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RESUMO

Os heterociclos constituem o maior grupo de compostos organicos e sua histdria
remonta desde o inicio do século XVIII, quando apareceram as primeiras descri¢des dos
compostos organicos. Dentre as indmeras classes dos compostos heterociclicos, uma
que merece destaque sdo a dos triazdis, compostos de cinco membros que exibem uma
variedade de atividades bioldgicas, atuando como antibacteriano, antifiingico, anti-
inflamatério,  antituberculostdtico, antiparasitdrio, anticarcinogénico, antiviral,
antiepiléptico, inibidor de enzimas e regulador do sono. Deste modo, o objetivo deste
trabalho consistiu na sintese do composto (1-benzil-1H-1,2,3-triazol-4-il)metanol e
avaliacdo da sua atividade toxicoldgica frente as larvas de Artemia salina Leach. Este
composto (1-benzil-1H-1,2,3-triazol-4-il)metanol foi obtido com 73% de rendimento
ap6s 18 horas de reacdo, sendo posteriormente caracterizado através da espectroscopia
de infravermelho. A avaliacdo da toxicidade frente a Artemia salina resultou em uma
concentragao letal entre 1000 e 2000 pg/mL, sendo classificada como uma sustancia de
baixa toxicidade. Esse resultado foi bastante promissor, pois, devido a facilidade do
preparo e por ser atoxica frente a Artemia salina, motiva os estudos experimentais das

atividades da mesma bem como de seus derivados.

Palavras-chave: Heterociclos; Triazol; Artemia salina Leach; Atividade antifiingica;

Espectroscopia de infravermelho.



ABSTRACT

Heterocycles constitute the largest group of organic compounds and their history dates
back to the early XVIII century, when they first appeared in organic compounds.
Among the numerous classes of heterocyclic compounds, one that deserves special
mention are triazoles, five-membered compounds that exhibit a variety of biological
activities, acting as antibacterial, antifungal, anti-inflammatory, antituberculostatic,
antiparasitic, antiviral, antiepileptic, inhibitor. of enzymes and sleep regulator. Thus, the
objective of this work was the synthesis of the compound (1-benzyl-1H-1,2,3-triazol-4-
yl) methanol and evaluation of its toxicological activity against Artemia salina Leach
larvae. This compound (1-benzyl-1H-1,2,3-triazol-4-yl) methanol was obtained in 73%
yield after 18 hours of reaction and was further characterized by infrared spectroscopy.
The evaluation of toxicity against Artemia salina resulted in a lethal concentration
between 1000 and 2000 pg / mL, being classified as a low toxicity substance. This
result was very promising because, due to the ease of preparation and because it is non-
toxic to Artemia salina, it motivates experimental studies of its activities as well as its

derivatives.

Keywords: Heterocycles; Triazole; Artemia salina Leach; Antifungal activity; Infrared

spectroscopy.
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1 INTRODUCAO

Os heterociclos constituem o maior grupo de compostos organicos e sua historia
remonta desde o inicio do século XVIII, quando apareceram as primeiras descricdoes dos
compostos organicos. Desde a década de 50, a quimica dos heterociclos vem
impactando todas as dreas do conhecimento, especificamente a drea da Quimica
Medicinal, uma vez que estes compostos sdo encontrados na maioria dos produtos

farmaceéuticos, agroquimicos, corantes e produtos naturais (COMINS; MA, 2016).

Dentre as indmeras classes dos compostos heterociclicos, uma que merece
destaque sdo a dos triazéis (CHEN et al., 2018). Os triazéis sdo compostos de cinco
membros que exibem uma variedade de atividades bioldgicas, atuando como
antibacteriano, antifingico, anti-inflamatério, antituberculostitico, antiparasitério,
anticarcinogénico, antiviral, antiepiléptico, inibidor de enzimas e regulador do sono
(LEITE et al., 2018). Atualmente existem diferentes firmacos comerciais contendo em
sua estrutura anéis triazolicos, a citar, o fluconazol (triazol de primeira geracdo), o

voriconazol e o posaconazol (triazéis de segunda geragao) (MENOZZI et al., 2017).

Devido a seu amplo espectro de atividade e excelente perfil de seguranga, os
derivados triazélicos vém sendo utilizados no tratamento de infec¢des flingicas, no
entanto, o aumento na incidéncia das infec¢des flngicas sist€émicas e,
consequentemente, o aumento na mortalidade da populacdo, alerta para a necessidade
de pesquisar novos compostos eficazes, ndo téxicos, que apresentem menos efeitos
colaterais e representem uma abordagem atraente, inovadora e promissora para o
tratamento das micoses em humanos. No entanto, a busca por novos firmacos requer

um estudo toxicologico (CASTRO et al., 2016).

