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MOREIRA, LUIZA CARVALHEIRA. Sintese e avaliacdo das atividades fungicida, fitotoxica
e citotoxica de derivados do glicerol contendo nucleo 1,2,3-triazélico. Dissertacao (Mestrado
em Agroquimica) — Centro de Ciéncias Exatas, Naturais e da Saude — CCENS, Universidade
Federal do Espirito Santo, Alegre, ES, 20109.

Os compostos triazolicos constituem uma classe que tem gerado grande interesse no meio
cientifico, uma vez que possuem ampla gama de atividades bioldgicas e vérias aplicacdes
industriais. Este trabalho teve como objetivo sintetizar uma série de derivados do glicerol
contendo nucleo 1,2,3-triazdlico, através de reagdo do tipo Click Chemistry. Esta metodologia
é uma abordagem para a sintese de diversos compostos, onde a reacdo € estereoespecifica,
altamente eficiente e geralmente com elevados rendimentos. Para a sintese de nove derivados
triazélicos, foi utilizado o glicerol como material de partida. Este composto foi convertido em
acetal, através de uma catalise 4cida, gerando o 2,2-dimetil-1,3-dioxolan-4-il)metanol (1a). A
funcionalizacdo da hidroxila do composto 1a ocorreu, via mecanismo SN2, 0 composto 2,2-
dimetil-1,3-dioxolan-4-il)methyl 4-metilbenzenosulfonato (2a) foi sintetizado. A partir do
composto 2a foi realizada inser¢do do grupo azido na estrutura do composto, produzindo o 4-
(azidometil)-2,2-dimetil-1,3-dioxolano (3a). A sintese de derivados triazélicos do glicerol foi
realizada usando a reacdo click, entre a azida 3a e nove alcinos comerciais, utilizando uma
quantidade catalitica de sulfato de cobre e ascorbato de sodio, alcool t-butilico e agua como
solventes. Os 1,2,3-triazdis obtidos, 4a-4i, tiveram rendimentos variando entre 75-94%, suas
estruturas foram elucidadas através de infravermelho, RMN de 'H e de 3C e espectrometria de
massas. Dentre os parametros avaliados para a fitotoxicidade, o indice de velocidade de
germinacao e o crescimento das raizes de Lactuca sativa foram os fatores que sofreram maiores
efeitos dos triazois. O triazol 1-((2,2-dimetil-1,3-dioxolan-4-il)metil)-4-pentil-1H- 1,2,3-triazol
(4c), na concentragdo de 1000 pg mL™, apresentou valores de indice de velocidade de
germinacdo (IVG) e inibicdo do crescimento radicular (CR) estatisticamente semelhantes ao
controle positivo (picloram, herbicida comercial). Ja os indicadores de citotoxicidade,
alteracbes cromossomicas e nucleares juntamente com o indice mitotico foram todos
influenciados em diferentes proporcdes pelos triazdis (4a-4i). Avaliou-se ainda a atividade
antifangica contra o patogeno Colletotrichum gloesporioides dos compostos triazolicos.
Comparado com o fungicida comercial tebuconazol, todos os compostos foram altamente ativos
na inibicdo da esporulacdo de Colletotrichum gloesporioides, com valores de EDso inferiores a
1 pg mL™. Acredita-se que os triazdis 4a-4i possuam estruturas eficiéntes contra o patégeno C.

gloesporioides.
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ABSTRACT

Triazolic compounds are a class that has generated great interest in the scientific environment,
since they have a wide range of biological activities and various industrial applications. This
work aimed to synthesize a series of derivatives of the glycerol containing 1,2,3-triazole
nucleus, through a Click Chemistry type reaction. This methodology is an approach for the
synthesis of several compounds, where the reaction is stereospecific, highly efficient and
generally in high yields. For the synthesis of nine triazole derivatives, glycerol was used as the
starting material. This compound was converted to acetal through acid catalysis to yield 2,2-
dimethyl-1,3-dioxolan-4-yl) methanol (1a). Functionalization of the hydroxyl of product 1
occurred via SN2  mechanism,  2,2-dimethyl-1,3-dioxolan-4-yl)  methyl  4-
methylbenzenesulfonate (2a) was synthesized. From the product 2a was carried out insertion of
the azido group into the structure of the compound, yielding the 4- (azidomethyl) -2,2-
dimethyl-1,3-dioxolane (3a). The synthesis of triazolic derivatives of glycerol was performed
using the click reaction between azide 3a and nine commercial alkynes using a catalytic amount
of copper sulfate and sodium ascorbate, t-butyl alcohol and water as solvents. The 1,2,3-
triazoles obtained, 4a-4i, had yields ranging from 75-94%, their structures were elucidated by
infrared, 'H and *C NMR and mass spectrometry. Among the parameters evaluated for
phytotoxicity, the rate of germination and growth of Lactuca sativa roots were the factors that
suffered the greatest effects of triazoles. The triazole 1 - ((2,2-dimethyl-1,3- dioxolan-4-yl)
methyl) -4-pentyl-1H-1,2,3-triazole (4c), at the concentration of 1000 pg mL -

1, presented values of germination velocity (IVG) and inhibition of root growth (CR)
statistically similar to the positive control (picloram, commercial herbicide). On the other hand,
the indicators of cytotoxicity, chromosomal and nuclear changes together with the
Colletotrichum gloesporioides mitotic index were all influenced in different proportions by the
triazoles (4a-4i). The antifungal activity against the pathogen Colletotrichum gloesporioides of
the triazole compounds was also evaluated. Compared with the commercial fungicide
tebuconazole, all compounds were highly active in inhibiting sporulation of Colletotrichum
gloesporioides, with ED 50 values less than 1 ug mL -1. It is believed that triazoles 4a-4i have
efficient structures against the pathogen C. gloesporioides
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1. INTRODUCAO

Compostos heterociclicos nitrogenados possuem valiosa importancia, por se tratarem de
substancias que apresentam ampla aplicabilidade: fa&rmacos, agroquimicos, polimeros, entre
outros (PHOLSHETTIWAR & VARMA, 2008; MELO et al., 2006). Além disso, possuem um
papel relevante no planejamento de novos farmacos, uma vez que eles frequentemente séo parte
do grupo farmacoférico (THOMAS et al., 2011).

Dentre os heterociclos, estdo em destaque os 1,2,3-triazdis, que sdo nucleos hetero-
aromaticos de cinco membros, sendo que trés deles sdo atomos de nitrogénio. Estes compostos
sdo exclusivamente de origem sintética (MELO et al., 2006).

Compostos contendo o esqueleto 1,2,3-triazélico apresentam inGmeras atividades
bioldgicas: atividades antibacteriana (SAJJA et al., 2016; TAN et al., 2016), citotdxica
(PETROVA et al., 2015; YAMADA et al., 2018; COSTA, 2017), antitumoral (CAFICI et al.,
2008; KAMAL et al., 2008; COLOMBANO et al., 2010), antiprotozoaria (BAKUNOQV et al.,
2010; BOECHAT et al., 2011), antifangica (SHAIKH et al., 2016, L1 et al., 2016), antimalarica
(DEVENDER et al., 2016; KUMAR et al., 2014).

Com relacdo a sintese de 1,2,3-triazdis a reacdo mais usual para a obtencdo destes
compostos € a cicloadicdo 1,3-dipolar envolvendo azidas organicas e alcinos. Esta reacdo
concertada (ocorre em uma Unica etapa) apresenta varias desvantagens, incluindo a necessidade
de longo tempo reacional, altas temperaturas, baixos rendimentos, bem como a formagéo de
uma mistura de regioisdbmeros 1,5 e 1,4-dissubstituidos quando alcinos terminais estdo
envolvidos (FREITAS et al., 2011).

Em 2002, Tornge e Meldal, Sharpless et al., de forma independente, relataram que a
utilizacdo de sais de Cu(l) acelerava a reacdo de forma significativa. Em relacdo a cicloadigédo
1,3-dipolar de Huisgen, a reagdo entre a azida e o alcino catalisada por Cu (1) (CUAAC), também
conhecida como Click Chemistry, exige condi¢gfes muito mais brandas, resulta em altos
rendimentos, € de facil elaboracdo e leva a formacdo exclusiva do regioismero 1,4-
dissubstituido (TORNGE et al., 2002; ROSTOVTSEV et al., 2002; MOSES & MOORHOUSE,
2007; TRON et al., 2008; MELDAL & TORNGE, 2008).

Nesse estudo sera utilizado o glicerol, um subproduto da produgdo do biodiesel, na
sintese de novos 1,2,3-triazois. A fim de buscar uma alternativa para o consumo do mesmo,

devido ao elevado volume de glicerol gerado no processo. Este excesso de volume produzido
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pode causar graves danos ambientais caso o glicerol seja descartado no meio ambiente
(APOLINARIO, 2012).

Assim, serd realizada neste trabalho a sintese de triazdis inéditos, utilizando a
metodologia click chemistry, utilizando como matéria-prima o glicerol. Além disso, também
sera avaliado a atividade fungicida contra Collotetrichum gloesporioides, o efeito fitotoxico e
citotoxico em ensaios macroscopicos (germinacdo e crescimento radicular) e microscopico
(ciclo celular mitotico) no modelo vegetal Latuca sativa L., o qual é eficaz na prospec¢édo de

efeitos toxicos de compostos quimicos.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 GLICEROL

A urgéncia de se empregar processos cataliticos verdes para transformar fontes
biorrenovaveis em biocombustiveis ecologicamente favoraveis, estd mobilizando a comunidade
cientifica (ZHOU et al., 2008; KING & WRITE, 2007).

O biodiesel destaca-se como uma fonte renovavel de energia, ele é gerado atraves da
reacdo de um 6leo ou gordura com um alcool (Esquema 1) (HAJEK & SKOPAL, 2010). Nesta
reacdo, conhecida como transesterificacdo, sdo produzidos ésteres metilicos ou etilicos
(biodiesel) e glicerol (YANG, HANNA, SUN, 2012).

(0]
Ry_ O
CH
\f R,)OLO” 3
(0]
’ CH
)L j\/O R; + HO—CH; ﬂb R?)Lo’ 3 ~ HO OH
R, (6] 1/ 2 ]
CH
- R3)J\O’ 3
pleoVegeta Meland Biodiesel Glicerol

Esquema 1 - Transesterificacdo de um 0leo vegetal gerando biodiesel e glicerina

Geralmente, para cada 3 mols de metil ésteres produzidos, 1 mol de glicerol é
sintetizado, o que é quase 10% do total do produto. O recente aumento da producéo de glicerol
a partir do processo de fabricagdo do biodiesel criou um excesso no mercado, como resultados
sd0 necessarias novas tecnologias para o uso do glicerol que é uma substancia abundante e tem
grande potencial para ser uma importante matéria prima para producéo de produtos de alto valor
agregado (SILVA, GONCALVES, MOTA, 2010).

O glicerol é um tri-alcool, também conhecido como 1,2,3-propanotriol, é um liquido
incolor, adocicado, sem cheiro e bastante viscoso, pode ser derivado de fontes naturais ou
petroquimica (BEATRIZ, ARAUJO, LIMA, 2011).

Os produtos provenientes do glicerol sdo materiais de partida para sintese de substancias
organicas de elevada importancia, tais como glicerofosfolipideos, beta- bloqueadores,
prostagladinas, PAF (fator de agregacio paquetaria) e varios outros (ARAUJO, DE LIMA,
BEATRIZ, 2009). Além disso, o glicerol é indispensadvel como matéria prima para a producdo
de varios produtos quimicos com uma ampla gama de aplicagcfes: farmacos, tabaco, dinamite,
pasta de dente, cosméticos e tintas (BEATRIZ, ARAUJO, LIMA, 2011).



19

O grupo de trés hidroxilas na estrutura do glicerol adiciona beneficios para as
transformacdes biologicas e quimicas do glicerol em produtos quimicos. Maior numero de
produtos quimicos com valor agregado pode ser feito a partir da molécula de glicerol altamente
funcionalizada comparativamente aos derivados de hidrocarbonetos petroquimicos
(BRANDNER et al., 2009). Existem muitas pesquisas que sdo realizadas para investigar
processos biologicos para a transformacao do glicerol em produtos finais valiosos, por exemplo,
agentes anticongelantes, etanol e hidrogénio (EBERT, 2007). Desidratacao catalitica de glicerol
em acroleina, um derivado industrial vital para as indUstrias agricolas e quimicas, também um
método interessante para usos de glicerol (KATRYNIOC et al., 2010).

Apesar das inumeras aplicacdes que o glicerol possui na industria, a quantidade
empregada é muito inferior do que a industria de biodiesel produz atualmente (WANG et al.,
2001). Como principais consumidores evidenciam-se as industrias de cosméticos, saboarias e
farmacos, onde o glicerol é empregado na forma bruta, em especial como umectante.

Logo, é consenso na comunidade cientifica e nas inddstrias do setor que € emergencial
buscar alternativas para o dispéndio do volume gerado de glicerol, na forma bruta ou como

derivados, o que vai viabilizar ainda mais a produgéo de biodiesel.

2.2 TRIAZOIS

Compostos heterociclicos nitrogenados possuem importancia incontestavel, ndo sé pela
abundancia de exemplos na natureza, mas, também por se tratarem de substancias que
apresentam ampla aplicabilidade: farmacos, agroquimicos, polimeros, entre outros
(PHOLSHETTIWAR e VARMA, 2008; MELO et al., 2006).

A porcao referente ao heterociclo em grande maioria representa o grupo farmacoférico
de substancias bioativas (WHITING et al., 2006; MANETSCH et al., 2004). Varios sdo 0s
exemplos de farmacos heterociclos utilizados no tratamento de doengas, prestando-se a
aplicacdo como antitumoral (carbamato de fluorouracila); antifungica (fluconazol);
antiinflamatéria e analgésica (dipirona), entre outros (MELO et al., 2006). As estruturas

moleculares destes heterociclos estéo representadas na Figura 1.
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Figura 1 - Exemplos de heterociclos nitrogenados farmacologicamente ativos.

Dentre os heterociclos encontram-se os triazois, que sdo compostos que possuem trés
atomos de nitrogénio no mesmo ciclo (FREITAS et al., 2011). O anel triazélico tem as
vantagens de possuir boa estabilidade térmica e baixo peso molecular (CANDUZINI, 2012).

Séo classificados em vicinais (1,2,3-triazéis) ou simétricos (1,2,4-triaz6is) (figura 2),
sendo que a seletividade destes compostos vai depender diretamente da metodologia aplicada
(RUPESH et al., 2011). Devido as recentes descobertas referentes aos métodos de obtencao

mais eficazes, os 1,2,3-triazdis sdo os mais pesquisados (KIM et al., 2004).

Hl Hl
N\ \ >
‘ N///fNR _JL:/N

1.2 3-tnazol 1.2 4-tnazol

(vicinal) (simétrico)

Figura 2 - Estrutura dos triazois vicinal e simétrico.

Como todos os atomos do anel sdo hibrizados em sp?, os seis elétrons disponiveis estio
deslocalizados, desta forma, 1,2,3-triazol € aromatico, ou seja, 0s atomos de carbono juntamente
com dois nitrogénios contribuem com um elétron cada e o terceiro nitrogénio com dois elétrons
formando o sexteto aromatico (MELO et al, 2006; CANDUZINI, 2012).

O 1,2,3-triazol tem sua origem totalmente sintética, ou seja, até hoje ndo foram
encontrados disponiveis na natureza. Seu sistema ¢ derivado do pirrol ou do indol, onde ocorre
a troca de dois carbonos por dois atomos de nitrogénio. Os compostos formados podem ser
classificados em termos de sua formula constitucional (figura 3). Estes compostos diferem entre
si somente pela posicdo do H, os compostos 1H-[1,2,3]-triazol e 2H-[1,2,3]- triazol sdo
considerados hetoroaromaticos, porém o composto 4H-[1,2,3]-triazol, também entitulado de

isotriazol, ndo é aromatico e raramente € citado na literatura (SANTOS, 2006).
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1H-[1.2.3]-triazol 2H-[1.2.3]-triazol 4H-[1.2.3]-triazol

Figura 3 - Triazois derivados do pirrol ou do indol.

Com caréter anfotero, os 1,2,3-triaz6is possuem a capacidade de agir como uma base
fraca ou ainda como um é&cido fraco. O carater anfétero aumenta ou diminui dependendo do
substituinte no anel; assim, por exemplo, os triaz6is bromados sdo mais acidos que 0s nédo
bromados (KATRINSKI & RESS, 1984; SANTOS, 2006).

