

A aplicacdo das técnicas espectroscopicas e espectrométricas permitiu a

caracterizagdo completa de todos 0os compostos sintetizados;

Figura 97. Bistriazdis carbonilados simétricos sintetizados. Em amarelo, moléculas inéditas

obtidas
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e Foi possivel desenvolver uma metodologia analitica para extracdo de cobre
residual, via preparo das amostras por digestao e quantificacdo por FAAS;

e As tentativas de funcionalizacdo dos bistriazéis carbonilados simétricos
requerem outras propostas de rotas sintéticas, visto que nenhum dos produtos
propostos foi isolado;

e Frente a reconhecida capacidade de complexacdo dos compostos
bistriazolicos, cinco dos carbonilados simétricos foram testados como
sensores eletroquimicos e mostraram-se eficazes na deteccédo de Pb?*, Cd?*,
Fe?* e Crb*, com destaque para o composto 207, com melhoria de até 6,5
vezes da capacidade de deteccdo, frente ao ion Pb?*, considerando os
parametros otimizados. Estes resultados representam um potencial avanco
nos estudos destes compostos como ligantes metalicos, bem como a
investigacdo das propriedades e estruturas dos complexos que podem ser

formados nesses processos;

N:N- o NeN
NN AN
207

e As avaliagdes antifugicas dos compostos apontaram o bistriazol 217 com o
mesmo CIM do farmaco de referéncia fluconazol® (32 pg.mL?) contra
Candida krusei ATCC 20298;

N:N- O N:N
Ph—_N__I_N_/—Ph
217

Atividade antifugica
Candida krusei ATCC 20298
CIM = 32 uyg.mL™?

e Na avaliacdo da atividade leishmanicida, todos os compostos demonstraram

alguma atividade frente as formas promastigotas da L. amazonenses. Dentre
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eles, os compostos 204, 217 e 223, apresentaram os melhores valores de

ICs0' 200,3 mg.mL™, 38,19 mg.mL* e 340,8 mg.mL™, respectivamente;

204

L. amazonenses (promastigotas)
ICso' 200,3 mg.mL?

@NNJ&N%‘@
217

L. amazonenses (promastigotas)
ICso’ 38,9 mg.mL™*

223

L. amazonenses (promastigotas)
ICso' 340,8 mg.mL™*

e Quando avaliados frente as formas amastigotas e tripomastigotas de
Trypanosoma cruzi (cepa Tulahen e Y), os compostos testados foram pouco
ativos e com indices de seletividade muito abaixo dos valores de referéncia;

e Com estes resultados pretendemos avancar nas pesquisas sobre reatividades
dos bistriazéis simétricos contendo o espacador carbonilado e ampliar as

investigagcBes na area de complexacdo com metais.
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Figura A 1. Espectro no infravermelho (NaCl, filme) do composto 201
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Figura A 2. Espectro no infravermelho (KBr, pastilha) do composto 203
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Figura A 3. Espectro de RMN de *H do composto 203 (DMSO-4s, 500 MHZz)
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Figura A 5. Espectro de ESI-EM do composto 203
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Figura A 6. Espectro no infravermelho (KBr, pastilha) do composto 204

o)
(=
oy
1
1
—0C'ELD i
— — 08559 !
i 3
——BETLL !
I — |
_ s !
___—=——— —O0rui6 i
——FEEGE .
= _— LV LBB =Y
—_— 0L 80 =1
—— 05500 -
58’ 30k i
R !
— — BT L o
— —— LOBLZ} a2
— (&} !
—GFHETL -
B — _—09BEEL i
— SRS !
——ZC 00k |
——D6 58l =¥
. [
——0EZ6YL B
— 1
1
—0ZEESL !
|
0 1
—SYERLL g
-
1
|
1
(=]
(==}
[N
(&N N}
1
—IEH0LE !
——85'64LE |
—Fl'BL2E 2
—0gEGEE ol
—ELDlEE &
—LOEGEE i
——OEE0TE !
——G 9 al
1
—O¥EOGZ '
0B % GZ ol
~ aritez i
e OO i
ﬂu “
5 1
P |
o™
1
i
— i .
— 9 BA6Z =3
=
— 5 L0 !
1
1
o~ =
Te N
pa \J - !
\\ !
z-z |
1
& 2 !
L 1
o=~ i
- |
- 1
N 1
2
z-Z =
1 . !
Z_ !
~N = “
0 1
=1
=~
[ ] = [ ] (=] [ ] [ =] = 1
[S] e & Is] = &l &l |
- (=] i |
1



216

Figura A 7. Espectro de RMN de *H do composto 204 (DMSO-d6, 500 MHz)
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Figura A 8. Espectro de RMN de **C do composto 204 (DMSO-gs, 125 MHz)
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Figura A 9. Espectro de HSQC do composto 204
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Figura A 11. Espectro de RMN de *H do composto 207 (DMSO-gs, 500 MHz)
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Figura A 12. Espectro de RMN de *3C do composto 207 (DMSO-d6, 125 MHz)
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Figura A 15. Espectro de ESI-EM do composto 207
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Figura A 16. Espectro no infravermelho (KBr, pastilha) do composto 209
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Figura A 17. Espectro de RMN de *H do composto 209 (DMSO-gs, 500 MHz)
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Figura A 18. Espectro de RMN de *3C do composto 209 (DMSO-gs, 125 MHZ)
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Figura A 19. Espectro de ESI-EM do composto 209

________________________________________________________________________________________________________________________

| 303.19389 . " N . |
| Ci15 Ho3 O Ng 5 4 q_l\]l (lj I‘|\|’ 4 5 i
| 7.5 RDBE NN N i
. 400 001932 ppm oo or i
| § APCI(-) - [M-H]- |
. g0 m/z tedrica = 303,19388 i
g - m/z experimental = 303,19389
. © _ i
' 2 60— !
2 —| !
[ 1
<< ] :
2 40 |
. 304.19732
20 C14CH23 0O Ns |
! 2 7.5 RDBE !
i ] 0.25833 ppm '
| 0 | |
! I 1 T T T ] 1 T 1 I I T 1 !
; 303.5 304.0 304.5 305.0 305.5 306.0 !



