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Resumo

A procura de estratégias sintéticas mais ecolégicas, “verdes” e amigas do
ambiente na sintese de tetrahidropiridazinas, pirazoles e triazoles, assim como o estudo
da respetiva atividade quelante para Cu(ll) e Fe(ll) constituiram os objetivos primordiais

deste estudo.

Se na sintese de 1,2,3- triazoles a partir de amino-ésteres e azoalcenos foram
encontradas condi¢des que conduziram aos resultados pretendidos, na preparacdo dos
outros dois tipos de compostos — tetrahidropiridazinas e bis(pirazolil)metanos as
alternativas investigadas ndao conduziram a melhores resultados do que os meios

convencionais que fazem a utilizacdo de solventes organicos halogenados.

Em relacdo a atividade quelante de Cu(ll) e Fe(ll), os compostos MM2 e MM9
revelaram que poderdo vir a ser promissores como base de trabalho para o
desenvolvimento de novos compostos heterociclicos de azoto e oxigénio com atividade

guelante.

Palavras Chaves: Quimica Verde; Tetrahidripiridazinas; Pirazoles; Triazoles; Cu (ll) e

Fe(ll); Atividade Quelante.



Abstract

The main objectives of this thesis were the development of more ecological,
greener and environmental friendly synthetic strategies for tetrahydropyridazine,
pyrazoles and triazoles, as well as the study of their respective chelating activity for Cu(ll)

and Fe(ll).

While the synthesis of 1,2,3 — triazoles from amino-esters and azoalkenes was
successful and lead to the expected results, for the preparation of the remaining
compounds - tetrahydropyridazines and bis(pyrazolyl)methanes, the investigated
alternatives did not produced results better than those using conventional methods

resorting to halogenated organic solvents.
Concerning the chelating activity, the compounds MM2 and MM?9 revealed
themselves as promising structural core for the development of new heterocyclic

compounds of nitrogen and oxygen with chelating activity.

Key-words: Green Chemistry, tetrahydropyridazines, bis(pyrazolyl)methanes,

triazoles, Cu(ll), Fe(ll), Chelating Activity.
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Sintese e avaliacdo da atividade quelante de tetrahidropiridazinas, pirazoles e triazoles

1. Introdugao

1.1. Metais no organismo e agentes quelantes

Sabe-se hoje, que é necessaria uma homeostasia para um bom funcionamento
do organismo humano, de modo a que possa realizar adequadamente as suas funcdes.
Este conhecimento pressupde um equilibrio de metais essenciais que promovam uma

atividade correta de todos os processos fisioldgicos.*

Com o progressivo aumento da industrializacdo nos paises desenvolvidos, tem
vindo a crescer o nimero de doencgas associadas ao aumento da concentragdao de metais
no corpo humano, em consequéncia do incremento de libertagdo de metais para o

ecossistema que se reflete no agravamento de toxicidade para o organismo.?

A ingestdo de alimentos ricos em ides metdlicos, também favorecera o aumento
da concentragdo destes ides no organismo, promovendo um distirbio metabdlico que
leva a uma ineficacia dos sistemas bioquimicos, interferindo com a absorcdo,

distribuicdo e excrecio destes ides, comprometendo a toxicidade do organismo.?3

Sabendo que uma dose excessiva de ides metdlicos no organismo pode levar a
morte, a Quimica Medicinal prop6s uma terapia farmacoldgica, na qual um agente
guelante é administrado para facilitar a excrecao ou redistribuicao de um elemento em

€Xcesso.

Segundo a comunidade cientifica, um agente quelante é descrito como uma
molécula de ligandos que possuem mais que um par de eletrdes ndo ligantes, que vao
servir como doadores de pares de eletrGes através de varios atomos para um Unico ido
aceitador, originando estruturas de anéis muito estaveis. Esta interacao ligando-metal é

mencionada como uma quelag3o. 2
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Desta forma, agentes quelantes usados para fins terapéuticos devem respeitar

varios critérios, tais como:

v

Possuir alta solubilidade em agua, garantindo uma solubilidade adequada
em condicdes fisioldgicas;?

Apresentar uma grande afinidade e seletividade para o metal diminuindo
efeitos colaterais;*

Resisténcia a variacBes de pH fisioldgico;?

Capacidade de formar complexos menos téxicos do que o ido metalico
livre e promover uma rapida eliminacdo do metal;?

Capacidade de atravessar membranas lipidicas;*

Poderem ser administrados por via oral ou intravenosa promovendo uma
eficacia terapéutica;?

Apresentar um elevado grau lipofilico de modo a penetrar mais
facilmente a barreira hematoencefdlica para a eliminacdo de ides em

excesso no sistema nervoso central.?

Tal como mencionado anteriormente, os agentes quelantes sdo usados para a

eliminacdo de iGes em excesso no organismo humano. Existem vdrias doencas

caraterizadas por um excesso de ides, mas neste trabalho iremos centrar-nos no

excesso de ides de Fe(ll) e Cu(ll).

Uma sobrecarga de Fe(ll) no organismo, podera provocar danos progressivos em

varios 6érgaos vitais, tais como o figado, coracdo e no sistema enddcrino. Quando existe

um excesso de ferro na corrente sanguinea, o transportador destes ides, chamado de

transferrina, fica sobrelotado, aumentando a fracao livre de ides Fe no plasma. Este

excesso de iGes Fe(ll) livre no plasma reage com o oxigénio presente nos tecidos,

libertando espécies reativas de oxigénio (ROS). Estas espécies é que sdo responsaveis

pelos danos provocados nos 6rgdos vitais® (Figura 1.1).

