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LISTA DE SIMBOLOS E ABREVIATURAS

CUuAAC - Cicloadicéo azida-alquino catalisada por cobre (do inglés copper-catalyzed
alkyne-azide cycloaddition)

CCD - Cromatografia em Camada Delgada

UV - Luz ultravioleta

IV - Infravermelho

FTIR - Espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (do inglés
Fourier-transform infrared spectroscopy)

ATR - Reflectancia total atenuada (do inglés attenuated total reflectance)
RMN de 3C - Ressonancia Magnética Nuclear de Carbono-13
RMN de 'H - Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio
MHz - Megahertz

CDCIs - Cloroférmio deuterado

TMS - Tetrametilsilano

eV - Elétron-volt

ppm - Partes por milh&o

d - Deslocamento quimico

J - Constante de acoplamento escalar

Hz - Hertz

s - Simpleto

sap - Simpleto aparente

d - Dupleto

dap - Dupleto aparente

dd - Duplo de dupletos

t - Tripleto

td - Tripleto de dupletos

tdd - tripleto de duplo de dupletos

tap - Tripleto aparente

tt - Tripleto de tripletos

g - Quarteto

dgap - Dupleto aparente de quartetos

quint - Quinteto

ddtap - Duplo duplo tripleto aparente

sept - Septeto



m - Multipleto

v vt (ou v/V) - Volume/volume

DCM - Diclorometano

DMSO-ds - Dimetilsulfoxido deuterado

v - NUmero de onda

EM - Espectrometria de massas

DMF - Dimetilformamida

P.A. - Para Analise

Rt - Fator de retencdo

P.F. - Ponto de Fuséo

NOE - Efeito nuclear overhauser

2,4-D - Acido 2,4-diclorofenoxiacético

MAPA - Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento

DIC - Delineamento inteiramente casualizado

GSI - indice de velocidade de germinacéo

GR - Porcentagem de sementes germinadas

RG - Comprimento radicular

AG - Crescimento aéreo

MI - indice mit6tico

IGS - indice de velocidade de germinagéo

G% - Porcentagem de germinagao final

CA - Alteracdes cromossémicas

NA - Alteracfes nucleares

MNC - Micronucleo

CN - Nucleo condensado

HOMO - Orbital molecular mais alto ocupado (do inglés Highest Occupied Molecular
Orbital)

LUMO - Orbital molecular mais baixo desocupado (do inglés Lowest Unoccupied
Molecular Orbital)

DFT - Teoria do funcional da densidade (do inglés Density Functional Theory)
BDA - Meio batata-dextrose-agar

DMSO - Dimetilsulfoxido

EDso - Concentracdo do ingrediente ativo necessaria para inibir o crescimento micelial

do patégeno em 50%



EDgo - Concentragéo do ingrediente ativo necessaria para inibir o crescimento micelial
do patégeno em 90%

MEP - Potencial eletrostatico molecular (do inglés Molecular Electrostatic Potential)

p - Densidade eletronica

El - Energia de ionizagdo

EA - Afinidade eletronica

. - Eletronegatividade

ucp - Potencial quimico eletrénico

n - Dureza quimica

o - Indice de eletrofilicidade

S - Suavidade molecular

MM - Massa molecular

CLog P - Log P calculado (coeficiente de particdo octanol/agua calculado)

TPSA - Area de superficie polar topoldgica (do inglés Topological Polar Surface Area)
n-O/N - Numero de aceptores de ligacdes de hidrogénio

n-OH/NH - Niumero de doadores de ligacdes de hidrogénio

n-Rot - Niumero de ligacdes com livre rotacao



RESUMO

BARCELOQOS, F. F., D.Sc, Universidade Vila Velha - ES, fevereiro de 2022. Sintese de
Novos Compostos 1,2,3-Triaz6licos Fluorados Derivados do Glicerol e
Avaliacdo das Atividades Fitotoxica, Citogenotoxica e Fungicida. Orientador:
Prof. Dr. Rodrigo Scherer. Coorientador: Prof. Dr. Adilson Vidal Costa.

O controle de espécies fangicas e plantas daninhas na agricultura é realizado
principalmente com o uso de fungicidas e herbicidas de contato ou sistémicos. No
entanto, as preocupacdes ambientais e de saude humana e 0 aumento da resisténcia
das espécies aos agroquimicos existentes aumentaram a pressao sobre os
pesquisadores para encontrar novos compostos ativos, para o controle de fungos e
plantas daninhas, que apresentem baixa toxicidade para organismos ndo-alvo, sejam
ambientalmente seguros e possam ser aplicados em baixas concentracdes.
Descreve-se aqui a sintese de novos compostos 1,2,3-triazolicos fluorados derivados
do glicerol e a avaliagdo de suas atividades fitotoxica, citogenotéxica e fungicida.
Céalculos tedricos também foram realizados e os resultados discutidos. A partir do
glicerol, foram sintetizados em quatro etapas, por meio da reacao click, 10 derivados
1,2,3-triazdlicos fluorados (4b a 4k) e um nao fluorado (4a), com bons rendimentos
(58 a 85%). A avaliagdo destes compostos sobre a planta modelo Lactuca sativa
revelou que apresentam efeitos sobre parametros fitotoxicos e citogenotdxicos com
diferentes graus de eficiéncia. Os parametros citogenotéxicos corroboraram os dados
fitotoxicos, com observacdo de acgdes clastogénica, aneugénica e epigenética dos
compostos triazélicos nas células meristeméticas das raizes de L. sativa. J& a
avaliacao dos derivados contra o fungo Colletrotricum gloesporioides mostrou que o
composto 1-((2,2-dimetil-1,3-dioxolan-4-il)metil)-4-(2-fluorofenil)-1H-1,2,3-triazol (4d)
apresentou atividade semelhante (EDso = 59,14 ug mL?) ao fungicida comercial,
usado como padrdo, o tebuconazol (61,35 yg mL?). Conforme revelado pelos
parametros fisico-quimicos calculados, todos os derivados sintetizados, incluindo o
triazol 4d e destacando-se o triazol 4k, apresentaram caracteristicas fisico-quimicas
interessantes para fins agroquimicos. A avaliacdo da atividade fungicida desses
derivados identificou o composto triazdlico fluorado 4d sendo capaz de reduzir o
crescimento micelial de C. gloeosporioides em taxas comparaveis ao tebuconazol.
Acredita-se que tais compostos triazélicos fluorados derivados do glicerol possam ser
considerados promissores como compostos lideres a serem explorados para o
desenvolvimento de novos agentes agroquimicos, principalmente, no controle do
fungo testado, objetivando compostos com maior atividade e menor impacto ambiental
e para a saude.

Palavras chaves: triazol, triazois fluorados, reacao click, cicloadi¢do, Colletotrichum
gloeosporioides.



ABSTRACT

BARCELOQOS, F. F., D.Sc, University of Vila Velha - ES, february, 2022. Synthesis of
Novel 1,2,3-Fluorinated Triazole Compounds Derived from Glycerol and
Evaluation of Phytotoxic, Cytogenotoxic, and Fungicide Activities. Advisor: Prof.
Dr. Rodrigo Scherer. Co-advisor: Prof. Dr. Adilson Vidal Costa.

The control of fungal species in agriculture is mainly conducted with the use of contact
or systemic fungicides and herbicides. However, environmental, and human health
concerns and increased resistance of fungal species to existing agrochemicals have
increased the pressure on researchers to find new active compounds for fungal and
weed control which present low toxicity to non-target organisms, are environmentally
safe, and can be applied at very low concentrations. It is herein described the synthesis
of new glycerol-fluorinated 1,2,3-triazole derivatives and evaluation of their phytotoxic,
cytogenotoxic, and fungicide activities. Theoretical calculations were also carried out
and the results are discussed. Starting from glycerol, 10 fluorinated 1,2,3-triazole
derivatives (4b-4k) and one non-fluorinated derivative (4a) were synthesized in four
steps, through the click reaction, with good yields (58 to 85%). The assessment of
them on Lactuca sativa revealed that they present effects on phytoxic and
cytogenotoxic parameters with different degrees of efficiency. The cytogenotoxic
parameters corroborated the phytotoxic data, with observation of clastogenic,
aneugenic and epigenetic actions of triazole compounds on meristematic cells of L.
sativa roots. Evaluation of the derivatives against the fungus Colletrotricum
gloesporioides showed that compound 1-((2,2-dimethyl-1,3-dioxolan-4-yl)methyl)-4-
(2-fluorophenyl)-1H-1,2,3-triazole (4d) showed similar activity (EDso = 59.14 ug mL™1)
to the standard commercial fungicide tebuconazole (61.35 ug mL). As revealed by
the calculated physicochemical parameters, all synthesized derivatives, including
triazole 4d and highlighting triazole 4k, showed interesting physicochemical
characteristics for agrochemical purposes. The evaluation of the fungicidal activity of
these derivatives identified the fluorinated triazole 4d being able to reduce the mycelial
growth of C. gloeosporioides at rates comparable to tebuconazole. It is believed that
glycerol-fluorinated 1,2,3-triazole derivatives can be considered promising as leading
compounds to be explored for the development of new agrochemicals, mainly in the
control of the tested fungus, aiming at compounds with greater activity and less
environmental and health impact.

Keywords: triazole, fluorinated triazoles, click chemistry, cycloaddition, Colletotrichum
gloeosporioides.



CAPITULO 1 - APRESENTACAO

1.1 INTRODUCAO

O aumento da demanda global por alimentos, associado a limitada
possibilidade de incremento das areas agricolas, pode levar a uma crise alimentar
que, muito provavelmente, se intensificard no futuro (SAATH, FACHINELLO, 2018;
VIEIRA et al., 2020). Aliado a isto, as chamadas pragas agricolas (plantas daninhas,
fungos, insetos e outras doencas) reduzem a produtividade e trazem elevados
prejuizos aos agricultores (DUKE, 2012; PINTO-ZEVALLOS, ZARBIN, 2013; LI et al.,
2018).

Com relacéo as plantas daninhas, tais espécies competem com as plantas
por luz, espaco e nutrientes, afetando a qualidade das sementes, levando a reducao
no rendimento das culturas e a perdas consideraveis nas colheitas. Desse modo, o
controle de plantas daninhas torna-se um fator-chave na busca de bons rendimentos
das culturas (DUKE, 2012; BORGATI et al., 2013; BARI et al., 2020).

Neste cenario de pragas agricolas, atualmente, estdo identificadas,
aproximadamente, 120.000 espécies de fungos. Deste universo, pode-se apontar que,
aproximadamente, mil espécies demonstram ter um impacto negativo na saude
humana, na seguranca alimentar, em florestas, campos ou solos. Deste modo, a
necessidade de controle destes fungos é premente (BATISTA et al., 2006; FISHER et
al., 2012; HAWKSWORTH; LUCKING, 2017; MONK et al., 2019). A suscetibilidade as
doencas fungicas € um problema muito significativo na agricultura moderna. Estima-
se que os fungos sdo responsaveis por cerca de 65% das doencas das plantas
(FISHER et al., 2012).

Com base nisto, a sintese de compostos agroquimicos, que buscam o
controle destas pragas, com consequente aumento da produtividade agricola, se faz
necessaria. Um desafio que se apresenta é a ocorréncia de resisténcia destas pragas
frente aos diferentes herbicidas e fungicidas disponiveis, fazendo com que o controle
de plantas daninhas e fungos ainda seja um desafio para 0s pesquisadores
(PARREIRA, NEVES, ZAMBOLIM, 2009; VENCILL et al., 2012). Castroagudin e
colaboradores (2015) relataram, por exemplo, uma ampla distribuicdo de resisténcia
aos fungicidas inibidores da quinona externa (as estrobilurinas) em populacdes de
Magnaporthe oryzae, fungo causador da brusone, doenca importante nas culturas de

arroz e trigo, no centro-oeste e no sul do Brasil. Portanto, a inovacéo € essencial para
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manter a eficacia no manejo de tais pragas (DUKE, 2012; LI et al., 2016; VIEIRA et
al., 2020). A busca por novos compostos que atuem eficientemente, com alta
seletividade, em baixas dosagens, com seguranca ambiental, facilidade de uso e
viabilidade econdGmica torna-se uma importante iniciativa (JESCHKE, 2004, 2010;
WANG et al., 2010).

Para este fim, a sintese de novos compostos organicos que atuem como
herbicidas e/ou fungicidas € essencial no ramo da agroquimica. Compostos
heterociclicos tém desempenhado um importante papel na industria de agroquimicos
(QUIN, TYRELL, 2010; LAMBERTH, DINGES, 2012; LAMBERTH et al., 2013), com
anéis do tipo 1,2,3-triazélicos recebendo consideravel atencao de grupos de pesquisa
(COSTA et al.,, 2017, 2020; MARZI et al., 2022). Esta classe de compostos se
caracteriza por um anel aromatico heterociclico de cinco membros, com trés atomos
de nitrogénio (MELO et al., 2006). Tais ciclos vém sendo amplamente utilizados como
estruturas de conexdo para a sintese de novos derivados triazélicos, por serem
estaveis, quer seja sob condi¢cdes de oxidacao, reducao, degradacdo enzimatica ou
hidrélise (STRUTHERS, MINDT, SCHIBLI, 2010; MARZI et al., 2022).

Além da estabilidade, os derivados 1,2,3-triazélicos apresentam variadas
atividades biolégicas relatadas: fitotdxica, citotdxica, antifingica, antibacteriana,
antitumoral, antiprotozoaria, antimalarica, leishmanicida e antitripanossomal (AHER et
al., 2009; DOS ANJOS et al., 2009; WANG et al., 2011; AGALAVE, MAUJAN, PORE,
2011; LIMA-NETO et al., 2012; BORGATI et al., 2013; COSTA et al., 2017, 2020;
DHEER, SINGH, SHANKAR, 2017; PORTA et al.,, 2017; GAZOLLA et al., 2018;
LOPES et al., 2018; TEIXEIRA et al., 2018; DOS SANTOS et al., 2019; LIMA et al.,
2019; SOUSA et al., 2021; MARZI et al., 2022).

Na busca por novos produtos agroquimicos comerciais, observa-se um
aumento no namero de compostos que contém halogénios (flior, cloro e bromo) em
suas estruturas. Destaca-se em tais moléculas a tendéncia da presenca do atomo de
flior, mas com diferentes quantidades de atomos. Por exemplo, fungicidas,
geralmente, tém dois atomos de fllor e os compostos herbicidas, frequentemente,
contém trés ou mais atomos de flior (JESCHKE, 2010). Tal fato ndo se trata de mera
coincidéncia, pois novos herbicidas que possuem atomos de flior em sua estrutura
tém se mostrado promissores, visto que a presenca deste halogénio interfere
diretamente nas propriedades fisico-quimicas e nas potenciais atividades biologicas
(JESCHKE, 2004, 2010; MOTORNOV et al., 2017).



Neste contexto, o presente trabalho teve como objetivo a sintese de novos
compostos com potenciais atividades herbicida e fungicida, pela juncéo entre o bloco
de construcao glicerol e substratos fluorados, por meio de reacao click, utilizando o
nacleo 1,2,3-triazélico como o elo de ligacdo entre os substituintes, avaliando seu
potencial uso para esses fins.

1.2 JUSTIFICATIVA DO TRABALHO

Com o continuo aumento da populacdo mundial, a busca por tecnologias
para o aumento da producdo de alimentos se faz necessaria. Estas tecnologias
almejam minimizar ou eliminar fatores limitantes a producao agricola, como doencas,
pragas e plantas daninhas. Embora se preveja que o controle integrado usando
controles bioldgicos e abordagens biotecnolégicas comecgardo a dominar, o uso de
produtos agroquimicos ainda é a tecnologia mais difundida no mundo (RUSSELL,
2005; VIEIRA et al., 2020).

Segundo relatério da ONU, divulgado em 2017, estima-se que 200 mil
pessoas morrem anualmente no mundo, vitimas de envenenamento agudo por
pesticidas (ONU, 2017). No Brasil, entre 2007 e 2015, 84 mil pessoas sofreram
intoxicacdo apos exposicdo a pesticidas (VASCONCELOS, 2018). Varios trabalhos
publicados relacionam os efeitos agudos da exposicao a essas substancias e ao tipo
de exposicao ocupacional acerca do tema “agrotdxicos” no Brasil (JOBIM et al., 2010;
SOUZA et al., 2011; SANTANA, MOURA, NOGUEIRA, 2013; SIQUEIRA et al., 2013;
MENDEZ et al., 2016; LOPES, ALBUQUERQUE, 2018; FERNANDES et al., 2020;
RODIO, ROSSET, BRANDALIZE, 2021).

Devido a esses fatores (necessidade do uso de novos agroquimicos,
ocorréncia de resisténcia e impacto ambiental/satde da populacdo), ha uma demanda
crescente para a pesquisa e o desenvolvimento de novos compostos. Neste contexto,
os “inibidores de biossintese de esterdis” constituem o maior e mais importante grupo
de compostos ja desenvolvidos para o controle de doencas fungicas, sendo os triazois
os mais importantes (PACHECO et al., 2013; MARZI et al., 2022). Associado a isto, a
reagdo click chemistry (“reacao click”) oferece uma abordagem unica para a sintese
de moléculas contendo anéis 1,2,3-triazélicos, compostos heterociclicos que tém se
destacado com relacao as suas atividades biolégicas. Esta reacao deve-se, em parte,
a facilidade com a qual as azidas e alquinos podem ser introduzidos huma molécula

e a sua relativa estabilidade sob uma variedade de condi¢cbes (MELO et al., 2006;
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AGALAVE, MAUJAN, PORE, 2011; FREITAS et al., 2011; COSTA et al., 2017, 2020;
PICKENS et al., 2018).

Ademais, a escolha do glicerol (propano-1,2,3-triol) como alcool de partida,
para a producdo dos derivados triazolicos, se deu pela facilidade de obtencéo deste
material, um subproduto abundante no processo de producéo do biodiesel, material
cada vez mais necessario no Brasil (BEATRIZ, ARAUJO, DE LIMA, 2011). O glicerol
€ indispensavel como matéria-prima para a producao de varios produtos, tendo uma
variedade de aplica¢des: farmacos, dinamite, pasta de dente, cosméticos, tintas, etc.
(COPINI et al., 2020).

Em face ao exposto, justifica-se a busca de novas moléculas fluoradas
derivadas do glicerol contendo anel 1,2,3-triazélico, com potenciais atividades

herbicida e fungicida, a serem produzidas por meio da estratégia da reacéo click.

1.3 OBJETIVOS

1.3.1 Objetivo Geral

Sintetizar uma série de derivados triazélicos do glicerol, sendo oito triazbis
fluorados inéditos, avaliar seus potenciais efeitos fitotdxico, citogenotoxico e fungicida
e realizar calculos computacionais para determinar as propriedades eletrénicas e

fisico-quimicas dos triazois.

1.3.2 Objetivos Especificos

- Sintetizar, por meio de reacdo click, 11 compostos 1,2,3-triazolicos
derivados do glicerol (4a a 4k), sendo 10 fluorados (4b a 4k), com oito inéditos (4b,
4d a 49 e 4i a 4k);

- Caracterizar, por meio de métodos espectroscopicos, os 11 compostos
sintetizados;

- Testar, por meio de ensaios biol6gicos, os compostos triazolicos para
avaliac@o das potenciais atividades fitotoxica, citogenotoxica e fungicida;

- Realizar, por meio de DFT (Teoria do Funcional da Densidade, do inglés
Density Functional Theory), a andlise conformacional dos compostos triazélicos 4a a
4k e calcular as energias dos orbitais de fronteira HOMO e LUMO, além do gap
(diferenca) de energia entre os orbitais, e do momento dipolar (u);

- Calcular, por meio de softwares, as propriedades eletronicas: mapas de

potencial eletrostatico molecular (MEP), densidade eletrénica (p), energia de

4



ionizacao (EI), afinidade eletrénica (EA), eletronegatividade (y), potencial quimico
eletrbnico (ucp), dureza quimica (n), indice de eletrofilicidade (w) e suavidade
molecular (S), para estudo de estabilidade e reatividade quimica dos triazois;

- Determinar, por meio de pacote computacional, os valores das
propriedades fisico-quimicas: massa molecular (MM), Log P calculado (CLog P), area
de superficie polar topologica (TPSA), numero de aceptores de ligagdes de hidrogénio
(n-O/N), nimero de doadores de ligacdes de hidrogénio (n-OH/NH) e numero de
ligacdes com livre rotacdo (n-Rot), para buscar uma possivel correlacdo estrutura

quimica dos triazéis x atividade fungicida.

1.4 REFERENCIAS

AGALAVE, S. G., MAUJAN, S. R., PORE, V. S. Click Chemistry: 1,2,3-Triazoles as
pharmacophores. Chemistry - An Asian Journal, v. 6, n. 10, p. 2696-2718, 2011.

AHER, N. G., PORE, V. S., MISHRA, N. N., KUMAR, A., SHUKLA, P. K., SHARMA,
A., BHAT, M. K. Synthesis and antifungal activity of 1,2,3-triazole containing
fluconazole analogues. Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters, v. 19, n. 3, p.
759-763, 2009.

BARI, A., BALOCH, M. S., SHAH, A. N., KHAKWANI, A. A. HUSSAIN, I., IQBAL, J.,
ALI, A., BUKHARI, M. A. Application of various herbicides on controlling large and
narrow leaf weeds and their effects on physiological and agronomic traits of wheat.
Planta Daninha, v 38, p. 020202353, 2020. DOI: 10.1590/S0100-
83582020380100009. Disponivel em:
https://www.scielo.br/j/pd/a/LQfWFVSWmcVKXH7CLZWC4qB/abstract/?lang=en#.
Acesso em: 10 fev. 2021.

BATISTA, D. C., LIMA, M. A., HADDAD, F., MAFFIA, L. A, MIZUBUTI, E. S. G.
Validation of decision support systems for tomato early blight and potato late blight,
under Brazilian conditions. Crop Protection, v. 25, n. 7, p. 664-670, 2006.

BEATRIZ, A., ARAUJO, Y. J. K., LIMA, D. P. Glicerol: um breve histérico e aplicacio
em sinteses estéreos seletivas. Quimica Nova, v. 34, n. 2, p. 306-319, 2011.

BORGATI, T. F., ALVES, R. B, TEIXEIRA, R. R., FREITAS, R. P., PERDIGAO, T. G.,
SILVA, S. F., SANTOS, A. A., BASTIDAS, A. J. O. Synthesis and phytotoxic activity of
1,2,3-triazole derivatives. Journal of the Brazilian Chemical Society, v. 24, n. 6, p.
953-961, 2013.

CASTROAGUDIN, V. L., CERESINI, P. C., DE OLIVEIRA, S. C., REGES, J. T. A,,
MACIEL, J. L. N., BONATO, A. L. V., DORIGAN, A. F., MCDONALD, B. A. Resistance
to Qol fungicides is widespread in brazilian populations of the wheat blast pathogen
Magnaporthe oryzae. Phytopathology, v. 105, n. 3, p. 284-294, 2015.



COPINI, S., MICHELETTI, A. C., LIMA, D. P., GOMES, R. S., MEZA, A., BEATRIZ, A.
Synthesis and antioxidant and antimicrobial properties of B-hydroxy sulfides,
sulfoxides, and sulfones derived from cardanol and glycerol derivatives. Journal of
the Brazilian Chemical Society, v. 31, n. 12, p. 2569-2582, 2020.

COSTA, A. V., MOREIRA, L. C.,, PINTO, R. T., ALVES, T. A., SCHWAN, V. V., DE
QUEIROZ, V. T., PRACA-FONTES, M. M., TEIXEIRA, R. R., MORAIS, P. A. B,,
JUNIOR, W. C. J. Synthesis of glycerol-derived 4-alkyl-substituted 1,2,3-triazoles and
evaluation of their fungicidal, phytotoxic, and antiproliferative activities. Journal of the
Brazilian Chemical Society, v. 31, n. 4, p. 821-832, 2020.

COSTA, A. V., OLIVEIRA, M. V. L., PINTO, R. T., MOREIRA, L. C., GOMES, E. M. C,,
ALVES, T. A., PINHEIRO, P. F., QUEIROZ, V. T., VIEIRA, L. F. A., TEIXEIRA, R. R,,
JUNIOR, W. C. J. Synthesis of novel glycerol-derived 1,2,3-triazoles and evaluation of
their fungicide, phytotoxic and cytotoxic activities. Molecules, v. 22, n. 10, p. 1666-
1681, 2017.

DHEER, D., SINGH, V., SHANKAR, R. Medicinal attributes of 1,2,3-triazoles: Current
developments, Bioorganic Chemistry, v. 71, p. 30-54, 2017.

DOS ANJQOS, J. V., FILHO, R. A. W. N., NASCIMENTQO, S. C., SRIVASTAVA, R. M.,
MELO, S. J., SINOU, D. Synthesis and cytotoxic profile of glycosyl-triazole linked to
1,2,4- oxadiazole moiety at C-5 through a straight-chain carbon and oxygen atoms.
European Journal of Medicinal Chemistry, v. 44, n. 9, p. 3571-3576, 2009.

DOS SANTOS, T., COELHO, C. M., ELIAS, T. C., SIQUEIRA, F. S., NORA, E. S. S.
D., DE CAMPOS, M. M. A., DE SOUZA, G. A. P., COELHO, L. F. L., CARVALHO, D.
T. Synthesis and biological evaluation of new eugenol-derived 1,2,3-triazoles as
antimycobacterial agents. Journal of the Brazilian Chemical Society, v. 30, n. 7, p.
1425-1436, 20109.

DUKE, S.0. Why have no new herbicide modes of action appeared in recent years?
Pest Management Science, v. 68, p. 505-512, 2012.

FERNANDES, C. L. F., RAMIRES, P. F., DE MOURA, R. R., POHREN, R. S,,
VOLCAO, L. M., JUNIOR, F. M. R. S. Quais agrotoxicos estdo contaminando os solos
brasileiros? Pesquisa, Sociedade e Desenvolvimento, v. 9, n. 3, pag. €114932569,
2020. DOl: 10.33448/rsd-v9i3.25609. Disponivel em:
https://rsdjournal.org/index.php/rsd/article/view/2569. Acesso em: 17 nov. 2021.

FISHER, M. C., HENK, D. A., BRIGGS, C. J., BROWNSTEIN, J. S., MADOFF, L. C.,
MCCRAW, S. L., GURR, S. J. Emerging fungal threats to animal, plant and ecosystem
health. Nature, v. 484, p. 186-194, 2012.

FREITAS, L. B. O., RUELA, F. A, PEREIRA, G. A., ALVES, R. B., FREITAS, R. P.,
SANTOS, L. J. A reagao “click” na sintese de 1,2,3-triaz0is: aspectos quimicos e
aplicacoes. Quimica Nova, v. 34, n. 10, p. 1791-1804, 2011.

GAZOLLA, P. A.R., TEIXEIRA, R. R., DA SILVA, A. M., VAZ, B. G., VASCONCELOS,
G. A, SIQUEIRA, R. P., GONCALVES, V. H. S., PEREIRA, H. S., BRESSAN, G. C.
Sintese e avaliagéo da atividade citotoxica de derivados do eugenol contendo nucleos
1,2,3-triazdlicos. Quimica Nova, v. 41, n. 5, p. 497-506, 2018.

6



HAWKSWORTH, D. L., LUCKING, R. Fungal diversity revisited: 2.2 to 3.8 million
species.  Microbiology = Spectrum, v. 5, n. 4, FUNK-0052-2016.
https://doi.org/10.1128/microbiolspec, 2017.

JESCHKE, P. The unique role of fluorine in the design of active ingredients for 474
modern crop protection. ChemBioChem, v. 5, n. 5, p. 570-589, 2004.

JESCHKE, P. The unique role of halogen substituents in the design of modern
agrochemicals. Pest Management Science, v. 66, p. 10-27, 2010.

JOBIM, P. F. C., NUNES, L. N., GIUGLIANI, R., CRUZ, I. B. M. Existe uma associacéo
entre mortalidade por cancer e uso de agrotoxicos? Uma contribuicdo ao debate.
Ciéncia e Saude Coletiva, v. 15, n. 1, p. 277-288, 2010.

LAMBERTH, C.; DINGES, J. The significance of heterocycles for pharmaceuticals and
agrochemicals. In: LAMBERTH, C.; DINGES, J. (Eds.) Bioactive Heterocyclic
Compound Classes: Agrochemicals. Weinheim: Wiley-VCH, 2012. p. 3-20.

LAMBERTH, C., JEANMART, S., LUKSCH, T., PLANT, A. Current challenges and
trends in the discovery of agrochemicals. Science, v. 341, n. 6147, p. 742-746, 2013.

LI, Q., TAN, W., ZHANG, C., GU, G., GUO, Z. Synthesis of water soluble chitosan
derivatives with halogeno-1,2,3-triazole and their antifungal activity. International
Journal of Biological Macromolecules, v. 91, p. 623-629, 2016.

LIMA, A., TEIXEIRA, R., SILVA, B., SIQUEIRA, R., SILVA, i., SANTOS, E.,
FERNANDES, M. C., GONCALVES, V., BRESSAN, G., MENDES, T., PAULA, S.,
COSTA, A., SANTOS, M. Sintese e avaliacdo das atividades fotoprotetora, citotdéxica
e antiviral contra o zika virus de derivados triazélicos da benzofenona. Quimica Nova,
v.42,n.5, p. 473-484, 2019.