A toxicologia € a ci€ncia que estuda o efeito de determinadas substincias
quando em contato com organismos vivos, pelas diferentes vias de exposicdo: oral,
dérmica, inalatdria, dentre outras. A literatura descreve trés tipos de metodologias para
avaliar a toxicidade de determinadas substancias, a saber, o teste in vivo, o teste in vitro
e o teste in silico. O teste in vivo utiliza um grande nimero de animais vertebrados, por
i1sso vem sendo muito criticado pelos 6rgaos de defesa dos animais; j4 os testes in vitro
utilizam microrganismos como bactérias, fungos e algas, enquanto que os testes in silico
utilizam programas computacionais que permitem a predi¢cdo do risco e perigo de uma

substancia quimica segundo sua estrutura molecular (VICTAL et al., 2014).
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Um dos bioensaios utilizados para determinacdo da toxicidade ¢ o uso da
Artemia salina, que vem se destacando devido a praticidade de manuseio e cultivo, por
ser um método rapido, simples, sensivel e de baixo custo consolidando-se cada vez mais
como uma excelente ferramenta para a andlise preliminar da toxicidade geral (ROCHA -

FILHO et al., 2015; RAJABI et al., 2015; BEZERRA et al., 2017).

Diante do exposto, o trabalho teve o intuito de sintetizar um composto triazélico,
avaliar sua toxicidade frente as larvas da Artemia salina, visando posterior avaliacdo da

atividade antifingica frente a diferentes cepas de Candida albicans e ndo albicans.

Os fungos patogénicos sdo considerados um problema de sadde publica
(FAJARDO et al., 2017), uma vez que, segundo estimativas do Ministério da Saide, em
2016, 3,8 milhdes de individuos sofreram de alguma infec¢do flngica grave
(MOROSINI, 2019). Além disso, para uma melhor compreensdo da dimensdao do
problema, apenas no ano de 2017, foram registrados 390 mil casos de aspergilose
alérgica bronco-pulmonar; aproximadamente 600 mil casos de asma severa afetada por
fungos, sendo o principal causador o Aspergillus spp.; 28 mil casos de candidemia,
causada pela presenca de fungos do género Candida spp. no sangue; e 6,8 mil casos de
meningite por Cryptococcus spp. Estima-se que o custo por paciente com uma micose
disseminada, pode superar 250 mil reais por paciente durante todo o tratamento

(MOROSINI, 2019).

Vale ressaltar que o aumento gradativo da incidéncia de infec¢des flingicas é
resultado de vérios fatores, especialmente devido ao nimero crescente de pessoas com
sistema imunolégico debilitado. Apesar da introdu¢do de muitos medicamentos para
minimizar este problema, o surgimento de cepas resistentes aos tratamentos
convencionais € algo crescente, em especial nos pacientes que fazem tratamentos
prolongados, ou que receberam antiftingicos de forma preventiva, nos quais, em ambos
os casos, pode haver mudangas na microbiota humana, dando origem a um ambiente
favoravel as espécies resistentes (BERTO et al., 2018). Cabe ressaltar que, de acordo
com a Organizagao das Na¢oes Unidas (ONU), caso nenhuma providéncia seja tomada
com relagdo ao surgimento de fungos resistentes aos farmacos atuais, até 2050 haverd

10 milhdes de mortes por ano (ONU, 2019).

Devido ao avanco silencioso e continuo dos fungos, faz-se necessario a busca

por novos farmacos que exibam eficidcia superior, menor toxicidade e melhor
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seletividade no tratamento de infec¢des fungicas. Uma classe de compostos que
apresentam potencial para suprir essas necessidades sdo os heterociclos triazélicos, uma
vez que os triazdis apresentam atividade fungistitica de amplo espectro e atuam
inibindo as enzimas do citocromo P-450, responsdveis pela sintese do ergosterol das
membranas fingicas (URBAN et al., 2016). Com isso, o trabalho buscou a obtencdo de
moléculas que possam complementar estas necessidades, utilizando de ferramentas
simples e eficazes para colaborar com a descoberta de novos agentes com boas

caracteristicas farmacoldgicas e que sejam seguras para o homem e meio ambiente.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Sintetizar o composto (1-benzil-1H-1,2,3-triazol-4-il)metanol e avaliar sua

atividade toxicolégica frente as larvas de Artemia salina Leach.
2.2 Objetivos especificos

o Sintetizar o composto (1-benzil-1H-1,2,3-triazol-4-il)metanol;

o Caracterizar através da técnica espectroscopica de IV o composto (1-benzil-1H-
1,2,3-triazol-4-il)metanol,

o Realizar a avaliagdo toxicolégica do composto (1-benzil-1H-1,2,3-triazol-4-
il)metanol frente as larvas de Artemia salina Leach;

o Determinar a concentragdo letal do (1-benzil-1H-1,2,3-triazol-4-il)metanol.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA
3.1 Aspectos gerais dos 1,2,3-triazéis-1,4-dissubstituidos

Os triaz6is s@o compostos heterociclicos de cinco membros, contendo em seu
anel dois 4tomos de carbono e trés d&tomos de nitrogénio. Dependendo da disposi¢cao dos
atomos de nitrogénio no anel triazélico, dois isomeros triazélicos (figura 1) podem ser
obtidos, sendo eles os triazdis vicinais (1,2,3-triazdis) e os triazdis simétricos (1,2,4-

triaz6is) (LI et al., 2018).

Figura 1: 1,2,3-triazol e 1,2,4-triazol.

1 1
H H
5 N\ 5 N\
N2 | N2
4[N’/ 4N
3 3

Fonte: Préprio autor.

