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Resumo

A presente tese apresenta a sintese, caraterizacdo e estudo fotofisico de azidas
derivadas de compostos benzazoélicos fotoativos. Para a sintese das azidas empregou-se
a reacdao de formacdo de sais de diazonio in situ partindo das aminas aromaticas. As
azidas sintetizadas apresentaram absorgéo na regido do UV e emisséo de fluorescéncia
na regido do visivel, com grande deslocamento de Stokes devido a um
fototautomerismo no estado excitado. O estudo fotofisico das azidas estudadas
demonstrou que esses compostos podem ser utilizados como quimiossensores de H,S a
partir da reducdo dos grupamentos azido para amino, resultando em um mecanismo de

resposta fluorescente do tipo off-on.
HO HO
N N N
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Em um segundo momento, é apresentada a sintese e estudo fotofisico de novos
compostos do tipo 1,2,3-triaz6is. A metodologia utilizada para a sintese foi a
cicloadicdo de azidas e acetilenos catalisado por cobre (CUAAC). Para a obtencdo
desses compostos a cicloadicdo foi realizada entre azidas derivadas de compostos
benzazolicos e alcinos derivados de carboidratos. Os glicoconjugados sintetizados
foram investigados e apresentaram aplicacdo como quimiossensores de Ni*?, Zn*? e
Cu*? em solugdo. Também foram realizados testes de interacdo com a albumina sérica
bovina (BSA), sendo possivel observar forte interacdo através do mecanismo de

supresséo de fluorescéncia.

N o N 0 OMe
o
OMe \ =N P

X X N= 3 2

o 0o

o
he g X
X=0,S No (o} /

N i)+

XV



Abstract

This work describes the synthesis, characterization and photophysical study of
azides derived from photoactive benzazoles. For the synthesis of the azides derivatives
the formation of diazonium salts in situ from the aromatic amines was used. The
synthesized azides showed absorption in the UV region and fluorescence emission in
the visible region with large Stokes shift due to an phototautomerism in the excited state
(ESIPT). The photophysical study of the azides in the presence of NaHS has shown that
these compounds can be used as chemosensors for H,S detection based on the azides

reduction to amines resulting in an off-on fluorescent response mechanism.
HO HO
N N N
OO 0w C-0Os
X (0] S
X=0, S N3

In addition, the synthesis and photophysical study of new compounds 1,2,3-
triazoles was also presented. The methodology used for the synthesis was the copper-
catalyzed azides and acetylenes cycloaddition (CUAAC). To obtain these compounds
the cycloaddition was performed between azides derived from benzazoles and alkynes
derived from carbohydrates. The synthesized glycoconjugates were successfully
investigated as solution cation chemisors and presented potential aplication for the
detection of Ni*?, Zn"? and Cu*?. Interaction tests with bovine serum albumin (BSA)
were also performed, and it was possible to observe strong interaction through the

fluorescence suppression mechanism.
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1. Introducéo

Quimiossensores fluorescentes para ions e molécnladras tém sido
amplamente aplicados em diversos campos como mglégiologia, farmacologia e
ciéncias ambientaiSO primeiro quimosensor fluorescente foi relatade Boedrich
Goppelsroder em 1867 para a deteccdo dé Ao inicio, o desenvolvimento de
quimiossensores fluorescentes se concentrava ainuénte na deteccdo de ions
metalicos, devido a ligacdo seletiva destes em aguaignificativamente mais facil do
gue anions ou moléculas neutras. Porém, desdeaalaléle 80, pode-se observar um
grande crescimento da aplicabilidade de diversosnigasensores aanalitos, em
particular quimiossensores com importancia bioldg@mbiental para cations, anions e
moléculas neutras.

Existem varios céations metalicos que desempenhampapal vital em nossa vida
fisiolégica diaria. Entre esses incluem sédio Naotassio (K), calcio (C4?), cobre
(Cu" e CU? e zinco (ZA#?), entre outros. No entanto, alguns fons metalicos)o o
chumbo (PE), cddmio (C&) e mercurio (HE) sdo toxicos e causam sérios problemas
de salde e ambientdis.

O planejamento e sintese de novos quimossensareedtentes que podem
detectar seletivamente os ions metalicos tém desjoeconsideravel atencdo em varios
campos da quimicaOs cétions metalicos sdo de importancia biolégiezolégica. O
cobre, em particular, é o terceiro metal pesad® @aindante no corpo. Este metal tem
uma concentracdo média de 100-180L™* no sangue em condi¢cdes normais e serve
como co-fator para muitas proteinas e enziffi@omo resultado, o cobre é essencial
para processos importantes, como funcéo cerebegliada estabilizacéo das fibrilas de
colagend® e aumento da elasticidade da elastina, a manutefacBiomeostase natdral
e intracelular de ferro, biossintese de A a producdo de melanina na peféPor
outro lado, o zinco é o metal de transicdo maisdhote em mamiferos. Esse metal
desempenha papéis vitais em varios processos lmos)gor exemplo, como cofactor
em metaloproteinas, em neurotransmisséo, na trggsdie sinal e como regulador de
expressao génica e apoptose celular. O zinco @itdesomo sendo responsavel por
distarbios neuroldgicos, defeitos de desenvolvimelt mau funcionamento. Dessa
forma, a deteccdo de ions de zinco € de granderiamoia para o estudo de suas
fungBes bioquimicas, controle de qualidade alimestautrientes para suplementos de

zinco, bem como avaliacdo de amostras ambiehitas.



Entre as moléculas utilizadas para a deteccaotimsalestaca-se os compostos
1,2,3-triazol. Esse composto é um ligante versdéVido a sua capacidade de
coordenacdo através de atomos de nitrogénio casredtes ions metalicos. E descrito
na literatura que os compostos 1,2,3- triazéisogedenam com varios ions metalicos
como Cu, Al, Pd, Zn, Cd, Pt e Ni podendo ser wdizs como sensores para deteccao

de varios ions metalicos. Alguns dos derivados3ityRaz6is descritos utilizados como

quimiossensore ssdo mostradosigura 1.7
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Figura 1. Estrutura quimica de 1,2,3-triazdis utilizados padeteccao de cations.

Os cations metalicos tém papel importante em muytogessos bioldgicos e
ambientais e seu monitoramento se faz necessadonstituido uma area de pesquisa
de grande importante na Quimica. Este monitoramande muitas vezes ser realizado
por espectroscopia de absorcdo na regido do UVeéride uma alteracdo de cor €
observada numa solucdo do ligante, devido a prasdecum ion metalico ou de
emissao de fluorescéncia, levando em considerac@egsos de supressdo ou aumento
de intensidadé®®°

Os compostos 1,2,3-triazolicos também podem sdizadtos como sondas
fluorescentes em sistemas biolégicos, uma vez quanabd heterociclico de cinco

membros em sua estrutura os torna estaveis a @ed@djuimica e metabolica*



Além disso, devido a sua alta constante dielétetes sdo capazes de interagir com
moléculas biolégicas como a albumina sérica bo\iB8A), podendo agir como
farmaco. E descrito na literatura que utilizagadl &3-triazol derivados de chalconas
(Figura 2) mostraram significativa afinidade com a BSA, putlg portanto, ser
utilizado para o desenvolvimento de agentes teteqo8uque pode ligar-se a proteina

em locais especificd:?®
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Figura 2. Compostos 1,2,3-triazdis utilizados como sondatudeescente de BSA.

Outra espécie que tem papel importante na nossa diiitia € o sulfeto de
hidrogénio (HS). Este composto é bem conhecido por seu odogdeiavel de ovo
podre, € uma espécie gasosa produzida por bactériasganismos eucariéticos
superiores, incluindo os mamiferds’ Embora o HS seja conhecido como um gas
téxico, podendo em altas concentracdes danificastema nervoso e respiratéffoem
baixas concentracbes € um regulador da pressdalisang neuromodulador, esta
envolvido na producdo de energia mitocondrial, aldem apresentar acdo anti-
inflamatéria® sendo considerada uma molécula sinalizadora (gaswohissor) com
importancia equivalente aos gasotransmissores omittwo (NO) e monoxido de
carbono (COJ° O H,S é produzido principalmente pela decomposicéocepostos
organicos ou como subproduto do refino de petrokegricultura, mineracdo e
fabricacdo de pesticidas organofosforadbs®® Os efeitos téxicos do sulfeto de
hidrogénio foram documentados pela primeira vezacde 300 anos atras, desde entao,

muitos estudos focado em seu potencial risco atensas biologicos =°



Nos ultimos anos, as sondas fluorescentes e cabitas tém recebido
consideravel atencdo devido as suas vantagens, bao custo e detecg¢do a olho
nu2"*¥ 0 mecanismo utilizado para a deteccéo @8 féi baseado na fluorescénoit
on relacionada a reducado de azidas a aminas, levamndo aumento na intensidade de
fluorescéncia. No entanto, as sondas para detedgdd}tS ainda possuem a
desvantagem de ter janela Unica de deteccdo e icoempos de onda de excitagdo
curtos®® Assim, é necessario projetar sondas para detelec&sS com dupla janela de
deteccdo, emissdo no vermelho ou NIR ou que apsssegrande deslocamento de
Stokes.

Dessa forma, uma ampla variedade de sondas flemtescpara essa deteccéo
especifica tem sido proposta na literaflif€Neste contexto, este trabalho apresenta a
sintese, caracterizacdo fotofisica e aplicacdo deantes do tipo 2-(2'-
hidroxifenil)benzazois contendo azida para detectéhS em solucdo. Estes, por sua
vez, apresentam emissao de fluorescéncia com gdmstlecamento de Stokes devido a
um mecanismo de transferéncia protonica intramtdeawo estado eletronico excitado
(ESIPT)** 0 que confere caracteristicas importantes a estdéculas como alta

8

fotoestabilidad® e diminuicdo da auto-absor¢&5'®As propriedades apresentadas por

estes compostos permitem aplicacdes como senserpsil sensores para cétions e

anions>*°!

sondas fluorescentes entre ouffos.

Dentro deste contexto, uma idéia a ser exploradaentrabalho € a sintese de
azidas aromaticas derivadas de compostos fotodieazazolicos e sua aplicagdo como
sensores de 43 em solugdo e em sistemas bioldgicos. Além diesabém foram
sintetizados compostos do tipo 1,2,3-triazéis, vésada reacdo de cicloadicdo 1,3
dipolar entre azidas aromaticas derivadas de cdwwgobenzazolicos e alcinos
derivados de carboidratos. Esses glicoconjugad@snfdestados com sucesso como

quimiossensores de cations e albumina sérica b@BiBA) em solucéo.
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2.0Dbjetivos
2.1. Objetivo Geral

- Sintese de azidas aromaticas e sua derivatizagéio da reacéo de cicloadicao
azida-acetileno com alcinos derivados de carbamdrapara a obtengcdo de
glicoconjugados fotoativos para testes como seasigesdS, cations e albimina sérica

bovina (BSA) em solucéo.

2.2. Objetivos especificos

- Sintese de precursores fotoluminescentes daifadai$ benzazois

- Sintese das respectivas azidas a partir dosrges benzozélicos

- Sintese dos alcinos derivados de carboidratos

- Sintese dos glicoconjugados a partir da reacaaideadicdo dos alcinos
terminais derivados de carboidratos com as azideséicas

- Caracterizagao fotofisica das azidas aromatichs eglicoconjugados através de
medidas de absorcdo no UV-Vis e Emissao de Fludénegtem solucao

- Teste das azidas como sensores & H

- Testar dos glicoaconjugados como quimiossensigesations e de albumina
sérica bovina (BSA) em solugéo
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3. Revisao da literatura
3.1. Azidas Organicas

As azidas orgéanicas sdo compostos extremamentéteisrem sintese para a
preparagcdo de uma grande variedade de compostagemiados de elevado valor
agregado tal como o farmaco AZT (3’-azido-3'deanitina (1), (Figura 3), que foi o

primeiro farmaco utilizado para inibir o virus daunodeficiéncia humana (HIV) no

tratamento da AIDS?
HO 0 —
N 0
N3 O}’ NH

)
Figura 3. Estrutura quimica do 3'-azido-3'deoxitimidifi®) (AZT).>*

A aplicacdo das azidas organicas na industria comepm o uso destas na
sintese de triazdis e tetrazois. Esses heterogé@osmportantes nucleos presentes na
estrutura de varios compostos de interesse mebiéiaguncao azida (i) é facilmente
transformada em aminas, entre outros grupos fuapnsendo dessa forma,
reconhecida como um grupo funcional versatil engées de cicloadicdo com alcrids.
Além do importante papel sintético das azidas, saascteristicas energéticas devem
ser levadas em consideracdo, visto que s&o conspdsstante energéticos e
frequentemente exibem propriedades explosivas.nmmm, diferentemente das azidas
alquilicas, as azidas arométicas (ArN@o bem mais estaveis devido ao sistema
aromatico por isso, seu uso nao € restrito somentsintese organica, mas também na
area biologica e industriaf:>” A determinacdo estrutural da azidas foi inicialtaen
baseada no postulado de Curtius e Hantzsch. Coafesse postulado, o grupo azida
assumiria a estrutura ciclica do ciclo 1H-triazarilNo entanto, essa proposta foi
rapidamente reformulada em favor da representagé&arldo grupo azida, conforma

mostrado para a azidobenze@p(Figura 4).>®

N3

IN\
N-N Nt
N\\ -
O O O™
() (b)

(0]

Figura 4. Estruturas ciclica (a) e linear (b) para o grupdana azidobenzen(@).



Conforme apresentado mesquema 1 diversas metodologias tém sido descritas
para a obtencdo das azidas organicas. Entre edémcdm-se: insercdao do grup@ N
(substituicdo nucleofilica aromética-SNAr), insergie um grupo (transferéncia de
diazo), insercdo de um atomo de nitrogénio (dizZatp clivagem de triazinas e
rearranjo de azidaS.Entre essas metodologias, destaca-se a sintesgidds organicas
através de diazo compostos (diazotacdo). Nessadaletie, sais de diazbnio arilicos
reagem diretamente com ions azid@)Yformando as arilazidas correspondentes sem a
utilizacdo de catalisador. Normalmente, sdo utliimcomo fonte de azido, azidas

inorganicas (Nable INs) e organicas como a trimetilsililazida (TMgN°

[lnserg:?w do grupo N3]
Cl N; NH, N3
N N
NaN; Xy NaNO/HCI X
<//;\§*N02 e N <//;\§7N02 @ aNo, D
= DMSO A= . /L2 NaNy/H,0 R/
( Rearranjo de azidas) ( Clivagem de triazenosj
[0}
QMe OMe JJ\ N.__R, N3
CHO N. CHL.COM CO,Me HN™ "N \j/ NO
| e, YOy y H L NaoH :
~ 1T —
N

N/ NaOMe/MeOH N/ N; H,0
-10°C NO, 10
Q) ®) 10

( Inser¢io do grupo N, J

AN CuSO,, Et;N A
| + CF;80,N; ——————— ||
= CH,Cl,/McOH z
N N
NH, N;

a1n 12)

Esquema 1Metodologias para a obtencao de azidas orgafficas.

E descrito na literatura que a sintese da arilazataeca com o ataque do jon
azida ao sal de diazénio formando arilpentazésus subsequentes produtos. A adicdo
da azida ao ion diazbénio passa pelos intermedi@eosazeno e pentazol seguido da
perda e nitrogénio moleculdEgquema 3. Estudos de RMN d#4 e de'>N mostraram
que ha a formacéao de trés arilpentazenos isoméfim¥orme esses estudos, enquanto
o isbmero E,Z) B forma o arilpentazolC, o intermediario £,E) B forma a azida
diretamente através da clivagem do pentazeno, nelitaassim o rearranjo para a

formacdo do pentazeno isoméritgH) B.®°°*No entanto, apés a formacdo do sal de
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diazbnio, a reacdo pode ser conduzida através doamseno de substituicdo

nucleofilica de primeira ordem () descrito na parte dos resultados e discussdo da
presente tese.

N=N
(Z’E)'B -N2
Ar
N N=N N -
Ar—N=N ——> v+ - —2 Ar—N=N=N
o N=N=N > f
\ (E.E)-B D
1L Kz -N2
Ar
N=N
. #
N Ar
N \N’N\‘N
N’ b/
N=N
(EaZ)'B
Ar. _N
NN
N:N
C

Esquema2.Mecanismo de converséo de ion diazdnio em a%ida.

Essa metodologia foi utilizada na sintese da aglidoimida (5) (Esquema 3.
Nessa reacdo o intermediario amino sofre diazotpgiianeio da reacéo e nitrito de

sbédio (NaNQ@) em HCI aquoso e posterior reacdo com a azidadd® $ormando a
azidotalidomid&?

(i) NaNO,/HCI, 0°C

O O O 0O O
O,N H,N NH (ii) NaNj; N; NH
0O —> (0) > o
—
36%
o) (0) [0)

a3) 14 (as)
Esquema 3Sintese da azidotalidomidas).
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3.2. Reac0Oes das azidas organicas

As azidas organicas podem reagir em diferentesigdesl experimentais e em
diversos tipos de reacfes. Podendo reagir comoéflletmo nitrogénio ou com
nucleofilo no nitrogénio. Esses compostos, porv&am podem reagir com retencédo ou
aumento do numero de nitrogénios da unidade azid®m a clivagem da ligacdo N-N
com a formacao de nitren®%>*

A diversidade quimica das azidas é consequénciaswkes propriedades fisico-
quimicas. Tais propriedades podem ser justificagiasgrande parte, pela analise das
estruturas mesomeéricas polares desse grupo fuhdiesquema 4. As estruturas de
ressonanciaC e D explicam a facil decomposicdo destes compostos ié@no e
nitrogénio molecular bem como a reatividade desgpogcomo 1,3-dipolo. Através das
estruturas polares de ressonarigia C, podemos compreender as fortes absorcdes na

regido do infravermelho (1V) de aproximadamentefari®.®%°

- o+ _ +

R e+ = .o -~ ee e
R-N: = | R-N=N-N: <«—» R-N=N=N: <> R-N-N=N <«<—>» R-N-N=N
3 L 2 3 ~ N . .o

A B C D

Esquema4 Estruturas de ressonancia do grupo azidg)(-N

3.3. Azidas como quimiossensores de sulfeto de rodénio

O sulfeto de hidrogénio @$) é um gasotransmissor importante na regulagéo
cardiovascular, neural, fun¢des imunoldgicas, endaés e gastrointestinais. O nivel de
H>S no sistema nervoso central esta na faixa de 6Qd¥i6 enquanto a concentracao de
sulfeto no sangue esta no faixa de 10-L00 Niveis anormais de 1$ tém sido
relacionados a varias doencas, como a doenca deeiiler, diabetes e cirrose
hepaticd®°°0 H,S existe em diferentes formas, comgSHyasoso, HSe S, sendo
todas essas formas dependentes do pH. DevidoamddatS ser considerado um acido
fraco cerca de 80% do,H existe como a espécie anidnica l48b condicbes
fisioldgicas’®"*Embora a deteccdo de$iseja de grande importancia devido ao seu
impacto biomédico e ambiental, a presenca de nsgtigquilibrios entre a suas
espécies relacionadas ao pH, tem sido um granddialgmra sua deteccdo de forma
satisfatoria’®' "> Desse modo, desenvolvimento de quimiossensores geteccdo
seletiva e sensivel de sulfeto de hidrogénigSjHem sistemas biolégicos tem atraido

bastante atenc&o nos ultimos anos.Assim, uma gremrdlade de sondas fluorescente
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com o grupoa zida témsido utilizada em sistemaaularels, devido a sua
compatibilidade com sistemas celulares vivos coadns com sua relativa facilidade
sintética, conforme apresentadoRigura 5.”