LIMA-NETO, R. G., CAVALCANTE, N. N. M., SRIVASTAVA, R. M., MENDONCA
JUNIOR, F. J. B., WANDERLEY, A. G., NEVES, R. P., DOS ANJOS, J. V. Synthesis
of 1,2,3-triazole derivatives and in vitro antifungal evaluation on Candida Strains.
Molecules, v. 17, p. 5882-5892, 2012.

LOPES, C. V. A,, ALBUQUERQUE, G. S. C. Agrotdxicos e seus impactos na saude
humana e ambiental: uma revisao sistematica. Salde Debate, Rio de Janeiro, v. 42,
n. 117, p. 518-534, 2018.

LOPES, S. M. M., NOVAIS, J. S., COSTA, D. C. S., CASTRO, H. C, FIGUEIREDO,
M. S., FERREIRA, V. F., PINHO E MELO, T. M. V. D., SILVA, F. C. Hetero-Diels-Alder
reactions of novel 3-triazolyl-nitrosoalkenes as an approach to functionalized 1,2,3-
triazoles with antibacterial profile. European Journal of Medicinal Chemistry, v. 13,
p. 1010-1020, 2018.

MARZI, M., FARJAM, M., KAZEMINEJAD, Z., SHIROUDI, A., KOUHPAYEH A,
ZARENEZHAD, E. A Recent overview of 1,2,3-triazole-containing hybrids as novel
antifungal agents: focusing on synthesis, mechanism of action, and structure-activity
relationship (SAR). Journal of Chemistry, v. 2022, Article ID 7884316, 2022.
Disponivel em: https://doi.org/10.1155/2022/7884316. Acesso em: 13 jan. 2022.



MELO, J. O. F., DONNICI, C. L., AUGUSTI, R., FERREIRA, V. F., SOUZA, M. C. B.
V., FERREIRA, M. L. G., CUNHA, A. C. Heterociclos 1,2,3-triazdlicos: historico,
métodos de preparacdo, aplicacdes e atividades farmacoldgicas. Quimica Nova, v.
29, n. 3, p. 569-579, 2006.

MENDEZ, A., NG C. A, TORRES, J. P. M., BASTOS, W., BOGDAL, C., REIS, G. A,
HUNGERBUEHLER, K. Modeling the dynamics of DDT in a remote tropical floodplain:
indications of post-ban use? Environmental Science and Pollution Research, v. 23,
n. 11, p. 10317-10334, 2015.

MONK, B. C., SAGATOVA, A. A., HOSSEINI, P., RUMA, Y. N., WILSON, R. K.,
KENIYA, M. V. Fungal lanosterol 14a-demethylase: A target for next-generation
antifungal design. Biochim Biophys Acta, Proteins Proteomics, 1868:140206,
2019.

MOTORNOV, V. A., TABOLIN, A. A.,, NOVIKOV, R. A., NELYUBINA, Y. V., IOFFE, S.
L., SMOLYAR, I. V., NENAJDENKO, V. G. Synthesis and regioselective N-2
functionalization of 4-fluoro-5-aryl-1,2,3-NH-triazoles. European Journal of Organic
Chemistry, v. 2017, n. 46, p. 6851-6860, 2017.

ONU - United Nations, Department of Economic and Social Affairs, Population Division
(2017). World Population Prospects: The 2017 Revision, Key Findings and Advance
Tables. Working Paper No. ESA/P/WP/248, 2017.

PACHECO, A. G. M., CASTILHO, M. S., LUCCHESE, A. M., PEREIRA, G.,
TARANTO, A. G. Comparative modeling studies of lanosterol 14-a demethylase of
Moniliophthora perniciosa. BBR-Biochemistry and Biotechnology Reports, v. 2, n.
4, p. 8-14, 2013.

PARREIRA, D. F., NEVES, W. S., ZAMBOLIM, L. Resisténcia de fungos a fungicidas
inibidores de quinona. Revista Tropica - Ciéncias Agrarias e Bioldgicas, v. 3, n. 2, p.
24-34, 20009.

PICKENS, C. J., JOHNSON, S. N., PRESSNALL, M. M., LEON, M. A., BERKLAND,
C. J. Practical considerations, challenges, and limitations of bioconjugation via azide-
alkyne cycloaddition. Bioconjugate Chemistry, v. 29, p. 3, p. 686-701, 2018.

PINTO-ZEVALLOS, D. M., ZARBIN. P. H. G. A Quimica na agricultura: perspectivas
para o desenvolvimento de tecnologias sustentaveis. Quimica Nova, v. 36, n. 10, p.
1509-1513, 2013.

PORTA, E. O. J., JAGER, S. N., NOCITO, I., LEPESHEVA, G. I, SERRA, E. C,,
TEKWANI, B. L., LABADIE, G. R. Antitrypanosomal and antileishmanial activity of
prenyl-1,2,3-triazoles. MedChemComm, v. 8, n. 5, p. 1015-1021, 2017.

QUIN, D. L., TYRELL, J. A. Fundamentals of Heterocyclic Chemistry - importance
in nature and in the synthesis of pharmaceuticals. Nova Jersey: John Wiley & Sons,
EUA, 2010. 344p.

RODIO, G. R., ROSSET, I. G., BRANDALIZE, A. P. C. Pesticides exposure and
consequences to human health. Research, Society and Development, [S.l.], v. 10,



n. 8, pag. e43010817526, 2021. DOI: 10.33448/rsd-v10i8.17526. Disponivel em:
https://rsdjournal.org/index.php/rsd/article/view/17526. Acesso em: 05 out. 2021.

RUSSELL, P. E. A century of fungicide evolution. Journal of Agricultural Science, v.
143, p. 11-25, 2005.

SAATH, K. C. O., FACHINELLO, A. L. Crescimento da demanda mundial de alimentos
e restricBes do fator terra no Brasil. Revista de Economia e Sociologia Rural, v. 56,
n. 2, p. 195-212, 2018.

SANTANA, V. S., MOURA, M. C. P., NOGUEIRA, F. F. Mortalidade por intoxicacéo
ocupacional relacionada a agrotéxicos, 2000-2009, Brasil. Revista de Saude Publica,
v. 47, n. 3, p. 598-606, 2013.

SIQUEIRA, D. F., MOURA, R. M., CARNEIRO, G. E., DE ARAUJO, A. J., CRUZ, S. L.
Andlise da exposicdo de trabalhadores rurais a agrotoxicos. Revista Brasileira em
Promocé&o da Saude, v. 26, n. 2, p. 182-191, 2013.

SOUSA, S. M. R, TEIXEIRA, R. R., COSTA, A. V., AGUIAR, A. R., FONSECA, V. R,,
LACERDA JR., V., ROMAO, W., OLIVEIRA, L. A. M., RIBEIRO, I. M. L., NOGUEIRA,
K. O. P. C., NASCIMENTO, C. J., JUNKER, J. Sintese de novos 1,2,3-triaz0is
inspirados no SRPIN340 e avaliagdo de seus efeitos em linhagem celular de
glioblastoma humano. Quimica Nova, v. 44, n. 10, p. 1268-1279, 2021.

SOUZA, A., MEDEIRQOS, A. R., SOUZA, A. C., WINK, M., SIQUEIRA, I|. R,,
FERREIRA, M. B. C., FERNANDES, L., HIDALGO, M. P. L., TORRES, I. L. S.
Avaliacao do impacto da exposicdo a agrotoxicos sobre a saude de populacéo rural:
Vale do Taquari, Rio Grande do Sul, Brasil. Ciéncia e Saude Coletiva, v. 16, n. 8, p.
3519- 3528, 2011.

STRUTHERS, H., MINDT, T. L., SCHIBLI, R. Metal chelating systems synthesized
using the copper(l) catalyzed azide-alkyne cycloaddition. Dalton Transactions, v. 39,
p. 675-696, 2010.

TEIXEIRA, R. R., GAZOLLA, P. A. R., DA SILVA, A. M., BORSODI, M. P. G,
BERGMANN, B. R., FERREIRA, R. S., VAZ, B. G., VASCONCELOS, G. A, LIMA, W.
P. Synthesis and leishmanicidal activity of eugenol derivatives bearing 1,2,3-triazole
functionalities. European Journal of Medicinal Chemistry, v. 146, p. 274-286, 2018.

VASCONCELOS, Y. Agrotéxicos na berlinda. Pesquisa FAPESP, Ano 19, n. 271, p.
18-24, 2018.

VENCILL, W. K., NICHOLS, R. L.; WEBSTER, T. M.; SOTERES, J. K.; MALLORY-
SMITH, C.; BURGOS, N. R. Herbicide resistance: toward an understanding of
resistance development and the impact of herbicide-resistant crops. Weed Science,
v. 60, p. 2-30, 2012.

VIEIRA, M. S. T. C., DORNELLES, R. J., ARAUJO, J. F., OLIVEIRA, L. M. S. R,,
SANTOS, V. M. L.; SILVA, M. A. V. Cap. 1 - A revolucédo agricola do século XIX até
meados do século XX. In: REIS, A. H., ARAUJO, J. F., OLIVEIRA, L. M. S. R. (Orgs.)
Agroecologia e Territorialidades: do estado da arte aos desafios do século XXI.
Juazeiro - BA: UNIVASF, 2020. p. 19-33.



WANG, W., WANG, S., LIU, Y., DONG, G., CAOQ, Y., MIAO, Z., SHENG, C. Novel
conformationally restricted triazole derivatives with potent antifungal activity.
European Journal of Medicinal Chemistry, v. 45, n. 12, p. 6020-6026, 2010.

WANG, J., TAN, H., LI, Y., MA, Y., LI, Z., GUDDAT, L. W. Chemical synthesis, in vitro
acetohydroxyacid synthase (AHAS) inhibition, herbicidal activity, and computational
studies of isatin derivatives, Journal of Agriculture and Food Chemistry, v. 59, n.
18, p. 9892-9900, 2011.

10



CAPITULO 2 - SINTESE DE NOVOS COMPOSTOS 1,2,3-TRIAZOLICOS
FLUORADOS DERIVADOS DO GLICEROL

2.1 INTRODUCAO

Os compostos heterociclicos, ou seja, compostos que possuem atomos
diferentes de carbono em estruturas ciclicas (anéis), sdo abundantes, ocupando lugar
de destaque nos produtos naturais, por exemplo. Mais de 67% dos compostos listados
no Comprehensive Medicinal Chemistry (CMC) contém anéis heterociclicos, quer de
origem natural, quer sintéticos, e tais compostos, muitas vezes, apresentam
importantes atividades biologicas (BUR, PADWA, 2004).

Na busca por novos compostos com potenciais atividades bioldgicas, os
heterociclos nitrogenados, contendo um ou mais atomos de nitrogénio, tem-se
destacado, apresentando ampla aplicabilidade tanto na area de farmacos, quanto de
agroquimicos e de materiais (MELO et al., 2006; POLSHETTIWAR, VARMA, 2008).
Dentre os heterociclos nitrogenados, destacam-se os nucleos 1,2,3-triazdlicos, anéis
de cinco membros, contendo trés &tomos de nitrogénio ligados entre si. Este tipo de
heterociclo é exclusivamente de origem sintética (MELO et al., 2006; FREITAS et al.,
2011) e tem sido estudado para variadas atividades bioldgicas.

O principal método sintético para a formacdo destes esqueletos 1,2,3-
triazélicos € a reacdo de cicloadicdo 1,3-dipolar envolvendo azidas organicas e
alquinos, em uma reacdo denominada de “quimica click’, ou reacao click
(STRUTHERS, MINDT, SCHIBLI, 2010; FREITAS et al., 2011).

Deste modo, neste capitulo faz-se a revisdo de literatura e descreve-se a
sintese e a caracteriza¢do de 11 compostos 1,2,3-triazélicos fluorados, sendo oito
inéditos, utilizando a reacéo click, tendo como material de partida o glicerol (propano-
1-2,3-triol).

2.2 REVISAO DE LITERATURA

Na pesquisa e no desenvolvimento de novos produtos farmacéuticos e/ou
agroquimicos, a utilizacdo de compostos heterociclicos tem papel destacado
(LAMBERTH, DINGES, 2012; LAMBERTH et al., 2013; HAQUE et al., 2017). A porcao
heterociclica de uma molécula pode produzir efeito benéfico em termos das suas

propriedades fisico-quimicas, conferindo lipofilicidade e solubilidade, ideais para
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absorcéo e biodisponibilidade. Adicionalmente, a insercéo de halogénios (Fluor, Cloro
ou Bromo) nos heterociclos, gerando compostos heterociclicos halogenados, tem sido
amplamente utilizada para a fabricacdo de produtos farmacéuticos, pesticidas e
corantes (JESCHKE, 2004, 2010). Estes compostos sdo, geralmente, mais polares e,
consequentemente, se dispersam mais facilmente (WANG et al., 2010; BORGATI et
al., 2013).

Na natureza, destacam-se os heterociclos nitrogenados, tanto em termos
de abundancia, quanto em termos de relevancia biolégica, pois compBem as
estruturas de diversos produtos naturais, como vitaminas, alcaloides, hormoénios e
antibioticos, além de estarem presentes em farmacos e herbicidas. Algumas das
atividades biologicas relatadas na literatura para esses compostos sao: antitumoral,
antifangica, antibacteriana, antifilariose, antimalérica, inibidora da HIV integrase,
antituberculose e herbicida, conforme mostra a Figura 2.1 (MELO et al., 2006;
BORGATI et al., 2013; DHEER, SINGH, SHANKAR, 2017).
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Figura 2.1 - Exemplos de heterociclos nitrogenados farmacologicamente ativos. 1)
Anti-hipertensiva (losartan); 2) Antiviral (ribavirina); 3) Antitumoral (carbamato de
fluorouracila); 4) Antifungica (fluconazol); 5) Anti-inflamatoria e analgésica (dipirona);
6) Antiprotozoaria (metronidazol); 7) Inibidora da B-lactamase (tazobactama sodica);
8) Antimicrobiana (benzilpenicilina).

(Fonte: MELO et al., 2006).
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Os compostos triazélicos encontram-se entre 0s sistemas heterociclicos
mais estudados e se constituem em estruturas que contém trés atomos de Nitrogénio
(dai o prefixo “tri”) em um ciclo. Os triazois sdo substancias heteroaromaticas
(apresentam seis elétrons ©t) e podem apresentar dois arranjos envolvendo os atomos
de Nitrogénio, existindo o anel 1,2,3-triazolico e o anel 1,2,4-triazélico (Figura 2.2)
(MELO et al., 2006).

H

N | N 32y
NN 1 N
T T W

o 1 3 4 N

5 4 \\ // N=— 5 H/ 5

1H-1,2,3-Triazol 5 4 11 2 4-Tii .
oM 2 aTiaze T dd-Tiazol 4H-1,2,4-Triazol

Figura 2.2 - Estrutura dos 1,2,3- e 1,2,4-triazdis.
(Fonte: MELO et al., 2006).

Os triazdis possuem um vasto campo de aplicac¢des, incluindo o uso como
explosivos, farmacos e agroquimicos. Inimeras atividades biolégicas tém sido
relatadas, principalmente, contendo o anel 1,2,4-triazdlico, considerado um grupo
farmacoforico: atividades antibacteriana, antifingica, antitumoral, sedativa e
estimulante do sistema nervoso central (AHER et al., 2009; BORGATI et al., 2013).
Os compostos contendo o anel 1,2,3-triazélico também tém se destacado em estudos
de quimica medicinal (LESSA, 2021), apresentando bioisosterismo com o0 grupo
amida, ou seja, é capaz de apresentar propriedades fisico-quimicas semelhantes ao
grupo amida e, deste modo, apresentar atividades biologicas similares, podendo
melhorar alguns aspectos de solubilidade e toxicidade, por exemplo, e otimizar uma
possivel interacdo com um sitio especifico (KOLB, FINN, SHARPLESS, 2001; LESSA,
2021).

2.2.1 Sintese de Compostos 1,2,3-Triazélicos

O heterociclo 1,2,3-triazol é de origem exclusivamente sintética, nao
ocorrendo na natureza. A primeira sintese deste tipo de heterociclo foi proposta por
Pechmann, um assistente da Bayer, em 1888, que tratou bis-fenil-hidrazonas com
acido nitrico, a quente, produzindo 2-aril-1,2,3-2H-triazois (Figura 2.3) (MELO et al.,
2006).
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Figura 2.3 - 12 Sintese de 1,2,3-triazois: Sintese de Pechmann a partir de bis-fenil-

hidrazonas.
(Fonte: MELO et al., 2006).

Os derivados 1,2,3-triazolicos, atualmente, podem ser sintetizados por
diversas rotas sintéticas classicas ou mais recentes. Para a obtencdo deste
heterociclo, um dos métodos classicos foi o desenvolvido em 1967, por Huisgen, que
€ a chamada cicloadi¢ao térmica 1,3-dipolar, reacdo que envolve azidas organicas e
alquinos terminais ou internos (HUISGEN, 1963a; 1963b). Esta reacéo, quando foi
criada, apesar de bem-sucedida, apresentava dois problemas principais: necessidade
de longos tempos reacionais e de altas temperaturas. Além disso, de maneira geral,
apresentava baixos rendimentos e ocorria a formacao de mistura de regioisémeros
triazélicos 1,4 e 1,5-dissubstituidos, caso fossem utilizados alquinos assimétricos
(Figura 2.4) (AHER et al., 2009; FREITAS et al., 2011).

N

1 X

® O N 2N

N=N-N-R' + — r2 _a , R—N Nﬁ + RN "N
R? R?

Figura 2.4 - Regioisébmeros obtidos via cicloadicdo térmica [3+2] classica de Huisgen.
(Fonte: FREITAS et al., 2011).

Em 2002, dois grupos independentes, um chefiado por Sharpless e outro
por Meldal, relataram uma proposta de cicloadicdo, também envolvendo azidas e
alquinos terminais, mas catalisada por Cobre (1), estratégia que levou a uma melhora
dramatica no resultado da reacao, tanto no tempo quanto na regiosseletividade, além
de ser efetuada em condi¢des brandas, fornecendo, com bons rendimentos, anéis
1,2,3-triazdlicos 1,4-dissubstituidos (STRUTHERS, MINDT, SCHIBLI, 2010). A Figura

2.5 faz uma comparacao entre as condi¢cdes reacionais e os resultados obtidos.
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Figura 2.5 - Comparacéao de reacgdes de cicloadicdo entre alquinos e azidas terminais.
(A) cicloadicdo de Huisgen - sob condi¢cbes térmicas: produz misturas de isbmeros;
(B) Catalise com Cu (I): resulta na formacdo exclusiva de 1,2,3-triazois 1,4-
dissubstituidos. (R1 e R2 representam dois componentes quimicos ou bioquimicos de

interesse a serem conectados por um ligante triazol estavel).
(Fonte: STRUTHERS, MINDT, SCHIBLI, 2010)

Estas mudancas nas caracteristicas desta cicloadicdo alquino/azida,
catalisada pela presenca de cobre (l), associada a sua versatilidade, tornaram-na uma
das reacGes mais utilizadas por grupos de pesquisa em estratégias de sintese de
1,2,3-triazéis 1,4-dissubstituidos (COSTA et al., 2017; 2020), e fez desta reagdo o
protétipo da chamada quimica “click”, gerando uma nova denominagao, uma “classe”,
para esta reacdo, que passou a ser chamada de reacado “click” (Figura 2.6)
(STRUTHERS; MINDT; SCHIBLI, 2010; FREITAS et al., 2011; DUBEY et al., 2015).

o 4 Cu () R1—N/N\\N
N=N—-N-R + =— R2 2",

Figura 2.6 - A reagao “click”.
(Fonte: FREITAS et al., 2011).

Existem caracteristicas para que uma reacdo possa ser definida como
reacao click. A reacdo deve ser rapida, estereoespecifica e produzir produtos
secundarios inofensivos, do ponto de vista de salude e ambiental (KOLB, FINN,
SHARPLESS, 2001; FREITAS et al.,, 2011). Desta forma, segundo Kolb, Finn e
Sharpless, uma reacéo click deve ser realizada sem solventes ou que estes sejam
atoxicos e inofensivos, utilizar materiais de partida estaveis e de simples obtencéo e
nao necessitar, por exemplo, de cuidados especiais, como, por exemplo, a reacao
pode ser realizada em meio aquoso, o que € um grande diferencial. O objetivo da

proposicdo destas carateristicas, por parte dos autores, estava associado ao uso de
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reacfes simples como estratégia para a obtencéo de bibliotecas de compostos a
serem testados, tanto na area farmacéutica, quanto na de materiais (KOLB, FINN,
SHARPLESS, 2001). No artigo original, os autores descrevem uma série de reacdes
cldssicas em quimica organica que poderiam se enquadrar nesta categoria de reacéo
click.

Uma outra vantagem desta reacéo € que alquinos e azidas sédo geralmente
faceis de se adquirir e tendem a ser pouco reativos com a maioria dos outros grupos
funcionais comuns em quimica organica, eliminando a necessidade de proteger a
quimica do grupo. Além disso, esta reacao é eficiente em uma gama de solventes,
tanto em agua, quanto em solventes organicos, com seletividade e rendimentos muito
bons, facilitando o isolamento e a purificacdo do produto 1,2,3-triazélico obtido. E, em
adicdo, o proprio derivado 1,2,3-triazdlico é bastante estavel e praticamente inerte a
oxidacao, reducao e hidrolise (STRUTHERS; MINDT; SCHIBLI, 2010; FREITAS et al.,
2011).

Com todas estas caracteristicas, a reagao click apresenta alta versatilidade
e uma infinidade de aplicacdes em sintese, quimica medicinal, biologia molecular e
ciéncia dos materiais. InUmeros trabalhos buscando a sintese de novos compostos
1,2,3-triazdlicos tém utilizado a reacao click com sucesso (COSTA et al., 2017, 2020;
GAZOLLA et al., 2018; TEIXEIRA et al., 2018; DE OLIVEIRA et al., 2019),

Na reacdo click ndo ha a adicao direta de uma espécie de cobre (I). Na
verdade, o sulfato de cobre penta-hidratado (CuS04.5H20) € utilizado como fonte de
cobre (Il) e o sal ascorbato de sddio é utilizado como agente redutor. Desta forma, a
espécie catalitica Cu (l) é gerada in situ (DIEZ-GONZALES, 2011). Por isto, este
esquema reacional também é chamado de cicloadicdo azida-alquino catalisada por
cobre (CUAAC, do inglés Copper-catalyzed Alkyne-Azide Cycloaddition) (FREITAS et
al., 2011).

Mecanismos envolvendo metais, de maneira geral, apresentam dificuldade
para elucidacao e isto ocorre com o mecanismo dessa reacdo CuAAC. Vérios estudos
tedricos e experimentais (RODIONOV, FOKIN, FINN et al., 2005; LUNDBERG et al.,
2008; MELDAL, TORN@E, 2008; HEIN, FOKIN, 2010; ARAGAO-LEONETI et al.,
2010; WORRELL, MALIK, FOKIN, 2013) tém buscado uma proposta mecanistica.
Marzi e colaboradores (2022), recentemente, propuseram um mecanismo para esta
reacao click-CuAAC, no qual se observa a necessidade da presenca de dois atomos

de cobre nesta cicloadicdo catalitica (Figura 2.7).
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Figura 2.7 - Mecanismo da cicloadicdo azida-alquino catalisada por cobre (CuAAC) -

reacao click.
(Fonte: MARZI et al., 2022)

Com base nesta versatilidade e relativa facilidade da reacdo click,
associado ao sucesso do uso em inumeros trabalhos objetivando a sintese de
compostos 1,2,3-triazolicos 1,4-dissubstituidos, esta metodologia foi utilizada neste
trabalho.

Por fim, para a sintese dos triazéis, definiu-se o glicerol como material de
partida. Este composto é um alcool que contém trés carbonos e trés hidroxilas
vizinhas, sendo denominado oficialmente como propano-1,2,3-triol (Figura 2.8) e
tendo o nome comercial de glicerina (PEITER et al., 2016). Esta substancia é obtida
em larga escala, no Brasil, na producdo do biodiesel, sendo muito utilizado nas
industrias quimica e farmacéutica (BEATRIZ, ARAUJO, LIMA, 2011). Esta alta
producéo de glicerol acaba gerando um problema para a producao de biodiesel, pois
este volume “extra” de glicerol tem que ser destinado para algum setor ou ser
armazenado. Nesse cenario, tem-se buscado desenvolver usos alternativos para
consumir esta quantidade adicional de glicerol produzida (MONTEIRO et al., 2018).
Neste contexto, varios trabalhos tém aproveitado a abundancia de glicerol e utilizado
como material de partida para a producado de compostos triazélicos, o que enfatiza a
escolha do glicerol como material de partida (BEATRIZ, ARAUJO, LIMA, 2011;
COSTA et al., 2017, 2020; COPINI et al., 2020; SILVA et al., 2020).
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Figura 2.8 - Estrutura do glicerol (propano-1,2,3-triol).

2.3 MATERIAL E METODOS

2.3.1 Generalidades Metodoldgicas

Os solventes e reagentes de grau de pureza (sulfato de cobre penta-
hidratado, ascorbato de so6dio, azida de sédio, acido p-toluenossulfénico e piridina)
foram adquiridos da Vetec (Rio de Janeiro, Brasil), sendo utilizados conforme
recebidos do fornecedor. Ja os alquinos terminais foram adquiridos da Sigma-Aldrich
(St. Louis, MO, EUA) e usados conforme recebidos do fornecedor. O progresso das
reagOes foi monitorado por cromatografia em camada delgada (CCD), utilizando
placas de aluminio pré-revestidas de silica-gel (Macherey-Nagel), usando diferentes
sistemas de solventes. As placas de CCD foram visualizadas usando solucdo de
permanganato de potassio, solucdo de acido fosfomolibdico e/ou luz ultravioleta (UV)
(A = 254 nm). Para a purificacéo, realizou-se cromatografia em coluna, usando silica
gel 60 (63-200 um). Os espectros no infravermelho (IV) foram obtidos por
transformada de Fourier (FTIR) em espectrdmetro Bruker modelo Tensor 27 (Bruker,
Karlsruhe, Alemanha), utilizando reflectancia total atenuada (ATR), com varredura de
4.000 a 500 cm™. Os espectros de RMN de 'H e 3C foram registrados em um
instrumento Varian Mercury 400 (Varian, Palo Alto, CA, EUA), a 400 MHz para 'H e
100 MHz para 3C, usando cloroférmio deuterado (CDCIl3s) como solvente e
tetrametilsilano (TMS) como padréo interno. As atribuicdes dos sinais presentes nos
espectros de RMN foram realizadas com base na literatura. Os espectros de massa
foram registrados em um aparelho Shimadzu GCMS-QPPIlus 2010 (Shimadzu, Kyoto,
Japéo), sob condi¢bes de ionizacao eletrénica (70 eV), no modo de ion positivo. Os
pontos de fusdo foram determinados com o equipamento Marconi MA 381 (Marconi,
Séo Paulo, Brasil) e ndo foram corrigidos.

Os dados dos espectros de RMN de 'H sdo apresentados da seguinte
forma: deslocamento quimico (&), em ppm, multiplicidade, nimero de hidrogénios e

valores constantes de acoplamento escalar (J), em Hertz (Hz). As multiplicidades sao
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indicadas pelas seguintes abreviaturas: s (simpleto), sap (simpleto aparente), d
(dupleto), dap (dupleto aparente), dd (duplo de dupletos), td (tripleto de dupletos), tdd
(tripleto de duplo de dupletos), t (tripleto), tap (tripleto aparente), tt (tripleto de tripletos),
g (quarteto), dgap (dupleto aparente de quartetos), quint (quinteto), sept (septeto) e m
(multipleto).

2.3.2 Procedimentos Sintéticos

2.3.2.1 Sintese do (2,2-dimetil-1,3-dioxolan-4-il)metanol (1)

Em um baldo de fundo redondo foram adicionados 100 mL de glicerol (1,36
mol), 100 mL de acetona (1,36 mol), 0,2 g de acido p-toluenossulfénico (1,16 mmol) e
10 g de sulfato de cobre penta-hidratado (62,65 mmol). A mistura foi mantida sob
agitacdo magnética, durante dois dias. A evolucdo da reacdo foi acompanhada por
CCD (eluente: hexanoléter etilico 2:1 v/v; revelador: acido fosfomolibdico em etanol).
Apods o término da reacdo, filtrou-se a mistura reacional e obteve-se um liquido
viscoso. Esta solugéo foi concentrada em rotaevaporador e, em seguida, o produto foi
purificado em coluna de silica (eluente: hexano/acetato de etila 3:1 v/v), sendo o
solvente removido em rotaevaporador, obtendo-se 20,0 g do (2,2-dimetil-1,3-dioxolan-

4-il)metanol (composto 1), um rendimento de 63%.

