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RESUMO

Os compostos mesoibnicos sdo heterociclos dotados de estruturas nao
classicas cuja sintese tem mostrado interesse, principalmente, por apresentarem
potencial atividade bioldgica.

Compostos  heterociclicos do  sistema  1,3,4-tiadiazolio-2-fenilamina,
precursores dos respectivos sistemas mesoidnicos, foram sintetizados com
grupos que apresentam fluorescéncia conhecida unidos ao C-5 do heterociclo, via
reagdo de Anidroacilagdo da 1,4-difeniltiossemicarbazida. Os produtos obtidos
desta forma foram: cloreto de 5-x-4-fenil-1,3,4-tiadiazolio-2-fenilamina onde X=
benzila, naftila, a-acetonaftila, a-acetopirenila e cinamoila, MICO-1, MICO-2,
MICO-3, MICO-4 e MICO-5, respectivamente. Os compostos MICO-2, MICO-3 e
MICO-4 ndo estdo descritos na literatura sendo que, tanto estes, quanto MICO-1
e MICO-2 foram caracterizados por espectroscopia no infravermelho, ultravioleta,
e de RMN 1H e 13C.

Foi obtido ainda o isémero estrutural do MICO-1, o cloreto de 1,4,5-trifenil-
1,3,4-triazdlio-2-tiol (MICO-6), por refluxo do tiadiazolio correspondente em
piridina, sendo, a exemplo dos outros, caracterizado pelas mesmas técnicas
espectroscopicas.

Espectros de emissdo no UVNIS destes compostos, foram obtidos sendo
observada fluorescéncia significativa somente para os derivados do sistema
1,3,4-tiadiazolio.

Foram também preparados os mesoidnicos correspondentes para cada um
dos acidos conjugados, BMICO-1, BMICO-2, BMICO-3, BMICO-4, BMICO-5 e
BMICO-6, respectivamente, pela adicdo de NaOH a solucdes de acetonitrila
contendo os acidos. As bases livres ndo foram isoladas, sendo suas
caracterizacdes feitas por espectroscopia no UVNIS.

Obtiveram-se espectros de emissdo de fluorescéncia para o DNA de timo
de bezerro na auséncia e em presenca destes doze compostos. Observou-se, a

partir dos dados obtidos, interacdo significativa da maior parte dos mesmos com a
biomolécula.
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ABSTRACT

Mesoionic compounds are heterocycles whose not classical structures have
been considered of interest, specially because of their potential biological activity.

Heterocyclic compounds of 1,3,4-thiadiazolium-2-phenilamine system, the
mesoionic compounds precursors were synthetized with well known fluorescent
groups bound to the C-5 of the heterocycle, using the anhydroacylation of the
1,4-diphenylthiosemicarbazide. The products obtained were
5-X-4-phenil-1,3,4-thiadiazolium-2-phenilamine  where X = benzyl, naphtyl,
a-acetylnaphtyl, a-acetilpirenyl and cinamoil, MICO-1, MICO-2, MICO-3, MICO-4
and MICO-5, respectively. MICO-2, MICO-3 and MICO-4 compounds were not
described in the literature. Ali of these compounds, including MICO-1 and MICO-5
were characterized by spectroscopy using infrared, ultraviolet and RMN H and
13C techniques.

An structural isomer of MICO-1, the 1,4,5-triphenyl-1,3,4-triazolium-2-thio
(MICO-6) was obtained by the reflux of the corresponding thiadiazolium in
pyridine, characterized by the same spectroscopic techniques.

The UVNIS emission spectra of these compounds showed significative
fluorescénce only for the 1,3,4-thiadiazolium system derivatives.

Corresponding mesoionics to each of the conjugated acids, BMICO-1,
BMICO-2, BMICO-3, BMICO-4, BMICO-5 and BMICO-6, were prepared by the
adition of NaOH to acetonitrile solution containing these acids. Free bases were
not isolated, and their characterization were done by UV/VIS spectroscopy.

Fluorescence emission spectra of calf thymus ADN were obtained in the
presence or absence of these twelve compounds. Data showed a significative
interaction of the compounds and the biomolecule.



1. INTRODUCAO

1.1 Objetivos do Trabalho

(a) Sintetizar e caracterizar uma série de novos sais
heterociclos  precursores de composto mesoi6nico dos  sistemas
1,3,4-tiadiazolio-2-aminida e 1,3,4-triazolio-2-tiol (seus acidos
conjugados) que apresentem possibilidade fluorescéncia,
considerando a presenca de grupos cromoforos, com parametros

fotofisicos j& bem conhecidos, ligados ao anel mesoibnico;

(b) Avaliar por espectroscopia no UV-VIS e de fluorescéncia as

possibilidades de interacdo destes compostos com DNA,;

(c) Contribuir, desta forma, para a abertura de um novo campo

de pesquisa envolvendo compostos mesoibnicos.



1.2 Compostos Mesoibnicos

Data da penultima

sintese do primeiro

década do século passado o relato da

composto considerado como mesoidnico (1)),

Durante o periodo de 1895 a 1905 Max Bush®® baseado nos

trabalhos de Emil Fisher

as propriedades quimicas

mesoidnicos (2-5).

& Emil Besthorn, descreveu a preparagdo e

de um determinado grupo de compostos

Ph
\
N—N

/ )\
PR NN

(1)

)

R r ]
N (2) X=NR
AEN [ (3) x=0
(4) x=S
L .
R
S
R’N@\s’
(5)

Figura 1.2.1 Primeiros compostos mesoidnicos descritos na literatura.



Trinta anos depois, em 1935, Earl & Mackney (3) relataram a
sintese da molécula batizada como N-fenilsidnona (6; R=Ph), em
razdo do trabalho ter sido realizado na Universidade de Sydnei,
Australia. A N-fenilsidinona foi a precursora dos sistemas atualmente
classificados como 1,2,3-oxadiazélio-5-olato, ou, conforme a

nomenclatura trivial: sidnonas.

Ol

Figura 1.2.2 Primeiro sistema 1,2,3-oxadiazolio-5-olato (sidnona) sintetizado.

Schonberg (4), em 1938, propbés que estes compostos fossem
representados por hibridos de ressondncia com cargas, uma vez que
as estruturas propostas até entdo ndo possuiam uma formulagéo
aceitavel, descritas na época apenas com ligacbes covalentes (por

exemplo 7 e 8).

Figura 1.2.3 Representacido proposta por Schénberg em 1938.



Coube a Simpson (5) em 1946 a tarefa de sugerir que estes
compostos recebessem o0 nome de mesoidnicos (mesomeérico+idnico).
Em 1949 Baker, Ollis & Poole j4 relatavam na literatura a sintese de
sidnonas classificando-as como mesoibnicos. A  provavel existéncia
de outros compostos com estas caracteristicas foi prevista por Baker
& Ollis e subseqlente a isso muitos sistemas novos foram
preparados.

Trabalhos realizados por Huisgen em 1964 (6) foram
responsaveis  por extensos estudos de compostos  mesoidnicos
reportados nas duas décadas seguintes.

Ollis & Ramsden propuseram em 1976 (7) que o uso do termo
"mesoibnico” fosse restringido a "um composto heterociclico de cinco
membros que ndo possa ser satisfatoriamente representado por
nenhuma estrutura covalente polar e possua um sexteto de elétrons =
em associagdo com os atomos que definem o anel de cinco membros".

Além destes trabalhos "histéricos" relacionados aos compostos
mesoibnicos, mais recentemente diversos grupos de pesquisa no
Brasil e no exterior tém buscado o aprimoramento do conceito que
envolve a estrutura dos mesoidnicos e desenvolvem pesquisas a
respeito das possiveis aplicacdes préaticas destes sistemas.

Badachikar e Puranik relataram em 1986 atividade
antinflamatoria em compostos da série 3-(2-arilioetil)-sidnonas (8).

Echevarria e colaboradores relataram em 1987  apreciavel
atividade  biologica de compostos da classe 1,3,4-triazolio-5-tiolatos
frente a fungos dermatoéfitos, leveduras, bactérias gram-positivas e
gram-negativas (9).

Nobuo Watanabe e colaboradores tém relatado e patenteado
desde 1992 a utilizacAo de compostos mesoidnicos, dentre eles os da
classe 1,3,4-tiadiazolio-2-aminida e 1,3,4-triazolio-2-tiolato, como

fixadores em fotografia de alta resolucdo (10)



Lattes e colaboradores publicaram artigos tratando da natureza
tensoativa dos sistemas 1,2,3-oxadiazdlio-5-olato (sidnonas),
inclusive visando a utilizacgdo dos mesmos como cristais liquidos(d).

Noema Grynberg e colaboradores relataram em 1992 (12) os
efeitos anti-tumorais de algumas novas aril-sidnonas em
camundongos portadores de Sarcoma 180, carcinoma de Ehrlich,
histiocitoma fibroso B10MCIl e leucemia L1210. Em 1994 o0s mesmos
autores relataram a atividade antitumoral in vivo de compostos da
classe  1,3,4-tiadiazélio-2-aminida(3),

As propriedades fisicas e biolégicas citadas nos paragrafos
acima, tomando apenas alguns exemplos, indicam a relevancia da

sintese e estudo de novos compostos mesoibnicos.



1.2.1 Estrutura e Conceito

A definicdo classica (7) para os compostos mesoidnicos define-os
como: "um composto heterociclico de cinco membros que ndo possa
ser satisfatoriamente representado por nenhuma estrutura covalente
ou ibnica e possua um sexteto de elétrons m em associacdo com o0s
dtomos que definem o anel, sendo melhor descrito por um hibrido de
todas as formas possiveis carregadas, envolvendo a presenca de um
carater aromatico (4n+2) mwe- capaz de suportar uma carga positiva
contrabalanceada por uma negativa no &tomo que ocupa a posicdo a
da cadeia lateral".

Essa idéia pode ser estendida a uma grande variedade de
sistemas com anéis de cinco membros, totalizando 228 estruturas. No
entanto, o conceito de mesoibnico pode ser extrapolado para anéis
maiores ou menores(!41%) sendo que para sistemas de 7 e 8 membros,
por exemplo, além de ndo mostrarem aromaticidade de acordo com a
regra de Hickel, ndo h& possibilidade da existéncia da carga positiva

do anel contrabalanceada com a carga negativa exociclica.



Os compostos mesoidnicos mais estudados até o momento sao,

sem sombra de duvida, os que compdem o grupo dos anéis de cinco

membros. Ollis e Ramsden”'” classificaram esses compostos em
dois tipos:
Tipo A Tipo B
b b—at
ZC/ \e1 2C/ e1
\dv \f1 \dy \f1
4
I I
C\‘@e\f‘ C\‘@e\]?
Ex.: Ex.:
=Q Ph
N - N—N
e 5.
Ph Ph/ \N é

Figura 1.2.1.1 Representagio esquematica da proposta de Ollis e

Ramsden, onde, a, b, ¢, d, e, f = a4tomos de C ou heteroatomos,
e 1 & 2= n® de elétrons x.



A diferenciagcdo quimica dos mesoidnicos do tipo A esta na

capacidade que estes tém de participar de reacdes de cicloadigao

1,3-dipolar"™®, como por exemplo:
Me
SN Ph
Ph CoMe
O/ COzMe - C02 _
> N
(a) 7 ot Me” N\F
o
Ph
Ph
S
N -
Me”” @2\0
Me
Ph ‘
b) N Ph

(
\ o ><s Ph»_
— CO, S

a. HCEC‘—‘COZME

b:cCs,

Figura1.2.1.2 Cicloadigao 1,3-dipolar tipica de sistemas mesoidnicos do tipo A



JA& os compostos do tipo B possuem como principal
caracteristica a facilidade em sofrerem aanel para abertura do
formarem os tautdbmeros aciclicos(1®).

Ph
SN==N
—N
Ph 8 S
N—N — Ph J\ Ph  MeCOH
’@\ -— SN=NT SN=NT
P NN ST A
FexCO)p
Ph
::‘..N
=
S N
“Ph

Figura 1.2.1.3 Formacado do tautbmero aciclico para mesoiénicos do tipo B.

Apés
de composto
mesomeéricas.