0,°+ H;0."5 0, + OH + OH®

Figura 1.1 -Libertagdo de radicais livres, apds a reagdo de oxigénio livre no plasma e a fragéo livre de

Fe(ll).
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A doenga de Wilson é caracterizada por um disturbio no metabolismo do cobre.
A ceruloplasmina é o principal transportador de Cobre no organismo humano,
facilitando a sua excrecdo, e nesta patologia clinica, este transportador apresenta
baixos niveis séricos. Desta forma, existe uma acumula¢do de cobre em diferentes
orgdos, principalmente no figado e no sistema nervoso central (SNC). Tal como o ferro,
o cobre também reage com o oxigénio presente nas células, devido ao stress oxidativo,
originando ROS que provocam malformacdes no SNC e cirroses hepaticas descritas na

doenca de Wilson.®

Produtos Prejudiciais de Oxidagdo Al teraqées
0 '0, “OH H0, =D ", .
Metais de Transigao Catalase

{ }
O;) + HzO:) H:,O + OQ
. 1
O, : i
‘ Glutationa Peroxidase
O,——e 1
1 GSH GSSG
Q Q o - i
| I | ‘ -
FAD ox FAD red NADP NADPH + H
| S

NADPH + H+ NADP+

Figura 1.2 - Reagdo entre os metais de transicéio e o oxigénio presente nas células,
formando ROS

Os agentes quelantes usados como terapéutica para este tipo de patologias, tém
como principal objetivo diminuir a fracdo livre de ides no plasma promovendo a

eficicia terapéutica.

O EDTA, acido etilenodiamino tetra-acético, é utilizado ha varios anos na
pratica clinica como agente quelante. Tal como descrito por Ferrero?, este composto é
capaz de coordenar varios metais e é utlizado em varios tipos de intoxicacGes
provocadas por excesso de metais tais como, Cddmio, Aluminio, Chumbo, Cdlcio, Ferro
e Cobre. No caso do Aluminio, a eficacia terapéutica deste agente quelante foi

demonstrada na remocdo crénica deste metal.
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Figura 1.3 - Estrutura Quimica do EDTA

Por outro lado, o EDTA pode provocar varios efeitos colaterais. Baran? no seu
trabalho sobre agentes quelantes, demonstrou que doses elevadas de EDTA sao
potencialmente nefrotdxicas, existindo comprometimento renal, assim como também
a falta de seletividade deste agente quelante pode levar a um incremento na remocao
de Calcio (Il) afetando a estrutura dssea. A quelagdo excessiva de calcio idnico presente
na corrente sanguinea pode causar tetania, espasmos musculares causados pela sua

falta, e que em casos extremos até podera causar a morte do individuo.

Face a esta assergdo e numa tentativa de contribuir para encontrar melhores
opgOes terapéuticas, tentdmos investigar outros compostos que pudessem funcionar
como agentes quelantes e eventualmente apresentassem propriedades menos
nocivas para o organismo e que possuissem ao mesmo tempo, uma maior afinidade e

seletividade para os metais em causa, isto &, Cu(ll) e Fe(ll).

1.2. Compostos Heterociclicos

Os compostos heterociclicos que contém atomos de azoto e oxigénio, tém
demonstrado a possibilidade de coordenacdo com diversos metais, podendo assim
constituir uma mais- valia na investigacdo da possibilidade de este tipo de compostos
poderem ser utilizados como agentes quelantes.’

De entre a enorme variedade de compostos possuindo atomos de azoto,

piridazinas (i), pirazoles (ii) e 1,2,3-triazoles (iii) (Figura 1.4), sdo compostos

heterociclicos que contém azoto com pares de eletrGes disponiveis e terdo a
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possibilidade de funcionarem como ligandos ou agentes quelantes para varios metais,

e em particular, os ides metdlicos em causa.

N
N Nt —NH

Figura 1.4 -Estrutura de piridazinas, pirazoles e 1,2,3-triazoles.

Na maioria das estratégias sintéticas, a preparacdo de unidades basicas de 1,2,3-
pirazole envolve a reacao de compostos 1,3-dicarbonilicos com derivados de hidrazina,
tal como demonstrado na Figura 1.5, originando um anel de 5 membros constituido

por 2 4tomos de azoto.?

R= alkyl, aryl, heteroaryl etc.

Figura 1.5 - Sintese do nucleo de pirazole

Desde o trabalho pioneiro de Trofimenko,’Bis(pirazolil)metanos (BPMs), tém
sido exaustivamente utilizados na quimica de coordenacdo!® e complexos destes
compostos com diversos metais tém sido intensivamente aplicados em numerosas
situacdes desde a quimica organometdlica e supramolecular!! até compostos com

atividade anti-tumural.12

Na sua grande maioria bis(pirazolil)metanos funcionalizados no carbono da
ponte metilénica, tém sido preparados através da desprotonacdo com bases muito

fortes e o carbanido resultante intercetado pelo eletréfilo desejado®® (Esquema 1.1).

" - R= H? ; . .

R®  R™ . R =- S R R2 R? .

K 1""‘{1_:"'.._ = 'II"-:\' R base "“‘:\ Illh‘ll ,"_Fll' }{“ I 9 R IH..'L"- :."I—"'L = II'-:H}/R
i I e = (A N S N. Il 4 {Q‘ [ M -'.-"}

Esquema 1.1 - Método usual de funcionalizagdo de bis(pirazolil)metanos.
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Recentemente®* foi reportada na literatura uma alternativa sintética conduzindo
a obtencdo de bis(pirazolilmetanos funcionalizados, baseada numa dupla e
consecutiva adicdo conjugada-1,4, de nucleos de pirazole a nitroso- e azo-alcenos 2 e
5 (Esquema 1.2). Esta rota sintética evitava assim o uso de bases muito fortes —
suscetiveis de implementar reacdes laterais indesejadas — e evitava também um meio
de reacdo completamente anidro, verificando-se, por outro lado, que apresentava
condicbes de reagdo muito suaves. Deste modo uma vasta gama de
bis(pirazolil)metanos portadores, no carbono da ponte metilénica, da fungdo oxima ou
hidrazona — que numa etapa posterior poderia ser hidrolisada a fungao carbonilo e
consequentemente abrir caminho a uma grande variedade de manipulacdes — poderao
ser obtidos, dependendo da unidade de pirazole de partida e do respetivo nitroso ou

azo-alceno utilizados.

YH ;?—N-H YH {"_H
L M. i
R I,N - el R RN Rh_ﬁ = 1r R*‘/“'j”
= . 3 . Bass d
- —_ e R — #I\ N — Ayt o= 3
XX -Hx RS L f{_ Sy -HX R ';L:-;.Hz I
b =R
1 2 4 5
vH
R. =M
- X =Cl; Br
- M R'=H; Cl
NN _
R;E',\:_H_N R I"==“:;?F'.2 ¥ = 0; NCO,R?

Esquema 1.2- Via sintética para a prepara¢do de bis(pirazolyl)metanos.