Sabe-se que os 1,2,3-triaz6is podem ser sintetizados por diversas rotas sintéticas.
Em 1967, Huisgen foi o primeiro a estudar em profundidade a sintese de 1,2,3-triazdis,
por esse motivo este tipo de reagdo ficou conhecido como cicloadi¢do térmica 1,3-
dipolar de Huisgen, a qual envolve a reacdo entre azidas orgénicas e alcinos terminais

ou internos (HUISGEN, 1963; JANE; BURKE, 2015).

A sintese de Huisgen apresentou algumas limitacdes como a necessidade de
longos tempos reacionais e de altas temperaturas. Além disso, apresentou baixos
rendimentos e hd formacdo de uma mistura dos regioisdmeros 1,2,3-triazélicos (1,4 e

1,5)-dissubstituidos (figura 2) (KIMBER et al., 2019).

Figura 2: 1,2,3-triazol 1,4-dissubstituido e 1,2,3-triazol 1,5-dissubstituido.

1N 1 N
R1\N’ > R1\N’ N

N N

Fonte: Préprio autor.

No entanto, apds estudos realizados quase de forma concomitantemente pelos
grupos de pesquisa de Meldal e de Sharpless, em 2002, indicaram que a utilizacdo de

ions de Cu(I) acelerava a reacdo de forma surpreendente, quando comparado ao método
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descrito por Huisgen. A reacdo de cicloadicdo entre azida e alcino catalisada por Cu(l),
proposta por Meldal e de Sharpless, pertencem a classe das “Reagdes Click”, uma vez
que este tipo de reacdo resulta em rendimentos elevados, é de ficil elaboracdo e leva a

formacdo exclusiva do regioisdmero 1,4-dissubstituido (LI; ZHANG, 2016).

Segundo Sharpless (2003), uma reacdo para ser caracterizada como quimica
“Click” deve ser rapida, estereoespecifica, ter altos rendimentos e deve gerar produtos
secunddrios inofensivos que possam ser removidos sem uso de cromatografia. Além
disso, para uma reagdo “Click” ocorrer € necessirio condicdes especiais: deve ser
realizada sem solventes ou que estes sejam atoxicos e inofensivos, além de usar
materiais de partida estdveis e de simples obtencdo e ndo necessitar de cuidados

especiais.

3.2 Importancia farmacolégica dos 1,2,3-triazois-1,4-dissubstituidos

A literatura descreve que os compostos 1,2,3-triazélicos apresentam muitas
atividades biolégicas, incluindo acao antimicrobiana, anticancerigena,
anticonvulsivante, anti-inflamatéria, analgésica e antiviral. Alguns dos triazéis foram
usados como agentes citotoxicos e antitubulares. Além destas atividades bioldgicas, os
triaz6is tém sido usados em biologia quimica, ci€éncia de materiais e quimica de

polimeros (GOVINDAIAH et al., 2018).

3.2.1 Atividade Antifiingica

Os antifiingicos contendo uma ou mais unidades triazélicas atuam inibindo a
biossintese de ergosterol (figura 3), uma vez que possuem amplo espectro de atividade
antimicotica. Eles sdo divididos em dois subgrupos, sendo essa classificacdo baseada no
nimero de nitrogénios presentes em seu anel. A citar, os imidazdis (cetoconazol e
miconazol) e os triazdis (itraconazol, fluconazol e voriconazol) (figura 4) (BERTO et

al., 2018).



Figura 3: Molécula de ergosterol.

= IIITIED

Fonte: Préprio autor.
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Figura 4: Antiftingicos azélicos.

Cl Cl N
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8 A
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Fonte: FRANCA et al., 2014.

Dentre os antifiingicos triazélicos, destacam-se o itraconazol, o fluconazol e o
voriconazol. O itraconazol foi o primeiro azol usado em humanos e teve formas
farmaceéuticas disponiveis para via oral e via intravenosa. O fluconazol foi de extrema
importancia no tratamento de infecgdes fungicas, tornou-se o agente de escolha no
tratamento de meningite coccidioidal apesar do reaparecimento da doenca, além de ser
favordvel na terapia de meningite criptococica. O voriconazol, que possui estrutura
parecida com o fluconazol, tem maior espectro de acdo contra espécies de Candida
(inclusive C. glabrata e C. krusei) e apresenta boa atividade em infec¢des por Fusarium

e Aspergillus. Por bloquear mais intensamente a sintese de ergosterol em bolores, para
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os quais chega a ser fungicida, tornou-se o fairmaco preferido no tratamento de infec¢des

causadas por Aspergillus (BERTO et al., 2018).
3.2.2 Bioconjugacao

A reacdo entre um alcino e uma azida catalisada por cobre com formacgao
regioespecifica de 1,2,3-triaz6is 1,4-dissubstituidos, conhecida também por (CuAAC)
se tornou uma estratégia crescente de bioconjugacido no desenvolvimento de moléculas
bifuncionais. A bioconjugacdo representa a interacdo entre a biologia molecular e a
quimica organica e se refere a combinacdo de biomoléculas, nas quais originam um
novo composto. Peptideos, proteinas, DNA, dcidos nucleicos, oligossacarideos ou
glicoconjugados sdo exemplos de biomoléculas tteis no estudo dos sistemas biolégicos.
A bioconjugacdo via quimica de cliques € rigorosamente empregada em pesquisas
protedmicas e nucléicas. Os primeiros a utilizarem a reagdo CuAAC para bioconjugacio
foram Finn e colaboradores (2003), que ligaram o capsideo do virus mosaico do caupi a
moléculas de fluoresceina, via reacdo CuAAC em meio aquoso (FINN et al., 2003;

NWE; BRECHBIEL, 2009).