Os 1,2,3-triazbis podem ser usados como conexdo entre uma ou mais substancias de
interesse, em uma estratégia de hibridacdo molecular. Além disso, funciona como bioisdstero
na ligacdo peptidica, anéis heterociclicos imidazolico, 1,2,4-triazolico e tetrazolico. Algumas
caracteristicas como a presenca de trés &tomos de nitrogénio, a aromaticidade do anel triazélico
e um sistema rico em elétrons, faz com que os triazdis tenham a capacidade de se ligar
facilmente a uma variedade ampla de meios bioldgicos através de ligacdes de hidrogénio,
dipolo-dipolo e empilhamento m, 0 que aumenta sua importdncia no campo da quimica
medicinal (LI, ANEJA, CHAIKEN, 2013; AGALAVE, MAUJAN, PORE, 2011; ASTRUC et
al., 2012).

Os heterociclos a base de 1,2,3-triazol foram bem explorados para a gera¢do de muitos
blocos construtores medicinais que exibem atividade anti-HIV, anticancerigenas e
antibacterianas (DA SILVA et al., 2009; PETERSON & BRIAN, 2010; YU et al., 2006).
Numerosos compostos portadores dessa por¢cdo tambeém sdo bem reconhecidos com efeitos
terapéuticos elucidados (DHEER, SINGH, SHANKAR, 2017).

Derivados a base de 1,2,3-triazol também tém sido usados como inibidores enzimaticos,
tais como histona desacetilase, PDE4, alcalinafosfatase, cisteina protease e acetilcolinesterase.
Além destas aplicacdes, estes compostos também foram aplicados na preparacdo de
glicoconjugados, inibidores da glicosidase ativa e até mesmo nas modificagGes de proteinas e
DNA (DHEER, SINGH, SHANKAR, 2017).

A porc¢éo 1,2,3-triazol também serve como intermediério sintético em muitas aplicacoes
industriais, como agroquimicos (BORGATI et al., 2013; SILVA et al., 2013), inibidores de
corrosdo (DERSAI, INDORWALA, 2015), aditivos (LEUNG et al., 2000),
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quimica supramolecular (SCHULZEAB, SCHUBERT, 2014), polimeros(ARSENEAULT,
WAFER, MORIN, 2015), cristais liquidos (BALAMURUGAN, YEAP, MAHMOOD, 2014),
fotoestabilizadores  (MILADINOVA, KONSTANTINOVA, 2014) e pigmentos
(KISHOREKUMAR et al., 2007).

Por apresentarem diversas atividades farmacoldgicas, o triazol incorporado a muitas
outras substancias em sua estrutura, gera grande interesse no aprimoramento desta classe de
compostos, a fim de buscar novos potenciais do nucleo triazdlico gerando novas vantagens que

as ja conhecidas atualmente.

2.3 SINTESE DE 1,2,3-TRIAZOIS

O sistema heterociclico 1,2,3-triazol foi conhecido ha mais de cem anos. A sintese do
primeiro representante desse composto foi relatada no final do século XIX por Pechmann, que
realizou a sintese pioneira de 1,2,3-triazdis, preparando o 2-aril-1,2,3-2H-triazdis, a partir de
uma ciclizacdo intramolecular ao tratar a bis-fenil-hidrazonas provenientes de compostos 1,2-
dicarbonilicos com &cidos nitrico (DA ROCHA, 2010; MELO et al., 2006) (Esquema 2).
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Esquema 2 - Sintese de 1,2,3-triaz0is a partir de bis-fenil-hidrazona.

A metodologia classica através da osazona foi elaborada por Hudson e colaboradores
que por oxidacdo com sulfato de cobre em solucdo aquosa fornece o derivado 1,2,3-triaz6lico
(Esquema 3) (KRIVOPALOV & SHKURKO, 2005; HANN & HUDSON, 1944).
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Esquema 3 - Conversdo da D-glicose, através da glucosazona, em 1,2,3-triazois.

A formacdo de fenil-osazonas representa um teste quimico para identificar aldoses, além
de constituir-se em um processo industrial de facil execucédo e baixo custo para a producao de
varios derivados triazdlicos (MELO et al., 2006).

Existe ainda a metodologia via ciclizagdo [2N + 1N], onde ocorre a reagdo entre um
reagente contendo dois atomos de nitrogénio com outro que possui um atomo de nitrogénio
(SANTQOS, 2006). Em 1902, Wolff realizou a primeira reacdo do tipo [2N+1N], onde o diazo
acetoacetato de etila, a,a’-diazocarbonilico, e uma semicarbazida reagiam, levando a formacao
de 1,2,3-triaz6is com bom rendimento (KATRIZKY & RESS, 1984).

2.4 CICLOADICAO 1,3-DIPOLAR

Um dos métodos mais empregados para sintese de 1,2,3-triazéis é a reacdo de ciclo
adicdo 1,3-dipolar, também intitulada como ciclo adicdo de Huisgen, nessa reacédo é utilizado
um acetileno (dipolaréfilo) e uma azida (1,3-dipolares) (Esquema 4) (CANDUZINI, 2012).
Essas ciclos adi¢cbes sdo reacdes prolongadas, mesmo em condi¢des onde ha elevadas
temperaturas e ainda geram regioisdmeros, 1,4 e 1,5-substituidos, pois a reacdo nao é
regioseletiva (HOLUB e KIRSHENBAUM, 2010).
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Esquema 4 - Reacdo de cicloadicdo 1,3-dipolar entre azidas e acetilenos ndo-simétricos.

A reacdo entre o dipolo e o dipolaréfilo, normalmente alcinos e alcenos, é um processo
concertado, ou seja, ndo ocorre a formacédo de intermediario. Esta circunstancia é baseada em
fatos experimentais, como: reacao de segunda ordem com pequena influéncia da polaridade do
solvente e adicBes de olefinas cis e trans séo estereoespecificas. A cria¢do do estado de transicao
acontece estando o dipolo em um plano e o dipolaréfilo em um plano paralelo, dessa forma a
interacdo acontece por cima. Os orbitais de fronteira de ambos s&o quem coordenam a interacéo
entre o dipolo e o dipolaréfilo. A Teoria do Orbital Molecular de Fronteira prevé que as
interacdes mais relevantes ocorrem entre o Orbital Molecular Desocupado de mais Baixa
energia (LUMO) de um reagente e o Orbital Molecular Ocupado de mais Alta Energia (HOMO)
do outro. As combinagdes viaveis sdo as interacdes entre 0 HOMOdipolo- LUM Odipotarsfito (TIPO
1) e & LUMOuipolo-HOMOOuipotaretito (TIPO 111). A interagcdo dominante vai depender da diferenca
de energia entre os pares de orbitais. Se a energia das combinag6es for muito parecida, ambas
as interacOes sdo possiveis e sdo conhecidas como de TIPO Il (MELDAL &TORNgE, 2008).
O Esquema 5 representa as interagdes orbitalares do tipo | e do tipo I11.
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Esquema 5 - Orbitais de fronteira e interagdes orbitalares do tipo I e tipo 111 em uma cicloadi¢ao
1,3-dipolar.

Pesquisas demonstraram que as interacbes que envolviam menos energia séo
predominantes. Ou seja, uma das interacdes é favorecida, e ndo outra, de modo a favorecer
somente uma das interacGes a energia dos orbitais moleculares € empregada através da inclusdo
de grupos doadores ou grupos retiradores de elétrons, favorecendo o HOMO do dipolo e o
LUMO do dipolaréfilo (SUSTMANN, 1971).

A reacdo entre um alcino ndo simétrico (dipolaroéfilo) e uma azida (dipolo) fornecem os
dois regioisdbmeros do 1,2,3-triazol, o regioisdmero 1,4 e o 1,5-dissubstituidos (HOLUB e
KIRSHENBAUM, 2010). A falta de seletividade é espelho da baixa energia do LUMO
proveniente da tripla ligacdo C-C. Deste modo, a reacdo é controlada atraves do HOMO e do
LUMO do dipolo (SANTQOS, 2006).

De modo a se obter regiosseletividade, pesquisas realizadas por Meldal e por Sharpless,
estudaram o efeito de sais de Cu (I) na catélise das reacGes de ciclo adicdo 1,3- dipolar entre
azidas e alcinos terminais, esta rea¢do ficou conhecida como “Reagao Click” ou CuAAC
(“Copper-catalyzed Alkyne-Azide Cycloaddition). Em tais pesquisas, obteve-se somente 0
isbmero 1,4-dissubstituido (FREITAS et al., 2011).

O conceito de Reacdo Click foi introduzido por Kolbe e colaboradores (2001), e é
caracterizada por sua eficiéncia, seletividade, condi¢cbes reacionais brandas, purificacdo dos

produtos de modo direto, e tendo como resultado 6timos rendimentos sintéticos (KOLB,
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FINN, SHARPLESS,2001). Além disso, os alcinos e azidas sdo geralmente faceis de manipular
e pouco reativos frente a maioria de outros grupos funcionais, o que descarta a necessidade de
utilizacdo de grupos protetores. Estas reac6es se desenrolam de modo satisfatorio em dgua e em
solventes organicos, com rendimento quase completo e elevada seletividade, sendo os 1,2,3-
triazois facilmente isolados. Estes compostos, por sua vez, sdo muito estaveis e inertes a
oxidacdo, reducéo e hidrolise (STRUTHERS, MINDT, SCHIBLI, 2010).

O ciclo catalitico do Cu (I) em uma reacéo click esta representado no Esquema 6 a

sequir.

R1%C\UL,,_2

I ‘)\ R=—Cul,,

Esquema 6 - Ciclo catalitico do Cu (I) em reacdo 1,3-dipolar entre um alcino terminal e uma
azida.

O ciclo tem inicio com a coordenacdo da espécie [LnCu]* com o alcino, etapa A, esta
etapa reduz a energia de ativacdo do estado de transicdo quando comparado com a rea¢do ndo
catalisada, gerando o acetilidio de cobre. No passo B, o nitrogénio ligado ao carbono substitui
um dos ligantes do cobre e com isso forma o intermediario, para isso € necessario que ocorra a
coordenagdo dos elétrons & da tripla ligagdo com o metal, o pKa do proton acetilénico diminui
que em seguida é abstraido, para s6 entdo ocorrer a formag&o exotérmica do complexo metal-
ligante. O passo seguinte, passo C, o nitrogénio livre da azida ataca o C-2 do acetilidio,
formando um anel de seis membros, metalociclo de cobre (I11), espécie. A proxima etapa, € a
formacdo do 1,2,3-triazol ligado ao cobre. O desencadeamento do heterociclo é através de
protonagdo do complexo Cu (I)-ligante ou reacdo com outros eletréfilos do meio (MELDAL
&TORNgE, 2008; SANTQOS, 2006; PINTO, 2016).
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25  ATIVIDADES BIOLOGICAS

25.1 Herbicida

Constantemente, ervas daninhas afetam diretamente a agrigultura. Estas plantas
competem com as culturas por nutrientes, agua e espaco fisico, e podem abrigar pragas de
insetos e doencas. Desta forma, as ervas daninhas sdo capazes de reduzir muito a qualidade e a
produtividade das culturas (TOMLIN, 2006; BOGER, WAKABAYASHI, HIRAI, 2002).

O uso de herbicidas é ainda o meio de controle de ervas mais eficiente e confidvel
utilizado pelos agricultores (CREMLYN, 1991; COBB, 1992; WARE, 2000). Atualmente,
existem varios compostos ativos disponiveis para controle de ervas daninhas, mas, ainda se faz
necessario a sintese de novos herbicidas para solucionar os problemas de resisténcia
(GRESSEL, 2009; VENCIL, GREY, CULPEPPER, 2001; SHANER, LINDENMEYER,
OSTLIE, 2012). Além disso, esses novos herbicidas devem ter uma combinacdo favoravel de
fatores, como um alto nivel de atividade herbicida, baixa taxa de aplicacdo, tolerancia a cultura
e baixa toxicidade aos mamiferos (BORGATI et al., 2013).

A estratégia empregada para a descoberta de novos produtos quimicos para controle de
ervas daninha sdo semelhantes as utilizadas para a descoberta de compostos bioativos na
industria farmacéutica, e envolvem avaliacdo da atividade de extratos e compostos puros em
determinado sistema bioldgico (BORGATI et al., 2013). Laboratérios e bioensaios precisam
ser rapidos, econdmicos e relevantes para o sistema em questdo, além de ser Gtil para estabelecer
a atividade potencial de um composto puro ou extrato. Os bioensaios também devem ser
seguidos por estudos em casas de vegetacdo e campos para determinar se as observacgdes iniciais
sdo reproduziveis em grande escala (DUKE et al., 1999; VYVYAN, 2002).

O bioensaio mais utilizado para avaliar fitotoxicidade de um composto sintetizado é
aquele que monitora a germinagéo e crescimento de plantas de determinadas espécies, como
Lactuca sativa, Raphanus sativus L., Lepidium sativum, Cucumis sativus e Allium cepa, entre
outras espécies, principalmente devido a sua alta sensibilidade e taxas de germinagéo répida.
Como as ervas daninhas geralmente tem baixas taxas de germinacao, os testes para identificar
herbicidas potenciais sdo realizados somente apds avaliacdo da atividade contra as espécies
mencionadas acima (MIZUNO & RIMANDO & DUKE, 2010; HOSOYA et al.,2009).

No desenvolvimento de novos herbicidas e farmacos, compostos heterociclicos

desempenham um papel importante. O ndcleo heterociclico é freqiientemente parte do
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farmacoforo responsavel pela atividade biologica observada (LAMBERTH & DINGES, 2012).
Os heterociclos contendo 0 &tomo de nitrogénio sdo representantes dessa classe de compostos
organicos que se destacam pela sua abundancia na natureza.

Segundo Rodrigues e Almeida (2005), o herbicida triazolico comercial amicarbazona
atua inibindo o fotossistema Il e a fotossintese, impedindo assim a fixagdo de CO, e NADPH2
e afetando o crescimento das ervas daninhas. Sulfentrazona é outro herbicida da classe dos
triazois e atua via inibicdo da enzima protoporfirinogénio oxidase. Esta enzima é importante na
cadeia de sintese da clorofila (REDDY & LOCKE, 1998), que também afeta a inibicdo da
fotossintese e causa a morte da planta devido a falta de nutrientes.

Guell e colaboradores (2012) prepararam peptideotriazéis (Figura 4) com base no
peptideo antimicrobiano BP100 (LysLysLeuPheLysLyslleLeuLysTyrLeu-NH2) introduziram
um anel triazélico no esqueleto do peptideo ou na cadeia lateral de um residuo selecionado.
Estes compostos foram testados pelos seus efeitos citotoxicos em células eucarioticas das folhas
de tabaco. A toxicidade de todos os peptideotriazdis contra folhas de tabaco foi avaliada por
infiltragdo de 100uL de uma solucdo de 25 e S0uM de cada composto nas mesoéfilas das folhas.
Como controle positivo, foi utilizado peptideo melitina ndo seletivo. Apds 48 horas de
infiltracdo, foi observado uma area necrética marrom para o controle positivo. Em contraste,
nenhuma necrose foi detectada nas mesdfilas das folhas que foram infiltradas com os
peptideotriazdis, indicando que estes compostos ndo foram citotoxicos para as folhas de tabaco.
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Figura 4 — Estrutura dos peptideostriazdis BP135, BP136 e BP238-BP250.
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Borgati e colaboradores (2013) sintetizaram treze 1,2,3-triaz0is (Figura 5), estes
compostos foram purificados e totalmente caracterizados. A fitotoxicidade destes compostos
foi investigada contra duas espécies de dicotiledéneas, Lactuca sativa e Cucumis sativus, e uma
espécie monocotiledénea, Allium cepa. A comparacdo das atividades de produtos 2-10 com as
atividades do composto 1, que foi sintetizado para avaliar a influéncia da auséncia de um
substituinte halogéneo sobre a atividade fitotdxica, revelou que os produtos halogenados eram
muito mais ativos. Os resultados mais significativos foram observados para os derivados
fluorados (2 e 6), e os derivados clorados (3 e 9), em algumas concentragdes, estes compostos
inibiram a germinacdo da alface em até 100%. Inibiram também o crescimento de brotos e
raizes em aproximadamente 60% para todas as espécies alvo em uma concentracéo de 10 mol
Lt

Composto Rendimento (%)
RI=R*=R’=HR*=R=H 1 79
RI=RE=R&=R’=H.R=F 2 71
Rl=R>=R*=R’=H.R’=Cl 3 73
R!=R2=R*=R’=H.R*=Br 4 55
RI=R2=R*=R’=H.R’=1 5 90
R!=R?=R*=R’= H. R*= OCF; 6 44
R!=R2=R*=R’=H.R’=CF; 7 80
R=R%&=R=H RE=R’<B:t 8 74
1-10 R'=CLR’=R’=R’=H.R*=Br 9 64
R!=R3=R’=Cl R*=R*=H 10 67

Figura 5 - Estrutura dos 1,2,3-triaz6is, 1-10, sintetizados por Borgati e colaboradores.