"betainas

diversos estudos tedricos e experimentais a definicdo
mesoibnico estd mais apropriada a similar de betainas
Sendo assim, o0S mesoibnicos tém sido descritos como

mesomeérico-conjugadas".
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A aplicagdo do conceito de betaina-mesomérica aos compostos
mesoibnicos  possui  limitacbes uma vez que sua distribuicdo
eletrbnica pode ser diferente dependendo das espécies e arranjo dos
atomos que constituem o anel e o0s heterodtomos exociclicos.

Com o rapido avan¢co nos ultimos anos das técnicas
espectroscopicas, novos conceitos e modelos Vvém sendo propostos
buscando solugBes quanto a definicAo estrutural de varias moléculas
organicas e, naturalmente, tais conceitos e modelos ora derrubam ora
somam-se aos ja aceitos anteriormente.

Com os mesoidnicos nao haveria de ser diferente, até por que,
a discussdo a respeito de estruturas definitivas para tais compostos €
bastante antiga.

Especificamente para 0s sistemas 1,3,4-tiadiazolio-2-
aminida e 1,3,4-triazo6lio-2-tiolato, alguns trabalhos tém sido
realizados com o intuito de propor solu¢cdes quanto as possibilidades
de formas candnicas viaveis. Montanari, em sua tese de
doutoramento (16), a partir de calculos teo6ricos semi-empiricos e ab
inito, R.M.N. de 13C e 15N apresentou uma nova proposta para a
representacdo do acido conjugado de 1,3,4-tiadiazolio-2-aminida  (9),
sugerindo ser essa a forma canbnica mais provavel para a descrigdo

desta molécula.

cl”

Figura 1.2.1.4 Representacdo do &cido conjugado 1,3,4-tiadiazélio-2-aminida
proposta por Montanari.
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Quanto ao sistema 1,3,4-triazélio-2-tiolato  valeria a  definicdo

classica sendo proposta a estrutura abaixo (10):

Figura 1.2.1.5 Representagdo do mesoidnico 1,3,4-triazolio-2-tiol proposta por
Montanari.

Através de analises por difracdo de raio-X Echevarria e
colaboradores propuseram a partir de experimentos para
determinacdo dos momentos dipolo (17), estudos cinéticos (18) e das
evidéncias espectroscopicas, que as cargas positivas em (11) e (12)
estdo substancialmente associadas com o &tomo de N-4, este ligado
ao grupamento fenila, onde a carga negativa, formalmente ligada ao
atomo exociclico esta substancialmente deslocalizada sobre 0
grupamento fenila e o N-3 e um pouco menos, mas ainda

significativamente sobre o hidrocloreto em (12).
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Cl

MeO

(11) (12)

+

4 N—N 3

MeO

(13)

Figura 1.2.1.6 Sugestdes feitas por Echevarria quanto a correta representacdo

das cargas sobre sistemas tiadiaz6lios e triazdlios.

Um ponto adicional de grande importancia é que 0 composto
mesoidnico (11) rearranja dando o isdmero (13) também considerado
mesoidnico, o qual é mais estavel. No rearranjo, o &tomo exociclico
de N de (11) se torna N-1 de (13), enquanto o &tomo S -1 de (11)
se torna o atomo exociclico de (13).

Pode-se supor a partir destas evidéncias que nos compostos
(11) e (12):
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(@) As ligacdes de N-3 a N-4 e S-1 a C-2 sdo mais préximas a
ligagcbes simples e que a ligacdo de S-1 a C-5 parece ser um pouco

diferente daquela de S-1 a C-2;
(b) A ligacdo de C-2 ao N exociclico tem carater substancial
de ligacdo dupla - provavelmente mais na base livre (11) do que no

seu &acido conjugado (12);

(c) As ligacBes C-5 a N-4 e C-2 a N-3 tém carater substancial

de ligacao dupla;

(d) N-4 tem carga positiva substancial, enquanto N-3 negativa.

Resultados preliminares dos calculos tedricos estdo de acordo

com as suposicbes das evidéncias quimicas e espectroscopicas(18:19),
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1.2.2 Nomenclatura dos Compostos Mesoibnicos

Existem algumas propostas na literatura para nomenclatura dos
compostos mesoibnicos. No entanto nem todas atingem o objetivo
final de um sistema de nomenclatura, ou seja, traduzir em texto a
estrutura de um composto definindo sua "identidade" sem
possibilidades de confundi-lo com outro qualquer.

A nomenclatura utilizada pelo Chemical Abstracts estd baseada
em normas convencionais da IUPAC, onde o0s mesoidnicos sdo tidos

como compostos derivados de hidréxidos anidros, por exemplo no
caso da sidnona:

Ph\
3/N 4 IJUPAC
ZN\}{O'— anidro-3-fenil-5-hidréxi-1-oxa-diazoélio-hidroxido
1

(3-fenilsidnona)

Figura 1.2.2.1 Nomenclatura utilizada pela IUPAC para uma sidnona.

Esta nomenclatura, no entanto, ndo ¢é satisfatéria, pois pode

confundir 0s mesoidnicos com betainas.



15

Além desta nomenclatura existem outras que surgiram  por
pequenas modificacbes das ja propostas. Neste trabalho utilizamos a
nomenclatura que nos parece mais adequada, ou seja: primeiramente
numeramos 0s atomos do anel mesoibnico a partir do hétero-atomo
gue contribui com o elétron-par para complementar o0 sexteto
aromatico; depois localizamos o0s substituintes, o0s hétero-atomos e
finalmente o hétero-atomo ou grupo de atomos exociclico ao anel

mesoidnico. No caso da 3-fenilsidnona portanto:

Ph
\
3/N 4 Nomenclatura Usada
zN\}{O_ 3-fenil-1,2,3- oxadiazolio-5-olato
1

(3-fenilsidnona)

Figura 1.2.2.2 Exemplo da nomenclatura utilizada neste trabalho.
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1.3 Sintese dos Sistemas Mesoibnicos

Existem 7 rotas gerais (15) conhecidas para sintese de compostos
mesoidnicos que possuem anéis heterociclicos de cinco membros.
Algumas delas no entanto também sao Uteis para sintese de sistemas

de anéis condensados e de seis membros. Essas rotas sdao:

1.3.1 Ciclodesidratacéo

Nesta rota usam-se acidos carboxilicos ou derivados que
possuam hidrogénio ligado ao carbono-a e ainda formem no meio
reacional um grupo de carater nucleofugitivo ligado ao carbono
carbonilico. Esta reacdo ¢é uma desidratacdo do &cido carboxilico
correspondente. Dependendo do sistema desejado poderdo  ser
usados agentes desidratantes como  dicicloexilcarbodiimida,  cloreto

de tionila, anidrido acético ou trifluoroacético, etc.

R>
R o je) o) le) o)
| I + 'rl\, - II\I
N OH B™
y N N
o” 2R Ry 2R Ry
B : base

Figura 1.3.1.1 Reacdo de ciclodesidratacdo para sintese de sistemas
mesoidnicos.
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1.3.2 Ciclizagdes Envolvendo Nitrilas

Neste caso a etapa de ciclizagdo envolve uma adicéo
nucleofilica ao grupo nitrila.

RN\\ l
T N + r?' ¢N N
- N N
/N\// RNGI ~ \/ HCl | || | rl; N
H,N R
1) cH,cocl
2) NaHCoO,
1) cHycocl
2) NaHCoO,
N
)
I
_ NS
CH;CON R

Figura 1.3.2.1 Reagdo de ciclizagdo envolvendo nitrilas.
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1.3.3 Ciclizacoes Envolvendo Tioacilhidrazinas N,N-substituidas

Consiste na ciclizagdo de hidrazinas N,N-substituidas com
fosgénio, tiofosgénio, cloretos de acidos, etc. sendo usado para

formacdo de sistemas mesoidnicos com diazo- ou triazo-anéis.

R NH,
\N/ _SYSYRZ ) T /ﬁ\

Rcocl N +
VK CSCl, ’ I + - \N K
R™ s N—"N_, |

R H
1) CH3I
lcoa2 Py T lCHsl 2) Rcoci
o S

)
7/ +

Figura 1.3.3.1 Ciclizagdo envolvendo hidrazinas N,N-substituidas.
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1.3.4 Formacao a Partir de Cations Heterociclicos

Cations heterociclicos podem ser usados na formacdo de
compostos mesoidnicos. Na maioria das vezes ocorre uma
desprotonagdo ou desalquilacdo de sistemas heterociclicos

quaternarios formando os sistemas mesoidnicos correspondentes.

\ HO" Br I|\I\N
N Br “ ’Il\‘+
HBr - AN
|
\ L N\N
’ |
BF4 EtO BF, _ ); NG

Figura 1.3.4.1 Formagéo a partir de cations heterociclicos.
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1.3.5 Interconversiao de Sistemas Mesoidnicos

Esta rota tem sido utilizada principalmente para sintese de
sistemas mesoidnicos de dificil obten¢do por outros métodos. Existem
varias maneiras de realizarmos a interconversdo, algumas delas

estdo esquematizadas abaixo:

R. _O_ _S R SO

ﬁﬁ \i( CHO0H \\ﬁ \lr A interconversdo ocorre
z/N N T N N

R R pelo simples aquecimento do

composto mesoidnico em

3 N § lpresenca de metanol ou etanol.

R_ _S NPh
B e Y
&

l
RYS 0 RYN s Empregando-se reagentes
N’+ ” PANCS Iy ”

) como dissulfeto de carbono,
HsC HsC ; . .
isocianato de fenila ou

isotiocianato de fenila,

, _
R\(O s realizamos a interconversdo, a
| —Zy Lo A i ‘ o
RZ/N o N ., |partir de reagdes de cicloadigéo.

Figura 1.3.5.1 Interconversdo de sistemas mesoidnicos.



21

1.3.6 Reac¢des de Espécies Binucleofilicas

Monoprotdénicas com 1,2-Bieletréfilos.

Eletrofilos bifilicos, como os cloretos de a-bromoacila, séo
utilizados nas reagbes com diferentes nucledfilos ambidentes. A partir
dessas reagdes pode ser obtida uma série de sistemas mesoidnicos

com uma grande variedade de substituintes.

S
/lk Ph Ph
R N~ ~

| N R R S R
H 0 — Y
Br\K[kCI e R s)\”/ N v |
. -
1 X Ph 0

+
RO S R R. _s R’
L1 w ]
o~ o

Figura 1.3.6.1 Reacdo de espécies binucleofilicas monoprotdnicas com
1,2-bieletréfilos.
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1.3.7 Reacdao de Anidroacilacédo da
1,4-Difeniltiossemicarbazida.

Esta reacdo é especifica para a sintese de sistemas do tipo
1,3,4-tiadiazdlio-2-fenilamina e 1,3,4-triazdlio-2-tiol, sendo a
formacdo de um ou outro produto derivada das condi¢cbes reacionais,

e ainda pode-se isomerizaro composto (A) ao composto (B).

Ph
\
N—N
Ph
E j\ Ph j\ / R/k@)\ﬂ/ (A)
Ph” \rrl T/ * R ai +HO
Y o lc(Base)
Ph
N
R/Q@)\S_ (B)
|

Ph

Figura 1.3.7.1 Reacdo de anidroacilagdo da 1,4-difeniltiosemi-carbazida.

Esta foi a rota escolhida no presente trabalho, sendo que
visamos mais a sintese dos sais heterociclicos do sistema 1,3,4-
tiadiazolio, sendo o0s mesmos obtidos na etapa anterior a adicdo da

base
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1.4 Fotoquimica : Alguns Aspectos BAasicos

1.4.1 Luz e Matéria

A natureza da luz é algo que impressiona o homem desde a
antiguidade. Ela figura como referencial religioso em varias culturas,
nas mais variadas etnias, sempre associada as divindades que de
alguma forma eram tidas como ‘“iluminadas", gracas ao seu potencial
gerador de vida. Biblicamente, o relato da criagdo inicia-se pela
frase: "E disse Deus: haja luz, e houve luz", e, apd6s o0 aparecimento
da luz, o surgimento da vida. Através desta descricdo, o argumento
do ceético ressaltaria a grande capacidade intuitiva e de observacao
inerentes a espécie humana, ao passo que o0 crédulo atribuiria a
revelacdo divina o fato, hoje inconteste, de que a vida, como nés a
conhecemos nao teria, provavelmente, surgido em nosso planeta sem
gue antes houvesse surgido a luz.