3.2.3 Quimica de materiais

Segundo Freitas e colaboradores (2011), na quimica de materiais, a reacdo
CuAAC vem sendo extensivamente utilizada na obteng¢ao de diversos materiais, tais
como dendrimeros, polimeros, fases estaciondrias modificadas, organogéis,
macrociclos, dentre outros. A reacio CuAAC também ¢é largamente empregada na
obtencdo de outros materiais como, por exemplo, colas/adesivos, fios moleculares,
biossensores, quimiossensores, radiotragadores, dentre outros. Os primeiros a utilizarem
a reacdo CuAAC, foram Fokin e colaboradores (2004), que sintetizaram dendrimeros
utilizando uma sintese convergente, nos quais os dendrimeros obtidos foram facilmente
purificados em comparagdo aos obtidos pelos métodos classicos e obtiveram melhores

rendimentos.
3.2.4 Quimica supramolecular

A reagdo CuAAC vem sendo muito utilizada na quimica supramolecular, que faz
o estudo de agregados de moléculas ou ions, unidos por interagdes ndo covalentes.

Como exemplo, podemos citar os calixarenos que sdo substancias macrociclicas e tém
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sido modificados via reacdo CuAAC, cujo objetivo principal é aumentar a solubilidade
dos mesmos. Os calixarenos também sdo blocos construtores importantes na quimica
supramolecular, pois possuem a versatilidade de acomodar e transportar ions e
moléculas neutras em suas cavidades. As ciclodextrinas pertencentes a familia dos
oligossacarideos macrociclicos formados por seis, sete ou oito mondmeros de glicose,
designados como a, b ou g-ciclodextrinas, respectivamente, sdao capazes de formar
compostos de inclusdo com moléculas hidrofébicas, por isso, possuem o seu uso
difundido na quimica supramolecular, o que permite que sejam carreados em solventes
polares. Podemos destacar na quimica supramolecular outros usos da reacio CuAAC,
como por exemplo a aplicacdo na sintese de rotaxanos, catenanos e nanocavidades

(FREITAS et al,, 2011; SHAD et al., 2019).

3.2.5 Catalisadores

Segundo Freitas e colaboradores (2011), a literatura descreve a obtencdo de
catalizadores contendo uma unidade triazélica. Uma série de dendrimeros quirais
contendo triazdis obtidos através da reagdo CuAAC, foram sintetizados por Niu e
colaboradores (2008). Tais catalisadores atuaram reduzindo assimetricamente cetonas
pré-quirais utilizando boranas. Outros exemplos sdo encontrados na literatura relatando
a utilizacdo de ligantes sintetizados a partir de 1,2,3-triazéis-1,4-dissubstituidos; dentre
eles podemos citar, o uso de catalisadores em reagdes de acoplamento do tipo Suzuki-
Miyaura; os catalisadores que promovem reagdo de alquilag@o alilica regiosseletiva; os
catalisadores que promovem benzoilagdo enantiosseletiva de didis e os catalisadores que

promovem hidrogenacgdo assimétrica.

3.2.6 Quimica medicinal

Devido ao fato dos 1,2,3-triazois-1,4-dissubstituidos serem ferramentas
importantes para a descoberta e o desenvolvimento de novos farmacos, hd um crescente
interesse em explorar suas aplicagdes sintéticas, possibilitando a modificacdo dos
farmacos ja existentes e com isso provocar a melhoria das propriedades farmacoldgicas

e farmacocinéticas desses compostos (AGALAVE et al., 2011).

Os derivados 1,2,3-triazdlicos sao bioisésteros dos anéis heterociclicos

imidazdélicos que sdo encontrados em substdncias com diversas atividades
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farmacoldgicas, tais caracteristicas fazem com que esses compostos sejam de grande
interesse farmacoldgico. Muitos compostos contendo o esqueleto 1,2,3-triazélico sdo
farmacos consumidos mundialmente, pois além de apresentarem tal propriedade,
apresentam atividades farmacolégicas como, antimicrobiana, analgésica, anti-
inflamatdria, anticonvulsivante, antituberculostatica, anticancerigena e antimicrobiana

(LI et al., 2019).

Figura 5: Farmacos contendo o esqueleto 1,2,3-triazdlico.
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Fonte: Préprio autor.