Piridazinas sdo compostos heterociclicos aromdticos de seis membros
pertencentes a familia das diazinas, nomeadamente 1,2-diazinas. De entre os varios
métodos sintéticos para a sua preparacao, as reacoes de hetero Diels-Alder entre

azoalcenos eletrofilicos — normalmente gerados a partir das respetivas o-halogeno
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hidrazonas - e diendfilos ricos em eletroes, estdo entre as metodologias mais utilizadas

e de implementagdo mais expedita®® (Esquema 1.3).

R’ F;:‘
M
N X NP> S E j,}(
4 —_— J el "’%,
R? ’L\t R? ’l“‘“f R )
H?\ H«J =k

Esquema 1.3 - Preparagdo de tetrahidro-piridazinas via reagdes de hetero Diels-Alder.
conjugada

Estas reagOes de hetero Diels-Alder funcionam com procura eletrdnica inversa,
i.e., o heterodieno sendo eletrofilico ou pobre em densidade eletrénica utilizard ou sera
controlado pela orbital LUMO, enquanto o diendfilo, rico em densidade eletrénica,
utilizard a sua orbital HOMO. Deste modo quanto mais eletrofilico for o heterodieno
(portador de grupos substituintes eletro-atratores ou retiradores) e quanto mais
nucleofilico ou rico em densidade eletronica for o diendfilo (portador de grupos
doadores) menor sera o diferencial energético entre as orbitais HOMO e LUMO e assim
mais rapida, eficiente e régio-seletiva sera a reacdo. O régio-isbmero maioritario ou
exclusivo, resultarda da sobreposicao das orbitais HOMO-LUMO, de modo que o
alinhamento destas permita a interacdo entre os coeficientes grande-grande (em
maédulo) e coeficientes pequeno-pequeno?® (Figura 1.6). As tetrahidropiridazinas assim

obtidas poderdo depois eventualmente ser oxidadas a piridazinas.

R . N
N.—_‘.ND-P O”__,K..I %f ﬂj/ ._:
Q90 :

Figura 1.6 - Regioseletividade nas reag¢des de hetero Diels-Alder de azoalcenos.

Um dos métodos mais comuns para a sintese de 1,2,3-triazoles é através da
reacdo de cicloadi¢do 1,3-dipolar envolvendo azidas orgéanicas e alcinos.!’ (Figura 1.6).
Esta estratégia desenvolvida por Huisgen e colaboradores,'’? conheceu um grande
impulso através da introducao, no inicio do corrente século, da catalise da rea¢gdo com

a utilizacdo de sais de Cu(l),*¢ que permitiu aumentar drasticamente a velocidade da
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reacdo, a sua eficiéncia e rendimento, assim como a regioseletividade na obtencdo

exclusiva do isémero 1,4-disubstituido (Figura 1.7).

. @ Cull) N
— R! + ON=N=N-R? —— N
‘e o A ~

l‘;.l1

RZ

Figura 1.7- Preparagdo de 1,2,3-triazoles-1,4-disubstituidos via reag¢do 1,3-dipolar.

Estes desenvolvimentos permitiram a ampla utilizacdo desta reacdao que se
tornou um dos melhores exemplos de quimica “ cilck” ou reagdes “click” 17¢f — reac¢des
rapidas, regioespecificas, sem producdo de outros produtos laterais (ou que possam ser
removidos sem recurso a cromatografia) e com custos ambientais reduzidos (solvente,

temperatura, etc.).

Existem outros métodos de obtencdo de triazoles sem recurso ao uso de azidas
(potencialmente explosivas) e a catélise por metais.’® Uma dessas estratégias baseia-
se na adicdo de aminas primdrias a azoalcenos conjugados, que possuam na posi¢do 1

uma funcionalidade com capacidade de ser um grupo abandonante.8® (Figura 1.8)

R B -
NH E NH, R3
1 = |
N base N R3 N
l — ) — | N
RZ=~ % 122 E:::] R27N
X X

Figura 1.8 - Preparagdo de 1,2,3-triazoles por adigdo conjugada de aminas primdrias a azoalcenos

O mecanismo proposto pelos autores,’® envolve uma adi¢do conjugada ao
azoalceno formado in situ — por desalogenag¢ao da hidrazona inicial. Subsequente
eliminacdo do grupo R1 (tosilo) e concomitante ciclizacdo produz o 1,2,3-triazole-1,4-

disubstituido.
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1.3. Quimica Verde

A sintese quimica, e em particular a sintese organica, quer a nivel laboratorial
quer industrial estd a centrar-se cada vez mais na chamada “Quimica Verde”. Este
conceito refere-se a reacdes que podem ser realizadas a temperatura ambiente ou
temperaturas menos elevadas, sem solvente orgdnico ou com solventes menos toxicos
e amigos do ambiente e com a menor producdo de residuos, de modo que as reacées

sejam economicamente rentdveis e com o minimo de efeitos e impactos nocivos.®

Neste contexto, solventes eutéticos profundos — DES, ou solventes eutéticos
profundos naturais — NADES, quando constituidos por produtos naturais, tém sido
considerados como os solventes do século XXI, devido as suas caracteristicas de muito
baixa toxicidade, ndo-volatilidade e biodegradabilidade, aliadas as suas propriedades
de aumento de solubilidade de compostos ou medicamentos pouco soltveis em 4gua,
bem como aumento da permeabilidade de membranas e da pele.?%?* Também, como
a sua sintese envolve somente a mistura fisica de dois ou mais componentes naturais,
a sua produgdo tem pouco impacto em termos ambientais, constituindo também
alternativas economicamente vantajosas, devido ao uso de técnicas simples de

producao, relativamente a outros solventes, como por exemplo os liquidos iénicos.