229

Figura A 20. Espectro no infravermelho (KBr, pastilha) do composto 211
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Figura A 21. Espectro de RMN de *H do composto 211 (DMSO-gs, 500 MHz)
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Figura A 22. Espectro de RMN de *3C do composto 211 (DMSO-gs, 125 MHZ)
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Figura A 23. Espectro no infravermelho (KBr, pastilha) do composto 213
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Figura A 24. Espectro de RMN de *H do composto 213 (DMSO-gs, 500 MHz)
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Figura A 25. Espectro de RMN de *3C do composto 213 (DMSO-ges, 125 MHZz)
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Figura A 26. Espectro no infravermelho (KBr, pastilha) do composto 215
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Figura A 27. Espectro de RMN de *H do composto 215 (DMSO-gs, 500 MHz)
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Figura A 28. Espectro de RMN de **C do composto 215 (DMSO-gs, 125 MHz)
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Figura A 29. Espectro de ESI-EM do composto 215
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Figura A 30. Espectro no infravermelho (KBr, pastilha) do composto 217
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Figura A 31. Espectro de RMN de *H do composto 217 (DMSO-gs, 500 MHz)
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Figura A 32. Espectro de RMN de *3C do composto 217 (DMSO-gs, 125 MHZ)
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Figura A 33. Espectro no infravermelho (KBr, pastilha) do composto 219
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Figura A 34. Espectro de RMN de *H do composto 219 (DMSO-gs, 500 MHz)
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Figura A 35. Espectro de RMN de *3C do composto 219 (DMSO-gs, 125 MHZ)
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Figura A 36. Espectro de ESI-EM do composto 219
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Figura A 37. Espectro no infravermelho (KBr, pastilha) do composto 221
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Figura A 38. Espectro de RMN de *H do composto 221 (DMSO-gs, 500 MHz)
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Figura A 39. Espectro de RMN de *3C do composto 221 (DMSO-gs, 125 MHZ)
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Figura A 40. Espectro no infravermelho (KBr, pastilha) do composto 223
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Figura A 41. Espectro de RMN de *H do composto 223 (DMSO-gs, 500 MHz)
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Figura A 42. Espectro de RMN de *3*C do composto 223 (DMSO-gs, 125 MHZ)
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Figura A 44. Espectro de RMN de *H do composto 233 (DMSO-gs, 500 MHz)
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Figura A 45. Espectro de RMN de *3*C do composto 233 (DMSO-gs, 125 MHZ)
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Figura A 46. Espectro no infravermelho (NacCl, filme) do composto 236
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Figura A 47. Espectro no infravermelho (KBr, pastilha) do composto 239
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Figura A 48. Espectro de RMN de *H do composto 23 (Acetona-¢s, 500 MHz)
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Figura A 49. Espectro de RMN de '3C do composto 238 (Acetona-ds, 125 MHz)
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Figura A 50. Espectro de RMN de H do composto 295 (DMSO-4s, 500 MHZz)
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Figura A 51. Espectro de RMN de *3C do composto 295 (DMSO-g6, 125 MHZ)
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Figura A 52. Espectro de RMN de *°P do composto 295 (DMSO-gs, 200 MHz)
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11.Parte experimental

11.1 Materiais e métodos

Os reagentes foram adquiridos da Sigma-Aldrich, Merck e Acros
Quimica, e foram utilizados sem purificacdo adicional. Alguns solventes
necessitaram de um tratamento de secagem prévio:

Diclorometano (DCM): refluxado sob hidreto de célcio (CaHz) por 3 horas,
subsequentemente destilado e armazenado sob peneira molecular 3A,
ativada previamente por 72h em estufa a vacuo a 140 °C;

Dietil éter: deixado sob agitacdo em hidréxido de potassio (KOH) por 24h,
refluxado sob sédio metalico (Na) por 3 horas, destilado e armazenado sob
peneira molecular 3A, ativada previamente por 72h em estufa a vacuo a 140
°C:

Tetraidrofurano (THF): agitado sob KOH por 24h, destilado, refluxado sob Na
metéalico por 3 horas, destilado e armazenado sob peneira molecular 3A,
ativada previamente por 72h em estufa a vacuo a 140 °C;

Tolueno: refluxado sob hidreto de célcio (CaH2) por 3 horas,
subsequentemente destilado e armazenado sob peneira molecular 3A,
ativada previamente por 72h em estufa a vacuo a 140 °C;

Cloroférmio: refluxado sob hidreto de calcio (CaHz2) por 3 horas,
subsequentemente destilado e armazenado sob peneira molecular 3A,

ativada previamente por 72h em estufa & vacuo a 140 °C.