De fato, as propriedades quimicas dos triazdis os tornam grupos farmacéforos
interessantes. Os triazdis sdo bioisdsteros ndo cldssicos do grupo amida, uma funcio
presente em muitas moléculas biologicamente ativas. As diversas atividades bioldgicas
dos 1,2,3-triaz6is podem ser devidas a sua estabilidade sobre uma ampla gama de
hidrélise dcida e bédsica, bem como contra condi¢des oxidativas e redutivas, mostrando
estabilizacdo aromdtica e também em dire¢do a degradacdo metabdlica. Além disso, o
momento dipolar de 1,2,3-triazol os faz interagir com muitos alvos biolégicos nos
organismos, permitindo que formem ligagdes de hidrogénio (SHANKARAIAH et al.,
2018).
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3.3 Artemia salina Leach

A toxicologia € uma ciéncia que visa estudar os efeitos nocivos que as
substancias quimicas provocam no organismo. Esta ci€éncia envolve édreas, como por
exemplo, sociais, bioldgicas, quimica e forense. O conceito de substdncias téxicas €

relativo, pois depende da dosagem e do individuo (BUENO; PIOVEZAN, 2018).

O processo de desenvolvimento de novos farmacos em escala industrial é longo
e envolve grande investimento financeiro. Além disso, diferentes ensaios biolégicos sao
empregados na avaliacdo do potencial bioldgico dessas novas moléculas. Os testes de
toxicidade sdo elaborados com o objetivo de estabelecer os possiveis efeitos das
substancias em humanos e devem ser utilizados para cada nova substancia a ser
produzida ou utilizada. Em outras palavras, trata-se de um bioensaio que consiste em

avaliar as possiveis interacdes das substancias com o organismo (VICTAL et al., 2014).

O ensaio de letalidade com o microcrusticeo Artemia salina Leach € uma
ferramenta util na avaliacdo preliminar de toxicidade de substancias, e também ¢é
empregado para detectar compostos bioativos. Permite um teste toxicolégico geral e de
toxicidade aguda letal, além de ser um ensaio alternativo para a utilizacdo de animais
respeitando os 3R’s (Reduction, Refinement, Replacement), podendo também ser usado
como teste de triagem para substdncias altamente dispendiosas (HARADA, 2009;

BEDNARCZUK, 2010; CUNHA, 2011; SILVEIRA et al., 2018).

Sua utilizacdo em testes de toxicidade aguda se deve a sua capacidade de formar
cistos dormentes, além da simplicidade de manuseio e cultivo, rapidez e baixo custo.
Por estas razdes, a Artemia spp. tém sido utilizada para ensaios de toxicidade em
diferentes substincias, a citar, os farmacos sintéticos, compostos heterociclicos entre

outros (MACHADO, 2005; CUNHA, 2011; HIROTA, 2012).

A Artemia spp. € um microcrustidceo da familia Artemiidae encontrado em aguas
salgadas. As artémias sdo utilizadas como alimento vivo para peixes, desempenhando
um papel importante na cadeia alimentar neste ambiente. Essa espécie de
microcrusticeo marinho tem sido utilizada em ensaios bioldgicos como um
bioindicador, por apresentar caracteristicas que favorecem seu emprego (BEZERRA et

al., 2017).



Figura 6: Eclosdo de cistos das artémias.

Fonte: MAYORGA et al., 2010.
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4 METODOLOGIA
4.1 Local

A sintese e purificacdo dos compostos foi realizada no Laboratério de Sintese
Organica e Quimica Medicinal localizado no Centro de Educag¢do e Sadde da
Universidade Federal de Campina Grande (CES-UFCG). J4 a caracterizacdo do
composto foi realizada no Laboratério Multiusudrio de Andlises Quimicas (LABMAQ-
UFPE). A andlise da toxicologia do composto frente a Artemia salina Leach foi

realizada no Laboratério de Farmacologia e Toxicologia do CES-UFCG.
4.2 Materiais

A reagdo foi monitorada através da cromatografia em camada delgada (CCD)
utilizando placas de silica-gel contendo indicador fluorescente Fass. Para visualizagdo
das CCD, as placas foram colocadas em solucdo de permanganato de potdssio
(KMnOs4). A purificacdo foi realizada através da cromatografia em coluna de vidro
utilizando silica-gel 60 (70-230 mesh), como fase estaciondria, e sistemas de
Hexano:Acetato de etila em diferentes propor¢des, como fase mével. A confirmacio e

pureza do composto foram realizadas por meio da espectroscopia de infravermelho.

No bioensaio toxicolégico frente Artemia salina Leach foi utilizada uma cuba
dividida ao meio por uma barreira permedvel, além de soluc¢do salina, ovos de artémia e

uma lampada.
4.3 Procedimento para sintese da benzil azida

Em um baldo de fundo redondo com capacidade de 250 mL foi preparada uma
solu¢do de brometo de benzila (36,15 mmols) em acetona (36 mL), posteriormente esta
solucdo foi resfriada a aproximadamente 0 °C. Em seguida, a azida de sodio (126
mmols) foi solubilizada em 4gua (36 mL) e adicionada gota a gota na solugdo de
brometo de benzila (36,15 mmols) em acetona (36 mL) sob agitacdo. A temperatura foi
elevada para 60 °C e mantida sob agitacdo por 12 horas. A mistura foi resfriada a
temperatura ambiente, diluida com diclorometano (50 mL) e transferida para um funil
de separagdo, onde a fase organica foi separada e a fase aquosa foi lavada 3 vezes com

diclorometano (30 mL). A fase orgénica foi seca com sulfato de sddio anidro para que o
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restante da dgua fosse retirada, em seguida, a solu¢do foi filtrada e o solvente removido
sob pressdo reduzida utilizando evaporador rotativo para obten¢do da benzil azida e sem

necessidade de purificacdo.
4.4 Procedimento para sintese do composto (1-benzil-1H-1,2,3-triazol-4-il)metanol