0]
Ny S N
0, OO ol
Nj 0O e} N NH
N3 o

(16) a” as)

NC._CN
NCTY A N
\ (O ,
(¢ N, O N 0 O
19 (20) @1 N

Figura 5. Estruturas de azidas utilizadas como sondas floentss de b6 através da

reducdo quimiosseletiva de azidas para anfih4s.

Diversos métodos para deteccdo dg¢S HEém sido desenvolvidos, incluindo
cromatografia gasosa, métodos fluorescentes e im@nicos e sensores de
nanoparticulas metélicas. Esses métodos sdo @eisopmonitoramento de sulfeto de
hidrogénio em amostras de agua, sedimentos e [4nfastre esses métodos de
deteccdo, os metodos fluorescentes e colorimétitiews se destacado, devidoa sua
rapidez e simplicidade. Além disso, quimiossenséitesescentes além de apresentar
alta sensibilidade e seletividade também apresdtataelacdo sinal-ruido. Em todos os
processos de reconhecimento molecular as reac6emceinpanhadas por mudanca de
cor e/ou de emissao de fluorescéncia. Esses mauaside reconhecimento sdo muito
importantes no planejamento de sondas colorimétrma fluorimétricas altamente
seletivas para deteccdo deSHem células vivas. Entre esses mecanismos potl&ase
(i) clivagem ligacdo R-O,ii| clivagem da ligacdo S-O @i} reducdo do grupo nitro

para amina e reducdo de azidas método utilizadernieseEsquema 5.”
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O,N NO,

H,S
O,N
(0]
I H,S
(0]

H,S
No2 2 NH2

Esquema 5Modificacbes quimicas para deteccéo ¢d8.H

Os principios de planejamento das sondas parag@etete HS séo claros, e 0s
processos resultantes irdo aumentar ou diminuitensidade de fluorescéncia dessas
sondas. As sondas fluorescentes que utilizam nsroande transferéncia interna de
carga (ICT) normalmente utilizam o sistema elettépush-pul] onde o grupo doador
de elétrons e o grupo retirador de elétrons sagugados ao fluoréford® Devido &
capacidade do #$ de reduzir as azidas, é possivel projetar e tigiatesondas
fluorescentes para meios biolgicos baseados @redtbs mecanismos de emis§3o.

Na Figura 6 sao apresentadas sondas fluorescentes utilizadasaeteccdo de
H,S. O compost®2 apresentou apds a adicdo NaHS um deslocamentordraioo
(para maiores comprimentos de onda) para a localizalo maximo de absorcéo,
resultando em uma mudanca colorimétrica de amad@ido para amarelo profundo.
Essa molécula também apresentou baixa intensidatleatescéncia como resultado do
efeito de extingdo do grupo azida, devido a um men# de transferéncia eletronica
fotoinduzida. No entanto, com a adicdo de NaHSntansidade de fluorescéncia
aumentou até 16 vez&5Da mesma forma, os compos3 e 24 apresentavam fraca
intensidade de fluorescéncia antes da adicdo deSNEHtretanto, apos a reducédo do
grupo azido por b6 foi possivel observar um aumento na intensidadéudrescéncia
para ambas as sondas. Cabe ressaltar que o con2gagpoesentou ainda uma maior
intensidade devido ao fato de o grupo -N&gr mais eletrodoador do que o grupo OH,
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facilitando assim a emissédo de fluorescéncia pornumsanismo de tansferéncia de
carga intramoleculd?’
7 7
N/\ /\N N3 N3
0O (23) (24)

Figura 6. Estruturas das sondas fluorescentes utilizadasdeseacao de 5.

3.4. Mecanismo de reducgéo de azidas
O processo de reducado de azidas inicia-se congoetio nucleofico H& azida
eletrofilica. Apds o ataque inicial para formar intermediario azidotiol anidénico, dois

mecanismos para a formacéo da amina séo prop&stiqedma §.%°

Ar—N; + HS
K-1 || K1

Ar-N\_ SH
N=N

Mecanismo A Mecanismo B

K N\ K +
> /K- K-, 2 +H
+
H
Ar-NH /s‘ Ar-NH  SH
N=N N=N
K K.
f Ataque 3 B Ataque
(+H) | intramolecular HS | intermolecular
Ar—NH, * N, + §° Ar—NH, * N, + HS;

Esquema 6 Mecanismos propostos para a redugao da azida por HS
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O primeiro mecanismo proposto inicia-se atravésedgao intramolecular onde
ocorre a transferéncia de prétons gerando um adidrminal, que apos ataca a azida
através do triazatiociclobutil de quatro membrosrés membros, estado de transicao
diazatiociclopropil para liberar NS’ e o produto arilamina (Mecanismo A). Nesse
cenario, o HS atuaria como um redutor de dois elétrons, e @ndgr valor negativo de
entropia de ativacaoAG*) seria esperado. Em contraste com o primeiro n&tan
intramolecular, o intermediario azidotiol poderi&r satacado por um segundo
equivalente de HSNeste cenério, a protonacdo do azidotiolanibpam gerar um
intermediario azidotiol neutro poderia aumentar sigrofilicidade, resultando em
ativacdo adicional para ataque pelo segundo eguteado HS para liberar ) HS e
0 produto arilamina (Mecanismo B). Estudos compateis e observagdes
experimentais indicaram que o segundo ataque dets# a etapa determinante da
reacdo. Dessa forma o mecanismo mais aceito sktanismo B

Hillary e colaboradores utilizaram o Mecanismo &g comprovar através de
dados computacionais a reducdo da azikgema J. O primeiro passo da reacéo
inicia-se com o ataque nucleofilico reversivel d& &b nitrogénio terminal da azida
terminal de C7-Az (1), que é o mais nitrogénio refdico da azida. Este ataque
nucleofilico inicial gera o intermediario aniéni&® que embora pudesse ser atacado
diretamente por HS é mais plausivel quB seja transitoriamente protonado para o
composto neutroC, o que seria significativamente mais eletrofilicd. ataque
subsequente el@ por segundo equivalente de H§era a amina desprotonddaN; e
H.S,, que apds a transferéncia de prétons, provaveémeatiada pela solvente, resulta
na formacédo do composto reduzido de interé&sseambém foi observado que anibn
é uma base significativamente mais forte que aritediarioB ou HS ~ devendo passar
por transferéncia de prétons facil para g&r4f

#

AN X
N 0~ o N 0~ o ‘1}1 0~ o 0~ Yo
B C

3 HN
HS.. . HS__.N HS_ _N
A NN SN N

#
- i
_ 0 o HN 0" o H,N 0" o
D E

) Ny, HyS,
ASe .
s S 2N

Esquema 7 Mecanismo proposto para a redugéo de aminas.
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3.5. Carboidratos

Os carboidratos sdo moléculas naturalmente disp@nigue constituem a maior
parte da biomassa produzida por organismos vivosloseportanto, abundantes e
baratos. Além disso, os carboidratos apresentama baxicidade e sdo moléculas
polifuncionais com estruturas variadas. Esta clagseompostos é altamente atrativa
como matéria-prima na indUstria quimica, pelo fae serem substancias
enantiomericamente puras com configuracdo absclutdecida e de caracteristicas
funcionais, estereoquimicas e conformacionais pesl Além de serem oriundas de
tecnologia renovavel, por apresentarem cadeiadpokilada com varios centros quirais
e pela possibilidade de manipulacéo seletiva dirsxilas por métodos quimic8s.

A quimica de carboidratos tem sido parte importantétal da quimica organica
desde as pioneiras descobertas de Emil Fischet886) com a sintese total da glicose.
Devido a grande versatilidade dessas moléculasiraicp dos carboidratos tem sido
uma importante conexaoentre a quimica organicajigaimedicinal e a biologia, tendo
papel importante em processos fundamentais para, vs$tando presentes na
constituicdo de todos os organismos vivos e sema@sncipal fonte de enerdfa®®

Quando um carboidrato (doador glicosidico) se Agautra molécula (aceptor
glicosidico) ocorre a reacéo de glicosilacdo. Esagdo acorre com a formacdo de uma
ligacdo glicosidica. Normalmente, o carboidratotendo um grupo de saida na posi¢ao
anomeérica é ativado, formando um oxocarbénio dikb@ que sofre adicdo
nucleofilica do aceptor glicosidico. O ataque padentecer em ambas as faces do
oxocarbénio, quando a nova ligacdo formada ocoaeposicdo anomérica, ela é
classificada coma (axial) oup (equatorial) de acordo com a sua orienta&&ojema
8).2° O produto de glicosilacdo é classificado de aceatn a esteroquimica da ligacédo
formada e também de acordo com o &tomo ligadoadiveite ao anel do agucar da
nova ligacdo. Os mais frequentemente encontradnog&énio, nitrogénio, enxofre e
carbono. Dessa formaaligacdo € classificada comg: N-, S, C-glicosidica,

respectivament®.
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ligacio a-glicosidica

doador glicosidico oxocarbénio 0
. . 5 Glicosilaci GPO%‘
—0O, ativagdo 0 ataque icosilacdo
GPO o~ ———» GPO~ N — YR
Gs -GS - 2N g
ataque o UYR ligaciao [-glicosidica

aceptor glicosideo

0
GPON=~\ YR

GPO—, GPO~ T\, GPO%LH GPOZAi

OR NHR SR R

O-glicosideo N-glicosideo S-glicosideo C-glicosideo

Esquema 8 Glicosilacdo genérica na obtencao de glicoconjugado

Quando ha na posicdo anomeérica do anel um grupmredgativo, como um
grupo alcoxi ou haleto, no carbonqg, © produto preferencial de glicosilacdo @&-0
glicosideo, embora produtdB-glicosideo minimize repulsdes estéricas nesta
conformacéo. A preferéncia pela posigiglicosidica pode ser explicada pelo efeito
anomérico que se baseia no efeito de hiperconjogaeda interacdo do orbital do
oxigénio (HOMO) com o orbital antiligantec.x (LUMO), favorecido na conformac&o

axial (Figura 7).
o)
0y

0
n(GPO)/\W

o* C-X

Figura 7. Efeito anomérico em carboidratos.

Os carboidratos tém desempenhado papel cada vezimm@irtante na industria
farmacéutica e medicina na area de glicobiologieyvidth a propriedades como
solubilidade em meio bioldgico e alta afinidade acm@rganismo. As porc¢des de aglcar
em muitos produtos naturais que possuem atividaolédgica ndo s6 aumentam a
solubilidade em agua e a biodisponibilidade, bemadiminuem a toxicidade e podem

ainda ser responsaveis pela atividade bioldgiaajalau totaf®*°
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Diversos farmacos tém sua atividade modificadareagnca de carboidratos, por
exemplo, cadeias de glicano podem controlar prdades farmacocinéticas dos
farmacos, tais como absor¢do, distribuicdo, meiahol e excrecdo. Além disso,
produtos naturais glicosilados tém sido largamergados como antimicrobianos e

como farmacos anti-cancefigura 8).%*

HQ,  HO

Hzsz><\
o NH

NH, (48)

47) Doxorrubicina
Neomicina NH,

Figura 8. Moléculas contendo carboidratos em sua estrutura.

Outro exemplo de farmaco que apresenta carboideatosua estrutura €
vancomicina(49) (Figura 9) que € um glicopeptideo empregado no tratamento de
infecgBes bacterianas, atuando na inibicdo da fgimaa parede celular de bactérias

Gram-positivas®

(0]
~ NH
NH H (0] H 20
N N .
N
(0] (0]
HO
(0]
Cl o.,0
HO
S ""Q
HO H
OH 0
n,,
HoN

HO

Figura 9. Estrutura da vancomicing9).

Além das aplicagdes emquimica medicinal, carbaidraéio extremamente Gteis
na sintese organica. Podem ser utilizados comorialade partida para sinteses totais,
na sintese de produtos naturais ou como blocosmkracdo molecular na sintese de

19



moléculas mais complexasOs carboidratos furanosidicos e piranosidicosttdonsua
aplicabilidade sintéticaexplorada e seus derivadoslificados em diversos tipos de
reacfes, como substratos ou catalisadores quaigicosideos, produtos naturais e
quimiossensores fluorescentes seletiieigira 10).°*°'Dessa forma, a quimica de
carboidratos, desempenha tem papel fundamentalindag organica.

alcoois quirais

ligantes quirais C-glicosideos
h on
P H
=~ Ph 0
O
5 AcO ‘ "'"OMe
/O / O
n=0,1 AcO )(o
X=C.0 (50 (D
(32)

Quimiossensor fluorescente

oo MNJ&<

(33)
Figura 10. Estruturas de diferentes carboidratos funcionatigad

3.6. Sintese de 1,2,3-triaz0is via cicloadicado dipolarazida-acetileno

Heterociclos contendo o atomo de nitrogénio sdo dos compostos mais
importantes encontrados em quimica organica, bemoaoa industria farmacéutica.
Entre estes, os 1,2,3-triaz0is tém atraido coréér atencdo na comunidade
académica. Estes triaz0is sdo compostos heteomscliaromaticos de cinco
membroscontendo dois atomos de carbono e trés atalmonitrogéniovicinais que
apresentam seis elétrons podendo ou ndo seremsubstituidos em um dos atdenos
nitrogénio ”® ' %° S&o0 compostos estaveis comparados como outrasamscibs que
contenham trés atomos de nitrogénios adjacentesesEsOmpostos apresentam um
vasto campo de aplicacdo que vao desde farmacpbkcacées industriais, tais como

lubrificantes, foto-estabilizadores e coranféigifra 11).1°01%2
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Ar” N~

Me
(60) (62)

Cl

Figura 11. Moléculas que apresentam atividade farmacologicsteoolo a porcéo

triazolical®*

Dependendo da posicdo do substituinte no atomo ittegénio, existem
principalmente dois tipos de 1,2,3-triazois, que $a 1H ou 3H-1,2,3-triazol e (ii) 2H-
1,2,3-triazol Figura 12).1%

Ry R Ry R, R; R
57—<4 5 7—_< 4 57/ \<4
RN N N N NN,
TN 3 1 N 3'Rs N
2 2 |2
R;3
1H-1,2,3-triazol 3H-1,2,3-triazol 2H-1,2,3-triazol

Figura 12. Diferentes estruturas quimicas para compostdgpdd.,2,3-triazois, onde a

ordem de prioridade: RR;.

Existem muitas metodologias descritas na liteeafpara a sintese de 1,2,3-
triazois. Algumas dessas metodologias podem serarizedas conforme as
caracteristicas dos substratos, intermediariosriegipalmente, mediante semelhanca
dos mecanismos organicos envolvidos, como por elkegnapclasse dos compostos
sintetizados via hidrazona, adicbes de enolatosaeiaas, ciclizagdo de triazinas e

cicloadicdo 1,3-dipolal®*'°®As reacdes de cicloadicdo 1,3 dipolar sdo conhedida
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varias décadas. Na década de 60, Huisgen fez uat@areentre dois compostos
insaturados formando um anel de cinco membros. MNant®, a reacdo entre uma
azidae um alcino terminal formando anéis 1,2,3#liaos de Huisgen necessitava de
altas temperaturas e longos tempos de reacdo fdomana mistura de regioisbmeros
1,4 e 1,5-dissubstituidoE§quema 9 Método a)-%’

Independentemente, Sharpless e Mendal utilizaranano de 2002, sais de
cobre para catalisar a reacdo de cicloadicdo desgemj gerando apenas um
regioisdmero, o 1,2,3-triazol 1,4-dissubstituilsquema 9 Método b). Dessa forma, a
reacao ficou conhecida como cicloadicdo 1,3 dipalzida-acetileno catalisada por
cobre (CUAAC)'%®1%°| evando-se em consideracédo as otimizacdes reatizasireacao
CUAAC pode ser incluida no conceito a#ick chemistryy desenvolvido por Sharpless.
A "click chemistry € um conceito introduzido em 2001 por K. Barryafphess para
descrever reacfes termodinamicamente favoraveisrgakzadas em laboratério, sdo
capazes de conectar duas moléculas de forma muifdes e com altos rendimentos,
sendo de grande aplicabilidade. Cabe ressaltamaquieloadicdo de Huisgen n&o séo
especificas para formacdo de anéis triazolicosembul ser aplicada também, a
formacado de outros heterociclos conforme a utiivagos 1,3-dipolo¥2*°A reacéo
CUuAAC ocorre entre um alcino terminal e uma azidatalisada por cobre no estado de
oxidacdo +1. Varias fontes de Cu () podem seiizatlas. No entanto, como esta
espécie é muito instavel em solugcdo aquosa, obdééarespécie ativa atraveés da reducéo
de sais de Cu (ll)n situ por um agente redutor como o ascorbato de sOdib. T
metodologia ndo necessita de ligantes ou atmosfende, normalmente nédo gera
subprodutos e apresenta rendimentos elevados.