DES podem entdo ser descritos como uma mistura de dois ou mais componentes
gue de acordo com o seu racio molar exibem uma grande diminuicdo do ponto de
fusdo, tornando-se liquidos ou quase liquidos a temperatura ambiente. Nestas
condicOes, os componentes interagem entre si através de ligacbes por pontes de
hidrogénio, possibilitando assim o ajuste das suas propriedades fisicas, como por
exemplo ponto de fusdo, polaridade, viscosidade, acidez/basicidade, entre outras,
através da criteriosa sele¢do dos componentes, e respetivo racio, doador e aceitador
das ligacdes por ponte hidrogénio. Assim os NADES e os DES tém tido enorme sucesso

em sintese orgdnica como solventes e também como catalisadores organicos.?>-3®
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As reacoes de sintese organica em dgua tém nos ultimos anos atraido um grande
interesse, ndo sé por causa do baixo custo econdmico, mas sobretudo pelos beneficios
ambientais e também porque podem induzir alteracdes muito benéficas na
reatividade.?” Em particular, as reacdes de Diels-Alder e hetero Diels-Alder podem
sofrer significativos aumentos na velocidade e maior seletividade, quando realizadas
em agua, ou quando esta é usada com um co-solvente, em comparagao com solventes

organicos.38

10
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2. Resultados e Discussao

2.1. Tentativas de Sintese utilizando quimica verde

Inicidamos os nossos estudos na tentativa de encontrar solu¢des de sintese, tendo
em mente a obtencdo de compostos heterociclicos de azoto, nomeadamente
tetrahidropiridazinas, pirazoles e 1,2,3-triazoles com eventual potencial de coordenagao
com ides metalicos, que permitissem a utilizacdo de uma quimica mais amiga do
ambiente, através da investigacdo da possibilidade de eliminar ou reduzir a utilizagdo de
solventes organicos, especialmente de solventes organicos halogenados. Pretendiamos
assim, a eventual aplicacdo as duas estratégias sintéticas diferentes — uma que envolvia
reacoes de hetero-Diels-Alder (i) e a outra através de reac¢des de adicdo-conjugadas 1,4

(ii) e (iii) (Esquema 2.1).

R
|
Mo F
M T
rz R ’1“\[" ¥ =H; R'= COzEt
=3 | b
|
||r|J R i
M kOO LM
X Y — 1 R’
- R 2 - R )
I CHCl RY MuH HIY R! HM
! ' M N
. M . M= MuH k
; () K=C0s
¥ =Br, Cl ] XMJLRz pe, —= N A
¥ouH, Gl iy | RANH, [ ) b
R' = CO:"Bu Hu lu
R:i M £ =l R? Me Nu = Pirazale
B T
| N
TN
=E

Esquema 2.1- Estratégias de sintese de tetrahidropiridazinas, pirazoles e triazoles.
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2.1.1. Reagoes de cicloadigao: sintese de tetrahidropiridazinas

Nos anos recentes tém sido reportados na literatura trabalhos sobre a utilizacao,
em rea¢Oes de hetero Diels-Alder entre azoalcenos e alcenos ou heterociclos e
heteroaromaticos ricos em eletrdes, em H0,® ou em misturas de solvente
organico/H20%° ou a utilizacdo de solventes eutéticos profundos naturais (NADES) ou
mistura de NADES/H,0.%° Constatou-se, no entanto, que em todos estes trabalhos o
azoalceno era portador de um substituinte na posi¢do C-4 (R® - Esquema 2.2) e
virtualmente nao existiam na literatura exemplos em que o azoalceno possuisse s6

atomos de hidrogénio nessa posi¢do (R3=H - Esquema 2.2)

| R’
N e solvente ndo P‘I«l ..
N X organico MK
S f__,- - I J
R= -H"*-\-E R/" \-.T-f
R? R R =ClBr, Etoxlcarbonilo

Esquema 2.2 - Reag¢des de ciclo-adi¢do de azoalcenos substituidos em solvente néo
orgdnico.

Fomos entdo, numa fase inicial dos nossos estudos, investigar a possibilidade do
azoalceno derivado da tert-butoxicarbonilhidrazona do bromopiruvato de etilo, poder
ser intercetado pelo éter vinilico etilico, originando a respetiva tetrahidropiridazina,
utilizando solventes ndo convencionais. Os resultados encontrados estdao resumidos na

Tabela 2.1.

Como se pode verificar pela analise dos dados da tabela, no que respeita as
reacOes de hetero Diels-Alder, todas as tentativas de utilizacdo de um solvente nao
convencional ou organico resultaram em resultados muito negativos. As reacoes
produziram sistematicamente produtos de degradagao, ndo se conseguindo detetar

vestigios do cicloaduto desejado. S6 quando se utilizaram as condi¢cdes convencionais

12
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com solvente organico, neste caso o diclorometano, foi possivel isolar o produto

desejado.

Estes resultados parecem indiciar que o heterodieno, com dois substituintes

fortemente retiradores por ressonancia, de densidade eletrénica nas posicdes N1 e C3,

e ndo possuindo um substituinte na posicdo C4, que se sabe constituir fator

determinante para uma estabilidade acrescida do azoalceno,'*“¢ estard demasiado

exposto a interagGes/reagGes com os atomos doadores da dgua ou do solvente eutético,

conduzindo eventualmente a uma eletrofilicidade ainda superior e induzindo a sua

rapida degradagao, ndao permitindo assim a sua a intercecao pelo diendfilo.

Tabela 2.1- Resultados da sintese da tetrahidropiridazina 4 (MM2).

|: . CDECT'.'LE-;
HN ¢0z"Bu _OEt N. O
N
N K.COs N~ | 3 1
iy , EI{}M[/ -
r COzEL Solvente | E10:C7 Solvente O
Er
1 3 4
Enirada Solvente Tempo (h) Rendimento (%)
1 H.0 | 0
P H-0 16 0
3 H,O/CHCl{(10/1] 16 0
4 NADES' 4 0
5 NADES' 16 0
6 NADES? 16 0
7 NADESH.0 (4:1) 16 0
8 CH,Cl, 16 B7

MADES! = Cloreto de colina/Gliceral 2/1: NADESZ = Cloreto de colina/Urea 2/1
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2.1.2. Reagbes adicao conjugada: Sintese de 1,2,3-triazoles e bis(pirazolil)
metanos

2.1.2.1. Preparagao de 1,2,3 triazoles

Como se fazia referéncia no capitulo de introducdo, uma das estratégias
possiveis para a obtencdo de 1,2,3-triazoles baseia-se na adi¢do 1,4-conjugada de
aminas primarias a azoalcenos, que sejam portadores de um substituinte na posicdo N1
que possa funcionar também como grupo abandonante ou rejeitado.'®° Seria de todo
o interesse tentar expandir esta abordagem a adicdo de aminoacidos ou amino-ésteres

naturais, obviando a utilizacdao quer de metais quer de solventes organicos tradicionais.