Em um tubo de ensaio foi adicionado o L-(+)-ascorbato de sédio (0,1 mmols), o
sulfato de cobre (0,05 mmol), o alcino (2,9 mmol) e a azida organica (4,35 mmol). Em
seguida, 5,0 mL de dgua foi adicionada e essa mistura foi mantida sob agitacdo durante
18 horas a temperatura ambiente. O término da reacdo foi acompanhado por CCD
utilizando solucdo de permanganato de potdssio como sistema de revelagdo.
Posteriormente, a mistura reacional foi transferida para um funil de separacdo, extraida
com acetato de etila (3 x 20 mL). A fase organica foi seca com sulfato de s6dio anidro e
em seguida, a solucdo foi filtrada e o solvente removido sob pressdo reduzida utilizando
evaporador rotativo. O produto foi purificado por cromatografia em coluna de vidro
utilizando inicialmente hexano e terminando com um sistema de Hexano:Acetato de

etila na propor¢ao de 80:20.
4.5 Toxicidade frente a larvas de Artemia salina Leach

O ensaio de letalilidade em Artemia salina Leach foi realizado de acordo com a
metologia descrita por Meyer e colaboradores (1982). Dessa forma, os cistos das
artémias foram incubados em meio salino, solu¢do artificial preparada a partir de 38 g

de sal marinho Marinex®

em 1 L de dgua destilada em pH entre 8 e 9 por um periodo de
24 horas objetivando-se a eclosdo dos ovos, com o nascimento dos nduplios. Este
processo aconteceu em uma incubadora, formada por um recipiente de vidro retangular
com uma diviséria contendo furos de aproximadamente 0,02 cm de espessura
distribuidos uniformemente, formando-se assim dois lados diferentes (MEYER, 1982;

LUNA, 2005; MACHADO, 2005; MOREIRA, 2013; BUENO, 2018).

Os cistos foram depositados em um dos lados do recipiente, o qual foi coberto,
para que os nduplios, apds a eclosdo dos cistos, fossem atraidos pela luz do outro lado
do sistema, forcando-as a atravessar a divisoria, facilitando sua coleta e transferéncia

para os tubos de ensaio.



25

Em seguida, os nduplios foram recolhidos por uso de uma pipeta de Pasteur e
inseridos em tubos de ensaio, sendo 10 art€émias para cada tubo. Posteriormente foram
expostos aos controles positivo, negativo e a diferentes concentracdes da solu¢do do

tridzol. Todos os testes foram realizados em triplicata.

A benzamidoxina foi utilizada como controle positivo ao passo que o solvente
da solu¢do estoque dimetilsulféxido (DMSO) foi utilizado como controle negativo a fim

de comprovar a efetividade do teste.

Os testes foram submetidos a iluminacdo artificial durante 24 horas, sendo
posteriormente contabilizada a quantidade de individuos vivos e mortos para cada tubo

de ensaio.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

O trabalho foi iniciado com a sintese da benzil azida (3), também denominada de
azido-metil-benzeno, a partir da reacdo entre o brometo de benzila (1) e azida de s6dio

(2) em acetona, seguindo o esquema geral descrito na figura 7.

Figura 7: Esquema para a sintese da benzil azida (3).
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Fonte: Préprio autor.

Esta reacao foi acompanhada por CCD utilizando placas de silica-gel contendo
indicador fluorescente Fzss, uma vez que os compostos 1 e 3 apresentam estruturas
quimicas diferentes, o que implica em valores de Fator de Retencdao (FR) distintos, o
que permite conjecturar sobre o término da reacdo e total consumo do reagente

limitante, ou seja, o composto 1.

Vale ressaltar que o composto 3 foi obtido na forma de um 6leo amarelado com

rendimento de 90%.

Uma vez sintetizado o composto 3, partiu-se para a sintese do (1-benzil-1H-
1,2,3-triazol-4-il)metanol (5) a partir da reacdo entre a benzil azida (3) e o 2-propin-1-ol
(4). O término da reacdo foi verificado através da CCD utilizando placas de silica-gel
contendo indicador fluorescente Fas4. No entanto, para verificacdo das informagdes
provenientes da CCD nio foi utilizada a camera de ultravioleta, devido o 2-propin-1-ol
(4) apresenta um sistema de transi¢do eletrOnica quase imperceptivel na regido de
absor¢ao molecular do ultravioleta de 25020 nm (comprimento de onda da lampada de
ultravioleta utilizada). Desta forma, foi utilizado uma solu¢ao de KMnO4 como sistema
revelador, em que os compostos sdo identificados pelo aparecimento de uma mancha
amarela, resultado da reacdo de oxidacdo do composto pela agcdo do KMnOs. A figura 8
demonstra o término da reagdo para a formacdo do (1-benzil-1H-1,2,3-triazol-4-

il)metanol (5).
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Figura 8: Placa de silica-gel revelada com solugdo de KMnQOy ap6s 18 horas de reagéo.