Entre as caracteristicas da reacdo CUAAC, desmeagrande versatilidade uma
vez que ndo é afetada pelas propriedades estériekdronicas dos grupos presentes
nas azidas e alcinos, e também pode ser realimadalgentes préticos e apréticose em
agua. Normalmente apresentam altos rendimentogsiquaalizadas em agua e um co-
solvente? Outra vantagem da reacdo CuAAC é formacdo de amiéisdlicos

altamente estavel, ndo sofrendo reacdes de higlroksdacdo e nem de reducéo.
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Esquema 9.Reacdo genérica de cicloadicdo 1,3-dipolar de ldnisgm mistura de
regioisbmeros (Método a), catalisada por cobre dommacdo de produto 1,4-
dissubstituido (Método b) e catalisada por rutécmn formacdo de produto 1,5-
dissubstituido (Método c), onde diferentes grupgsimicossao apresentados em a azul

e verdet®

Logo apdés a descoberta da reacdo catalisada pae,colbtra descoberta
complementar foi obtida através cicloadicédo caddkspor ruténio entre alcinos e azidas
para formar exclusivamente 1,2,3-triazois 1,5-disituidos Esquema 14 Método c).
No entanto, essas reacdes exigiamaltas temperafr@sentaram baixos rendimentos
e, além disso, 0 uso de catalisadores de metass camo o ruténio restringia 0 uso
dessa reacad*'**No ano de 2005, Zhang e colaboradores relataraiticadicdo de
azidas com alcinos utilizando catalisadores deniotéara formacdo de triazois
isomeéricos do tipo 1,5-disubstituidos. De formailsimcomplexos de ruténio também

catalisam este tipo de cicloadicdo, mas com regliethadade oposta. Foram utilizados
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varios tipos de complexos de ruténio, porém, otogna do pentametilciclopentadienil
(Cp*) foram os que forneceram os melhores resudtadendo o Cp*RuCIl(PRh
empregado na maioria dos casos. A catdlise utdizanCu(l) é limitada a reacdes com
alcinos terminais e este catalisador de Ru(ll) mosse também ativo com alcinos
internos*'*

A reacdo CuAAC tem grande importancia na obtengdsutbstancias de interesse
biolégico. Na quimica de carboidratos, por exempfsa reacdo provou ser robusta no
que concerne a grupos protetores e glicosilacoesrsdis, sendo uma importante
ferramenta para a obtencdo de estruturas quimieasdicada. NaFigura 13 sao
mostradas duas substancias obtidas utilizando aACu@ técnicas da quimica de
carboidratos*®

O’R OAc
OAc //( o N= Ner
- AcO A
A O&N\ N R0~
Kco OAC N
63) (64)
OAc
AcQ  OAc
/ (0]
R= AcO OAc R= AcO" OMe
0 /
AcO OAc
AcO

Figura 13. Substancias derivadas de carboidratos e sintefizdaés da CUAAC.

3.7. Propostas mecanisticas para a sintese de 1-{2i&0is

Os mecanismos para a reagcdo CuAAC foram propostms Folkin e
colaboradores, onde foi utilizado dados experimetigado a dados computacionais. A
primeira proposta de mecanismo para essa reacdmwemraimplificada, no entanto, ja
apresentava alguns indicios do que seriam as pegposelaboradas
posteriormente’’’ Esse mecanismo, apresentado Esguema 10 inicia-se com a
formacao do acetileto de cob8® seguida da complexacdo da azida ao metal. Essa
estrutura66 favorece ao ataque do acetileto de cobfb ko nitrogénio eletrofilico
terminal da azida, formando o metalociclo estévePosteriormente ocorre a contracao
do anel levando a triazoila de coli@ que ao sofrer protondlise regenera a espécie
catalitica e libera o 1,2,3-triazol 1,4-dissubigtb 69 no meio reacional. Embora esse
mecanismo tenha esclarecido algumas etapas dessghofe varios estudos
demonstraram que ela era mais complexa, envolvetadieez, intermediarios

dinucleareg®11®
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Esquema 10.Primeira proposta de mecanismo para a reacao kbadicdo catalisada

por cobre.

Posteriormente, uma proposta mais detalhada donisewa envolvendo calculos
tedricos sobre complexos de cobre dinucleares fosamliadas. Estudos tedricos
encontraram indicios de que a complexag&ntre o Cu (I) e o alcino terminal provoca
a reducado do pKa do hidrogénio do alcino de 25 paBapermitindo dessa forma, a
desprotonacdo em meio aquoso sem a necessidaddizicao de base facilitando
assim, formacéo do acetileto de cobre. Varias ohedées sdo feitas sobre a natureza
dos intermediarios dessa reacdo, sendo que alggntiscias levam a crer que podem
estar envolvidos dois centros metalicos. Dessadponalcinos e coordena a um dos
centros de cobre, enquanto a azida ataca o segentto metéalicd?°

Conforme mostrado nBsquema 11 apos a formacdo do complexo alcino cobre
70, ha a formacdo de um novo complexo azida-acetdetaobre7l, sendo que a
proporcéo de 1:1 entre azida e alcino foi compravexiperimentalmente através do
acompanhamento da reacao por andlise de infravesnigb intermediari@2 o cobre
atua como retirador de elétrons, tornando o nittimg@zinho ao metal mais eletrofilico
e o carbono vinilidénico mais nucleofilico, favegado a formacédo do metaloci¢®
Essa etapa € a que define a regiosseletividadeagdo, com energia de ativacao de 15

kcal-mol'. Ap6s ocorre a contragéo do intermedi&®dornecendo a triazoila de cobre
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75. A formacéao do triazol6 ocorre através da protonacao do intermediariodii@azpor

uma base protonada ou pelo solvéfte.

B
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Esquema 11.Proposta de mecanismo para a reacdo CuAAC envalveéod centros

metélicos no estado de transicéo.

Apoés analise do mecanismo descrito acima, outramso foi sugerido. Nesse
mecanismo, a azida ataca o0 mesmo centro de c@adoliao alcino. O mecanismo
mostrado ndesquema 12 inicia-se com a coordenac¢do do primeiro ion deec@l) do
ciclo (Etapa A) tornando o hidrogénio do alcino snacido e permitindo que um
segundo ion de cobre forme o acetileto de cobapéEB). Apos, ocorre a coordenacgao
da azida ao cobre que est&oordenado ao alcino (Etapa C). Aregiosseletivedhd €
obtida devido a coordenacao desse ion de cobrarborm a do acetileto de cobre e ao
nitrogénio substituido da azida, ambos por teremsidade eletrénica maior, isto é,
carga parcial negativa. Este fato promove o acoghdonoxidativo e o ataque do
carbonof do acetileto de cobre ao nitrogénio terminal dalaziormando um anel de
seis membros com dois a&tomos de cobre (Etapa Dgstados de oxidacao do cobre no
intermediario dessa etapa nao sédo conhecidos dntatracdo do anel com a saida do

cobre (I) por eliminacdo redutiva gera o triazold&cobre (I) (Etapa E), o qual sofre
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protondlise formando o respectivo 1,2,3-triazolestaurando o ion cobre (I) (Etapa
F) 122

H—R;
[Cu]
Etapa A
H———R,
Elimina¢io \ Etapa E
redutiva Etapa B
, \/ :Rl ut
\) //N
N—-N ——R,

Esquemal2Ciclocatalitico proposto por Folkin e Finn paraagdo CuAAC.

Em 2015 Makarem e colaboradores isolaram e caizedt@m um complexo
hexaacetileto de octacobre (I), que pode ser ogimimintermediario da reacdo. Em
condicOes acidas, este complexo produziu espéeigdicdbre, as quais foram muito
reativas para a formacdo de 1,2 3-triaZ8isAlém desse estudo, o isolamento e
caracterizagdo de quatro intermediarios desta adgido 1,3-dipolar com cobre
permitiu a atualizacdo do mecanismo da reacdo endi@ies estequiométricas
(Esquema 13. Essa reacao ocorre pro duas vias, uma lentaaerépida, sendo ambas
iniciando com a formac&o do acetileto de cobreathml Na via lenta o triazoleto de
cobre demorou mais tempo para ser formado a plartcetileto de cobre apo6s a adicédo
da azida e consequentemente o respectivo 1,2Z®itiambém demorou mais tempo
para ser formado. Na via rapida a formacédo de umpkexo alcino-dicobre a partir do
acetileto de cobre ocorreu em minutos, gerando nemoteto de cobre ligado ao

segundo metal pelo nitrogénio 3 do anel. Tal intatidrio forma o respectivo 1,2,3-
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triazol apés a adicdo de um alcino terminal restadw o complexo bimetalidé* O

intermediario alcino-dicobre é formado, provavelteepor ambos 0s metais com estato
de oxidagéo +1. Vale ressaltar que o contra-iogall@le cobre também tem influéncia
nessa reacao, sendo que os anions mais basicoedenoa formacédo do acetileto de

cobre e desfavorecem a etapa de coordenacéo da'¢olf

N R, LCuX + R——1H
N” °N
R/ H - HX
A R2N;
PR RN L. X
/ LCuX O
""" RI-=——CiL ——> R-=—cCuL
] +
(Iento) N. R (rapido)
H DS \ S
; N” N LCu. N. _R
N,’N\N/Rz ’l, _ N” °N 2 X
2=( S, R n =
R; CuL N2 Ry CuL
.-t R™N; R —
~-oo--- - - —

Esquema 13 Mecanismo da cicloadicdo de azidas e alcinodisadia por cobre (1)

deduzido do isolamento de intermediarios de redto.

Outro fator importante para a velocidade desse tijgo reacdo sao as
caracteristicas estruturais das azidas e dos alci@ maioria das vezes, a etapa que
determina a velocidade da reacdo éa formacéo dietwale cobre. No entanto, os
alcinos muito acidos sado mais reativos podendoodasla etapa lenta para a
coordenacao da azida ao complexo de dicobre. Rar ladlo, as azidas que apresentam
substituintes quelantes s&o mais reativas porogses egupos facilitam a coordenagéo

do nitrogénio ao cobrg®*3°

3.8. Quimiossensores fluorescente de céations basesa@&m 1,2,3-Triazois
Estruturalmente, a deteccdo de ions por esse tippdmiossensorpode ocorrer
por meio de reacOes de deslocamento, promovidasmonetal, formacéo e clivagem
de ligacdese também por complexos quelantes desm€@m os complexos quelantes
de metal, existe a possibilidade de ajuste daigeletie e sensibilidade das sondas por
dois motivos: (i) levando vantagem da afinidade gifons para &tomos especificos e
(i) no controle do tamanho do sitio de ligacd@afs da colocacéo intencional do sitios
de coordenacdo nos sensores. Na maioria dos aasosjuelato surge de ligacOes

covalentes ou coordenadas entre 0 metal e grupodohais doadores contendo
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enxofre, nitrogénio e/ou atomos de oxigéhtb**Neste contexto, muitos desafios
ainda estdo presentes no planejamento de quimgmsssnde céations eficazes. Como
todos o0s metais, especialmente aqueles de impw@tdnolégica e ambiental, é
importante desenvolver quimiossensores que segietividos para um ion em particular.
Além disso, céation cobre com suas propriedadesupeesséo defluorescéncia torna o
planejamento de moléculas com respostas coloritaéthastante atrativa®:*°

Os compostos 1,2,3-triaz0is surgiram como guelaptemissores para metais,
devido a sua capacidade de agir como doadores tdegémio*’ ***Em geral,
compostos triazélicos usam seus nitrogénios paligasea cations, e seu préton Gsp
para se ligarem os aniofiS.Sabe-se que os triaz6is se coordenam com VAarigs fon
metalicos como Cu, Al, Pd, Zn, Cd, Pt, entre oytmmsdendo ser utilizados como
guimiossensores metalicos para deteccdo de vados metalicos. Alguns dos
derivados 1,2,3-triaz0is utilizados como quimiosseas Sao mostrados mkagura
14.140

&
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Figura 14. Derivados 1,2,3-triazéis utilizados como quim@ssores: 4

Trabalhos anteriores com triazéis tém como alvoeagio de cations
particularmente os metais de transicdo. Diversagles tém empregado o método de
deteccadurn-off, aproveitando a propriedade de quenching de fheérecia de metais
como Ni?, Ag, Pb? Hg? e Cu?'*#!*Com relacdo ao Cf ha menos relatos de
sensores triazois que fornecem um sinal coloric@iém disso, em muitos casos, 0s

sensores bis-triazdis ndo respondem exclusivanaen@2'***No entanto, Ghosh e
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colaboradores sintetizaram umquimiossensor colaoricoe bis-triazol, queapresentou

resposta altamente seletiva pard“@mtre uma séria de fons metalicBg(ra 15).*

@81

Figura 15. Estrutura do composto bis-1,2,3-triazBL) utilizado como quimiossensor
de CuU2

3.9. Sondas para BSA baseados em 1,2,3-triaz0is

Albuminas sdo as proteinas mais abundantes preseat@lasma sanguineo e
possuem alta capacidade de associacdo a ligam®s significativa importancia no
transporte de drogas através da corrente sangalipadir de interacées ndo covalentes.
A albumina sérica bovina (BSA) é largamente empiagaomo proteina modelo para
estudos, devido a sua semelhanca estrutural cdionmiaa humana sérica (HSA), além
do seu menor custd’*°A BSA é uma proteina globular multifuncional, carsfa por
583 aminoéacidos residuais e estudos indicam que penocipais sitios de ligacao
encontram-se nas cavidades hidrofébicas dos subésriA e llIA (Figura 16).**°E
caracterizada ainda pela presenca de trés difereluiminios, cada um dividido em
outros dois subdominios (A e B}''°?A estrutura da BSA possui dois residuos de
triptofano (Trp), estando Trp-134 no primeiro domjnlocalizado na superficie da
molécula, e Trp-212 no subdominio IIA, localizado negido hidrofébica da proteina.
Além destes, a BSA possui 20 residuos de tirodigg € 27 de fenilalanina (Ph&7? A
albumina sérica bovina (BSA) possui uma banda dergho na regido do ultravioleta
com maximo localizado em 279 nm, além de emissafiudeescéncia com maximo

localizado em 340 nm, devido & presenca de resfiriasptofand:>*
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Figura 16. Estrutura da BSA%®

O estudo da interagcdo da BSA com moléculas orgampode ser importante
para compreender a dinamica de interagcdo desemsisinacromolecular com estas
estruturas=>® Quando a BSA absorve e emite na mesma regido QUEAMPOStO
organico, sua interacdo com estas estruturas podavaliada pela diminuicdo da sua
fluorescéncia intrinseca. A supressao de fluoresafmode ser causada por diversos
processos, como rearranjos moleculares, transfar@ec energia, reagdes no estado
excitado, formacdo de complexo no estado fundarherntalisbes. Os mecanismos de
supressdo de fluorescéncia mais usuais sdo oces&td dindmico. No mecanismo
estatico, ocorre a formagdo de um complexo naodiaente entre o composto e o
fluoréforo. Ja no mecanismo dindmico, o compostdigs ao fluoréforo no estado
excitado, ocorrendo transferéncia de carga, e quanfluoroforo retorna ao estado
fundamental, ndo emite foton. Os dois mecanismademposer diferenciados pela
dependéncia da constante de supressdo com a t&mpeeapela magnitude desta
constante. Se a constante de supressdo aumenta @mento da temperatura, o
mecanismo € dinanimico, pois temperaturas mai@easm a maiores coeficientes de
difusdo, sendo que o valor maximo que a constaatesupressdo pode assumir é
2,0x103° L-mol*-s*. Se ocorrer o contrario, 0 mecanismo é estatiois, femperaturas
maiores instabilizam complexos, causando sua d&ssL e a constante de supressao
pode possuir valores maiores do que este citido.

E relatado na literatura que compostos do tipo3dt/2zois apresentaram
significativa afinidade com a BSA, podendo ser, tgao, utilizado para o
desenvolvimento de agentes terapéuticos que paade-dé a proteina em locais
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especificos. Recentemente, Bag e colaboradoretareeta a sintese de compostos
triazélicos que apresentam aminoacidos em suat@strique geram uma sonda

fluorescente através da interacdo com a BIA?

3.10. Processos fotofisicos
3.10.1 Absorcao na regido do UV-Visivel

A ocorréncia de processos fotofisicos em molécoigénicas esta intimamente
relacionada ao fendbmeno da absorcdo de radiacémbsArcdo € um dos diversos
processos que podem ocorrer a partir da interagad@adiacdo eletromagnética com a
matéria e € responsavel por promover transicOesrOmieas entre diferentes
estados™® Quando a molécula absorve radiacdo eletromagnétisa regides do
ultravioleta e do visivel ocorrem transicOes emtrestado eletronico fundamental e o
estado eletronico excitado. As transicfes na mtagomudem passar de qualquer um dos
subniveis, correspondentes aos varios estadosciibeds e rotacionais para qualquer
outro subnivel. Por esse motivo as bandas de a&ws@®o largas. Os espectros de
absorcdo descrevem além da energia absorvida paecuta em um determinado
comprimento de onda maxima.fy, a intensidade em funcdo do nimero de espécies
presentes, e a probabilidade de transicdo de uamdcest outro, o qual € denomina-se
coeficiente de absortividade molar®®*®A absorbancia, que é a quantidade de luz
absorvida pela molécula, esta relacionada com artaidade molar €) através da Lei
de Lambert- BeelHquacao J:

A= ¢bc, (1)

ondeb € o caminho 6ptico percorridoceé a concentracdo molar do soluto. As energias
dos orbitais moleculares diferem de forma signifitea logo os tipos de transigcbes
eletrbnicas dependerdo das energias quantizadasseyd@® absorvidas, conforme

apresentado riaigura 17.
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Figura 17. Possiveis transi¢des eletrbnicas em um composémiom

Transi¢cdes do tipoer* sdo permitidas por simetria e relacionadas com@asal
intensidades de absorcao, possuindo valoresedee 18-10° M- cnit. Por outro lado,
transicbes do tipo m*, que sdo proibidas por simetria e relacionadam tmixa
intensidade de absorcdo, apresentam valoresae torno de 0M™.cnmi'. Embora
pouco intensas, as transicoes*nsdo importantes dentro da quimica orgéanica, dstan
presentes em composto carbonilicos como éstetesase acidos carboxilico e tioéster.
Por outro lado, as transicogstt* sdao observadas principalmente em compostos
insaturados e anéis aromaticos. A conjugacao degtsmas absorventes diminui a
energia necessaria para que ocorra a transic&onbet, deslocando consequentemente
0 maximo de absorc¢ao para maiores comprimentosdke (@eslocamento batocrémico).
Assim, havendo um numero consideravel de insatasagdnjugadas, a absorcao ira
deslocar-se para a regiéo do espectro visiveloenpasto ird apresentar c8f.A porcéo
responsavel pela absorcédo eletronica em uma malé&cuhamado de cromoforo. O
substituinte que modifica a intensidade e a podgigélbanda de absor¢édo do cromoforo
chamado de auxocromo. O aumento da intensidadardtalte absor¢cdo € chamado de
efeito hipercrébmico @, Figura 18) e a diminuicdo da intensidade é chamado de efeito
hipocrébmico @@,Figura 18). Ja deslocamento da banda de absorcdo para maiore
comprimentos de onda (para o vermelho) é chamadatderdomico ®,Figura 18) e o
deslocamento para menores comprimentos de onda (@aazul) é chamado de

hipsocrémico ®,Figura 18).
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Figura 18. Variacbes que podem ocorrer em um espectro de WWekdu emissao de
fluorescéncia, onde®: efeito hipercromico, @: efeito hipocrémicp ®: efeito

hipsocromico &: efeito batocréomico.