Além dos cuidados na secagem dos solventes, algumas reacdes foram
realizadas em sistemas anidros e sob atmosfera de argbénio. As analises de
cromatografia em camada delgada (CCD) foram feitas em placas de silica-gel
60 F2s4 /0,2 mm suportada em aluminio (Merck), utilizando o fator de retencéo
(fry como um dos parametros de comparacdo. Para visualizagcdo foram
utilizadas irradiacdo com luz UV (254 e 366 nm) reveladores quimicos:
Dragendorff, iodo molecular, solugdo acida de permanganato de potassio

(KMnO4) e vanilina. Quando necessarias, as purificagdes das reacdes foram
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realizadas por cromatografia em coluna (CC), utilizando silica gel 200-400
mesh.

Os espectros de ressonancia magnética nuclear (RMN) de *H (500
MHz), 13C (125 MHz) e 3P (75 MHz) foram adquiridos em equipamentos
Varian Gemini 500, do laboratério de RMN de Goias e os deslocamentos
quimicos (0) sdo expressos em ppm. O tetrametilsilano (TMS) e os sinais de
CHCIs e DMSO residuais foram usados como referéncias internas. As analises
foram realizadas em DMSO deuterado (DMSO-g6) e cloroformio deuterado
(CDCls).

Os espectros de massa de alta resolucdo foram obtidos em parceria
com a Prof. Dr. Alberto Wisniewski Junior, no Laboratorio de Petrdleo e
Energia da Biomassa (PEB), localizado no Nucleo de Petrdleo e Gas
(NUPEG) da Universidade Federal de Sergipe. A determinagdo das massas
exatas foi realizada utilizando o sistema Exactive HCD Plus (Thermo
Scientific, Bremen, Alemanha), com uma resolucdo de 140.000 em m/z 200,
disponibilizado pelo CLQM/UFS. As amostras foram introduzidas por infusédo
direta, utilizando uma seringa de 500 pL (Thermo Scientific, NJ, EUA), com
um fluxo de 20 pL min-1. Foram empregadas a fonte de ionizacdo de
eletronebulizagdo aquecida, no modo positivo (H-ESI) e a fonte de ionizagéo
utilizada foi a ionizacdo quimica a pressdo atmosférica (APCI), no modo
negativo. Todas as amostras seguiram 0 mesmo procedimento de
preparacao, sendo dissolvidas em uma solucéo de tolueno:metanol (1:1 v/v),
resultando em uma concentragdo de 100 ug mL™. As condicdes de anélise
para o modo H-ESI(+) foram: voltagem do spray de +4,0 kV, aquecimento da
regiado de vaporizacao a 100 °C, temperatura capilar de 320 °C, gas de bainha
e gas auxiliar em 10 psi e 5 psi, respectivamente, e S-lens em 50 rf. Para o
modo APCI(-), as condi¢des foram: voltagem do spray de -3,0 kV, temperatura
capilar de 320 °C, descarga da corona de 9 YA, S-lens em 50 rf e gas de
bainha e géas auxiliar em 20 psi e 5 psi, respectivamente.

Para as composi¢cdes elementares observadas simultaneamente nos
espectros da amostra e do branco, as intensidades finais foram determinadas
como a diferenca entre as intensidades dos espectros da amostra e do branco.

Os resultados obtidos foram processados pelo programa Xcalibur Qual
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Browser para atribuicdo das formulas moleculares para os ions detectados.
Cada ion molecular teve sua massa atribuida com erro inferior a 1 ppm. Para
os ions referentes aos padrdes isotopdlogos foram consideradas moléculas
com erro de até 6 ppm. Os critérios para a atribuicdo de composicdes
elementares foram: *3Co.1; *2Co-30, *Ho-s50, *No-8, 100-1, 18Oo0-5, 28Sio-3 € *°Sio.1.

Os experimentos em micro-ondas foram realizados em um aparelho da
marca CEM Discover SP monomode usando um tubo Pyrex para reacdes
fechadas sob pressdo indicada automatica, sob poténcia para manter a
temperatura do meio reacional, com controle de temperatura por
infravermelho e velocidade de agitacdo forte usando barras cilindricas de
agitacao (10 x 6 mm), tempo de rampa de 2 minutos, na temperatura de 120°C
e indicacdo maxima poténcia usando refrigeracdo com fluxo de ar.

A aplicacdo da técnica de mecanoquimica foi feita num equipamento
Planetary Ball Mill PM 100, Retsch, aplicando as condi¢cdes de 500 rpm, por
1h, com intervalo de rotacdo do sentido na metade deste tempo. Foram
utilizados frascos (12 mL) e esferas (10 mm) de aco inoxidavel.

As faixas de fusdo foram determinadas em um aparelho Microquimica
MQAPF 302. As andlises de infravermelho foram realizadas num aparelho
FTIR da Shimatzu IRAffinity-1, onde os compostos sélidos foram analisados
na forma de pastilha homogéneas de brometo de potassio (KBr) e os liquidos
em filmes dispostos em sela de cloreto de sddio (NaCl), expressos em termos
de absorcdo em namero de ondas (cm™).

Para a quantificagéo dos teores de cobre foi utilizado um espectrometro
de absor¢éo atdbmica com chama (modelo 240FS AA, Varian), sendo utilizado
uma estequiometria da chama de ar e acetileno com vazéo de 13,5 L.min! e
2,0 L.mint. Foram utilizados os comprimentos de onda de 327,4 nm, 325,8
nm, 222,6 nm e 217,9 nm para as medidas da absorvancia de cobre, com a
construcdo de curvas analiticas, nas mesmas condi¢cfes das amostras, para
fornecer a quantificacdo de cobre. Foram determinados os valores de desvio
padrdo (DV), limites de quantificacdo (LQ), limites de deteccdo (LD) e
coeficientes de variagao (CV).
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Os eletrodos modificados em pasta de carbono, para determinacéao de
ions metalicos, foram produzidos na Universidade Federal de Sergipe (UFS),
em parceria com a Prof.2 Dr.2 Eliana Midori e alunos do seu grupo de pesquisa.