As plantas verdes, usando a luz solar como fonte de energia
através do processo de fotossintese, convertem dioxido de carbono e
agua em moléculas orgénicas associadas a vida; o oxigénio gasoso
também aparece como um dos produtos. Ao mesmo tempo, as planta
verdes reconstroem o0 mundo organico que € continuamente destruido
pelos organismos heterotroficos. A vida neste planeta, portanto, esta
na dependéncia completa da luz.

A fotossintese ndo é o Unico processo bioldgico influenciado
pela luz. A visdo de todos os animais é estimulada por energia
luminosa, que impressiona células especializadas em seus olhos. O
movimento de plantas e de certos animais para (fototropismo) ou
contra (fotofobismo) a Iluz e muitos outros fendémenos bioldgicos
ritmicos demonstram que a energia Iluminosa €& de importancia

preponderante no funcionamento dos organismos.
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A "luz" é comumente associada ao que pode ser visto pelo olho.
No entanto, o conceito real de luz ndo significa apenas a radiacdo
que é visivel a "olho nu". A distincdo entre os varios tipos de
radiacdo Iluminosa € feita por conveniéncia; todas as radiacbes do
espectro eletromagnético representam um Unico fendmeno e suas
distincbes sdo somente as de comprimento de onda e energia do
foton.

A principio julgava-se que a luz possuia um comportamento
corpuscular. lIsaac Newton observou que um raio de luz solar ao
passar por um prisma de vidro, se dissocia em suas cores
componentes: vermelho, alaranjado, amarelo, verde, azul e Vvioleta, e,
ao passar por um segundo prisma as luzes coloridas se recombinardo
dando Iuz branca. Deste experimento, Newton concluiu que a Iluz
branca é compostas de muitas cores que podem ser separadas em
unidades ou particulas distintas. Todavia, quando foi apresentada a
evidéncia de que os raios luminosos poderiam propagar-se de
maneira analoga as das ondas que se formam ao atirar-se uma pedra
sobre a superficie de um lago, a teoria corpuscular ou de particulas
foi rejeitada em favor de uma teoria ondulatoria.

Nao obstante, numerosos experimentos tém revelado que a Iluz
se assemelha a particulas materiais comuns. Observou-se que
quando a luz atingia placas de certos metais, eram emitidos elétrons
e que a velocidade destes ndo era influenciada pela intensidade da
luz, estando esta relacionada a quantidade de elétrons emitidos. O
efeito fotoelétrico levou Einstein a sugerir que a luz existe na forma
de particulas chamadas por ele de fotons ou quanta de energia.
Anteriormente Max Planck ao estudar a radiacdo emitida pelos corpos
quentes, descobriu uma  constante  fundamental que relaciona
frequéncia com energia. Essa constante, h, € necessaria para

fornecer as energias adequadas ao efeito fotoelétrico.
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A energia, E, de um féton pode ser calculada pela equacéo:

E = hv (equacdo 1)

onde v é a frequéncia e h é a constante de Planck. A freqiéncia tem
sua significacAo comum, normalmente expressa como 0 numero de
vibragdes por segundo.

Consideremos, a titulo de comparacdo, as ondas formadas na
superficie de um lago ao atirarmos uma pedra. Forma-se uma onda
proxima ao ponto de impacto. Se atirarmos pedras repetidamente,
formar-se-d0 ondas mdltiplas; quanto mais depressa atirarmos as
pedras, mais préximos estardo o0s picos de duas ondas contiguas.
Essa distancia entre os picos de duas ondas € o comprimento de
onda. A frequéncia é definida como sendo a divisdo entre a
velocidade de propagacdo sobre o comprimento de onda. Admitindo-
-se que a velocidade de propagacdo permaneca constante, € claro
que quanto menor for o comprimento de onda, maior € a frequéncia.
No caso da luz, podemos modificar a equacdo de energia de um féton

para a seguinte expressao:

E = hc/A (equagdo 2)

onde ¢ €& a velocidade de propagacdo da luz no vacuo
(= 3 x 1028 cm/s), e A é o comprimento de onda da luz em centimetros.
O valor de h é 6,624 x 1027 erg.sl. Através desta formula, podemos
portanto, calcular a energia relacionada a cada comprimento de onda
especifico de uma determinada radiagdo do espectro luminoso.
Observamos ainda que o traco de wunido entre as teorias da luz,
corpuscular e ondulatéria, reside no fato da energia dos fbétons ser

\

diretamente proporcional a frequéncia das ondas luminosas.
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1.4.2 Estados Excitados da Molécula

A matéria interage com a luz considerando-se a forma como o0s
elétrons presentes em wuma determinada substancia sdo afetados por
uma radiagdo Iuminosa de comprimento de onda especifico. A
impossibilidade de se afirmar a posicdo exata de um elétron em
relacdo a um nucleo de um atomo qualquer (principio da
incerteza de Heinsemberg), associada ao fato de que este elétron
existe em algum ponto ao redor deste ndcleo, e ainda, atribuindo-se a
este  um carater corpuscular e ondulatorio, fez com que Schrdédinger
propusesse que a distribuicAo dos elétrons em torno do ndcleo fosse
considerada de forma estatistica. Ou seja, quanto a probabilidade de
um determinado elétron se encontrar num determinado tempo
infinitesimal numa regido especifica ao redor do nucleo. E ainda,
através da associacdo do comportamento do elétron com o
comportamento ondulatorio  (postulado de de Broglie), determina-se
o movimento deste elétron baseado em equacdes de onda. A juncgdo
do fator estatistico (relacionado ao principio da incerteza) e do fator
mecanico (equacfes de onda) esta expressa na famosa equacdo de

Schroédinger:

H ¥ (xvy,z2)=E. Y (X,y,2) (equagdo 3)

onde WY representa uma equacdo de onda relacionada a uma
determinada regido no espaco tridimensional onde existe a
probabilidade de se encontrar um determinado elétron (é a esta

regido que chamamos de orbital)) E é a soma das energias cinética e

potencial de uma particula e H é o operador hamiltoniano introduzido

durante a deducdo desta equacao.
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Ndo € de nosso interesse um aprofundamento em mecénica
qguantica, sendo que obviamente lancaremos mé&o de alguns conceitos
caso sejam necessarios a uma argumentacdo teorica.

Na forma como esta descrita acima, a equacdo de Schrodinger
ndo relaciona a variavel tempo podendo portanto ser utilizada
somente considerando-se estados estacionarios. Variacoes desta
equacdo relacionando a variavel tempo ao estado de energia do
elétron podem ser utilizadas para compreendermos o0s estados
transitorios de um elétron apos absorver energia oriunda de um foton.

Os estados de energia de um elétron estdo associados ao tipo
de orbital que o elétron pode ocupar apés a irradiacao.

Tal interacdo relaciona-se tanto com a natureza corpuscular
quanto ondulatéria da luz. O féton ao se "chocar" com um elétron
transfere sua energia fazendo com que este elétron passe de um
estado de energia fundamental para um excitado. A passagem de um
elétron do estado fundamental ao excitado ndés chamamos de
transicbes. As transicbes correspondem a excitacdo de um elétron de

um orbital molecular totalmente ocupado (usualmente um orbital p
ndo ligante ou um orbital p ligante) a um orbital de energia superior
(geralmente o primeiro orbital antiligante p* ou s¥*).

A energia total de uma molécula corresponde a soma de suas
energias de ligagdo ou energia eletrbnica, vibracional e rotacional, e
quando uma molécula absorve radiacdo, sua energia aumenta em uma
quantidade igual a cedida pelo foton como expressa a equacdo (1).

Se uma molécula absorve um foton de uma fonte que irradia na
regido do ultravioleta (VIS), suas energias eletrbnica, vibracional e
rotacional serdo modificadas. Ap6s a absorcdo, a molécula excitada
pode voltar ao seu estado fundamental devolvendo o0 excesso de
energia na forma de calor (emissdo nao radiativa) ou como radiacdo

fluorescente e fosforescente (emissdes radiativas).
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Uma forma muito util e simplificada para visualizarmos estas

transicées é através do Diagrama de Jablonski®®:

Figura 1.4.1 Diagrama de Jablonski = onde: “i¢” indica “conversdo interna’

(do inglés internal conversion); “isc¢c” “cruzamento intersistema” (intersystem
crossing); “a” e “a” absor¢do de luz; “f" e “p” emissdo via fluorescéncia e

fosforescéncia respectivamente.
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O processo de absorcdo de energia pode, em alguns casos, ser
descrito pela lei de Lambert-Beer, a qual estabelece que a fracdo de
luz incidente que é absorvida por uma amostra, € proporcional ao

nimero de moléculas encontradas em seu caminho.

Esta lei € expressa como:

logl0 (lo/l) = el. ¢ = A (equacédo 4)

onde lo/l representa a razdo entre a fracdo de luz que incide sobre

uma determinada amostra e a que emana ao final do caminho

percorrido pela luz (caminho Optico), ou a absorbancia propriamente
dita (A); & €& o coeficiente de absor¢do; c, a concentracdo do soluto
e | o comprimento da cubeta. Se c se expressa em moles por litro (M)
e | em centimetros, o coeficiente de absorcdo passa a ser

denominado como coeficiente de extincdo molar.

A lei de Lambert-Beer no entanto é falha. Hoje em dia sabe-se
gue a densidade o6tica de uma determinada solucdo varia de acordo
com a concentracdo do soluto consequentemente variando @ seu
coeficiente de extingdo molar. Os desvios podem estar associados a
uma série de causas como por exemplo: associacdo molecular do
soluto a altas concentracdes; ionizacdo do soluto no caso de acidos,
bases ou sais; fluorescéncia do soluto; etc.

A lei de Lambert-Beer s6 pode ser utilizada para determinacdes
guantitativas, uma vez comprovada sua validade <caso a caso,
considerando-se o0 solvente e o intervalo de concentragbes utilizados.

No presente trabalho, gracas ao carater exploratério do mesmo,
nosso interesse foi qualitativo sendo portanto considerada a lei para
os calculos pertinentes. Um tratamento mais aprofundado pode ser

consultado na referéncia (21).



A fluorescéncia € o processo de emissdo de luz que acompanha
a transicdo espontdnea de uma molécula ou de um &tomo. Quando a
molécula absorve Iluz, ela pode passar do seu estado singlete
fundamental (So), a um estado excitado (Si, S2, S3, Ti, T2, Tg;
observar no diagrama de Jablonski) o qual sofre desativacdo por
mecanismos diversos, como, por exemplo, transferindo parte de sua
energia de excitagdo por colisio com outras moléculas (decaimento
nado radiativo), ou por emissdo de radiacdo luminosa (decaimento
radiativo), que acompanha a transicdo do estado excitado até os
niveis de vibracdo do estado fundamental. Este processo de emissdo
se denomina luminescéncia, e pode ocorrer diretamente em um tempo
da ordem de 10 segundos, ou através de um estado metaestavel em
um intervalo de tempo muito maior (da ordem de ~103 segundos). O
estado metaestavel possui menor energia que o0 estado singlete
excitado e recebe o nome de ‘“estado triplete" sendo representado
pela letra T com seus respectivos indices relacionados aos niveis de
energia atingidos. O primeiro processo se denomina fluorescéncia e o
segundo fosforescéncia(9).

Quase todas as substancias que possuem absorcdo seletiva séo
luminescentes; e com uma eleicAo cuidadosa das condi¢des fisicas e
quimicas, pode se observar emissdo radiativa em todos o0s estados da
matéria. Nos soélidos e liquidos, as moléculas excitadas perdem
facilmente parte de sua energia absorvida na forma de calor em
funcdo dos choques com outras moléculas. A lei de Stokes, baseada
neste fato, estabelece que o comprimento de onda de emissao

fluorescente tem de ser maior que o comprimento de onda da luz de
excitagao(?2),
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A  fluorescéncia normal bem como a fosforescéncia sao
processos monomoleculares que decaem de acordo com a |lei

exponencial:

| = lo. exp.(-t/t) (equagdo 5)

onde | é a intensidade da luz de emissdo no tempo t apds cessar a

excitacdo, com luz de intensidade lo, e t© é o periodo médio de
decaimento, que representa o0 tempo requerido para que a
intensidade da emissdo varie em 1/exp.(/o).