A localizacéo e intensidade de um espectro dergdsale um cromoforo séo
primeiramente determinadas por sua estrutura qaimRorém, vérios fatores
relacionados ao meio produzem mudancas detectagelscalizacdo do maximo de
absorcéo Xap9 € na probabilidade da transicao eletroni©a fatores relacionados ao
meio consistem em mudancas no pH, que provocam npadana estrutura da
molécula, na polaridade do solvente e na orienteglativa dos cromoéforos vizinhos. A
polaridade do solvente pode causar deslocamentosmprimento de onda do maximo
de absorcdo de uma molécula, dependo da interagesie terd& com a molécula no

estado fundamental ou no estado excifddo.

3.10.2. Emisséao de Fluorescéncia

Quando uma molécula é promovida para o0 estadoaekgcitela experimenta
diversos mecanismos de desativacdo até que redormstado fundamental. Entre os
possiveis processos de desativacdo podemos citaroosssos radiativos e 0s nao-
radiativos. Esses processos sdo normalmente dostitravés do diagrama de Jablonki
(Figura 19). Dentre os processos radiativos cita-se a fleéresa e a fosforescéncia e
como nao-radiativos, relaxacdo vibracional, cord@rsinterna e cruzamento

intersistemag®3164
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Figura 19. Diagrama de Jablonski.

Fluorescéncia
Fosforescéncia

A fluorescéncia € uma transferéncia de energiaeeeBtados de mesma
multiplicidade de spin, ou seja, sem envolver \g@dade spin eletrdnico, enquanto que
na fosforescéncia ocorre entre estados de muitipties diferentes. Em consequéncia
da retencédo da orientagao original, o retorno da populagdo que se encontra no
estado excitado singleto para o estado fundamdgta tem carater singleto), é
permitido e ocorre muito rapidamente {§8). Dessa forma, a fluorescéncia é
intrinsecamente um fendmeno luminescente mais congqu® a fosforescéncia,
competindo eficientemente com processos de desatvado-radiativos do estado
excitado>* Durante o processo de fluorescéncia, a molécutie pnanter parte da
energia que ela recebeu na forma de energia vilmalcdo estado fundamental. Esse
excesso de energia vibracional é dissipado atralesprocessos nao radiativos
chamados de relaxacdo vibracional. Também é péssieeissado de foton de baixa
energia, 0 que um aumento da fluorescéncia em imfeivermelho'®°

Através da analise do diagrama de Jablonsigufa 19), observa-se que de
acordo com a Lei de Stokes, o comprimento de omdenéximo de emissao possui
geralmente energia menor que o0 comprimento de dodadximo de absor¢do, ou seja,
localiza-se em um comprimento de onda maior dogaquer radiacdo incidente ou
do comprimento de onda do méximo de excitdt3o.

Entre os fatores necessarios para uma moléculaeapae fluorescéncia, pode-se
citar a rigidez estrutural, a possibilidade de ugagédo de elétrong, a planaridade

molecular, a presenca de grupos substituintes adegu et¢®® Como exemplos
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classicos de moléculas que desativam radiativamest&o os compostos aromaticos,
pois devido a sua rigidez, planaridade e possdiikd de conjugacdo possuem
desativacdes nao-radiativas minimizadas.

Sendo a fluorescéncia normalmente resultanterdasi¢ées entre um orbital
antiligante e um orbitaft ligante, ou de uma transi¢cdo entre um orbttantiligante e
um ndo-ligante, a presenca de determinados subtguinfluenciara o processo
radiativo de emissdo de fluorescéncia. Substitsidtzadores de elétrons tais como, -
OH, -OCH;, -NH; entre outros, favorecem o processo de fluoresageoguanto que os
substituintes retiradores de elétrons do tipo -GOQOH, -F, NQ entre outros
dificultam o processo de fluorescéntia®®Além disso, moléculas que apresentam
grupos acidos ou basicos, principalmente naquelss apresentam conjugacédo de
elétronstt, a protonacdo ou desprotonagdo de determinadpsgausa significativa
alteracOes na emissao de fluorescéncia, o quearesiependéncia da fluorescéncia em
relacdo ao pH, principalmente em solventes prafi€a@utro fator importante que afeta
a emissao de fluorescéncia € a concentragdo dasiesmo sistema. Ao contrario do
processo de absorcdo, onde um aumento de conémt@asiona aumento de
intensidade de absorcéo, na emissao de fluoresgc&moa concentracdo muito elevada
resulta em aumento de possibilidade de processosupieessao interna tais como
conversao interna, auto-absorgcédo entre outros,ndindo a eficiéncia de emissao de
fluorescéncia. Dessa forma, estudos de florescémmamalmente s&o utilizados
sistemas diluidos, minimizando os efeitos de sgpresinterna e aumentando a

eficiéncia quantica de fluorescéncid!"

3.10.3. Mecanismo de transferéncia protonica no esto excitado (ESIPT)

O mecanismo de ESIPT consiste num fotautomerismestarlo excitado, onde
um préton é transferido de um grupo doador para gmmpo aceptor:’?Uma
moléculacontendo uma hidroxila fendlicaou um grugaim aminocomo um grupo
doador de préton, um nitrogénio azoélico ou uma aw@ith como grupo aceptor de
préton, em uma geometria adequada e uma distaepaando estes centros reativos
menor do que 2A, faz com que a mesma tenha a filidbale de sofrer uma reacéo de
transferéncia protonica no estado excitado (ESHmentada. Neste mecanismo, o
hidrogénio é transferido do grupo &cido (doadorj mabasico (receptot> Na Figura

20 é apresentado o mecanismo de ESIPT onde em ssdveptoticos e ndo polares, 0
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conférmero enotis (E)), onde os termosis etrans usados nos compostos benzazélicos
referem-se as posigdes relativas entre os atomositlegénio do anel azodlico e o
oxigénio do grupo fendlico, representa a espéaegminante no estado fundamental
(So) com uma forte ligacdo intramolecular entre o ¢dg@nio fendlico e o atomo de

nitrogénio.

,H O\
A~ N -
A\
=0
(-*

S[] Absorcao Emissao

R

H O\
1 W
=0
S =X —
C

H-0
- ’Xﬁ\
Yhad,
E;

Figura 20. Mecanismo de ESIPT para 2-(2'-hidroxifenil)benzaz@nde X=0O, S ou
NH.

A excitacdo dessa molécula gera uma espécie eacitadual é convertida no
respectivo tautbmero ceto excitado (C*), atravéstrdasferéncia intramolecular do
hidrogénio fendlico para o atomo de nitrogénio.aasmversao ocorre porque no estado
excitado o hidrogénio fendlico se torna mais a&dm nitrogénio azolico mais basico.
Este comportamento, juntamente com exigéncias sindia e angulo entre estes
grupamentos, permite uma transferéncia de protoas mapida para produzir um
fototautdmero (C*), que decai emitindo fluorescancom grande deslocamento de
Stokes!™ !"®A forma ceto relaxa ao estado fundamental C, conissfim de
fluorescéncia e a forma enol é regenerada sem masldotoquimicas. Esta emisséo de

fluorescéncia é denominada de emissao ESIPT.
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3.10.4. Principio das analises fluorimétricas

O planejamento de uma molécula que possa atuar sgonguimiossensor leva-se
em conta o estudo dos mecanismos envolvidos nagdetale analitos com base em
diferentes processos fotofisicos e mecanismos téegh®o usuais. Entre elas incluem-se
a transferéncia de elétrons fotoinduzida (PET)yaasferéncia intramolecular de carga
(ICT), transferéncia de carga do tipo metal: ligantransferéncia de carga
intramolecular trancada, transferéncia eletroneeankrgia, transferéncia de energia por
fluorescéncia ressonante (FRETY. 1°Os mecanismos de transferéncia eletronica
fotoinduzida photo-inducedelectrontransfdPET) e transferéncia eletronica de energia
(electronic energy transfeEET) sdo 0s mais comuns que ocorrem em molécukas qu
apresentam grupos croméforos ou fluoréfofSsAtravés destes mecanismos é que
ocorre 0 aumento ou a supressdo da intensidadevaetie emissdo do quimiossensor
guando este esta em contato com um analito desster Dependendo da modulacéo do
sinal éptico do quimiossensor, esse pode serifitas®H em dois tipos principais que
sdo: (i) tipoturn-on em que a fluorescéncia dos grupos cromoéforosffocos
presentes na molécula do quimiossensor sofre uner@onde intensidade de emissao
quando o quimiossensor esta interagindo com otanali(ii) tipo turn-off em que
ocorre uma supressao da intensidade relativa des@mdo quimiossensor quando este
interage com o analito de interesse. A partir destecanismos, € possivel atribuir o
conceito basico de analise fluorimétricas com o desauimiossensores, em que por
meio do aumento ou supressao de luminescénciaceptog, se tem um sinal optico
mensuravel de detec¢do da presenca ou ndo dooafalia a quantificacdo do analito,
outros parametros devem ser levados em consideragéw, por exemplo, o
deslocamento de Stokes, descritocomo a difereniga ea comprimentos de onda de
absorcdo e de emissdo, da mesma transicdo elettbhiitste parametro é importante
para diferenciar os espectros de absorcdo e emfsm&@o cada molécula estudada
(analito ou quimiossensor). Vale ressaltar que @stgs que apresentam o mecanismo
de ESIPT possuem um grande deslocamento de Stblgsd 21). Para que uma
molécula possa ser utilizada como um quimiossemsaleteccdo de ions, por exemplo,
o deslocamento de Stokaagr) deve ser grande o suficiente, pois um valor pegue
(até 40 nm) pode causar a auto supressdo de fiéoa’® diminuindo a intensidade
de emisséo e consequentemente a sensibilidadeqiessessensor.
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Figura 21. Representacdo do deslocamento de Stakesg( para emissao normal, da

forma enol (esquerda) e emissdo por ESIPT, da fareta (direita). (Adaptado de
Nuneset al'?3)
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4. Resultados e discussao

4.1. Sintese dos precursores benzazélicos

Em uma primeira etapa realizou-se a sintese dosigres benzazolicog2g, 29,
31, 32 34 e 35. A metodologia utilizada € a ciclo condensacaaudederivado de
acido carboxilicoZ7, 30 ou 33) com uma amina aromatica orto substituida contendo
OH (25) ou SH @6) conforme representado squema 14 A sintese utiliza o acido
polifosférico (APF), que serve como solventee tamisémo catalisador para promover
a esterificacdo e eliminacdo da &ada.'®>Os produtos foram obtidos em bons
rendimentos apds purificacdo por cromatografia ena utilizando diclorometano

como eluente.

Cry-O

(34) X=0, 69%
(35) X=S, 63%

COOH
33) 1. APF/170°C/5h
2. HQO/NaHCO3
NH, OH
COOH
L,
NH, (27) ©: >_Q
(25) X=OH
(26) X=SH 1. APF/170°C/5h

2. HzO/.NaHCO:; 2

OH (28) X=0, 71%
HzNGCOOH 1. APF/170°C/5h (29) X=5.53%

2. HQO/NaHCO3

HO
N
CI—)m
X

1) X=0, 44%
(32) X=S, 33%

30)

Esquema 14Esquema sintético para obtencéo dos derivados bé@iaes desejados.

A reacdo inicia-se com a ativagdo do respectivalcadienzoico através da
formacdo do acido benzodico-anidrido fosférico. ldgstoposta, o acido benzodico e a
mistura de anidrido e o acido polifosférico (APE}&® em equilibrio dinamico. Apds
ocorre a protonacao do grupo amino do 2-aminofévedta etapa, acredita-se também
que todos os derivados de 2-aminofenol e o &citiftopidrico (APF) estdo também em
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equilibrio dindmico. Assim, o benzoato de 2-amindf& proposto como primeiro

intermediério de reagcdo. Nesta proposta, um ragapilibrio € esperado entre a amina
protonada e a amina livie com uma rpida migrag@ocadla do éster gerando o
composto 2-hidroxibenzanilida, que sofre o fechamelo anel por catalise acida para

fornecer o 2-fenilbenzoxazdE$quema 15.86187

H OH_ O
/
+»9,\ OH (o) O\]I)/O\]I;/OH
I |
OH. O -H,0 O OH
HO.1_O.1_OH —_—
O OH
O\ I/O\II,OH o
|| I
0o-C
@“‘2 *‘* (L, ©
[ —
"
OH -H NH + NH;
H

+

(0]

Il

O—C)
Mlgracao da @[ )
NH;* acila NH,

Transferéncia
protomca

0) oH
O —— @
N,
H H
OH__H Transferéncia 0 6
@[ l-{) 0 OH protomca @[A% -H,0
N

|
H

Esquema 15Proposta mecanistica de formacado do fenilbenzéézo

4.2. Sintese das azidas aromaticas
Apés a sintese dos precursores benzazodlicos, qaoee a sintese das azidas
aromaticas como mostrado rEsquema 16 As azidas(36-41) foram obtidas em

rendimento satisfatorio sem necessidade de pwé@a
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@EX)_ON (40) X=0, 71%
N 3 (41) X=S, 78%

1. NaNOy/HCI:H,O
2. NaN3/2h/t.a.

R,
C[N»_QRz 1. NaNO,/HCI:H,0 C[N»_Q
X 2. NaNj3/2h/t.a. X

R3 N3
(36) X=0, 79%
(28) X=0, R;=0OH, R,=H, R;=NH, (37) X=S, 70%
(29) X=S, R|=OH, R2= H, R3=NH2
(31) X=0, R;=0OH, R,=NH,, R;=H
(32) XZS, R|=OH, R2= NHz, R3=H
(34) X=0, R;=H, R,=NH,, R;=H
(35) X=S, R;=H, R,=NH,, Ry=H

1. NaNO,/HCI:H,O
2. NaN3/2h/t.a.

HO
C[N»_@N (38) X=0, 90%
% > (39) X=S, 89%

Esquema 16 Esquema sintético para obtengéo das adfasl.

Para a sintese das azid86-41) empregou-se a reacao de formacdo de sais de
diazénioin situ partindo das aminas aromaticas precursoras. Eagaa inicia-se com a
diazotacdo do grupo amino destes compostos por daereacdo com nitrito de sédio
(NaNG,) em HCI aquoso. Durante essa etapa a temperatumnaeib reacional foi
mantida a 8 com o objetivo de tornar o sal de diazénio mastavel e

consequentemente aumentar o rendimento da reBggogma 17.
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N -
LN, _BC /;:—\HCI NG :N=0 "+ H,0
Na o) HO” So H,O\H 0 2
HO HO
N _ N
Co0 /™ e — O
J . d . N
NH, AN
H,0
HO, (//*+ HOQ, HO,
N
N H \ - N
M D + CI
0 _OH ¢} g

’,N N: +
f';N /,/ I\\I\\
HA\ r\_'_/N N

10 H-Q,
2 H

Esquemal? Mecanismo para a formagéo do sal de diazonio.

Apoés a formacédo do sal de diazénio ocorreu a rede&tecomaazida de sodio
(NaNs) para forma a azida de interesse. O mecanismoutibzsdo para a formacao da
azida é a substituicdo nucleofilica aroméaticaAf: ' No entanto, devido ao fraco
carater retirador de elétrons do grupo benzoxaz@dita-se que 0 mecanismo ocorre
via Sy1 (Esquema 18.1%°

HO HO HO
@EN@ — 00 @EN@
\ P —— \ —_— \

o o o
N:\v TN N,
% L
N=N=N

Esquema 18 Mecanismo para a formacgao da azida a partir ddesdlazoénio.

4.3. Sintese dos alcinos derivados de carboidratos

Os alcinosde carboidratos foram obtidos conformetrado noEsquema 19
Esses alcinos foram sintetizados pelo grupo deupssglo Prof. Dr. Diogo S. Ludtke,
co-orientador deste trabalho, a partirm&®ibose 82), bD-Galactose §3) e D-manose

(84) (Figura 22) conforme metodologias descritas na literattfa.
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OH

HO HO OH
HO
0 0
\%_?WOH Ho%&ﬁ Hoﬂ
HO OH HO OH HO OH

(82) (83) (84)

Figura 22. Estruturas dos carboidratos utilizados neste tnabal

A primeira etapa para a sintese do alcino derivdaD-Ribose82 consiste na
protecdo das hidroxilas cis do carboidratos contoaeena forma de acetonideo. Ao
mesmo tempo, a protecdo da hidroxila anoméricaregatravés da formacédo do ion
oxbnio, seguido da reacdo com metanol formandonaposto85. Em uma segunda
etapa ocorre uma reacao de substituicdo nuclentikcsegunda ordemy@ utilizando
brometo propargilico, hidreto de s6dio e DMF forah@m alcino89 com rendimentos
satisfatorios Esquema 19. Para a sintese do alcino derivadam-#alactose83,
inicialmente as hidroxilas secundarias foram pridteg na forma de um bis acetinideo
86 através da reacdo com acetona e iodo moleculao catalisador. Em seguida, a
hidroxila livre foi funcionalizada através da reacdSy2) utilizando brometo
propargilico, hidreto de sédio e DMF formando oiralc90.*°* **3A protecéo das
hidroxilas da D-Manos@&4 também ocorreu através da reacdo com acetona ¢ iodo
formando o bis-acetonide®7, apds contracdo do anel. Em um segundo momento,
ocorre a reacdo de um hemiacetal com brometo mitiparformando o alcin®1 da

mesma forma que os demais alcinos descritos.
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Acetona, HCI,

MeOH, refluxo OMe NaH O/\EO)_
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H O/\(_J,OH 3h /\Br DMF / L
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K @) o, X7
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.
0.0~
HO _OH Acetona, I, 0 OH NaH o)
0]
HO§§ ;0 24h, ta O e DMF O S
HO "ol 78% o o8 3h /KO
A K ©0)

HO OH e O _ 0

97% 3h X

84) X0 (38) 50% o1
87)

#0 =
OH BLO d o o//
H /é& Acetona, I, cat. o NaH
o 24h, ta wOH , " Br _DMF
—_—
O,

Esquema 19 Esquema sintético para obtencdo dos alcinosrteideatosd9-91

Também foi sintetizado um derivado com estereoquAntomplementara-
Ribose. A sintese do alcino derivado blananose foi realizada em cinco etapas
conforme Esquema 20 Inicialmente foi realizada a protecdo das hidesxicom
acetona e metanol em meio acido, formando o bisaitE087.1%* Apés foi realizada a
desprotecao seletiva do acetonideoexociclico cdut&®o de acido acético, levando a
formacgao do diol vicina®2. Em seguida foi realizada a clivagem oxidatived8eom
periodato de sédio levando a formacao do aldegf§® O aldeid3 foi reduzido com
boroidreto de so6dio em meio alcodlico ao respectlmol 94. O alcool 94 foi
submetido a uma reacédo Shtraveés da reacdo com alcool propargilico restttaro

alcino95 em bom rendimento.