Através da utilizacdo do azoalceno 6, tentdmos entdo encontrar condi¢Ges de
reacdo, nomeadamente solvente mais amigo do ambiente e aminodcidos que

conduzissem a obtencao dos triazoles desejados (Tabela 2.2).

Tabela 1.2- Adigcdo de aminodcidos e amino-éster ao azoalceno 6.

CO-Bu
l
H iyt

M L.PLIO_, Bu R,

N K.CO, e R-NH. N
o =

E'I Solvente | 3 Solvente ~N’
‘ Cl
5 6 d
Entrada Solvente RNH- Rendimeanto (%)

1 H.0 L-Triptofanc 0
2 H:0 {-Trecnina 0
3 H,0 Glicina 0
4 H- L-Triptofano éster etilico 0
5 HzGICHZCIL(21T) L-Triptofano éster etilico 38
5] MADES! L-Triptofano ester etilico 0
7 NADES/H,0 (4:1) L-Triptofano éster etilico westigio
a CHCl; L-Triptofano éster etilico 0

NADES! = Clorete de colina/Gliceral 2/1
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Os resultados encontrados ndo foram muito encorajadores. A utilizacdo do
NADES CC/Gli, ou NADES/H,0 (entradas 6 e 7), que tem sido utilizado em outras
situacdes no grupo de trabalho com grande sucesso,*® ndo conseguiu minimamente
atingir os objetivos planeados. A utilizagcdao de dgua (entradas 1-3) ou solvente organico
(entrada 8) também ndo foi de encontro as espectativas. No entanto quando se utilizou
o éster etilico do L-triptofano e uma mistura de H,O/DCM, foi possivel isolar, apds
cromatografia de flash, o desejado triazole (MMB8). Estes dados parecem evidenciar da
necessidade de encontrar um balanco préprio de solventes polares aprotico/prético no

sentido de potenciar a formacao do triazoles.

2.1.2.2. Preparagdo de bis(pirazolil)metanos

Uma das outras metas que nos tinhamos proposto era tentar encontrar
alternativas de sintese mais ecolégicas para a obtencdo de bis(pirazolil)metanos. Assim
de modo semelhante aos casos anteriores, comegamos por tentar estudar quais seriam
as implicagdes da utilizacdo de solventes eutéticos NADES, e/ou da mistura terndria

NADES/H20 nos resultados das reacdes e compara-los com a rota sintética utilizando

solvente organico convencional (DCM).

Tabela 2.2- Resultados dos vdrios solventes na sintese dos BPMs MM9 e MM 10.

=3 1
| i ! " MH
MH ) ' i i '
I R ' MM MH M M. l"/ {.f-—jl M
“ - M N 12 N KeCOs W Mz & o M
I KeCO3 L H H TEAR
Cl.. - N _LL - — .
T ——— ! - LUl . solvente = |
solvente - T N
C—I E Wl - . “:_\:.I | N N . '\.?
& M. { N o
] FE. =Ts W _ MMY RB'=Ts
IR =COzEt 10, 11 13, 14 15,16 M0 H1='f_|:|;;E1.
Entrada R! Solvente [ Y MMAD (54
1 Ts MADES 0
2 Is MADESMH0 (4/1]) 0
3 Ts MADES/MH:O (1/4) 0
4 Ts CH:Cl; 62
] COzEt MADES o
G COzEt MADESH O (4/1) 0
r COsEL MALESMH:0 (1/4) 0
g COEL CHaCls 73

NADES = Clorela de colina/Ghoeral (201)

15



Sintese e avaliacdo da atividade quelante de tetrahidropiridazinas, pirazoles e triazoles

Os resultados encontrados, sumariados na Tabela 2.3, vieram mais uma vez
demonstrar que as alternativas que tentamos implementar foram frustrantes, ndo indo
de encontro as expectativas. A utilizacdo do solvente NADES - Cloreto de colina/Glicerol
(entradas 1,5) ndo conduziram ao produto desejado. Sabendo que a adi¢do de agua
pode alterar significativamente as propriedades do NADES, como por exemplo
viscosidade e sobretudo as ligacdes por ponte de hidrogénio entre os componentes,*%4!
tentamos também a mistura ternaria Cloreto colina/Glicerol/H20 (entradas 2,3 e 6,7)
em proporgdes diversas, mas os resultados foram igualmente desanimadores. A
utilizacdo do solvente aprético organico halogenado diclorometano, conduziu aos

pirazoles desejados com bons rendimentos e sem grandes reagdes laterais.

2.2. Atividade quelante

Apds a sintese dos compostos, estes foram testados relativamente a sua atividade
quelante de Cu?* e Fe?* na concentracdo de 1 mM. Apds vérios testes referidos no ponto
anterior apenas os compostos MM2, MM8, MM9 e MM10 passaram por esta etapa. Os

resultados encontrados estao sumariados em anexo.

A atividade quelante para o Fe(ll) foi definida através da alteracdo de cor provocada
pela formacdo do complexo de ferrozina com o Fe(ll) livre e a atividade quelante do
Cu(ll) determinou-se a partir da mudanca de cor devido a formacdo do complexo de

Cu(Il) com o pirocatecol.

Conforme evidenciado na figura seguinte (Figura 2.1), apenas o composto MM2
demonstrou apresentar algum efeito quelante, mas segundo a literatura, para um
composto ser considerado um bom agente quelante, tem de possuir uma percentagem
de atividade quelante acima dos 50%. Neste caso, podemos afirmar que este composto
ndo é considerado um bom agente quelante, mas poderd ser um composto promissor,
se novas modifica¢des estruturais forem introduzidas, de modo a melhorar o seu efeito

guelante.
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Figura 2.1- Atividade quelante em % dos diferentes compostos para o Fe(ll). Controlo positivo é EDTA 1
mg/ml. Barras assinaladas com letras diferentes séo significativamente diferentes (p<0,05).

Depois de analisada a atividade quelante para o Ferro (), testou-se a atividade

guelante dos compostos sintetizados para o Cobre (Il).

Tal como demonstrado na Figura 2.2 apenas os compostos MM2 e MM9
apresentaram alguma atividade. Dado que o préprio controlo positivo apresentou uma
percentagem de atividade quelante inferior aos 50% seria preferivel repetir este ensaio

dado a inesperada baixa de atividade do controlo positivo.
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Figura 2.2- Atividade quelante em % dos diferentes compostos para o Cu(ll). Controlo positivo é o EDTA 1
mg/ml. Barras assinaladas com letras diferentes sdo significativamente diferentes e letras assinaladas com letras
iguais sdo significativamente iguais (p< 0,05).