Os testes de atividades bioldgicas foram realizados em parcerias com
grupos de pesquisa da UFBA (leishmanicida), na UFMG (fungicidas) e
IAM/FIOCRUZ/PE (anti-Trypanosoma).

11.1.1 Preparacao do catalisador Cu/C

CAT-A

Pesaram-se 10g do carvédo ativado Darco (Sigma Aldrich 100mesh) a um
baldo de fundo chato posteriormente adicionaram-se 50 mL da solucéo
aguosa de nitrato de cobre(ll) trildratado (Cu(NO3)2.3H20) (Merck) e 20 mL de
agua deionizada. O baldo foi colocado sob o gas argbnio e deixado no banho
ultrassoénico por 7 horas. Em seguida, efetuou-se a lavagem com tolueno e
filtrou-se por gravidade o sdlido. Evaporou-se a pressao reduzida com o

auxilio do equipamento rota-evaporador.

CAT-B

Pesaram-se 2,23g de nitrato de cobre(ll) triidratado (Merck) para o preparo da
solucédo de Cu(NO3)2.3H20 (0,1846 mol/L). A partir deste preparo, pesou-se
10g do carvao ativado Darco (Sigma Aldrich 100mesh) a um baldo de fundo
chato e adicionaram-se 50mL da solugédo aquosa de Cu(NO3)2.3H20 junto a
20mL de &gua deionizada. O baldo foi colocado sob o gas argbnio e
posteriormente deixado no banho ultrassénico por 7 horas. O tratamento
deste catalisador foi modificado adicionando algumas gotas de tolueno e
removendo a agua com o auxilio do equipamento rota-evaporador, em
seguida, usou-se a homba de vacuo acoplada a um sistema de banho de 6leo

e “trap” para auxiliar na remocao dos vapores.

11.2 Sinteses dos bistriazo6is
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11.2.1 Sintese da 1,3-diazidopropan-2-ona 201 (C3H4NsO)

NaN, 200
Cl) Acetona, t.a. |O
Cl\)\/CI 1o = N3\/k/N3
199 100% 201

Foi adicionada azida de sédio (3,0 eq., 12,15 mmol) a uma solucdo contendo
1,3-dicloroacetona (1,0 eq., 4,05 mmol) com acetona (15 mL). A mistura foi
agitada a temperatura ambiente por 15 horas. O so6lido foi removido por
filtracdo e o filtrado foi concentrado em vacuo para obter um 6leo amarelo (fr.

0,8 — EtOAc 100%), com rendimento quantitativo.

11.2.2 Sintese da benzilazida 236 (C;H;N3)

cl NaN, (169) N
Acetona/H,0 (3:1)

235 ta, 110h 236
70%

Em um baldo foram adicionados a azida de sddio (2,0 eq.; 1,0 mmol; 130 mg),
e a solucdo acetona/dgua (3:1), sob agitacdo constante, até completa
dissolucdo do sdlido. Em seguida, foi adicionado, lentamente, o cloreto de
benzila (1,0 eqg.; 0,5 mmol; 57,5 pL), mantendo a mistura em temperatura
ambiente, durante quatro dias. A evolucéo da reacdo foi acompanhada por
CCD. Apo6s o consumo total dos reagentes, a mistura foi diluida com agua
destilada (40mL) e a fase organica extraida com acetato de etila (3 x 15mL).
A porcdo orgéanica foi lavada com brine (3 x 15mL) e a agua residual foi
retirada adicionando a solucdo agente secante sulfato de magnésio. O
solvente foi evaporado e o produto purificado em coluna cromatografica,

empregando silica flash como fase estacionaria e hexano/acetato (8:2),
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obtendo, assim a benzilazida, um dleo castanho claro (fr. 0,8 — EtOAc 100%).

11.2.3 Sintese dos bistriazois carbonilados

O N=N e} N=N
. CuAAC = -
R A e O P =
201 98 187
1 eq. 2,2 eq.

R = alquila ou
arila

11.2.3.1 Metodologias de sinteses dos bistriazéis partindo de alcinos gasosos.

Alcino - acetileno: inicialmente foi montado um sistema de geracdo de
acetileno, partindo da reacéo do carbeto de calcio (~1g) e agua (500 mL). Este
foi conectado, por meio de uma canula, a um baldo reacional contendo a
diazida (1,0 eq.; 1,0 mmol; 140,1 mg), 6 mL de uma solucéo t-BuOH/H20 (1:1)
e uma solucdo aquosa de acetato de cobre (II) monohidratado (0,30 mmol,;
59,9 mg) e ascorbato de sédio (0,60 mmol; 118,9 mg), de forma que o gas
borbulhe diretamente na solucéo, resfriada em banho de gelo, entre 1 e 2
minutos. Apos a purga do sistema, garantindo que todo o ar atmosférico foi
substituido por excesso de acetileno (3 x 5 segundos), o sistema foi fechado
e colocado sob atmosfera de acetileno, coletado numa bexiga comum. A
reacdo foi agitada a temperatura ambiente por 17 horas. O baléo foi colocado
em banho de gelo, o precipitado recolhido por filtracdo a vacuo e lavado com
acetato de etila resfriado. O sélido foi mantido sob vacuo para eliminar toda
umidade residual e fornecendo 144,1 mg do 1,3-bis(1H-1,2,3-triazol-1-

il)propan-2-ona como unico produto da reacao.
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Equacdo quimica de geracéo de acetlleno

H,0
CaC, __ » =— + 2Ca(OH),

205 206 207

(204) 1,3-bis(1H-1,2,3-triazol-1-il)propan-2-ona

e e mmm e e e mmm

:
9

-~ .