2.5.2 Antifungica

A infeccdo por fungos é responsavel por cerca de 1,35 milhdes de mortes por ano,
namero mais elevado do que o causado pela maléria, 1,2 milhdes/ano (GAFFI, 2018; WHO,
2017). Na agricultura os fungos também causam prejuizos, uma vez que prejudicam
rendimentos das culturas e qualidade dos alimentos produzidos (PARKER et al., 2014). O
aparecimento da resisténcia dos fungos aos triazOis ja existentes torna urgente o
desenvolvimento de novos azdis antifngicos, visando a maior eficacia, menor toxicidade e
maior espectro (XIE et al., 2017).

O mecanismo de acdo dos triazois contra os fungos é baseado na inibi¢do da passagem

do lanosterol para o ergosterol, principal lipidio componente da membrana plasmatica de
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fungos. A sintese deste lipidio acontece através da acetil-CoA. Uma atenuacdo na
disponibilidade do ergosterol gera a ruptura da membrana fungica e a liberacdo de solutos
ibnicos (GOMES, 2014).

De acordo com a base de dados on-line Agrofit (2014), pertencente ao Ministério da
Agricultura, estdo autorizados para uso no Brasil 18 principios ativos fungicidas (Figura 6):
bitertanol; bromuconazol; cyproconazol; difenoconazol; epoxiconazol; fluquinconazol;
flutriafol; hexaconazol; imibenconazol; ipconazol; metconazol; myclobutanil; propiconazol;
tebuconazol; tetraconazol; triadimefon; triadimenol; triticonazol. E importante destacar, que

todos os compostos citados sdo a base de 1,2,4-triazdis.
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Figura 6 — Formula estrutural de 18 fungicidas triazolicos autorizados para uso no Brasil.
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Li e colaboradores (2016), realizaram modificacBes quimicas na quitosana, via click
chemistry, gerando derivados de quitosana contendo 1,2,3-triaz0is em suas estruturas. As
atividades antifngicas contra trés tipos de fitopatogenos (F. oxysporum f.sp.niveum, C.
lagenarium e F. oxysporum f. sp.cucumerinum Owen) foram estimadas por medida de hifas in
vitro. Os derivados sintetizados tiveram boa solubilidade na &gua e exibiram indices de inibi¢&o
mais elevados do que o quitosana. Estes dados demonstram que os grupos funcionais 1,2,3-
triazdis contribuem para a atividade bioldgica contra alguns fungos patogénicos das plantas.

Em outra investigacdo Costa e colaboradores (2017), sintetizaram oito triazois inéditos
e avaliaram as atividades fungicidas dos compostos contra C. gloesporioides. Os triazois
apresentaram efeitos inibitdrios em todos os tratamentos. Os melhores resultados foram
associados aos compostos 11 e 12 (Figura 7) que, na maior concentracdo, apresentaram
didmetros radiais médios de 0,46 e 0,85 cm, respectivamente. Os triazdis sintetizados também
apresentaram atividade antiesporante in vitro contra C. gloeosporioides. O composto mais
eficaz foi 0 11 na concentragéo de 1000 g mL™?, reduzindo a esporulacéo a mais de 98% quando
comparado ao controle. A sequir a figura 8 tem a representacao estrutural de dois triazdis mais

eficientes contra o patégeno C. gloesporioides.

OH

Figura 7 - Estrutura de dois dos triaz6is mais eficientes contra C. Gloesporioides,

sintetizados por Costa et al., 2017.

2.5.3 Leishmanicida

As leishmaniasis representam um grupo de doencas causadas por parasitas protozoarios
de mais de vinte espécies de Leishmania. Estes parasitas séo transmitidos aos seres humanos
pelas picadas do mosquito de flebotomina feminino infectado, responsavel por uma ampla gama
de apresentacdo clinicas, as principais sdo: cutanea, visceral ou kala-azar e mucocutanea (GAY
et al., 2015; WHO, 2018).
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E uma patologia de distribuicio endémica aos tropicos e subtropicos do globo, afetando
98 paises ao redor do mundo, e é tida como uma das maiores questdes de saude publica de
paises em desenvolvimento (LIMA, 2014).

Tem sido utilizada no tratamento das leishmanioses desde o século XX, a quimioterapia,
que é fundamentada na utilizacdo de medicamentos que possuem metais pesados e toxicos,
conhecidos como antimoniatos pentavalentes (Sb*°). Os mais conhecidos s&0 o antiomoniato
de meglumina (Glucantime®) e o estibogluconato de sddio (Pentostan®) (CHANBACABAND
e PENA-RODRIGUEZ, 2001).

O medicamento utilizado no Brasil para o tratamento da leishmaniose é o antimoniato
de meglumina (Glucantime®), que se administrado de forma continua e com dose adequada é
eficaz no tratamento de leishmanioses (RATH et al., 2003).

Os antimoniais pentavalentes possuem graves efeitos colaterais que podem incluir
artralgia, aumento sérico das enzimas hepaticas, pancreatite, disfuncdo gastrointestinal, dores
musculares difusas, enrijecimento das articulagdo, arritmias, insuficiéncia renal e
cardiotoxicidade (SILVA-LOPEZ, 2010).

E de grande relevancia a busca de novas drogas terapéuticas mais efetivas, com menos
efeitos colaterais para substituir ou melhorar aquelas ja em utilizagéo.

Teixeira e colaboradores (2018) realizaram a sintese e avalicdo de atividade
leishmanicida de vinte e seis derivados do eugenol contendo nucleo 1,2,3-triazélico. Os
compostos mais ativos foram 13, 14, 15, 16, 17 e 18 e estdo representados na Figura 8, e
apresentaram valores de I1Cso de 30,2, 59,4, 49,2, 37,9, 32,2 e 7,4 mmol L™, respectivamente.
Foi determinado ainda que o composto 18, foi 0 mais ativo contra a forma promastigota e ainda
foi capaz de atingir os parasitas de leishmania dentro dos macréfagos, sem interferir na

viabilidade das células hospedeiras.
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Figura 8 — Estrutura dos compostos derivados do eugenol mais ativos na avaliagéo
Leishmanicida sintetizados por Teixeira e colaboradores.

Em outro trabalho Porta e colaboradores (2014) prepararam dez esterdis 1,2,3-
triazélicos que foram aplicados in vitro contra diferentes parasitas, entre eles o Leishmania
donovani, o agente etioldgico da leishmaniose visceral. Todos 0s compostos mostraram boa
atividade contra o Leishmania donovani. O composto mais ativo (Figura 9) mostrou ICso de
1,14uM, além de ter sido cinco vezes mais ativo do que a droga controle pentamidina. Foi
observado ainda que a presenca de um substituinte de cadeia longa no triazol aumentou a

atividade contra L. Donovani.

HO

Figura 9 - Estrutura do composto mais ativo (19) sintetizado por Porta e colaboradores..



34

2.5.4 Antibacteriana

A tuberculose ¢ uma doenca infecciosa cronica causada por Mycobacterium tuberculosis
que geralmente afeta os pulmdes (ALI et al, 2017). O tratamento para doenga esta relacionado
a efeitos colaterais graves incluindo hepatoxicidade, trombocitopenia, erupgdo cutanea, febre,
hepatite induzida por drogas, etc (WHO, 2018). Esta patologia continua a ser uma das doencas
mais ameacadoras para a saude publica global, devido a grande incidéncia em pacientes que
possuem o virus da imunodeficiéncia humana (HIV) (NUNN et al., 2005; SAJJA et al., 2016).
E recorrente nestes casos a resisténcia aos farmacos mais eficazes contra a tuberculose:
rifampicina e isoniazida. Portanto, é de grande relevancia o desenvolvimento de novas
antimicrobacterianos que sejam eficazes, com toxicidade reduzida, sinteticamente viaveis
(ZIGNOL et al., 2016; MONEDERO & CAMINERO,2009; PRABOWO et al., 2013) .

Sajja e colaboradores (2016) projetaram e sintetizaram uma série de benzossuberona
gue possuia em sua estrutura nucleos 1,2,3-triazolicos. Os grupos alquil/aril anexados aos
derivados de 1,2,3-triaz0is 5a-0 foram sintetizados utilizando click chemistry e foi avaliada a
atividade antibacteriana in vitro contra Mycobacterium tuberculosis. Todos 0s quinze novos
compostos 5a-0 selecionados mostraram atividade de vitro contra Mycobacterium tuberculosis
com MICs variando de 3.125 a 25.0 pg/mL. Entre eles, o composto 20 (Figura
10) inibiu o com MIC de 3,125 pg/mL, o que o torna mais potente do que Ethambutol, controle

positivo (MIC 3,13 pg/mL).

Figura 10 — Estrutura do composto mais ativo contra a bactéria Mycobacterium tuberculosis:

Thatipamula e colaboradores (2015) sintetizaram através da ciclo adicdo de azida-
alquino catalisada por cobre (CUAAC) a partir de N-propargilo-2°,3’-O-(isopropilideno) uridina
com diferentes azidas de arilo, uma série de novos (isopropilideno) uridina-(1,2,3)- triazol
hibridos. Todos os compostos foram selecionados por suas atividades antibacterianas in vitro.

Os resultados da triagem da atividade revelaram que, 0 composto 21 mostrou
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excelente inibicdo contra Escherichia coli e Bacilllus subtilis, o composto 22 contra
Staphylococcus aureus e 23 contra S. aureus e B. subtilis, todos mostraram atividade
equipotente em comparacdo com o padrao de droga Streptomycin. As estruturas dos compostos

estdo representadas na Figura 11.
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Figura 11 - Estrutura de alguns dos compostos mais ativos na avaliacao antibactericida,
sintetizados por Thatipamula e colaboradores.

2.55 Antimaléarica

A maléria causada principalmente por Plasmodium falciparum causa milhdes de mortes
por ano, apesar da disponibilidade de uma variedade de drogas pertencentes principalmente a
seis classes: aminoquinolinas, arilaminoalcoois, artemisininas, antifolatos, antibiéticos e
inibidores da cadeia respiratéria (WHO, 2014; KUMAR et al., 2014; MITAL et al., 2015). O
desenvolvimento de resisténcia a cloroquina e a muitos outros medicamentos antimalaricos,
incluindo os recém-relatados limita a utilidade desses medicamentos (JONES & PANDA &
HALL, 2015; SHARMA et al., 2015).

Devido as desvantagens associadas a drogas existentes e a auséncia de qualquer vacina
viavel, Devender e colaboradores (2016) na busca por novos medicamentos sintetizaram uma
série de novos B-amino-1,2,3-triazois e avaliaram in vitro e in vivo atividade antimalarica. O
composto 25 (Figura 12) mostrou atividade potente contra estirpe sensivel a cloroquina com
ICs0 de 0,87 e 0,3uM respectivamente, enquanto o composto 24 (Figura 12) exibiu uma
atividade melhor in vitro do que o medicamento de referéncia contra a estirpe de resisténcia a
cloroguina com ICso de 0,54M cada. O composto 25 apresentou 86,8% em eficacia antimalarica

com parametros farmacocinéticos favoraveis.
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Figura 12 — Estrutura dos compostos 24 e 25, sintetizados por Devender e colaboradores.

Kumar e colaboradores (2014) sintetizaram conjugados de isatina-ferroceno ligados a
1H-1,2,3-triazol, e suas atividades antiplasmodiais contra cepas resistentes a cloroquina (3D7)
e resistentes a cloroquina (W2) de Plasmodium falciparum. Os conjugados 26 e 27 (Figura
13) com uma combinacdo 6tima de substituinte halégeno que retira elétrons na posi¢do C-5 do
anel de isatina e uma cadeia propilica, introduzida como ligante, provou ser mais potente e nNdo
citotdxico entre as séries com valores de ICso de 3,76 e 4,58uM contra estirpes 3D7 e W2,

respectivamente.
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Figura 13 - Estrutura dos conjugados mais eficientes contra Plasmodium falciparum.

2.5.6 Anti-inflamatoria

Em pesquisa desenvolvida por Kim e colaboradores (2014), foram realizados testes
bioldgicos de uma série de novos fenil-1H-1,2,3-triazois, farmacos anti-inflamatorios ndo
esteroides com potencial para perfis de melhores eficécia e toxicidade do farmaco. Atividades
anti-inflamatorias dos compostos foram avaliadas em edema induzido por xileno em orelhas de

camundongos. Pelo menos quatro andlogos, 28, 29, 30 e 31 (figura 14), apresentaram
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efeitos mais potentes do que o medicamento anti-inflamatorio de referéncia (diclofenaco), na
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Figura 14 - Estrutura dos triazdis que apresentaram melhores atividades anti-inflamtoérias, por
Kim e colaboradores.

Shafi e colaboradores (2012) sintetizaram novos bis-heterociclos que englobavam 2-
mercapto-benzotiazol e 1,2,3-triazol. Os compostos sintetizados foram testados quanto a sua
atividade inflamatdria usando ensaios de atividade de ciclooxigenase bioquimica (COX) e
edema de pata traseira induzido por carragenina. Os resultados do edema da pata traseira
induzido por carragenina mostraram que 0s compostos 32, 33, 34 e 35 (Figura 15) possuem

atividade anti-inflamatoria significativa em comparacéo com o ibuprofeno padréo.
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Figura 15 - Estrutura dos triazois (32, 33, 34 e 35) que apresentaram atividade anti-

inflamatdria significativa, segundo Shafi.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Sintetizar 1,2,3-triaz0is inéditos, através da Click Chemistry, utilizando o glicerol

como material de partida, visando avaliar suas atividades antifingica, fitotdxica e citotdxica.

3.2 Objetivos especificos

1) Sintetizar os novos 1,2,3-triaz0is;
2) Caracterizar todos os compostos sintetizados atraves de métodos espectrométricos;
3) Submeter os triazois sintetizados a testes bioldgicos para avaliacdo das atividades

antifingica, citotdxica e fitotoxica dos compostos.



39

4. JUSTIFICATIVA

Uma das questdes de maior importancia na Quimica do século XX foi a descoberta e
elaboracdo de novos farmacos. A principal meta desde entdo é sintetizar compostos ou
bibliotecas de compostos e otimizar o processo sintético de drogas e outros compostos ja
disponiveis.

Essa sistematizacdo das técnicas sintéticas deve permitir este ramo da quimica reunir
elevado nimero de compostos biologicamente ativos em um curto periodo de tempo, acelerar
0 processo da descoberta e otimizacdo. No entanto, além de rapidez a sintese ideal exige
versatilidade, eficiéncia e seletividade.

Neste contexto, com intuito de construir uma rota sintética ideal utilizou-se a
metodologia desenvolvida por Meldal e por Sharpless, onde utiliza-se Cu (I) como catalizador.
Esta metodologia se encaixa dentro do conceito de quimica click, uma vez que tem como
principais caracteristicas: exigir condi¢fes brandas (temperatura moderada e curto tempo
reacional) resulta em altos rendimentos, é de facil elaboracdo e ndo leva a formacgdo de uma
mistura de regioisémeros.

Compostos 1,2,3-triaz6licos sdo substancias amplamente conhecidas pelas suas
inimeras atividades bioldgicas, dentre elas: antitumoral, antifingica, antimalarica, anti-
inflamatdria, antiprotozoaria, antibacteriana. As evidéncias relatadas sinalizam o quanto ainda
ha de potencial a ser desenvolvido para este grupo de substancias. Novos compostos, mais
ativos e mais seletivos sdo temas importantes ainda a serem estudados.

Neste estudo utilizou-se o glicerol na sintese novos 1,2,3-triazéis, a fim de buscar uma
alternativa para o consumo do mesmo, uma vez que a producédo de biodiesel gera um enorme
volume deste subproduto, 0 que pode causar graves danos ambientais caso o glicerol seja
liberado no meio ambiente.