H3C
’ 7¢Lo
O
WOH

Composto (1)
Caracteristica: liquido incolor.
CCD: Rt = 0,35 (hexano/acetato de etila 3:1 v/v).
FTIR (v,cm): 3.385 (OH), 2.937 (C-H, sp?), 1.372 (C-0), 1.213 (C-0), 1.156 (C-O).
O espectro é apresentado na Figura 2.12 (p. 36).
RMN de 'H (400 MHz, CDClzs) &: 1,27 (s, 3H, CHzs), 1,33 (s, 3H, CHz), 2,99 (sl, 1H,
OH), 3,49 (dd, 1H, J1 = 11,5 Hz; J> = 5,2 Hz, H-3a ou H-3b), 3,58 (dd, 1H, J1 =115
Hz; J> = 4,2 Hz, H-3a ou H-3b), 3,66 (dd, 1H, J1 = 8,2 Hz; J> = 6,6 Hz, H-1a ou H-1b),
3,94 (dd, 1H, J1 = 8,2 Hz; J2 = 6,6 Hz, H-1a ou H-1b), 4,09-4,16 (quint, 1H, H2). O
espectro é apresentado na Figura 2.13 (p. 37).
RMN de 3C (100 MHz, CDCIs) &: 25,0 (CHz), 26,4 (CHs), 62,8 (C-3), 65,6 (C-1), 76,0
(C-2), 109,1 (C-4). O espectro € apresentado na Figura 2.14 (p. 38).
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EM (m/z, %): 117 ([M-15]+, 38), 101 (22), 72 (10), 57 (25), 43 (100), 31 (12). O

espectro é apresentado na Figura 2.15 (p. 38).

2.3.2.2 Sintese do p-toluenossulfonato de (2,2-dimetil-1,3-dioxolan-4-il)metila (2)

Em um baldo de fundo redondo foram adicionados 12,52 g do composto 1
(98,48 mmol) e 50 mL de piridina (640 mmol). A mistura foi mantida sob agitacdo
magnética por 20 minutos e, em seguida, foram adicionados 27,0 g de cloreto de tosila
(142,2 mmol) dissolvido em 10 mL de diclorometano seco, tornando a solugéao
amarelada. Esta solucéo foi mantida sob agitacdo magnética, em banho de gelo, por
duas horas. A evolucdo da reacdo foi acompanhada por CCD (eluente:
hexano/acetato de etila 3:1 v/v; revelador. acido fosfomolibdico em etanol).
Acrescentou-se diclorometano e agua a mistura reacional e as fases foram separadas.
Lavou-se a fase organica varias vezes com HCI 1,0 mol L, secou-se com sulfato de
sédio anidro, filtrou-se e concentrou-se o material em rotaevaporador. O produto foi
purificado em coluna de silica (eluente: hexano/acetato de etila 3:1 v/v) e o solvente
foi removido em rotaevaporador, fornecendo o p-toluenossulfonato de (2,2-dimetil-1,3-
dioxolan-4-il)metila (composto 2), com rendimento de 75%.

CHs
H
SC\/ITO o) 2 3
OQ\/O\II " 5
e alias
(@) '

Composto (2)
Caracteristica: liquido incolor.
CCD: Rt = 0,89 (hexano/acetato de etila 3:1 v/v).
FTIR (v,cm™): 2.995 (C-H sp?), 2.985 (C-H sp?), 1.600 (C=C), 1.365 (C-0), 1.265 (C-
0), 1.176 (S=0), 978 (S-0). O espectro € apresentado na Figura 2.19 (p. 41).
RMN de 'H (400 MHz, CDClzs) &: 1,30 (s, 3H, CHs3), 1,33 (s, 3H, CH3), 2,45 (s, 3H, tosil-
CHs), 3,76 (dd, 1H, J1=8,8 Hz; J>=5,2 Hz, H-1a ou H-1b), 3,93 - 4,04 (m, 3H, H-1a/H-
1b/H-3b ou H3a), 4,23 - 4,31 (quint, 1H, H2), 7,34 (d, 2H, Joro = 8,2 Hz, H-3'/H-5"),
7,79 (d, 2H, Joro = 8,2 Hz, H-2'/H-6"); O espectro é apresentado na Figura 2.20 (p.
42).
RMN de 3C (100 MHz, CDClz) &: 21,6 (CHs-tosil), 25,1 (CHs), 26,6 (CHs), 66,1 (C-1),
69,4 (C-3), 72,8 (C-2), 110,0 (C-4), 127,9 (C-3'/C-5"), 129,8 (C-2/C-6"), 132,4 (C-4"),
145,0 (C-1°). O espectro € apresentado na Figura 2.21 (pg. 43).
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EM (m/z, %): 271 ([M-15]+, 90), 173 (10), 155 (76), 101 (86), 91 (89), 65 (24), 59 (10),
43 (100), 31 (4). O espectro é apresentado na Figura 2.22 (p. 43).

2.3.2.3 Sintese de 4-(azidometil)-2,2-dimetil-1,3-dioxolano (3)

Em um baldo de fundo redondo foram adicionados 0,9 g do composto 2
(3,15 mmol), 1,0 g de azida de sodio (NaNs - 15,73 mmol) e 3,0 mL de
dimetilformamida (DMF). A mistura reacional foi mantida sob refluxo (120 °C), em
agitacdo magnética, por oito horas. Apds o termino da reagdo, o material foi filtrado,
fornecendo um liquido amarelado. Em seguida, adicionou-se acetato de etila e 4gua
e fez-se a extracdo. Este procedimento foi repetido trés vezes. As fases organicas
foram reunidas, secou-se com sulfato de sodio anidro e filtrou-se, obtendo-se um
liguido amarelo. Esta solucdo foi concentrada em rotaevaporador e, em seguida, o
produto foi purificado em coluna de silica (eluente: éter etilico/diclorometano 10:1 v/v),
sendo o solvente removido em rotaevaporador, fornecendo o 4-(azidometil)-2,2-

dimetil-1,3-dioxolano (composto 3), com rendimento de 93%.

Composto (3)
Caracteristica: liquido amarelo.
CCD: Rf= 0,51 (éter etilico/diclorometano 10:1 v/v).
FTIR (v, cm™): 2.932 (C-H sp3), 2.102 (N=N), 1.662 (C=0, DMF), 1.386 (C-N), 1.244
(C-0), 1.091 (C-0O). O espectro é apresentado na Figura 2.26 (p. 46).
RMN de *H (400 MHz, CDClzs) &: 1,32 (s, 3H, CHzs), 1,42 (s, 3H, CHa), 3,24 (dd, 1H, J;
= 12,6 Hz; J>=5,4 Hz, H-3a ou H-3b), 3,35 (dd, 1H, J1 = 12,6 Hz; J>= 4,7 Hz, H-3a ou
H-3b), 3,72 (dd, 1H, J1=8,5 Hz; J>=5,7 Hz, H-1a ou H-1b), 4,00 (dd, 1H, J1 = 8,5 Hz;
J2=6,3 Hz, H-1a ou H-1b), 4,19 - 4,26 (quint, 1H, H2). O espectro € apresentado na
Figura 2.27 (p. 47).
RMN de 13C (100 MHz, CDCIs) 6: 25,4 (CHzs), 26,6 (CHs), 53,0 (C-3), 66,7 (C-1), 74,7
(C-2), 110,2 (C-4). O espectro € apresentado na Figura 2.28 (p. 48).
EM (m/z, %): 142 ([M-15]+, 39), 101 (61), 83 (4), 72 (10), 59 (12), 43 (100), 31 (5). O
espectro é apresentado na Figura 2.29 (p. 49).
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2.3.2.4 Sintese dos compostos 1,2,3-triazélicos fluorados 4a a 4k derivados do
glicerol - reacdes de cicloadicdo azida-alquino catalisada por cobre (I)

O segquinte procedimento geral foi utilizado na preparacdo dos compostos
1,2,3-triazdlicos fluorados 4a a 4k derivados do glicerol. Em um baldo de fundo
redondo foram adicionados o composto 3 (azida organica - 1,50 equivalente), o
alquino terminal (1,00 equivalente de cada), 1 mL de solu¢cdo de CuS04.5H20 0,1 mol
Lt (0,096 mmol), 0,060 g de ascorbato de sédio (0,288 mmol) e 12 mL de solucéo
aquosa de alcool terc-butilico (1:1 v/v). A mistura reacional foi mantida sob agitacao
magnética a 50 °C, por oito horas. Ap6s o término da reacéo, verificado via CCD,
foram adicionados 10 mL de agua destilada e fez-se extracdo com diclorometano (3 x
20 mL). Os extratos organicos foram combinados, a fase organica foi secada com
sulfato de soédio anidro, filtrada e a solugcdo produzida foi concentrada em
rotaevaporador. Os produtos brutos foram purificados em coluna de silica gel eluida
com acetato de etila-metanol (9:1 v/v) e o solvente foi removido em rotaevaporador,
produzindo os triazois (4a - 4k), com rendimentos de 58 a 85% (Tabela 2.1, p. 34).
As estruturas dos 11 compostos triazélicos (4a a 4k) foram confirmadas pelos dados

a sequir.

- Sintese do 1-((2,2-dimetil-1,3-dioxolan-4-il)metil)-4-fenil-1H-1,2,3-triazol (4a)

~}o

O

N\

\N:N

(4a)

Sdlido branco, preparado com 83% de rendimento a partir da reacdo entre o
fenilacetileno (1,50 g, 14,7 mmol) e a azida organica 3 (1,50 g, 9,60 mmol).

P.F. 120-123 °C.

CCD: Rt = 0,57 (éter etilico/diclorometano 10:1 v/v).

FTIR (v,cm™): 3.145, 2.992, 2.923, 2.853, 1.607, 1.484, 1.461, 1.438, 1.373, 1.262,
1.224,1.202, 1.166, 1.115, 1.063, 1.041, 970, 883, 833, 767, 699.

RMN de H (400 MHz, CDCls) &: 1,32 (s, 3H, CH3'), 1,36 (s, 3H, CH3"), 3,74 (dd, 1H,
J1 = 8,8 Hz; J2 = 6,0 Hz, Ha-11), 4,09 (dd, 1H, J1 = 8,8 Hz; J2 = 6,4 Hz, Hb-11), 4,40-
4,50 (m, 2H, Ha-9/H-10), 4,55 (dd, 1H, J1 = 12,8 Hz; J2 = 2,8, Hb-9), 7,29 (tt, 1H, J1 =
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8,0 Hz; J2 = 1,2 Hz, H-4), 7,37-7,41 (m, 2H, H-3/H-5), 7,80 (dd, 2H, J: = 8,0 Hz; J> =
1,2 Hz, H-2/H-6), 7,87 (s, 1H, H-8).

RMN de 13C (100 MHz, CDCl3) §: 25,1(CH3"), 26.6 (CH3"), 52,2 (C-9), 66,3 (C-11), 74,0
(C-10), 110,2 (C-12), 120,9 (C-8), 125,6 (C-2/C-6), 128,0 (C4), 128,8 (C-3/C-5), 130,5
(C-1), 147,7 (C-7).

EM (m/z, %): 259 ([M]+, 19), 244 ([M-15]+, 16), 144 (18), 127 (18), 116 (25), 99 (33),
85 (56), 71 (70), 57 (100), 43 (79), 41 (29), 32 (11).

- Sintese do 1-((2,2-dimetil-1,3-dioxolan-4-il)metil)-4-(3-fluorofenil)-1H-1,2,3-triazol

(4b)
7Lo

)

NT S F
\N_—;N
(4b)

Sdlido branco, preparado com 70% de rendimento a partir da reacéo entre o 1-etinil-
3-fluorobenzeno (1,70 g, 14,2 mmol) e a azida organica 3 (1,50 g, 9,60 mmol).

P.F. 88-91 °C.

CCD: Rf= 0,60 (éter etilico/diclorometano 10:1 v/v).

FTIR (v,cm™): 3.099, 2.992, 1.620, 1.590, 1.484, 1.465, 1.444, 1.372, 1.293, 1.225,
1.202, 1.149, 1.115, 1.055, 1.026, 969, 865, 835, 755, 687.

RMN de 'H (400 MHz, CDCls) &: 1,33 (s, 3H, CH3'), 1,38 (s, 3H, CHs"), 3,75 (dd, 1H,
J1 = 8,8 Hz; J2 = 6,0 Hz, Ha-11), 4,12 (dd, 1H, J1 = 8,8 Hz ; J2 = 6,4 Hz, Hb-11), 4,42-
4,51 (m, 2H, Ha-9/H-10), 4,58 (dd, 1H, J1 = 12,6 Hz ; J2 = 2,6, Hb-9), 6,99 (tdd, 1H, J1
= 8,5 Hz, J> = 2,5 Hz; J3 = 0,8 Hz, H-4), 7,33-7,38 (m, 1H, H-6), 7,51-7,59 (m, 2H, H-
2/H-5), 7,90 (s, 1H, H-8).

RMN de 3C (100 MHz, CDClIs) &: 25,1 (CH3'), 26,6 (CHs"), 52,3 (C-9), 66,3 (C-11),
74,0 (C-10), 110,2 (C-12), 112,6 (d, Jcr = 22,0 Hz, C-2), 114,9 (d, JcF = 21,0 Hz, C-
4), 121,2 (d, Jcr = 3,0 Hz, C-6), 121,3 (C-8), 130,3 (d, Jcr = 8,0 Hz, C-5), 132,6 (d,
JcFr =9,0 Hz, C-1), 146,6 (d, Jcr = 3,0 Hz, C-7), 163,1 (d, Jcr = 253,0 Hz, C-3).
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EM (m/z, %): 277 ([M]+, 34), 262 ([M-15]+, 32), 248 (10), 219 (21), 206 (11), 190 (10),
177 (9), 162 (37), 148 (28), 134 (40), 120 (24), 101 (33), 83 (10), 73 (20), 57 (44), 43
(100), 41 (48), 31 (10).

- Sintese do 1-((2,2-dimetil-1,3-dioxolan-4-il)metil)-4-(4-fluorofenil)-1H-1,2,3-triazol

(4)
+O
F

o

N\

\N: N

(4c)

Sdlido branco, preparado com 81% de rendimento a partir da reacéo entre o 1-etinil-
4-fluorobenzeno (2,00 g, 16,7 mmol) e a azida organica 3 (1,75 g, 11,1 mmol).

P.F. 100-103 °C.

CCD: Rt = 0,57 (eter etilico/diclorometano 10:1 v/v).

FTIR (v,cm™): 3.295, 2.986, 2.886, 1.706, 1.590, 1.568, 1.470, 1.431, 1.372, 1.256,
1.226, 1.147,1.051, 1.034, 971, 879, 831, 755, 676.

RMN de H (400 MHz, CDCls) &: 1,33 (s, 3H, CH3'), 1,37 (s, 3H, CHs"), 3,75 (dd, 1H,
J1=88Hz;J>,=6,0Hz,Ha-11),4,11 (dd, 1H, J1 =8,8 Hz ; J> = 6,4 Hz, H b-11), 4,41-
4,50 (m, 2H, H a-9/H-10), 4,57 (dd, 1H, J1 = 13,2 Hz ; J. = 3,2, H b-9), 7,08 (t, 2H, J1
= 8,6 Hz, H-3/H-5), 7,76-7,79 (dd, 2H, H-2/H-6), 7,84 (s, 1H, H-8).

RMN de *3C (100 MHz, CDCIs) &: 25,0 (CHs'"), 26,6 (CHs"), 52,2 (C-9), 66,2 (C-11),
73,9 (C-10), 110,1 (C12), 115,7 (d, JcF = 21,0 Hz, (C-3/C-5), 120,6 (C-8), 126,7 (d, Jc-
F=3,0 Hz, C-1), 127,4 (d, Jcr = 9,0 Hz, C-2/C-6), 146,7 (C-7), 162,6 (d, Jcr = 253,0
Hz, C-4).

EM (m/z, %): 277 ([M]+, 35), 262 ([M-15]+, 35), 248 (16), 206 (12), 190 (7), 176 (9),
162 (25), 148 (29), 134 (47), 120 (29), 101 (29), 83 (9), 73 (21), 68 (32), 59 (33), 57
(46), 43 (100), 41 (44), 31 (10).
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- Sintese do 1-((2,2-dimetil-1,3-dioxolan-4-il)metil)-4-(2-fluorofenil)-1H-1,2,3-triazol

(4d)
#/O

O

N\

\N::N F
(4d)

Solido amarelo, preparado com 85% de rendimento a partir da reacao entre o 1-etinil-
2-fluorobenzeno (2,00 g, 16,7 mmol) e a azida organica 3 (1,75 g, 11,1 mmol).

P.F. 69-72 °C.

CCD: Rt = 0,72 (éter etilico/diclorometano 10:1 v/v).

FTIR (v,cm™): 3.172, 2.994, 2.976, 2.958, 2.926, 1.579, 1.553, 1.485, 1.466, 1.437,
1.370, 1.260, 1.233, 1.217, 1.164, 1.142, 1.107, 1.044, 967, 944, 906, 841, 819, 757,
670.

RMN de H (400 MHz, CDCls) &: 1,33 (s, 3H, CH3'), 1,37 (s, 3H, CHs"), 3,75 (dd, 1H,
J1=8,8Hz; J, =5,2 Hz, H a-11), 4,10 (dd, 1H, J1 = 8,8 Hz ; J> = 6,0 Hz, H b-11), 4,47-
4,52 (m, 2H, H a-9/H-10), 4,58 (dd, 1H, J1 = 15,8 Hz; J> = 6,2, H b-9), 7,08-7,13 (m,
1H, H-4), 7,20-7,31 (m, 2H, H-3/H-5), 8,04 (sap, 1H, J = 3,6 Hz, H-8), 8,26 (td, 1H, J1
=7,6 Hz; J2 = 2,0, H-6).

RMN de *3C (100 MHz, CDClIs) &: 25,1 (CHs'"), 26,7 (CHs"), 51,9 (C-9), 66,1 (C-11),
73,9 (C-10), 110,2 (C-12), 115,6 (d, Jcr = 21,0 Hz, C-3), 118,4 (d, Jcr = 16,0 Hz, C-
8), 124,0 (d, Jcr = 12,0 Hz, C-1), 124,5 (d, Jcr = 3,0 Hz, C-5), 127,7 (d, Jc-Fr = 3,0 Hz,
C-4), 129,2 (d, Jc-F = 9,0 Hz, C-6), 141,1 (d, Jcr = 3,0 Hz, C-7), 159,1 (d, Jc-F = 242,0
Hz, C-2).

EM (m/z, %): 277 ([M]+, 52), 262 ([M-15]+, 52), 248 (7), 219 (21), 206 (14), 190 (12),
177 (14), 162 (50), 148 (36), 134 (46), 120 (27), 107 (24), 101 (36), 83 (9), 68 (20), 59
(35), 57 (48), 43 (100), 41 (47), 31 (12).
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- Sintese do 4-(3,4-difluorofenil)-1-((2,2-dimetil-1,3-dioxolan-4-il)metil)-1H-1,2,3-triazol

(4e)
+O
F

o)

NT S F
\N-’;N

(4e)

Solido marrom, preparado com 78% de rendimento a partir da reagédo entre o 3,4-
difluoroacetileno (2,00 g, 14,5 mmol) e a azida organica 3 (1,50 g, 9,60 mmol).

P.F. 73-75 °C.

CCD: Rt = 0,53 (éter etilico/diclorometano 10:1 v/v).

FTIR (v,cm™): 3.138, 3.114, 2.990, 2.927, 1.608, 1.566, 1.509, 1.462, 1.440, 1.370,
1.366, 1.273,1.239,1.186, 1.151, 1.117, 1.072, 1.052, 1.005, 968, 882, 822, 773, 718,
628, 603.

RMN de 'H (400 MHz, CDCls) &: 1,33 (s, 3H, CH3'), 1,37 (s, 3H, CHs"), 3,75 (dd, 1H,
J1 = 8,8 Hz; J, = 5,6 Hz, Hall), 4,12 (dd, 1H, J: = 8,8 Hz; J> = 6,4 Hz, Hb-11), 4,41-
4,50 (m, 2H, Ha-9/H-10), 4,58 (dd, 1H, J1 = 13,4 Hz; J2 = 3,0 Hz, Hb-9), 7,17 (td, 1H,
J1=10,0 Hz, J2 = 7,8 Hz; J3 = 1,6, H-5), 7,49- 7,53 (m, 1H, H-6), 7,61-7,66 (m, 1H, H-
2), 7,86 (s, 1H, H-8).

RMN de 3C (100 MHz, CDClIs) &: 25,0 (CH3'), 26,3 (CHs"), 52,3 (C-9), 66,1 (C-11),
74,0 (C-10), 110,1 (C-12), 114,7 (d, JcF = 19,0 Hz, C5), 117,6 (dap, Jcr = 17,0 Hz, C-
2), 121,0 (C-8), 121,7 (dd, Jc-r = 6,0 Hz; Jc-Fr = 4,0 Hz, C-6), 127,7 (dd, Jc-F = 6,5 Hz;
Jc-r = 3,5 Hz, C-1), 145,9 (C-7), 150,1 (dd, Jcr = 247,5 Hz; Jcr = 12,5 Hz, C-3), 150,6
(dd, Jc-F = 247,5 Hz; Jcr = 11,5 Hz, C-4).

EM (m/z, %): 295 ([M]+, 35), 280 ([M-15]+, 37), 266 (12), 237 (17), 224 (12), 208 (9),
180 (28), 166 (22), 152 (36), 138 (23), 125 (18), 119 (10), 101 (21), 83 (7), 73 (20), 68
(19), 57 (32), 43 (100), 41 (47), 31 (10).
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- Sintese do 4-(2,4-difluorofenil)-1-((2,2-dimetil-1,3-dioxolan-4-il)metil)-1H-1,2,3-triazol

(4f)
ﬁLO
F
o{
~AT
N=N F

(4f)

Sadlido branco, preparado com 68% de rendimento a partir da reacéo entre o 1-etinil-
2,4-difluorobenzeno (2,00 g, 14,5 mmol) e a azida organica 3 (1,50 g, 9,60 mmol).
P.F. 95-97 °C.

CCD: Rf = 0,68 (éter etilico/diclorometano 10:1 v/v).

FTIR (v,cm™): 3.178, 3.072, 2.998, 2.960, 1.628, 1.602, 1.559, 1.493, 1.462, 1.416,
1.382, 1.358, 1.266, 1.244, 1.211, 1.165, 1.142, 1.117, 1.068, 1.045, 980, 905, 869,
841, 804, 732, 662, 611.

RMN de H (400 MHz, CDCls) &: 1,32 (s, 3H, CH3'), 1,36 (s, 3H, CHs"), 3,74 (dd, 1H,
J1 = 8,8 Hz; J2 = 5,6 Hz, Ha-11), 4,10 (dd, 1H, J1 = 8,8 Hz ; J2 = 6,0 Hz, Hb-11), 4,45-
4,51 (m, 2H, Ha-9/H-10), 4,57 (dd, 1H, J1 = 15,8 Hz; J2 = 6,2, Hb-9), 6,83-6,89 (m, 1H,
H-5), 6,93-6,98 (m, 1H, H-3), 7,99 (sap, 1H, J = 3,6 Hz, H-8), 8,20-8,26 (1H, m, H-6).
RMN de 3C (100 MHz, CDClIs) &: 25,1(CHs'), 26,3 (CHs"), 51,9 (C-9), 66,1 (C-11), 73,9
(C-10), 104,0 (t, Jc-F = 25,5 Hz, C-3), 110,1 (C-12), 111,9 (dd, Jcr = 21,0 Hz; JcF =
3,0 Hz, C-5), 114,9 (dd, Jcr = 13,0 Hz; Jc-Fr = 4,0 Hz, C-1), 123,5 (dap, Jc-Fr = 12,0 Hz,
C-8), 128,7 (dd, Jc-Fr = 9,5 Hz; Jc-Fr = 6,5 Hz, C-6), 140,4 (dap, Jcr = 3,0 Hz, C-7), 159,1
(dd, Jc-F = 249,0 Hz; Jcr = 12,0 Hz, C-2), 162,4 (dd, Jc-F = 249,0 Hz; Jcr = 12,0 Hz,
C-4).

EM (m/z, %): 295 ([M]+, 30), 280 ([M-15]+, 37), 237 (15), 220 (11), 208 (8), 195 (8),
180 (29), 166 (21), 152 (36), 138 (24), 125 (19), 119 (11), 101 (18), 83 (7), 73 (19), 68
(21), 57 (33), 43 (100), 41 (44), 31 (9).
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- Sintese do 4-(3,5-difluorofenil)-1-((2,2-dimetil-1,3-dioxolan-4-il)metil)-1H-1,2,3-triazol
(49)

\N=—“N

(49)

Solido branco, preparado com 65% de rendimento a partir da reacéo entre o 1-etinil-
3,5-difluorobenzeno (2,00 g, 14,5 mmol) e a azida organica 3 (1,50 g, 9,60 mmol).
P.F. 100-102 °C.

CCD: Rt = 0,60 (éter etilico/diclorometano 10:1 v/v).

FTIR (v,cm™): 3.081, 2.992, 1.626, 1.594, 1.470, 1.434, 1.373, 1.265, 1.227, 1.203,
1.150, 1.117, 1.056, 1.027, 984, 923, 881, 858, 834, 749, 680, 664.

RMN de H (400 MHz, CDCls) &: 1,33 (s, 3H, CH3'), 1,38 (s, 3H, CHs"), 3,75 (dd, 1H,
J1 =8,8 Hz; J> =5,8 Hz, H a-11), 4,13 (dd, 1H, J1 = 8,8 Hz; J» = 6,2 Hz, H b-11), 4,41-
4,50 (m, 2H, H a-9/H-10), 4,59 (dd, 1H, J1 = 13,0 Hz; J2 = 2,6, H b-9), 6,74 (it, 1H, J1
=9,0 Hz; J2 = 2,3 Hz, H-4), 7,32-7,35 (m, 2H, H-2/H6), 7,91 (s, 1H, H-8).

RMN de 3C (100 MHz, CDClIs) &: 25,0 (CHs'), 26,7 (CHs"), 52,3 (C-9), 66,4 (C11), 74,0
(C-10), 103,2 (t, JcF = 25,5 Hz, C-4), 108,4 (dd, Jc-F = 19,0 Hz; Jcr = 8,0 Hz, C-2/C6),
110,2 (C-12), 121,5 (C-8), 133,6 (t, Jc-r = 10,5 Hz, C-1), 145,8 (t, Jc-F = 3,0 Hz, C-7),
163,3 (dd, Jc-F = 247,0 Hz; Jc-F = 13,0 Hz, C-3/C-5).

EM (m/z, %): 295 ([M]+, 18), 280 ([M-15]+, 31), 237 (8), 220 (11), 208 (8), 180 (24),
166 (16), 152 (28), 138 (16), 125 (16), 119 (9), 101 (23), 83 (7), 73 (18), 57 (28), 43
(100), 41 (50), 31 (9).
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- Sintese do 1-((2,2-dimetil-1,3-dioxolan-4-il)metil)-4-(4-(trifluorometil)fenil)-1H-1,2,3-

triazol (4h)
+O
CF;

O

N\

-
(4h)

Sadlido branco, preparado com 73% de rendimento a partir da reacéo entre o 1-etinil-
4-(trifluorometil)benzeno (2,50 g, 14,7 mmol) e a azida organica 3 (1,50 g, 9,60 mmol).
P.F. 125-127 °C.

CCD: Rf = 0,80 (éter etilico/diclorometano 10:1 v/v).

FTIR (v, cm™): 3.096, 2.990, 1.621, 1.457, 1.414, 1.384, 1.325, 1.261, 1.230, 1.203,
1.161, 1.115, 1.063, 1.041, 1.015, 970, 913, 881, 833, 782, 687, 658.

RMN de 'H (400 MHz, CDClIs) &: 1,33 (s, 3H, CH3'), 1,38 (s, 3H, CHs"), 3,76 (dd, 1H,
J1=8,8 Hz; J2=5,6 Hz, H a-11), 4,13 (dd, 1H, J1 = 8,8 Hz; J2 = 6,4 Hz, H b-11), 4,43-
4,52 (m, 2H, H a-9/H-10), 4,60 (dd, 1H, J1 = 12,6 Hz; J2 = 2,6, H b-9), 7,65 (d, 2H, J =
8,6 Hz, C-2/C-6), 7,92 (d, 2H, J = 8,6 Hz, C-3/C-5), 7,97 (s, 1H, H-8).

RMN de 3C (100 MHz, CDClIs) &: 25,0 (CH3'), 26,7 (CHs"), 52,3 (C-9), 66,4 (C-11),
73,9 (C-10), 110,1 (C-12), 121,8 (C-10), 124,0 (q, Jc-F = 270,3 Hz, CF3), 125,8 (q, Jc-F
= 3,6 Hz, C-2/C3/C-5/C-6), 129,97 (q, Jc-F = 32,6 Hz, C-4), 134,0 (C-1), 146,3 (C-7).
EM (m/z, %): 327 ([M]+, 21), 312 ([M-15]+, 37), 298 (7), 269 (34), 256 (13), 240 (12),
227 (7), 212 (33), 198 (17), 185 (24), 170 (7), 151 (11), 134 (11), 116 (7), 101 (25), 83
(7), 73 (20), 68 (13), 59 (29), 57 (36), 43 (100), 41 (52), 31 (10).
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- Sintese do 1-((2,2-dimetil-1,3-dioxolan-4-il)metil)-4-(3-(trifluorometil)fenil)-1H-1,2,3-

triazol (4i)
ﬁ\/o

O

NS CF3
=N
(41)

Solido branco, preparado com 61% de rendimento a partir da reacdo entre o 1-etinil-
3-(trifluorometil)benzeno (2,50 g, 14,7 mmol) e a azida organica 3 (1,50 g, 9,60 mmol).
P.F. 63-65 °C.

CCD: Rt = 0,51 (eter etilico/diclorometano 10:1 v/v).

FTIR (v,cm™): 3.155, 2.991, 2.945, 1.621, 1.459, 1.419, 1.382, 1.346, 1.309, 1.263,
1.228, 1.206, 1.164, 1.124, 1.096, 1.067, 1.040, 1.000, 985, 892, 831, 800, 717, 693,
649.