A  fluorescéncia pode ser fortemente afetada por fatores
quimicos e fisicos que interfram na emissdo de um determinado
composto provocando uma diminuicdo da intensidade, duragcdo da
emissdo ou alargamento das bandas no espectro. Este fendmeno
recebe o nome de supressdo (quenching) da fluorescéncia. A
presenca de porcbes da molécula que possam dissipar a energia de
excitacdo na forma de calor, também contribui para um processo de
reducdo da intensidade de fluorescéncia. Um exemplo que pode ser
citado é o nitro benzeno, onde a presenca do grupamento NO;

simplesmente anula a fluorescéncia apresentada pelo anel aromatico
ndo substituido(?3).
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Os principais mecanismos de supressdo podem ser descritos de

forma simplificada como sendo:

eSupressdo por transferéncia de energia = quando uma
molécula quencher (Q) no seu estado fundamental, aproxima-se de
uma outra molécula qualquer em seu estado excitado (M*), e, sendo a
energia do estado excitado do supressor (Q*) menor que a de M*,
ocorre transferéncia de energia de M* para Q segundo o0 esquema

abaixo:

M+ Q 5> M + QF

processos de desativacdo radiativos e ndo radiativos de Q* para Q

complementam o processo de supresséo;

eSupressao por transferéncia de elétron = moléculas neutras
podem ser ionizadas a partir da interacdo de uma delas no estado
excitado M* com outra no estado fundamental Q, sendo que o retorno

a neutralidade ocorre de forma ndo radiativa:

M* + Q - M* + Q- —- M + Q (+ energia)

*Efeito do &tomo pesado = o efeito do &atomo pesado ¢é
observado quando temos um atomo de alto peso molecular
diretamente ligado a molécula com  propriedades luminescentes

(efeito interno), ou no ambiente préximo a mesma (efeito externo);
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eSupressdo paramagnética = campos magnéticos externos
oriundos de moléculas com propriedades paramagnéticas possuem
um efeito similar ao do Aatomo pesado. A molécula de 302 é uma

espécie paramagnética das mais comuns para a observacdo deste
efeito;

eSupressdo por concentracdo = 0 incremento na concentragdo
de soluto, em alguns casos, promove a supressdao de fluorescéncia
por mecanismos ainda pouco esclarecidos. Supde-se a formacdo de
um eximero (dimero formado pelo estado excitado com o fundamental
para o mesmo tipo de molécula) instavel que se dissociaria sem

emissao de luz:

M* + M & MM* - M + M (+ energia)

Os espectros de emissdo de fluorescéncia, podem fornecer-nos
informagdes importantes quanto a natureza de um determinada
molécula, sendo da mesma natureza que as do espectro de

absorcéo.
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1.4.3 Estudos de Fluorescéncia de DNA

A natureza dindmica da ligacdo de micro moléculas a
biopolimeros, representa uma &rea de ativas investigacbes. Estudos
dirigidos através da modelagem de reagentes, de conformacdes e
sitios  especificos prevé rotas sintéticas como um meio para
desenvolver sondas quimicas sensitivas. Um exemplo simples ¢é dado
pela intercalacdo de heterociclos no DNA. A intercalagdo, por
exemplo de um corante, entre o0s pares de bases nitrogenadas
adjacentes € particularmente favorecida por espécies carregadas
positivamente e quando possuem unidades aromaticas planares. Os
intercaladores tendem a ser fortemente mutagénicos e alguns tém
demonstrado promessa de atividade quimioterapéutica(?4),

Recentemente o0 reconhecimento da sequéncia do DNA por
drogas como também por micro moléculas que sdo conjugadas a
peptideos ou oligonucleotideos sdo de grande interesse. Estudos da
interacdo com varias destas pequenas moléculas sdo valiosos para
buscar a sintese racional de drogas.

Moléculas providas de carga positiva possuem uma afinidade
muito grande pela cadeia de fosfato do DNA através de interacles
eletrostaticas. Sistemas = tendem ase locomover entre as bases
pareadas, intercalando-se a dupla hélice do DNA interagindo desta
forma com o interior da cadeia(®®,

Trabalhos com complexos de ruténio demonstraram uma
capacidade de intensificacao das bandas de emissdo de
fluorescéncia tanto dos compostos de ruténio quanto da biomolécula

ap6s a adicido de DNA de timo de bezerro(26),
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As informacdes, tanto quantitativas quanto qualitativas oriundas
da interpretacdo dos espectros de emissdo, fornecem importantes
dados quanto a estrutura do DNA ajudando-nos a descrever a
natureza das interacbes possiveis entre a cadeia do &cido nucleico e
toda sorte de micromoléculas que apresentem caracteristicas de
intercalacdo entre a dupla hélice. Os mecanismos de supressdo, no
entanto, s6 podem ser devidamente esclarecidos através de medidas
quantitativas7),

Medidas qualitativas de emissdo de fluorescéncia sdo utilizadas
para indicar, sem sombra de ddvida a possibilidade, ou ndo, de um
determinado composto vir a ser utilizado como sonda em materiais

biolégicos, indicando, por exemplo, possiveis interacdes entre o DNA
e a micromolécula(8.29),
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1.4.4 Fotoquimica dos Mesoibnicos

Até o presente momento ndo foi relatado nenhum trabalho na
literatura especifico quanto a fotoquimica e/ou fotofisica para os
sistemas  mesoibnicos  1,3,4-tiadiazolio-2-aminida  ou  1,3,4-triaz6lio-2-
tiolato. No entanto alguns trabalhos (16,30) citam a possibilidade de que
0S sistemas 1,3,4-tiadiazdlio-2-aminida sofram Isomerizacao
fotocatalizada formando o sistema 1,3,4-triaz6lio-2-tiolato.

Sem duavida alguma, os sistemas que mais foram estudados
fotoquimicamente foram as sidnonas.

A irradiacdo destes tipos de compostos no estado estacionario,
tanto a temperatura ambiente quanto a baixa temperatura leva a
eliminacdo de fragmentos reativos tais como nitrilaminas,®%),

Estudos por fotélise de pulso em sidnonas e derivados
mostraram que estes compostos, em solugcdo, formam estado triplete
excitado por transferéncia de energia de doadores convenientes, 0s
quais apresentam tempo de vida em torno de 1us. Tais tripletes sé&o
fotoquimicamente inativos, ndo levando a formacdo de nitrilaminas.
Por outro lado, estudos de supressdo de tripletes de sidnonas por
oxigénio mostraram a formacdo de oxigénio singlete em rendimentos
quantitativos(®2).

A geracdo de 10, é de fundamental importancia pois sabe-se
que moléculas de DNA sdo quebradas pela reacdo com o oxigénio
singlete(33:34),  Estudos mais recentes comprovaram que o0 estado
triplete excitado de alguns compostos mesoibnicos € suprimido por
oxigénio, via mecanismo de transferéncia de energia(32),
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2. PARTE EXPERIMENTAL

2.1 Aparelhos e Materiais

2.1.1

Aparelhos

a) Espectrometros

i) Os espectros de ressonancia magnética nuclear foram obtidos
em espectrometro Bruker modelo AC 200, operando a 200 MHz
para 1H e 50,3 MHz para 13C.

i) Os espectros na regido do infravermelho foram obtidos em
espectrometro  Perkin  Elmer 1420, calibrado com filme de
poliestireno a 1600 cm™l.

i) Os espectros de absor¢cdo na regido do UV/VIS foram obtidos

em espectrometro modelo DMS-80 da Varian.

i) Os espectros de fluorescéncia foram  obtidos em

espectrofluorimetro  Hitachi modelo F 4500.

b) Pontos de Fuséo

Os pontos de fusdo foram determinado utilizando-se aparelho

MEL-TEMP 1l com tubos capilares, e ndo foram corrigidos.
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Foi utilizado o software MicroCal Origin 2.8 for Windows em um

microcomputador tipo PC-486 (100MHz) para confeccdo dos

correspondentes aos espectros de UV/VIS e fluorescéncia.

2.1.2 Materiais

a) Solventes

graficos

i) Todos o0s solventes utilizados nas sinteses, recristalizacdes e

cromatografia em camada fina foram de grau PA, sendo os

seguintes: éter, benzeno (ambos da Merck),1,4-dioxano,

etanol,

metanol e diclorometano (todos da VETEC). Os solventes

utiizados na reacdo de Grignard e nas cromatografias

devidamentes  purificados(3®),

i) As solucdes para as determinacdes espectroscopicas

preparadas com o0s seguintes solventes:

- RMN de 'H e 3C = em CDCls;
Infravermelho = foram utilizadas pastilhas de KBr;

- UVv/VIS e Fluorescéncia = em acetonitrila

foram

foram

(grau

espectroscopico) da marca Aldrich para os compostos MICOS e
BMICOS; solucdo tampdo de fosfato 1 mM (pH 7,0) e 5mM de

Nap,SO4 (preparada com agua recém destilada e deionizada)

para o0 DNA de timo de bezerro.



39

2.2 Sinteses

2.2.1- Sintese da 1,4-difeniltiossemicarbazida

H S
/ L
N + N—C—S§ —» N
\ o
NF H H

Utilizou-se um baldo de 250 ml com trés bocas e agitacéo
magnética ao qual foram adicionados 7,10 mmoles (7ml) de
fenilhidrazina acrescido a seguir de 5,32 mmoles (6,3ml) de
isotiocianato de fenila derramado em pequenas fracbes. A reacdo €
bastante  exotérmica ocorrendo quase instantaneamente sendo 0
produto cristalizado assim que € formado.

Os cristais foram entdo filtrados e lavados a frio com tolueno
seguido de éter etilico. Foram obtidos 10g de cristais brancos com
P.F.: 175-176°C (lit.:(®®)= 176°C) e rendimento bruto de 94%.



40

2.2.2 - Sintese do acido «a-naftdico
Br O OH
9 Mg
2 CO;
OO 9 H,S0, (aq.) ©©
—_——
Eter seco

O acido oa-naftéico foi preparado através da sintese de
Grignard.

Utilizou-se um baldo de 100ml com trés bocas
(com condensador de refluxo, funil de adicdo e tubo dessecador) e
agitacdo magnética, ao qual foram adicionados raspas de Mg seco,
um cristal de I, 5ml de éter seco (CaClp,, Na) e 3.54 mmoles de
o-bromonaftaleno (0,5ml). A mistura foi ligeiramente refluxada dando
inicio a reacdo, sendo adicionada a seguir, aos poucos, uma solucéo
de 6,5 ml de o-bromonaftaleno em 30 ml de éter seco. Ap6s duas
horas de reagcdo a mistura foi novamente refluxada por mais 40
minutos. Findo este tempo, foram adicionados mais 30 ml de benzeno
seco (CaCly/Na) ao liquido morno, com o0 intuito de solubilizar
completamente o reagente de Grignard. O baldo foi entdo resfriado
em banho de gelo e sal. Nesta etapa o funil de adicdo foi entao
substituido por um termdémetro (com o bulbo imerso no meio
reacional). Quando a temperatura caiu a -7°C, introduziu-se CO;
(oriundo de um gerador com KyCOz + HCI) pelo tubo dessecador
onde foi feita uma adaptacdo para que o gés fosse borbulhado na
solucdo contendo o reagente de Grignard. O fluxo do gas foi
constantemente controlado visando impedir que a temperatura do
sistema ndo ultrapassasse o0s -2°C. ApO6s mais duas horas de reacdo
a solucdo foi tratada com H,SO4 a 25% em 4&gua até o consumo total

do Mg residual.
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A camada aquosa foi entdo lavada com trés por¢cdes de 30 ml de
éter, sendo o0s extratos etéreos reunidos e tratados com solucdo de
NaOH a 25% em agua. Os extratos alcalinos (pH =~ 14) foram entéo
acidificados com solugdo de HySO4 a 50% em Aagua, precipitando
entdo o &cido a-naftdéico, que foi filtrado a vacuo e lavado com &gua
gelada. Foram obtidos assim 4,7g de produto sendo o rendimento
bruto de 54,7%. O acido foi recristalizado em tolueno a quente
obtendo-se cristais branco acinzentados com P.F.: de 159°C
(Lit(3%).: 160°C).

Obs.: O &cido foi caracterizado por RMNIH e RMNIC (Figuras 3.2.32

e 3.2.33 respectivamente).