Diante do exposto, novos nove 1,2,3-triaz0is serdo sintetizados, utilizando metodologia
click, a partir do glicerol com objetivo de redirecionar o uso deste subproduto do biodiesel.
Foram avaliadas ainda as atividades antifungica contra o Colletotrichum gloesporioides,

fitotoxicas e citotoxicas.
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5. MATERIAIS E METODOS

5.1 Informacgdes Gerais

Os alcinos terminais foram adquiridos a Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA) e
utilizados sem mais purificacdo. Os solventes e outros reagentes foram adquiridos da Vetec
(Rio de Janeiro, Brasil) e utilizados sem purificacdo adicional. Os espectros de IV foram
adquiridos utilizando um aparelho Tensor 27 e a técnica de reflexdo total atenuada (Bruker,
Karlsruhe, Alemanha), com varredura de 500 a 4000 cm™. Os espectros de massas foram
obtidos no GC-MS modelo QPPlus 2010 Shimadzu, usando 0 modo de ionizacao eletrdnica de
70 eV. Os espectros *H e 1*C RMN foram registrados em um instrumento Varian Mercury 300
(Varian, Palo Alto, CA, EUA), a 300 MHz para *H e 75 MHz para 3C, usando CDCls como
solvente e tetrametilsilano como padréo interno. Os dados de RMN de *H sdo
apresentados como se segue: deslocamento quimico (d) em ppm, multiplicidade, a integral e
valores de J em Hertz (Hz). As multiplicidades sdo indicadas pelas seguintes abreviaturas: s
(simpleto), d (dupleto), dd (duplo de dupletos), t (tripleto), g (quarteto), quint (quinteto) e m
(multipleto). Os pontos de fuséo foram determinados usando um aparelho de ponto de fusdo
PFMII (Tecnopon, S&o Paulo, Brasil) e ndo estdo corrigidos. O progresso das reacdes foi
monitorado por cromatografia em camada fina (CCD). A cromatografia em coluna foi realizada

utilizando uma silica gel (malha 70-230 pum).
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5.2 Procedimento para a sintese de 1a [(2,2-dimetil-1,3-dioxolan-4-il)metanol]

Foram adicionados em um baldo de fundo redondo: glicerol (100 mL, 1,36 mol),
acetona (100mL, 1,36 mol), acido p-toluenossulfénico (0,0800g, 0,460 mmol) e sulfato de
cobre penta-hidratado (10,0g, 62, 65 mmol). A mistura reacional resultante foi agitada a
temperatura ambiente durante dois dias. Depois disso, a mistura foi filtrada originando um
liquido viscoso azulado. Este liquido (20g) foi purificado por coluna de silica gel. O composto

2,2-dimetil-1,3-dioxolan-4-il)metanol (1a) foi obtido com um rendimento de 63%.

8]
>< OH
9]
Composto 1a

Caracteristica: Liquido incolor

CCD: Hexano:Acetato de atila (3/1 v:v)

IV (vmax, cm): 3385, 2937, 1372, 1213, 1156. O espectro é apresentado na Figura 17, pg.
59.

RMN de 'H (300 MHz, CDCls) ¢: 1,27 (s, 3H, CH3), 1,33 (s, 3H, CH3), 2,99 (simpleto
alargado, 1H, OH), 3,49 (dd, 1H, J = 11,5 Hz, J = 5,2 Hz, H3a/3b), 3,58 (dd, 1H, J = 11,5 Hz,
J=4,2 Hz, H3a/3b), 3,66 (t, 1H, J =8,2 Hz, J = 6,6 Hz, H1a/1b), 3,94 (t, 1H, J=8,2,J=6,6
Hz, Hla/lb), 4,09-4,16 (m, 1H, H2a). O espectro é apresentado na Figura 18, pg. 60.

RMN de 3C (75 MHz, CDCls) é: 25,0 (CH3), 26,4 (CH3), 62,8 (C-3), 65,6 (C-1), 76,0 (C-
2),109,1 (C-4). O espectro ¢ apresentado na Figura 19, pg. 61.

M/S (m/z, %): 117 ([M-15]+, 38), 101 (22), 72 (10), 57 (25), 43 (100), 31 (12). O espectro é
apresentado na Figura 20, pg. 62.
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5.3 Procedimento para a sintese de 2a [(2,2-dimetil-1,3-dioxolan-4-il)metil 4-

metilbenzenosulfonato]

O composto 1a (12,52 g, 48 mmol) e piridina (50 mL, 640,0 mmol) foram adicionados
em um baldo de fundo redondo. A mistura foi arrefecida em banho de gelo e agitada durante 20
minutos. Em seguida, cloreto de 4-toluenossulfonila (27,00 g, 142,2 mmol) foi dissolvido em
diclorometano seco (10 mL), esta mistura foi adicionada ao baldo de fundo redondo. O produto
resultante foi uma solucdo amarelada, que foi mantida sob agitacdo magnética em banho de
gelo por 2 horas. Apos esse tempo, foi adicionada agua (10mL) a mistura reacional e as fases
foram separadas. A fase orgéanica foi lavada véarias vezes com HCI (1 mol/L), seca sobre sulfato
de cobre anidro, filtrada e concentrada no rotaevaporador. O composto (2,2-dimetil-1,3-
dioxolan-4-il)metil 4-metilbenzenosulfonato (2a) foi purificado por cromatografia em coluna

de silica-gel. Este procedimento produziu o composto 2a com 75% de rendimento.

(8]
O~
) J
Composto 2a

Caracteristica: Liquido incolor

CCD: Hexano:Acetato de atila (3/1 v:v)

IV (v max, cm™t): 2995, 2985, 1600, 1365, 1265, 1176, 978. O espectro é apresentado na
Figura 21, pg. 65.

RMN de 'H (300 MHz, CDCls) é: 1,30 (s, 3H, CHs), 1,33 (s, 3H, CHz), 2,45 (s, 3H, tosil-
CHa), 3,76 (dd, 1H, J = 8,8 Hz, J = 5,2 Hz), 3,93-4,04 (m, 3H), 4,23-4,31 (m, 1H), 7,34 (d,
2H, J = 8,2 Hz, H4/5), 7,79 (d, 2H, J = 8,2 Hz, H2/3). O espectro é apresentado na Figura 22,
pg. 66.
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RMN de '3C (75 MHz, CDCls) é: : 21,6 (CHs-tosil), 25,1 (CHs), 26,6 (CH3), 66,1 (C-3),
69,4 (C'l), 72,8 (C'Z), 110,0 (C'4), 127,9 (Caromético), 129,8 (Caromético), 132,4 (C'CH3), 145,0
(C-S). O espectro ¢ apresentado na Figura 23, pg. 67.

M/S (m/z, %): 271 ([M-15]+, 90), 173 (10), 155 (76), 101 (86), 91 (89), 65 (24), 59 (10), 43
(100), 31(4). O espectro ¢ apresentado na Figura 24, pg. 68.

5.4 Procedimento para a sintese de 3a [4-(azidometil)-2,2-dimetil-1,3-dioxolano]

Em um baldo de fundo redondo foi adicionado o composto 2,2-dimetil-1,3-dioxolan-4-il)metil
4-metilbenzenosulfonato (2a) (0,900 g, 3,15 mmol), NaNs (1,00 g, 15,73 mmol) e DMF (3,00
mL). A mistura reacional resultante foi agitada em refluxo durante 8 horas. Apos este intervalo,
a mistura foi filtrada produzindo o produto 4-(azidometil)-2,2-dimetil-1,3-dioxolano (3a). A
solucdo foi extraida com acetato de etila (3x30 mL). A fase organica foi seca com sulfato de
sodio anidro, filtrada e concentrada sob pressao reduzida. O composto 3a foi produzido com

93% de rendimento e ndo sofreu qualquer outro procedimento de purificacéo.

KA

O

Composto 3a

Caracteristica: Liquido amarelo

IV (vmax, cm): 3497, 2932, 2102, 1736, 1662, 1439, 1386, 1244, 1091, 1046, 659. O

espectro é apresentado na Figura 25, pg. 71.

RMN de *H (300 MHz, CDCls) é: 1,32 (s, 3H, CHs), 1,42 (s, 3H, CHs), 3,24 (dd, 1H, J =
12,6 Hz, J = 5,4 Hz,H3a/3Db), 3,35 (dd, 1H, J = 12,6 Hz, J = 4,7 Hz, H3a/3b), 3,72 (dd, 1H, J
= 8,5 Hz, J = 5,7 Hz, H1a/lb), 4,00 (dd, 1H, J = 8,5 Hz, J = 6,3 Hz, Hla/1b), 4,19-4,26 (m,
1H, H2a). O espectro é apresentado na Figura 26, pg. 72.

RMN de 3C (75 MHz, CDCl3) &: : 25,4 (CH3), 26,6 (CHs), 53,0, 66,7, 74,7, 110,2. O

espectro é apresentado na Figura 27, pg. 73.
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M/S (m/z, %): 142 ([M-15]+, 39), 101 (61), 83 (4), 72 (10), 59 (12), 43 (100), 31 (5). O

espectro é apresentado na Figura 28, pg. 74.

5.5 Procedimento geral para a sintese de triazois 4a-4i

A azida 3a (1,00 g, 6,40 mmol), alcino terminal (9,60 mmol), solu¢do aquosa de alcool
terc-butilico (6 mL de agua e 6 mL de alcool terc-butilico), solu¢do aquosa de CuSO4.5H,0
(0,100 mol L, 1,00 mL, 0,0960 mmol), e ascorbato de sodio (0,0600 g, 0,288 mmol) foram
adicionados a um baldo de fundo redondo e a mistura reacional foi agitada a 50°C durante 8 h.
Apobs o final da reacdo (verificado por analise de TLC), foi adicionada dgua destilada (10,0 mL)
e a fase aquosa foi extraida com diclorometano (3 x 20 mL). Os extratos organicos foram
combinados e a fase organica resultante foi seca sobre sulfato de sdédio anidro, filtrada e
concentrada sob pressdo reduzida. O residuo foi purificado por cromatografia em coluna de
silica gel, eluido com acetato de etilo-metanol (9:1 v/v). O procedimento descrito proporcionou
triazoles 4a-4i em 65-94% de rendimento. As estruturas dos compostos 4a-4i foram suportadas

pelos seguintes dados.

1-((2,2-dimetil-1,3-dioxolan-4-il)metil)-4-propil-1H-1,2,3-triazol (4a).

-
¢b<

Este composto foi obtido como um liquido amarelo com 65% de rendimento

empregando-se pent-1-ino (1,30 g, 19,2 mmmol) e a azida 3a (2,00 g, 12,8 mmol).

Caracteristica: liquido amarelo

CCD: R=0.61 (éter:diclorometano 10:1 v/v).

IV (vmax, cm™t): 2984, 1372, 1216, 1064, 832, 798. O espectro é apresentado na Figura 1 no
anexo, pg. 110.



45

RMN de H (300 MHz, CDCls) &: 0,93 (t, 3H, J=9 Hz, H-3"), 1,31 (s, 3H, CHa), 1,34 (s, 3H,
CHa), 1,67 (m, 2H, J=9 Hz, H-2"), 2,66 (t, 2H, J=9 Hz, H-17), 3,70 (dd, 1H, J=9Hz, J=6 Hz,
H3a/3b), 4,07 (dd, 1H, J=9 Hz, J=6 Hz, H3a/3b), 4,37 (t, 1H, J=12 Hz,J=6 Hz, H1a/1b), 4,40-
4,45 (m, 1H, H2a), 4,48 (dd, 1H, J=12 Hz,J=3 Hz, H1a/1b), 7,38 (s, 1H, HT). O espectro

¢ apresentado na Figura 3 no anexo, pg. 112.

RMN de 13C (75 MHz, CDCls) 8: 14,0 (C-3), 22,9 (C-2"), 25,4 (CHs), 26,8 (CHs), 27,8 (C-
17), 52,1 (C-3), 66,6 (C-1), 74,3 (C-2), 110,2 (C-4), 122,2 (C-5"), 148,3 (C-4"). O espectro ¢

apresentado na Figura 2 no anexo, pg. 111.

M/S (m/z, %): 225 ([M™], 4), 210 ([M-15]*, 3), 168 (11), 167 (46), 150 (13), 125 (13), 110
(50), 101 (30), 82 (1), 73 (27), 68 (35), 57 (57), 43 (100), 32 (17). O espectro é apresentado na
Figura 4 no anexo, pg. 113.

1-((2,2-dimetil-1,3-dioxolan-4-yl)metil)-4-butil-1H-1,2,3-triazol (4b).

/\I/\/\
(4b) N\

N_,'-".':.""-—-N

Este composto foi obtido como s6lido branco com 93% de rendimento a partir da

reacao entre hex-1-ino (1,60g, 19,2 mmol) e azida 3a (2,00g, 12,8 mmol).

Caracteristica: sélido branco.

CCD: R¢=0,60 (éter:diclorometano 10:1 v/v).

Tf=50-53°C

IV (vmax, cm™):3067, 2927, 1312, 1236, 1183, 1014, 844, 798, 648. O espectro é apresentado

na Figura 5 no anexo, pg. 114.
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RMN de 1H (300 MHz, CDCls) é: 0,93 (t, 3H, J=9 Hz, H-4"), 1,34 (s, 3H, CHa), 1,37 (s, 3H,
CHs), 1,68 (quint, 2H, J=9 Hz, H-37/2"), 2,71 (t, 2H, J=9 Hz, H-17), 3,77 (dd, 1H, J=9 Hz, J=6
Hz, H-3a/3b), 4,10 (dd, 1H, J=9 Hz, J=6 Hz, H-3a/3b), 4,40 (dd, 1H, J=12Hz, J=6 Hz, H-
1a/1b), 4,40-4,45 (m, 1H, H-2a), 4,51 (dd, 1H, J=12 Hz, J=6 Hz, H-1a/1b), 7,40 (s, 1H,
HT). O espectro é apresentado na Figura 7 no anexo, pg. 116.

RMN de 13C (75 MHz, CDCls) : 14,0 (C-4”), 22,5 (C-3”), 25,5 (CHs), 25,5 (CHs), 26,8 (C-
2”), 31,7 (C-17), 52,2 (C-3), 66,6 (C-1), 74,4 (C-2), 110,3 (C-4), 122,1 (C-5"), 148,7 (C-4"). O

espectro é apresentado na Figura 6 no anexo, pg. 115.

M/S (m/z, %): 239 ([M™], 6), 124 ([M-15]", 25), 224 (40), 181 (48), 164 (11), 139 (16), 110
(66), 101 (38), 82 (27), 68 (41), 57 (74), 43 (100), 31 (10). O espectro é apresentado na Figura
8 no anexo, pg. 117.

1-((2,2-dimetil-1,3-dioxolan-4-il)metil)-4-pentil-1H-1,2,3-triazol (4c).

N/\KW
(4c) \,

Este composto foi sintetizado com 87% de rendimento a partir da reacdo entre o hept-
1-ino (1,80g, 19,2 mmmol) e a azida 3a (2,00g, 12,8 mmol).

Caracteristica: sélido branco

CCD: Rs=0.60 (éter:diclorometano10:1 v/v).

Tf=31-33°C

IV (vmax, cm™): 2968, 2926, 1380, 1269, 1204, 1062, 1032, 884, 836. O espectro é

apresentado na figura 9 no anexo, pg. 118.
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RMN de 'H(300 MHz, CDCIs) 8: 0,88 (t, 3H, J=9 Hz, H-5"), 1,33 (s, 3H, CHs), 1,36 (s, 3H,
CHa), 1,37 (sept, 4H, J=9 Hz), 1,65 (quint, 2H, J=9 Hz, H-3"), 2,70 (t, 2H, J=9 Hz, H-1"),
3,71 (dd, 1H, J=9 Hz, J=6 Hz, H-3a/3b), 4,09 (dd, 1H, J=9 Hz, J=6 Hz, H-3a/3b), 4,39 (dd,
1H, J=12Hz, J=9 Hz, H-1a/1b), 4,38-4,46 (m, 1H, H-2a), 4,50 (dd, 1H, J=12Hz, J=9 Hz, H-
la-1b), 7,39 (s, 1H, Hrt). O espectro € apresentado na Figura 11 no anexo, pg. 120.

RMN de C (75 MHz, CDCls) é: 14,2 (C-5”), 22,6 (C-47), 25,5 (CH3), 25,8 (CH3), 26,9 (C-
3”), 29,3 (C-2”), 31,6 (C-1”), 52,1 (C-3), 66,6 (C-1), 74,3 (C-2), 110,3 (C-4), 122,1 (C-5°),
148,7 (C-4’). O espectro ¢ apresentado na Figura 10 no anexo, pg. 119.

M/S (m/z, %): 253 ([M™], 12), 238 ([M-15]*, 50), 195 (47), 178 (11), 138 (27), 124 (69), 110
(36), 101 (49), 73 (30), 57 (73), 43 (100), 30 (10). O espectro é apresentado na Figura 12 no
anexo, pg. 121.

1-((2,2-dimetil-1,3-dioxolan-4-il)metil)-4-hexil-1H-1,2,3-triazol (4d).