RMN de H (400 MHz, CDCls) &: 1,34 (s, 3H, CH3'), 1,39 (s, 3H, CHs"), 3,77 (dd, 1H,
J1 = 8,7 Hz; J> = 5,8 Hz, Ha-11), 4,12 (dd, 1H, J1 = 8,7 Hz; J> = 6,0 Hz, Hb-11), 4,43-
4,52 (m, 2H, Ha-9/H-10), 4,61 (dd, 1H, J1 = 12,8 Hz; J» = 2,8, Hb-9), 7,52 (t, 1H, J =
7,6 Hz, H-5), 7,56 (d, 1H, J = 8,0 Hz, H-6), 7,96 (s, 1H, H-8), 8,01 (d, 1H, J = 7,2 Hz,
H-4), 8,06 (sap, 1H, H-2).

RMN de 3C (100 MHz, CDClIs) &: 25,0 (CH3'), 26,6 (CHs"), 52,3 (C-9), 66,3 (C-11),
74,0 (C-10), 110,3 (C-12), 121,2 (C-8), 122,4 (q, Jc-F = 4,0 Hz, C-5), 123,9 (q, Jc-F =
269,6 Hz, CF3), 124,6 (q, Jcr = 3,6 Hz, C-6), 128,8 (C-1), 129,4 (C-2/C-4), 131,2 (q,
Jc-F = 32,0 Hz, C-3), 146,2 (C-7).

EM (m/z, %): 327 ([M]+, 17), 312 ([M-15]+, 31), 298 (6), 269 (29), 256 (11), 240 (10),
227 (7), 212 (30), 198 (15), 184 (24), 170 (7), 151 (10), 134 (8), 116 (5), 101 (22), 83
(7), 73 (19), 68 (13), 59 (23), 57 (33), 43 (100), 41 (51), 31 (8).
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- Sintese do 1-((2,2-dimetil-1,3-dioxolan-4-il)metil)-4-(2-(trifluorometil)fenil)-1H-1,2,3-

triazol (4j)
+e

O

N\

N=N  CF,
(4)

Solido vermelho, preparado com 58% de rendimento a partir da reacéo entre o 1-etinil-
2-(trifluorometil)benzeno (2,50 g, 14,7 mmol) e a azida organica 3 (1,50 g, 9,60 mmol).
P.F. 51-53 °C.

CCD: Rf= 0,73 (éter etilico/diclorometano 10:1 v/v).

FTIR (v.cm™): 2.999, 2.933, 1.609, 1.579, 1.441, 1.383, 1.374, 1.315, 1.254, 1.214,
1.167, 1.127, 1.110, 1.085, 1.067, 1.056, 1.035, 995, 966, 879, 822, 773, 713, 683,
665, 645.

RMN de 'H (400 MHz, CDCls) &: 1,33 (s, 3H, CH3'), 1,36 (s, 3H, CHs"), 3,76 (dd, 1H,
J1 =8,9 Hz; J> = 5,4 Hz, Ha-11), 4,12 (dd, 1H, J1 = 8,9 Hz; J> = 5,8 Hz, Hb-11), 4,46-
4,52 (m, 2H, Ha-9/H-10), 4,60 (dd, 1H, J1 = 16,0 Hz ; J2 = 6,4, Hb-9), 7,46 (t, 1H, J =
7,0 Hz, H-4), 7,61 (t, 1H, J = 7,6 Hz, H-5), 7,73 (d, 1H, J = 8,0 Hz, H-6), 7,89 (s, 1H,
H-8), 7,96 (d, 1H, J = 8,4 Hz, H-3).

RMN de 3C (100 MHz, CDClIs) &: 25,0 (CH3'), 26,3 (CHs"), 51,9 (C-9), 66,1 (C-11),
73,9 (C-10), 110,2 (C-12), 124,1 (q, Jc-F = 256,0 Hz, CF3), 124,2 (q, Jcr = 5,6 Hz, C-
3), 126,0 (q, Jc-F = 5,6 Hz, C-1), 127,2 (q, Jcr = 28,0 Hz, C-2), 128,1 (C-8), 129,4 (q,
Jc-F = 2,0 Hz, C-4), 131,6 (C-5), 131,9 (C-6), 144,0 (C-7).

EM (m/z, %): 327 ([M]+, 11), 312 ([M-15]+, 42), 269 (38), 256 (20), 240 (13), 212 (29),
198 (16), 184 (20), 165 (19), 151 (17), 134 (11), 115 (7), 101 (26), 83 (8), 73 (21), 59
(32), 57 (41), 43 (100), 41 (50), 31 (10).
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- Sintese do 4-(3,5-bis(trifluorometil)fenil)-1-((2,2-dimetil-1,3-dioxolan-4-il)metil)-1H-

1,2,3-triazol (4k)
#/o CF,

O

N\ N CF;
N=N
(4k)
Sdlido branco, preparado com 74% de rendimento a partir da reacéo entre o 1-etinil-
3,5-bis(trifluorometil)benzeno (3,50 g, 14,7 mmol) e a azida organica 3 (1,50 g, 9,60
mmol).
P.F. 60-63 °C.
CCD: Rt =0,17 (hexano/diclorometano 1:1 v/v).
FTIR (v,cm™): 2.933, 1.465, 1.383, 1.321, 1.276, 1.234, 1.210, 1.173, 1.130, 1.107,
1.079, 1.045, 997, 966, 894, 828, 810, 749, 699, 680.
RMN de H (400 MHz, CDCls) &: 1,34 (s, 3H, CH3'), 1,40 (s, 3H, CHs"), 3,78 (dd, 1H,
J1=8,8Hz;J>=6,0Hz,Ha- 11), 4,16 (dd, 1H, J1 = 8,8 Hz; J> = 6,4 Hz, H b-11), 4,44-
4,53 (m, 2H, H a-9/H-10), 4,64 (dd, 1H, J1 = 13,0 Hz; J2 = 2,6, H b-9), 7,80 (s, 1H, H-
8), 8,05 (s, 1H, H-4), 8,26 (s, 2H, H-2/H-6).
RMN de *3C (100 MHz, CDClIs) &: 25,1 (CHs'"), 26,6 (CHs"), 52,7 (C-9), 66,2 (C-11),
73,8 (C-10), 110,2 (C-12), 121,5 (dgap, Jc-F = 3,7 Hz, C-4), 121,9 (C-8), 123,1 (q, Jc-F
= 271,3 Hz, CF3), 125,5 (q, JcF = 2,6 Hz, C-1), 132,2 (g, Jcr = 33,3 Hz, C-3/C-5),
132,7 (C-2/C-6), 144,9 (C-7).
EM (m/z, %): 395 ([M]+, 11), 380 ([M15]+, 65), 376 (19), 337 (89), 320 (17), 308 (11),
280 (28), 266 (16), 252 (25), 240 (12), 219 (7), 169 (8), 101 (41), 83 (7), 73 (19), 57
(27), 43 (100), 41 (52), 31 (8).
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2.4. RESULTADOS E DISCUSSAO

2.4.1 Sintese e caracterizacdo dos novos compostos 1,2,3-triazolicos fluorados
4a a 4k derivados do glicerol
Os novos compostos triazolicos fluorados derivados do glicerol (compostos

4a-4k) foram sintetizados de acordo com a rota sintética apresentada na Figura 2.9.

- 4 4
acetona TsCI
Hov‘\/OH TsOH, CusO, O\)\/OH p|r|d|na \)V
Glicerol 24 h A1) (2)
R=63% R=75%
NaN,, DMF
8 h (refluxo)

—|o
{ N@” o\)\/Ns

ascorbato de sod|o 3)
(4a-4k) alcool t-butilico/H,O

Figura 2.9 - Rota sintética de obtencao dos compostos triazdlicos 4a-4k derivados do
glicerol.

Esta rota sintética foi utilizada com éxito para a sintese de varios compostos
derivados do glicerol, via azido 3 (COSTA et al., 2017, 2020). Tais resultados, com
bons rendimentos, direcionaram para o uso desta rota sintética (Figura 2.9) neste
trabalho.

O (glicerol foi convertido em acetonido 1, com rendimento de 63%. Ja a
reacdo do acetonido 1 com cloreto de p-toluenossulfonila produziu o éster sulfonato
(tosilato) correspondente 2, com 75% de rendimento. A reacéo entre 2 e a azida de
sodio resultou na formagéo do azido 3, com 93% de rendimento. Finalmente, por meio
de reacgéo de cicloadicédo entre 3 e diferentes alquinos terminais aromaticos fluorados,

comercialmente disponiveis, catalisada por Cu (I) (Reacdo CUuAAC), também
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conhecida como reagao click (AGALAVE, MAUJAN, PORE, 2011; AHER et al., 2009;
BORGATI etal., 2013; COSTA et al., 2017, 2020; FREITAS et al., 2011), foram obtidos
os derivados triazolicos do glicerol 4a-4k, com rendimentos de 58 a 85% (Tabela 2.1).
As estruturas destes 11 compostos foram confirmadas por espectroscopia no 1V e de
RMN de 'H e de '3C, bem como pelas andlises por espectrometria de massas,
utilizando como referéncia principal as tabelas e dados espectroscépicos de Pavia e
colaboradores (2010).

Tabela 2.1 - Grupos substituintes (“Grupo ®”) utilizados nas sinteses dos compostos
4a a 4k e respectivos rendimentos

Composto Grupo e Rendimento (%)
4a fenil 83
4b 3-fluorofenil 70
4c 4-fluorofenil 81
4d 2-fluorofenil 85
4e 3,4-difluorofenil 78
Af 2,4-difluorofenil 68
49 3,5-difluorofenil 65
4h 4-triflurometilfenil 73
4i 3-trifluorometilfenil 61
4j 2-trifluorometilfenil 58
4k 3,5-difluorometilfenil 74

2.4.1.1 Sintese e caracterizacdo de (2,2-dimetil-1,3-dioxolan-4-il)metanol (1)

Para a sintese dos derivados triazélicos, a primeira etapa (Figura 2.10) foi
a reacdo de cetalizacdo entre o glicerol e a acetona, na presenca de &cido p-
toluenossulfénico e sulfato de cobre anidro, para obtengdo do acetonido 1 ((2,2-

dimetil-1,3-dioxolan-4-il)metanol).

acetona _
HO\)\/OH TsOH, CusO, O\)\/OH

Glicerol 24 h A1)

Figura 2.10 - Reacao de obtencao do acetonido 1.

34



A reacdo entre o glicerol e a acetona, na presenca de &cido p-
toluenossulfénico e sulfato de cobre anidro, € uma reacao classica de cetalizacao, que
se inicia pelo ataque preferencial da hidroxila priméaria do glicerol, passa pela formacéao
do hemicetal e a ciclizagdo se da pelo ataque da hidroxila secundéria, gerando o anel
1,3-dioxolano (KAUTZ et al., 2015). A Figura 2.11 ilustra uma proposta mecanistica

para esta reacao.

H
o:/\ +o§> OH H  OH

)k 1P @\)\/OH H@ZJ,Q\)\/OH
“H

OH

yﬁ:OH H OH
-H,0 H'
Y . >‘ Y\/ (hemicetal)

(cétion oxonio)
) /\

WLUL H,0 WLO ;
O\)VOH o\)VoH + H30

(acetonido 1)
Figura 2.11 - Proposta mecanistica para a reacdo de cetalizacdo da sintese do
acetonido 1 a partir do glicerol.

Apo6s a purificacdo do produto, por meio de cromatografia em coluna
utilizando silica-gel e uma mistura de hexano/acetato de etila (3:1 v/v) como eluente
(Rf = 0,35), o rendimento da reacgéo foi de 63%. A confirmag&o do acetonido 1 se deu
pelas andlises dos espectros no IV, de RMN de 'H, de RMN de 3C e da
espectrometria de massas.

O espectro no IV deste composto 1 (Figura 2.12) mostra uma banda com
frequéncia de absorcdo intensa e alargada, na regido préoxima de 3.385 cm?,
caracteristica de estiramento da ligacdo O-H (que ocorre entre 3.650 e 3.200 cm™),
indicando a presenca de hidroxila alcodlica. Ja as absor¢des na faixa de 1.400 a 1.000
cm™ (1.372, 1.213, 1.056 e 1.043 cm?) indicam vibracdes de dobramento de C-O-H e
de estiramento de C-O (PAVIA et al., 2010).

O espectro de RMN de *H do composto 1 (Figura 2.13) apresentou dois

simpletos em 6 1,27 e 1,33 ppm, com integral de trés hidrogénios cada, caracterizando
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os hidrogénios dos dois grupos metila ligados ao anel dioxolanico, os mais blindados.
Além disto, apresentou um sinal alargado em 6 2,99 ppm, caracteristico de hidrogénio
de grupo hidroxila. Os sinais dos hidrogénios metilénicos, denominados H-3a, com &
entre 3,46-3,52 ppm, e H-3b, com & entre 3,55-3,60 ppm, aparecem como duplos
dupletos, com integral para um hidrogénio e constantes de acoplamento iguais a J1 =
11,5 Hz e J> = 4,2 Hz. Esta multiplicidade e estes valores das constantes de
acoplamento indicam acoplamento geminal (H-3a/H-3b) e acoplamento com H-2. A
multiplicidade dos sinais dos dois hidrogénios metilénicos (H-1), duplos dupletos, se
deve também ao acoplamento geminal (H-la/H-1b) e acoplamento com H-2,
ressonando em frequéncias entre ¢ 3,94-3,91 ppm, para H-1a, e 6 3,66-3,64 ppm, para
H-1b, ambos integrados para um hidrogénio, com constantes de acoplamento iguais
aJi1=8,2Hz e J> =4,2 Hz. O hidrogénio metinico H-2, com sinal em 6 4,09-4,16 ppm
e integrado para um hidrogénio, aparece como um quinteto, devido aos acoplamentos

com os quatro hidrogénios vizinhos supracitados (H-1a, H-1b, H-3a e H-3b).
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Figura 2.12 - Espectro no IV do composto 1.
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Figura 2.13 - Espectro de RMN de *H (CDCls, 300 MHz) do composto 1.

O espectro de RMN de 3C (Figura 2.14) apresentou seis sinais relativos
aos carbonos do acetonido 1. Os sinais em & 26,4 ppm e 6 25,0 ppm foram atribuidos
aos carbonos metilicos ligados ao carbono 4. O sinal observado em & 62,7 ppm foi
atribuido ao carbono 3, ligado ao grupo OH. J& o sinal em & 65,6 ppm, foi atribuido ao
carbono 1, ligado diretamente a um dos oxigénios do ciclo, um pouco mais
desblindado que o carbono 3. O sinal em & 76,0 ppm foi atribuido ao carbono
secundario 2, mais desblindado devido ao efeito indutivo retirador de um oxigénio em
a e dois oxigénios em B. E, por fim, o sinal em 8 109,1 ppm foi atribuido ao carbono 4,
ligado aos dois grupos metila e aos dois oxigénios, sendo, por isto, altamente
desblindado pelo efeito indutivo retirador dos atomos de oxigénio.

Analisando o espectro de massas do acetonido 1 (Figura 2.15), o pico m/z
133 é referente ao [M+1] e esta de acordo com a formula molecular CsH1203 (Massa
molar: 132,08 g/mol). Segundo Kautz e colaboradores (2015), a fragmentacédo do anel
de cinco &tomos (Figura 2.16) justifica a formacao dos fragmentos em m/z 117 e 101.
Um dos oxigénios do anel dioxolanico é ionizado e as ligacdes dos carbonos
adjacentes sdo quebradas. Tais fragmentos correspondem a estruturas estaveis,

estabilizadas pelos atomos de oxigénio.
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Figura 2.14 - Espectro de RMN de 3C (CDClIz, 75 MHz) do composto 1.

J& a fragmentacao correspondente ao pico base, em m/z 43, é associada
ao ion acetil (H3CCO"), caracteristica de anéis dioxolanicos derivados da acetona
(KAUTZ et al., 2015).
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Figura 2.15 - Espectro de massas do composto 1.
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Figura 2.16 - FragmentacBes associadas ao anel de cinco membros do acetonido 1.

2.4.1.2 Sintese e caracterizacdo do p-toluenossulfonato de (2,2-dimetil-1,3-dioxolan-
4-il)metila (2)

A segunda etapa da rota sintética consistiu na conversao do acetonido 1
no tosilato 2 (p-toluenossulfonato de (2,2-dimetil-1,3-dioxolan-4-il)metila) (Figura
2.17).

WL 5 y WLO
S

1) &b @)
Figura 2.17 - Esquema da obtencéo do tosilato 2 a partir do acetonido 1.

Com o objetivo de preparar a azida organica 3, na sequéncia reacional,
buscou-se um método classico de inser¢do de um bom grupo abandonador na
molécula, neste caso, um grupo tosilato (p-toluenossulfonato), para que se
procedesse, em seguida, uma reacao de substituicdo nucleofilica bimolecular (Sn2).

Para a realizagdo desta sintese, utilizou-se o cloreto de tosila, tendo a
piridina como solvente, pois esta atua como base, neutralizando o acido cloridrico
formado na reacdo. Esta reacdo é iniciada com o ataque nucleofilico da hidroxila
alcodlica ao polo positivo do cloreto de tosila, o atomo de enxofre. O intermediario
formado na reacdo perde o ion cloreto, que ataca o préton e leva a formacao do

tosilato 2, conforme a proposta mecanistica descrita na Figura 2.18.
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Figura 2.18 - Proposta mecanistica para a reacdo de formacéo do tosilato 2 a partir
do acetonido 1.

O tosilato 2 obtido foi isolado por cromatografia em coluna de silica-gel,
utilizando-se como eluente uma mistura de hexano/acetato de etila (3:1 v/v)
(Rr = 0,89), obtendo-se rendimento de 75%.

A confirmacdo da formacédo do tosilato 2 foi feita mediante analise dos
espectros no infravermelho, RMN de 'H, RMN de 3C e massas. No espectro no IV
(Figura 2.19) observou-se a auséncia da banda forte na regido acima de 3.000 cm,
atribuida a hidroxila alcodlica (presente no material de partida 1), indicando que a
reacdo ocorreu satisfatoriamente. Foram observadas absorcbées em 1.365 e
1.265 cm, associadas a estiramento C-O do acetal. JA em 1.176 cm™ apareceu uma
banda de absorcdo intensa, sinal caracteristico a estiramento simétrico forte da
ligacdo S=0, presente no grupo tosilato. Além disto, a banda de absorcdo em
968 cm™ foi atribuida ao estiramento da ligacdo S-O. Por fim, tem-se os sinais
caracteristicos das ligaces do anel aromatico, na regido préxima a 800 cm. O sinal
em 814 cm foi atribuido as vibracdes de dobramento =C-H fora do plano do anel
aromatico. Outro indicativo da presenca de anel aromatico foi a banda de absorcédo
em 664 cm, referente a vibracdes de dobramento do anel C=C fora do plano. Vale
salientar que o sinal fraco pouco acima de 3.000 cm! também pode ser atribuido a
presenca do anel aromatico do grupo tosila, pois estd associado a estiramento da

ligacdo C-H de anel aromatico.
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Figura 2.19 - Espectro no IV do tosilato 2.

No espectro de RMN de 'H do composto 2 (Figura 2.20), em comparacao
com o espectro de RMN de 'H do composto 1, constatou-se o desaparecimento do
sinal alargado em & 2,99 ppm, atribuido ao hidrogénio da hidroxila do composto 1.
Ainda em campo alto, verificou-se a presenca de um simpleto em & 2,45 ppm,
integrado para trés hidrogénios, referente aos hidrogénios do grupo metila ligado ao
anel aromatico do grupo tosila. Em campo baixo, observou-se dois dupletos, ambos
integrados para dois hidrogénios, entre 5 7,3 ppm e & 7,8 ppm, regido caracteristica
de hidrogénios aromaticos, confirmando o anel aromatico do grupo tosila com
substituintes em para (H2'/H6’ e H3’/H5’), apresentando constante de acoplamento
Jorto = 8,2 Hz, com os hidrogénios H2’ e H6’ mais desblindados pela proximidade do

grupo sulfonato.
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Figura 2.20 - Espectro de RMN de *H (CDCIz, 300 MHz) do composto 2.

No espectro de RMN de °C (Figura 2.21), mais uma vez em comparagao
com o espectro de RMN de 3C do composto 1, observou-se a auséncia do sinal em
6 62,8 ppm, atribuido ao carbono da hidroxila do composto 1. O sinal observado em &
21,6 ppm indica a presenca do grupo metila do anel aromético, préximo aos dois sinais
dos outros dois grupos metila, do anel dioxolanico, em 6 26,6 e 25,1 ppm. Na regido
de deslocamento quimico de carbono aromético (110-175 ppm), observou-se quatro
sinais, caracteristico de anel substituido em para. Os dois carbonos orto do anel (C2’
e C6’), mais desblindados pela proximidade do grupo sulfonato, sdo observados em &
129,9 ppm, ja os dois carbonos meta (C3’ e C5’) aparecem em & 128,0 ppm. Os picos
dos carbonos arométicos ipso (C1’ e C4’), ou seja, sem hidrogénios ligados, aparecem
em & 1450 e 132,4 ppm, respectivamente. Estes carbonos ipso tem como
caracteristica sinais de baixa intensidade, devido ao maior tempo de relaxacao e fraco
efeito nuclear overhauser (NOE) de intensificacdo. Essas observacdes nos espectros

de RMN confirmam a estrutura do composto 2.
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Figura 2.21 - Espectro de RMN de 3C (CDCls, 75 MHz) do tosilato 2.

Por fim, analisando o espectro de massas do tosilato 2 (Figura 2.22), o pico
em m/z 287 [M+1] esta de acordo com a formula molecular: C13H1805S (Massa molar:
286,09 g/mol). J& o pico em m/z 271 é referente ao fragmento associado a perda do

grupo metila a partir do ion molecular (Figura 2.23).
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Figura 2.22 - Espectro de massas do tosilato 2.
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Observou-se ainda, em m/z 91, um pico tipico da fragmentacdo de anel
aromatico, referente ao cation benzilico (¢-CH2*). Este cétion, por sua vez, se
rearranja, formando o ion tropilio (C7H7*), mais estavel que o cation benzilico (Figura

2.23), acarretando um pico mais intenso.

%O ')
Lo w o
0 45

(m/z 286 g/mol) (m/z 271 g/mol)
+C H, i f
jon benzilico ion tropilio
(m/z 91 g/mol) (marrafo) (m/z 91 g/mol)

Figura 2.23 - FragmentagOes associadas ao espectro de massas do composto 2: a)
perda do grupo metila a partir do ion molecular; b) rearranjo do ion benzilico com a
formacéo do ion tropilio.

2.4.1.3 Sintese e caracterizacdo de 4-(azidometil)-2,2-dimetil-1,3-dioxolano (3)

Na sequéncia da rota sintética, objetivando a obtencdo dos compostos
triazolicos na etapa seguinte, preparou-se a azida organica 3 (4-(azidometil)-2,2-
dimetil-1,3-dioxolano), por meio de reacdo de substituicdo nucleofilica bimolecular
(Sn2) do composto 2 com azida de sodio e dimetilformamida (DMF), uma aziddlise,
sob refluxo (Figura 2.24).

#\O NaNs/DMF #\O
O\)VOTS > O\)\/N‘.’:
(refluxo)

(2) 3)

Figura 2.24 - Esquema da obtenc&o da azida organica 3 a partir do tosilato 2.
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Vale destacar que a escolha do solvente, a dimetilformamida (DMF), para
esta reacado foi fundamental. Solventes menos polares e apréticos (sem hidrogénio
ligado a atomo eletronegativo) sdo a melhor opcéo para a maioria das reacées com
mecanismo Sn2. Solventes polares prejudicariam o ataque nucleofilico da reagéo, pois
iriam solvatar o nucledfilo, fazendo com que a reacédo fosse mais lenta. Ressalta-se
gue o solvente deve ser polar o suficiente para solubilizar os reagentes. E um solvente
aprotico vai dificultar a solvatacao do nucledfilo, favorecendo e acelerando a reacao.
Ja um solvente protico ira interagir com o nucledfilo, solvatando-o e diminuindo a
reatividade dele. Os solventes apolares (ou menos polares) e apréticos mais utilizados
sao a acetona, o éter etilico, o benzeno e o tetracloreto de carbono. Para a reacéo de
formacéo do azido 3, a escolha foi a dimetilformamida, um solvente aprotico, porém
polar. Tal escolha se deu porque o material de partida € neutro e o produto, a azida
organica, possui cargas, sendo necessario um solvente mais polar para esta reacgao.

O mecanismo desta reacdo de substituicdo bimolecular envolve o ataque
nucleofilico de um atomo de nitrogénio da azida de sédio, levando a saida do grupo

tosilato (Figura 2.25), gerando o azido 3.
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Figura 2.25 - Proposta mecanistica da azidolise, sintese do azido 3 a partir do tosilato
2.

A obtencdo da azida orgéanica foi acompanhada por cromatografia em
camada delgada, sendo necessaria filtracdo para a remocao de impurezas. O produto
foi isolado por cromatografia em coluna de silica-gel, utilizando-se uma mistura de

éter/diclorometano (10:1 v/v), apresentando Rrde 0,51. O rendimento da reacéo foi de



93% e a confirmacéo deste azido foi feita pelas andlises dos espectros no IV, de RMN
de 'H, de RMN de '3C e da espectrometria de massas.

No espectro no IV do produto 3 (Figura 2.26) observou-se a auséncia dos
sinais de absorcéo caracteristicos de anel aromatico, como o sinal pouco acima de
3.000 cm™ e o sinal na regido proxima a 800 cmt. Além disto, as auséncias de banda
de absorc¢éo intensa, relativa a ligacdo S=0, em 1.176 cm™, e de banda de absor¢éo
em 968 cm?, associada a estiramento da ligacdo S-O, indicaram o éxito da reacéo e
a formacdo do produto 3. A confirmagcdo se deu pela observacdo da banda de
absorcdo em 2.102 cm, referente ao estiramento N=N da azida organica. Neste
espectro, desconsiderou-se a banda de absorcéo intensa em 1.662 cm™, pois trata-
se do sinal da carbonila presente no solvente utilizado na reacao, a dimetilformamida
(DMF).
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Figura 2.26 - Espectro no IV do azido 3.

Na andlise do espectro de RMN de 'H do azido 3 (Figura 2.27), em
comparagdo com o espectro de RMN de 'H do composto 2, notou-se o
desaparecimento dos sinais relativos aos hidrogénios aromaticos do tosilato, os
dupletos em & 7,34 ppm e 6 7,79 ppm, indicando o sucesso da reacao de substituicao.

Neste espectro, observou-se dois duplos dupletos, integrados para um hidrogénio
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cada um. Estes sinais foram atribuidos aos hidrogénios metilénicos 3a, 6 3,33-3,39
ppm, e 3b, & 3,22-3,28, com constantes de acoplamento J; de 12,6 Hz (acoplamento
geminal) e J2 igual a 5,4 Hz (acoplamento vicinal com o hidrogénio metinico H-2).
Como estes hidrogénios do carbono 3 estdo proximos aos nitrogénios do grupo azida,

eles sédo desblindados por efeito indutivo, aparecendo em campo mais baixo.

2 x CHs
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Figura 2.27 - Espectro de RMN de 'H (CDCIsz, 300 MHz) do azido 3.

No espectro de RMN de 13C (Figura 2.28), a auséncia dos sinais relativos
ao nucleo aromatico (deslocamentos quimicos entre 110 e 175 ppm), comparando
com o espectro de RMN de 3C do tosilato 2, foi relevante para a confirmacéo do éxito
da reacdo de aziddlise. Além disto, o nimero de sinais no espectro (seis carbonos) é
compativel com a estrutura do azido 3. O sinal em campo baixo em 6 110,1 ppm foi
atribuido ao carbono 4, fortemente desblindado pelo efeito indutivo dos dois atomos
de oxigénio ligados diretamente a este carbono. O sinal atribuido ao carbono 2
apareceu em & 74,8 ppm. Esta posi¢cédo pode ser explicada porque este carbono esta
ligado diretamente a um oxigénio, tendo um outro oxigénio e um nitrogénio em
posicdes B, desblindando este carbono. Ja o carbono 1, com & 66,7 ppm, tem também
a desblindagem de um oxigénio em o e de outro oxigénio em . E o carbono 3 (6 53,0
ppm) é desblindado pelo grupo azido em o e por um oxigénio em f. Por fim, os dois
sinais em campo alto, 6 26,8 ppm e & 25,4 ppm, foram atribuidos aos carbonos

metilicos, com menor desblindagem dos oxigénios em f.
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Figura 2.28 - Espectro de RMN de 3C (CDClz, 75 MHz) do azido 3.

Na analise do espectro de massas do azido 3 (Figura 2.29), houve uma
situacdo na qual ndo se observou o pico do ion molecular relativo a molécula (m/z 157
- CsH11N302). Uma possivel hipotese esta associada ao método utilizado para a
obtencdo do espectro (método de ionizacdo por elétrons (El)), pois, nas condicdes
utilizadas no processo, alguns compostos, como, provavelmente, o azido 3, tém
dificuldade para a fragmentacao, levando a formacao de um ion molecular com tempo
de vida muito curto, acarretando a ndo deteccéo do sinal pelo analisador de massas.
Mas vale ressaltar que, no espectro de massas, foi observado o pico em m/z 142,
indicativo do fragmento associado a perda do grupo metila a partir do ion molecular,
e 0 pico em m/z 101, associado a fragmentacao de grupo ligado ao anel de cinco
atomos (KAUTZ et al., 2015), estavel em funcéo da presenca do atomo de oxigénio
(Figura 2.30). Além disto, observou-se o pico em m/z 43, correspondente ao pico base,
e associado ao fragmento do ion acetil (HsCCQO?), caracteristico de anéis dioxolanicos
derivados da acetona (KAUTZ et al., 2015).
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Figura 2.29 - Espectro de massas do azido 3.
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Figura 2.30 - Fragmentacdes do azido 3, associadas a perda do grupo metila a partir
do ion molecular e a fragmentacéo de grupo ligado ao anel de cinco atomos.