46



%I‘(I) acetona, MeOH, ¢ ¢ AcOH 1o HO H NalO, Si0,
0 HClI conc. (0] t.a, overnight =0 DCM
1o M oM
OH refluxo, overnight o 00
84) 62% O)<O g<0 92) 301]]813(’%? ¢

(l) o NaBH,, AcOEt,

EtOH, 1h, 0°C
iﬁOMe t0—>
(0) 94%

)(o

93)

HO O = Br
praiae-
3h

44

NaH

O O,
/\ /pOMe

(6}
95) )( ©

(88)
80%
94

Esquema 20Sintese do alcin®5 derivado da D-manosg&4).

4.4. Sintese dos glicoconjugados do tipo 1,2,3-iziEs

Apbs a sintese das azidas e dos alcinos realezausitese dos glicoconjugados

desejados a partir dos alcinos de carboidratos cacetileno terminal e as azidas

derivadas de benzoxazol como dipolardfilo. A melogia utilizada para a sintese foi a

cicloadicdo de azidas e acetilenos catalisado pbrec(CuAAC)? Os compostos

triazélicos foram obtidos em bons rendimentos guéficacdo por cromatografia em

coluna utilizando diclorometano e metanol como miee(95:5). A seguir estdo

representados 0s esquemas reacionais para a sflaesglicoconjugados desejados

(Esquema 21-24% que foram separadosde acordo com os difererisos de

carboidratos utilizados.

C-O-

(98) X=0, 87%
(99) X=S, 88%

CuS0,4.5H,0
Na.ascorbato

89)

R,
N,
X
R;
(36) X=0, R,;=OH, Ry=H, Ry=N,
(37) X=S, R,=OH, R,=H, R4=N

(40) X=0, R;=H, R,=Nj, Ry=H
(41) X=S, R;=H, Ry=N;, Ry=H

OMe

O
(f H

XO

o,

x°
Ry

89 N
vl D8
CuS0,.5H,0 X
Na.ascorbato N )
CH,CL,/H,0 Na j\/o
(96) X=0, 88%
(97) X=S, 84%

o o)
CH,Cl,/H,0 OMe
/

OMe

0

o
o

Esquema 21 Esquema sintético para obtencao dos glicoconpsftto9
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(101) X=0, 87%
(102) X=S, 77%

CuS045H,0 OJ
Na.ascorbato

CH,Cl,/H,0
R,
CO-Qe
X CuS0,4.5H,0
R; Na.ascorbato
CH,Cl1,/H,O
(37) X=S, R=0OH, Ry=H, R3=N;
(40) X=0, R;=H, R,=N3, R=H
(41) X=S, R;=H, R,=N3, R;=H
(100) X=S, 84%

Esquema 22 Esquema sintético para obtencéo dos glicoconjugbeia<d 02

%0
(104) X=0, 90%

o
(105) X=S, 62%

¢~

#0 = 5 \/LO =

0\/\;?0’/ Noaseorbats OVK;OIOI/
CH,CL/H,0 OH

& e O«
R, ©1) N ?
1) N\ \)"O (o) 0\/[ .N
@[Q_Q R, CuS0,.5H,0 0\)\8_1 N
Na.ascorbato (103) X=S, 92%

0
CH,Cl,/H,0 07<

(37) X=S, R;=OH, Ry=H, R;=N;,
(40) X=0, R,=H, R,=N;, Ry=H
(41) X=S, R,=H, Ry=N;, R;=H

Esquema 23Esquema sintético para obtencéo dos glicoconjughai®< 05.

o
Y mOMe

z

5
0
95) X
N N, wOMe
OO e OO
X CuSO,.5H,0 X Xa

Na.ascorbato
(106) X=0, 70%
(40) X=0 CH,CL/H,0 (107) X=8, 75%
(41) X=S
Esquema 24 Esquema sintético para obtencdo dos glicoconpsjeb-107
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4.5. Caracterizacado Espectroscopica das azidas

As estruturas das azidas foram confirmadas atdeéspectro de RMN de,
onde foi observado, por exemplo, para o comp®si@-igura 23) a auséncia dos sinais
dos hidrogénios do grupo amino, em aproximadam&®tgppm, indicando que todo o
material de partida foi consumido formando o proddé interesse. Além disso, foi
possivel observar em 12,44 ppm um singleto referaat sinal do hidrogénio da
hidroxila fenélica. Os hidrogénios aromaticos apane entre 7,05-8,00 ppm. Em 8,00 e
7,92 ppm observam-se dois dubletos com constaatasaplamentalf de 8,1 Hz e 7,9
Hz, referentes aos hidrogénios H1 e H4. Na regé@,85 ppm e 7,44 ppm aparecem
dois multipletos referente aos hidrogénios H2 e B/ 7,28 ppm observa-se um
dubleto referente ao hidrogénio H9 cdn2,8 Hz. Além desses, observam-se também
em 7,12 ppm e 7,08 ppm um dubleto c#8,8 Hz referente ao hidrogénio H12 e um
duplo dubleto cond=8,8 Hz eJ=2,5 HZ, referentes aohidrogénios H11.

H12

HO 3
5 6N 12
A\ T T T T T T T . . . .
11 8.0 79 7.8 7.7 7.6 7.5 7.4 7.3 7.2 7.1 7.0
3 S f1 (ppm)
5 9 10

[o]

=

U
‘2 ST SN B
12

T T T T T T T T T T T T T T T T T
16 15 14 13 11 10 9 5 4 3 2 1 0 -1 -2 -3 -4

Figura 23. Espectro de RMN d&H (400 MHz) da azid87 em CDC} com ampliacdo

da regido aromatica.

No espectro de RMN dE¥C (APT) de37 (Figura 24) observam-se todos os
sinais referentes a estrutura carbénica do compulestejado, a saber, 168,3 (C7); 155,3
(C13, C-O); 151,7 (C6, C-N); 132,6 (C10); 131,3 XCB26,9 (C11); 126,1(C2); 123,3
(C3); 122,7 (C1); 121,6 (C4); 119,4 (C11); 117,92% 117,3 (C8).
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Figura 24. Espectro de RMN d€C (APT) (100 MHz) da azida7 em CDC}.

O espectro de absorcdo na regido do infraverme¢hazida37 (Figura 25)
apresenta diferencas importantes em relacdo aarpoeaque evidencia a formacao do
produto de interesse. As bandas provenientes damshto assimétrico e simétrico do
grupo NH ndo estdo mais presentes. Além disso, observars€1€6 cril sinal
referente do estiramento do grupos.-lRs demais azidas obtidas foram caracterizadas
de forma anéloga e os espectros de RMNHle de'®C e FTIR encontram-se em

anexo.
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Figura 25. Espectro de absorcao na regido do infravermelhd@mdR) da azid&7.

Com o objetivo de confirmar a atribuicdo dos sirtkis hidrogénios da azidy
foi realizada a técnica de RMN bidimensional (20D)<Y. Nessa técnica um espectro
bidimensional € mostrado num plano junto com dsgetros déH iguais, um no eixo
horizontal acima e outro no eixo vertical a esqaefdo espectro d&igura 26 é
possivel observar sinais em 2D relativos aos anmpiéos homonucleares hidrogénio-
hidrogénio a trés ligacées (H-C-B). Um conjunto de sinais 2D referente aos préprios
picos 1D é observado formando uma diagonal, umaqguEz 0 mesmo espectro é
apresentado nos dois eixos, portanto ha uma satetnido os mesmos sinais acima e
abaixo desse conjunto. No espectroFilgura 26 € possivel confirmar as atribuicoes
feitas para os hidrogénios, onde € possivel obseagm manchas referentes aos
acoplamentos H2-H3, H2-H1, H3-H4, H3-H2, H1-H2, H3: Além disso, é possivel
confirmar o acoplamento de H11-H12 e H9-H11.
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Figura 26. Ampliagdo do espectro RMN 2D COSY (CRCB0O0 MHz) da azid&7
entre 7,0 e 8,0ppm.

Utilizou-se também a técnica de RMN 2D HSQC corjetoln de atribuir os
sinais dos carbonos, onde o espectro de RMNHJé mostrado no eixo horizontal
acima, e o espectro de RMN &€ no eixo vertical & esquerda. No espectro estéo
indicados no eixo horizontal os hidrogénios aossjoarrespondem 0s sinais, no eixo
vertical os carbonos e no plano os acoplamentosqaas corresponde cada sinal
(Figuras 27). Uma linha foi tragada para auxiliar visualmenoseacoplamentos, que sao
todos do tipo heteronucleares carbono-hidrogénfic-{H, 'J). Com base nos
acoplamentos observados foi possivel atribuir,odmd correta, os carbonos da azida:
C1-H1, C2-H2, C3-H3, C4-H4, C5-H5, C6-H6 e C7-H7.
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Figura 27. Ampliacdo do espectro de RMN 2D HSQC da addantre 6,8-8,1 ppm
(*H) e 114-134 ppm*{C).

4.6. Caracterizacado Espectroscopica dos alcinos

Na Figura 28 é apresentado o espectro de RMN'Hedo alcino89, onde é
possivel observar sinais caracteristicos paramssito. Em 4,94 ppm observa-se um
singleto referente ao hidrogénio anomeérico (H1). £&8 ppm observa-se um dubleto
com constante de acoplament>=Z,9 Hz) referente aos hidrogénios H6 e H6’ que
acoplam com o hidrogénio do grupo alcino H7. Olséma 3,60 e 3,52 ppm é referente
aos hidrogénios H5 e H5’ ligados ao mesmo carbasymaeecem como dois dubletos de
dubleto que além de acoplar H4 também ocorre agmpito geminal, mostrando assim
seu carater diastereotopico. Além disso, obsenars2,45 ppm um tripleto cods2,4
Hz referente ao hidrogénio do grupo alcino (H7) guaepla com os hidrogénios H6 e
H6'. Os hidrogénios das metilas H8, H9 e H10 s&enados em 3,16 ppm, 1,46 ppm
e 1,30 ppm.
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Figura 28. Espectro de RMN d*H (400 MHz) do alcind9 em CDC} com ampliag&o.

No espectro de RMN d'H do alcino91 (Figura 29), é possivel observar -
sinais caracteristicos da molécula. Em 2,45 pprergk-seum triplete, com constan
de acoplamental€2,4 Hz) referente ao hidrogénio H8 que acopla osnhidrogénio:
H7. Na sequéncia, obserga um duplo dubleto com constantes de acoplamJ=7,8
e 3,6 Hz), referente ao hidrogénio H2 devido ag@krnento cor H3 e H1. Entre 4,1
ppme 4,02 ppm obsense hidrogénio H6 e H6’ligados ao mesmo carbono
aparecem como dois duplo dubleto devido o acopltonesm H5 %J=6,2 e 4,3 Hz) «
acoplamento gemin&l=8,7 Hz. Os hidrogénios H2 e H4 aparecem como duploetit
com constantes de acoplamerJ=7,8 Hz e 3,6 Hz eJ=5,9 Hz e 3,6 Hz
respectivamente. O sinal com maior deslocamentmiqaj referente ao hidrogén
anomérico H1 aparece como um singleto em 5,17 gpmhidrogénios das metilas
H10, H11 e H12, aparem como tré quatrosingletos na regido entre 1,26 e 1,32
ppm.

54



H3 H7

HS
T T T T T T T T =T T T 1 7T
4.41 439 4.19 4.17 4.12 4.08 4.04 396 3.94
H4 HS
464 460
12
11§L 8
0 1=
[0) O //
3 fe) —_—r
6
> 246 245 244
Oxo 4.78

et

0.91=
2.93
2.97

-

—
L
ﬁ[

T T T T T T T T T T T T
9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 35 3.0 25 2.0 15 1.0 0.5 0.0

4.5
f1 (ppm)

Figura 29. Espectro de RMN d&H (400 MHz) do alcin®1 em CDC} com ampliacao.

4.7. Caracterizacao Espectroscopica dos glicoconjagos

O espectro de RMN diH do glicoconjugad®6 é apresentado rféigura 30.
Em 12,86 ppm observa-se um sinpleto referente drad@nio da hidroxila fendlica. O
sinal em 8,02 ppm que aparece como um singletoagtegistico de hidrogénio do anel
triazélico (H8) comprovando dessa forma, a formadéoproduto de interesse. Na
regido entre 8,09 ppm e 7,24 ppm € possivel obses/didrogénios aromaticos do
precursor benzazélico (H1-7) que sao um dublet@&® ppm referente ao hidrogénio
H5 com constante de acoplamentalde2,5 Hz, dois dubletos em 8,04 ppm e 9,97 ppm
referente ao hidrogénios H1 e H4 com constantedgl@mento dd =7,7 Hz e 7,4 Hz.
O hidrogénio H6 aparece como um duplo dubleto aesm acoplamento com H5 e H7
com constante de acoplamento de 6, 3 e 2,5 Hz.iddsgknios H2 e H3 aparecem
como duplo dubleto de dubletos cdm8,3 Hz, 7,3 Hz e 1,2 Hz. Em 7,25 ppm observa-
se um dubleto que refere-se a H7 cdn8,8 Hz. Na regido entre 5,00-1,34 ppm
encontram-se os hidrogénios do nucleo do carboidiain 5,00 ppm e 4,80 ppm
observa-se dois singletos referente ao hidrogédi, H9 e H9'. Observa-se também
em 4,72 ppm e 4,62 ppm dubletos referente aosdédios H11 e H13 codx5,6 Hz e
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6,0 Hz respectivamente. O tripleto em 4,42 ppmféreate ao hidrogénio H12 q
acopla com H11 e H13 coJ=7,2 Hz. Entre 3,70 ppra 3,68 ppm obser-se dois
dubletos de dubletagferentes aos hidrogénios H10 e H10'com acoplamgeining
)= 17,6 Hz, mosando seu caréater diastetdpico. Também se observa osdas me

em 3,35 ppm, 1,51 ppm1,34 ppn
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Figura 30. Espectro de RMN d*H (400 MHz) do glicoconjugad®6 em CDC} com

ampliacéo.

O espectro de RMN d*C (APT) do glicoconjugad®6 (Figura 31) apresenta
todos os 25carbonos esperados paessa moléculaNesse espectro 0s carbol
guartenarios e CHestdo em fase positiva e os carbonos CH ¢ estdo em fase
negativa. Entre 162 ppme 110 ppm obs-se os sinais dos carbonos do precu
benzazazdlico, onde o carbono mais desblindaddizada em 161,6 ppm refe-se
aoquartenario C7 ligado ao nitrogénio do anel aa0lEm 149,2 pp e 126,1 ppm
observase os carbonos C14 e ( do anel triazdlico. Em 112 dpm esta localizado
carbono quartenario C23 referente ao acetal cidiicenolécula. O carbono anomér

C21 aparece em 110fpm seguido pelos outros trés carbonos do aneludzam do
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carboidrato. Os carbonos C16 e C17, referente atifémcos CH, aparecem na regiao

entre 71,6 ppme 64,9 ppm. Por fim, os carbonos tdss metilas, C22 ligada ao

oxigénio e C24 e C25 ligadas ao carbono quartertriacetal aparecem entre 54,9
ppme 25,0 ppm.
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Figura 31. Espectro de RMN dé*C (APT) (100 MHz) do glicoconjugad®6 em
CDCls.

Na andlise do espectro na regido do Infravermdthalicoconjugad®6 foi
possivel observar as bandas estiramentos CH ammnttinicleo benzoxazol em 3126
cm?, CH alifatico do nuicleo carboidrato em 2899cenCH aromatico, proveniente do
anel triazélico, em 3073 ¢l Além disso, observou-se o desaparecimento de uma
banda intensa de absorcdo na regi&o de entre 2090e2n’, referente ao estiramento
da ligacdo N=N do grupo azida existente no preculsmnzoxazol Kigura 32).
Resultados semelhantes foram obtidos para os deghetsonjugados sintetizados.

(Anexo)
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Figura 32. Espectro de absor¢cdo na regido do infravermelhod¢dmATR) do
glicoconjugad®6.

Na Figura 33 é apresentado o espectro de RMN bidimensional RD$Y do
composto96 com ampliado na regido dos sinais do carboidrstesse espectro é
possivel confirmar as atribuicdes realizadas par&idrogénios da molécula, onde se
observam as manchas referentes aos acoplamente$i@]11H11-H10’, H10-H11,
H10-H11, H12-H13, H13-H12 e H12-H11.
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Figura 33. Ampliacdo do espectro RMN 2D COSY (CRCI400 MHz) do
glicoconjugad®6 entre 3,1-5,2 ppm.

Na Figura 34 é apresentado o espectro de RMN 2D HSQC do comp6éstom
ampliacdo na regido do nacleo do carboidrato. Uimizalfoi tracada para auxiliar
visualmente os acoplamentos, que sdo todos dbégoonucleares carbono-hidrogénio
(**c-*H, 1J). Com base nos acoplamentos observados foi possfisuir, de forma
correta, os carbonos do compoS®C16-H16, C16-H16’, C17-H17, C17-H17’, C18-
H18, C19-H19, C20-H20, C22-H22, C24-H24 e C25-H25.
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Figura 34. Espectro de RMN 2D HSQC do glicoconjugaéé com ampliacdo na
regido entre 1,2-5,0 pprH) e 10-110 ppm*{C).