2.2.3 - Sintese do cloreto de a-naftoila

O OH o Ci

Colocou-se em um baldo de 25 ml com agitagdo magnética,
11,6 mmoles (2,0 g) do acido a-naftéico mais 48,0 mmoles (6ml) de
SOCI2. Refluxou-se por 5 horas até que todo o acido fosse convertido
no respectivo cloreto. O SOCI, foi entdo evaporado a pressao
atmosférica obtendo-se como produto 1,98g de um Oleo amarelo

alaranjado. O rendimento da reacdo foi de 90%.
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2.2.4 - Sintese do cloreto de «a-naftilacetoila

OH Cl

O o]

Colocou-se em um baldo de 50 ml com agitacdo magnética,
10,7 mmoles (2,0 g) de acido a-naftilacético mais 48,0 mmoles (6ml)
de SOCI, em 20ml de benzeno anidro (CaCly/Na). Refluxou-se por 4
horas. O excesso de SOCIl, e o benzeno foram destilados a presséo
atmosférica ficando ao final um O6leo amarelo alaranjado escuro, que,
por cromatografia em camada fina (eluente CH»Cl,/MeOH, 9:1),
demonstrou haver &cido ndo reagido. O 0dleo foi entdo destilado a
vacuo (2,5 mmHg) sendo o seu ponto de ebulicdo registrado em
111°C. Obteve-se ao final da destilacdo 9,63 mmoles (1,97g) de um
o0leo alaranjado, com pureza confirmada por cromatografia. O

rendimento foi de 90%.
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2.2.5 - Sintese do cloreto de «a-pirenitacetoila

8© + o o @OQ

Colocou-se em um baldo de 25 ml com agitacdo magnética, 1,92
mmoles (0,5 g) de &cido a-naftilacético mais 24,0 mmoles (3ml) de
SOCIl, em 10ml de benzeno anidro (CaCly/Na). Refluxou-se por 6
horas. O excesso de SOCI, foi destilado a pressdo reduzida ficando
ao final uma solucdo amarelo esverdeada do cloreto de &cido em
benzeno anidro, que, por cromatografia em camada fina (eluente
CH,Cl»/MeOH 9:1), demonstrou ndo haver mais acido. O produto foi
mantido em solugdo por ser altamente hidrolizavel. O rendimento foi
estimado apds a sintese heterociclo correspondente (2.2.7.4) ficando

em torno de 80%.

2.2.6 - Sintese do cloreto de cinamoila
O
C L<\ + S0Cl, — o
OH
cl

Colocou-se em um baldo de 25 ml com agitacAo magnética, 12
mmoles (1,8 g) de acido cinamico mais 48,0 mmoles (6ml) de SOCI,.

A reacdo foi mantida a uma temperatura de 50°C durante 4 horas.
O excesso de SOCI, foi destilado a pressdo reduzida ficando ao final
um 6leo amarelo esverdeado. O produto obtido foi utilizado

imediatamente sem ser purificado.



44

2.2.7 Sintese dos Heterociclos do Sistemas

1,3,4-Tiadiazolio-2-fenilaminas

Tabela 2.2.7.1 Esquema geral para sintese, pontos de fusdo e rendimentos
obtidos para os cloridratos do sistema 1,3,4-tiadiaz6lio-2-fenilaminas.
1 ci™
1,0 1 Qe
OFEY s e AN
H
T t
@‘NHI.\]HQ * S:C:N@

COMPOSTO X = R (%) P.F. (°C)
MICO-1 _@ 90 260
MICO-2 ’ 85 320
MICO-3 ; 70 286
MICO-4 @ 81 >400
MICO-5 —\\—© 68 192

Obs.:Ao final de cada descricdo experimental sdo definidas, previamente, as absorgoes
espectroscopicas de RMN H e IV (principais bandas), sendo os espectros indicados por figuras ao final

da tese.
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2.2.7.1 Sintese do cloreto 4.5-difenil-1,3,4-tiadiazélio-
-2-fenilamina (MICO-1)

Colocou-se em um baldo de 50 ml com agitagdo magnética,
4,00 mmoles (0,58 g) de cloreto de benzoila mais 4,00 mmoles de
1,4-difeniltiosemicarbazida (1,00 g) em 25ml de 1,4-dioxano anidro,
refluxando-se a solugdo por 4 horas. Quase imediatamente apds
cessar o refluxo, formaram-se cristais amarelo claros. A solugéo foi
entdo deixada em repouso por 12 horas ocorrendo assim a
precipitacdo de todo o produto. Os cristais foram filtrados a vacuo e
lavados com 3 por¢cées de 15ml de 1,4-dioxano gelado. Apesar da
pouca  solubilidade destes compostos em  solventes  organicos
comuns, foi feita wuma recristalizacdo em mistura proporcional de
CH,CI,/EtOH obtendo-se assim 1,46g de cristais amarelo claros que
foram filtrados e secos em dessecador a vacuo. O ponto de fusdo fo
de 260°C (lit (18 260°C) e o rendimento bruto 90 %.
[IV(cm) - 3050 (vC-H Ar); 2750 (vN-H),1610 (vC=C Ar.);
1570 (v C=N)];(Fig.3.2.26)
[RMNIHS (ppm) 7, 72-7, 74 (m); 12,92 (s)] (Fig.3.2.32)



46

2.2.7.2 Sintese do cloreto 4-fenil-5-o-naftil-1,3,4-
-tiadiazolio-2-fenilamina  (MICO-2)

Colocou-se em um baldo de 50 ml com agitacdo magnética, 10,4
mmoles (1,98 g¢g) de cloreto de a-naftoila mais 10,4 mmoles de
1,4-difeniltiossemicarbazida (2,540 g) em 25ml de 1,4-dioxano
anidro, refluxando-se a solucdo por 4 horas. A solucdo foi entdo
deixada em repouso por 12 horas ocorrendo assim a precipitacdo de
todo o produto. Os cristais foram entdo filtrados a vacuo e lavados
com 3 porcbes de 15ml de 1,4-dioxano gelado. Foi feita uma
recristalizagdo em mistura proporcional de CH,CIl,/EtOH obtendo-se
assim cristais amarelo claros que foram filtrados e secos em
dessecador a vacuo. O ponto de fusdo foi determinado em 320°C e o
rendimento bruto 85%.

[IV(cm?) 3050 (vC-H Ar); 2750 (vN-H);1610 (vC=C  Ar.);
1570 (v C=N)];(Fig.3.2.27)
[RMNIH & (ppm) 7,72-7,74 (m):; 12,92 (s)] (Fig.3.2.34)
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2.2.7.3 - Sintese do cloreto 4-fenil-5-a-naftometil-1,3,4-

-tiadiazolio-2-fenilamina (MICO-3)

Colocou-se em um baldo de 50 ml com agitacdo magnética, 9,67
mmoles (1,97g) de cloreto de «-acetilnaftoila mais 9,67 mmoles de
1,4-difeniltiossemicarbazida (2,33g) em 25ml de 1,4-dioxano anidro,
refluxando-se a mistura por 4 horas. A solucdo foi entdo deixada em
repouso por 12 horas ocorrendo assim a precipitacdo de todo o
produto. Os cristais foram entdo filtrados a vacuo e lavados com 3
porcdbes de 15ml de 1,4-dioxano gelado. Foi feita uma recristalizacdo
em mistura proporcional de CH,CI,/EtOH obtendo-se assim cristais
brancos ligeiramente rosados que foram filtrados e secos em
dessecador a vacuo. O ponto de fusdo foi determinado em 286°C e o
rendimento bruto foi de 70%.

[IV(em-1) -3050 (v-H Ar.); 2750 (vN-H); 1610 (vC=C Ar.);
1470 (8CH,); 1570 (v C=N)];(Fig.3.2.28)
[RMNIH & (ppm) 4,97(s); 7,72-7,74 (m); 12,92 (s)] (Fig.3.2.36)
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2.2.74 - Sintese do cloreto 4-fenil-5-a-pirenometil-1,3,4-

-tiadiazoélio-2-fenilamina (MICO-4)

Colocou-se em um baldo de 50 ml com agitacdo magnética,
uma mistura de 1,92 mmoles (0,53g) (estimado da reacdo 2.2.5) do

cloreto do &cido a-pirenilacético em  benzeno  anidro, mais
1,92 mmoles de 1,4-difeniltiossemicarbazida (0,47g) em 25ml de
1,4-dioxano anidro, refluxando-se por 4 horas. A solucdo foi entéo
deixada em repouso por 12 horas ocorrendo assim a precipitacdo de
todo o produto. Os cristais foram entdo filtrados a vacuo e lavados
com 3 por¢cbes de 15ml de 1,4-dioxano gelado. Foram feitas duas
analises em camada fina (eluentes = CH,Cl,/MeOH 9:1 e acetato
de etila, respectivamente) constatando-se que o0 produto precipitou
completamente puro. Obteve-se assim cristais verde claros que foram
fitrados e secos em dessecador a vacuo. O ponto de fuséo
apresentou-se acima de 400°C. O rendimento foi determinado
evaporando-se a mistura de solventes (1,4-dioxano + benzeno) sendo
recuperados  1,54mmoles (94mg) correspondentes a 19,5% de
1,4-difeniltiossemicarbazida ndo consumida na reacdo, sendo que
todo o cloreto do acido precursor foi consumido. Portanto o
rendimento foi de 80,5%.

[IV(em-1) -3050 (vC-H Ar.); 2750 (vN-H); 1610 (vC=C Ar.);
1470 (3CH,):; 1570 (v C=N)];(Fig.3.2.29)



49

2.2.7.5 Sintese do cloreto  4-fenil-5-estiril-1,3,4-
-tiadiazolio-2-fenilamina (MICO-5)

Colocou-se em um baldo de 50 ml com agitacdo magnética,
12,0 mmoles de cloreto de cinamoila (1,999) mais 12,0 mmoles de
1,4-difeniltiossemicarbazida (2,93g) em 25ml de 1,4-dioxano anidro.
A solucdo foi deixada em agitacdo, a temperatura ambiente, por
24 horas ocorrendo a precipitacdo do produto logo apds cessar a
agitacdo. Os cristais foram entdo filtrados a vacuo e lavados com
3 porgcbes de 15ml de 1,4-dioxano gelado. Foram feitas
recristalizbes em mistura proporcional de CH,CIl,/EtOH obtendo-
-se assim cristais amarelos que foram filtrados e secos em
dessecador a vacuo. O P.F. foi determinado em 192 °C
(Lit.: 192 °CB0), e o rendimento bruto foi de 68%.
[IV(cml) - 3050 (vC-H Ar); 2750 (vN-H); 1610 (vC=C Ar.);
1570 (v C=N)];(Fig.3.2.30)
[RMNIH & (ppm) 7,18-7,69 (m); Ha 7,60; HB 6,83; 12,92 (s)]
(Fig.3.2.38)
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2.2.8-Sintese  do Cloreto de 1,45-trifenil-1,3,4-triazolio-
-2-tiol (MICO-6)

@QEQ ’ @/@\SH
SR

Em um baldo de 50 ml foram postos 2,78 mmoles (1,02g) do

Q R

composto MICO-1 em 25 ml de piridina recém destilada refluxando-se
por 3 horas. Obtiveram-se assim 1,67 mmoles (0,61g) do produto na
forma de cristais brancos que foram filtrados a vacuo e lavados com

éter gelado. O ponto de fusdo foi determinado em 332°C
(Lit.: 335°C (18)), e o rendimento foi de 60%.

[1V(cm-1) -3050 (vC-H Ar.); 1610 (vC=C Ar.);
1570(v. C=N)];(Fig.3.2.31)
[RMNIH & (ppm) 7,02-7,33 (m)] (Fig.3.2.40)
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2.3 Preparacbes das Solucdes para Espectroscopia no
UVIVIS e Fluorescéncia

2.3.1 Solucbes dos sais heterociclicos e mesoibnicos
(bases livres)

Foram reaizadas varias pesagens, tanto na preparacdo das
solucdes para o UV/VIS quanto para fluorescéncia. O procedimento
consistiu na dilulcdo dos sais heterociclicos em baldes volumétricos
utilizando-se sempre Acetonitrila (grau espectroscopico) como
solvente. Desta forma foram atingidas concentracBes diversas.