2.4.1.4 Sintese e caracterizacdo dos triazéis 4a a 4k

Apoés a etapa fundamental de formacdo do azido 3, procederam-se as
reacdes para a obtencdo dos derivados 1,2,3-triazélicos do glicerol, por meio de
reacdo de cicloadi¢éo do tipo quimica click. Para estas reacdes, o azido 3 foi colocado
para reagir com 11 diferentes alquinos terminais, obtidos comercialmente, na
presenca de quantidade catalitica de sulfato de cobre e ascorbato de sodio, tendo

alcool terc-butilico e agua como solventes (Figura 2.31).
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Figura 2.31 - Esquema da sintese geral dos derivados 1,2,3-triazélicos derivados do
glicerol a partir do azido 3, por meio de reacéo de cicloadicao.

Por meio das reacfes de quimica click foram sintetizados 11 triazois (4a a
4k), sendo 10 deles fluorados (Figura 2.32). Os compostos obtidos foram isolados e
purificados por meio de cromatografia em coluna de silica-gel, apresentando bons
rendimentos, variando de 58 a 85%. Apo6s a purificacdo dos produtos, as estruturas
dos triazdis 4a a 4k foram confirmadas pelas analises dos espectros no 1V, de RMN

de 'H, de RMN de '3C e da espectrometria de massas.

N \N. / \N\ \ /
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4a 4b 4c 4d
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N=N N=N CF, N=N
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Figura 2.32 - Estruturas dos 11 dos compostos triazolicos 4a a 4k derivados do
glicerol. Destaca-se que o Unico nédo fluorado é o composto 4a.

A seguir, serdo discutidas, com detalhes, a sintese e a caracterizagao do
composto triazdlico fluorado 4b, pois, conforme esperado, todos 0s compostos
apresentaram dados espectroscépicos semelhantes a este triazol, uma vez que
possuem a mesma estrutura bdsica, diferindo apenas no(s) grupo(s) e na(s)

posicdo(des) do(s) substituinte(s) fluorado(s) no anel aromatico (F ou CF3),
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excetuando o composto 4a, o Unico aromatico ndo fluorado (Figura 2.32). Os

espectros dos outros 10 derivados triazolicos se encontram no ANEXO |I.

2.4.1.4.1 Sintese e caracterizacdo de 1-((2,2-dimetil-1,3-dioxolan-4-ilymetil)-4-(3-
fluorofenil)-1H-1,2,3-triazol (4b)

A reacao de cicloadicédo entre o alquino terminal 1-etinil-3-fluorobenzeno e
o azido 3 levou a obtencao do 1-((2,2-dimetil-1,3-dioxolan-4-il)metil)-4-(3-fluorofenil)-
1H-1,2,3-triazol (triazol 4b), um sdlido branco.

Para reacfes de cicloadicdo, objetivando a sintese de compostos 1,2,3-
triazolicos, existem diversas metodologias (FREITAS et al., 2011). Neste trabalho,
para a obtencdo dos triazOis 4a a 4k, empregou-se a metodologia descrita por
Sharpless e colaboradores (KOLB, FINN, SHARPLESS, 2001), que apresentou 0 uso
de sais de Cobre (I) como catalisadores nessas reagdes de cicloadicdo 1,3-dipolar
entre azidos e alquinos terminais. Nesta metodologia, o sulfato de cobre penta-
hidratado é utilizado como fonte de cobre (Il) e 0 ascorbato de sédio € utilizado como
agente redutor. Desta forma, a espécie catalitica Cu (l) é gerada in situ (DIEZ-
GONZALES, 2011). Este esquema reacional foi chamado de Copper-catalyzed
Alkyne-Azide Cycloaddition (CUAAC) e ficou conhecido como reacao click (FREITAS
et al., 2011). Este tipo de reacdo € interessante pela versatilidade, simplicidade e
rapidez. InUmeros trabalhos buscando a sintese de novos compostos triazélicos tém
utilizado a reacao click com sucesso (COSTA et al., 2017, 2020; GAZOLLA et al.,
2018; TEIXEIRA et al., 2018; DE OLIVEIRA et al., 2019), o que direcionou o0 uso desta
metodologia neste trabalho.

Mecanismos envolvendo metais, de maneira geral, apresentam dificuldade
para elucidacdo e isto ocorre com 0 mecanismo dessa reacdo CuAAC. Estudos
tedricos e experimentais citados por Freitas e colaboradores (2011) buscaram
propostas mecanisticas para esta reacdo. Recentemente, Marzi e colaboradores
propuseram um mecanismo (Figura 2.7 - p. 31) no qual se observa a necessidade da
presenca de dois atomos de cobre nesta cicloadi¢édo catalitica (MARZI et al., 2022).

Nesta reagdo, a primeira parte € a mistura de sulfato de cobre penta-
hidratado e ascorbato de sodio, para a formacdo do espécie catalitica Cu (I). Na
sequéncia, tem-se a complexacdo entre o Cu (I) e o alquino terminal 1-etinil-3-
fluorobenzeno. Vale ressaltar que alquinos terminais apresentam carater acido e com
a formacédo do complexo alquino-cobre, o pKa da espécie ainda diminui, facilitando a

sua desprotonacdo em meio aquoso e a formacao do acetileto de cobre, com o
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segundo atomo de cobre (Cu (1)) (HIMO et al., 2005). Na etapa subsequente, ha a
complexacao do acetileto de cobre com o azido 3, gerando o complexo acetileto-azido.
O papel do Cu (I) & fundamental nesta etapa, pois ele apresenta efeito sinérgico,
tornando o nitrogénio terminal da porgédo azida mais eletrofilico (carater acido) e, ao
mesmo tempo, tornando o carbono 2, do alquino, mais nucleofilico (carater basico).
Este sinergismo favorece o ataque e a formacgéo da primeira ligacdo C-N, levando a
formacdo do intermediario metalociclo, um anel de seis membros. Esta etapa,
endotérmica, define a regioespecificidade da reacdo (MELDAL, TORN®E, 2008).

Na sequéncia do ciclo catalitico, tem-se a contragdo do anel, ou seja, a
formacdo de um anel menor, de cinco membros, por meio de uma associacao
transanular do nitrogénio, ligado ao metildioxolano, com o carbono terminal ligado aos
atomos de cobre, gerando a segunda ligacdo C-N (neste caso, “N-C”), a saida de um
atomo de cobre e a consequente obtencdo da espécie triazolila de cobre (FREITAS
et al., 2011). Na etapa final desta reacdo de cicloadicdo, ocorre a protonacédo do
triazolila de cobre, com a saida do segundo atomo de cobre, que ira retomar o ciclo
catalitico, e a formacdo do produto, neste caso, o 1-((2,2-dimetil-1,3-dioxolan-4-
il metil)-4-(3-fluorofenil)-1H-1,2,3-triazol (triazol 4b). Esta proposta mecanistica é

ilustrada na Figura 2.33.

#O PN F
O\)VN = F

ab |,

#\\)\/ ) F

(triazolila de cobre) Cu [Cy]
k [Cul \g' :
F
0 N=N ¥

O\)V \\‘
[C u]/ ; N /\
“lcu) e o N
(metalociclo) [Cu] “
C [Cu]
(acetileto de cobre)

Figura 2.33 - Proposta mecanistica para a sintese do triazol 4b por meio da reacéo de
cicloadicao catalisada por Cu(l) (CUAAC ou reacao click).
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Apés a purificagdo do produto, por meio de cromatografia em coluna,
utilizando silica-gel e uma mistura de éter/diclorometano (10:1 v/v) como eluente (Rt
= 0,60), o rendimento da reacéo foi de 70%. A confirmacao da formacéo do composto
triazolico 4b foi feita com base nas andlises dos espectros no 1V, de RMN de H, de
RMN de 13C e da espectrometria de massas.

O espectro no IV do triazol 4b (Figura 2.34) apresentou sinais
caracteristicos das ligacées do anel aromatico, na regido entre 900 e 650 cm™. Os
sinais em 865, 755, 687 cm (relativos as vibracdes de dobramento =C-H fora do
plano do anel aromatico e as vibracdes de dobramento do anel C=C fora do plano)
sao caracteristicas de anel aromatico substituido em meta. Vale salientar que o sinal
fraco préximo a 3.100 cm™ também pode ser atribuido a presenca do anel aromatico,
pois esta associado a estiramento da ligagcdo C-H de anel aromatico. Além disto,
observou-se uma banda de absorcdo intensa em 1.202 cm, caracteristica da
deformacéo axial da ligagdo N=N do anel triazélico. Também foram observadas
bandas de dobramento fora do plano =C-H do anel triazélico em 910 cm*e 835 cm™.
Ja as absorc¢@es na faixa de 1.300 a 1.000 cm* indicam sinais de estiramento de C-O
do anel dioxolanico (1.293 e 1.149 cm') e estiramento da ligagdo C-F (1.225 cm™)
(PAVIA et al., 2010).
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Figura 2.34 - Espectro no 1V do triazol 4b.
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No espectro de RMN de *H do composto 4b (Figura 2.35), em campo alto,
verificou-se a presenca de dois simpletos, em 6 1,33 ppm e & 1,38 ppm, ambos
integrados para trés hidrogénios, referentes aos hidrogénios dos grupos metila ligados
ao anel dioxolanico (HsC-C-O). Em 6 3,75 ppm (J1 = 8,8 Hz e J» = 6,0 Hz) e 6 4,12
ppm (J. = 8,8 Hz e J> = 6,4 Hz), observaram-se dois duplos dupletos, ambos
integrados para um hidrogénio, atribuidos aos hidrogénios ligados ao carbono-1’,
desblindados pela presenca do &omo de oxigénio do anel dioxolanico. Esta
multiplicidade e estes valores das constantes de acoplamento indicam acoplamento
geminal (H-7’a/H-1’b) e acoplamento vicinal com H-2’. O sinal observado como um
duplo dupleto em & 4,58 ppm, integrado para 1H (J1 = 12,6 Hz e J> = 2,6 Hz) é referente
a um dos hidrogénios ligados ao carbono-3’ (H-3’a), desblindado pela vizinhanca do
anel triazolico (ligado a um dos atomos de nitrogénio), que possui acoplamento
geminal com o hidrogénio H-3’b e acoplamento vicinal com o H-2. E o sinal
inicialmente caracterizado como um multipleto em 6 4,42-4,51 ppm (integral para 2H),
trata-se, na verdade, da sobreposi¢do de dois sinais: um duplo dupleto (para 1H),
referente ao H-3'b, que acopla com os hidrogénios H-3’a (geminal) e H-2’ (vicinal), e
um quinteto (para 1H), atribuido ao hidrogénio metinico H-2’, devido aos
acoplamentos com os quatro hidrogénios vizinhos (H-1a, H-1b, H-3a e H-3b),
desblindado pela ligacdo com um &tomo de oxigénio e pela proximidade do anel
triazolico.

Ainda no espectro de RMN *H do triazol 4b (Figura 2.35), por fim, em campo
baixo, tem-se cinco sinais. O simpleto observado em campo mais baixo, & 7,90 ppm
(integrado para 1H), foi atribuido ao hidrogénio do anel triazdlico (H-5), altamente
desblindado pelo efeito retirador de elétrons dos atomos de nitrogénio, pelo efeito
anisotropico associado ao anel triazdlico e pela presenca do anel aromético, em
conjugacdo com o anel triazdlico. Nesta regido, caracteristica de hidrogénios
aromaticos, os sinais entre 6 6,99 ppm e & 7,59 ppm, confirmam o anel aromatico com
substituintes em meta, com o0s quatro hidrogénios ndo equivalentes. O sinal
caracterizado como em triplo duplo dupleto, em & 6,99 ppm (integral para 1H),
apresenta as constantes de acoplamento 8,5, 2,5 e 0,8 Hz, sendo atribuido ao
hidrogénio H-4”, menos desblindado pela posicdo em relacdo aos grupos substituintes
(Flbor em orto e o anel triazélico em para). O tripleto duplo em & 7,35 ppm (integrado
para 1H), com constantes de acoplamento 8,2, 7,8 e 5,7 Hz, indicou que ndo ha
acoplamento em meta. Deste modo, este sinal foi atribuido ao hidrogénio H-5" (orto
em relagéo a H-4” e H-6" e para em relagao ao H-2”). E o sinal caracterizado como

54



um multipleto em & 7,51-7,59 ppm (integrado para 2H) se trata de sobreposicéao de
dois sinais referentes aos hidrogénios H-2” e H-6", ambos em orto em relagao ao anel
triazolico. O hidrogénio H-2” acopla em meta com H-4" e H-6" e para em relacdo ao

H-5" e o hidrogénio H-6" acopla em orto com H-5” e em meta com H-2” e H-4".
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Figura 2.35 - Espectro de RMN de 'H (CDCIsz, 400 MHz) do triazol 4b.

No espectro de RMN de 13C (Figura 2.35), os sinais observados em & 25,2
e 26,7 ppm séo referentes aos dois grupos metila ligados ao anel dioxolanico. Os
sinais em 6 52,4, 66,4 e 74,0 ppm correspondem aos carbonos da por¢ao dioxolanica
da molécula, C-3’, C-1’ e C-2’, respectivamente. O carbono C-2’ em campo mais baixo
é desblindado pelo efeito indutivo de um oxigénio em o e pelo efeito anisotropico do
anel triazolico em B, além de outro oxigénio também em . O sinal em 6 110,2 ppm foi
atribuido ao carbono C-4’ do anel dioxolano, ligado aos dois grupos metila e aos dois
oxigénios, sendo, por isto, altamente desblindado pelo efeito indutivo retirador dos
atomos de oxigénio. Os carbonos vinilicos C-4 (d, Jc.r = 3,0 Hz) e C-5 do anel triazdlico
foram observados em & 146,6 e 121,3 ppm, respectivamente. Vale salientar que o
carbono C-4 apresenta pequeno acoplamento com o atomo de flior presente no anel

aromatico, dai o dupleto observado e o valor baixo da constante de acoplamento (Jc-
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r = 3,0 Hz) e a maior desblindagem deste carbono, ligado diretamente ao nitrogénio e
ao anel aromatico. Pode-se observar ainda que o sinal do carbono C-4 (5 146,6 ppm)
tem baixa intensidade, quando comparado ao pico do carbono C-5, tipico de carbonos
ipso.

Observou-se neste espectro de RMN 3C (Figura 2.36) que os seis sinais
dos carbonos aromaticos do triazol 4b aparecem como dupletos, pois acoplam com o
atomo de fluor presente. As constantes de acoplamentos entre carbono e flior séo
altas, podendo chegar a 290 Hz. Em nucleos aromaticos, a constante de acoplamento
C-F diminui com o aumento do niamero de ligagbes (com a distancia em relagcéo ao
fldor), podendo alcancar valores maiores do que 230 Hz para grupos em orto e da
ordem de 4,0 Hz para grupos em para (BRANCO et al., 2015). Deste modo, tendo a
posicdo do atomo de fluor como referencial, foram feitas as atribuicées. O carbono C-
4” apresentou sinal em 6 112,6 ppm (d, Jc-F = 22,0 Hz - constante orto em relagéo ao
atomo de fluor). Ja o carbono C-2” apresentou sinal em & 114,9 ppm (d, Jcr = 21,0
Hz - constante orto). O carbono C-6" apresentou sinal em 4 121,2 ppm (d, Jcr = 3,0
Hz - constante para) e o carbono C-5" apresentou sinal em 6 130,3 ppm (d, Jc.r = 8.0
Hz - constante meta). Os dois carbonos ipso C-1” e C-3” (sinais de menor intensidade)
apareceram em 6 132,6 ppm (d, Jcr = 9,0 Hz - constante meta) e 6 163,1 ppm (d,
Jcr = 253,0 Hz - constante ipso - ligado diretamente ao atomo de fluor),
respectivamente. Destaca-se a desblindagem do carbono C-3”, por efeito indutivo
retirador de elétrons, ligado diretamente ao &tomo de fldor.

Por fim, analisando o espectro de massas do triazol 4b (Figura 2.37), 0 pico
em m/z 277 [M+] esta de acordo com a formula molecular: C14H16FN3O2 (Massa molar:
277,29 g/mol). J& o pico em m/z 262 é referente ao fragmento associado a perda de
um dos grupos metila do anel dioxolanico a partir do ion molecular. Observou-se ainda
0 pico base em m/z 43, referente ao ion acetil [CH3CO"], proveniente da fragmentacao

do anel dioxolano.
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Figura 2.36 - Espectro de RMN de 13C (CDClIs, 100 MHz) do triazol 4b.
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Figura 2.37 - Espectro de massas do triazol 4b.

Com base no exposto, por meio das analises dos espectros no 1V, de RMN

de 'H, de RMN de 3C e da espectrometria de massas, fez-se a confirmacéo estrutural
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inequivoca do triazol 4b. A confirmacdo das estruturas dos triazéis 4a e 4c a 4k foi
feita de modo semelhante. Os dados espectroscopicos dos compostos foram
apresentados no trabalho e os espectros dos compostos triazolicos sdo apresentados
no ANEXO 1.
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CAPITULO 3 - AVALIAGCAO DAS ATIVIDADES FITOTOXICA E
CITOGENOTOXICA DOS NOVOS COMPOSTOS 1,2,3-TRIAZOLICOS
FLUORADOS DERIVADOS DO GLICEROL

3.1 INTRODUCAO

O uso de herbicidas objetivando o controle de plantas daninhas € uma
importante ferramenta na agricultura moderna, pois o controle quimico é, de maneira
geral, r4pido, eficiente e de baixo custo. Mas, por outro lado, o uso indiscriminado
destes mesmos herbicidas exerce uma alta pressao de selecdo sobre as populaces
de plantas daninhas, o que tem levado ao surgimento de espécies resistentes a esses
produtos agroquimicos (ALVES et al., 2021; HAN et al., 2021). Neste cenario, a
indastria agroquimica vem desenvolvendo constantemente novas metodologias de
sintese organica, com o objetivo de fornecer substancias cada vez mais seletivas,
eficientes e ambientalmente seguras (OGAWA et al., 2020).

Dentre as classes de compostos organicos utilizadas para a sintese de
produtos agroquimicos e farmacéuticos estdo o0s compostos heterociclicos,
destacadamente os heterociclos contendo nitrogénio. E nesta classe de sistemas
heterociclicos nitrogenados, os compostos 1,2,3-triazélicos tém grande importancia
devido ao seu amplo espectro de aplicagcbes em produtos agroquimicos,
farmacéuticos e medicinais (AVULA et al., 2019; COSTA et al., 2017, 2020).

Atualmente, mais de 1.200 compostos agroquimicos sdo conhecidos e
muitos deles sdo usados regularmente na busca de produtividade, objetivando
sustentar a populacdo global em constante expansdo. Neste contexto, nas ultimas
duas décadas, os compostos contendo atomos de flior, os chamados fluoroquimicos,
foram associados a avancos significativos no processo de desenvolvimento de novos
agroquimicos (JESCHKE, 2010; OGAWA et al., 2020). Entre os herbicidas licenciados
atualmente em todo o mundo, cerca de 25% contém pelo menos um atomo de fluor,
e varios contém mais de um atomo de fldor, na forma de grupos difluoro e trifluorometil
(-CF2 e -CFs, respectivamente). Os compostos contendo fldor contribuiram
significativamente para o desenvolvimento de produtos para esta industria
agroquimica e muitas moléculas organofluoradas encontraram posi¢coes de mercado
estaveis (FUJIWARA, O'HAGAN, 2014; OGAWA et al., 2020).
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3.2 REVISAO DE LITERATURA

Plantas daninhas sdo espécies indesejaveis que afetam a produtividade
das culturas de interesse por variadas formas, quer seja pela competicdo por agua,
por nutrientes, pela luz ou pelo espaco (AHMAD et al., 2018). Neste cenério, 0s
herbicidas surgem como principal ferramenta de controle das plantas daninhas,
desempenhando importante papel na agricultura moderna. Desde a descoberta do
herbicida acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) (Figura 3.1), na década de 40 do
século passado, a industria agroquimica busca desenvolver uma ampla gama de
herbicidas com variadas estruturas quimicas. No entanto, um grande problema
associado ao uso de herbicidas € a ocorréncia da resisténcia por parte das plantas
daninhas (QADEER et al., 2007; GISZTER et al., 2016).

CI/©[ Cl

Figura 3.1 - Acido 2,4-diclorofenoxiacético, o 1° herbicida amplamente utilizado.

A resisténcia de planta daninhas aos herbicidas € um grande desafio da
agricultora. Isto gera uma necessidade premente de novas moléculas com potencial
atividade herbicida e o avanco da incorporacdo de novos produtos no mercado.
Segundo dados do Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA),
existem 945 herbicidas registrados no Brasil. Nos ultimos dois anos (2020 e 2021)
foram registrados 241 novos produtos herbicidas (BRASIL, 2022). Em relacéo a todos
0s agrotoxicos registrados no Brasil, os herbicidas sdo maioria (29,9%) e, na
sequéncia, tem-se os inseticidas (21,5%) e os fungicidas (20,8%) (BRASIL, 2022).

No desenvolvimento de novos herbicidas, compostos heterociclicos tém se
destacado, com os nucleos heterociclicos se mostrando parte do grupo farmacoforico
responsavel pela atividade biolégica (LAMBERTH, DINGES, 2012). Dentre os
heterociclos, enfatiza-se os que contém atomo(s) de nitrogénio, principalmente, os
compostos 1,2,3-triazélicos, devido a sua gama de aplicagbes em produtos
agroquimicos (COSTA et al., 2017, 2020). Algumas das atividades biologicas
relatadas para os derivados 1,2,3-triaz0licos s&o: antibacteriana, citotoxica,

antitumoral,  antiprotozoéaria, antifingica, antimalarica, leishmanicida e
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Antitripanossomal (AGALAVE, MAUJAN, PORE, 2011; LIMA-NETO et al., 2012;
BORGATI, 2013; COSTA et al., 2017; DHEER, SINGH, SHANKAR, 2017; PORTA et
al., 2017). Até o ano de 2003 foram publicados mais de 10.500 artigos sobre a quimica
dos triazdis, sendo que destes, 4.200 versavam sobre sintese e 2.400 sobre atividade
biolégica (MELO et al., 2006). Porém ainda s&o poucos os estudos destes 1,2,3-
triazois com relacdo a atividade herbicida.

Guell e colaboradores (2012) prepararam 15 peptideotriazéis a partir do
peptideo antimicrobiano BP100, pela adigdo de um anel 1,2,3-triazdlico, e testaram os
efeitos citotoxicos em células eucaritticas das folhas de tabaco. A toxicidade dos
peptideotriazois foi avaliada por infiltracdo de 100 uL de solucdo de 25 e 50 uM de
cada peptideotriazol nas mesdfilas das folhas. Apos 48 horas de infiltracdo, ndo foi
observada nenhuma necrose nas mesofilas das folhas, indicando que estes
compostos ndo foram citotoxicos para as folhas de tabaco.

Borgati e colaboradores (2013) sintetizaram 13 compostos 1,2,3-triazélicos
contendo grupos benzila-halogenados (compostos 1 a 13) (Figura 3.2). A
fitotoxicidade destes compostos foi avaliada contra duas espécies de dicotileddneas,
Lactuca sativa (alface) e Cucumis sativus (pepino) e uma espécie de
monocotiledénea, Allium cepa (cebola). Verificou-se que estes compostos triazélicos
interferiram na germinacdo e no crescimento radicular (brotos e raizes) das trés
espécies. Os compostos apresentaram atividade predominantemente inibitéria com
relacdo as espécies avaliadas, principalmente na concentragdo de 104 mol L, sendo
qgue alguns deles foram tdo ativos quanto o 2,4-D (acido 2,4-diclorofenoxiacético),
herbicida usado como controle positivo. Vale ressaltar que, conforme os resultados
obtidos, observou-se que os produtos halogenados foram mais ativos.

Costa e colaboradores (2017) sintetizaram e investigaram a atividade
fitotoxica de oito novos compostos 1,2,3-triazolicos (14 a 21) derivados do glicerol
(Figura 3.3), frente a Lactuca sativa (alface). Os resultados mostraram que estes
compostos 1,2,3-triazélicos ndo interferiram na germinacao das sementes. Além disto,
0s oito triazéis foram pouco efetivos na inibicdo do crescimento radicular de L. sativa,

com inibicdo maxima de 10% em relacdo ao controle.
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Figura 3.2 - Estrutura dos 13 compostos 1,2,3-triazélicos sintetizados por Borgati e

colaboradores (1 a 13), sendo 11 halogenados.
(Fonte: BORGATI et al., 2013)

OH
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Figura 3.3 - Estrutura dos oito compostos 1,2,3-triazélicos derivados do glicerol (14 a

21) sintetizados por Costa e colaboradores.
(Fonte: COSTA et al., 2017)

Nejma e colaboradores (2018) relataram a semissintese de novos
compostos hibridos 1,2,3-triazolicos derivados do acido maslinico (compostos 22 a
28) (Figura 3.4), extraido do bagaco de oliveiras, via reacdo de cicloadi¢do 1,3-dipolar

(reacéo click), e testaram a potencial atividade herbicida de tais compostos na
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germinacdo de sementes e no estagio inicial de crescimento de Lactuca sativa L.
(alface). Os resultados foram bem interessantes, com os derivados 1,2,3-triazélicos
do acido maslinico apresentando alto potencial de inibicdo da germinacdo de
sementes, acima de 90%, destacando-se 0 composto 26, que inibiu completamente a
germinacao (100% de inibicédo). Estes resultados, segundo os autores, corroboram a
importancia da por¢éo 1,2,3-triazélica na atividade observada e constitui um possivel
primeiro passo no desenvolvimento de herbicidas potentes, uma vez que uma das

estruturas semissintetizadas pode servir como um candidato para estudos posteriores.

=~ Acido maslinico

1
1
I
Anel 1,2,3-triaz6lico Y

Derivados 22 - 28

Figura 3.4 - Estrutura do &cido maslinico e dos sete derivados 1,2,3-triaz0is (22 a 28)

semissintetizados por Nejma e colaboradores.
(Fonte: NEJMA et al., 2018)

Costa e colaboradores (2020) sintetizaram nove compostos 1,2,3-
triazolicos 4-alquil-substituidos derivados do glicerol (Figura 3.5), por meio da reacgéo
de cicloadicdo de alquino-azida, catalisada por Cul como etapa chave. Avaliou-se a
fitotoxicidade destes nove compostos frente a Lactuca sativa (alface) e observou-se
gue tais compostos interferiram pouco na germinacao, com resultados semelhantes
ao controle negativo (Agua e diclorometano), exceto o composto 31, que apresentou
35% de inibicdo da germinacdo, em uma concentracdo de 1.000 pg mLt. Porém,
tiveram efeitos pronunciados sobre o indice de velocidade de germinacdo e do

crescimento radicular das plantulas de L. sativa, destacando-se os triazdis 29, 30, 31,
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32, 34 e 36, que reduziram tais parametros em concentragcdes mais altas (500 e
1.000 ug mL1). Vale ressaltar que o derivado 1,2,3-triaz6lico 31, na concentragdo de
1.000 pg mL?, reduziu 68,53% do indice de velocidade de germinacéo e 85,78% do
crescimento radicular das plantulas de L. sativa, resultados similares ao controle

positivo utilizado, o herbicida comercial picloram.

29: R = HyCOH,CHy

30: R = H3C[CH,],CH,™
31: R = H3C[CH,]sCHy™

R
(< 32: R = HyC[CH,],CH,™
>< j\/ 33: R = HO[CHy]sCH,™™
34: R = H,C[CH,]CH,™*
(29-37) 35: R = HyC[CH,]cCH,™
36: R = HyC[CH,];CH, ™

37: R = H;C[CH,]sCH,™

Figura 3.5 - Estrutura dos nove compostos 1,2,3-triazélicos 4-alquil-substituidos

derivados do glicerol (29 a 37) sintetizados por Costa e colaboradores.
(Fonte: COSTA et al., 2020)

Ensaios para avaliagdo de citotoxicidade e de genotoxicidade de novos
compostos tém grande relevancia, pois permitem indicar respostas de um dado
organismo a um possivel efeito toxico por parte do(s) composto(s). Deste modo, &
possivel avaliar o impacto da substancia sobre células, tecidos e/ou 6rgaos de
organismos alvos e verificar possiveis perturbacdes metabdlicas ou efeitos sobre o
material genético (FRENZILLI, NIGRO, LYONS, 2009). Estes teste podem ser feitos
in vitro ou in vivo, utilizando plantas modelo, como Allium cepa e Lactuca sativa. Essa
Ultima espécie (a alface) é utilizada por possuir grande nimero de sementes, pequeno
tamanho, ser facilmente encontrada em casas rurais para aquisicdo, além de
apresentar germinacdo padronizada e em poucas horas (ALVES et al., 2022). Os
testes, no caso de potenciais agroquimicos, permitem a avaliagdo da seguranca com
relacao a possiveis efeitos citogenotoxicos destas substancias (DOS SANTOS et al.,
2019).