Na Figura 35 é apresentado o espectro de RMN'Hedo produto101 O
singleto localizado em 8,23 ppm é caracteristictnideogénio do anel triazélico (H8)
comprovando dessa forma a formacdo do produto thyesse. Os hidrogénios
aromaticos do precursor benzazolico (H13-20) ekidalizados na regido entre 8,35
ppme 7,40 ppm. Os dubletes em 8,42 ppme 7,95 ppmconstante de acoplamento
(J=8,7 Hz e 8,4 Hz) referem-se aos hidrogénios H1I3l, Hi15 e H16. Os hidrogénios
H17-H20 aparecem como multipletes na regido en8é @gpme 7,38 ppm. Na regiao
entre 5,60-1,37 ppm encontram-se os hidrogéniosidteo do carboidrato. Em 5,60
ppm observa-se um dubleto cam5,0 Hz referente ao hidrogénio anomérico H1.
Observa-se também entre 4,88 ppm e 4,83 ppm dbistda referente aos hidrogénios
H7 e H7'com constante de acoplamento de 12,8 Hdu@o dubleto em 4,64 ppm é
referente ao hidrogénio H3 que acopla com H2 edid &=7,9 HZ e 2,4 Hz. Em 4,35
ppme 4,31 ppm observa-se um duplo dubleto refermodehidrogénios H2 e H4 com
constantes de acoplamento de 5,0Hz e 2,7 Hz eZ@1B Hz. Em 4,06 ppm observa-
se um observa-se um duplo dubleto de dubleto rdfer@o hidrogénio H5 devido ao
acoplamento com H4 coF1,7 Hz e acoplamento com H6 e H6 com diferentes
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constantes dacoplamentoJ=7,2 Hz e 5,2 Hz). Entre 3,86-3,ppm observ-se dois
dubletos de dubleto®ferentes aos hidrogénios H6 e H6’ ligados ao mesanbonc
com acoplamento gemit 2J=17,3 Hz mostrando seu carater diasttopico. Os

hidrogénios das metilasic observados na regido entre 1,55 ppm e [Ay85.
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Figura 35. Espectro de RMN d'H (400 MHz) do glicoconjugad®01 em CDC} com
ampliacao.
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O espectro d&MN bidimensional (2D) COS do compostd01 com ampliacao
na regido dos sinais do carboidrato é apresentadFigura 36. Nesse espectro
possivel confirmar as atribuicbes realizadas pardnidrogénios do composto, or
observase as manchas referentes aos acoplament-H2, H3H4, Hz-H3, H7-H7’,
H7-H7, H5-H6 e H5H6’. Além disso, € possivel confirmar rFigura 37, as
atribuicdes realizadas para os hidrogénios do ndmdmzoxazol, ondse observam as
manchas referentes aos acoplamentos-H15, H14-H16, H1H18, H1¢H17, H18-
H19, H19-H18 e H2(H19 e H1-H20.
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Figura 36. Ampliacdo do espectro RMN 2D COSY (CRCI400 MHz) do
glicoconjugaddlOlentre 1,2-5,6 ppm.
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Figura 37. Ampliacdo do espectro RMN 2D COSY (CRCI400 MHz) do

glicoconjugaddl01 com ampliacéo entre 7,2-8,5 ppm.
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Para 0 glicoconjugado derivado da man@6d, o espectro de RMN dH a
exemplo dos demais compostos descritos anterioenégmnbém apresenta os sinais
carateristicos esperado para esse compéggora 38). Em 8,12 ppm observa-se um
singleto mais desblindado referente ao hidrogér8odbl anel triazolico, evidenciando
dessa forma, a formacéo do produto de interesshidBsgyénios do nucleo benzazdlico
(H9-16) estéo localizados na regiao entre 8,4138 ppm. Na regido entre 5,60-1,37
ppm encontram-se os hidrogénios do nucleo do admdtoi Os hidrogénios H4 e H2
aparecem como dubletos em 4,87 e 4,66 ppm comardesie acoplamento de 12 e 8
Hz respectivamente. Os hidrogénios H3, H5, H5',eHd7’ aparecem como mutipletos

na regiao entre 4,81 e 4,04 ppm. As quatro medpasecem entre 1,47 e 1,32 ppm.
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Figura 38. Espectro de RMN dtH (400 MHz) do glicoconjugadd04 em CDC} com

ampliacao.

O espectro de RMN d€C (APT) do glicoconjugadd04 (Figura 39) apresenta
todos os 26 carbonos esperados para essa molentria.161-109 ppm observam-se os
sinais dos carbonos do precursor benzazodlico, andmrbono mais desblindado
localizado em 161,6 ppm refere-se ao quartenari® gfhdo ao nitrogénio do anel
azolico. Em 146,3-120,6 ppm observa-se os carb@idse Cl1ldo anel triazolico. O

carbono anomeérico C1 aparece em 110,7 ppm segeids putros trés carbonos do
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anel do nudcleo do carboidrato. Os carbonos C6 erél8rente aos metilénicos GH
aparecem na regiao entre 71,7-64,8 ppm. Os carlsamsgiuatro metilas dos acetais

aparecem em 26,5 e 25,0 ppm.
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Figura 39. Espectro de RMN d&’C (APT) (100 MHz) do glicoconjugadd04 em
CDCls.

Todos os demais glicoconjugados sintetizados riesis@lho foram caracterizados
a través de RMN déH, APT, COSY, HSQC e infravermelho cujos espectros

encontram-se em anexo.

5. Estudo fotofisico
5.1. Espectroscopia de absorcao na regiao do UV-\dsde Emissao de fluorescéncia
das azidas

Para a realizagdo das medidas de absor¢cao na cepidv'-Vis e de emissao de
fluorescéncia foram preparados solucdes de trab@iho concentracéo de 1M. O
comprimento de onda maximo de absorcéao de UV-Vistiizado como comprimento

de onda de excitacdo para a obtencdo dos espdetmnissao de fluorescéncia. Todas
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as medidas foram realizadas na temperatura ambéenta solventes com diferentes

constantes dielétricas, conforme apresentadicabela 1

Tabela 1Valores das constantes dielétricas dos solventdigadbs nos estudos

fotofisicos.
Solvente Abreviatura Constante dielétrica
Diclorometano DCM 9,1
Etanol EtOH 245
Acetonitrila ACN 37,5

Os espectros de absorgéo das afiéasl sao mostrados n&sguras 40-42 Os
dados relevantes calculados a partir da especpiasde absorcdo UV-Vis para todas as

azidas sao apresentadosladbela 2
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Figura 40. Espectro de absorc¢ao na regido do UV-Vis das a3@lés) e37 (b).
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Figura 41. Espectro de absorc¢ao na regido do UV-Vis das adigleg €39 (d).
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Nas Figuras 40-41sdo apresentados os espectros de absorcao das 38
onde € possivel observar uma absorcdo maximadadalina regido UV entre 330-358
nm com valores de coeficiente de absortividade m@arelacionados a transicoes
eletrbnicas permitidas de- 1*. Apesar da absorcdo na regido do UV para todas as
amostras estudadas, os corard@s 37 apresentam em geral uma faixa de absorcgéo
mais intensa localizada abaixo de 300 nm, atriba@aromdéforo do benxozazol. Esta
caracteristica fotofisica pode ser relacionadaferatica de planaridade dos corantes
estudado$?*'®onde as estruturas menos planas presentes Nno®sios®6 e 37 nao
favorecem uma deslocalizagéo eletrénica mais efetiire 0os dois sistemas(anéis
fendlicos e benzazodlicos), o que é confirmado ldeaem consideracdo os valores do
coeficiente de extingdo. Além disso, também foisped observar que os derivados
benzotiazdlicos37 e 39 apresentaram bandas de absor¢cdo com deslocanaat® p
vermelho, apesar dos benzoxaz®b € 38), relacionados a melhor delocalizagcdo do
elétron permitida pelo atomo de enxofre no nucleozbtiazolico, como j& observado

em compostos semelhantes.

Tabela 2. Dados obtidos a partir da espectroscopia de alisorgdegidao do UV-Vis
para as azida®6-41, onde)gs(nm/cni’) é o méaximo de absorcida @ o coeficiente de

absortividade molar

Azida Solvente e x10° (Mt cm?) Aabe

Diclorometano 14,51 346/28901,73

36 Etanol 2,35 345/28985,51
Acetonitrila 4,47 345/28985,51

Diclorometano 12,28 356/28089,88

37 Etanol 2,82 358/27932,96
Acetonitrila 4,49 358/27932,96

Diclorometano 31,31 331/30211,48

38 Etanol 4,67 330/30303,03
Acetonitrila 21,66 330/30303,03

Diclorometano 35,91 345/28985,51

39 Etanol 7,68 343/29154,52
Acetonitrila 9,46 343/29154,52

Diclorometano 51,54 315/31746,03

40 Etanol 32,63 305/32786,88
Acetonitrila 62,00 315/31746,03

Diclorometano 59,42 325/30769,23

41 Etanol 79,03 323/30959,75
Acetonitrila 54,56 324/30864,19
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Na Figura 42 sédo apresentados os espectros de absorcdo das 4id 41
Nesses espectros é possivel observar que esse®stom@presentam absor¢do na
regido do ultravioleta, conforme o esperado temdosista que ndo apresentam o grupo
auxocromo -OH, se comparados com os demais desvaziolo obtidos. E possivel
observar também, que ndo houve deslocamentosanrficno maximo de absorcao na
guando utilizado solventes com diferentes constamtielétricas. Os valores de
absortividade molaref na ordem de fOestéo de acordo com as com as transicdes do

tipo TET* esperada para esse composto.

1.0+ 1.0
(d) _
7 —DCM
—EtOH
——ACN

Absorbincia
Absorbincia

0.0

T T T T 1 T T T T U
250 300 350 400 450 250 300 350 400 450 500

Compnmento de onda (nm) Comprimento de onda (nm)

Figura 42. Espectro de absorc¢éao na regido do UV-Vis das adidlay e41(d).

A seguir serdo apresentados os espectros de endesfuorescéncia das azida
36-39 em solventes de diferentes polaridadeigyras 43-494. As curvas de emissao
foram obtidas excitando 0os compostos nos comprimsete onda maximos de absorcao
(Aap9. Os dados espectroscopicos relevantes obtid@sta go estudo de emisséao de
fluorescéncia estdo resumidos fabela 3 Primeiramente, pode-se observar,
comparando com o comportamento fotofisico dos miss precursores, que as azidas
apresentaram fraca intensidade de fluorescérdgura 43), conforme esperado e
relatado na literatura, e relacionados a um mecenide transferéncia eletronica
fotoinduzida. Além disso, pode-se observar que zidaa estudadas apresentam um
comportamento fotofisico no estado excitado dep®redda posicdo do grupo azida,
também esperado e ja relatado para outros hetE®dienzazélicos fluorescentes por
ESIPT.
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Figura 43. Espectro de emisséo de fluorescéncia em solucad Nij0das azidas36

(acima) €37 (abaixo) e seus respectivos precursores (Exc./Es59 nm/3.0 nm).

Os composto86 e 37 que apresentam 0 grupo azida na posicao 5' exiinean
intensidade de emissédo de fluorescéncia muito pauensa em todos os solventes
estudados. Apesar deste comportamento, uma endsgé de fluorescéncia pode ser
observada em etanol e diclorometano, o que confareguilibrio conformacional em
solucdo no estado fundamental, e consequentememiecanismo de ESIPTH!9°:19
Nestes compostos pode-se observar uma emissazdoeabcima de 500 nm, atribuida
ao processo de transferéncia protdnica intramaeau estado excitado (ESIPT). Esta
€ proveniente da relaxacdo radiativa do fototautdm@eto*. Adicionalmente, foi

observada uma emisséo deslocada para o azul (@esoto hipsocromico), localizada
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em torno de 400 nm e relacionada a emisséo nomoatmpiente da relaxacao radiativa
do conférmero Enol*. Em acetonitrila, ambos comgpesmostraram, embora muito
fraca, apenas uma emissdo deslocada para maiorapric@ntos de onda, e
relacionadas ao mecanismo de ESIPT. Por outro taloerivados que apresentam o
grupamento azida na posicao3B € 39) apresentam maior intensidade de fluorescéncia
tanto do conférmero enol (370 nm e 390 nm para =8, respectivamente), quanto
para os respectivos fototautdbmeros(470 nm e 50@ama X=0 e S, respectivamente)
(Figura 19).
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Figura 44. Espectro de emissdo de fluorescéncia das a3&i&@9em solucéo (10 M)

de (a) diclorometano, (b) etanol e (c) acetonifidac./Em. slits 5.0 nm/3.0 nm).

Observou-se para os compostos estudados, a tead&@ws derivados

benzotiazdlicos de apresentarem bandas deslocadasopvermelho se comparados
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com os analogos benzoxazolicos. Este comportanmesito relacionado, conforme ja
discutido para as bandas de absorcdo na regido/eddid) a melhor deslocalizacdo de
elétrons permitida pelo atomo de enxofre. Valealéms que, a literatura relata que
geralmente os compostos com grupo azida apresamtzanemissao de fluorescéncia
quase ausente ou muito fraca, o que pode estatiomd@o a um mecanismo de
transferéncia de elétrons fotoinduzida (PET) projpaado pelo grupo -N®"°1%No
entanto, com base nos resultados de fluorescéqresentados neste trabalho, a
presenca do grupo sNparece nao ser suficiente para a supressao deedtémcia
esperada em tais derivados. Além disso, a extird@ofluorescéncia parece ser
significativamente favorecida quando o grupo a&sté localizado na posi¢cao para em
relacdo ao grupo hidroxilo, como mostrado nos catge36 e 37. Neste sentido, 0s
resultados experimentais indicam que um mecanigtioioaal ou até mesmo diferente
do PET esta ocorrendo e influenciando a emissafludeescéncia nestes compostos.
Observou-se também um grande deslocamento de Spakasas azida88 e 39,
indicando que as moléculas sofrem mudancas nassuduea eletrdnica ou rearranjos
moleculares no estado excitado, preconizado nomsena de ESIPT.

NaFigura 45 é apresentado o espectro de emisséo de fluoréscscazidag0
e 41 nos diferentes solventes. Embora 0os compostos aggiacapresentem estruturas
guimicas diferentes das demais azidas sintetizémagmssivel observar novamente que
os derivados benzotiazoélicos apresentaram bandasnidssdo deslocadas para o
vermelho. Além disso, observou-se uma baixa intlxi® de emissao de fluorescéncia
para essas azidas, com um pequeno deslocamenttokies,Sconforme esperando,
indicando que essas moléculas ndo apresentam nanhnoudificacdo significativa em

sua estrutura quimica no estado excitado.
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Tabela 3 Dados relevantes obtidos a partir da espectrascdp emissdo de
fluorescéncia para as azi®®8-41, ondeAem (NM/cni) € 0 maximo de emissadMsTé

o deslocamento de Stokes (nm79m

Azida Solvente Aer (NM) AAst(nm)
Diclorometano 392:522 168/9446,48
36 Etanol 503 169/9530,26
Acetonitrila 512 169/9530,26
Diclorometano 420;537 175/9257,49
37 Etanol 438;532 169/9171,59
Acetonitrila 420;551 75/8957,63
Diclorometano 376;473 139/8934,89
38 Etanol 369;473 140/9026,44
Acetonitrila 376;474 147/9338,67
Diclorometano 399;500 151/8824,22
39 Etanol 390;495 57/4154,52
Acetonitrila 392:504 155/9074,20
Diclorometano 366 49/4273,51
40 Etanol 381 75/6471,10
Acetonitrila 362 53/4572,12
Diclorometano 390 67/5259,03
41 Etanol 415 92/6863,37
Acetonitrila 387 66/5223,17

5.2. Estudo de deteccéo deJ3 em solucao

Os estudos de deteccao desSHtom as azida36-41foram realizados em solucao
de etanol com concentracdo na ordem de MI0 A essas solugdes foram adicionadas
diferentes valores de equivalentes de NaHS em I&dahmao tampao PBS (50/50 v/v,
pH=7,4) com o intuito de mimetizar 5l NaFigura 46 sdo apresentados 0s espectros
de absorcéo na regidao do UV-Vis das azig89 na presenca de diferentes aliquotas
de NaHS. O espectro de absor¢cdo na regido do UWa¥isauséncia de NaHS é
apresentado para comparagdo. Estes compostos rdprase bandas de absor¢édo em
torno de 350 nm. Apos a adicdo de 10 pL de NaH®easidade de absorcdo da azida
aumenta e muda para valores maiores de comprimeetamnda. Foram observados
deslocamentos na localizacdo do maximo de absorgawdem de ~16 nn86), ~42
nm @7), ~12 nm 88) e ~28 nm 39) para os compostos estudados indicando que houve
uma mudanca na estrutura quimica das azidas, ceperaglo quando este grupo
quimico é reduzido paraamifid.Embora os espectros UV-Vis parecam n&do apresentar
uma tendéncia clara, uma vez que o maximo de a@sdo¢ alterado, bem como a sua
intensidade, foi possivel obter uma correlacdoalingara o intervalo de 9,09x%0

3,03x10°> M entre a absorcdo com a quantidade adicionaddathS. Para a obtencéo
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desta relacéo linear foi levado em conta os valpega 0s maximos de absorcdo do
composto reduzido (inser¢des Hmura 46). Este resultado preliminar ja indica que
estas azidas podem ser usadas como sonda paracgagetjuantitativa de,H em

solucéo.
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Figura 46. Espectro de UV-Vis das azidas @6 (2.88x10° M) , (b) 37 (2.98x10° M),
(c) 38 (1.98x10° M) e (d)39 (1.86x10° M) ap6s adicéo de diferentes aliquotas (10-100
L) de NaHS (1.0 18 M) em etanol/ solucéio tamp&o PBS (50/50 v/v, pMfFA linha
pontilhada representa a respectiva azida na aas@acNaHS, A insercao apresenta a
respectiva correlagcdo entre a intensidade de ams@g concentracdo de NaHS nos

maximos de absorcédo do composto reduzido

Para a azidd0 o maximo de absorcdo localizado em 313 nm apr@seann
deslocamento batocrémico apos a adicdo de aligiNatBi$S Figura 47). No entanto,
esse deslocamento (12nm) foi menor do que o ol®mara os compost@6-32 Ja
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para a azidatl ndo foi possivel observar um deslocamento do maxde absorcéo
(319nm), embora tenha sido possivel observar aaigdionde uma nova banda em 412
nm, indicando que a mudanca quimica do grupamezitip gpara amino embora seja
uma reacdo relativamente simples, afeta de fornmaplexa a fotofiisica destes

compostos em solucéo.
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Figura 47. Espectro de UV-Vis das azidas 44)(1,34x10° M) e (b)41 (1,56x10° M) ,
apos adicdo de diferentes aliquotas (10-p@0deNaHS (1,0x18 M) em etanol/
solugéo tampéao PBS (50/50 v/v, pH=7,4).