Nos espectros de UV/VIS e fluorescéncia das bases livres as
solucbes das mesmas foram preparadas a partir da adicdo de 150 pl
de NaOH 0,78 M em agua as solu¢cdes dos seus respectivos 4acidos
conjugados.

Nas duas tabelas abaixo estdo representadas as concentracdes
dos sais e bases livres para obtencdo dos seus espectros de UV/VIS

e fluorescéncia.



Tabela 2.3.1.1 Concentragdes das solugdes dos sais, em acetonitrila,

utilizadas na obtengdo dos espectros de UV/VIS e fluorescéncia.

CONCENTRAGAO

COMPOSTO uUvi/ivis FLUORESCENCIA
MICO-1 5,47 x 107 5,47 x10™°
MICO-2 476 x 107 481 x 10"
MICO-3 6,04 x 10° 465x 10
MICO-4 desconhecida desconhecida
MICO-5 1,63 x 107 510 x 107
MICO-6 3,26 x 10° 547 x 107

Tabela 2.3.1.2 Concentragdes das solugdes

das bases livres,

em

acetonitrila, utilizadas na obtencdo dos espectros de UV/VIS e fluorescéncia.

CONCENTRAGAO

COMPOSTO Uv/VvIS FLUORESCENCIA
BMICO-1 2,01 x 107 6,04 x 10°°
BMICO-2 1,74 x 107° 5,24 x 10
BMICO-3 1,70 x 10 5,08 x 10™*
BMICO-4 desconhecida desconhecida
BMICO-5 1,90 x 10 5,60 x 10
BMICO-6 2,01 x 107 6,04 x 10°°
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2.3.2 Solugbes de DNA X sais heterociclicos e bases

livres

A solucdo de DNA de timo de bezerro foi preparada
adicionando-se 5mg do acido a uma solugdo tampdo de fosfato
1 mM (pH 7,00 e 5mM de Na2SO4 (preparada com agua recém
destilada e deionizada). A concentracdo do acido nucleico foi
calculada baseando-se no valor do seu coeficiente de extingdo
molar (e) que é de 6600 M1 €M1 7 260 nm (7 sendo

determinada desta forma em 2,28 x 10° M (A260 = 0,163).

Os espectros de fluorescéncia do DNA X sais heterociclicos
e mesoibnicos foram obtidos a temperatura e  pressao
constantes (22°C a 1 atm), adicionando-se a 3ml da solucdo de
DNA duas porgbes consecutivas de 50 e 150 ml das solugdes
descritas nas tabelas acima, sendo obtidos dois espectros por

composto;

As concentracbes dos compostos, por experimento, com 0

DNA estdo expressas nos respectivos espectros em anexo.
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2.4 - Preparacdo das bases livres (Mesoidnicos)

As bases livres foram preparadas a partir da adicdo de 150 pl
de NaOH 0,78 M em &gua as solucdes de seus respectivos acidos em
25ml de acetonitrila (grau espectroscOpico). As concentracdes das

solucbes estdo expressas na tabela abaixo:

Tabela 2.4.1 cConcentragbes das solugdes dos sais heterociclicos, em

acetonitrila, ao se adicionar solugdo de NaOH 0,78 M.

COMPOSTO CONCENTRAGAO
MICO-1 5,47 x 10° M
MICO-2 4,81 x10"M
MICO-3 4,65x 10*M
MICO-4 Indeterminada
MICO-5 5,10 x 10*M
MICO-6 5,47 x 10 M

As bases livres ndo foram isoladas, sendo caracterizadas pelos
seus espectros no UV/VIS, sendo ainda observada a alteragcdo da

coloracdo das solucgdes.
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Na tabela 2.4.2 estdo representadas as cores das solugbes dos

acidos comparando-se a coloragcdo assumida apés a adicdo de

NaOH 0,78M.

Tabela 2.4.2 cComparagido entre

as cores

das

solugdes dos

heterociclicos X solugdo das bases livres, em acetonitrila.

sais

CORES DAS SOLUCOES

SAL HETEROCICLICO MESOIONICO
MICO-1 Amarelo palido BMICO-1 Laranja intenso
MICO-2 Amarelo palido BMICO-2 Amarelo intenso
MICO-3 Incolor BMICO-3 Amarelo intenso
MICO-4 Incolor BMICO-4 Verde intenso
MICO-5 Amarelo BMICO-5 Vermelho
MICO-6 Incolor BMICO-6 Amarelo palido
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2.5 Calculos

Os calculos para determinacdo da absorbtividade molar, bem
como o calculo para determinar a concentracdo do DNA em solucdo,

foram feitos baseados na lei de Lambert-Beer:

logo (10) = & I. ¢ = A

sendo que, como c estAd expresso em moles por litro e o comprimento

do caminho d&tico em centimetros, a equacdo fica:

A=¢lc = &= A/l c)
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Sintese dos Heterociclos

Os heterociclos do sistema 1,3,4-tiadiazolio-2-fenilamina  foram
obtidos através da reacdo de anidro acilacdo entre a
1,4-difeniltiossemicarbazida e o0s cloretos de &cido correspondentes,
utilizando-se 1,4-dioxano como solvente. Os produtos foram obtidos
com rendimentos brutos na faixa de 70 a 90 %, que pudemos
considerar como sendo satisfatorios. Apesar da baixissima
solubilidade destes compostos em solventes organicos comuns, foi
possivel, com relativo sucesso, sua purificacdo através de
recristalizacdes sucessivas. As  tentativas de purificacdo  via
cromatografia em coluna, placa preparativa e Chromatotron, néo
foram bem sucedidas, obtendo-se ao final, invariavelmente, uma
mistura de produtos, indicando a possibilidade de reacdo dos
compostos com a silica.

O sistema 1,3,4-triazélio-2-tiol (MICO-6), foi preparado através
de refluxo em piridina do composto MICO-1, sendo seu isolamento
feito por evaporagcdo do solvente, seguida de recristalizagéo.

Na sintese do composto MICO-2 houve a necessidade de
preparacdo do acido o-naftéico, substrato de partida, através de uma
reacdo de Grignard a partir do oa-bromonaftaleno, obtendo-se o

produto com bom rendimento (= 60%).
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O composto MICO-4, derivado do pireno, foi obtido com elevado
grau de pureza, devido, provavelmente, a sua grande insolubilidade
em 1,4-dioxano em comparacdo aos demais componentes da mistura
reacional. Em face desta caracteristica, foi possivel obter-se somente
os espectros de RMN H e UV/VIS a baixissima concentracio
(desconhecida). A técnica de Espectroscopia de Massas que poderia
nos fornecer subsidios melhores para determinagcdo da estrutura
deste composto, ndo pode ser utilizada devido a indisponibilidade do
equipamento, sendo que a possibilidade de tentar-se outro local, foi
descartada em funcdo do tempo para apresentacdo deste trabalho.

Os heterociclos, precursores dos correspondentes compostos
mesoidnicos, MICOS 2,3 e 4 (cloreto de 4-fenil-5-X-1,3,4-tiadiazélio-
2-fenilamina, onde X = «-naftil, a-acetonaftii e «a-acetopirenil,
respectivamente) ndo foram, ainda, descritos na literatura.

Os compostos mesoidnicos correspondentes, BMICO : 1, 2, 3, 4,
5, (4-fenil-5-X-1,3,4-tiadiazoélio-2-fenilamina, onde X = benzil,
o-naftil, a-naftoacetil, o-pirenoacetil, cinamoil) e BMICO-6
(1,4,5-trifenil-1,3,4-triaz6lio-2-tiolato), foram obtidos in situ nas
solugcbdes utilizadas para obtencdo dos espectros de UV/VIS, pela
adicdo de NaOH, ndo sendo portanto isolados.
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3.2 Espectroscopia na Regiao do UV/VIS

3.2.1 Espectros de Absorcgéo

3.2.1.1 UV/VIS dos cloretos de 4-fenil-5-X-1,3,4-tiadiazé6lio-2-

-fenilamina

Os espectros de absorcdo na regido do UV/VIS dos sais
heterociclicos e mesoidnicos correspondentes foram obtidos conforme

descrito nos itens 2.3.1 e 2.4

A tabela 3.2.1 mostra os valores da absorbtividade molar ()
calculada para as principais bandas de absorcdo para os cloretos de

4-fenil-5-X-1,3,4-tiadiazdlio-2-fenilamina.

A analise dos espectros de absorcdo indica duas bandas
caracteristicas do sistema mesoidonico (Amax ~ 250 e 350 nm) que, para
0s compostos MICO-1 (Fig 3.2.1, pg 64) e MICO-2 (Fig 3.2.2, pg
65), permaneceram sem apresentar deslocamentos significativos com
absortividades molares ligeiramente maiores para o MICO-2 em
funcdo da natureza do croméforo mais conjugado ligado ao C-5 do
anel heterociclico. A banda caracteristica do naftaleno para o
composto MICO-2 sofreu um pequeno efeito batocrémico,
comparando-se com 0 MICO-1, sobrepondo-se as  absorcdes

caracteristicas dos anéis benzénicos presentes na estrutura
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O composto MICO-3 (Fig. 3.2.3, pg 66) apresentou
deslocamentos  batocrémicos (para as bandas caracteristicas do
sistema mesoidnico) sendo que a absorcdo em A=300nm apresentou
diminuicdo na intensidade, provavelmente devido ao grupo -CHa-
intercalado entre o croméforo (naftaleno) e o C-5 do heterociclo,
interferindo  na deslocalizacdo eletronica. As bandas caracteristicas

do naftaleno podem ser nitidamente observadas no espectro.

O derivado MICO-4 (Fig 3.2.4, pg 67) permitiu-nos observar,
aparentemente, apenas uma das bandas caracteristicas do sistema
1,3,4-tiadiazélio-2-fenilamina (A = 240 nm), sendo a outra
completamente encoberta pelas absor¢cdes do pireno Um fato a ser
considerado foi a baixissima concentracdo utilizada para a obtencéo

do espectro do pireno-derivado.

A andlise do espectro de absorcdo do derivado MICO-5 indicou
deslocamento  batocromico intenso das bandas caracteristicas do
sistema heterociclo, sendo ainda observadas bandas originadas pela
absor¢cdo do substituinte cinamoila em C-5 (Fig. 3.2.5, pg 68). A
presenca do grupo cinamoila provocou um aumento significativo na

intensidade da segunda banda caracteristica do anel heterociclico.

O composto MICO-6 (Fig. 3.2.6, pg 69), isdbmero estrutural do
MICO-1, apresentou absorcbes caracteristicas nos comprimentos de
onda de 225 nm (e=15000) e 350 nm (£=3000). Comparando-se o0
composto MICO-6 com o MICO-1 observa-se uma diminuicdo da
intensidade de absorcdo das duas bandas tipicas, e deslocamento
hipsocrébmico intenso para a 12%absorcdo (A255 nm MICO-1 &

A225 nm - MICO-6).
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Tabela 3.2.1 €(s) nos principais comprimentos de onda de absor¢io para os
sais heterociclicos.

MICO-1 260 10000
350 3300
220 19000
MICO-2 260 10000
350 4000
240 13000
MICO-3 315 5600
360 4900
MICO-4 ver discussao [M] desconhecida
275 19600
MICO-5 330 21400
415 23300
MICO-6 230 15000
340 3000
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3.2.1.2 UV/IVIS das Bases Livres

Os espectros de absorcdo no UV/VIS para o0s compostos
mesoidnicos 1,3,4-tiadiazolio-2-aminida e 1,3,4-triazolio-2-tiolato,
apresentaram  perfis semelhantes para 0s compostos MICO-1,
MICO-2 e MICO-6, indicando uma possivel predominancia do efeito
de deslocalizacdo dos elétrons oriundos do heteroatomo exociclico,
em relacdo a natureza do substituinte em C-5 (Fig. 3.2.1, 3.2.2 e
3.2.6). Observa-se ainda que a 22 banda de absorcdo que
corresponde a um dos maximos dos sais heterociclicos, nas bases

livres, equivale a um dos minimos no espectro de absorcao.