Caracteristica fisica: solido amarelo;
Rendimento: 75%;

Fr: ~0,1 OAc/MeOH (1:1);

Faixa de fus&o: 210,0 — 212,5 °C;
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IV (KBr): 1743,65; 3101,54 cm™?;
RMN de *H (300 MHz, DMSO-de) 8: 8,03 (s, 2H); 7,76 (s, 2H): 5,68 (s, 4H).
RMN de 3C (75 MHz, DMSO-d6) &: 195,6; 132,9; 125,9; 55,3,

Alcino — butino: o cilindro de butino foi conectado ao bal&o reacional contendo
a diazida (1,0 eq.; 1,0 mmol; 140,1 mg), 6 mL de uma solucéao t-BuOH/H20
(1:1), juntamente com uma solucdo aquosa (2 mL) de acetato de cobre (II)
monohidratado (0,30 mmol; 59,9 mg) e ascorbato de sédio (0,60 mmol; 118,9
mg). Apés a adicdo de excesso de butino, o sistema foi fechado e reagiu por
18h. O baldo foi colocado em banho de gelo, o precipitado recolhido por
filtracdo a vacuo e lavado com acetato de etila resfriado. O sélido foi mantido
sob vacuo para eliminar toda umidade residual e fornecendo 124,1 mg do 1,3-
bis(4-etil-1H-1,2,3-triazol-1-il)propan-2-ona como Unico produto da reacéo.

(207) 1,3-bis(4-etil-1H-1,2,3-triazol-1-il)propan-2-ona

.~ -

Caracteristica fisica: solido bege;

Rendimento: 50%;

Fr: ~0,3 EtOAc (100%);

Faixa de fus&o: 200,8 — 202,9 °C;

IV (KBr): 1747,51; 3132,40; 3078,39 cm'%;

RMN de *H (300 MHz, DMSO-dg) 8: 7,75 (s, 2H); 5,60 (s, 4H); 2,65 (quart., 4H,
J=7.6Hz); 1,19 (t, 6H, J = 7.6 Hz).

RMN de 3C (75 MHz, DMSO-d6) 8: 196,5; 148,3; 123,0; 56,0; 18,4; 13,8;

HR-MS m/z calculado para [Ci1H1601NeNa]*: 271,12788; encontrado:
271,12778.
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11.2.3.2 Metodologia geral para sintese dos demais bistriazéis partindo de

alcinos liquidos ou soélidos

Em um bal&o reacional foram adicionados a diazida (1,0 eq.; 1,0 mmol; 140,1
mg), 6 mL de uma solucédo t-BuOH/H20 (1:1), juntamente com uma soluc¢éo
aquosa (2 mL) de acetato de cobre (1) monohidratado (0,30 mmol; 59,9 mg)
e ascorbato de sédio (0,60 mmol; 118,9 mg). O alcino (2,2 mmol) foi
adicionado com o auxilio de microsseringa, e a mistura foi deixada reagir por
17 horas. O balé&o foi colocado em banho de gelo, o precipitado recolhido por
filtracdo & vacuo e lavado com &gua destilada resfriada, fornecendo os
respectivos bistriazéis. O sdlido foi mantido sob vacuo para eliminar toda

umidade residual.

(203) 1,3-bis(4-trimetilsilil-1H-1,2,3-triazol-1-il)propan-2-ona

N:N O N:N
TMS—_N__N_/—TMS

Caracteristica fisica: solido bege;

Rendimento: 46%;

Fr: ~0,2; EtOAc (100%);

Faixa de fuséo: 228,0 — 232,0 °C

IV (KBr): 1755,22; 3128,54; 3028,24 cm™?;

RMN de !H (300 MHz, DMSO-dg) 8: 8,03 (s, 2H); 5,70 (s, 4H); 0,26 (s, 18H).
RMN de 3C (75 MHz, DMSO-d6) &: 197,5; 145,8; 132,9; 56,4; 0,0;

HR-MS m/z calculado para [Ci3H2401NeSi2Na]*: 359,14400; encontrado:
359,14423.
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(209) 1,3- bIS(4 butil-1H-1,2,3-triazol-1-il)propan-2-ona

______________________________________________

N:N O N:N
TSN AN
209

~-. -

Caracteristica fisica: solido bege;

Rendimento: 84%;

Fr: ~0,3; EtOAc (100%);

Faixa de fus&o: 198,1 — 200,0 °C;

IV (KBr): 1751,36; 3124,68; 3066,82 cm'*;

RMN de 'H (300 MHz, DMSO-dg) &: 7,75 (s, 2H); 5,60 (s, 4H); 2,65 (quart.,
4H,J = 7.6 Hz); 1,19 (t, 6H, J = 7.6 Hz).

RMN de 13C (75 MHz, DMSO-d6) &: 201,8; 128,8; 61,1; 36,4; 29,9; 26,9; 19,0;
HR-MS m/z calculado para [C15H2301Ns]: 303,19389; encontrado: 303,19388.