Desta forma, apds analisar os resultados obtidos, pode-se concluir que para
considerar os compostos MM2 e MM9 como futuros agentes quelantes, estes terdo que
ser modificados promovendo uma alteracdo de funcionalidades na sua estrutura, de
modo a proporcionar uma coordenacao e quelacdo mais eficaz e seletiva para os metais

em causa.
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3. Conclusao e Perspetivas Futuras

As tentativas de aplicagGes de quimica verde na sintese dos nossos ligandos, nas
condicbes experimentais testadas, ndo constituiram verdadeiras alternativas a
utilizacdo de solventes convencionais organicos. Numas situagdes, provavelmente
devido aos solventes levarem a rdpida destruicdo-degradacdo do intermedidrio
azoalceno por este ndao possuir um substituinte estabilizador na posi¢ao C4 — casos das
tetrahidropiridazinas. Nos casos das adi¢des 1,4-conjugadas utilizadas para a sintese dos
BPMs, a utilizacdo de NADES ou NADES/H,0 foi prejudicial quando comparada com a
utilizacdo de diclorometano, devido eventualmente ndo a destruicdo ou degradacdo do
azoalceno, mas talvez devido a inducdo da inibicdo da nucleofilicidade ou solvatacdo do

nucledfilo, neste caso o pirazole.

O objetivo primordial no estudo de um composto ao testar a sua atividade quelante
é tentar cumprir todos os critérios necessarios para utilizar o composto para fins
terapéuticos. Assim, neste trabalho foi trabalhada a afinidade dos nossos compostos
para os metais em causa de modo a diminuir os efeitos colaterais que poderiam vir a

provocar no organismo.

Desta forma, foi possivel observar que apenas 2 compostos, MM2 e MM9, é que
mostraram ter alguma afinidade para o Cu(ll) e Fe(ll) e que, futuramente, poderdo vir a
ser objeto de estudo para futuras altera¢des de funcionalidades estruturais de modo a

conseguir uma maior coordenacdo e uma maior afinidade para os metais em causa.
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4. Experimental

4.1. Sintese Quimica
4.1.1. Considerag0Oes gerias

Os reagentes base de partida foram adquiridos a fornecedores comerciais
Aldrich, Fluka ou Acros e os solventes a empresa LaborSpirit e utilizados sem qualquer
purificacdo adicional.

Para o controle das reagOes por cromatografia em camada fina (TLC) foram
utilizadas placas de aluminio revestidas com gel de silica 60 com 0,20 mm de espessura
e indicador de fluorescéncia UVasa (Macherey-Nagel). A revelacdo das placas foi
efetuada por exposicdo a radiacdo U.V. de 254 nm ou a uma atmosfera de iodo.

Na purificagdo dos compostos por cromatografia de flash seca (Dry-Flash)
utilizou-se silica-gel de tipo G contendo 13% de Sulfato de Cdlcio (60760 Aldrich) como
fase estacionaria e o eluente variando de acordo com a descricao experimental.

Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) foram obtidos nos
servigos da Unidade de RMN da Universidade de Coimbra em espectrémetros Bruker
Avance operando a 400 MHz para espectros protdnicos *H e 100 MHz para espectros de
carbono 3C. Os desvios quimicos (em ppm) indicados para cada composto sdo
relativamente ao padrdo tetrametilsilano (TMS), a multiplicidade de sinal s (singuleto),
sl (singuleto-alargado), d (dupleto), dd (duplo-dupleto), ddd (duplo-duplo-dupleto), t
(tripleto), g(quarteto) e m (multipleto) e as constantes de acoplamento (J) em Hz.

Os espectros de IV foram registados num espectrofotémetro Bruker FT-IR Tensor
27 utilizando discos de KBr e as bandas mais intensas sdo expressas em cm™2,

Os pontos de fusao foram obtidos num aparelho EZ-Melt automated e ndo estao
corrigidos.

Os solventes NADES CC/Glic e CC/Ureia foram preparados no grupo laboratorial

de acordo com procedimentos da literatura.*?
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4.1.2. Preparagao das hidrazonas a-halogenada e a,a’-dihalogenadas

e Bromopiruvato de etilo tert-Butoxicarbonil hidrazona (1)

0

0 \YU“ éter etilico
.-*“"‘»n"o -+  NH W{IH

| pentanos .
Br O NH- [

17 18 1

Num baldo de fundo redondo de 100 mL contendo 30 mL de éter etilico e 15 mL
de éter petrdleo (40-60) adicionou-se 0,8 mL de bromopiruvato de etilo (90%) (5,7
mmol) e de seguida 0,6 g de tert-butilcarbazato (4,5 mmol) e a mistura foi deixada a
agitar a temperatura ambiente. Um precipitado branco comecou gradualmente a
formar-se e passados 30 minutos o sélido branco foi filtrado sob vacuo, lavado com 15
mL de éter petrdleo (40-60) frio. Depois de seco, obteve-se na forma analiticamente
pura, a hidrazona 1 (0.93 g; 66%), p.f. = 106-109 2C (Iit**108-110 C); IV(ker) 3195, 1739,
1711, 1549 e 1149 cm™. *H (CDCl3) B = 1,32 (3H, t); 1,55 (9H, s); 4.22 (2H, s), 4,35 (2H, q)
e 8,55(1H, sl).

e 1,1-Dicloroacetona tert-Butoxicarbonil hidrazona (5)

0. 0
0 0. o o HN 7\
u - eter atilico |
( IH‘*—\-..-"'-' e, + R N
r':IH ) FL
CI NH, CI-HT, N
] Cl
19 18 ::

A uma solucdo de 1,1-dicloroacetona (0,8 mL, 8,7 mmol) em éter etilico (35 mL)
foi adicionado tert-butilcarbazato (1,15 g; 8,7 mmol) e a mistura reacional foi deixada
sob agitacdo a temperatura ambiente durante 16 h. O sdélido branco formado foi filtrado

sob vacuo, lavado com éter etilico 10 mL e seco, originando a hidrazona 5 pura (1,24 g;
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59%), p.f. (decomposi¢do)= 128-130 oC (lit'°* 130,1-132,3); IV(ken 3197, 1728, 1707 e
1537 cmL; 1H (CDCls) @ = 1,55 (9H, ), 2,09 (3H, s), 6,40 (1H, s) e 7,91 (1H, sl). 13C (CDCl3)
6=16,2; 28,3;66,4; 79,4; 143,1 e 154,2.