Considerando a importancia dos compostos heterociclicos contendo
nitrogénio e dos compostos fluoroquimicos no desenvolvimento de novos
agroquimicos, associado a busca de compostos bioativos que possam ser usados

como novos ingredientes ativos no controle de plantas daninhas, descreve-se neste
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capitulo a avaliagdo de atividade fitotdxica e citogenotoxica dos 11 compostos

fluorados 1,2,3-triazoélicos sintetizados a partir do glicerol.

3.3 MATERIAL E METODOS

3.3.1 Material Vegetal

As avaliacOes da fitotoxicidade e da citogenotoxicidade dos compostos
1,2,3-triazdlicos 4a a 4k foram realizadas utilizando sementes comerciais da planta
modelo Lactuca sativa L. (alface) “Crespa Grand Rapids - TBR” (ISLA).

3.3.2 Ensaio de Avaliacao da Atividade Fitotoxica

A avaliagéo da fitotoxicidade dos compostos 4a a 4k foi realizada utilizando
cinco concentracdes diferentes (1.000, 500, 250, 100 e 50 ug.mL!) de cada composto.
25 sementes de alface foram colocadas em cada placa de Petri (9 cm de diametro)
contendo papel de filtro umedecido com 2,5 mL da solucdo de cada tratamento
(usando diclorometano como solvente). Os experimentos seguiram um delineamento
inteiramente casualizado (DIC), com quatro repeticdes por tratamento. As placas
foram vedadas com filme plastico transparente para evitar a evaporacao e mantidas
em incubadora BOD a 25°C * 2°C, sem luz durante 120 h (cinco dias). Como controle
negativo, foram utilizados agua destilada e diclorometano, e como controle positivo foi
utilizado o herbicida comercial picloram, na concentragdo de 1.000 pg.mL?t. O
processo de germinacao foi avaliado em intervalos de oito em oito horas até completar
48h. Os parametros macroscopicos avaliados foram o indice de velocidade de
germinacao (GSI), a porcentagem de sementes germinadas (GR), o comprimento
radicular apés 48 h (RG) e o crescimento aéreo (AG) apds 120 h, com o auxilio de
paquimetro digital, conforme previamente descrito por Pinheiro e colaboradores
(2015).

3.3.3 Ensaio de Avaliacao da Atividade Citogenotdxica

Apds 48h de exposicdo aos tratamentos, para analise microscopica, dez
raizes de L. sativa de cada placa de Petri foram coletadas e fixadas em etanol-acido
acético (3:1 v/v). As trocas do fixador foram feitas em 10 minutos e 24 h apos a
primeira fixacdo, sendo armazenadas a -20 °C durante todo o processo. Apés 24 h,
laminas dos meristemas radiculares foram preparadas pela técnica de squash e
coradas com orceina acética a 2% (ANDRADE-VIEIRA, CAMPOS, DAVIDE, 2012).
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Aproximadamente, 4.000 células meristeméticas foram avaliadas por tratamento,
observando e quantificando as diferentes fases da divisdo mitGtica, possiveis
alteracdes cromossomicas e nucleares. O indice mitotico (MI) foi obtido pela divisdo
do numero de células em divisdo (profase, metafase, anafase e tel6fase) pelo numero
total de células avaliadas em cada tratamento. As frequéncias de alteracdes
cromossOmicas e nucleares foram obtidas dividindo-se o numero de alteragdes,
cromossOmicas e nucleares, respectivamente, pelo nimero total de células avaliadas
(ANDRADE-VIEIRA, CAMPOS, DAVIDE, 2012). A frequéncia de alteracbes, que
representa a ocorréncia de cada alteragao individualmente, foi avaliada com base na
razao entre o numero de alteracdes individuais (C-metéafase, ponte, pegajoso, atraso,
freio e perdido) e o niumero de células por divisio (ANDRADE-VIEIRA, CAMPOS,
DAVIDE, 2012).

3.3.4 Analise Estatistica

Para as analises de fitotoxicidade e citogenotoxicidade, os dados obtidos
foram submetidos a andlise de variancia e as médias comparadas pelo teste de
Dunnett (p<0,05), por ser o mais indicado para experimentos que buscam comparar
tratamentos com controles (MCHUGH, 2011). Todas as andlises foram realizadas
utilizando o programa de analise estatistica GENES VS 2015.5.0 (CRUZ, 2013).

3.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.4.1 Avaliacdo da Atividade Fitotoxica

A analise dos dados de avaliagéo da fitotoxicidade (Figura 3.6) revelou que
0S compostos 4a, 4b, 4d e 4i foram os que apresentaram efeitos na germinacdo das
sementes. O derivado 4a (triazol ndo fluorado), em uma concentracdo de
1.000 pg mL%, inibiu, aproximadamente, 25% da germinacdo de sementes de L.
sativa, um efeito semelhante ao do controle positivo, o herbicida picloram. Os
compostos 4b e 4d (a 500 ug mL?) e 0 4i (a 1.000 e 500 pg mL?), todos fluorados,
também inibiram a germinacdo quando comparados aos controles negativos (Figura
3.6).

O composto 4a, na concentracdo mais alta (1.000 ug mL™1), apresentou o
maior efeito no indice de velocidade de germinacao (IGS), semelhante ao picloram,
inibindo em 65% em relacdo aos controles negativos. O mesmo composto 4a (a
500 pg mL?t) e os derivados 4b (a 1.000, 500 e 250 pg mL1), 4d, 4e (a 1.000 e
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500 ug mL?), 4i e 4j (a 1.000 e 500 pg mLt) promoveram inibicdo no IGS, quando
comparados aos controles negativos (Figura 3.6). Os compostos triazélicos 4b, 4d,
4e, 4i e 4j (todos fluorados) apresentaram efeitos inibitérios apenas neste parametro
de germinacdo (IGS), ndo apresentando diferenca quando comparados com a
porcentagem de germinacéo final (G%). Esta € uma caracteristica encontrada em
compostos classificados como biocidas (IGANCI et al., 2006).

Em relac&o ao crescimento radicular (RG), o triazol 4i (nas concentracfes de
1.000 e 500 pg mL?Y) foi equipotente ao herbicida picloram, inibindo,
aproximadamente, 80% do desenvolvimento da raiz de L. sativa em relacdo aos
controles negativos (Figura 3.6). JA os compostos 4b e 4j (a 1.000, 500 e
250 pg mL1), 4d e 4e (a 1.000 e 500 pg mL?), 4a (a 1.000 ug mL?) e 4i (a 250 e
100 pg mL?) inibiram o crescimento radicular em relagdo aos controles negativos
(Figura 3.6). Por outro lado, o composto 4c (em 250, 100 e 50 pg mLt) estimulou o
crescimento radicular de L. sativa.

O parametro de crescimento radicular é considerado o mais sensivel dentre
os analisados nos ensaios de avaliagédo de fitotoxicidade, sendo responsivo mesmo
para compostos com toxicidade leve a moderada (ARAGAO et al., 2017). Além disso,
guando se inicia o processo de germinacéo da planta, ocorre a embebicéo do liquido
antes da germinagé&o e ocorre a maior absorcédo do composto. Por esse motivo, 0 RG
€ um dos parametros mais afetados, pois as raizes sdo as primeiras a ter contato
direto com a substancia testada, sendo as maiores consumidoras de nutrientes e
liquidos retidos na semente (ARAGAO et al., 2017).

Nas andlises de crescimento aéreo (AG), os compostos 4a, 4b, 4d, 4e, 4f,
4g e 4h apresentaram diferenca estatistica em todas as concentracfes, quando
comparados aos controles negativos (agua e diclorometano), ndo ocorrendo diferenca
significativa quando comparado ao controle positivo (herbicida picloram). A inibicdo

do AG foi superior a 80% quando comparada aos controles negativos (Figura 3.6).
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G% = Porcentagem de Germinagéo; IGS = indice de Velocidade de Germinagéo;
RG = Crescimento Radicular; AG = Crescimento Aéreo.

As médias seguidas da letra a foram iguais ao controle negativo 4gua e as seguidas da letra b foram iguais ao controle negativo diclorometano. J& as médias seguidas
da letra c foram iguais ao controle positivo picloram (1.000 ng mL?), segundo o teste de Dunnett (p<0,05).

Figura 3.6 - Avaliacdo da fitotoxicidade em L. sativa dos compostos 1,2,3-triazélicos 4a a 4k, em cinco concentracdes, e com controle
positivo (Picloram a 1.000 ug mL™) e controles negativos (agua e diclorometano).

71



Os triazois 4i, 4c e 4j, em concentragfes especificas (4i: em 1.000, 500,
250 e 100 pg mL?; 4c e 4j: em 1.000 e 500 pg mL1), também apresentaram inibicdo
do crescimento aéreo (AG), ndo apresentando diferenca significativa quando
comparados ao controle positivo, o herbicida picloram (Figura 3.6). Estes resultados
envolvendo os trés compostos 1,2,3-triazdlicos fluorados (4c: 1F; 4i: 1CFs3; 4j: 1CF3)
confirmam o que foi descrito por Jeschke (2010), que afirma que compostos contendo
um ou mais atomos de fllor sédo potencialmente fitotoxicos. Uma hipotese € que tais
compostos podem estar agindo na mesma via metabdlica do herbicida comercial a
base de triazol Front®, que tem carater pré-emergente e atua inibindo a fotossintese
através do fotossistema Il. Com o consumo da energia retida na semente pelo
crescimento da raiz, a semente perde vigor para o crescimento aéreo, que por sua
vez € impedido de realizar a fotossintese para recuperar a planta, levando a uma taxa
de crescimento mais lenta e, posteriormente, causando a morte da mesma (TOLEDO
et al., 2010).

Ainda considerando o crescimento aéreo (AG), embora menos eficaz que
o controle positivo (picloram), o triazol 4k em todas as concentracdes testadas, e mais
uma vez os triazéis 4i (em 50 pg mL1) e 4j (em 250 e 100 ug mL™?) inibiram o AG,
guando comparados aos controles negativos (Figura 3.6). Por outro lado, 0 composto
4c (em 250, 100 e 50 pg mL?Y) induziu o crescimento aéreo, diferindo
significativamente dos controles (Figura 3.6). Vale ressaltar que algumas moléculas
apresentam potencial indutor quando utilizadas em baixas concentragoes,
comportando-se, provavelmente, como uma auxina (horménio vegetal que atua
regulando o crescimento e desenvolvimento da planta) sintética. Esse aumento pode
estar relacionado ao alongamento das células que ocorre durante o processo de
crescimento e derivacio celular (ARAGAO et al., 2017).

A andlise dos parametros fitotoxicos, como a porcentagem de germinacao
(G%) e o indice de velocidade de germinacao (IGS) podem indicar se um composto
apresenta comportamento de inibicdo pré-emergente, enquanto a investigacdo do
crescimento radicular (RG) e aéreo (AG) pode fornecer informacgdes sobre o efeito de
inibicdo pos-emergente (VARGAS, ROMAN, 2006). Desta forma, os compostos 4a,
4b, 4d, 4e, 4i e 4j apresentam comportamento de inibicdo pré-emergente, enquanto
todos os compostos investigados apresentaram efeito pds-emergente (Figura 3.6). O
conhecimento da acdo dos compostos na emergéncia de uma planta é uma
caracteristica importante a ser considerada. Um composto pré-emergente nao permite

a germinacdo de sementes; diretamente relacionado aos plantios a serem
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implantados, podendo atuar sobre as plantas invasoras antes que elas comecem a
competir com a cultura de interesse. Por outro lado, um composto com comportamento
pos-emergente pode ser recomendado para culturas ja instaladas (VARGAS,
ROMAN, 2006).

3.4.2 Avaliacao da Atividade Citogenotoxica

Na avaliacdo citogenotoxica utilizando as células meristeméaticas de L.
sativa, houve variacdo nos resultados, com alguns compostos 1,2,3-triazélicos
promovendo aumento do indice mitético (M) e outros levando a diminuicdo do MI. O
aumento foi observado no tratamento com os triazéis 4k (em 500, 250, 100 e
50 ug mL?), 4a, 4b, 49, 4h (em 250, 100 e 50 pg mL1), 4d, 4f (em 100 e 50 pg mL1),
e 4c, 4e e 4j (a 50 pg mL*?) (Figura 3.7). Vale destacar que Kalhor-Monfared e
colaboradores (2016) sintetizaram e testaram 72 derivados aril 1,2,3-triazélicos contra
células da linhagem de melanoma B16. Dentre os compostos sintetizados e testados
havia o triazol 4k (denominado a2b5) e os autores observaram baixa atividade deste
triazol contra o melanoma B16, afirmando que a “troca” do grupo 4-trifluorometilfenil
no Carbono-4 no lugar do grupo 2-naftil (do composto a4b5 - composto nao fluorado)
seria a responsavel por esta reducéo na atividade.

O aumento do indice mitético pode ocorrer quando uma planta tenta se
desenvolver para sair de um local estressado (IGANCI et al., 2006). Ja a diminuicdo
do indice mitotico foi observada em células meristematicas de L. sativa tratadas com
os triazéis 4i (a 1.000, 500 e 250 ug mL™Y), e 4a, 4c, 4d, 4de, 4f, 49, 4h e 4i (a
1.000 ug mL?) (Figura 3.7). A diminuicdo do indice mitético pode ocorrer devido a
morte celular (IGANCI et al., 2006).

Todos os compostos 1,2,3-triazélicos avaliados causaram aumento nas
alteracdes nucleares (NA) em determinadas concentracdes. Alteragdes como
micronucleos (MNC) ou nucleos condensados (CN) foram observadas nas células
tratadas com os compostos 4a, 4b e 4d (Figura 3.7). Para os demais derivados,
observou-se apenas um nucleo condensado (CN), que é a evidéncia citologica da
ocorréncia de morte celular (ANDRADE-VIEIRA, CAMPOS, DAVIDE, 2012).
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Um aumento nas alteragdes cromossomicas (CA) foi observado para os
compostos 4d, 4e, 4f, 4g, 4h, 4j e 4k, em todas as cinco concentracdes. No caso dos
triazéis 4a (a 250, 100 e 50 ug mL1), 4c (a 500, 250, 100 e 50 ug mL™?) e 4i (a 1.000,
500, 100 e 50 ug mL1), observou-se também aumento nas alteracdes cromossdmicas
nestas concentracdes especificas (Figura 3.7).

As alteragcbes cromossOmicas sao determinadas pelo numero de
cromossomos em anormalidades, sejam estruturais ou numéricas. Essas alteracfes
podem ser classificadas de acordo com o mecanismo de acdo, em clastogénicas,
aneugénicas e/ou epigenéticas (BERNARDES et al., 2015; FREITAS et al., 2016).
Uma das alteracfes encontradas foi a aderéncia cromossémica, que foi observada
para quase todos 0os compostos, exceto os triazéis 4a e 4b (Figura 3.8). Essa alteracéo
é classificada como clastogénica, aneugénica e epigenética (FREITAS et al., 2016;
SILVEIRA et al., 2017; DOS SANTOS et al., 2019). Outra alteracdo observada para
os derivados triazoélicos 4e, 4f, 4i e 4k foi a ponte cromossémica (Figura 3.8), que é
classificada como uma alteracdo clastogénica (DOS SANTOS et al., 2019).

As alteracbes aneugénicas observadas corresponderam a atraso
cromossoémico, C-metafase e perda de cromossomos (Figura 3.8). O atraso
cromossomico foi observado para a maioria dos compostos, ndo sendo encontrado
apenas para o0s triazois 4a-4c (Figura 3.8). A C-metafase foi observada para os
compostos triazélicos 4g, 4i, 4j e 4k (Figura 3.8), que é resultante da inativacdo do
fuso (FERNANDES MAZZEO, MARIN-MORALES, 2009). Uma alteracdo observada
apenas no tratamento do derivado triazdlico 4k foi a perda de cromossomos (Figura
3.8), que ocorre devido ao funcionamento anormal dos microtibulos, levando ao ndo
alinhamento dos cromossomos durante a divisdo mitética (DOS SANTOS et al., 2019).
A Figura 3.9 apresenta alteracbes cromossémicas observadas nas células

meristematicas de L. sativa.
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As médias seguidas da letra a foram iguais ao controle negativo agua e as seguidas da letra b foram iguais ao controle negativo diclorometano. J4 as médias seguidas
da letra ¢ foram iguais ao controle positivo picloram (1.000 ug mL-1), segundo o teste de Dunnett (p<0,05).

Figura 3.8 - Frequéncia de alteracbes cromossdmicas (perda de cromossomos, aderéncia cromossémica, C-metafase, ponte
cromossémica, atraso cromossdmico e quebra cromossdmica) observadas em células meristematicas de L. sativa tratadas com os
compostos 1,2,3-triazélicos 4a a 4k, em cinco concentracdes, e com controle positivo (picloram 1.000 ug mL™?) e controles negativos (Agua
e diclorometano) (I).
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Figura 3.9 - AlteracGes do ciclo celular observadas em células meristematicas de L.
sativa tratadas com os compostos 1,2,3-triazélicos 4a a 4k, em cinco concentracoes,
e controle positivo (picloram 1.000 ug mL?) e controles negativos (dgua e

diclorometano). (a) ponte em anafase; (b) interfase com micronucleos; (c) C-metafase; (d)
Cromossomos pegajosos. (Barra = 10 um).

Com base nos resultados discutidos neste capitulo, observou-se que os 11
derivados 1,2,3-triazélicos do glicerol (4a a 4k) apresentaram efeitos sobre os
parametros fitotoxicos e citogenotéxicos com diferentes graus de eficiéncia sobre
Lactuca sativa (alface). Os compostos 4a, 4b, 4d, 4e, 4i e 4] apresentaram
comportamento de inibicdo pré-emergente. Ja os compostos 4f, 4g e 4h, em conjunto
com os compostos 4a, 4b, 4d, 4e e 4i, apresentaram efeito pds-emergente em todas
as concentracfes testadas, evidenciando a eficiéncia de baixas concentracdes na
inibicdo do crescimento da parte aérea das plantas. Os parametros citogenotéxicos
corroboraram o0s dados fitotbxicos, com observacdo de acbes clastogénica,
aneugénica e epigenética dos compostos triazélicos nas células meristematicas das

raizes de L. sativa.
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CAPITULO 4 - AVALIACAO DA ATIVIDADE FUNGICIDA DOS NOVOS
COMPOSTOS 1,2,3-TRIAZOLICOS FLUORADOS DERIVADOS DO GLICEROL

4.1 INTRODUCAO

O crescimento populacional continuo resultou em varios desafios a serem
enfrentados pelo ser humano, como o aumento da demanda por alimentos, tanto em
guantidade, quanto em qualidade (FAO, 2020). Ao longo dos anos, grandes avangos
na agricultura aumentaram a qualidade e a produtividade das culturas (REDDY, 2013;
TZOUNIS et al., 2017). Nesse contexto, os pesticidas tém desempenhado um papel
importante no manejo de inumeras pragas (WARE, WHITACRE, 2004; TUNER, 2018),
as quais diminuem significativamente a produtividade das culturas, bem como a
gualidade dos alimentos (STETTER, LIEB, 2000; JINDAL, DHALIWAL, 2013;
NISHIMOTO, 2019).

Dentre as principais pragas agricolas, os fungos representam um
importante problema na agricultura. Eles sao difundidos na natureza e séo vitais para
a reciclagem de nutrientes presentes na matéria organica. No entanto, entre as
120.000 espécies de fungos descritas, cerca de 20.000 causam uma ou mais
patogéneses as culturas, levando a perdas em todo o mundo (SAVARY et al., 2012;
JAMPILEK, 2016).

O método mais comum utilizado para o controle de espécies flngicas é o
emprego de fungicidas (WARE, WHITACRE, 2004; TUNER, 2018). Embora,
atualmente, existam diversos fungicidas disponiveis para o controle de um amplo
espectro de doencas infecciosas de plantas (FRAC, 2021), as preocupacoes
ambientais e com a saude humana, associadas ao aumento da resisténcia das
espécies fungicas aos fungicidas existentes (HOLLOMON, 2015), tém pressionado
pesquisadores a encontrar novos ingredientes ativos para o controle de fungos, que
apresentem baixa toxicidade para organismos nao-alvos, tenham seguranca
ambiental e possam ser aplicados em concentra¢cées muito baixas. Deste modo, o
desenvolvimento de novos fungicidas é uma demanda constante e um desafio
(BATISTA et al., 2006; MONK et al., 2020).
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4.2 REVISAO DE LITERATURA

Os fungos séo organismos pertencentes ao reino Fungi, constituidos por
células eucaridticas, sendo heterotroficos (ndo realizam a fotossintese), e tém
importante papel na manutencdo da vida do planeta, pois sdo 0s principais
decompositores da natureza, sendo capazes de metabolizar e reciclar a matéria
organica (FISHER et al., 2012; SHARMA et al., 2019; ZHENG e WANG, 2019). Apesar
deste importante papel, inUmeras espécies de fungos causam grandes prejuizos na
agricultura, prejudicando o rendimento de importantes culturas e a qualidade dos
produtos agricolas (PARKER et al.,, 2014). Estima-se que o0s fungos sejam
responsaveis por, aproximadamente, 65% de todas as doencas infecciosas em
plantas (FISHER et al., 2012; ALMEIDA, RODRIGUES, COELHO, 2019).

Os fungos que acometem plantagbes sdo chamados de fungos
fitopatogénicos, ou, de maneira geral, fitopatdgenos, sendo responsaveis por uma

série de doencas que impactam o setor agricola (PARKER et al., 2014).

4.2.1 Fungos Fitopatogénicos - Colletotrichum Gloeosporioides

Os fungos patogénicos de plantas, ou fungos fitopatogénicos, podem ter
efeito devastador em uma ampla gama de culturas. Sao responsaveis por uma serie
de doencas, incluindo a antracnose, a mancha foliar, o mildio e a ferrugem, que podem
causar grandes perdas na produtividade das culturas e, por sua vez, resultar em
severos prejuizos na economia agricola (PARKER et al., 2014; PRICE et al., 2015).
Além disto, alguns fungos, como os da espécie Fusarium, sdo capazes de sintetizar
micotoxinas, compostos toxicos que, se ingeridos, podem ter efeito maléfico na salde.
Portanto, o controle desses fitopatdgenos é fundamental para garantir a produtividade
de culturas, a diminuicao de perdas econdmicas e para a seguranca alimentar (PRICE
et al.,, 2012; SPOLTI et al., 2014).

Dentre os fungos fitopatogénicos, um dos importantes géneros é o
Colletotrichum spp. (familia Glomerellaceae; divisdo Ascomicota), causador da
antracnose (pontos mortos afundados) dos tecidos aéreos. Quase todas as culturas,
em todo o mundo, sdo suscetiveis a uma ou mais espécies de Colletotrichum spp.
(BODDY, 2016). Este tipo de fungo também pode estar presente de forma latente,
infectando tecidos pré-colheita e causando podriddes poés-colheita (MORAES,
TANAKA, MASSOLA JUNIOR, 2013; FISCHER et al., 2017).
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As inumeras espécies de Colletotrichum apresentam caracteristicas
morfoldgicas variadas, destacando-se a espécie Colletotrichum gloeosporioides, cuja
primeira identificacdo ocorreu em 1984. Atualmente sdo conhecidas em torno de 22
espécies pertencentes ao complexo C. gloeosporioides, sendo Colletotrichum
gloeosporioides (Penz.) Penz. & Sacc a espécie patogénica predominante da
antracnose (WEIR, JHONSTON, DAMM, 2012). Esta espécie pode contaminar frutos
ainda bastante imaturos e permanecer no estado adormecido até o fruto atingir a fase
pos-colheita, podendo ocorrer uma podriddo mole, prejudicando a comercializacao
dos frutos e, deste modo, levar a grandes perdas econdmicas em culturas de
importancia comercial, como a banana e o mamao (DIAS, PINHEIRO, CAFE-FILHO,
2016; MENDES et al., 2020).

4.2.2 Caracteristica da Membrana Celular dos Fungos - Ergosterol

Os fungos séo organismos eucariontes e as suas células sdo formadas
pelos mesmos tipos de organelas que outros eucariotos, possuindo nucleo,
citoplasma, membrana plasmatica, sistema endomembranoso e parede celular, além
de algumas organelas que ndo sao encontradas em outros reinos (MONEY, 2016). A
membrana plasméatica cumpre sua funcao principal, de manter a integridade da célula,
e outras importantes funcdes bioldgicas, como a captacéo seletiva de substancias, a
transducéo de sinal e a modulacao da polaridade. Ela é constituida por uma estrutura
de proteinas em uma camada dupla de fosfolipideos, além de carboidratos e proteinas
de superficie, que se ligam fracamente a membrana (MONEY, 2016).

Um dos principais componentes da membrana fungica é o lipideo
ergosterol (Figura 4.1), um esterol responsavel pela permeabilidade e fluidez da
estrutura. Duas atividades fundamentais da membrana, a difusdo e o transporte
intermembrana, sdo diretamente dependentes da porcdo lipoproteica, da qual o
ergosterol faz parte (LOGUERCIO-LEITE et al., 2006; MONEY, 2016).

HO

Figura 4.1 - Estrutura do ergosterol, principal esterol fiangico, um dos componentes da
membrana plasmatica de fungos.
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A biossintese do ergosterol (Figura 4.2) na membrana fangica é realizada
por um complexo de enzimas que inclui a lanosterol 14a-desmetilase (CYP51) (Figura
4.3), enzima que faz parte do citocromo P450, uma superfamilia de hemeproteinas,
cuja funcdo é a de realizar processos de transferéncia de elétrons. A CYP51 esta
localizada na membrana externa do reticulo endoplasmaético e catalisa a retirada do
grupo metil (desmetilacdo) no carbono 14 da molécula do lanosterol, gerando a
formacédo de uma ligacdo dupla nesta posicédo (Figura 4.4), uma das etapas para a
formacéao do ergosterol (FRANCA et al., 2014; SUETH-SANTIAGO et al., 2015).
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Figura 4.2 - Biossintese do ergosterol a partir do 2,3-0xido de esqualeno, passando
pelo lanosterol, mostrando o sistema de enzimas utilizado no processo.
(Fonte: SUETH-SANTIAGO et al., 2015).
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Figura 4.3 - Enzima esterol 14a-desmetilase (CYP51) (Codigo PDB: 3K10). Ao centro,

€ representado o grupamento heme.
(FONTE: FRANGA et al., 2014).

Lanosterol
14a-desmetilase

-

H

Lanosterol

4,4-dimetilcolesta-8,14,24-trienol

Figura 4.4 - Etapa da desmetilacdo do lanosterol pela acdo da enzima esterol 14a-
desmetilase (CYP51). Em destaque, em vermelho, o carbono 14 no qual ocorre a
reacao de desmetilacao.

O mecanismo da desmetilacdo do lanosterol, que ocorre no carbono 14,
comeca com a monooxigenacao régio e estereosseletiva do grupo metila, seguida da
oxidacdo da hidroxila alcéolica a um grupo aldeidico (Figura 4.5). Devido ao
mecanismo radicalar envolvido no processo, ndo ocorre a formacdo de um
intermediario acido carboxilico para a conversdo do intermediario carbonilado ao
produto insaturado. E o ferro, do grupo heme porfirinico, é o responsavel por promover
uma seérie de oxidacOes radicalares, que levam a saida de acido formico e a
consequente formacdo da ligacdo dupla no carbono 14 (SUETH-SANTIAGO et al.,
2015).
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Figura 4.5 - Sequéncia de reacgOes oxidativas catalisadas pela CYP51 e proposta de

mecanismo para a conversao do aldeido ,y-insaturado no dieno correspondente.
(Fonte: SUETH-SANTIAGO et al., 2015).

Embora existam varias classes de compostos com atividade fungicida para
a busca do controle da disseminacdo dos fungos fitopatogénicos, como o0s
benzimidazois, as fenilamidas, as dicarboximidas, as anilinopirimidinas, os inibidores
de quinona externa (Qols) e as amidas &cidas (CAAs)), sdo os antifingicos azélicos
preferencialmente utilizados, devido ao menor custo e a eficacia contra uma ampla
gama de fungos (PRICE et al., 2012).

4.2.3 Compostos Antifungicos - Triazbis

Do ponto de vista histérico, até 1940, os fungicidas utilizados na agricultura
eram de natureza inorganica, como o arsénico, o sulfato de cobre, o pé de enxofre, a
cal sulfurosa e a calda bordalesa, entre outros. De maneira geral, esses primeiros
fungicidas apresentavam baixa seletividade e alta toxicidade, sendo utilizados,
principalmente, no controle de fungos na cultura de frutas e hortalicas (MORTON,
STAUB, 2008). Nesta época, ndo havia maiores preocupacdes sobre o impacto
desses compostos no meio ambiente, bem como na satde humana.

De 1940 a 1970, com o avanco das pesquisas e um melhor conhecimento
do mecanismo de acdo dos fungos, surgiram os fungicidas organicos, sendo
desenvolvidas varias classes de compostos, dentre as quais destacaram-se 0s
ditiocarbamatos e as ftalimidas. Esses novos fungicidas representaram um grande
avanco em relacdo aos fungicidas inorgénicos, pois eram mais ativos e faceis de
manusear pelos agricultores (MORTON, STAUB, 2008). Nas décadas seguintes este
desenvolvimento de novas classes de fungicidas acelerou e outras classes de

fungicidas se destacaram, como os benzimidazéis, as morfolinas, as piperazinas, 0s
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imidazéis, as pirimidinas, os triazois e as anilidas (KNIGHT et al., 1997; RUSSELL,
2005). Neste contexto de desenvolvimento de novos compostos com atividade
fungicida, a natureza e suas moléculas tém sido utilizadas como fonte de inspiracéo,
com destaque para a descoberta das estrobirulinas (SAUTER, STEGLICH, ANKE,
1999; RUSSELL, 2005).