Considerando-se o composto BMICO-3, pbde-se observar que a
presenca do -CH,- entre o cromoforo e o anel mesoibnico impede a
deslocalizacdo  estendida, permitindo o aparecimento da banda
caracteristica do naftaleno (A225 nm) e um deslocamento batocrémico
de 250nm (BMICO-1) para 275 nm (BMICO-3) (Fig. 3.2.1e Fig. 3.2.3).

No composto BMICO-5 (Fig. 3.2.5) observa-se também o
deslocamento batocrébmico de 250 nm (BMICO-1) para 300 nm
(BMICO-5) e o aparecimento de um maximo de absor¢do em torno de

500 nm (e=7000) indicando uma extensdo da conjugacao.

O composto BMICO-4, semelhante ao sal correspondente
(MICO-4), apresentou um espectro diferenciado dos demais, sendo
que, um fato relevante, €& a visualizacdo da banda caracteristica do
sistema mesoibnico (impossivel de ser observado no MICO-4)

sofrendo intenso deslocamento batocrémico (600nm). (Fig. 3.2.4)
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A tabela 3.2.2 mostra os valores da absorbtividade molar (g)

calculada nas principais bandas de absorcdo para as bases livres.

Tabela 3.2.2 g(s) nos principais comprimentos de onda de absor¢io para as

bases livres.

COMPOSTO A (nm) c
BMICO-1 230 26000
325 5400
BMICO-2 275 7000
BMICO-3 275 22400
BMICO-4 600 Idem MICO-4
BMICO-5 275 20000
490 7000
BMICO-6 240 31000
330 6200




08+

UWVIS

MICO-1

06 |-

<« 04t

00

UvVAVIS
! 1 I i v I T
1,00}k Q -
i e 0
1 2
%
0Bt | i
|
i
|
L
oo -
\
\\
i \
\
\
\
025§ \ _
\
Y
\
\\\
0,00 ] 1 | \_Joo.ﬂﬁl\
200 250 300 3% 40 40 50
™ tm)

acetonitrila a
547 x 10° M
respectivamente.

concentracBes

Figura 3.2.1 Espectros de absorgio
no UV/VIS de MICO-2 e BMICO-2 em

de
e 201 x 10° M,

v9



1,0

08

086

04

02

oo

08

07}

05}

04}

03

02F

o

Figura 3.2.2 Espectros de absorgio
no UV/VIS de MICO-2 e BMICO-2 em
acetonitrila a concentragbes de
476 x10°M e 1,74 x 10° M,
respectivamente.

g9



MICO-3 I
UVMS

UVAAS
10 T T T T T
i "N N X
Q ouP
Yol A o
’ @J\ED r B o8k /l\ Cé -
j \i .
/o
\x
- 0,6 = .; =
< |
] 04f \ -
\)
Vo
\ a 1 \\ /N
VAR ) \
\ SN \\
\ 02F \ i
N \\
N \
\ i \
. \
\—_—
| ; .
=0 0 0 0‘0200 L1 P DU B a nmsr—
(hm)

Figura 3.2.3 Espectros de absorcao

no UVNVIS de MICO-2 e BMICO-2 em
acetonitrila

a concentracbes de
6.04 x10°M e 1.70x 10° M,
respectivamente.

99




040

035 |-

030 |-

025

00

015

010

005

0,00

25

2,0

15

10

05

Figura 3.2.4 Espectros de absorgdo no
UVIVIS de MICO-4 e BMICO-4 em
acetonitrila 4 concentragdes desconhecidas.

UVAMVIS

N

gL
vl

19



I MICO-5 I

UVMIS

UMS
68 T T T 1,00
o
o7y VR 7 3
i ! = - N
( ‘ @\’? ® |
06 L " . o075 k-
: J .
L
1
05 ! e |
041 7 050
/ "N d <
I ,/ o / “\.
03+ r~ i/ .
. Y .
\\
o2k \ i
, \ 05k
0,1 - \'\\ -t
.
Qo 1 1 1 L i 1 1
20 20 A0 FO 440 4D 5O 00

A

200

Figura 3.2.5 Espectros de absorg¢éo
no UV/VIS de MICO-2 e BMICO-2 em
acetonitrila a concentragbes de
163 x10°M e 190 x 10° M,
respectivamente.

89



UVMmIS

MICO-6

Figura 3.2.6 Espectros de absorgéo

no UV/VIS de MICO-6 e BMICO-6 em
acetonitrila z

, @ concentragbes de
547 x 10° M

e 201 x10° M,
respectivamente.

BMICO-6
UvMIS
T 1 I 1
08+ ¢ A 1,00} @
= & /\i [+ h
\ - \_ Ros
x | s J A
8 O © ! J
| ‘\
1 1
081 | . 0B} |
i
\
4 3 ™
< - <
04} - 050 -
N
\\
02} \\ 1 0,25}
\
\\
\
\\’_ e, \,//\‘
i i
% a0 0 0,00 : : .
A
(hm)

69



70

3.2.2 Espectros de Emissdo de Fluorescéncia

Os heterociclos da classe 1,3,4-tiadiazdlio-2-fenilamina
(sais  precursores dos mesoibnicos) emitiram  fluorescéncia quando
excitados em 250 nm (MICO-2 e MICO-4) e 350 nm (MICO-1, MICO-3,
MICO-5) em acetonitrila, sendo as emissdes monitoradas em 290 e

390 nm, respectivamente.

Na presenca de 02, as excitagbes nos comprimentos de onda de
250 e 350 nm, podem ser observados os harménicos em 500 e 700 nm
respectivamente. Buscando contornar este problema as emissOes
registradas foram limitadas a valores onde o0s harmonicos néo

pudessem ser evidentes.

Considerando-se que o0s espectros foram obtidos na mesma
faixa de concentracdo, podemos comparar qualitativamente a emissdo
de  fluorescéncia dos compostos MICO-1, MICO-3 e MICO-5
(Figuras 3.2.7, 3.2.9 e 3.2.11, respectivamente), observando uma
maior intensidade para o MICO-3 seguida de MICO-5 e MICO-1
quando excitados em 350 nm. E interessante observar que o perfil
dos espectros de emissdo assemelha-se a imagem especular dos de

absorcdo, conforme comportamento geral sugerido na literatura (22)
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Sabe-se, pela literatura (38), que a emissdo de fluorescéncia para
0 benzeno e naftaleno encontra-se na faixa de 270 a 310 nm e 300 a
360 nm, respectivamente. Sugerimos, baseados nestes dados, que,
para os compostos MICO-1 e MICO-3, a banda observada em 390 nm
seja atribuida ao anel heterociclico. Evidenciando esta hipbtese, a
analise do espectro de MICO-3, apresenta banda de emissédo
caracteristica do naftaleno em 360 nm e a banda em 390 nm
atribuida, por nos ao sistema 1,3,4-tiadiazélio. Estas emissdes sao
discretamente separadas provavelmente devido a presenca do grupo

-CH»- intercalado entre os dois cromoforos.

O espectro de fluorescéncia do composto MICO-2 (Fig. 3.2.8)
foi obtido com excitagdo em 250 nm. Foram observadas duas bandas
de emissao proximas. Conforme citado anteriormente, 0
comportamento dos cromoforos benzeno e naftaleno ndo nos permitiu
chegar a nenhuma conclusdo concreta quanto a emissdo do anel

heterociclico.

O composto MICO-4, quando excitado em 250 nm, apresenta
emissdes caracteristicas do grupamento pireno ©8 (Fig. 3.2.10). Vale
ressaltar que, em funcdo da grande insolubilidade do MICO-4 em
acetonitrila, a concentracdo da solucdo utilizada para obtencdo do
espectro foi baixissima e indeterminada, permitindo no enteanto,

emissdo com grande intensidade.

O isdbmero estrutural do MICO-1, heterociclo do sistema
1,3,4-triazolio-2-tiol, MICO-6 (Fig. 3.2.11) ndo apresenta emissdo de
fluorescéncia, significativa, quando comparado aos derivados do

sistema 1,3,4-tiadiazolio-2-fenilamina.
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Destacamos como fato importante, a emissdo de fluorescéncia
observavel pela simples exposicdo dos compostos MICO-2, MICO-3,
MICO-4 e MICO-5 a lampada "Mineralight® com luz de A = 254 e
360 nm. Esta propriedade nos permite vislumbrar a possivel
utilizacdo destes derivados como sondas fluorescentes emitindo na

regido do visivel.
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Figura 3.2.7 Espectro de emissdo de fluorescéncia de
MICO-1 em acetonitrila (5,47 x10° M).

73



EMISSAO (unidades arbitrarias)

i MICO-2 I

FLUORESCENCIA

2000 |-

1500 -

1000 |-

500

cr

l L I ] I A l i I L I 'l l X l

250

260 270 280 290 300 310 320 330

A (nm)

340

Figura 3.2.8 Espectro de emissao de fluorescéncia de
MICO-2 em acetonitrila (4,76 x10° M).
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Figura 3.2.9 Espectro de emissdo de fluorescéncia de MICO-3 em

acetonitrila (6,04 x10° M).
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Figura 3.2.10 Espectro de emiss&o de fluorescéncia de
MICO-4 em acetonitrila.
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Figura 3.2.11 Espectro de emisséo de fluorescéncia de MICO-5
em acetonitrila (1,63 x10° M).
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Figura 3.2.12 Espectro de emissao de fluorescéncia de MICO-6
em acetonitrila (3,26 x10™> M).
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3.2.2.2 Estudo Qualitativo da Interacdo dos Heterociclos com DNA

por Emissdo de Fluorescéncia

O espectro de fluorescéncia do DNA (Fig. 3.2.13) de timo de
bezerro foi obtido excitando-se em 630 nm sendo as emissfes
monitoradas entre 650 a 800 nm. Foi observado o surgimento de duas

bandas sendo uma intensa em 705 nm e outra de baixa intensidade

em 760 nm.

A literatura relata que a interagdo de micromoléculas com
macromoléculas biolégicas, por exemplo o proprio DNA, resulta na
alteracdo das bandas de emissdao de fluorescéncia através de
aumento(®® ou diminuicdo(40); deslocamento da banda de emissdo(4l)

e/ou alargamento da mesmad).

Os espectros de fluorescéncia obtidos com o DNA, em presenga
dos compostos MICO-1, MICO-2 e MICO-3 (Fig. 3.2.14, 3.2.15 e
3.2.16) a concentragbes diferentes, mostraram uma intensificacdo da
banda caracteristica da macromolécula em 705 nm. Este
comportamento nos leva a admitir a possibilidade destes compostos

interagirem com a biomolécula.

Nos espectros obtidos com o DNA em presenca do MICO-5
(Fig. 3.2.18) observamos uma pequena variagdo na intensidade da
emissdo em 705 nm a concentracdo mais diluida (8,50x10°6M),
observando-se um desaparecimento do efeito com o aumento da
concentracao (3,55x107°M). Tal comportamento indica,
aparentemente, que a interacdo sO é possivel a baixas concentracdes

da micromolécula.
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O espectro de fluorescéncia do MICO-4 com o DNA (Fig. 3.2.17)
indica claramente interacdo do composto com o &cido nucleico,
evidenciada pelo aumento da intensidade das emissfes tanto a
705 quanto 760 nm, sendo a segunda bem mais acentuada. Tal efeito
ja era por nos esperado em funcdo da intercalacdo do pireno com o

DNA descrita na literatura®?),

Comportamento semelhante foi observado evidenciando a
interacdo do MICO-6 com a biomolécula (Fig. 3.2.19). No entanto,
para este composto, ocorreu uma diminuicdo gradual em funcdo do
aumento da concentracdo do heterociclo para a emissdo a 705 nm,
sendo o efeito observado de forma contraria para a banda de emisséao
em 760 nm.

Este comportamento evidencia a possivel intercalacdo do

MICO-6 com o DNA, o que pode ser associado a maior planaridade de
sua  estrutura®3d).

Para a realizagdo dos espectros de fluorescéncia do DNA na
presenca das base livres (BMICOS), inicialmente testou-se a solucéo
de fosfato com DNA em presenca de NaOH na concentracao
adequada a obtencdo dos mesoibnicos, ndo sendo observada
nenhuma alteracdo significativa para o espectro de emissdo do &cido

nucleico, que indicasse sua denaturacao.