e 1,1-Dicloroacetona p-Toluenosulfonil hidrazona (7)

®
0 ]:ﬁ NH
acido propignico
o HI;U\H__ v S0, S N
NH c
Cl , v
MH- &
19 20

A uma solucdo de p-toluenosulfonil hidrazina (1,12 g, 6 mmol) em a&acido
propiénico (15 mL) adicionou-se 1,1-dicloroacetona (0,55 mL, 6 mmol) e a mistura
reacional foi deixada sob agitacdo durante 5 h a temperatura ambiente. Foram entdo
adicionados 15 mL de hexano e a mistura deixada no frigorifico durante 16 h. O
precipitado branco foi filtrado e lavado 3x com 10 ml de hexano frio. Depois de seco
obtiveram-se 1,14 g (72%) da hidrazona 8 analiticamente pura, p.f. (decomp.) = 135-
137,5 °C (lit'® 137-138 2C); IV(ker) 3210, 1615 e 1345 cm?, *H (CDCl3) B = 1,76 (3H, s),
2,26 (3H, s), 6,67 (1H, s), 6,72 (1H, s), 7,28 (2H, m), 7,82 (2H, m); 13C (CDCl3) 6 = 15,2;
23,1; 68,2; 125,4; 128,1; 130,0; 141,3 e 143,6.
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e 1,1-Dicloroacetona Etoxicarbonyl hidrazona (9)

@)
Yov
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0 YO\/ éter etilico HT
AN — X

ITJH
Cl
4 8
9

A uma solugao de 1,1-dicloroacetona (0,8 mL, 8,7 mmol) em éter etilico (35 mL)
foi adicionada etoxicarbonil hydrazina (0,91 g; 8,7 mmol) e a mistura reacional foi
deixada sob agitacdo a temperatura ambiente durante 16 h. O sélido branco formado
foi filtrado sob vacuo, lavado com éter etilico 10 mL e seco na estufa de vacuo,
fornecendo, de modo analiticamente puro, a hidrazona 9 (1,26 g, 64%), p.f.
(decomposi¢cdo)= 109-111 °C, IV(ker) 3225, 1698, 1422 e 1058 cm?, 'H (CDCl3) @ = 1,33
(3H, t, J=7,1 Hz), 2,07 (3H, s), 4,30 (2H, t, J=7.1 Hz), 6,40 (1H, s) e 7,85 (1H, sl).

e Sintese da Tetrahidropiridazina MM2

vy 1
CO;'Bu . CO.CMe,
HN €Oz Bu _OFEt Moo
| ‘ N N~
"H‘“t‘{} o A . N
OBl o vante | E1G2CT 7 Solvente O
Br
] 4 (MM2)

A 30 mL de diclorometano foram sucessivamente adicionados a hidrazona 1,
(0,31 g, 1 mmol), éter vinilico etilico 3 (1,0 mL, 10 mmol) e K,COs (0,8 g, 5,8 mmol) e a
mistura foi agitada a temperatura ambiente durante 16h. Filtracdo do material insoltvel
seguida da remocdo do solvente e excesso do diendfilo no evaporador rotativo,
conduziu a obtencdo de 6leo claro que rapidamente cristalizou. O sélido obtido (0,26 g,
87%) consistia na hidrazona MM2 essencialmente pura, p.f. = 65-67 °C (lit' 66-68 2C),
IV(ksr) 2894, 1710, 1622 e 1528 cm?, *H(CDCl3) 6 = (3H, t, J=7,0 Hz), 1.37 (3H, t, J=7,1 Hz),
1.57 (9H, s), 2.03 — 2.19 (1H, m), 2.48 (1H, ddd, J=18,8, 13,8 e 7.0 Hz), 2.66 (1H, ddd,
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J=18,6,6,3 e 1.4Hz),3.61(2H, q, J=7,0Hz),4.21 —-4.39 (2H, m) e 5.64 (1H, sl), 3C (CDCls)
6= 14,08; 15,11; 17,35; 22,58; 28,07; 28,26; 61,61; 63,60; 82,83; 142,30; 152,26 e