A(o

o}

N/W
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Este composto foi obtido como um sélido branco com 75% de rendimento

empregando-se oct-1-ino (2,119, 19,2 mmmol) e a azida 3a (2,00g, 12,8 mmol).

Caracteristica: sélido branco

CCD: Rs=0.68 (éter:diclorometano 10:1 v/v).

Tf=57-60 °C

IV (vmax,cm™):2871, 1372, 1216, 1147, 1076, 1014, 844, 798. O espectro é apresentado na
Figura 13 no anexo, pg. 122.
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RMN de *H (300 MHz, CDCls) é: 0,86 (t, 3H, J=9 Hz, H-6"),1,30 (sept, 6H, J=9 Hz, H-5"),
1,33 (s, 3H, CHs3), 1,35 (s, 3H,CHz3), 1,64 (quint, 2H, J=9 Hz, H-4”), 2,69 (t, 2H, J=9 Hz,
H1”), 3,70 (dd, 1H, J=9 Hz, J=6 Hz, H-3a/3b), 4,07 (dd, 1H, J=9 Hz, J=6 Hz, H-3a/3b), 4,37
(dd, 1H, J=12 Hz, J=6 Hz, H-1a/1b), 4,40-4,46 (m, 1H, H-2a), 4,49 (dd, 1H, J=12 Hz, J=6
Hz, H-1a/1b), 7,39 (s, 1H, HT). O espectro é apresentado na Figura 15 no anexo, pg. 124.

RMN de BC (75 MHz, CDCls) :14,2 (C-67), 22,7 (C-5”), 25,4 (C-4”), 25,8 (C-3"), 26,8 (C-
2”), 29,1 (CHsa), 29,6 (CHs), 31,7 (C-17), 52,1 (C-3), 66,6 (C-1), 74,3 (C-2), 110,3 (C-4),
122,1 (C-57), 148,6 (C-4’). O espectro é apresentado na Figura 14 no anexo, pg. 123.

M/S (m/z, %): 267 ([M*], 15), 252 ([M-15]", 52), 209 (40), 192 (10), 168 (9), 152 (20), 138
(67), 124 (22), 101 (52), 96 (36), 68 (39), 57 (71), 43 (100), 30 (10). O espectro é apresentado

na figura 16 no anexo, pg. 125.

4-(1-((2,2-dimetil-1,3-dioxolan-4-il)metil)-4-(4-hidroxibutil)-1H-1,2,3-triazol (4e).

A(o

s}

N/WOH
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Este composto foi obtido com 81% de rendimento a partir da reacdo entre o hex-5-in-
1-ol (1,40, 14,Ammmol) e a azida 3a (1,50g, 9,60mmol).

Caracteristica: solido amarelo

CCD: R¢=0.15 (éter:diclorometano 10:1 v/v)

Tf=48-53°C

IV (v max, cm™):3450, 3059, 2933, 1269, 1203, 1051, 883, 837, 791. O espectro é apresentado
na Figura 29, pg. 79.

RMN de 'H (300 MHz, CDCls) 6:1,32 (s, 3H, CHs), 1,35 (s, 3H, CHs), 1,61 (quint, 2H,
J=12 Hz, H-2") 1,74 (quint, 2H, J=9 Hz, H-4"), 2,41 (s, 1H, OH), 2,72 (t, 2H, J=9 Hz, H-1),



49

3,66 (dd, 1H, J=9 Hz, J=6 Hz, H-3a/3b), 4,08 (dd, 1H, J=9 Hz, J=6 Hz, H-3a/3b), 4,34 (dd,
1H, J=12 Hz, J=6 Hz, H-1a/1b), 4,35-4,45 (m, 1H, H-2a), 4,48 (dd, 1H, J=12 Hz, J=6 Hz, H-
1a/1b), 7,42 (s, 1H, HT). O espectro é apresentado na Figura 30, pg. 80.

RMN de 3C (75 MHz, CDCls) 8: 25,2 (CHs), 25,5 (CHs), 26,6 (C-27/37), 32,1 (C-17), 52,0
(C-3), 62,1 (C-4”), 66,4 (C-1), 74,1 (C-2), 110,1 (C-4), 122,1 (C-5"), 148,0 (C-4). O espectro
é apresentado na Figura 31, pg. 81.

M/S (m/z, %): 255 ([M™], 3), 240 ([M-15]", 8), 210 (13), 197 (10), 126 (7), 101 (13), 69
(13), 57 (21), 43 (53), 32 (100). O espectro é apresentado na Figura 32, pg. 82.

1-((2,2-dimetil)1,3-dioxolan-4-il)-4-heptil-1H-1,2,3-triazol (4f).

A(o

N/\Y\/\/\/
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Este composto foi obtido como um sélido branco com 85% de rendimento

empregando-se non-1-ino (1,78g, 14,4 mmmol) e a azida 3a (1,50 g, 9,60mmol).

Caracteristica: solido branco

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

Tf =40-45°C

IV (vmax, cm™): 2954, 2919, 2851, 2360, 1380, 1320, 1150, 1030, 924. O espectro é

apresentado na Figura 17 no anexo, pg. 126.

RMN de 'H (300 MHz, CDCls) 8: 0,85 (t, 3H, J=9 Hz, H-7"), 1,29 (sept, 8H, J=9 Hz, H-
2”/37/4”), 1,33 (s, 3H, CHa), 1,35 (s, 3H, CHs), 1,64 (quint, 2H, J=9 Hz, H-5"/6"), 2,69 (t,
2H, J=9 Hz, H-17), 3,69 (dd, 1H, J=9 Hz, J=6 Hz, H-3a/3b), 4,09 (dd, 1H, J=9 Hz, J=6 Hz,
H-3a/3b), 4,32 (dd, 1H, J=12 Hz, J=6 Hz, H-1a/1b), 4,39-4,43 (m, 1H, H-2a), 4,43 (dd, 1H,
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J=12 Hz, J=6 Hz, H-1a/1b), 7,39 (s, 1H, Ht). O espectro € apresentado na Figural9 no anexo,
pg. 128.

RMN de 3C (75 MHz, CDClzs) d: 14,0 (C-77), 22,6 (C-67), 22,2 (C-5),25,6 (C-4”), 26,6
(C-37), 29,0 (CHa), 29,1 (CHs), 29,4 (C-2"), 31,7 (C-17), 51,9 (C-3), 66,4 (C-1), 74,1 (C-2),
110,0 (C-4), 122,0 (C-57), 148,5 (C-4’). O espectro ¢ apresentado na Figura 18 no anexo, pg.
127.

MIS (m/z, %): 281 ([M*], 13), 266 ([M-15]*, 44), 223 (25), 210 (10), 197 (21), 166 (16), 152
(41), 138 (19), 124 (21), 110 (60), 101 (46), 82 (27), 68 (39), 57 (64), 43 (100), 30 (8). O

espectro é apresentado na Figura 20 no anexo, pg. 129.

1-((2,2-dimetil-1,3-dioxolan-4-il)metil)-4-octil-1H-1,2,3-triazol (4g).

%/o

) /\W
(g " _|

Este composto foi obtido como um sélido branco com 92% de rendimento a partir da

reacao entre dec-1-ino (1,98g, 14,4 mmmol) e a azida 3a (1,50g, 9,60mmol).

Caracteristica: solido branco.

CCD: Ry 0,69 (éter:diclorometano 10:1 v/v).

Tf = 60-65°C

IV (vmax, cm™): 2991, 2949, 2922, 2872, 2360, 1458, 1372, 1101, 844. O espectro é
apresentado na Figura 21 no anexo, pg. 130.

RMN de 'H(300 MHz, CDCls) : 0,85 (t, 3H, J=9 Hz, H-8”), 1,25 (sept, 10H, J=9 Hz, H-
37/47/57/6”/77), 1,31 (s, 3H, CHa), 1,34 (s, 3H, CHs), 1,63 (quint, 2H, J=9 Hz, H-2"), 2,68 (t,
2H, J=9 Hz, H-17), 3,70 (dd, 1H, J=9 Hz, J=6 Hz, H-3a/3b), 4,08 (dd, 1H, J=9 Hz, J=6 Hz,
H-3a/3b), 4,36 (dd, 1H, J=12 Hz, J=6 Hz, H-1a/1b), 4,35-4,45 (m, 1H, H-2a), 4,49 (dd, 1H,
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J=12 Hz, J=6 Hz, H-1a/1b), 7,47 (s, 1H, Ht). O espectro € apresentado na Figura 23 no
anexo, pg. 132.

RMN de BC (75 MHz, CDCIs) é: 14,0 (C-8”), 22,6 (C-77), 25,2 (C-6),25,6 (C-5), 26,6
(C-47), 29,1 (C-27), 29,2 (C-37), 29,3 (CH3), 29,4 (CH3), 31,8 (C-17), 51,9 (C-3), 66,4 (C-1),
74,1 (C-2), 110,0 (C-4), 121,9 (C-5), 148.,4 (C-4’). O espectro ¢ apresentado na Figura 22 no
anexo, pg. 131.

MIS (m/z, %): 295 ([M*], 15), 280 ([M-15]", 48), 237 (19), 210 (9), 197 (27), 180 (14), 166
(40), 138 (21), 124 (25), 110 (68), 101 (50), 82 (29), 68 (40), 57 (67), 43 (100), 32 (93). O

espectro é apresentado na Figura 24 no anexo, pg. 133.

1-((2,2-dimetil-1,3-dioxolan-4-il)methil)-4-nonil-1H-1,2,3-triazol (4h)

_

Este composto foi sintetizado como um sélido branco, preparado com 88% de

rendimento a partir da reacdo entre o undec-1-ino (0,500g, 3,28 mmmol) e a azida 3a (0,562g;
3,62 mmol).

Caracteristica: solido branco

CCD: R= 0,69 (éter:diclorometano 10:1 v/v).

Tf =50-55°C

IV (vmax, cm™): 2922, 2852, 2360, 1507, 1307, 1258, 1184, 1076, 845. O espectro é

apresentado na Figura 25 no anexo, pg. 134.

RMN de'H (300 MHz, CDCls) 8: 0,85 (t, 3H, J=9 Hz, H-9”), 1,25 (sext, 6H, J=9 Hz, H-8”),
1,33 (s, 3H, CHa), 1,36 (s, 3H, CHa), 1,65 (quint, 2H, J=9 Hz, H-2"), 2,69 (t, 2H, J=9 Hz, H-
17), 3,71 (dd, 1H, J=9 Hz, J=6 Hz, H-3a/3b), 4,09 (dd, 1H, J=9 Hz, J=6 Hz, H-3a/3b), 4,36
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(dd, 1H, J=12 Hz, J=6 Hz, H-1a/1b), 4,42-4,45 (m, 1H, H-2a), 4,46 (dd, 1H, J=12 Hz, J=6
Hz, H-1a/1b), 7,48 (s, 1H, HT). O espectro é apresentado na Figura 27 no anexo, pg. 136.

RMN de BC (75 MHz, CDCls) é: 14,0 (C-9”), 22,6 (C-77), 25,2 (CH3), 25,6 (CH3), 26,6 (C-
6”), 29,1 (C-5"), 29,2 (C-4), 29,3 (C-37), 29,4 (C-27), 31,8 (C-17), 51,9 (C-3), 66,4 (C-1),
74,1 (C-2), 110,0 (C-4), 121,9 (C-5), 148,4 (C-4’). O espectro ¢ apresentado na Figura 26 no
anexo, pg. 135.

MI/S (m/z, %): 309 ([M*], 16), 294 ([M-15]*, 47), 251 (14), 210 (11), 197 (32), 180 (37), 166
(15), 152 (16), 138 (23), 124 (27), 110 (75), 96 (43), 68 (41), 57 (68), 43 (100), 32 (29). O

espectro é apresentado na Figura 28 no anexo, pg. 137.

1-((2,2-dimetil-1,3-dioxolan-4-il)metil)-4-decil-1H-1,2,3-triazol (4i).

NW\

- (4i)

Este composto foi obtido como um sélido branco com 94% rendimento a partir da

reacao entre o dodec-1-ino (2,39g, 14,4 mmmol) e a azida 3a (1,50g; 9,60mmol).

Caracteristica: solido branco

CCD: R¢=0,53 (éter:diclorometano 10:1 v/v).

IV (vmax, cm™): 3063, 2954, 2916, 2848, 2360, 1682, 1558, 1540, 1269, 1063, 837. O

espectro é apresentado na Figura 29 no anexo, pg. 138.

RMN de H (300 MHz, CDCls) é: 0,85 (t, 3H, J=9 Hz, H-10"), 1,30 (sext, 14H, J=9 Hz, H-
97/87/7°/6/5”14/3), 1,32 (s, 3H, CH3), 1,35 (s, 3H, CHs), 1,64 (quint, 2H, J=9 Hz, H-2"),
2,68 (t, 2H, J=9Hz, H-1"), 3,70 (dd, 1H, J=12 Hz, J=6 Hz, H-3a/3b), 4,07 (dd, 1H, J=12 Hz,
J=6 Hz, H-3a/3b), 4,35 (dd, 1H, J=9 Hz, J=6 Hz, H-1a/1b), 4,39-4,44 (m, 1H, H-2a), 4,45
(dd, 1H, J=9 Hz, J=6 Hz, H-1a/1b), 7,39 (s, 1H, HT). O espectro é apresentado na Figura 31

no anexo, pg. 140.
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RMN de 13C(75 MHz, CDCls) 8: 14,0 (C-107), 22,6 (C-9”), 25,2 (CHs), 25,6 (CH3), 26,6
(C-8”), 29,1 (C-77), 29,2 (C-6), 29,3 (C-57), 29,4 (C-47), 29,5 (C-3"), 29,5 (C-2”), 31,8 (C-
17), 51,9 (C-3), 66,4 (C-1), 74,1 (C-2), 110,0 (C-4), 121,9 (C-5"), 148,4 (C-4"). O espectro &

apresentado na Figura 30 no anexo, pg. 139.

M/S (m/z, %): 323 ([M™], 3), 308 ([M-15]", 9), 210 (2), 194 (7), 168 (2), 152 (3), 138 (5),
124 (6), 110 (19), 96 (11), 69 (18), 57 (17), 44 (34), 32 (100). O espectro € apresentado na
Figura 32 no anexo, pg. 141.

5.6 Avaliacdo da fitotoxicidade e citotoxicidade

Andlises dos compostos fitotoxicidade e citotoxicidade foram realizadas em sementes
da planta Lactuca sativa (Matoba et al., 2007; Costa et al., 2017). O experimento foi conduzido
em delineamento inteiramente casualizado, com nove tratamentos (compostos 4a- 4i), cinco
concentragdes (1, 10, 100, 500 e 1000 pg mL~1) e quatro repeticdes cada. Os controles negativos
foram &gua destilada e DCM, e o controle positivo foi o herbicida comercial picloram. Vinte e
cinco sementes de alface foram colocadas em placas de Petri de 9 cm de didmetro contendo um
papel de filtro, e 2,5 mL das substancias de teste dissolvidas em DCM foram subsequentemente
adicionados aos pratos devidamente marcados. Apos selagem com papel filme, as placas foram
colocadas numa camara de germinacgdo do tipo BOD a temperatura ambiente (24 + 2 °C). A
porcentagem de germinagdo (G%) e IVG foram avaliadas a cada 8h por 48h. Apbs 48h, o
comprimento da raiz foi medido para a indicacdo de RG, conforme descrito por Pinheiro et al.,
2015. Para realizar a analise microscopica, dez raizes de cada placa de Petri foram coletadas
apos 48h de exposicao ao tratamento, fixadas em solucédo etanol-acética (3:1 v/v) e armazenadas
a—4 °C. As laminas foram preparadas de acordo com a técnica de squash e coradas com orceina
acética a 2% (v/v). Apos a avaliacdo das laminas, determinou-se o indice mitdtico (IM) e as
alteracbes cromossdmicas (%AC) e as alteracdes nucleares (AN%). Os dados obtidos foram
submetidos a andlise de variancia e as médias foram analisadas pelo teste de Dunnett (p <0,05)
para comparar os tratamentos com os controles (Cruz, 2013). Todas as analises foram realizadas

utilizando o programa de analise estatistica GENES 2015.5.0.
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5.7 Avaliagdo da Atividade Fungicida

Para avaliar os efeitos fungicidas dos triazois 4a-4i sobre C. gloeosporioides, 0
experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, com cinco repeticdes
por tratamento, constituido de cada composto nas concentrac@es de 1, 10, 100, 500 e 1000 ug
mL~*. O fungicida tebuconazol foi utilizado como controle positivo e solucdo de 3,5% (v/v) de
dimetilsulfoxido (DMSO) como controle negativo. Os fungicidas foram incorporados em meio
agar batata-dextrose (BDA) a partir de solugdes aquosas contendo 3,5% (v/v) de DMSO e
distribuidos em placas de Petri. O isolado de C. gloeosporioides foi obtido a partir de tecidos
de frutos de maméo danificados. As culturas puras foram incubadas em meio BDA a 25 ° C por
10 dias.