(211) 1,3- bIS(4 pentil-1H-1,2,3-triazol-1- |I)propan -2-0na

------

Caracteristica fisica: solido bege;

Rendimento: 85%;

Fr: ~0,3; EtOAc (100%);

Faixa de fus&o: 178,0 — 180,0 °C;

IV (KBr): 1751,36; 3124,68; 3070,68 cm™*;

RMN de 'H (300 MHz, DMSO-dg) &: 7,73 (s, 2H); 5,57 (s, 4H); 2,62 (t, 6H, J =
7.3 Hz); 1,60 (quint, 8H, J = 7.3 Hz); 1,29 (m, 4H); 0,86 (t, 6H, J = 7.3 Hz).
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RMN de 3C (75 MHz, DMSO-d6) 8: 196,2; 146,9; 123,1; 55,6; 30,6; 28,4:
24,8; 21,7; 13,7.

NN o NN
NN AN
213

\\\\\

Caracteristica fisica: solido bege;

Rendimento: 82%;

Fr: ~0,3; EtOAc (100%);

Faixa de fus&o: 188,0 — 191,0 °C;

IV (KBr): 1751,36; 3120,82; 3066,82 cm™;

RMN de 1H (300 MHz, DMSO-d¢) 8: 7,73 (s, 2H); 5,57 (s, 4H); 2,62 (t, 4H, J =
7.3 Hz); 1,59 (quint, 7H, J = 7.3 Hz); 1,29 (m, 28H); 0,86 (m, 12H).

RMN de 3C (75 MHz, DMSO-d6) &: 196,1; 146,7; 122,9; 55,5; 30,7; 28,6;
27,9; 24,7, 21,7, 13,6.

(215) 1,3-bis(4-octil-1H-1,2,3-triazol-1-il)propan-2-ona

N:N O N:N
\HTK\/NJK/NW
215

__________

Caracteristica fisica: solido bege;
Rendimento: 88%
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Fr: ~0,3; EtOAc (100%);

Faixa de fus&o: 178,0 — 201,0 °C;

IV (KBr): 1751,36; 3120,82; 3066,82 cm'%;

RMN de 'H (300 MHz, DMSO-ds) 8: 7,72 (s, 2H); 5,55 (s, 4H); 2,63 (t, 6H, J =
7.5 Hz); 1,60 (quint, 6H, J = 7.5 Hz); 1,26 (m, 38H); 0,86 (m, 12H);

RMN de 3C (75 MHz, DMSO-d6) &: 201,3; 149,3; 122,9; 55,5; 30,9; 28,6;
28,4, 28,25; 28,2; 24,7; 21,7, 13,5;

HR-MS m/z calculado para [C23H4001NeNa]*: 439,31557; encontrado: 439,
31558.

(217) 1,3-bis(4-fenil-1H-1,2,3-triazol-1-il)propan-2-ona

RS

Caracteristica fisica: solido amarelo claro;

Rendimento: 96%

Fr: ~0,2; EtOac (100%);

Faixa de fus&o: 190,2 — 193,5 °C

IV (KBr): 1759,08; 3120,82; 3089,96 cm;

RMN de !H (300 MHz, DMSO-ds) 6: 8,49 (s, 2H); 7,84 (d, 4H, J = 7.6 Hz), 7,45
(t, 5H, J = 7.6 Hz), 7,34 (t, 2H, J = 7.6 Hz), 5,80 (s, 4H);

RMN de 3C (75 MHz, DMSO-d6) §8: 196,2; 146,4; 130,5; 128,9; 125,2; 122,8;
56,1.
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(219) 1,3-bis{4-[hidroxi(fenil)metil]-1H-1,2,3-triazol-1-il}propan-2-

- o

Caracteristica fisica: solido castanho;

Rendimento: 96%;

Fr: ~0,1; EtOac (100%);

Faixa de fus&o: 133,0 — 137,0 °C;

IV (KBr): 1751,36; 3147,83; 3066,82 cm™;

RMN de !H (300 MHz, DMSO-dg) 6: 7,75 (s, 2H), 7,40 (d, 4H, J = 7.4 Hz), 7,33
(t, 5H, J = 7.4 Hz), 7,24 (t, 2H, J = 7.4 Hz), 6,01 (d, 2H, J = 4.5 Hz), 5,81 (d,
2H, J = 4.5 Hz), 5,59 (s, 4H);

RMN de 3C (75 MHz, DMSO-d6) &: 196,2; 151,5; 144,0; 128,2; 128,1; 126,4;
123,5; 55,8;

HR-MS m/z calculado para [C21H2003NeNa]*: 427,14872; encontrado: 427,
14891.

(221) 1,3- bIS[4 (hidroxi-metil)-1H-1,2,3-triazol-1-iljpropan-2-ona

- o

Caracteristica fisica: sélido amarelo ouro;
Rendimento: 93%

Fr: ~0,1, EtOAc/MeOH (1:1)
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Faixa de fus&o: 222,0 — 225,0 °C

IV (KBr): 1755,22; 3140,11; 3082,25 cm'%;

RMN de 'H (300 MHz, DMSO-ds) &: 7,89 (s, 2H), 5,64 (s, 4H), 5,21 (t, 2H, J =
5.7 Hz), 4,53 (d, 4H, J = 5.7 Hz);

RMN de 13C (75 MHz, DMSO-d6) &: 196,3; 148,1; 124,1; 55,8; 55,0.

(223) 1,3-bis{4-[(1E)-3-hidroxi-prop-1-en-1-il]-1H-1,2,3-triazol-1-il}propan-

2-ona
HO OH
N:N O N\l}\/\/
\/\\’xN\)k,N/ 2
223

Caracteristica fisica: solido castanho;

Rendimento: 83%;

Fr: ~0,1, EtOAc/MeOH (1:1);

Faixa de fuséo: 264,4 — 265,7 °C;

IV (KBr): 1751,36; 3124,68; 3062,96 cm™*;

RMN de tH (300 MHz, DMSO-dg) 8: 8,01 (s, 2H), 6,54 (d, 2H, J=4.5), 6,42-6,45
(dt, 2H, J=4.5 Hz), 5,62 (s, 4H), 4,72 (s, 2H), 4,10 (s, 7H);

RMN de 3C (75 MHz, DMSO-d6) &: 195,6; 144,7; 132,0; 122,6; 117,3; 60,9;
55,6.