164,14.
e Sintese do etil triptofano 1,2,3,- triazole MM8
_ 0 _
- =
COL B G % I %
i & — -u\._\_\_‘f.ff""‘-\..‘ o~ w.‘ "\\ _FII'I
HN Co,"Bu &"'ﬁ [ OEt N\ N
N . N HN - 2 HN_ N\ 4
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il E‘N;
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A uma mistura de diclorometano (5 mL) e 4gua (10 mL) adicionou-se a hidrazona
5 (0,241 g, 1,0 mmol), triptofano etil éster 2 (0,58 g, 2,15 mmol) e carbonato de potassio
(0,69 g, 5,0 mmol) e deixou-se sob agitacdo a temperatura ambiente 16 h. A mistura
reacional foi extraida 2x com 10 mL de diclorometano. A fase organica foi lavada com
15 mL de dgua e seca com sulfato de sédio anidro. A evaporacdo do solvente deixou um
6leo que foi purificado por cromatografia de flash seca, utilizando como eluente
diclorometano/acetato de etilo (3/1 e aumentando a polaridade até 1/1). Recolheram-
se os tubos de ensaio contendo o composto com Rf mais baixo, que apds rota-
evaporagao sob pressao reduzida originou o triazole MM8 (0,11 g, 38%), p.f. = 121-123
oC, IV(ker) 3338, 1685e 1538 cm™t,*H(CDCl3) & = 1,24 (3H, t, J=7,1 Hz), 2.08 (3H, s), 3.03-
3.08 (1H, m), 3,26-3,30 (1H, m), 4,15(2H, q, J=7,1 Hz), 5,70 (1H, dd, J=9,2 e 5,6 Hz), 6,90
—7,08 (3H, m), 7,32-7,51 (2H, m), 7,91 (1H, s) e 10,80 (1H, sl).
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e Sintese do Tosyl bis(pirazoli)metano MM9
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A mistura constituida pela tosil hidrazona 8 (0, 53 g, 1,7 mmol), pirazole 12 (0,48
g, 7,0 mmol) e carbonato de potassio anidro (1,38 g, 10 mmol) em DCM (30 mL) foi
agitada a temperatura ambiente durante 16 h. Filtracdo dos materiais insoluveis e
evaporacdo do solvente seguida de cromatografia de flash do residuo utilizando como
eluente um gradiente hexanos/CH,Cl, (1/3 até 1/8) originou o bis(pirazolil)metano MM9
(0,45 g, 70%), p.f. =162-164 °C, IVksr) 3208, 3060, 1433, 1167 e 759 cm™*,*H(CDCl3) 6 = =
1,98 (3H, s), 2,44 (3H, s), 6,33 (2H, t, J=2,1Hz), 7,07 (1H, s), 7,28-7,30 (2H, m), 7,52 (2H,
d, J=2,2Hz), 7,54 (2H, d, J=1,8Hz), 7,59 (2H, d, J=2,2Hz) e 9,91 (1H, sl), 13C & = 14,45;
21,56; 77,94; 104,95; 106,82; 128,04; 129,25; 130,31; 133,66; 135,15; 140,54; 143,80 e
149,19.
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e Sintese do Etoxicarbonilol bis(pirazolil)metano MM10
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A 30 mL de diclorometano, hum baldo de fundo redondo de 100 mL adicionou-
se sucessivamente a etoxicarbonil hydrazona 9 (0.43 g, 2,0 mmol), o pirazole 1 (0,48 g,
7,0 mmol) e carbonato de potdassio (1,38 g, 10 mmol) e a mistura foi deixada sob agitacao
a temperatura ambiente durante 16 h. Filtracdo dos materiais insolUveis e evaporagao
do solvente seguida de cromatografia de flash do residuo utilizando como eluente um
gradiente hexanos/CH,Cl; (1/3 até 1/10) originou o bis(pirazolilmetano MM10 (0,41 g,
74%), p.f. mp 127-130°C. IV ymax = 3430, 3211, 2970, 1718, 1180, 1055 cm™. H(CDCl3) &
= 1,24 (t,J=5,9Hz,3H),1,95(s,3H),4,14 (q,,/=5,9 Hz, 2H), 6.30 (dd, /= 2.6, 1.9 Hz,
2 H),6.37 (t,J=2.2 Hz, 1 H), 7.21 (br s, 1 H), 7.54 (s, 1 H), 7.62 (dd, J = 2.2, 0.8 Hz, 2 H),
7.62(d,J=2.1Hz, 1 H). 3C (NMR, CDCI3): 6 = 14,20; 28,24, 61,20; 78,61; 105,43; 130,22;
135,48; 140,34, 152,76.

4.2. Andlise da Atividade Quelante
4.2.1. Reagentes e produtos quimicos

Todos os reagentes descritos foram de grau analitico. Ferrozina, o PV e o acetato
de sddio foram encomendados através da Sigma-Aldrich (Alemanha). Outros reagentes,
tais como FeCl; e CuSO4 foram adquiridos a Merck (Alemanha). O EDTA foi adquirido a

Fluka (Steinheim Alemanha). Os filtros foram fornecidos pela Milipore.
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4.2.2. Atividade quelante dos metais em estudo

Os compostos sintetizados foram testados quanto a sua atividade quelante de
Cu?* e Fe?* a concentracdo de 1 mM e essas atividades foram comparadas com a
atividade quelante do EDTA, um quelante ja conhecido. A alteragdo de cor das solugdes
foi detetada através da leitura da absorvéncia a 562 nm no caso do Fe(ll) e a 632 nm no

caso do Cu(ll).

A atividade quelante de Fe?* foi determinada medindo-se a formacdo do
complexo Fe?* com Ferrozina em microplacas de 96 pocos. Foram colocados 30 pl de
amostra com 250 pl de tampao de acetato de sédio (100 mM; pH 4,9) e 30 ul de FeCl;
(0,2 M em agua). Apds 30 minutos foram adicionados 12,5 pl de Ferrozina (40 mM). A
mudanca de cor foi medida num leitor de microplacas a 562 nm. Foi ainda efetuado um

controlo negativo no qual a amostra foi substituida pelo tampao.

A atividade quelante de Cu?* foi determinada usando violeta de pirocatecol (PV).
As amostras foram misturadas em microplacas de 96 po¢os com 290 ul de acetato de
sédio (50mM e pH 6 ), 100 pl de CuSO4 ( 50 mM ) e com 6 pl de PV a 4mM. A mudanca
de cor da solucdo foi medida a 632 nm usando um leitor de espectrofotometria de
microplacas. Tal como no teste da atividade quelante para o Fe?* foi também preparado

um controlo negativo no qual a amostra foi substituida pelo tampao.
O controlo positivo, em ambas as determinagdes, foi o EDTA (1mg/ml).

No caso do MM2, este composto apresentava cor o que poderia interferir no
método espetrofotométrico, assim para nao existir esta interferéncia realizou-se um
controlo de cor para este composto, no qual se utilizou a solugdo do composto mais a
solucdo tampdo. A absorvéncia da amostra corrigida para os compostos que nao
apresentavam cor foi igual a absorvéncia do composto, mas para o MM2 que
apresentava colorac¢do, a absorvéncia corrigida foi calculada através da diferenca da

absorvéncia do composto com a absorvéncia do controlo de cor.
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Desta forma as percentagens de atividade quelante foram calculadas através da
seguinte formula:

Abs corrigida)

%Act = 100 — (100 X Ahe C —

4.2.3. Tratamento estatistico dos resultados

Os resultados sdo apresentados através da média + o desvio padrdao e as
diferencas significativas foram determinadas através do teste one-way ANOVA
(aplicando o teste de Tukey para comparac¢des multiplas) usando o software GraphPad

Prism 6.
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Anexos

Tabela 1- Atividade quelante em percentagem dos diferentes compostos para o Fe?*.

Composto Concentragao % Atividade quelante (Fe?*)
MM2 37,952+3,772
MM8 n.d.
MM9 1mM n.d.
MM10 n.d.
Controlo + 93,531+0,231

Tabela 2-Atividade quelante em percentagem dos diferentes compostos para o Cu?*.

Composto Concentragao % Atividade quelante (Cu?)
MM?2 9,028+2,048
MM8 n.d.
MM9 1 mM 8,728+1,000
MM10 n.d.
Controlo + 34,828+2,048
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