A atividade fungicida foi determinada de acordo com a sensibilidade do crescimento
micelial e da esporulacdo de C. gloeosporioides aos tratamentos aplicados, de acordo com a
metodologia descrita por Edgington, Khew e Barron, 1971 e Rampersad e Teelucksingh, 2012,
com modificagBes (Dias et al. , 2012). Discos com micélios foram colocados no centro das
placas de Petri contendo os diferentes tratamentos. As placas foram mantidas a 25 + 1 °C, com
fotoperiodo de 12h, e o crescimento micelial foi estimado diariamente.

Apbs a avaliacdo do crescimento micelial, uma suspensao de esporos foi preparada para
cada tratamento pela adicdo de dgua destilada (10 mL) nas placas de Petri. Com a ajuda de alca
de Drigalski, ligeira friccdo foi aplicada as col6nias de fungos para liberar as estruturas
reprodutivas do fungo no meio de cultura. A mistura obtida foi filtrada através de uma camada
de gaze num funil de vidro. A suspensao obtida foi homogeneizada e 0 nimero de conidios em
uma camara de Neubauer foi determinado. As variaveis de resposta foram a porcentagem de

inibicdo do crescimento micelial (PICM) e a porcentagem de inibicao da esporulacdo (PIE).

5.8 Analise de Dados

Os dados obtidos para as variaveis do crescimento micelial (PIC) e inibicdo da
esporulacdo (PIE) foram submetidos a analise de regressao e, através de ajustes das curvas de
inibicéo, os valores EDsp e ED10o (concentragdo do principio ativo do fungicida necessario para
inibir 50% e 100% do crescimento e esporulacdo micelial do patégeno) foram obtidos. As
analises foram feitas com o software R (R Core Team 2013) e Polo-PC. Apés o calculo do EDsg,

os fungicidas foram agrupados de acordo com a sua eficiéncia, e o isolado de
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Colletotrichum gloeosporioides foi avaliado quanto a sua sensibilidade aos fungicidas de
acordo com a escala de Edgington, Khew e Barron, 1971: i) EDso<1 ppm: alta eficiéncia (AE)
ou alta sensibilidade (AS); ii) EDso 1-10 ug mL~ *: eficiéncia moderada (EM) ou sensibilidade
moderada (EM); iii) EDso 10-50pg mL~ *: baixa eficiéncia (BE) ou baixa sensibilidade (BS); e
iv) EDso> 50pug mL~ 1 ndo eficiente (NE) ou ndo sensivel (NS).

6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 SINTESE

Os compostos triazélicos derivados do glicerol foram sintetizados de acordo com a

rota sintética apresentada no esquema 7.

H
HO OH—1OH I5Cl ><
acetona 0 pmdma
CuSO, 07 |2a]
75%
Glicerol [1a]
63% NaN,
refluxo
0
Ne_ ——H
N - CuSO,
\ ascorbato de sodio N;
\ N alcool t-butilico/agua 0 [3a]
93%
[4a e 4i]
75-94%
4a: R = CH;CH,CH,- 4d: R = CH;[CH,],CH,- 4g: R = CH;3[CH,]¢CH,-
4b: R = CH;[CH,],CH,- 4e: R = HOCH,CH,CH,CH,-  4h: R=CH;[CH,];,CH,-
4¢: R = CH5[CH,];CH,- 4f: R = CH;[CH,]sCH, 4i: R = CH;[CH, ]sCH,-

Esquema 7 - Rota sintética para obtencéo dos derivados triazolicos 4a-4i.

A etapa inicial deste trabalho consistiu na preparacdo do composto 1a a partir da reacéo
de condensacéo do glicerol, obtido comercialmente, na presenca de acido p- toluenossulfénico
e sulfato de cobre anidro. O glicerol foi dissolvido em acetona anidra em meio &cido,

culminando na obtencédo do ceto-alcool (composto 1a) em 63% de rendimento.
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Acetais e cetais sdo compostos obtidos através da reacdo de alcoois com aldeidos ou
cetonas, respectivamente, na presenca de catalisadores acidos. Os cetais e acetais derivados do
glicerol possuem diversas aplicacbes (MOTA et al., 2009), destacando-se 0 uso como aditivo
para combustiveis (DELFORT et al., 2003), surfactantes (PIASECKI, 1997), flavorizantes
(CLIMENT et al., 2002) e solventes para uso em medicina (SARI et al., 2004).

As reacdes do glicerol com aldeidos geram dois acetais; um com anel de cinco membros
e outro com anel de seis membros. Porém, nas reacfes com cetonas, forma-se exclusivamente
o cetal com anel de cinco membros. Esta diferenca pode ser explicada pelo fato de que na reagéo
com cetonas, como a propanona, a desidratacdo do hemicetal ocorre com a formacdo de um
carbocation terciario, que é atacado rapidamente pela hidroxila central do glicerol, formando o
cetal com cinco membros (MOTA et al., 2009). Sabe-se que a ciclizacdo para sintese de anéis
de cinco membros é cineticamente favorecida quando comparada a formacéo de anéis de seis
membros. Dessa forma, uma vez formado o carbocation terciario ele sofre o ataque nucleofilico
para formar o produto de controle cinético (CHANDRASEKHAR, 1987).

A funcionalizacdo da hidroxila remanescente em cetais derivados do glicerol pode
modificar a polaridade e aplicabilidade destes compostos. Rea¢es com substancias alquilantes
ou acilantes podem levar a producdo de compostos multifuncionalizados com variadas
apliacacdes (PIANTADOSI et al., 1959).

O esquema 8, descreve 0 mecanismo da reacdo de condensagdo da propanona com o
glicerol sob catélise acida para formacdo do composto la.

HO OH HO OH
H\ & OH
CH )
A J R 3
07 oty Ho pe Sony, ol o ) Hn o
Pré-equilibrio e S0
HaC HyC~
IHS CHs
Hemicetal
&
HO OH
H4C CHs i
N . & H,0 S
== OH 2
H,c”~ CH ok,
OH 3 3 H;C
Hj
o t 1 0
pi(é]“ Cation oxonio Hemicetal
protonado

Esquema 8 - Proposta mecanistica para sintese do composto 1a.
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O pré-equilibrio ativa a reacdo da propanona com o glicerol pelo ataque preferencial da
hidroxila priméaria. A desprotonacédo leva a formacédo do hemicetal. A eliminacdo da dgua do
hemicetal produz o carbocéation correspondente, que fica estavel na forma de cation oxénio. A
ciclizacdo ocorre pelo ataque da hidroxila secundéaria gerando o anel 1,3-dioxolano (Composto
1a).

Uma vez sintetizado, a identidade do composto 1a foi confirmada de maneira inequivoca
pela espectroscopia no 1V, massas e de RMN de 'H e 1*C.

Analisando o espectro de IV do composto 1a (Figura 17, pg. 59) a presenca de uma
banda larga na regido proxima de 3385 cm™, indica a presenca da ligagdo O-H da hidroxila de
alcool. As bandas em 1213, 1156 e 1372 cm™ foram atribuidas ao estiramento C-O de acetal.

No espectro de RMN de *H do composto 1a (Figura 18, pg. 60) observou-se a presenca
de um sinal alargado em &n 2,99, atribuido ao hidrogénio da hidroxila. Observou-se que os
sinais mais blindados correspondem aos hidrogénios das metilas do grupo isopropil, sendo estes
observados como simpletos em 6n 1,27 e 84 1,33 e integrados em ambos casos, para trés
hidrogénios. Os dois duplos dupletos observados na faixa de 6+ 3,45 — 3,60 foram atribuidos
aos atomos de hidrogénios 3a e 3b, integrados para um atomo de hidrogénio para cada duplo
dupleto. Na regido de dH 3,65 ¢ on 3,95 foram observados tripletos atribuidos aos hidrogénios
Hla/H1b. Na regido mais desblindada do espectro, na faixa de dn 4,08 — 4,16 observou-se a
presenca de um multipleto referente ao hidrogénio H2a. No espectro de RMN *3C (Figura 19,
pg. 61), observa-se que o numero de sinais presentes no espectro é compativel com a estrutura
desta substancia. Assim, o sinal em ¢ 62,7 foi atribuido ao carbono que contém o grupo
hidroxila, e os sinais em ¢ 25,0 e dc 26,4 aos carbonos da metila do grupo isopropil. O sinal
mais desblindado no espectro, em 3¢ 109,2 foi atribuido ao carbono C4, pois, este atomo esta
ligado aos dois atomos de oxigénio do cetal.

O espectro de massas (Figura 20, pg. 62) apresentou um pico intenso em m/z 117, que
é devido ao fragmento resultante da perda do grupo metila a partir do ion molecular. Esse
resultado é perfeitamente compreensivel, uma vez que o cation resultante da perda do grupo

metila pode ser estabilizado pelos pares de elétrons ndo-ligantes dos atomos de oxigénio.
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Conforme apresentado no esquema 8 (pg. 56), o composto 2a foi preparado via
conversdo do ceto-alcool la no sulfonato 2a, através da transformacgdo da hidroxila no
correspondente grupo tosila, por meio de substituicdo nucleofilica bimolecular (SN2). Para
realizacdo desta sintese foram utilizados cloreto de tosila e piridina, que atuou como solvente e
base para neutralizacdo do acido cloridrico formado in situ. O composto principal (2a) foi
isolado por cromatografia em coluna silica-gel, com 75% de rendimento.

O tosila € comumente utilizado como protetor em reacBes organicas, porém, quando
associado ao oxigénio ocorre um aumento na eletrofilicidade do carbono, fazendo com que o
oxigénio ligado ao grupo sulfonato se torne um bom grupo de saida, em func¢&o disto decidiu-
se pelo seu uso. O tosila ainda, é mais reativo frente a azidas que os compostos halogenados
como bromo ou cloro por exemplo (CANDUZINI, 2012; LE BRIS et al., 2009).

A reacdo é iniciada com o ataque do oxigénio do alcool ao &tomo de enxofre do cloreto
de sulfonila. O intermediério formado perde o ion cloreto e posteriormente a perda de um préton
leva ao composto 2a.

O esquema 9, descreve o mecanismo de funcionalizacdo da hidroxila do composto 1a

através do cloreto de tosila na presenca de piridina, para formacéo do produto 2a.

Esquema 9 - Proposta mecanistica para sintese do composto 2a.
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A confirmacdo da estrutura do composto 2a foi feita pela analise dos dados
espectroscopicos. Analisando o espectro no IV do composto 2a (Figura 20, pg. 64), foi
observada a auséncia da banda larga na regido proxima de 3385 cm™, o que indica a auséncia
da ligacdo O-H da hidroxila de alcool, antes presente no composto la. Observou-se ainda, a
absorcdo em 1176 cm™, devido ao estiramento C-O de acetal.

No espectro de RMN de 'H do composto 2a (Figura 21, pg. 65), pode-se observar o
desaparecimento de um sinal alargado em 6+ 2,99, integrado para um hidrogénio, anteriormente
atribuido ao hidrogénio da hidroxila do composto 1. Visualizou-se ainda dois dupletos,
integrados para dois hidrogénios cada um, na faixa de on 7,8 e on 7,3, referentes ao anel
aromatico do grupo tosila (H2/3 e H4/5). Em um campo mais alto, verificamos a presenca de
um singleto, na regido de S 2,5, integrado para trés hidrogénios, referente aos hidrogénios do
grupo metila ligado ao anel aromético do grupo tosila. No espectro de RMN *3C (Figura 22, pg.
66), observa-se que o nimero de sinais presentes no espectro é compativel com a estrutura do
composto 2a. Assim o sinal mais desblindado em 3¢ 145,16 foi atribuido ao carbono aromatico
ligado ao enxofre, o sinal ¢ 132,65 é referente ao carbono aromético ligado a metila. Os
carbonos 2/3 e 4/5 foram atribuidos aos sinais em 8¢ 130,01 e 6¢ 128,19, do anel aromatico. O
sinal observado em & 21,63 indicou a presenca da metila presente no anel aromatico do grupo
tosil.

O espectro de massas (Figura 23, pg. 67) apresentou um pico intenso em m/z 271, que

é devido ao fragmento resultante da perda do grupo metila a partir do ion molecular.
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Para sintese do composto 3a (azida orgénica), intermediario essencial para a sintese dos
triazois 4a-4i, foi realizada substituicdo nucleofilica do grupamento tosila no composto 2a
usando-se azida de sodio na presenca de dimetilformamida.

A evolucdo da reacdo foi acompanhada por cromatografia em camada delgada, e foi
constatado o consumo de todo o material de partida. Dessa forma, uma filtracdo foi realizada
para remover impurezas que ficaram retidas na linha de base, e ao final do processo o produto
3a foi isolado com 93% de rendimento.

Importantes intermediarios sintéticos, empregados na sintese de muitos derivados
nitrogenados (heterociclos, produtos naturais e substancias bioativas), possuem em sua
estrutura grupamento azida (BRASE et al., 2005).

O esquema 10, descreve o mecanismo de substituicdo do grupo tosila no produto 2a,
através da azida de sdédio na presenca de DMF, para formacéo do produto 3a.

NaN;

] ) _— o

I M, Vi “.\ +
RN — = N— F HiC— \_ 46

HJ(_,—-::;\ :} S o Ny HyC \-1\_ Y, S—0ONa

W ,f'? W 4 0

N i O
2a 3a

Esquema 10 - Proposta mecanistica para sintese do composto 3a.

A obtencdo do composto 3a foi comprovada pela analise dos espectros no 1V, RMN *H
e 13C, e massas. No espectro de infravermelho (Figura 24, pg. 70), foi possivel observar um
sinal em 2102,20 cm™ que esta relacionado ao estiramento vibracional dos N3 indicando a
formacdo da azida organica. E importante ressaltar a presenca de uma forte absorcdo em
1662,12 cm referente ao estiramento C=0 da dimetilformamida, que foi utilizada como
solvente da reacéo.

No espectro de RMN *H (Figura 25, pg. 71) do composto 3a, observou-se a auséncia
dos dois dupletos em 6H 7,8 e 8H 7,3, atribuidos anteriormente ao anel aromatico do grupo
tosila (H2/3 e H4/5), indicando assim a saida do grupamento tosila pela substituicdo do grupo
azido. No espectro de RMN de 3C (Figura 26, pg. 72) os sinais em & 25,4 e & 26,6 foram
atribuidos aos carbonos da metila do grupo isopropil. Além de ter sido observado que o nimero
de picos presentes no espectro é compativel com o numero de carbonos observados na estrutura

do composto 3a.



69

A confirmacdo da estrutura do composto 3a foi realizada pela observacdo do espectro
de massas (Figura 27, pg. 73), que apresentou o pico em m/z 142, referente ao fragmento da
perda do grupo metila a partir do ion molecular.
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Ap0s a obtencdo da azida (3a), a proxima etapa deste trabalho foi a sintese dos triazéis
4a-4i, conforme Esquema 7 (pg. 55)

Para sintese dos triazdis foram utilizados nove alquinos, azida orgénica (3a) e uma
quantidade catalitica de sulfato de cobre e ascorbato de sodio. Alcool t-butilico e dgua foram
utilizados como solventes.

Para a realizacdo das sinteses dos triazdis 4a-4i, empregou-se a metodologia
desenvolvida Meldal e por Sharpless, na qual se utilizava sais de Cu (1) na catélise das reaces
de ciclo adicdo 1,3-dipolar entre azidas e alcinos terminais (FREITAS et al., 2011). Nesta
proposta, o sulfato de cobre pentaidratado foi utilizado como fonte de cobre (I1) e 0 ascorbato
de sddio foi utilizado como agente redutor, gerando in situ a espécie catalitica cobre (1) (DIEZ-
GONZALES, 2011). Esta reacéo ficou conhecida como “Reagdo Click” ou CuAAC (“Copper-
catalyzed Alkyne-Azide Cycloaddition) (FREITAS et al., 2011).

A reagdo “click” permitiu a sintese dos derivados triazdlicos do glicerol, 4a-4i, em
condicBes brandas, com bons rendimentos, tempo reacional curto, sendo os produtos de facil
isolamento. Os triazdis variaram entre 75% a 94% de rendimento apos purificacdo em coluna
de silica gel. A seguir sera discutida a caracterizacdo de um dos compostos 1,2,3-triazélico
sintetizados. Os demais triazGis possuem caracterizacdo semelhante e seus espectros estdo
apresentados nos Dados Suplementares.