Fonte: Préprio autor.

Nesta reacdo de cicloadicdo entre azida e alcino catalisada Cu(I), proposta por
Meldal e de Sharpless, também denominada de CuAAC (LI; ZHANG, 2016), com
relacdo ao mecanismo de reacio CuAAC, ndo € um mecanismo trivial, essa reacao
segue um ciclo catalitico contendo uma serie de etapas reacionais e ele ainda nao foi
elucidado plenamente. Vdrios estudos experimentais e tedricos foram realizados na
tentativa de explicd-lo (ZHU et al, 2016). O tempo reacional para a sintese do

composto triazélico (5) foi de 18 horas.

Figura 9: Esquema para a sintese do (1-benzil-1H-1,2,3-triazol-4-il)metanol (5).
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Fonte: Préprio autor.

O (1-benzil-1H-1,2,3-triazol-4-il)metanol (5) foi obtido na forma de sé6lido com
73% de rendimento, sendo este valor semelhante ao obtido por Konwar e colaboradores
(2016), em uma de suas reagdes na qual promoveram a reacdo CuAAC em meio aquoso,

um método econdmico e sustentdvel para a sintese de 1,2,3-triazol-1,4-dissubstituido a
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temperatura ambiente. Vale ressaltar que Kaushik e colaboradores (2016) sintetizaram
uma série de 1,2,3-triazéis 1,4-dissubstituidos a partir de varias azidas e alcinos na qual

obtiveram rendimentos entre 62,4% e 85,3%.

Uma vez sintetizado e purificado o composto (1-benzil-1H-1,2,3-triazol-4-il)
metanol (§), o mesmo foi submetido a caracterizacdo espectroscopica. A caracterizacao
realizada para confirmar a estrutura desse composto foi a espectroscopia na regidao do

infravermelho médio em niimero de onda de 400 a 4000 cm™ (Figura 10).

Figura 10: Espectro de infravermelho para o (1-benzil-1H-1,2,3-triazol-4-il)metanol (5).
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Fonte: Préprio autor.

De acordo com o espectro de infravermelho do (1-benzil-1H-1,2,3-triazol-4-
il)metanol (5), constatou-se uma banda fraca em 3137 cm’! referente ao estiramento da
ligacdo Csp-H do anel triazélico (Figura 10), sendo esta banda a principal evidencia da
formacdo do composto 5, uma vez que, segundo Kaushik e colaboradores (2016) a
confirmacdo da formac¢do do anel 1,2,3-triazélico implica obrigatoriamente no
aparecimento da banda de absor¢do na regido entre 3188-3105 cm™ relativa ao

estiramento da ligagdo Csp”-H.



29

Outra evidencia da formagcdo do composto 5 € a auséncia da banda fraca-
moderada na regido entre 3100-3300 cm™ referente ao estiramento da ligacio C-H de
carbono sp e da auséncia da banda referente ao estiramento da ligacio C=C na regido de
2250 cm’!, demonstrando que o 4lcool propagilico (4) foi totalmente consumido (Figura
10). No espectro do composto S constatou-se a presenca de outras bandas, por exemplo,
a banda em 3249 cm™ referente ao estiramento da ligacio O-H e a presenca da banda

em 2934 cm! referente 2 estiramento da ligacdo C-H de carbono sp® (Figura 10).

No espectro do composto 5 foi verificado a presenca de outras bandas como, por
exemplo, a banda em 1455 cm™! referente  vibracdo do anel aromdtico, as bandas em
1062 e 1127 cm’!, que sdo duas bandas médias, sendo a primeira banda atribuida 2
deformacdo no plano do hidrogénio na posi¢do 5 e a segunda a uma deformacao planar
do anel triazélico. Também observou-se a presenca de uma banda em 718 cm™ que
também se refere a uma deformacdo planar no anel triazélico e a banda em 691cm™,

proveniente de uma deformacao fora do plano do anel triazélico (Figura 10).

Esses dados de infravermelho do composto S estdo de acordo com os descritos
por Borello e Zecchina (1963), uma vez que espera-se uma vibracdo do anel entre as
bandas 1460-1430 cm™, no que se refere as bandas 1149-1074 e 1112-1038 cm’, que
podem apresentar intensidade média ou forte, a primeira banda € atribuida a deformacgao
no plano do hidrogénio na posi¢cdo 5 e a segunda a uma deformacdo planar do anel
triaz6lico, porem nao € possivel fazer uma distingdo clara entre essas duas vibracoes
devido a possibilidade de ocorrer acoplamentos. Em relacdo as bandas situadas entre
750-700 cm’, de intensidade media ou forte, Borello e Zecchina (1963) atribuem a uma
provavel deformacao planar do anel triazol e no que se refere as bandas entre 684-653
cm™, banda de média intensidade, é referente a uma deformacao fora do plano do anel

triazodlico.

Depois de sintetizado e caracterizado, o (1-benzil-1H-1,2,3-triazol-4-il)metanol
(5) foi submetido ao bioensaio com Artemia salina Leach, a fim de avaliar sua
toxicidade. O teste foi escolhido devido a rapidez, simplicidade e por ser um método

confidvel (HYACIENTH; ALMEIDA, 2015).