(239) 1,3-Bis(1-benzil-1H-1,2,3-triazol-4-il)benzeno

©AN3 AN = 7CUSO4/NaASC Q N N p
tBUOH/H,O (;:1) N=N N=N,
* T N _ A
ta, 17h
80%
237 238

Caracteristica fisica: sélido branco, levemente esverdeado;
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Rendimento: 88%;

Fr: ~0,6, EtOAc (100%);

Faixa de fus&o: 115,0 — 116,0 °C;

IV (KBr): 3116,97; 3062,96 cm?;

RMN de H (300 MHz, DMSO-d¢) &: 8,43 (s, 2H), 8,40 (s, 1H), 7,84 (d, 2H,
J=7.6), 7,46 (t, 1H, J=7.6), 7,42-7,33 (m, 10H), 5,69 (s, 4H);

RMN de 3C (75 MHz, DMSO-d6) é: 148,1; 137,1; 132,8; 130,2; 129,8; 129,2;
128,9; 125,7; 123,3; 121,8; 54,5.

11.3 Extracéo do cobre residual

A extracdo de cobre residual presente nos bistriazéis carbonilados foi
realizada por meio de uma extragdo liquido-liquido convencional, envolvendo
uma fase composta de solvente organico e outra com a solucdo saturada de
EDTA. O procedimento padrdo consistiu em pesar uma determinada
guantidade da amostra (30 — 40 mg) em um frasquinho de penicilina (10 mL)
e adicionar 2 mL de acetato de etila. A solugéo foi aquecida a 50 °C, em
constante agitacdo, até completa dissolugdo do sélido. O aquecimento foi
desligado e adicionaram-se 2 mL de solucdo saturada de EDTA. O sistema
foi mantido a ta e agitado, vigorosamente, por 19 horas. Na sequéncia, a
fracdo organica sobrenadante foi coletada com o uso de uma pipeta Pasteur
e lavada repetidas vezes com pequenos volumes (~1mL) de acetato de etila
para garantir total extracdo do produto. Este procedimento foi repetido por
mais trés vezes e, por fim, uma lavagem adicional com agua destilada foi
realizada, compreendendo o procedimento D de extra¢ao, descrito no capitulo
Il deste trabalho. Nao foram empregados agentes secantes, a fim de minimizar
perdas do sélido, devido a baixa solubilidade dos bistriazéis nos variados
sistemas testados. O solvente organico foi evaporado, obtendo-se o soélido
tratado, sem cobre residual, que foi direcionado para a quantificacdo do metal,
testes bioldgicos e testes como sensores metalicos.

Para a quantificagéo do cobre residual as amostras foram digeridas em

bloco digestor, dentro de tubos PTFE numa solucdo de &cido nitrico 95%,
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peroxido de hidrogénio 30% e avolumadas com agua destilada; o branco foi
preparado nas mesmas condi¢cdes reacionais. As leituras foram realizadas via
FAAS e os valores padrdes obtidos nas curvas analiticas, permitiram a

determinacao dos teores de cobre em todas as amostras estudadas.

Esquema 74. Descricdo das etapas realizadas na determinacao de cobre residual presente
no bistriazol 217

\/ TEDTA
I N:N o N:N
CuAAC PN 9 N Dph
217

i Teor de cobre residual Tratamento dos dados

Fonte: elaborado pela autora 2023

11.4 Sensores eletroquimicos

Inicialmente, os eletrodos modificados de pasta de carbono foram
preparados usando p6 de grafite (70-x%), 6leo mineral (30%) como aglutinante
e o modificante bistriazol (x%), numa relagdo m/m, denominados EBT. O
material foi pesado e homogeneizado em almofariz e pistilo durante 10 minutos,
para posterior compactacao em um tubo de PVC contendo um fio de cobre para
contato elétrico. Um eletrodo de pasta de carbono (EPC) foi montado de forma
analoga para comparacdo das respostas voltamétricas de referéncia e foi
construido apenas com de grafite em p6 (70%) e de 6leo mineral (30%)

(Esquema 75).
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Esquema 75. Sequéncia de montagem e analises eletroanaliticas do EPC e do EBT

70% R 30%
EPC Grafite em po Oleo Mineral
(70 - %)% + 30% + X%
Grafite em pd Oleo Mineral LigantesA,B,C,DeE

3t

30 ' '

S
- - SR

[
\

Fonte: elaborado pela autora

As analises foram realizadas utilizando um potenciostato/galvanostato
AutoLab modelo Autolab 100, e os dados obtidos foram tratados com o
software NOVA 2.1.6. Foi utilizada a metodologia in-situ, com as medidas
sendo feitas em uma célula eletroquimica contendo 10 mL do eletrélito suporte
composta por trés eletrodos: o EPC ou EBT como eletrodo de trabalho, um fio
de platina como eletrodo auxiliar e Ag/AgCI/KCI 3,0 mol.L* como eletrodo de
referéncia. Os parametros adotados, de acordo com ions estudado,

encontram-se no quadro abaixo.
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Quadro 1. Pardmetros adotados, para cada ion estudado, nas medidas voltamétricas

fons metalicos
Parametros
Pb* Fe?* Crb* Cd?*
Teor de
N 5,0% 5,0% 5,0% 5,0%
modificante
Eletrélito
pH 5,00 pH 3,002 pH 5,001 pH 3,002
suporte
Velocidade 60,0 mVs’ 50,0 mV s
50mv st 10,0 mV s?
de varredura 1 1
Amplitude de
100,0 mV 80,0 mV 80,0 mV 25,0 mV
pulso
Tempo de
10,0 ms 20,0 ms 20,0 ms 10,0 ms
pulso
Tempo de
. 60 s 40's 180s 210s
acumulacao
Potencial
) -09V -10V -10V -1,2V
aplicado
Concentragéo 10 ymol L 10 ymol L
da solugéo 10 ymol Lt ! L 10 pmol L