Analisando o espectro no IV do triazol 4e (Figura 28, pg. 78), nota-se a presencga de uma
banda larga na regido proxima de 3450 cm™ indica a presenca da ligagdo O-H da hidroxila.
Nota-se a presenca de bandas de estiramentos da ligagdo =C-H de compostos aromaticos, na
regido de 3059 cm™. As bandas em 2987 cm™ e 2933 cm™ foram atribuidas ao estiramento da
ligacdo C-H de carbono com hibrizacdo em sp®. Por fim, destaca-se a banda em 837 cm™
referente ao estiramento da ligacdo C-N de aromaético.

No espectro de RMN de *H do composto 4e (Figura 29, pg. 79), o simpleto observado
em JH 7,41 foi atribuido ao hidrogénio do anel triazolico, o qual é desblindado devido ao efeito
retirador de elétrons por efeito indutivo do &tomo de nitrogénio e ao efeito de anisotropia do
anel triazolico. Em dn 2,40 observou-se um simpleto alargado que foi referente ao hidrogénio
da hidroxila. Os sinais mais blindados correspondem aos hidrogénios das metilas do grupo
isopropil, e foram observados como simpletos em 64 1,35 € 8w 1,31, integrados em ambos os
casos para trés hidrogénios. Os dois multipletos observados na faixa de 6n 1,58 — 1,76 foram

atribuidos aos atomos de hidrogénio H2” e H4”. O tripleto observado em 6n 2,72 foi atribuido

ao hidrogénioH1”.
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No espectro de RMN 3C da substancia 4e (Figura 30, pg. 80), o sinal observado em
dc 148,03 foi atribuido ao carbono C4’, ¢ o atomo de carbono mais desblindado uma vez que se
encontra dentro do anel triazélico e sofre com o efeito de anisotropia do anel aromatico, além
de estar mais proximo do 4&tomo de oxigénio da hidroxila sofrendo influéncia do efeito retirador
elétrons por efeito indutivo deste &tomo de oxigénio. O sinal em 8¢ 122,11 foi atribuido ao
carbono C5’, que também ¢ um atomo de carbono que estd dentro do anel triazdlico e também
sofre o efeito de anistropia do anel aromatico, porém se torna mais blindado do que o 4&tomo
C4’, pois, ndo sofre tanta influéncia do efeito retirador de elétrons causado pelo oxigénio da
hidroxila. O sinal observado em 8C 110,10 foi atribuido ao carbono C4, este carbono esté entre
0s oxigénios no cetal, e pelo oxigénio ser muito eletronegativo causa uma desblindagem neste
atomo de carbono. Os carbonos C2 e C1 sdo os outros atomos de carbono que compdem o ciclo
do cetal e foram atribuidos aos sinais dc 74,04 e dc 66,39, respectivamente. Os picos em 8¢
62,18, 6c 52,08 e 6¢ 32,10 foram atribuidos aos carbonos C4”, C3 e C1”, respectivamente. Por
fim os carbonos C2” e C3” foram atribuidos ao sinal d¢c 26,65, e as metilas do grupo isopropil,
foram atribuidos aos sinais mais blindados em &c 25,52 e dc 25,20.

O espectro de massas (Figura 31, pg. 81) apresentou o pico em m/z 255, referente ao
ion molecular e um pico em m/z 240 referente ao fragmento da perda do grupo metila a partir
do ion molecular.

Desde os relatos de Sharpless e colaboradores sobre a utilizacdo do Cu (1) como
catalisador na reacdo entre os derivados azida e os alcinos terminais, um grande nimero de
artigos tem sido publicados abordando esta tematica. Esta reacdo exige condi¢des reacionais
brandas e gera exclusivamente o isémero 1,2,3-triazol-1,4-dissubstituido. A reacdo catalisada
pelo metal constitui uma melhoria substancial da metodologia desenvolvida por Huisgen, uma
vez, que esta proporciona uma mistura de triazéis 1,4 e 1,5 dissubstituidos. A regiosseletividade
reacional é atribuida ao cobre (I) que catalisa a reacdo através da producdo de acetiletos de
cobre. Sais de cobre (I) como Cul e CuOTf. C¢Hs podem ser empregados diretamente na reagéo
de cicloadicdo 1,3-dipolar ou podem ser gerados, in situ, a partir da reducéo de sais como sulfato
de cobre pentaidratado com o ascorbato de sddio, a prensenca deste composto se faz essencial,
pois assegura que o cobre oxidado seja convertido em espécies de cobre cataliticamente ativas
(estado de oxidacdo +1) (WU e FOKIN, 2007). Além disso, uma ampla gama de solventes pode
ser utilizada nestas rea¢Ges, como por exemplo: t- butanol em &gua, diclorometano em agua,

liquidos i6nicos ou somente dgua. A presenca da
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agua como solvente é essencial para esta reagdo, pois além de dissolver os sais inorganicos de

Cu (1) e o ascorbato de sodio, ela preserva o acetileto de cobre em seu estado reativo quando o

mesmo é formado in situ (HEIN e FOKIN, 2010).

Até 0 momento, 0s pesquisadores ainda ndo entraram em consenso a respeito do

mecanismo da reacdo CUAAC. Porém, muitos estudos tedricos e experimentais (RODIONOV
et al., 2005; LUNDBERG et al., 2008; MELDAL & TORN@E, 2008; HEIN & FOKIN, 2010;
ARAGAO-LEONETI etal., 2010; WORRELL et al., 2013) validam uma proposta mecanistica,

que necessita de dois atomos de cobre equivalentes dentro do complexo ativo da cicloadicéo,

gue em conjunto formam o exclusivamente o isdmero 1,2,3-triazol-1,4- dissubstituido.

Considerando a formacao do triazol 4e como exemplo, no Esquema 11, temos a representagéo

do ciclo catalitico do mecanismo atualmente aceito.
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Esquema 11 - Proposta de ciclo catalitico para a reacao “click” (CuAAC).

De acordo com o Esquema 11, o ciclo se inicia com a complexagdo 7 entre 0 Cu (1) e 0

alcino terminal. Calculos teoricos indicam que a formacdo deste complexo diminui o pka do

hidrogénio para 9,8, dessa maneira ocorre a depropotonac¢do do complexo alcino/cobre em um

sistema aquoso, sem a necessidade de se adicionar base, e a sua complexagdo com a segunda



77

espécie de Cu (1), resultando na formacdo do compexo acetileto de cobre (HIMO et al., 2005).
Posteriormente, o acetileto de cobre se coordena com a azida organica, gerando o complexo
axida-acetileto. Nesta etapa, o cobre tem um efeito sinérgico nos sitios reativos, o que torna o
nitrogénio terminal da azida mais eletrofilico e o carbono do tipo B-vinilidénico mais
nucleofilico, o que favorece o ataque para a formacao da primeira ligacdo C-N do intermediario,
denominado metalociclo. Esta etapa, que é endotérmica e define a regiosseletividade da reacao,
tem energia de ativacio (Ea) calculada de aproximadamente 15 kcal.mol™* que é menor do que
a Ea para areacdo ndo catalisada. Isto explica o grande aumento da velocidade da reacdo quando
comparado com o processo térmico (MELDAL & TORN@E, 2008; HIMO et al., 2005). Em
seguida, ocorre a contracdo do anel por uma associacao transanular do par de elétrons nao
ligantes do N-1 com o orbital antiligante de C-5 fornecendo os triazoilas de cobre,
intermediarios ja isolados (HEIN & FOKIN, 2010). Na ultima etapa do ciclo-catalitico ocorre
a protonagdo do intermediario triazolidio levando assim a formacéo do produto de interesse,
1,2,3-triazol-1,4-dissubstituido e a regeneragdo do catalisador. Tendo assegurado a obtencédo de
9 compostos triazdlicos derivados do glicerol procedeu-se a avaliacdo de suas atividades

fungicida, citotoxica e fitotoxica.
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6.2 AVALIACAO BIOLOGICA

6.2.1 Avaliacéo Fitotoxica

O teste de fitotoxicidade tem a finalidade de avaliar os efeitos provocados por
substancias toxicas, que estdo vinculados & germinagdo, ao crescimento radicular e aéreo de
sementes e plantas de espécies modelo cultivadas em contato com agentes tdxicos. O
crescimento radicular é a variavel mais analisada neste teste, pois a reducdo desse parametro
pode resultar em inibicdo da absorcdo de nutrientes, inibicdo do alongamento celular, inibicdo
da divisdo celular e por consequéncia a morte celular.

Com os compostos 4a-4i, foram avaliados além do crescimento radicular (CR),
parametros de porcentagem de germinacao (%G) e o indice de velocidade de germinacéo (IVG).

Os resultados obtidos para cada triazol (4a-4i) estdo apresentados na Tabela 1.

TABELA 1 - Parametros macroscépicos avaliados em sementes de Lactuca sativa e

meristemas radiculares tratados com triazdis 4a — 4i em cinco diferentes concentracdes.

Compostos Concentragdes (ug mL™?) G% VG CR
1000 *93ab 7,66 7,88
500 92ab 9,38 9,39
4a 100 97ab 10,80ab 13,40ab
10 98ab 11,56ab 12,83ab
1 99ab 10,74ab 12,46ab
1000 80 6,34 4,51
500 90ab 7,25 5,18
4b 100 97ab 10,46b 9,63
10 95ab 11,03ab 11,37ab
1 98ab 11,42ab 11,58ab
1000 65¢ 3,81c 1,85¢c
500 90ab 7,26 4,55
4c 100 97ab 10,60ab 6,88
10 96ab 10,86ab 9,65
1 98ab 11,57ab 13,68b
1000 86 5,73 3,23
500 89ab 7,57 4,69
4d 100 96ab 10,54b 6,95
10 98ab 11,38ab 9,68
1 97ab 10,81ab 11,71ab
1000 100ab 11,02ab 15,40
le 500 95ab 11,10ab 15,79
100 97ab 11,67ab 13,77b

10

97ab

10,97ab

13,36ab
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TABELA 1 - Pardmetros macroscépicos avaliados em sementes de Lactuca sativa e
meristemas radiculares tratados com triazdis 4a — 4i em cinco diferentes concentracoes.

(continuagéo)

Compostos Concentragdes (ug mL™?) G% IVG CR

1 99ab 11,71ab 12,67ab

1000 87 6,65 4,65

500 92ab 6,81 4,75

4f 100 97ab 10,65ab 6,93
10 98ab 11,73ab 10,39a
1 97ab 12,02ab 11,19a

1000 97ab 11,04ab 8,56

500 96ab 10,97ab 9,34

49 100 98ab 11,37ab 10,05
10 99ab 11,88ab 11,53ab
1 100ab 12,18ab 12,61ab

1000 96ab 8,73 6,53

500 98ab 9,28 7,58

4h 100 97ab 11,20ab 9,13
10 98ab 12,04ab 11,97ab
1 97ab 11,64ab 11,87ab
1000 97ab 11,29ab 11,76ab
500 100ab 12,08ab 12,29ab
4i 100 100ab 11,71ab 12,43ab
10 99ab 12,09ab 12,66ab
1 98ab 12,09ab 13,28ab
H.0 99a 12,33a 11,85a
Controles DCM 100b 12,11b 13,01b

Picloram 67c 3,63c 0,46¢

G%= Percentagem de germinac¢do; IVG=indice de velocidade de germinacéo; CR= crescimento radicular;
Os valores seguidos por letras (a,b e c), sdo resultados estatisticamente semelhantes aos controles de acordo com

o teste de Dunnet (p>0,05).

O parametro menos afetado pelos nove derivados triazélicos foi a germinacdo de
Lactuca sativa. Os efeitos dos compostos foram estatisticamente semelhantes aos controles
negativos (agua e diclorometano (DCM)), exceto o composto 4¢ com 1000 pg mL™:, que causou
uma reducdo de 35% na germinacdo, sendo este pardmetro o menos sensivel das variaveis,
avaliado em testes macroscépicos (Aragdo et al., 2015). Os triazbis 4b, 4d e 4f na maior
concentragéo (1000 pg mL™?), ndo foram estatisticamente semelhantes aos controles. Para estes
tratamentos, o indice de germinacdo foi menor quando comparados com os controles negativos,
porém, ndo foram tdo eficientes quanto o controle positivo, uma vez que, foram obtidos indices

de germinacéo superiores obtidos pelo picloram (controle positivo).
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Os efeitos mais pronunciados dos derivados triazélicos foram observados no indice de
velocidade de germinacdo (IVG) e no crescimento radicular (CR) de plantulas de L. sativa. Os
derivados 4a, 4b, 4c,4d,4f e 4h influenciaram a reducdo das médias IVG e CR apresentadas,
principalmente nas concentracdes de 500 e 1000ug mL™*. Além disso, para o derivado 4c na
concentragdo de 1000 pg mL?, a reducdo de 68,53% e 85,78% nos valores de IVG e CR,
respectivamente, foram estatisticamente semelhantes aos do controle positivo. Este resultado
pode ser interpretado de maneira promissora, uma vez que ao ter indices semelhantes ao
herbicida comercial (controle positivo), pode gerar interesse industrial.

O derivado 4e nas concentracdes de 500 e 1000 pug mL™* aumentou as medias de CR das
sementes de L. sativa, mostrando diferencas estatisticamente significantes em relacdo aos
controles positivos e negativos. Esse aumento pode ser devido ao alongamento celular que
ocorre nos processos de crescimento e diferenciacdo (Aragao et al., 2017). Entre varios outros
processos, a diferenciacdo celular depende da atividade de enzimas que atuam na expansao
celular, remodelacdo da parede celular e deposicdo de celulose, ligada a turgescéncia, via
absorcdo de agua (Taiz e Zeiger, 2013). E possivel que alguns desses fatores tenham sido
influenciados pela acéo do 4e.

Costa et al., 2017 avaliaram os efeitos de outros triazdis derivados de glicerol em L.
sativa. No entanto, os autores ndo observaram nenhuma influéncia dos derivados nos
parametros macroscépicos em comparagdo com o controle negativo, sugerindo que a acdo dos
triaz6is pode estar relacionada ao processo fotossintético. Borgati et al., 2013 avaliaram
derivados triazélicos contendo grupos benzil halogenados e compararam a reducdo de CR em
cebola (Allium cepa, outra espécie amplamente utilizada em bioensaios fitotoxicos) com o acido
2,4-diclorofenoxiacético (um herbicida comercial popularmente conhecido como 2,4- D).

6.2.2 Avaliagéo Citotoxica

Em um teste de citotoxicidade ¢é avaliado os danos provocados por agentes toXicos, neste
caso o0s triazbis (4a-4i), em diferentes concentracdes. Neste trabalho foi avaliado os
cromossomos, quanto a suas formas, numeros, tamanhos, além do comportamento durante o
ciclo mitético e meidtico por meio de analises microscopicas (FERNANDES et al., 2007). No
presente estudo, o indice mitotico (IM) foi avaliado, assim como as frequéncias de alteragédo
cromossomica (AC) e alteracdo nuclear (AN). Os resultados encontrados estdo organizados na
Tabela 2.
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E importante destacar que o teste de citotoxicidade quando realizado em conjunto com

o teste de fitotoxicidade, possibilitam a elucidagéo dos resultados, e podem sugerir o modo de
acdo da substancia (Andrade et al., 2010; Young et al., 2012; Aragéo et al., 2015).

TABELA 2 — Parametros microscopicos avaliados em sementes de Lactuca sativa tratados
com triazois 4a — 4i em cinco diferentes concentracgdes.