Com o objetivo de avaliar as azidas obtidas nesbatho como sensores deSH
através o mecanismo de resposif-on, também foram realizadas titulacdes
fotométricas com NaHS monitorando os espectros méss@o de fluorescéncia
(Figuras 23-24. Como mostrado niigura 48, as azidas apresentam baixa intensidade
de fluorescéncia antes da adicdo de NaHS. Aposcacade diferentes quantidades de
NaHS, observou-se um aumento gradativo na intethside fluorescéncia das azidas,
caracterizando de certa forma o mecanismo de respfion tendo em vista que 0s
compostos ja apresentam fluorescéncia, embora taita, antes mesmo da adigdo da
primeira aliquota de NaHS. Levando em considerag@antensidades de emisséo,
observou-se que as azid#-39apresentaram uma relagéo linear entre a interesidiad
fluorescéncia e a concentracédo de NaHS conforrégérvado na literatufd? sendo
guea azid&6 apresentou a faixa linear mais ampla (104180 se comparada as azidas
37 e 39 (20-100 uM). Este resultado indica que a resposta de fleéresa destes
compostos também pode ser utilizada para a deteggénotitativa de b5. Vale
ressaltar que, embora a azi@a tenha apresentado um aumento na intensidade de

fluorescéncia apds a adicdo de NaHS, ndo foi obdarvuma resposta linear,
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provavelmente devido a dupla emisséo de fluoresz@ue permanece presente apos a

adicao de 3Q@L de NaHS.
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Figura 48. Espectros de emissdo de fluorescénci8g®,88x10° M) ,(b) 37 (2,98x10
> M), (c) 38 (1,98x10-5 M) e (dB9 (1,86x10° M) ap6s diferentes aliquotas de NaHS

(10-100 pL) (1,0x10° M) em etanol/ solucdo tampdo PBS (50/50 viv, pHFZ

slitseExc/Em 3,0. A linha pontilhada representaspeetiva azida na auséncia NaHS. A

insercao apresenta a respectiva correlacdo entneteasidade de absorcédo e a

concentracdo de NaHS nos maximos do composto damuzi

Para a azidagl0 e 41 observou-se também um aumento na intensidade de

fluorescéncia apds a adicdo de NaHS. No entande, asmento ndo ocorreu de forma

linear Figura 49).
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Figura 49. Espectro de emissdo de fluorescéncia das aZifas 41 presenca de

diferentes aliquotas de NaHS.

Na Figura 50 sdo apresentadas as azi@&s39 em solucédo tampao etanol/PBS
(50/50, viv, pH=7,4) sob radiacdo UV (365 nm). Naé&ncia de NaHS, as solu¢gbes néo
apresentam fluorescéncia (em cima) como esperadogaidas aromaticas. Por outro
lado, apds a adicdo de NaHS os grupamentos azidmsd@rtidos nos respectivos

amino, permitindo assim a emissao de fluoresc§abaixo).
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Figura 50. Solucbes de azida36-39 em solugdo tampédo etanol/PBS (50/50 vlv,
pH=7,4) sob radiacdo UV na auséncia (acima) e esepca (abaixo) de NaHS.

76



5.3. Estudo de deteccéo ded3 em solugdo em funcéo do tempo

Com base nos resultados fotofisicos obtidos amtedote, também foi
investigada a cinéticareacional das azidas siattdiz apdsadicdo de NaHS a partir da
analise das mudancas nos espectros de UV-Figuifa 51) e de emissdo de
fluorescénciaKigura 52 ) em funcdo do tempo.

Na Figura 51 é apresentada a evolugcdo dos maximos de absagdaritlas em
funcdo do tempo, onde se pode observar que cadpostanse comporta de maneira
diferente. E possivel observar que a intensidadabdercdo em torno de 400 nm das
azidas36 e 39 diminui apos a adicdo de NaHS e uma nova banddsi@cao surge e
aumenta sua intensidade em 350 nm. Para as &4d838, a intensidade de absorcéo
aumenta e muda com a adi¢cao de NaHS. Além digg@sanca de um ponto isobéstico
(38 € 39) ou de dois 6), assim como a auséncia de ponto isobéstico Pargere

transformacéo quimica, diferente do relatado eadlitira’
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Figura 51. Espectros de absorcdo na regido do UV-vis em fudgdempo das azidas
(a) 36 (2,88x10° M), (b) 37 (2,98x10° M), (c) 38 (1,98x10° M) e (d)39 (1,86x10° M)
apos adicdo deNaHS (1,0x10M) em etanol/ solucdo tampdo PBS (50/50 viv,
pH=7,4).A linha preto representa a respectiva agéia a adicdo de NaHS. A insercao

apresenta a correlacdo entre a intensidade decabsea concentracdo de NaHS.

A Figura 52 apresenta a evolugdo dos valores maximos de enmdssdazidas em
funcdo do tempo. Mais uma vez, embora estes coogp@giresentem significativas
alteracOes de sinal na presenca de NaHS, podessevabque cada composto apresenta
um perfil particular de emissédo. Pode-se obsemarag azida36 e 37 apresentam uma
intensidade de fluorescéncia muito baixa, que atarggnificativamente apos a adicédo
de NaHS, além de apresentar um grande deslocantmnt&tokes. Esta dltima
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caracteristica é bastante interessante para apdisate imagens de fluorescénti®ara

0s composto88 e 39, dupla emissao de fluorescéncia, que ja estasemi®e, aumenta

sua intensidade e se desloca paraazul com maximemasao localizados em 375 e

435 nm, respectivamente. No entanto, em geral,xa tie reacdo quase nao tem

alteracdo com a variacdo da concentracdo de NabiS Hp minutos. O composB6

demonstrou precisar de mais tempo de reacéo paga @ saturacao.
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Figura 52. Espectros de emisséao de fluorescéncia em furéentpo das azidas (ap
(2,88x10° M), (b) 37 (2,98x10° M), (c) 38 (1,98x108 M) e (d)39 (1,86x10° M) apds
adicdo deNaHS (1,0x10-3 M) em etanol/solucéo tanpB8 (50/50 viv, pH=7,4).A
linha preta representa a respectiva azida semgdade NaHS. A insercdo apresenta a

correlacéo entre a intensidade de absorcéo e amoacido de NaHS.

79



5.4.Bioimageamento celula

Com o objetivade avaliar a eficacia destas sondas csensores oOpticcde HS
em células fixadasirn( vitro) foram utilizadas as células do tiF®8C (linhagem de
tumor cerebral humanoNa figura 53 € apresentada a imagem de microscopi
fluorescéncia das azida&. primeira coluna mostra a fluorescéncia das cglT98G
encubadas com o corante 7D, a coluna central mostra as azidas e a tercoluna
mostra a sobreposicdo das duas ima As azidas36-39 mostraranse eficientes pat
marcacdo celularFgura 53), demonstrando, dessa forma, gegsassondas Sao
adequadas parebioimageamen. E importante notar, como apresentado

>1971%ue a cisteina pode ser considerada como um peeadwsk,S nos

literatura®
ensaios de imagem celular, portanto neste tralzaélulas T98G foram [-incubadas
com cisteina e incubadasm as azidas sintetizadgsie apresentam fluorescéncia

ESIPT.

7AAD Azide Merge

Figura 53. Imagens de microscopia de fluorescéncia da aza)e36, (b) 37, (c) 38 e
(d) 39 em cultura de células T98G fixado em paraformatul€3j7%), lavado com PB:
permeabilizado em Triton -100 (0,01%) e incubado com cisteina ({uM, 30 min,
37°C). A primeira coluna mostra a flurescéncia das célincubadas com o corar
nuclear 7-AAD,a coluna central mostras compostos azidas a terceira coluna

sobreposicao das imagens.

80



5.5. Espectroscopia de absor¢céo na regido do UV-\agle emisséo de fluorescéncia
dos glicoconjugados

Nas Figurasb4-56 sdo apresentados 0s espectros de absorcao de UdNGYis
glicoconjugadossintetizados em trés solventes dferedtes constantes dielétricas. Os

dados relevantes estdo apresentaddabala 4

Tabela 4.Dados relevantes obtidos a partir da espectroscipabsorcdo na regidao do
UV-Vis para os glicoconjugadaeis-57 ondeA,ps (nm) € o maximo de absorcae é o

coeficiente de absortividade molar.

Glicoconjugados Solvente e x10° (M*.cmi?) Aabe (NM)

Diclorometano 16,6 332

96 Etanol 9,24 327
Acetonitrila 14,4 330

Diclorometano 22,8 343

97 Etanol 13,2 339
Acetonitrila 16,1 340

Diclorometano 18,7 304

98 Etanol 15,7 302
Acetonitrila 19,3 298

Diclorometano 35,4 313

99 Etanol 26,2 311
Acetonitrila 57,3 309

Diclorometano 14,3 343

100 Etanol 4,5 337
Acetonitrila 12,9 341

Diclorometano 28,2 304

101 Etanol 27,5 302
Acetonitrila 53,1 297

Diclorometano 29,6 312

102 Etanol 21,1 311
Acetonitrila 49,8 310

Diclorometano 12,0 329

103 Etanol 3,7 326
Acetonitrila 10,9 328

Diclorometano 32,9 307

104 Etanol 20,5 305
Acetonitrila 71,4 306

Diclorometano 21,6 341

105 Etanol 15,9 338
Acetonitrila 25,3 339

Diclorometano 35,7 313

106 Etanol 23,4 312
Acetonitrila 52,3 310

Diclorometano 12,3 329

107 Etanol 49 323
Acetonitrila 11,6 328
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Figura 54. Espectros de absorcédo na regidao do UV-Vis em soldeddiclorometano

dos glicoconjugado86-107

O estudo fotofisico no estado fundamental foi realo & temperatura ambiente
(25°C), em uma concentracdo na ordem d&MO0Os maximos de absorcdo para esses
compostos encontram-se entre 298-347 nm, com salleeoeficiente de absortividade
molar €) relacionados a transicdes eletrénicas permitdtagipode - 1, que sdo
esperadas para esses compostos. Em dicloromédtapoa 54), solvente com menor
constante dielétrica, observa-se que o0s glicocadjpg) que apresentam a nucleo
benzotiazélicos em sua estrutu@v,(99, 102 105 e 107) apresentaram bandas de
absorcdo com maximos deslocados para o vermelhapeiparacdo com os analogos

oxigenados. Este fato deve-se ao atomo de enxefraifr uma maior delocalizacao
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dos elétrons como ja observado em compostos semethaObservacdes similares
foram feitas na presenca de etanol e acetonitfiigufas 55 e 56). Para todos os
glicoconjugados estudados néo foi observado deske® significativo no maximo de

absorcéo com o aumento da polaridade do solvente.
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Figura 55. Espectros de absorcao na regido do UV-Vis em soludgh etanol dos

glicoconjugado®6-107
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Figura 56. Espectros de absorcao na regido do UV-Vis em soldedacetonitrila dos

glicoconjugado®6-107

A seguir foram realizados experimentos de emissdtudrescéncia em solventes
de diferentes polaridades dos glicoconjugados obtic© comprimento de onda do
maximo de absorcdo foi utilizado como primeiro pzef&o de excitacdo para as

medidas de emissao de fluorescéncia. Os dadosandésvobtidos a partir deste estudo

estdo apresentados Tiabela 5
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Tabela 5. Dados relevantes obtidos a partir da espectroscdpiaemissao de
fluorescéncia para os glicoconjugad®&s107 ondeAem (hM) é 0 maximo de emisséo e

AAst (nm) € o deslocamento de Stokes.

Glicoconjugado Solvente Aer (NM) AAst(nm)

Diclorometano 493 161

96 Etanol 485 158
Acetonitrila 366;490 160

Diclorometano 524 181

97 Etanol 466 127
Acetonitrila 377;525 185

Diclorometano 347 43

98 Etanol 345 42
Acetonitrila 349 51

Diclorometano 371 58

99 Etanol 373 62
Acetonitrila 368 59

Diclorometano 525 182

100 Etanol 383;462 125
Acetonitrila 380;528 187

Diclorometano 346 42

101 Etanol 346 44
Acetonitrila 350 53

Diclorometano 372 60

102 Etanol 371 60
Acetonitrila 369 59

Diclorometano 492 163

103 Etanol 373;487 161
Acetonitrila 490 162

Diclorometano 362 55

104 Etanol 361 56
Acetonitrila 362 56

Diclorometano 500 159

105 Etanol 384;498 160
Acetonitrila 381;503 164

Diclorometano 372 59

106 Etanol 374 62
Acetonitrila 370 60

Diclorometano 492 163

107 Etanol 373;487 164
Acetonitrila 492 164

Para todos os glicoconjugados estudados é possigelrvar um consideravel
aumento na intensidade de fluorescéncia em confmaragm 0S precursores azidas,
devido a presenca do subtituinte traizolico ligaam carboidrato. No entanto, o
composto 100 (Figura 57) apresentou baixa intensidade de fluorescéncia em
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acetonitrila provavelmente por algum mecanismo teedolvente que desative nao
radiativamente o estado excitado. No espectro dessém de fluorescéncia dos
glicoconjugados96-107 em dicloromentanoHguras 56-57 pode-seobservar duas
regides de emissdo bem distintas. Os compostos@ueapresentam o mecanismo de
ESIPT, apresentam bandas de emissdo localizadamram de 350 nm, conforme

esperado. Os compostos capazes de apresentar oisnexale ESIPT apresentam
bandas de emissdo deslocadas para o vermelho @GrBJ)Oreferentes as bandas de
emissao ESIPT.
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Figura 57. Espectro de emissdo de fluorescéncia dos glicogadps 96-103 em

solucdo (16 M) de diclorometano (Exc./Em. slits 3,0 nm/3,0 @®,0 nm/3,0 nm).
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Figura 58. Espectro de emissédo de fluorescéncia dos glicogadps 104—107em

solucado (18 M) de diclorometano (Exc./Em. slits 3,0 nm/3,0 @,0 nm/3,0 nm).
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Em etanol e acetonitrilaF{guras 59-63 observa-se comportamento similar ao
visto em diclorometano. Entratanto, para os gliopagados96, 97, 100, 103 e 105,
capazes de apresentar o mecanismo de ESIPT favebsbservar uma dupla emisséo
de fluorescéncia, sendo que para os glicoconjug@@@s97, a dupla emisséo foi em
acetonitrila. Pard00 e 105 foi observada e metanol e acetonitrila e para ogpostos
103 e 107 em etanol. Nestes compostos, observa-se uma enigsdma de 500 nm,
atribuida ao processo ESIPT e uma emissao deslpeada azul, localizada em torno
de 380 nm e relacionada a emissao normal. Issaoeogarque no estado excitado
ocorre uma transferéncia proténica do grupo OHlfem@ o nitrogénio do grupo imina
da por¢cdo benzazodlica. Esses glicoconjugados aypaeamn grande deslocamento de
Stokes, com valores acima de 100 nm, inidicando mpieestado excitado esses
compostos perdem energia devido a modificacdobeie. Os demais compostos
apresentaram deslocamento de Stokes relacionadesmissfes normais, isto é,
conférmeros em solugdo que no estado excitado présenta o mecanismo de ESIPT.
Para todos os compostos estudados ndo foi obsemwadi@ancas significativas no

maximo de emissao com o aumento da polaridadelderge.
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Figura 59. Espectro de emissao de fluorescéncia dos glicogadps96—-103 em
solucdo (16 M) de etanol (Exc./Em. slits 3,0 nm/3,0 nm e 51930 nm).
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Figura 60. Espectro de emissao de fluorescéncia dos glicogadps104—-107em
solucdo (16M) de etanol (Exc./Em. slits 3,0 nm/3,0 nm e 5,03thnm).
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Figura 61. Espectro de emissdo de fluorescéncia dos glocagadp®£6—-103 em
solucdo (16M) de acetontrila (Exc./Em. slits 3,0 nm/3,0 nm,@ 5m/3,0 nm).
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Figura 62. Espectro de emissao de fluorescéncia dos glocogadys104—107em
solucdo (16M) de acetonitrila (Exc./Em. slits 3,0 nm/3,0 nr,8 nm/3,0 nm).

5.6. Estudo de interacdo com cétions

Com o objetivo de obter informacdes sobre a inf@ragos glicoconjugados
sintetizados com os cations (Zn Pb? Ni%, Mg™ K", Cu? cd? e Agh),
inicialmente foi investigado o perfil de emisséoflderescéncia dos compostos apos a
adicdo de 20 equiv. em solucdo de acetonitrila clatsons selecionados. Foram
preparadas solucées de concentracéo na ordeni’dedl L’ destes em acetonitrila e a
estas foram adicionados 20 equiv. dos cations ieakos. Os espectros de UV-Vis
dos gliconjugados apds a adicdo de aliquotas desedies céations encontram-se em
anexo. Analisando o espectro de emissdo de fluamesc desses compostos, foi
possivel observar que a intensidade de fluorest&ws compostos apresentarou um
significativo aumento na presenca dos cations @Ni*>e uma grande diminuicdo da
intensidade de fluorescéncia na presenca do catithpara os glicoconjugad@®s, 97,
100, 103 105 e 107 (Figuras 63-65. Além disso, para os glicoconjugad®® 103 e
107 observa-se além do aumento da intensidade deeficéncia apos a adicdo de
equivalentes de K, um deslocamento dos maximos de emissdo para esenor
comprimentos de onda. Isso indica que no estaditadrca complexacdo dos cétions
com o0s glicoconjugados provoca um aumento da enedps compostos e

consequentemente um deslocamento para o azul.
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Figura 63. Espectros de emissao de fluorescéncia em solucdidedentes sais de NO
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Figura 65. Espectros de emisséo de fluorescéncia em solucdidedentes sais de NO
(20 equiv.) dos compostd95e 107.

Para os glicoconjugad®s, 99, 101, 102 104 e 105 (Figuras 66-69 foi possivel
observar uma significativa diminuicdo da intenselde fluorescéncia somente apos a
adicdo de 20 equivalentes do sal de cobre. Alésodgara todos os glicoconjugados
utilizados, como pode ser observado, a intensidademissdo de fluorescéncia néo foi
afetada de forma significativa na presenca dos gep@ions testados, indicando a

seletividade para este analito.
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Figura 68. Espectros de emissao de fluorescéncia em solucdidedentes sais de NO
(20 equiv.) dos compostd94e 106.