Comparando-se  0s  espectros obtidos para 0S compostos
BMICO-1 e BMICO-2 (Fig.3.2.20 e 3.2.21), observa-se comportamento
similar para ambos, indicando aumento da intensidade da emissédo
caracteristica do DNA em 705 nm, sendo maior o efeito para menor
concentracao do heterociclo. Sendo assim, considera-se a

possibilidade de interacdo significativa com a biomolécula.
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Os mesoidnicos BMICO-3 e BMICO-5 néo apresentaram
alteracdes significativas nos espectros de emissao guando
adicionados a solucdo de DNA (Fig. 3.2.22 e 3.2.24). Tal

comportamento ndo indica interagdo com a biomolécula.

O composto BMICO-4, derivado do pireno, apresentou forte
evidéncia de intercalacgho com o DNA em funcdo da intensa
modificacdo nas bandas de 705 e particularmente 760 nm.
Comparando-se tal comportamento com o de seu precursor MICO-4,
frente ao DNA, podemos sugerir que a base livre causou uma

alteracdo bem mais significativa (Fig. 3.2.23).

A andlise do espectro de emissdo do BMICO-6 com o DNA
(Fig. 3.2.24), de forma distinta, comparando-se com o0 seu sal
(MICO-6), apresenta alteracdo apenas na emissdo em 705 nm
reduzindo a intensidade da mesma. Da mesma forma, tal

comportamento indica interagdo com o acido nucleico.
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Figura 3.2.13 Espectro de emissao de fluorescéncia do
DNA de timo de bezerro [2.28 x 10° M] em solugdo
tampao de fosfato (pH 7,0) + Na,SO, (5mM).
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Figura 3.2.14 Espectro de emissio de fluorescéncia do DNA de
timo de bezerro em solugdo tampao de fosfato (pH 7.0) + Na,SO,
(5mM) X MICO-1, em acetonitrila, a duas concentragdes diferentes :
1___(9,12x10°M): 2 (2,70 x 105 m).
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Figura 3.2.15 Espectro de emissdo de fluorescéncia do DNA de
timo de bezerro em solugio tampao de fosfato (pH 7,0) + Na,SO,
(5mM) X MICO-2, em acetonitrila, a duas concentragdes diferentes :

1 (8,02x10°M); 2 (2,38 x 10° M).
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Figura 3.2.17 Espectro de emisséo de fluorescéncia do DNA de timo
de bezerro em solugéo tampao de fosfato (pH 7,0) + Na,SO4 (5mM) X
MICO-4, em acetonitrila, a duas concentragdes diferentes e
desconhecidas : 1 (50 pl); 2 (150 nl).
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Figura 3.2.18 Espectro de emissdo de fluorescéncia do DNA de
timo de bezerro em solugdo tampao de fosfato (pH 7,0) + Na,SO,
(d5mM) X MICO-5, em acetonitrila, a duas concentragdes diferentes :
1 (8,50x10°M); 2 (2,55x 10° M).
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Figura 3.2.19 Espectro de emissao de fluorescéncia do DNA de timo
de bezerro em solugdo tampdo de fosfato (pH 7,0) + Na,SO,
(5mM) X MICO-6, em acetonitrila, a trés concentragdes diferentes :
1 (9.12x10°Mm); 2 (2,70 x 10° M).
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Figura 3.2.21 Espectro de emissdo de fluorescéncia do DNA de
timo de bezerro em solugdo tampao de fosfato (pH 7,0) + Na,SO,
(5mM) X BMICO-2, em acetonitrila, a duas concentra¢des diferentes :

(2,62 x 10° M).
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Figura 3.2.22 Espectro de emissdo de fluorescéncia do DNA de
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Figura 3.2.24 Espectro de emissdo de fluorescéncia do DNA de
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(5mM) X BMICO-6, em acetonitrila, a duas concentragdes diferentes :
1 (1,01 x10°M); 2 (3,00 x 10° M).

94



95

3.3 RMN De 13C Dos Compostos Heterociclicos

As atribuicbes dos espectros de RMN de 13C foram realizadas
por etapas comparando-se o0s sinais dos cabonos presentes em cada
derivado com  seus respectivos acidos  carboxilicos  precursores,
dados de difracdo de raios-x e calculos tedricos de varios trabalhos

anteriores.

Os deslocamentos de C-2 e C-5 para o anel heterociclico
apresentaram 0s maiores Vvalores quando comparados com 0S outros
carbonos, sendo que para C-5 ficaram entre 161,7 e 169,7 ppm e
para C-2 entre 158,62 e 161,57 ppm para os derivados do sistema
1,3,4-tiadiazélio. (Tabelas 3.4.1 a 3.4.4).

Estas atribuicbes basearam-se nos resultados de difragdo de
Raio-X, calculos tedricos(l7) e nos valores das constantes de

acoplamento entre C-2 e Nexociclico previamente enriquecido com
15 | (46)

No caso do composto MICO-6, do sistema 1,3,4-triaz6lio, o C-5
absorve em 148,22 ppm e C-2 em 168,99 ppm, de acordo com o0s

resultados obtidos por difracdo de raio-x e calculos teoricos(19).

Os deslocamentos quimicos dos carbonos nos anéis aromaticos
ligados diretamente, ou através de um grupo -CH2- ou -CH=CH- ao
C-5 do anel heterociclico, foram atribuidos por comparacdo aos
correspondentes  &cidos carboxilicos precursores. (Tabelas 3.4.1 a
3.4.5).
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Os carbonos que sofreram variacdbes mais significativas foram
C-a do MICO-3 (66,78 ppm) comparando-se ao acido a-naftilacético
(30,68 ppm) devido ao grande efeito de desprotecdo do anel
heterociclo, cuja capacidade retiradora de elétrons pdde ser avaliada

pelo valor de seu o (0,71 (8)  comparavel ao do grupo
NO (0,78(48)),

No caso do C-1", ligado ao C-5 do anel heterociclico em
MICO-2, observou-se um pequeno efeito de desprotecdo em relacdo

ao C-1 do acido naftoico.

Os atomos de carbono o e B do &cido cindmico, quando
comparados ao derivado MICO-5 apresentaram deslocamentos
quimicos variando de 144,02 para 149,10 ppm (C-a) e 119,29 para
109,88 ppm (C-B), respectivamente. A maior diferenca para o

C-p (A ~ 10 ppm) é devida ao maior efeito retirador do anel

heterociclico  m-deficiente, quando comparado ao grupo carboxila

(o - = 0,451(44)),

A atribuicio dos  deslocamentos quimicos dos  carbonos
aromaticos dos anéis ligados diretamente aos heteroatomos N-4 e
Nexo foi realizada utilizando-se o0s resultados da difracdo de Raios-X,
calculos teéricos e através de técnicas de RMN 15N, Foram
considerados 0S valores de comprimento de ligacéo para
N-4,C-1" = 1,461 A; Nexo, C-1 '= 1,408 A; Nexo, C-2 = 1,343 A e os
valores da ordem de ligacdo o + @ para N-4,C1" = 0,88,

N-3,C-2 =1,27; Nexo, C-2 = 0,95.
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A partir destes dados pudemos sugerir uma maior contribuicdo

da estrutura canOnica |IlI:

() (1

Conseqlientemente, comparando-se 0s sinais de mesma
intensidade na faixa de 136 a 138 ppm atribuimos o0s maiores
deslocamentos quimicos aos carbonos C1'.

Os deslocamentos quimicos referentes aos carbonos o, m e p
do anel ligado ao N-4 foram atribuidos por comparagcdo ao ion
anilébnio (46). Os carbonos correspondentes do anel ligado ao Nexo

foram atribuidos comparando-se com a anilina.

O derivado MICO-4, em razdo de sua grande insolubilidade nos
solventes normalmente utilizados para espectroscopia, nao foi

caracterizado por RMN de 13C.

O composto MICO-6 teve seus sinais atribuidos segundo a
mesma metodologia utilizada para 0s compostos anteriores,
considerando-se o0s resultados obtidos por difracdo de Raios-X e

calculos tedricos e por RMN de 15N(17),



Tabela 3.4.1 Dados de RMN de
3C (50,3 MHz, CDCls) de MICO-1.

Tabela 3.4.2 Dados de RMN de
*C (50,3 MHz, CDCls) de MICO-2.

Tabela 3.4.3 Dados de RMN de
*C (50,3 MHz, CDCls) de MICO-3.

C Sc(ppm)
2 Het 160,30
5 Het 169,72

1 138,50
2,6 118,92
3,5 128,84

4 123,74

1” 137,17
2”6" 125,69
3”5”7 130,19

4” 131,77

1" 130,67

2" 129,38

3" 122,09

4” 129,86

5 128,27

8" n.o.

7" 127,34

8"~ 126,41

9~ 129,64

10” 134,01

C dc(ppm)
2 Het 161,57
5 Het 162,00

1 137,83
2.6 118,84
3,5 129,08

4 124,33

1" 137,37
2" 6" 124,29
375" 129,55

4” 131,27

17 129,33

2" 128,83

3” 124,98

4” 130,40

5" 127,54

6" 127,34

77 128,27

8” 124,51

9" n.o.

10" 133,12

o 66,78

C 3c(ppm)
2 Het 160,61
5 Het 164,07

1 138,69
2.6 118,44
35 129,95

4 124,04

17 137,81
2" 6" 126,23
3" 57 129,36

4’ 133,18

17 123,31

2 130,20

3 129,57

4" 131,47

c”
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Tabela 3,4,4 Dados de RMN de Tabela 3,4,5 Dados de RMN de

3¢ (50,3 MHz, CDCl;) de MICO-5. 3C (50,3 MHz, CDCls) de MICO-6.
C Sc(ppm) C Sc(ppm)
2 Het 158,62 2 Het 169,96
5 Het 161,74 5 Het 148,22
1 137,82 1 134,41
2.6 118,85 2,6 128,91
3,5 129,15 3, 5 n.o.
4 124,33 4 n.o.
17 136,45 17 136,08
2.6 12533 2,6 125,64
3,5 128,85 3,5 128,64
4” 132,36 4" 131,59
17 132,97 1 122,37
27, 6 130,18 27, 6” 129,41
3 57 128,94 3", 57 129,84
4 131,01 4" 130,53
a 149,10
B 109,88

-el” ‘ - oo
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Tabela 3.4.6 Dados de RMN de
3¢ (50,3 MHz, CDCl;) do éacido
o-paftoico.

Tabela 3.4.7 Dados de RMN de
C (50,3 MHz, CDCl;) do 4cido
a-natilacético.

Tabela 3.4.8 Dados de RMN de
*c (50,3 MHz, CDCl;) do acido

@)

Sc(pPPm)

O

Sc(ppm)

127,15

127,98

129,70

128,56

123,99

124,02

132,45

131,71

127,86

128,44

125,43

127,47

126,85

128,05

cinamico.
C 3c(ppm)
1 134,28
2-6 128,97
3-5 128,25
4 130,28
a. 144 02
B 119,29
C=0 167,87

Nn.c

125,64

130,76

131,95

olojoi~Njola|alwinf-

133,13

olo|w|Nlol o afwini-

133,40

O
i
O

169,00

30,68

1R

O
®)

172,81

001



101

he— e b

~0.01

ReNVNveN e 1 H00SE
. Ceen Fidd i}

b

L

N
+

43
r

stLly

Figura. 3.2.26 Espectro de infravermelho para o composto MICO-1
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4. CONCLUSAO

As  metodologias  sintéticas para obtencdo dos compostos
heterociclicos da classe 1,3,4-tiadiaz0lio-2-fenilamina e o  isdbmero
estrutural  1,3,4-triazélio-2-tiol, baseados na reacdo de anidroacilacdo
da 1,4-difeniltiossemicarbazida e rearranjo em presenca de piridina,
respectivamente, levaram ao isolamento dos produtos com bons
rendimentos. As substancias MICO-2, MICO-3 e MICO-4 ainda néo

foram descritas na literatura.

As andlises dos espectros de fluorescéncia tanto para o0s sais
heterociclicos quanto suas respectivas bases livres, em auséncia e

em presenca de DNA, constituem trabalho inédito na literatura.

A emissdo de fluorescéncia observavel a "olho nu", bem como
sua provavel intercalacdo com DNA, nos permite sugerir a utilizagdo
dos compostos MICO-2, MICO-3, MICO-4 e MICO-5 como sondas

fluorescentes em trabalhos futuros.
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