Compostos Concentragdes (ug mL?) IM% AN% AC%
1000 7,13 1,77 2,7333
500 8,82 097ab 3,03
4a 100 8,92 057ab 2,4633
10 12,44ab 0,50ab 3,69
1 14,67 0,27ab 3,1
1000 8,34 1,03ab 2,1667
500 10,96ab 0,56ab  2,4633
4b 100 12,69ab 0,67ab  2,9633
10 12,04ab 0,53ab  2,8367
1 14,15 0,27ab  2,3267
1000 7,35 1,16b 1,8333b
500 9,5la 1,20b  2,1333
4c 10 10,30ab 0,90ab 1,7267b
10 13,40 0,27ab 1,5333bc
1 16,13 0,10ab 1,7667b
1000 6,07 1,27b 1,3667abc
500 10,08ab 0,80ab  2,3233
4d 100 11,96ab 0,43ab  1,9967
10 14,39 0,17ab 1,8967b
1 18,06 0,00ab 2,2333
1000 9,53a 0,30ab 1,7333b
* 500 12,46ab 0,20ab 1,6667b
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TABELA 2 — Parametros microscopicos avaliados em sementes de Lactuca sativa tratados
com triazois 4a — 4i em cinco diferentes concentracgdes.
(continuacao)

Compostos Concentracdes (ug mL?) IM% AN%  AC%

100 12,89ab 0,00ab 1,5333bc

10 13,73 0,30ab 1,1667abc

1 15,03 0,10ab 0,9333abc

1000 7,24 0,00ab 0,7667abc

500 8,49 0,00ab 0,6333abc

4f 100 10,57ab 0,00ab 1,0633abc
10 14,46 0,00ab 1,2933abc

1 16,92 0,00ab 1,3633abc

1000 8,70  0,23ab 0,7333abc

500 9,17 0,07ab 0,6333abc

49 100 8,68 0,00ab 0,6633abc
10 10,78ab 0,07ab 0,7333abc

1 13,83 0,00ab 0,6667abc

1000 6,05 0,37ab 0,4033abc

500 7,14 0,86ab 0,6633abc

4h 100 11,66ab 0,33ab 0,9933abc
10 13,04b 0,00ab 0,6667abc

1 15,22 0,00ab 1,2333abc

1000 10,79ab 0,00ab 1,3667abc

500 13,60 0,00ab 1,1667abc

4i 100 16,10 0,00ab 1,1533abc
10 17,43 0,00ab  1,2abc

1 17,58 0,00ab 0,9667abc

H.0 11,26a 0,33a  0,5333a

Controles DCM 11,56b 0,57b 1,1b

Picloram 3,73c 7,27c  0,7333c

IM%= indice mitdtico; AN%= Frequéncia de alteracdes nucleares; AC%= Frequéncia de alteragdes cromossdmicas.
* Os valores seguidos por letras (a,b e c), sdo resultados estatisticamente semelhantes aos controles de acordo

com o teste de Dunnet (p>0,05).
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O IM foi reduzido nas células meristeméticas de raizes de alface tratadas com os
compostos 4a (100, 500 e 1000 pg mL?), 4b (1000 ug mL™), 4c (1000 pg L), 4d (500 e
1000 pg mL™1), 4e (500 e 1000 ug mL~1), 4f (100, 500 e 1000 ug mL™) e 4h (500 e 1000 pg
mL™). O composto 4h foi 0 mais repressivo, resultando em uma reducéo do IM de 46,27% em
relacdo ao valor do controle (4gua). O indice mitdtico (IM), expressa a quantidade de celulas
que estdo em divisdo celular. A reducdo do IM € uma indicacdo de eventos que blogueiam a
divisdo celular, como a morte do nucleo, tornando dificil o inicio da profase e,
consequentemente, a divisao celular (Sousa et al., 2011; Aragéo et al., 2017).

Na maior concentracdo, os triazois promoveram uma reducdo das células em divisdo
nos meristemas de raizes de alface. No entanto, em concentragdes mais baixas, observou-se um
aumento na porcentagem de células em divisdo em comparac¢do com o dos controles (Tabela
2). Compostos 4a (1 pg mL™?), 4b (1 pgmL™?), 4c (1 e 10 pgmLt), 4d (1 ¢ 10 pg
mL?),4e(1e 10 pgmL™t, 4f(1e 10 pgmL ™), 4g (1 pgmL™), 4h (1 ug mL?) e 4i (1, 10, 100
e 500pg mL™Y) influenciaram positivamente a proliferacdo celular , com o composto 4i,
resultando especialmente num aumento de 56,12% dessa atividade.

Um aumento do IM significa que o numero de células que sofrem divisdo mitética esta
aumentando. Se esse aumento for acompanhado por um aumento nas porcentagens de AN e
AC, isso demonstra toxicidade de compostos quimicos. Consequentemente, as células filhas
dessas divisdes apresentardo alteracfes que podem causar a morte celular e/ou comprometer a
integridade genética de geracdes subseqlientes de células originarias dessas células maes
alteradas (Pinheiro et al., 2015).

Alteracdes nucleares (AN) sdo mudancas morfologicas e bioguimicas que acontecem no
nacleo celular e podem ser do tipo microndcleo, broto nuclear, célula binucleada e ndcelo
condensado (Alves et al., 2018; Santos et al., 2018). Dentre todos os triazois (4a-4i) e
tratamentos, o Unico que apresentou diferenca significativa na frequéncia em relacdo aos
controles na avaliagio de NA, foi o composto 4a a 1000 pg mL™. Os outros triazdis e
tratamentos mostraram frequéncias estatisticamente semelhantes as dos respectivos controles
negativos (agua e DCM).

AlteracBes cromossémicas (AC) sdo avaliadas através de testes microscopicos que
possibilitam os estudos da estrutura cromossémica e do desenvolvimento dos mesmo nas
diversas fases da divisé@o celular, o que permite a verificacdo de anormalidade na divisdo, ou
alteracdes cromossémicas (Aragao et al., 2015; Bernardes et al., 2015). Os testes de alteracdes
cromossémicas sdo utilizados para estimar o toxico e os mescanismos de acado do agente toxico,

0 qual pode ser clastogénico e/ou aneugénico. Alteracdes clastogénicas séo aquelas
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gue possuem guebras no cromossomo, engquanto as aneugénicas inativam a estrutura celular
(Silveiraetal., 2017)

Para as ACs, houve uma alta frequéncia gerada pelos compostos 4a — 4e, onde a
frequéncia gerada pelos compostos 4f — 4i foi similar a dos controles (positivos e negativos)
(Tabela 2). Os resultados foram semelhantes aos encontrados na investigacdo de Bernades et
al., em que a frequéncia de AC foi elevada ap6s a exposicdo das sementes ao difenoconazol,
onde foram observados cromossomos quebrados, células C-metafase, pontes anafase e
metéfases poliploides. No presente estudo, também detectamos cromossomos nao orientados,
pegajosos e atrasados, células C-metafase e pontes anafasicas (Figuras 33 e 34, pg. 90 e pg. 91
respectivamente).

Todos os compostos avaliados induziram ACs (Figura 33, pg.90), demonstrando um
efeito crescente com um aumento na concentragdo do composto. Os cromossomos pegajosos
foram a variavel mais expressiva (Figura 34, pg. 91). Essa alteracdo pode estar relacionada ao
mecanismo de acdo aneugénico causado pela interferéncia das moléculas triazdlicas com as
fibras do fuso mitético, o que prejudica a organizacdo cromossdmica durante a metéafase e,
posteriormente, a divisdo celular, resultando na diferenciacéo das células filhas da célula mée
(Andrade -Vieira et al., 2012; Andrade-Vieira et al., 2017; Alves et al., 2018).

Adicionalmente, foi observada a presenca de pontes classificadas como alteragdo
clastogénica. Essas mudangas ocorrem como resultado da quebra dos pontos finais
cromossémicos, onde 0s cromossomos perdem sua estabilidade. Assim, eles se ligam a outros
cromossomos, dando origem a cromossomos dicéntricos que sdo puxados durante a segregacéo,

formando uma ponte entre os pélos da célula (EI-Ghamery et al., 2003; Campos et al., 2008).
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sativa expostas aos triazois 4a-4i
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Figura 33 - Anormalidades cromossémicas observadas nas células meristematicas radiculares
de L. sativa expostas aos triazois 4a-4i. a) Cromossomo pegajoso, b) c-metafase, ¢) ponte
anafésica, e d) cromossomo néo orientado. Barra de escala = 10pum.

A partir das alteracbes cromossémicas analisadas, é possivel inferir o mecanismo de
acdo desses triazdis; isto é, esta relacionado ao mau funcionamento ou nao-polimerizagdo do
fuso mitotico, conforme relatado na investigagdo de Costa et al., 2017. Substancias
despolimerizantes sdo capazes de induzir graves danos no processo de divisdo celular,
resultando em alteracdes genéticas , que é classificado como uma agdo aneugénica (Santos et
al., 2018).

Uma das alteragdes significativas observadas neste trabalho foi a presenca da metafase-
C. Isto é causado pela completa inativacdo do fuso mitdtico celular, onde nenhuma placa
equatorial é montada, levando consequentemente a interrupcdo da divisdo celular (Fernandes
et al., 2009) e reforcando 0 mecanismo de acdo aneugénico dos triazois.

6.2.3 Avalicdo Antifungica
As atividades inibitorias dos compostos 4a-4i contra o fungo Colletotrichum

gloesporioides, foram avaliadas através de dois parametros: crescimento micelial e esporulagdo

do fungo, os resultados foram organizados na Tabela 3, pg. 92.



TABELA 3 - Valores médios de crescimento micelial e esporulacdo de Colletotrichum gloeosporioides tratados com os compostos 4a — 4i e

modelos de regressédo

Crescimento Micelial

Esporulagéo

Sensibilida
ED ED ED ED Efetividade ibili
Compostos Regressdo Linear % R 1001 Efetividade(E) de Regressdo Linear 501 1001 Sensibilidade
(ngmL™)  (ugmL?) ) (ngmL?)  (ngmL?) (E) ®)
¥=21.679+0.043x™" ¥=5.325+0.408 logx™
4a 000 66169  1829,01 NE NS coos 016 102394 AE AS
Y=12.462+0.079x™ ¥=5.231+0.429 logx™
4b 0o 471,86 110037 NE NS cogr 029 101699 AE AS
¥=7.552+0.167-7.509.10" ¥25.298+0.567 loa™
4c Sy 290,58 981,09 NE NS N D o8% 029 800,18 AE AS
R?=0.99 R=0.95
¥=3.588+1.214 logx” ¥=5.147+0.769 logx™
4d M 1814 41417 BE BS coos 064 40009 AE AS
¥=19.307+0.0312x" ¥=5.930+0.193 logx™  0,0000
4e 010 984,07  2587,15 NE NS 00 , 126859 AE AS
¥=3.359+1.243 logx” Y=5.450+0.642 logx™
af o 2083 393,79 BE BS coos 020 39079 AE AS
¥=27.934+0.069x" ¥=5.548+0.298 logx™
4g 319,79 1044,53 NE NS 001 123453 AE AS
R2=0.69 R2=0.95
¥=5.153-0.684x" ¥=5.215+0.701 logx™
4h - 25,71 858,59 BE BS R2=0.01 049 556,78 AE AS
Y=48.709+0.133x- V5. 71840.636 loa™
4 8.269x%" 1014 9658 BE BS SO 007 568,89 AE AS
R2=0.77 R=0.95
¥=5.627+1.097 logx" ¥=6.598+0.640 logx?™
Tebuconazol R?=0 55 0,26 35,32 AE AS R?=0.99 <1 13,71 AE AS

E= Efetividade do fungicida; AE= alta efetividade; BE= baixa efetividade; NE= nenhuma efetividade; S= Sensibilidade doC. gloeosporioidesao fungicidas; AS= alta sensibilidade; BS= baixa

sensibilidade; NS= nenhuma sensibilidade.
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Compostos 4a-4i mostraram uma menor eficiéncia na inibicao do crescimento micelial
do que o controle positivo de tebuconazol, um fungicida comercial. Como pode ser visto na
Tabela 2, os compostos 4d e 4i foram os mais ativos (valores de EDso abaixo de 20 ug mL™?),
sendo 4i o derivado com maior poténcia (EDso = 10,14 ppm).

No que diz respeito a inibi¢do da esporulacdo, todos os triazois substituidos exibiram
efeitos inibitorios consideraveis (EDso) que eram comparaveis aos do tebuconazol. Em
particular, 4e era 0 mais ativo, com valor de EDso menor que 0,00002 pug mL™ 1.

Com base nos valores de EDso dos compostos (Tabela 3), foi possivel agrupa-los em
diferentes classes de fungicidas. O grupo relacionado a eficiéncia dos compostos demonstrou a
acdo fungicida dos tratamentos. Da mesma forma, o grupo relacionado a sensibilidade permitiu
inferir a resisténcia patogénica de C. gloeosporioides ao estresse causado pelos fungicidas.

Em termos de crescimento micelial, trés grupos distintos puderam ser distinguidos; ou
seja, alta eficiéncia (AE), baixa eficiéncia (BE) e ndo eficiente (NE). Como esperado, a
atividade do tebuconazol caiu no grupo AE. Embora os compostos 4d e 4i fossem o0s mais
ativos, eles foram incluidos no grupo BE (juntamente com os compostos 4f e 4h) porque sua
atividade era ~ 70 vezes (composto 4d) e 39 vezes (composto 4i) menor que a do tebuconazol.
Os triazois 4a, 4b, 4c, 4e e 4g cairam no grupo NE.

Com relacdo aos efeitos inibitdrios sobre a esporulacdo, o tebuconazol e os derivados
4a-4i foram altamente eficientes e formaram o Unico grupo AE na Tabela 3.

A avaliacdo baseada na expressdo fenotipica estd ligada a sensibilidade de C.
gloeosporioides aos compostos estudados. A andlise dos valores de EDso para inibicdo do
crescimento micelial também resultou na identificacdo de trés grupos distintos (AS = alta
sensibilidade; BS = baixa sensibilidade; NS = ndo sensivel). C. gloeosporioides foi considerado
altamente sensivel ao controle padrdo do tebuconazol. No entanto, em termos de inibicdo da
esporulacao, o fungo foi altamente sensivel a todos 0os compostos investigados (Tabela 3), onde
ndao houve diferenca na classificacdo dos tratamentos 4a — 4i em relacdo ao controle do
tebuconazol (todos classificados como AS). Os valores de EDso dentro deste grupo variaram
entre 0,00002 pg mL (4e) e 0,64 pg mL ™ (4d) para os derivados triazélicos.

As variagOes na eficiéncia dos triazdis e a sensibilidade do isolado fingico a esses
derivados, como observado na presente investigacdo, podem ser explicadas pela interacdo das
moléculas com seu local de acéo alvo nas espécies fungicas. Varios fatores podem impedir que

o fungicida atinja o alvo. Usando Botrytis cinerea como modelo, Kretschmer et al., 2009
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demonstraram que os principais mecanismos utilizados pelo fungo em resposta ao estresse
fungicida foram a alteracdo do local alvo, a desintoxicagdo do fungicida, a superexpressao da
proteina alvo desencadeada pelo acimulo de fungicida na célula. Uma hipétese que explica as
variacdes na eficiéncia dos triazois e a sensibilidade de C. gloeosporioides neste trabalho podem
envolver a inibi¢ao da enzima lanosterol 14a-desmetilase (CYP51). Os triazdis sdo capazes de
se encaixar no sitio ativo do CYP51 por meio de interacfes hidrofobicas, ligacdes de hidrogénio
e empilhamento n-nt com o ligante sexteto do grupo heme da enzima. Como resultado, a
quantidade de ergosterol diminui e o acamulo de esterdis 14a-desmetilados ocorre, 0 que
perturba a estrutura da membrana e causa a morte do fitopatdgeno (Price et al., 2015). Portanto,
alteraces no gene CYP51 poderiam reduzir a afinidade dos triazois ao seu local alvo de agdo
na célula fungica, ou a superexpressio do CYP51 poderia aumentar os niveis de 14a-

desmetilase do esterol no fungo.
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7. CONCLUSAO

Utilizando a reagdo de CUAAC e o glicerol como material de partida, uma série de nove
1,2,3-triazdis substituidos com 4-alquil foi sintetizada com bons rendimentos e completamente
caracterizada.

Comparado com o fungicida comercial tebuconazol, todos os compostos avaliados
foram altamente eficientes na inibicdo da esporulacdo de C. gloeosporioides, com valores de
EDso inferiores a 1pg mL ™.

O derivado 4c na concentragdo de 1000 pg mL™, apresentou valores de indice de
velocidade de germinacéo (IVG) e crescimento radicular (CR), estatisticamente semelhantes ao
controle positivo. O que demonstra de maneira promissora, que este derivado ao ter indices
semelhantes ao herbicida comercial (controle positivo), pode vir a gerar interesse industrial,

pois pode ser mais viavel economicamente.
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ANEXQOS

Conteudo:

e Espectros no IV, RMN de 'H, RMN de *C e massas dos derivados triazolicos 4a, 4b,
4c, 4d, 4f, 4qg, 4h e 4i.
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Figura 29 - Espectro no infravermelho do triazol 4i.
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Figura 30 - Espectro de RMN *3C do triazol 4i.
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Figura 31 - Espectro de RMN H do triazol 4i.
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Figura 32 - Espectro de massas do triazol 4i.

110

24
124 g

19

X8

R
z‘z

JL 1&" 1m- ; ﬂ'
23
LI h LI l E I il Ll Ih llhl

1280 1EO.’!
m/'z

1750 2000 2540

M| I & B L

Illl rll‘llll’l"

2500 2750 PO 56D

141