Segundo Ferreira (2013), as artémias sdo animais filtradores e sua alimentagdo é
baseada no consumo de materiais em suspensdo do meio aqudtico, a citar: microalgas,

bactérias, protozodrios e pequenos detritos tanto organicos como inorganicos. Por serem
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capazes de utilizar quase todo o tipo de fontes de nutrientes sua alimentacdo é
considerada um processo continuo e nio seletivo. Tais fatores contribuem para que a
Artemia salina seja um método ideal para avaliar a toxicidade do composto (1-benzil-

1H-1,2,3-triazol-4-il)metanol (5).

Os cistos das artémias foram incubados usando uma solu¢do salina preparada
com 38 gramas de sal marinho em um litro de dgua destilada. O pH da solucdo foi
verificado através de um pHmetro ficando em torno de 8,24. Apds 24 horas de
incubagdo, os cistos das artémias eclodiram e as larvas puderam ser utilizados nos

testes.

Figura 11: Esquema para a incubacg@o dos cistos de Artemia salina Leach.

Fonte: Préprio autor.

Os testes foram realizados com concentragdes que variaram de 10 pg/mL a 7500
pg/mL da solug@o do (1-benzil-1H-1,2,3-triazol-4-il)metanol (5), com a finalidade de
obter concentragdes capazes de matar 5% e 95% dos individuos testados, além de
concentragdes situadas entre estes dois pontos. Apds 24 horas da exposi¢do dos nduplios
nas diferentes concentragdes do composto S foi realizada a contagem do nimero de
artémias vivas e mortas em cada tubo, identificando que a concentracao letal para (1-

benzil-1H-1,2,3-triazol-4-il)metanol (5) foi entre 1000 e 2000 pg/mL.
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Nguta e colaboradores (2011) e Merino e colaboradores (2015), consideram que
amostras que apresentarem valores de CLso inferiores a 100 pg/mL sdo considerados
altamente toxicas, valores entre 100 e 500 pg/mL sdo consideradas moderadamente
toxicas, valores entre 500 e 1000 pg/mL sdo consideradas levemente toxicas e valores

acima de 1000 pg/mL possuem baixa toxicidade.

Partindo destes argumentos, o (1-benzil-1H-1,2,3-triazol-4-il)metanol possui
baixa toxicidade frente ao bioensaio utilizando a Artemia salina Leach, concordando
com a expectativa de baixa toxicidade por ser derivado de moléculas compativeis e

presentes numa grande diversidade de organismos.

Esse resultado foi semelhante ao encontrado por Garcez e colaboradores (2018),
que utilizaram o mesmo método para avaliar a toxicidade de farmacos amplamente
comercializados, como é o caso da dipirona sdédica, cujo valor da sua forma
farmacéutica genérica apresentou uma CLso <1000pg/mL indicando baixa toxicidade

para essa amostra.

Estudos realizados por Cavalcante (2015) comparando a dipirona (ndo
especificada se genérica ou referéncia) e o paracetamol, constatou uma CLso para a
dipirona de 962,98 ng/mL, indicando que essa amostra possuia baixa toxicidade frente

aos nauplios de Artemia salina.
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6 CONSIDERACOES FINAIS
Em suma:

A benzila azida foi obtida na forma de um 6leo amarelado com um rendimento

de 90%;

O (1-benzil-1H-1,2,3-triazol-4-il)metanol foi obtido com um bom rendimento

(73%), com o tempo reacional de 18 horas, obtido na forma de um solido branco;

O (1-benzil-1H-1,2,3-triazol-4-il)metanol foi caracterizado através da técnica
espectroscopica de infravermelho, em que os dados observados no espectro de

infravermelho confirmam sua estrutura e estao de acordo com os descritos na literatura;

O ensaio de toxicidade in vitro pelo bioensaio com Artemia salina Leach
apontou que o (1-benzil-1H-1,2,3-triazol-4-il)metanol apresenta baixa toxicidade, com

uma dose letal entre 1000 e 2000 png/mL;

Sendo assim, torna-se possivel a realizacdo de estudos mais aprofundados que
tenham como objetivo explorar as atividades que esta molécula e seus derivados possam
expressar, buscando identifici-las, entende-las e molda-las, cooperando para o processo
de desenvolvimento de novos farmacos que possam auxiliar no tratamento das

enfermidades e que sejam seguras para o homem e o ambiente.
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	O (1-benzil-1H-1,2,3-triazol-4-il)metanol foi caracterizado através da técnica espectroscópica de infravermelho, em que os dados observados no espectro de infravermelho confirmam sua estrutura e estão de acordo com os descritos na literatura;
	O ensaio de toxicidade in vitro pelo bioensaio com Artemia salina Leach apontou que o (1-benzil-1H-1,2,3-triazol-4-il)metanol apresenta baixa toxicidade, com uma dose letal entre 1000 e 2000 μg/mL;
	Sendo assim, torna-se possível a realização de estudos mais aprofundados que tenham como objetivo explorar as atividades que esta molécula e seus derivados possam expressar, buscando identificá-las, entende-las e molda-las, cooperando para o processo ...
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