As medidas voltamétricas para a deteccdo dos metais ocorreram em
trés etapas. i) A cela eletroquimica foi submetida a um fluxo de gas nitrogénio
durante 10 minutos a fim de minimizar o oxigénio dissolvido no eletrélito
suporte; ii) a etapa de pré-concentracdo consistiu na acumulacdo do analito
na superficie do eletrodo (EPC ou EBT) a partir da aplicacdo de um potencial
de reducdo sob agitacdo magnética durante um tempo determinado de acordo
com os parametros seguidos e; iii) varredura em uma faixa de potencial no

sentido anddico ou catodico e obtengdo dos voltamogramas.
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11.5 Testes bioldgicos

11.5.1 Anti-Trypanosoma cruzi

Os bistriazéis foram testados quanto as suas atividades sobre as
formas amastigotas e tripomastigotas de Trypanosoma cruzi por meio do
método de cultivo celular, utilizando o farmaco benzonidazol ® como controle
positivo de comparacéo, seguindo as metodologias descritas a seguir:

1. Condi¢des do ensaio com a cepa Tulahuen: 37°C, 5% de COa.
Linhagem celular: L929. Cepa de T. cruzi: Tulahuen expressando beta-
galactosidase (sensivel aos medicamentos comercialmente disponiveis).
Infeccdo: 10 tripomastigotas/ célula/ 2 horas. Desenvolvimento da infeccéo: 2
dias. Tempo de contato dos compostos: 4 dias. Concentracdo de uso: diluidos
a partir da solugdo estoque no momento do ensaio. Solucdo estoque: 10
mg.mL? em DMSO. Indicador de viabilidade celular utilizado para
determinacao da citotoxicidade sobre células L929: alamarBlue®.

2. Condic¢des do ensaio com a cepa Y: 37 °C, 5% de CO2. Cepa de T.
cruzi: cepa Y (meédia resisténcia aos medicamentos comercialmente
disponiveis). Numero de tripomastigotas por po¢o: 100.000. Tempo de contato
dos compostos: 1 dia. Concentracdo de uso: diluidos a partir da solucéo
estoque no momento do ensaio. Solugdo estoque: 10 mg.mL* em DMSO.
Indicador de viabilidade celular utilizado para determinacéo da citotoxicidade:
alamarBlue®.

Os resultados foram expressos em porcentagem de reducdo das
formas amastigotas e tripomastigotas sob acdo do composto (cepa Tulahuen
de T. cruzi), concentracdo do composto que reduz o crescimento parasitario
da cepa Tulahuen em 50% (amastigotas e tripomastigotas), concentra¢éo do
composto letal para 50% dos tripomastigotas da cepa Y de T. cruzi e

concentracdo do composto que inibe a viabilidade das células L929 em 50%.
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11.5.2 Teste leishmanicida

Promastigotas axénicas de Leishmania amazonensis foram
plagueadas em placas de 96 pocos, totalizando 4 x 105 células por poco, em
meio Schneider suplementado com 50 pg.mL* de gentamicina (Sigma) e 10%
de soro fetal bovino. As promastigotas foram expostas aos compostos
testados nas concentracdes de 100, 50, 25, 12,5 e 6,25 pug.mL, um grupo foi
exposto ao diluente dos compostos, DMSO, na concentracdo mais elevada
utilizada no grupo tratado e um grupo permaneceu sem tratamento algum,
servindo de controle no experimento. As placas contendo os cultivos foram
mantidas em estufa B.O.D. a 24 °C por 44 horas. Apds o periodo de incubacéao
com os compostos, foram adicionados 20ul de alamarBlue® (Invitrogen) e
novamente colocadas em estufa, nas mesmas condi¢cdes descritas acima por
4 horas. Em seguida as placas foram lidas no espectrofotdbmetro Spectramax
340pc (Molecular Devices) sob os comprimentos de onda (A) de 570 nm e 600
nm. A viabilidade das promastigotas foi acessada por meio do calculo do
percentual de reducdo do alamarBlue® de acordo com as instrucdes
fornecidas pelo fabricante. O ICso foi calculado com auxilio do programa Prism
8.0.

11.5.3 Testes fungicidas

A avaliagéo fungicida foi realizada via parceria com a Prof.2 Dr.2 Maria
Aparecida de Resende Stoianoff, do Instituto de Ciéncias Biologicas da
UFMG. Foram utilizados os fungos de relevancia clinica: Candia albicans
ATCC 18804, Candida Krusei ATCC 20298 e Cryptococcus neoformans H99.
Os testes foram realizados seguindo a metodologia preconizada em protocolo
de referéncia para testagem de antifingicos comerciais. Os dados foram
expressos em termos de concentragao inibitéria minima (CIM) e empregaram-
se como controles positivos de comparacdo os farmacos fluconazol® e

anfotericina B®.
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