Os compostos azolicos, ou azois, foram introduzidos primeiramente na area
clinica, em 1958, com o uso do clormidazol, como agente topico (Figura 4.6). Somente
na década de 1970 que os fungicidas azolicos foram usados pela primeira vez na
agricultura, com o introdugcao dos compostos imazalil e triadimefon (este foi o0 primeiro
triazol utilizado, contendo um nucleo 1,2,4-triazolico) (Figura 4.6) (PRICE et al., 2012).

ipd; Bepas

Clormidazol Imazalil Tr|ad|mefon

Cl

Figura 4.6 - Estruturas dos primeiros azois utilizados: clormidazol, na area clinica, e
imazalil e triadimefon, na agricultura.

A evolucdo das pesquisas dos compostos azélicos levou ao
desenvolvimento dos compostos triazdlicos, atualmente a classe de fungicidas mais
comercializada no mundo, pois sdo altamente eficazes no controle de fungos
(HIROOKA, ISHII, 2013). Dentre os fungicidas sistémicos, os triazéis respondem por
20% da participagdo no mercado (PRICE et al.,, 2012). Estes compostos atuam
inibindo uma enzima essencial na rota de biossintese do ergosterol, a lanosterol 14a.-

desmetilase.

4.2.4 Mecanismo de Acdao dos Triazois

A classe dos triazbis (compostos contendo os nucleos 1,2,3- ou 1,2,4-
triazolicos) € empregada no controle de uma ampla variedade de fungos patogénicos,
com bons efeitos e relativamente baixa toxicidade (CAMPQY, ADRIO, 2017). Para
exercer sua acao antifungica, os azois inibem a enzima lanosterol 14a-desmetilase
(CYP51). A CYP51 contém uma unidade de protoporfirina férrica em seu sitio ativo e

a principal interacéo relatada na literatura é uma ligagdo coordenada direta entre os
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nitrogénios (que ndo possuem substituintes) presente no anel triazolico e o atomo de
ferro da porfirina. O nitrogénio atua como uma base de Lewis e doa seu par de elétrons
ao ferro, que atua como um acido de Lewis, recebendo o par de elétrons, formando,
deste modo, uma ligacdo covalente coordenada (Figura 4.7). Consequentemente, 0
triazol inibe a CYP51, impedindo a biossintese do ergosterol, principal componente da
membrana celular fungica, levando o fungo a morte (FRANCA et al., 2014). Com base
neste mecanismo de acgao, os triazdis pertencem a classe dos fungicidas “inibidores
da biossintese do ergosterol”. Os compostos 1,2,3 e 1,2,4-triazdlicos tém
representado uma das classes mais estudadas e mais promissoras para 0
desenvolvimento de novos agroquimicos antifungicos (LEADBEATER, 2015;
CAMPOQY, ADRIO, 2017).

Figura 4.7 - Estrutura cristalografica da enzima lanosterol 14a-desmetilase (CYP51),
depositado no Protein Data Bank (PDB) sob o cédigo 2WX2. Ao lado, é representado

0 grupamento heme.
(FONTE: FRANGA et al., 2014).

Na busca de controlar as pragas agricolas, dentre as quais,
destacadamente, a antracnose ocasionada pelo Colletotrichum spp., diversos
produtos fungicidas como o tebuconazol e o difenoconazol (Figura 4.8), tém sido
aplicados de forma consistente (LEADBEATER, 2015). Entretanto, o uso irrestrito de
agroguimicos, muitas vezes em altas dosagens, tem levado ao desenvolvimento de
resisténcia dos fungos aos fungicidas, além de gerar problemas de residuos e
polui¢cdo do solo (XIE et al., 2017). Este aparecimento da resisténcia dos fungos aos
triazois ja existentes torna urgente o desenvolvimento de novos antifingicos, visando
a maior eficacia, menor toxicidade e maior espectro (PARKER et al., 2014). Spolti e
colaboradores (2014) observaram que cepas de Fusarium graminearum, isoladas de
uma amostragem representativa da populagéo contemporanea infectando espigas de
trigo em Nova York sdo sensiveis aos triazois testados, mas documentaram a

presenca de um isolado que foi significativamente menos sensivel ao tebuconazol,
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gue deveria ser altamente eficiente, demonstrando o surgimento de resisténcia deste
isolado. Em face a estes fatos, ha a necessidade de se desenvolver novas moléculas
com potencial atividade antifingica e propriedades ecologicamente corretas (OGAWA
et al., 2020; MARZI et al., 2022).

N=—
L\TN G Cl
N/

Cl

Tebuconazol

Difenoconazol

Figura 4.8 - Estruturas de dois importantes fungicidas triazoélicos, tebuconazol e
difenoconazol, ambos contendo nucleo 1,2,4-triazélico.

4.25 Trabalhos Envolvendo Atividade Antifungica de Compostos 1,2,3-
Triazolicos

Na busca de novos agroquimicos com potencial atividade fungicida,
trabalhos envolvendo compostos contendo nucleo 1,2,3-triazdlicos tém se destacado,
com este nucleo heterociclico se mostrando parte essencial do grupo responsavel
pela atividade biol6gica. Giell e colaboradores (2012) prepararam 15 peptideotriazdis
a partir do peptideo antimicrobiano BP100, pela adicdo de um anel 1,2,3-triazélico, e
testaram a atividade antifungica frente aos fungos Penicillium expansum e Fusarium
oxysporum nas concentracdes de 6,2, 12,5, 25 e 50 uM. Os peptidotriazéis
sintetizados foram pouco ativos contra P. expansum. Apenas oito sequéncias
incorporando um residuo de lisina (Lys) modificado com um triazol mostrou MIC’s
variando de 25 a 50 uM. Ja observando o fungo F. oxysporum, este foi particularmente
sensivel aos peptidotriazois. Sete sequéncias exibiram MIC’s menor que 6,2 uM e seis
exibiram atividade antifungica dentro de 6,2 e 12,5 uM. Os melhores peptideos
também foram do conjunto contendo um triazol em uma cadeia lateral de Lys e
exibindo atividade semelhante ao referencial BP100.

Su e colaboradores (2012) substituiram o anel aromatico da
mandipropamida por um anel 1,2,3-triazélico, sintetizando quatro novos derivados (38
a 41), todos contendo um grupo trifluorometil (CFs) ligado a um dos nitrogénios do

anel triazolico (Figura 4.9), e testaram a atividade fungicida in vitro dos compostos
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frente aos fungos Alternaria solani, Gibberella zea, Botryosphaeria berengeriana,
Botrytis cinerea, Cercospora arachidicola, Phytophthora capsici Leonian e
Phytophthora infestans (Mont.) de Bary. Os resultados dos bioensaios mostraram
baixa atividade inibitéria dos triaz6is contra os fungos testados. A excecado foi o
composto 40, que apresentou atividade moderada (38,5%) contra B. berengeriana a
50 ug mL? (SU et al., 2012).

38 o~

Figura 4.9 - Estrutura dos quatro novo compostos 1,2,3-triazélicos contendo o grupo
trifluorometil (CF3) derivados da mandipropamida (38 a 41) sintetizados por Su e

colaboradores.
(Fonte: SU et al., 2012)

Li e colaboradores (2016) sintetizaram trés derivados 1,2,3-triazélicos da
guitosana, sendo dois halogenados, e avaliaram a atividade contra trés fungos
fitopatogénicos (F. oxysporum f.sp.niveum, C. lagenarium e F. oxysporum f. sp.
cucumebrium Owen). Os compostos sintetizados apresentaram inibicdo do
crescimento dos fungos maior que a da quitosana e sugeriram um efeito sinérgico dos
halogénios com o anel triazolico nesta atividade antifangica. Além disto, os triazois
apresentaram boa solubilidade em &agua, fato que pode contribuir nesta atividade
observada.

Tendo em vista a atividade antifingica dos triazéis e sua aplicabilidade em
compostos biologicamente ativos, Costa et al. (2017), utilizando a rota apresentada
na Figura 4.10, sintetizaram novos derivados 1,2,3-triazélicos (14 a 21, cap. 3 - p. 65)
a partir do glicerol via reacao de cicloadicdo 1,3-dipolar catalisada por Cu (I).

Os compostos sintetizados foram avaliados na esporulacdo e crescimento

micelial de C. gloeosporioides. Os triazéis 4g e 4h foram os mais eficientes, quando
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comparado ao fungicida comercial tebuconazol, na inibicdo da esporulacdo de C.
gloeosporioides, com valores de EDso de 0,44 e 0,83 ug mL?, respectivamente. Em
contraste, os triazois 4a e 4b foram os menos eficientes, com valores de EDso de 21,48
e 14,45 uyg mL1, respectivamente. Esses resultados indicam que a presenca de
grupamentos volumosos, ligado na posicao 4 do anel triazélico, resultaram em maior
inibicdo da CYP51. Os triazéis 4a-4h apresentaram maior efeito sobre a esporulacao,
com valores de EDso e ED10oo menores, em comparagdo com o crescimento micelial.
Esse resultado é atraente no que tange ao fato dos compostos sintetizados serem
mais eficientes nas estruturas reprodutivas (esporos), pois afeta a propagacao do

fungo e seus mecanismos de resisténcia (COSTA et al., 2017).
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Figura 4.10 - Rota sintética a partir do glicerol para obtenc&o dos derivados 1,2,3-

triazolicos e estrutura dos compostos obtidos (14 a 21).
(COSTA et al., 2017)

Huo e colaboradores (2018) sintetizaram 17 compostos 1,2,3-triazolicos
derivados aromaticos da carbolina, sendo oito fluorados (Figura 4.11), e avaliaram a
taxa de inibicdo do crescimento miceliar frente a quatro fungos fitopatogénicos (F.

oxysporum, Botrytis cinerea Pers., Sclerotinia sunflower rot e Sclerotinia rape rot).
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Os resultados mostraram que os triazdis 5a, 5b, 5¢ e 9b mostraram boa
atividade antifungica contra a S. sunflower rot. Especificamente, o composto 9b
também exibiu atividade fungicida contra todos os fungos testados com taxas de
inibicdo de 58,3%, 18,5%, 63,0%, 84,5% e 81,2%. No entanto, para F. oxysporum,
nenhum dos derivados apresentou atividade antifingica, com taxas de inibi¢éo inferior
a 20%. Segundo os autores, esses resultados sdo encorajadores, pois podem levar

ao desenvolvimento de novos potentes agentes antifangicos (HUO et al., 2018).
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Figura 4.11 - Sintese dos derivados 1,2,3-triaz6licos da carbolina 5a a 5k e 9a a 9f.

Tendo em vista 0os bons resultados encontrados anteriormente, Costa e
colaboradores (2020) deram continuidade a pesquisa, sintetizando novos derivados

triazolicos (4i-4q) a partir do glicerol (Figura 4.12), utilizando a rota descrita na Figura

4.9 (p. 104).
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Figura 4.12 - Estruturas dos derivados triazolicos (4i-4q) derivados do glicerol.
(COSTA et al., 2020)

Todos os compostos sintetizados foram eficientes em inibir a esporulagéo
de C. gloeosporioides, com valores de EDso inferiores a 1 ug mLt. Em destaque, o
composto 4m foi o0 mais ativo, com valor de EDso 0,00002 ug mL*. A substituicdo com
cadeias lineares, na posicao 4 do anel triazélico, demonstrou alta afinidade entre os
compostos com o sitio ativo da enzima, sendo 0 4m o Unico que apresenta uma
hidroxila em sua estrutura. Com isso, acredita-se que devido a capacidade de fazer
fortes interacdes moleculares, como ligagéo de hidrogénio e dipolo-dipolo, a presenca
da hidroxila contribuiu com a eficiéncia do composto 4m (COSTA et al., 2020).

Utilizando os valores de EDso, realizou-se uma classificacdo dos
compostos. A eficiéncia (E) esta relacionada a a¢éo fungicida dos tratamentos. Ja a
sensibilidade (S) define sobre a resisténcia patogénica de C. gloeosporioides ao
estresse causado pelos fungicidas. Os compostos 4i-4q apresentaram nenhuma ou
baixa sensibilidade e efetividade no crescimento micelial. Em contrapartida, todos os
compostos obtiveram alta eficiéncia (AE) e alta sensibilidade (AS) na esporulacao
(COSTA et al., 2020). Os resultados mostraram que 0s compostos-alvo exibiram
atividade antifangica significativa. Os autores indicam que os derivados 1,2,3-
triazolicos do glicerol podem representar um novo precursor a ser explorado, visando
o desenvolvimento de novos agentes antifingicos contra C. gloeosporioides.

Vale destacar que a maioria dos trabalhos analisados tém em comum a
sintese de compostos halogenados. A justificativa para a preparacdo destes
derivados, principalmente, os fluorados, reside na importancia dos halogénios na
busca e desenvolvimento de novos agroquimicos (JESCHKE, 2010). Ao longo dos
anos, o0 uso de halogénios no projeto de novos agroquimicos aumentou

substancialmente, bem como presenca desses atomos nos ingredientes ativos de
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novos produtos comerciais. Jeschke (2010) afirmou que “a introdu¢do de halogénios
em ingredientes ativos tornou-se um conceito importante na busca por um
agroquimico moderno com 6tima eficacia, seguranca ambiental, facilidade de uso e
viabilidade econémica”. Levando em consideracao o fluor, seu raio de van der Waals
€ semelhante ao do hidrogénio. Deste modo, pode mimetizar atomos de hidrogénio
ou grupos hidroxila em compostos bioativos. Tais modificacdes (substituicdo de um H
ou OH por um flaor) podem resultar, por exemplo, em seletividade melhorada. Além
disso, devido a alta eletronegatividade associada ao fltor, a introducdo desse atomo
em uma molécula cria um alto momento dipolo, podendo alterar a acidez de grupos
funcionais. A lipofilicidade dos compostos € outra propriedade que pode ser alterada
pela introducdo de atomos de fllor. Essas caracteristicas, entre outras (JESCHKE,
2004), relacionadas a introducao de atomos de flior em compostos bioativos, podem
resultar em alteracGes nas propriedades fisico-quimicas das moléculas que, por sua

vez, podem resultar em melhores respostas bioldgicas.

4.2.6 Calculos Computacionais - Estudo de Pardmetros Eletrénicos e Fisico-
Quimicos

Os métodos computacionais, ou calculos computacionais, Sado importantes
ferramentas que podem ser usados para o planejamento racional de compostos
bioativos. Este termo é utilizado porque o planejamento é orientado por uma hipétese
racional sobre as moléculas, que tém sua atividade associada a algum tipo de
interacdo com uma biomacromolécula cujo modelo é conhecido (SANT'ANNA, 2009).
Para lancar mao desta teoria, utilizam-se conceitos dos orbitais moleculares HOMO
(orbital molecular mais alto ocupado - do inglés Highest Occupied Molecular Orbital)
e LUMO (orbital molecular mais baixo desocupado - do inglés Lowest Unoccupied
Molecular Orbital) (BATISTA, GRANATO, ANGELOTTI, 2016).

O orbital molecular € um conceito importante em Quimica e a teoria dos
orbitais moleculares é amplamente empregada para descrever o comportamento
guimico de substancias (ZHANG, MUSGRAVE, 2007). A teoria do orbital molecular
deixou de ser “apenas” teoria e se transformou em um conjunto de ferramentas
utilizado para buscar explicar o comportamento quimico dos compostos, como
reatividade e cinética, além de fornecer uma construcédo conceitual para a descricao
de outros fendmenos que envolvam estrutura eletrénica molecular, incluindo
processos de transferéncia de carga, fotoexcitacdo, magnetismo e densidade
eletrbnica (SANTOS et al., 2014).
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E possivel buscar a previséo de tendéncias de comportamento molecular
com base em simples propriedades dos orbitais moleculares. Por exemplo, moléculas
com grandes diferengas (“gap”) nas energias dos orbitais HOMO-LUMO, séo
geralmente mais estaveis e menos reativas; enquanto aquelas com pequenos gaps
geralmente sdo mais reativas (ZHANG, MUSGRAVE, 2007).

Além do uso da teoria das energias dos orbitais moleculares, um modelo
alternativo, ou complementar, € o modelo do funcional de densidade (DFT, do inglés
Density Functional Theory). Neste modelo, considera-se que a energia de um conjunto
de elétrons sob influéncia de um campo externo é um funcional Unico da densidade
eletronica. Esta dependéncia aparece em dois termos da energia eletrbnica,
chamados funcional de troca e funcional de correlagdo (SANT'ANNA, 2009). Estes
funcionais DFT sdo comumente usados para calcular, mais rapidamente, a estrutura
eletrdnica das moléculas, mas nao € capaz de prever com precisao as energias dos
orbitais moleculares (ZHANG, MUSGRAVE, 2007).

Em estudos de modelagem molecular, duas aproximacfes matematicas
tém sido usadas predominantemente: a aproximacao classica, que inclui os métodos
da mecanica molecular e da dindmica molecular, e a aproximagéo quantica, que inclui
0os meétodos ab initio e semiempiricos. De modo geral, a escolha entre estas
aproximac0des depende das propriedades que se deseja avaliar, da precisdo desejada
e da capacidade computacional disponivel para a realizagdo dos célculos
(SANT’ANNA, 2009).

A grande aplicacdo dos métodos tedricos e computacionais envolve a
descoberta de novos farmacos e agroquimicos. Antes de serem colocados no
mercado, novos medicamentos e agroquimicos devem ser exaustivamente testados,
0 que demanda tempo e custo. Uma possibilidade de diminuir o tempo e reduzir o
custo é fazer uso de estudos computacionais na tentativa de predizer propriedades
fisico-quimicas que desvendem os possiveis mecanismos de uma reacéo, a potencial
atividade biologica e outras interacbes moleculares (BATISTA, GRANATO,
ANGELOTTI, 2016).

Com base no exposto, buscou-se, neste capitulo, explorar os derivados
hibridos resultantes da combinacdo das funcionalidades glicerol e 1,2,3-triazol.
Considerando as premissas, objetivou-se encontrar novos agentes para o controle dos
fungos fitopatogénicos (COSTA et al., 2017, 2020) na presente investigagdo. Desta
forma, avaliou-se a atividade antifungica de onze derivados 1,2,3-triaz0licos do

glicerol, sendo dez destes contendo grupos aromaticos fluorados, frente ao fungo da
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antracnose do mamao, Colletotrichum gloeosporioides. Além da avaliacdo desta
atividade, foram feitos calculos tedricos para obtencédo dos parametros eletrénicos e
fisico-quimicos, objetivando andlise e discussdo da estabilidade estrutural e

reatividade dos compostos sintetizados.

4.3 MATERIAL E METODOS

4.3.1 Replicagéo do fungo

Para a realizacédo do ensaio foram isoladas cepas do fungo Colletotrichum
gloeosporioides, obtidas a partir do fruto de mamao papaya com sintomas tipicos de
antracnose. Este isolado foi cultivado em meio batata-dextrose-agar (BDA), por sete
dias, a 25 °C, e com fotoperiodo de 12 horas.

4.3.2 Ensaio de Avaliacdo da Atividade Fungicida

O experimento in vitro para avaliar o efeito fungicida dos compostos
triazolicos foi realizado usando delineamento inteiramente casualizado (DIC), com 11
tratamentos (triazois 4a a 4k) e o controle positivo, fungicida comercial tebuconazol
(Folicure 200 EC - Bayer), cinco concentracdes (65, 125, 250, 500 e 750 ug mL?) e
guatro repeticoes.

As solu¢Bes dos compostos triazdlicos foram preparadas dissolvendo cada
composto com 320 puL de dimetilsulféxido (DMSO) e 320 uL de Tween 80 e o volume
da solucdo foi completado para 32 mL com agua destilada, sendo as misturas
homogeneizadas. As diluicdes foram realizadas para se obter as concentracdes
definidas. Em seguida, para quatro placas de Petri (60 x 15 mm cada) foram
transferidos 8 mL de solucdo de cada triazol, sendo homogeneizados em meio BDA.
O controle negativo utilizado foi uma mistura contendo agua destilada, solucao de
DMSO (1% v/ v) e Tween 80 (1% v/v). Para a montagem do experimento, no centro
de cada uma das placas de Petri, foi colocado um disco de micélio do fungo e as
placas foram mantidas no escuro, a 25 °C. As avaliacbes do crescimento micelial
foram realizadas a cada 24 horas, por meio de paquimetro digital (medidas em
milimetros), até o controle preencher todo o didmetro do prato. Todo o experimento
durou 120 h (DIAS et al., 2012; RAMPERSAD, TEELUCKSINGH, 2012).
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4.3.3 Anélises Estatisticas

Para a avaliacdo da atividade fungicida dos compostos triazolicos 4a a 4k,
fez-se analise de variancia dos resultados obtidos. A razao de inibicao relativa (%) foi
calculada usando a seguinte equacao:

% de inibicdo = (Dc - Dt) x 100
Dc

Na qual:
Dc é a média do diametro de crescimento do fungo na placa do controle;
Dt é a média do didmetro de crescimento do fungo na placa do tratamento.

Os dados foram submetidos ao modelo de regressao nao linear logistica,
utilizando concentragao vs percentual de inibicédo, para obtencao dos parametros EDso
e EDgo (as concentracdes do ingrediente ativo necessarias para inibir o crescimento
micelial do patégeno em 50% e 90%, respectivamente) (SAUTER, STEGLICH, ANKE,
1999). As médias foram comparadas pelo teste de Dunnett (p<0,05). As analises
estatisticas foram feitas usando o Pacotes DRC e Asbio, do ambiente de software R
(RITZ, STREIBIG, 2005; R CORE TEAM, 2020).

4.3.4 Célculos das Propriedades Eletrénicas e Fisico-Quimicas dos Compostos
4a a 4k
4.3.4.1 Procedimentos computacionais para os calculos utilizando a Teoria do
Funcional da Densidade (DFT)

Inicialmente, utilizando a teoria do funcional da densidade (DFT, do inglés
Density Functional Theory), foi realizada a andlise conformacional dos compostos
triazolicos 4a a 4k, por meio do algoritmo de busca de Monte Carlo, combinado com
o0 método semiempirico AM1 (Austin Model 1), disponivel no software SPARTAN 14
(SPARTAN, 2014). Este procedimento selecionou, para cada composto, o melhor
conférmero adequado para otimizacdo. Na sequéncia, os menores valores de energia
de cada conférmero foram levados para calculos adicionais com as geometrias dos
compostos 4a a 4k sendo otimizadas com o modelo funcional de densidade B3LYP
(Becke, three-parameter, Lee-Yang-Parr), usando o conjunto de base 6-31G(d)
(ALIZADEH, MIRJAFARY, SAEIDIAN, 2020). Todas as otimiza¢cdes das geometrias
dos triazo6is foram realizadas usando o Software Gaussian 09 (FRISCH et al., 2016).

Na sequéncia, utilizando o funcional B3LYP/6-31G(d), foram calculadas as
energias dos orbitais de fronteira HOMO (orbital molecular mais alto ocupado - do
inglés Highest Occupied Molecular Orbital) e LUMO (orbital molecular mais baixo

desocupado - do inglés Lowest Unoccupied Molecular Orbital), a partir das geometrias
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otimizadas, bem como o gap (a diferenca) de energia entre eles e 0 momento dipolar
das moléculas (u). Utilizando esse mesmo modelo, foram calculados os seguintes
parametros eletrénicos: mapas de potencial eletrostatico molecular (MEP - do inglés
Molecular Electrostatic Potential) e densidade eletronica (p), energia de ionizacao (El),
afinidade eletrénica (EA), eletronegatividade (), potencial quimico eletrénico (ucp),
dureza quimica (n), indice de eletrofilicidade () e suavidade molecular (S) (RACHEDI
et al., 2019; ALIZADEH, MIRJAFARY, SAEIDIAN, 2020).

Na etapa final dos calculos computacionais, foram determinados os valores
das propriedades fisico-quimicas massa molecular (MM), Log P calculado (CLog P -
coeficiente de particdo octanol/agua calculado), area de superficie polar topolégica
(TPSA, do inglés Topological Polar Surface Area), numero de aceptores de ligacdes
de hidrogénio (n-O/N), numero de doadores de ligacbes de hidrogénio (n-OH/NH) e
namero de ligacbes com livre rotacdo (n-Rot), usando o pacote Molinspiration,
disponivel on-line (JARRAHPOUR et al.,, 2011; TEIXEIRA et al.,, 2013). Estes
parametros estdo associados a regra de Tice (TICE, 2001; PICCIRILLO, AMARAL,
2018), que pode ser considerada uma adaptacéo da regra de Lipinski (LIPINSKI et al.,

1997), para avaliacdo de possiveis novos agroquimicos.

4.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.4.1 Avaliacao da Atividade Fungicida

Os derivados 1,2,3-triazélicos de glicerol 4a a 4k foram avaliados quanto a
sua eficacia in vitro na inibicdo do crescimento micelial do fungo C. gloesporioides em
comparacao com o tebuconazol, fungicida comercial utilizado como referéncia. Uma
curva de regressao logistica sigmoidal foi ajustada para estudar os possiveis efeitos
inibitorios. A Tabela 4.1 mostra os resultados obtidos para cada triazol.

Analisando os resultados obtidos (Tabela 4.1), pode-se observar que 0s
coeficientes de regressédo para os compostos 4c e 4h ndo foram, estatisticamente,
diferentes de zero, pelo teste F a 5% de probabilidade, ou seja, estes dois triazdis ndo
foram capazes de inibir o fungo C. gloeosporioides nas concentracdes testadas. Vale
destacar que ambos os derivados (4c e 4h) possuem atomo de fllor nas suas
moléculas, ligados na posi¢do para do anel benzénico (o triazol 4c possui um flor e
o triazol 4h possui um grupo trifluorometil) (Figura 4.13). Com base nesta observacéao,
pode-se inferir que esta caracteristica estrutural (grupo fluorado na posicéo para)

parece, neste caso, ndo contribuir para potencializar a atividade fungicida frente ao
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fungo C. gloeosporioides. Segundo Jeschke (2010), o uso, em potenciais moléculas
bioativas, de atomos de flior na posicdo para em anéis benzénicos tornou-se uma
pratica comum nas pesquisas, objetivando aumentar a estabilidade das substancias,
0 que levaria a uma melhora em uma possivel atividade. Porém, néo foi o observado

neste estudo.

Tabela 4.1 - Equacdo de regressao e valores de EDso e EDgoo dos compostos
triazdlicos 4a a 4k frente a C. gloeosporioides

Triazol Equacao de Regresséo (ugaslf)ﬂ (ngzgfﬂ)
4a f(x) = 1 /(1 + exp(-1,14(log(X) - 705,50))) Rz=0,83 280,26d 607,39 e
4b f(x)= 1 /(1 + exp(-1,13(log(X) - 745,22))) R2=0,91 198,32¢ 527,03d
4c f(x) =1/(1 + exp(-0,17(log(X) — 786,50)))* n n n
4d f(x) = 1 /(1 + exp(-0,75(log(X) - 742,.82))) R2=0,91  59,14a 384,85b
de f(x) = 1 /(1 + exp(-0,70(log(X) - 708,12))) R2z=0,87 228,84c 499,11 c
4f f(x) = 1 /(1 + exp( -0,97(log(X) - 505,42))) Rz=0,92 246,45c 454,22 ¢
4g f(x) = 1 /(1 + exp(-0,51(log(X) - 725,21))) Rz=0,97 134,49b 612,35¢€
4h f(x) = 1 /(1 + exp(-0,15(log(X) - 615,68)))*  n n n
4i f(x) = 1 /(1 + exp(-1,50(log(X) - 499,43))) R2=0,93 192,82c 491,94c
4j f(x) = 1 /(1 + exp(-0,62(log(X) - 558,91))) R2=0,83 154,17b 51524c
4k f(x) = 1 /(1 + exp(-1,20(log(X) - 720,09))) Rz2=0,98 230,45¢c 73543 €

Tubeconazol f(x)=1/(1+ exp(-1,49(log(X) - 61,35))) R2=0,96 61,35a 265,49 a

As médias seguidas pela mesma letra na coluna nao diferem a 5% de probabilidade pelo teste
de Dunnett. *Os coeficientes de regresséo f(x) = 1 /(1 + exp(b(log(X) — €))) n&o sao diferentes
de 0 pelo teste F a 5% de probabilidade.
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Figura 4.13 - Estruturas dos derivados triazolicos fluorados 4c e 4h, ambos contendo
0 grupo fluorado na posicao para.

Observou-se ainda que oito dos 11 novos triazois (4a, 4b, 4e, 4f, 49, 4i, 4j
e 4k) apresentaram baixa inibicdo do crescimento miceliar do fungo, mais fracas que
o controle, o fungicida tebuconazol, com o triazol ndo fluorado 4a apresentando o
maior valor de EDso (280,26 pg mL7?), indicando a importancia deste grupo na
atividade biolégica (JESCHKE, 2010; OGAWA et al., 2020). Ja para o derivado
triazolico 4d (Figura 4.14), o valor de EDso (59,14 ug mL) mostrou que este composto
apresenta maior atividade inibicdo do crescimento miceliar do C. gloeosporioides, em
relacdo aos outros compostos 1,2,3-triazélicos testados, ndo havendo diferenca
significativa comparado ao controle tebuconazol (61,35 ng mL?), segundo o teste de
Dunnet a 5% de probabilidade, indicando potencial atividade. Vale destacar que o
triazol 4d apresenta um atomo de flior na sua estrutura, ligado na posi¢cao orto do
anel benzénico. O outro derivado com grupo fluorado (grupo trifluorometil - CF3) na
posicdo orto, o triazol 4j, ndo apresentou atividade de inibicdo interessante (EDso =
154,17 pg mL?). Jescke (2004) afirma que a presenca do grupo CFz na posicédo meta
do anel benzénico, e ndo na orto, reflete as propriedades essenciais desta porgéo:
alta lipofilicidade e natureza retiradora de elétrons. Este autor ressalta a importancia
da presenca de grupos halogenados, como cloro e fldor, na melhora da resposta

bioldgica de potenciais candidatos a compostos bioativos.

Figura 4.14 - Estrutura do derivado triazélico fluorado 4d, contendo o grupo fluorado
na posi¢ao orto.
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Por outro lado, analisando os valores de EDgo, dos 11 compostos triazélicos
testados, percebeu-se que foram significativamente diferentes quando comparados
ao controle tebuconazol (265,49 ng mL™), indicando que tais compostos ndo
apresentaram atividade de inibicdo consideravel. Observando estritamente os triazoéis
com um atomo de flaor (4b (flior em meta), 4c (flior em para) e 4d (flior em orto)),
pode-se notar que a atividade biolégica aumenta na sequéncia 4c < 4b < 4d. Vale
ressaltar que o composto 4d foi o mais ativo dos triazéis considerando o valor de EDso.
Utilizando como referencial este composto mais ativo, triazol 4d, a introducdo de um
segundo a&tomo de fluor no anel benzénico (compostos 4e, 4f e 4g) ndo melhorou a
atividade biolégica. Ao observar os compostos triazolicos que possuem um grupo
trifluorometil (CFs) (4h, 4i e 4j), o triazol substituido para-trifluorometil 4h né&o
apresentou atividade. J4 os derivados 4i (meta substituido) e 4j (orto substituido) se
mostraram equipotentes. Por ultimo, observando a introducdo de um segundo grupo
CF3 no anel benzénico (composto 4k) ndo houve melhora na atividade inibitéria ao
fungo.

As diferengas observadas nos valores de EDso e de EDgo entre 0s triazois
testados e o fungicida comercial tebuconazol podem estar relacionadas a fatores
inerentes a fisiologia e a genética do fungo. Possiveis intera¢des hidrofébicas entre
compostos triazélicos e a estrutura de aminoacidos presentes nos sitios da enzima
lanosterol 14a-desmetilase (CYP51), um possivel alvo para os compostos 1,2,3-
triazolicos, podem afetar a biossintese de esterdis e a integridade das membranas
fungicas (PRICE et al., 2015; QIAN et al., 2018). Por outro lado, o estresse resultante
dessas interacfes pode causar alteracdo do sitio alvo, superexpressdo da CYP51,
gue poderia aumentar o alvo com maior presenca de moléculas de fungicidas no
citosol, efluxo de fungicidas do sitio alvo e até mesmo a desintoxicacdo do fungicida
(KRETSCHMER et al., 2009).

A atividade inibitéria dos triaz6is observada neste estudo, destacadamente
o triazol 4d, sugere uma rapida penetracéo e translocacdo da molécula para as hifas
do fungo. Vale destacar que a eficacia dos compostos 1,2,3-triaz6licos na inibicdo do
crescimento micelial de fungos fitopatogénicos foi demonstrada por Huo e
colaboradores (2018). Estes autores sintetizaram 14 compostos 1,2,3-triazélicos
capazes de inibir em mais de 50%, na dose de 50 ug mL%, o crescimento micelial dos
fungos Sclerotinia scleotiorium e Botrytis cinerea, importantes fungos fitopatogénicos
ascomicetos, como o Colletotrichum gloeosporioides. Em um estudo, Bassyouni e

colaboradores (2012) sintetizaram uma seérie de compostos, incluindo triazoéis
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aromaticos, que foram capazes de inibir o crescimento micelial de C. gloeosporioides.
Ja Costa e colaboradores (2020) sintetizaram nove 1,2,3-triaz0is 4-alquil-substituidos
derivados do glicerol, que apresentaram alta eficiéncia em inibir a esporulacédo deste

mesmo fungo. Estes resultados corroboram os apresentados neste trabalho.

4.4.2 Célculos Computacionais

Foram realizados célculos computacionais para determinar as
propriedades dos derivados 1,2,3-triaz6is fluorados derivados do glicerol e buscar
uma possivel correlacdo estrutura x atividade fungicida. A otimizacdo das geometrias
dos triazdis foi realizada utilizando o modelo funcional de densidade B3LYP/6-31G(d)
no software Gaussian 09. Os valores de energia de HOMO e LUMO, bem como o gap
de energia entre esses orbitais (EHomo-Lumo) € 0 momento dipolo, foram calculados a

partir das geometrias otimizadas (Tabela 4.2).

Tabela 4.2 - Valores calculados das energias HOMO (Erowmo), LUMO (ELumo), do gap
de energia (Enomo-Lumo) € do momento dipolar dos triazois 4a a 4k, , usando o software
Gaussian 09

Triazol Erowo ELumo Enomo-Lumo (gap)  Momento Dipolar

(eV) (eV) (eV) (D)
4a -6,04 -0,63 5,41 3,45
4b -6,21 -0,86 5,35 2,68
4c -6,04 -0,66 5,38 3,92
4d -6,13 -0,75 5,38 2,70
4e -6,00 -0,71 5,29 521
Af -6,17 -0,77 5,40 2,76
4q -6,22 -0,85 5,37 5,71
4h -6,26 -1,04 5,22 6,63
4 -6,21 -0,87 5,34 4,24
4j -6,38 -1,08 5,30 1,66
4k -6,53 -1,28 5,25 6,78

De acordo com a teoria do orbital molecular de fronteira, as caracteristicas
dos orbitais HOMO e LUMO séo fatores importantes que afetam a bioatividade
(KARELSON, LOBANOV, KATRITZKY, 1996; WANG et al., 2011). Enquanto o orbital
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HOMO funciona como doador de elétrons (nucledfilo) para orbitais receptores
desocupados, o orbital LUMO atua como aceptor de elétrons (eletréfilo). A energia
HOMO (Eromo) do triazol 4k foi a menor (-6,53 eV), o que sugere sua capacidade de
doar elétrons. Este mesmo triazol também apresentou a menor energia para o orbital
LUMO (ELuwmo) (-1,28 eV), tendo, junto com o triazol 4h, o menor gap de energia
HOMO-LUMO (4h = 5,22 eV, 4k = 5,25 eV) (Tabela 4.2). Moléculas com menores
gaps de energia, de maneira geral, sdo mais polarizaveis e tendem a apresentar maior
reatividade quimica (FLEMING, 2010). Vale salientar que ambas as moléculas
possuem o grupo trifluorometil (4h =1 CFs e 4k = 2 CF3), grupo bem polar.

O triazol 4k também apresentou o maior valor de momento dipolar (6,78 D)
dentre os 11 compostos triazolicos sintetizados (Tabela 4.2). Este parametro mede a
magnitude da carga deslocada devido a diferenca na eletronegatividade entre atomos
diferentes diretamente ligados, sendo considerado um importante descritor molecular
(ARROIO, HONORIO, DA SILVA, 2010). A formagcéo de dipolos, gerando o momento
dipolar, é capaz de alterar propriedades moleculares, como a acidez e a basicidade
de um composto. Deste modo, o momento dipolar pode esclarecer duvidas sobre a
reatividade de um composto (FLEMING, 2010). O maior valor do momento dipolar
calculado para o triazol 4k, muito provavelmente, esta associado a presenca dos dois
grupos trifluorometil na molécula (Figura 4.15), ou seja, existem seis atomos de flaor,
altamente eletronegativos, além dos dois anéis heterociclicos contendo nitrogénio
(anel triazolico) e oxigénio (anel dioxolanico), mas estas duas estruturas sdo comuns
a todos os 11 triazOis estudados. Vale ressaltar que este triazol ndo apresentou

atividade fungicida significativa (Tabela 4.1).

#/o GE;
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Figura 4.15 - Estrutura do derivado triazélico fluorado 4k, contendo dois grupos
trifluorometil, grupos com alto carater elétron atraente.

As energias dos orbitais de fronteira HOMO e LUMO sé&o Uteis para o

célculo de outras propriedades eletrbnicas: eletronegatividade (x), energia de
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ionizacao (El), afinidade eletronica (EA), potencial quimico eletrénico (ucp), dureza
guimica (n), indice de eletrofilicidade (o) e suavidade molecular (S) (SENET, 1997,
BOUFAS et al., 2014; RACHEDI et al., 2019). Assim, com base nos niveis de energia
dos pares de orbitais de fronteira dos compostos 4a a 4k, as propriedades acima
mencionadas foram determinadas e os valores calculados estdo representados na
Tabela 4.3.

A eletronegatividade (x) € uma medida da capacidade de um atomo de, em
uma ligacéo quimica, atrair para si os elétrons (ou a densidade eletrénica) (IUPAC,
2021). O derivado triazolico 4k apresentou o maior valor de eletronegatividade (3,91
eV) (Tabela 4.3). Este resultado estd associado a presenca dos dois grupos
trifluorometil na molécula (Figura 4.14), ou seja, existem seis atomos de fluor. Por
outro lado, o triazol 4a, o Unico derivado ndo fluorado, apresentou o menor valor de
eletronegatividade (3,33 eV) (Tabela 4.3).

Tabela 4.3 - Valores calculados da eletronegatividade (y), da energia de ionizagéo
(El), da afinidade eletrénica (EA), do potencial quimico eletrénico (ucp), da dureza
guimica (n), da suavidade molecular (S) e do indice de eletrofilicidade (») dos triazois
4a a 4k, por meio do modelo funcional B3LYP/6-31G (d) (todos em eV)

Triazol %2 EI° EA° ucp® ne S' w?
4a 3,33 6,04 0,63 -3,33 2,71 0,37 2,05
4b 3,53 6,21 0,86 -3,53 2,67 0,37 2,33
4c 3,35 6,04 0,66 -3,35 2,69 0,37 2,09
4d 3,44 6,13 0,75 -3,44 2,69 0,37 2,19
4e 3,35 6,00 0,71 -3,35 2,64 0,38 2,12
4f 3,47 6,17 0,77 -3,47 2,70 0,37 2,23
49 3,53 6,22 0,85 -3,53 2,69 0,37 2,32
4h 3,65 6,26 1,04 -3,65 2,61 0,38 2,56
4i 3,54 6,21 0,87 -3,54 2,67 0,37 2,35
4j 3,73 6,38 1,08 -3,73 2,65 0,38 2,63
4k 3,91 6,53 1,28 -3,91 2,63 0,38 2,90

aEletronegatividade () = -(EHomo + ELumo)/2; "Energia de lonizagdo (El) = -Enomo; Afinidade Eletronica
(EA) = -ELumo; 9Potencial Quimico Eletronico (ucp) = -y = (EHomo + ELumo)/2; ¢Dureza Quimica (1) =
(ELumo - Enomo)/2; 'Suavidade Molecular (S) = 1/2n; ¢indice de Eletrofilicidade (w) = u2/2n.
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As propriedades energia de ionizagao (El), afinidade eletrbnica (EA) e
potencial quimico eletrénico (ucp) apresentaram resultados semelhantes ao
comportamento da eletronegatividade. Para a energia de ionizacédo (El), que indica
tendéncia em doar elétrons, o derivado triazélico 4k apresentou o maior valor (EI =
6,53 eV) (Tabela 4.3) e os triazdis 4e, 4c e 4a apresentaram 0s menores valores (Else
= 6,00 eV; Elac = Elsa = 6,04 eV) (Tabela 4.3). Vale ressaltar que esta propriedade é o
oposto da energia do orbital HOMO (EI = -Enomo).

Para a afinidade eletrénica (EA), que indica tendéncia em receber elétrons,
mais uma vez, o derivado triazolico 4k apresentou o maior valor (EA = 1,28 eV)
(Tabela 4.3) e o triazol 4a apresentou o menor valor (EA = 0,63 eV) (Tabela 4.3).
Proporcionalmente, esta propriedade foi a que apresentou maior variagao nos valores
calculados. Vale ressaltar que esta propriedade € o oposto da energia do orbital LUMO
(EA = -ELumo).

Para o potencial quimico eletrbnico (ucp), que €& o oposto da
eletronegatividade (ucp = -x), os destaques, mais uma vez, foram os derivados
triazdlicos 4k e 4a, com o triazol 4a apresentando o maior valor (ucp = -3,33 eV)
(Tabela 4.3) e o triazol 4k apresentando o menor valor (ucp = -3,91 eV) (Tabela 4.3).

A propriedade dureza quimica (n) pode ser definida como a medida da
resisténcia a mudanca na distribuicdo de elétrons em uma colecdo de nucleos e
elétrons (SENET, 1997). Esta resisténcia, que esta relacionada a transferéncia de
carga e a estabilidade quimica, ndo apresentou grande variacao (2,61 a 2,71 eV) entre
0s compostos analisados (Tabela 4.3). A suavidade molecular (S), que € o reciproco
da dureza quimica (VASCONCELLOS, 2014), do mesmo modo, praticamente néo
apresentou variacado (0,37 a 0,38 eV) para os 11 triazéis analisados (Tabela 4.3).
Estas baixas variacdes podem estar associadas ao fato de as moléculas nao diferirem
significativamente em termos de grupos funcionais.

O indice de eletrofilicidade (w) é considerado uma medida da capacidade
eletrofilica, ou seja, a capacidade de receber elétrons, e esta associado a reducéo de
energia associada ao fluxo do elétron do orbital HOMO (doador) para o orbital LUMO
(aceptor) (CHATTARAJ, SARKAR, ROY, 2006; XAVIER, PERIANDY, RAMALINGAM,
2015). Esta propriedade é considerada fundamental para os compostos organicos,
pois envolve informagdes sobre estrutura, reatividade, aromaticidade e toxicidade,
dentre outras (DOMINGO, PEREZ, SAEZ, 2013). Mais uma vez, o triazol 4k
apresentou o maior valor. O indice de eletrofilicidade deste composto foi de 2,90 eV

(Tabela 4.3). Este resultado deve estar associado a presenca dos dois grupos
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trifluorometil na molécula do triazol 4k (Figura 4.15), ou seja, a existéncia de seis
atomos de fluor, altamente elétron atraentes. Por outro lado, o triazol 4a, o Unico
derivado nao fluorado, apresentou o menor valor de eletrofilicidade (2,05 eV) (Tabela
4.3).

Por ter apresentado a maior na inibicdo do crescimento miceliar do fungo
C. gloeosporioides nos ensaios, os dados calculados do triazol 4d foram observados
com detalhes. A distribuicdo de densidade de carga associada aos orbitais
moleculares de fronteira (HOMO-LUMO) e os valores calculados para este composto
triazdlico sdo apresentados na Figura 4.16.

LUMO

(1° estado excitado)

ELumo =-0.75 eV

AE =-5.38 eV

Exomo = -6.13 eV

HOMO

(estado fundamental)

Figura 4.16 - Orbitais HOMO e LUMO e gap de energia (AE) do triazol 4d, composto
destaque na inibicdo do crescimento miceliar do fungo C. gloeosporioides, usando o
software Gaussview5.0.

A transferéncia de carga de HOMO para LUMO é a transicao eletrdnica
mais provavel dentro de um sistema molecular. Como pode ser observado na Figura
4.16, o HOMO (-6,13 eV) esta localizado principalmente nos orbitais moleculares &
dos anéis 1,2,3-triazélico e benzénico, enquanto o LUMO (-0,75 eV) esta posicionado
sobre os orbitais moleculares n* do anel 1,2,3-triazolico. Esta localizacao eletronica
de HOMO e LUMO é uma transicéao eletrénica n/n*. O gap HOMO-LUMO do triazol 4d
(AE = 5,38 eV) foi um dos maiores observados (0 maior valor de gap foi 5,41 eV para

o triazol 4a) (Tabela 4.2). O gap de energia HOMO-LUMO é um importante parametro,
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pois mede a transferéncia de carga intramolecular e a estabilidade cinética e, deste
modo, tem sido utilizado para explicar resultados associados a atividade biologica
(FUKUI, 1982; SANTOS et al., 2014). De maneira geral, moléculas com um maior gap
de energia estao associadas a maior estabilidade e menor reatividade. Para o triazol
4d esta correlacao ndo foi observada. Além disto, 0 momento dipolar deste composto
triazolico foi 2,70 D (Tabela 4.2), um dos menores valores observados dentre os 11
triazois, indicando uma menor polaridade da molécula.

O método de campo autoconsistente (SCF, do inglés Self Consistent Field),
foi utilizado para se obter o mapa de potencial eletrostético calculado na superficie de
densidade eletronica (p) do composto 4d (Figura 4.17). A densidade de carga
eletrbnica total (medida em unidades atémicas de energia - u.a.) variou entre dois
limites extremos: -5,891.10 u.a. e +5,891.102 u.a. Como pode ser observado na
legenda do mapa de potencial eletrostatico molecular, a regido negativa esti
localizada principalmente nos atomos de nitrogénio, no anel triazélico. Ja a regido

mais elétron deficiente esta préxima ao anel benzénico.

Figura 4.17 - Mapa de potencial eletrostatico calculado na superficie de densidade
eletrdnica (p) do composto triazdlico 4d, usando o software Gaussview5.0.

A densidade eletrénica auxilia na definicdo da polaridade de uma molécula
(MATTA, GILLESPIE, 2002). Observou-se uma certa homogeneidade na distribuicéo
das cargas na superficie de densidade eletrénica (p) (Figura 4.17), com regides

marcadamente em tons de verde, o que indica baixa polaridade para o triazol 4d. Este
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resultado vai ao encontro do baixo valor obtido para o momento dipolar (u) deste
composto (2,70 D) (Tabela 4.2), que indica uma menor polaridade para o triazol 4d.
Os resultados dos calculos das propriedades fisico-quimicas massa
molecular (MM), CLog P (Log P calculado), area de superficie polar topoldgica (TPSA),
namero de aceptores de ligagbes de hidrogénio (n-O/N), numero de doadores de
ligacdes de hidrogénio (n-OH/NH) e nimero de ligagbes com livre rotacdo (n-Rot),
usando o pacote Molinspiration, sdo demonstrados na Tabela 4.4. A analise destas
propriedades objetiva encontrar uma possivel correlacéo entre a estrutura quimica dos

triazdis sintetizados e a atividade fungicida observada.

Tabela 4.4 - Valores calculados das propriedades fisico-quimicas massa molecular
(MM), Log P calculado (CLog P), area de superficie polar topolégica (TPSA), nimero
de aceptores de ligacfes de hidrogénio (n-O/N), nimero de doadores de ligacfes de
hidrogénio (n-OH/NH) e numero de ligacdes com livre rotacdo (n-Rot) dos triazois 4a
a 4k, usando o pacote Molinspiration

Triazol MM2(Da) CLogP? TPSA®(A?) n-O/N? n-OH/NHe n-Rotf

4a 259,31 2,14 49,19 5 0 3
4b 277,30 2,28 49,19 5 0 3
4c 277,30 2,30 49,19 5 0 3
4d 277,30 2,26 49,19 5 0 3
4e 295,29 2,40 49,19 5 0 3
4f 295,29 2,40 49,19 5 0 3
49 295,29 2,40 49,19 5 0 3
4h 327,31 3,04 49,19 5 0 4
4i 327,31 3,01 49,19 5 0 4
4 327,31 2,99 49,19 5 0 4
4k 395,30 3,86 49,19 5 0 5

aMM = Massa Molecular (Da = Daltons); *CLog P = Log P Calculado; STPSA = Area de Superficie Polar
Topolégica; 9n-O/N = NUumero de Aceptores de Ligagdes de Hidrogénio; ¢n-OH/NH = Nuamero de
Doadores de Ligag6es de Hidrogénio; 'n-Rot = Nimero de Ligagdes com Livre Rotagéao.

Para discutir os resultados obtidos, utilizou-se a regra proposta por Tice
(2001), que fez uma adequacgéo da “regra dos 5” de Lipinski (LIPINSKI et al., 1997)
para ajuste dos parametros, objetivando avaliar agroquimicos (herbicidas e

inseticidas). Os valores 6timos dos parametros propostos por Tice (2001) sdo: massa

molecular entre 150 e 500 (150 < MM < 500), Log P calculado menor ou igual a quatro
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(CLog P < 4), numero de doadores de ligacbes de hidrogénio menor ou igual a 3 (n-
OH/NH < 3), numero de aceptores de ligacées de hidrogénio entre 2 e 12 (2 < n-O/N
< 12) e numero de ligacdes com livre rotacdo menor ou igual a 12 (n-Rot < 12).

Conforme ja previamente observado nas estruturas moleculares dos
derivados, as massas moleculares dos triazéis variaram de 259,31 Da (triazol 4a) a
395,30 Da (triazol 4k) (Tabela 4.4), valores considerados dentro da faixa ideal,
segundo Tice (2001), que calculou as massas moleculares médias de agroquimicos,
encontrando 329,0 Da para herbicidas e 324,0 Da para inseticidas. Vale destacar que
um possivel aumento da massa molecular pode levar a uma menor solubilidade em
sistema aquoso e dificultar a penetracdo em membranas (TICE, 2001).

O parametro Log P calculado (CLog P), utilizado por Lipinski e
colaboradores (1997) para analisar a capacidade de assimilacdo de drogas de uso
oral, também pode ser usado para determinar a biodisponibilidade de um determinado
composto organico em uma planta, conforme proposto por Tice (2001), ao avaliar
herbicidas. Observou-se que todos os 11 triazdis testados se enquadraram na regra
de Tice (2001), pois apresentaram valores de CLog P menor que 5 (entre 2,14 e 3,86)
(Tabela 4.4), com o triazol 4a apresentando o menor valor (2,14) e o triazol 4k
apresentando o maior valor (3,86), indicando que o triazol 4k apresenta a maior
lipofilicidade.

Além de CLog P, a area total de superficie polar (TPSA) é um importante
descritor para a previsdo de translocacdo de substancias e biodisponibilidade
(TEIXEIRA et al., 2013). Compostos com TPSA maior que 140 A2 sdo considerados
de baixa biodisponibilidade oral; ja os compostos com TPSA menor que 61 A2 tém
maior probabilidade de apresentar uma boa biodisponibilidade. Pelos resultados
obtidos (Tabela 4.4), os 11 compostos triazélicos devem apresentar boa
biodisponibilidade, pois a area de superficie polar topolégica de todos foi a mesma
(TPSA = 49,19 A?), ficando abaixo de 61 A2,

Avaliando os trés parametros subsequentes (n-OH/NH, n-O/N e n-Rot),
observa-se que todos os 11 triazéis seguiram a regra de Tice (2001), pois 0 numero
de doadores de ligacbes de hidrogénio (n-OH/NH) foi menor que 3 (n-OH/NH = 0), o
namero de aceptores de ligacdes de hidrogénio (n-O/N) ficou entre 2 e 12 (n-O/N = 5)
e, por fim, o numero de ligagdes com livre rotacdo foi menor que 12 (n-Rot = 3 a 5),
com o maior valor (n-Rot = 5) sendo observado para o triazol 4k (Tabela 4.4).

A Tabela 4.5 resume a comparacgéao dos resultados das propriedades fisico-

guimicas dos triazois 4a a 4k com os parametros definidos por Tice (2001).
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Com base nos resultados obtidos, os compostos triazdlicos 4a a 4k
satisfazem a regra de Tice (2001), tendo potencial como compostos bioativos, com a
ressalva de que o estudo de Tice (2001) envolveu, fundamentalmente, herbicidas pos-

emergentes.

Tabela 4.5 - Comparacao das propriedades fisico-quimicas dos triazois 4a a 4k com
os cinco parametros definidos por Tice (2001)

Parametros Regra de Tice? Triazois 4a - 4k
MM (Da) 150 a 500 259,31 a 395,30
CLog P <5 2,14 a 3,86

n-O/N 2al2 5
n-OH/NH <3 0
n-Rot <12 3ab

a0s parametros da regra de Tice (2001) foram definidos com base em experimentos com herbicidas
pés-emergentes.

Por fim, vale destacar um estudo recente, desenvolvido por Ogawa e
colaboradores (2020), que analisou a contribuicdo dos compostos organofluorados
para a indastria agroquimica. Os autores assumiram a tarefa de analisar 424
compostos agroquimicos e investigaram a distribuicdo destes agroquimicos por
massa molecular e Log P. Constatou-se que 57% dos herbicidas e 55% dos fungicidas
apresentam massa molecular na faixa de 300 a 400 Da. Os compostos que
apresentaram massa molecular abaixo de 300 Da corresponderam a 9% dos
herbicidas. Comparando os resultados (Tabela 4.4), os compostos triazolicos 4h a 4k
tém massas moleculares dentro deste intervalo (327,31 a 395,30 Da), enquanto os
compostos 4a a 4g tém massas moleculares menor que 300 (259,31 a 295,29 Da).

Ainda na investigacdo de Ogawa e colaboradores (2020), com relagéo ao
Log P e CLogP calculados, 52% dos herbicidas e 67% dos fungicidas apresentaram
valores dentro do intervalo de 3 a 5. J& 32% dos herbicidas e 10% dos fungicidas tém
CLog P inferior a 3. No presente estudo (Tabela 4.4), trés compostos apresentaram
CLog P dentro da faixa 3 a 5, os triazois 4h (3,04), 4i (3,01) e 4k (3,86), enquanto 0s
compostos triazolicos 4a a 4g e o 4j apresentam CLog P menor que 3 (entre 2,14 e
2,99), indicando que os triazdis sintetizados, provavelmente, tém boa lipofilicidade,
parametro importante para potencial bioatividade.

Com base nos resultados dos calculos computacionais, pode-se observar
gue nao foram encontradas correlacdes entre os parametros eletrénicos e fisico-

guimicos calculados, aqui descritos, e a atividade fungicida, pois 0 composto mais
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ativo, o triazol 4d, ndo se destacou nestes resultados. Salienta-se que a regra
desenvolvida por Tice (2001) ndo contempla fungicidas. Deste modo, 0 uso de tal
trabalho buscou encontrar subsidios para buscar uma correlacéao estrutura-atividade.
Apesar disto, pode-se afirmar que esse estudo foi capaz de fornecer subsidios Uteis
na busca de informacdes para o desenvolvimento de novos agroquimicos e
compostos lideres (do inglés, lead compounds), em geral, baseado em parametros

eletrénicos e fisico-quimicos, por meio de calculos computacionais.
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CONCLUSOES GERAIS

Usando o triol glicerol como material de partida, largamente disponivel,
foram sintetizados, em quatro etapas, via reacao click, uma série de 11 derivados
1,2,3-triazdlicos inéditos (4a a 4k). Destes compostos, 10 eram triazois fluorados.

A avaliacao dos triazois sobre Lactuca sativa revelou que eles tém efeitos
sobre parametros fitotoxicos e citogenotoxicos com diferentes graus de eficiéncia. Os
compostos 4a, 4b, 4d, 4e, 4i e 4j apresentaram comportamento de inibicdo pré-
emergentes, enquanto os compostos 4a, 4b, 4d, 4e, 4f, 4g, 4h e 4i mostraram efeito
pos-emergente, em todas as concentracdes testadas, evidenciando a eficiéncia das
concentracdes na inibicdo do crescimento da parte aérea da planta modelo L. sativa.
Os parametros citogenotdxicos corroboraram os resultados de fitotoxicidade, pois
foram observadas acao clastogénica, aneugénica e epigenética dos compostos nas
células meristematicas das raizes da planta modelo L. sativa.

Os 11 compostos 1,2,3-triazélicos foram também avaliados frente ao fungo
Colletotrichum gloeosporioides, um importante patégeno agricola, agente causador da
antracnose do mamé&o. Entre os triaz6is avaliados, o derivado 4d (que possui um
atomo de fltor na posicéo orto do anel benzénico) se destacou, inibindo o crescimento
micelial de C. gloeosporioides em taxas comparaveis ao fungicida comercial
tebuconazol, usado como controle positivo. Calculos tedricos computacionais
revelaram que os triazbis sintetizados apresentam parametros fisico-quimicos
favoraveis para fins agroquimicos.

Em suma, os resultados apresentados neste trabalho apontam que os
compostos 1,2,3-triazélicos fluorados derivados do glicerol podem ser compostos
lideres (do inglés, lead compounds) a serem explorados para a busca e o
desenvolvimento de novos agentes agroquimicos, no controle de plantas daninhas
e/ou fungos, objetivando compostos com maior atividade e menor impacto ambiental

e para a saude.
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Figura A34 - Espectro de RMN de 'H (CDCIls, 300 Mhz) do composto 4.
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Figura A35 - Espectro de RMN de 3C (CDClz, 75 Mhz) do composto 4.
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Figura A37 - Espectro no IV do composto 4k.
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Figura A38 - Espectro de RMN de *H (CDCIz, 300 Mhz) do composto 4k.
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Figura A39 - Espectro de RMN de 3C (CDCls, 75 Mhz) do composto 4k.
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