Nas Figuras 69-72sé0 apresentados os glicoconjuga8i@s97, 100 103 105e
107 em solugéo de acetonitrila sob-radiacdo UV. N&mtia doscéations Kou Zras
solucdes sédo fluorescentes, como esperado. Apddicdoados cétions, ocorre a
formagao de um complexo entre o glicoconjugado reetal compostos com maior
intensidade de fluorescéncia. Esses mesmos corsptisezam sua intensidade de
fluorescéncia drasticamente diminuida apos a adiedequivalentes de cobrigura
70). Os glicoconjugado88, 99, 101, 102, 104 e 105também apresentaram seletividade
para o cobre. E possivel que sob-radiacdo UV alaeslicio do cobre esses compostos

sao fluorescentes. Apos a adicao do cobre essadleéncia diminuiRigura 71).
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Figura 69. Gligoconjugados em acetonitrilasob radiacdo U\aaséncia (acima) e na
presenca (abaixo) de Ni(NJ.
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Figura 70. Gligoconjugados em acetonitrilasob radiagdo UV us€acia (acima) e na
presenca (abaixo) de Zn(NQ
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Figura 71. Gligoconjugados em acetonitrilasob radiagdo UV us€acia (acima) e na
presenca (abaixo) de Cu(Ne

(98) (99 (101) (102) (104) (106)

Figura 72. Gligoconjugados em acetonitrilasob radiagcdo UV wms€acia (acima) e na

presenca (abaixo) de Cu(Ne

hY

Devido & melhor resposta de intensidade de fluéresa apos a adicdo dos

2

cations Ni? e zr? foram realizadas avaliacdes mais detalhadas ®@@agiio dos
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compostos com o0s metais selecionados. Para issam faadicionas deferentes

equivalentes dos cétions, separadamente,

na solde&o glicoconjugados em

acetonitrila. NaFigura 73 é apresentado o espectro de emissdo de fluoréscdmc

glicoconjugado96, onde € possivel observar que a intensidade dwefloéncia,

localizada em 492 nm do composto antes da adica@igieotas se niquel, diminui de

intensidade juntamente com o aparecimento de uwe loanda em 446 nm. Essa nova

banda tem sua intensidade de fluorescéncia aunzegtadualmente com a adicédo de

diferentes aliquotas dos cations. Observacfes bkaniek foram feitas para os
glicoconjugado403e 107 (Figuras 74e 75).
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20 equiv.) do compost86 (1,43x10° M) (esquerda) e grafico area x equivalentes de
Ni*? (direita).
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Figura 74. Espectro de emisséo de fluorescéncia em solucéitrdéo de niquel (0.2-

20 equiv.) do compostb03 (1,36x10° M) (esquerda) e grafico area x equivalentes de
Ni*? (direita).
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Figura 75. Espectro de emisséo de fluorescéncia em solucéitrdéo de niquel (0.2-

20 equiv.) do compostb07 (1,46X10°M) (esquerda) e gréfico area x equivalentes de
Ni*? (direita).

Para o glicoconjugad®7 (Figura 76) tanto a banda normal localizada em 380 nm
como a banda ESIPT tem sua intensidade de fluoreisc@umentada apos a adicdo de
equivalentes de niguel. No entanto, a banda EQIRTesse aumento mais pronunciado
indicando que a complexacdo do metal com o compestda de forma mais efetiva

guando o composto esta na forma ceto.
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Figura 76. Espectro de emisséo de fluorescéncia em solucadrdéo de niquel (0.2-
14 equiv.) do compost®7 (1,41x10° M) (esquerda) e grafico area x equivalentes de
Ni*? (direita).
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No espectro de emissao de fluorescéncia do com@st¢Figura 77), pode-se
observar um deslocamento para o azul da bandazladalem 522 nm. A nova banda
em 468 nm a exemplo dos glicoconjugados citadosianinente, tem sua intensidade
de fluorescéncia aumentada com a adicdo de alguwaniquel. A banda normal
localizada em 380 nm ndo apresenta mudancas sgjivis com a adicao do niquel. Ja

para o compostd05 (Figura 77), observa-se um deslocamento para o vermelho da

banda normal e um deslocamento para o azul da bBB#RT apos a adicdo de

equivalentes de niquel acompanhado de um aumernéetaidade de fluorescéncia.

Esse aumento de intensidade de fluorescéncia,valolsepara todos os compostos

citados deve-se provavelmente, a formacdo de unpleam entre metal com e o

composto, onde o cation se liga aos atomos deg#itio do nucleo triazélico. A

incorporacdo do metal ao composto provoca um awmdat rigidez da molécula

impedindo os processos nao radiativos resultandcaumento da intensidade de

fluorescéncia. Através desse mecanismo esses ctoagmglem ser classificados como

um quimiossensdurn-on visto que a interacdo dos cations com 0s comp@sta/oca

um aumento da intensidade de fluorescéncia. Rdssltsemelhantes foram observados

quando foi utilizada a mesma quantidade de equitesede zincé®*?%
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Figura 77. Espectro de emisséo de fluorescéncia em solucadrdéo de niquel (0.2-

20 equiv.) do compostb00 (1,28x10° M) (esquerda) e grafico area x equivalentes de

Ni*?(direita).

98



500 4

Composto 103

0,2 eq.

— 0.4 eq.

—06eq

—0.8eq g
— 1.0 eq. 50000

400

300 4

2.0eq.

Intensidade de fluorescéncia (u.a.)

—d40eq 48000 =
- e0ag ] ./'\./
200 4 —8.0eq. 46000 4 .
——10eq ] -
12¢q S 440004 /
1004 —— 14 eq ) 4 | |
16 eq. S 42000 - /
<< 4

— 18eq
' 40000 /

0

T T T T T T | ]
350 400 450 500 550 600 650 38000 4

Comprimento de onda (nm) 1
36000

%,o ]
34000

o) T T T T T T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

o o Equivalentes de Ni ™
7 TR-O~<0
Figura 78. Espectro de emisséo de fluorescéncia em solucadrdéo de niquel (0.2-
20 equiv.) do compost05 (1,35x10° M) (esquerda) e gréfico area x equivalentes de
Ni*? (direita).

Os gliconjugados sintetizados também foram avadiamono quimiossensores de
Cu"?em solucdo de acetonitrila. NBijuras 79-84estédo apresentados os espectros de
emissdo de fluorescéncia e o grafico area x eqlais.glicoconjugado87, 100, 101,
103, 104e 105 na presenca de diferentes aliquotas do catio®Z€0 eq.), onde &
possivel observar uma supressdo gradual na ingalesidle fluorescéncia desses
compostos apds adicdo de diferentes equivalent€sidePara os glicoconjugad®s,

100 e 103 (Figuras 78-8Q que apresentam dupla emisséo de fluorescéncidadawo
mecanismo de ESIPT, observa-se que tanto a baontla@mo a banda ceto localizados
entre 368 e 433 nm, tiveram sua intensidade deeffeéncia diminuida com a adicéo
de aliguotas do cation. O mesmo pode ser obsepa@oos compostdl, 104 e 105
(Figuras 82-89.

Essa supressdo de fluorescéncia ocorre devido s ptocessos, a interacao
através de colisbes entre as moléculas no estaditadx ou a formacédo de um
complexo ndo fluorescente entre os compostos epoessor, onde esses efeitos
promovem a diminuicdo do rendimento quéantico doorfiioro. Nesse trabalho,
acredita-se que a supresséao da fluoreescéncididosogjugados pela interacdo com o
CU** observada naBiguras 72-87é resultado da reacdo de complexacdo e por isso

espera-se que 0 mecanismo de supressao sejaceStfla seja, neste mecanismo tem-
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se a formacdo de um complexo ndo luminescente erftumroforo receptor e quando

esse complexo absorve luz, ele imediatamente eetaonestado fundamental sem a

emissao de féton. Essa supressao de luminescémgaspr justificada pelo fato de que

o cobre tem uma configuracdo eletronilee ser paramagnético que exerce um efeito

de extin¢do de luminescéncia nos ligantes fluoo&@pds a complexacgéo via processos

n&o radiativos ultrarrapidGs>
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Figura 79. Espectro de emisséo de fluorescéncia em solucadrd® de cobre (0,02-

14 equiv.) do compost®7 (1,41x10° M) (esquerda) e grafico area x equivalentes de

Cu? (direita).
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Cu? (direita).
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Figura 81. Espectro de emisséo de fluorescéncia em solucadrd® de cobre (0,02-
10 equiv.) do compostb03 (1,36x10° M) (esquerda) e grafico area x equivalentes de
Cu? (direita).
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Cu*? (direita).
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Figura 83. Espectro de emissao de fluorescéncia em solugétrato de cobre (0,02-

22 equiv.) do compostb04 (1,40x10° M) (esquerda) e grafico area x equivalentes de

Cu+2 (direita).
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Figura 84. Espectro de emisséo de fluorescéncia em solucadrd® de cobre (0,02-

20 equiv.) do compostb05 (1,35x10° M) (esquerda) e grafico area x equivalentes de

Cu*? (direita).

5.7. Estudo da interacdo do glicoconjugados com BSA

Os testes de interacdo foram realizados a fim destigar a interacdo dos

glicoconjugados com a albumina sérica bovina (BABSA possui uma banda de

absorcao na regido do UV-Vis com maximo localizadoaproximadamente 280 nm e

emissdo de fluorescéncia com maximo em torno derd8originadas devido aos

residuos de triptofano, que sdo os principais respeis pela sua fluorescéncia

intrinseca. A interacdo de um composto com a BSAlgente conduz a uma supressao

na emisséo de fluorescéncia da albumina séff@a.analise de interacdo com a BSA
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foram realizada a partir da titulacdode uma solucdo dé& BS uM] com os
glicoconjugado96-107 (1C-100 uM) em tamg@o fosfato salino (PBS) (pH 7. As
analises foram realizadas a temperatura ambieri®C)2Nas Figuras 85-90 séo
apresentados osspectros debsorcdo na regido do UV-Vidos glicoconjugado96-
103 Através dos espectros de absorcéo ve-se que com 0 aumento da concentre
dos glicoconjugadoscorre um aumento na absorbancia em aproximadar@@iiteam,

que corresponde a regido de absor¢éBSA.
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Figura 85. Espectros de absorcdo de -Vis da BSA na presenca de diferer

concentracdes dos glicoconjuga©6 (a) €97 (b) (10-100uM).
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Figura 86. Espectros de absorcdo de -Vis da BSA na presenca de diferer

concentracdes dos glicoconjuga98 (a) €99 (b) (10-100uM).
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Figura 87. Espectros de absorcdo de -Vis da BSA na presenca de diferer

concentracdes dos glicoconjugal00(a) €101 (b) (10-100uM).
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Figura 88. Espectros de absorcdo de -Vis da BSA na presenca de diferer

concentracdes dos glicoconjugal02(a) e103(b) (10-100uM).
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Figura 89. Espectros de absorcdo de -Vis da BSA na presenca de diferer

concentracdes dos glicoconjugal04 (a) e105(b) (10-100uM).
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Figura 90. Espectros de absorcdo de -Vis da BSA na presenca de diferer

concentracdes dos glicoconjugal06 (a) €107 (b) (10-100uM).

Também foi analisada a supresséo de fluorescéad&Sé através da titulac:
fotométrica na presenca dos glicoconjugados estsdadEssas medidas fore
realizadas, utilizando como excitacdo 280 Os resultados encontri-se nag-iguras
91-102 Para o ca&lulo da porcentagem de supressao da BSA, foramdevados o:
valores da intensidade do maximo de emissao enn@i A maioria (0S compostos
estudados apresenttnoa interacdo com a BSA, com supressao de fluoreiscém

torno de 72-96%T(abela ¢€).
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Figura 91. (a) Espectro de emisséo de fluorescéncia da BSA coaumento d
concentracdo do glicoconjuga96. (b) Variacdo da intensidade de fluorescéncia at
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Figura 98. (a) Espectro de emisséo de fluorescéncia da BSA coaumento d

concentracdo do glicoconjugalO3 (b) Variacao da intensidade de fluorescéncia

0 aumento da concentracao do glicoconjug
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Figura 99. (a) Espectro de emisséo de fluorescéncia da BSA coaumento d
concentracdo do glicoconjuge 104 (b) Variacdo da intensidade de fluorescéncia
0 aumento da concentracao do glicoconjug
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Figura 100. (a) Espectro de emisséo de fluorescéncia da BSA ccamimento d
concentracdo do glicoconjugal05 (b) Variacao da intensidade de fluorescéncia

0 aumento da concentracao do glicoconjug
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Figura 101. (a) Espectro de emissédo de fluorescéncia da BSA ecamimento d
concentracdo do glicoconjug: 106.(b) Variagao da intensidade de fluorescéncia
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Figura 102. (a) Espectro de emissdo de fluorescéncia da BSA ecamimento d
concentracdo do glicoconjugal07. (b) Variacao da intensidade de fluorescéncia
0 aumento daoncentracao do glicoconjuga

Para os glicoconjugad©6, 97, 99, 100, 102 103 105 106 e 107 os resultados
mostram que a medida ¢ a concentracdo desses compoatasenta, a intensidade
fluorescéncia da BSA diminui, e de forma praticatedimeaem que a intensidade
fluorescéncia teve uma redugentre 72% e 93%lIndicando que a insergdo ©
glicoconjugados nas cavidades da proteina BSA dinsignificativamente a emiss:
de fluorescéncia dos residuos de triptofano da E3»erv-se também aparecimento
de um nova banda entre 457 e 495 nm que podergmrida a banda ceto do ndc
benzazodlico dos glicoconjugados. Essa nova bandasta intensidade aumentad

medida que aumenta a concentracao dos glicocorga Este resultado prelimin, ja
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evidencia qualitativamente uma interacdo signifieatdos glicoconjugados com a
proteina. Entretanto, a interacdo molécu®; 101 €104, com a proteina BSA
apresentou um aumento da intensidade de fluorascémompanhado de um

deslocamento para o vermelho.

Tabela 6. Porcentagem de supressao da banda de emisséo dpelESilvteracdo com
os glicoconjugado86-107

Glicoconjugados Porcentagem de supressao (%)
96 96
97 93
99 73
100 72
102 72
103 91
105 93
106 73
107 80

Com o objetivo de avaliar a natureza da supredsaffuoreséncia e também
determinar o valor da constante de supressao, folamdas curvas de Stern-Volmer
para calculos das respectivas constantes de s@prdssta relacdo € apresentada na

Equacéo (1):
2= 1 +K, 1o [Q]= 1 + K[Q] (Equagéo 1)

onde que f€ a intensidade de fluorescéncia da solucéo de B8a (branco); F é a
intensidade de fluorescéncia do BSA na presencasupoessor; K € a constante
bimolecular de supressao, que esta relacionadaacefitiéncia de supressém; € 0
tempo de vida do fluoréforo na auséncia do supressam valor de 18 s para
biomoléculas® [Q] é a concentracéo do supressorsg & a constante de supresséo de
Stern-Volmer.Os resultados obtidos encontram-seTabela 7. Os gréaficos das

regressoes lineares encontram-s€igara 103,
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Tabela 7.Resultados obtidos a partir da equacéo de Sterméfok 25°C.

Composto Regressao linear R Ksy(L-mol®) Kg(L-mol™s?
96 Fo/F=1,37X10[Q]+1,38 0,967 1,37x10 1,37x16°
97 Fo/F=5,69X16[Q]+0,66 0,990 1,36x10 1,36x10°
99 Fo/F=1,81X10[Q]+0,82 0,978 1,81x10 1,81x16°
100 Fo/F=1,36X16[Q]+1,13 0,992 1,36x10 1,36x10°
102 Fo/F=1,43X10[Q]+1,47 0,909 1,43x10 1,43x16°
103 Fo/F=4,37X16[Q]+0,67 0,994 4,37x10 4,37x10°
106 Fo/F=1,43X10[Q]+0,88 0,986 1,28x10 1,43x10°
107 Fo/F=2,02X16[Q]+0,75 0,979 2,02x10 2,02x16°
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Figura 103. Curvas de Stern-Volmer aplicadas ao maximo de @mida BSA em 342

nm na presenca dos glicoconjugados.

Através dos dados obtidos pela equacdo de Stdmevoobserva-se que 0s
valores de Ky se encontram entre Q- mol*, enquanto que paraqkse encontram
entre 16° L-mort-s'. Estes resultados indicam quegoenchingde fluorescénia da
BSA € de natureza estética, onde ocorre a formagiam complexo entre o0s
glicoconjugados e a BSA, uma vez que, de acordoabteratura, os valores limites da
constante bimolecular de supressag) (Bara mecanismos dinamicos séo de 2,8%10
L-mol™*-s*. Considerando mecanismo estatico, é possivellaa@iconstante de ligacéo
(Ka) € 0 numero de sitios de ligacédo (n) entre a B®Asapressor atraves da equacao
220829709 resultados obtidos a partir da Equacéo 2 ermurge nalTabela 8 e os

gréficos das regressdes lineares encontram-B&nea 104.

log("~") =log KA+ n log [Q] (Equacsio 2)
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Tabela 8. Constante de ligacdo com BSA e numero de sitiosigdgedo para os

glicoconjugado®6-107 a 25°C.

Composto Regresséo linear R Ka(L-mol™ n
96 log(Fo-F/IF)=6,57+1,14log[S] 0,983 3,71x1® 1,14
97 log(Fo-F/IF)=6,43+1,14log[S] 0,994 2,69x10 1,14
99 log(Fo-F/F)=5,51+1,06log[S] 0,985 3,23x1d 1,06
100 log(Fo-F/F)=4,16+0,79log[S] 0,994 1,40x1b 0,79
102 log(Fo-F/F)=2,93+0,52log[S] 0,992 851 0,52
103 log(Fo-F/F)=2,80+0,53log[S] 0,945 630 0,53
105 log(Fo-F/F)=7,38+1,34log[S] 0,991 2,40x10 1,34
106 log(Fo-F/F)=5,02+0,98log[S] 0,988 1,04x1D 0,98
107 log(Fo-F/F)=6,26+1,20log[S] 0,995 1,82x10 1,02
144 —m— Composto 96 “ 1.2+ —m— Composto 103
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Figura 104. Curvas de log [S] x log ¢FF/F) utilizadas para o calculo da constante de

ligacd@o (Ka) e numero de sitios de ligacdo dos gliococonjugadm a BSA.

A partir dos resultados obtidos, podemos verificare a maioria dos
glicoconjugados apresentam forte interagdo com A B&vido aos altos valores de
constante de ligacdo que se encontram entfelCPOL-mol*. Além disso, pode-se
destacar que para a maioria das moléculas o numersitios de ligacdo de
aproximadamente 1, evidenciando, assim que apenasnolécula do glicoconjugado
esta inserida nas cavidades da proteina. Obsertaavd®m que o0 ajuste da curva é

linear, com valores de’Rntre a 0,94 e 0,99.

114



Conclusoes e Consideractes Finais
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6. Conclusbes e Consieragoes Finais

De acordo com a literatura € notoria a relevadaigintese de novos compostos
fluorescente que possam ser utilizados como quseisores para deteccado de espécies
de importancia biolégica e ambiental. Dessa foronasiderando os objetivos propostos
para a realizacdo dessa tese de doutorado, com@fimcipal na sintese de compostos
para utilizacdo como quimiossensores, as seguintesderacdes podem ser feitas:

Foi possivel a obtencdo das azidas desejadasgsitda formacédo do sal de
diazénio utilizando como precursores compostos dardis fluorescentes. O método
utilizado mostrou-se eficiente e rapido resultamdmpostos com bons rendimentos
sem necessidade de purificacdo cromatografica. ddypastos obtidos apresentaram
maximos de absorcéo localizados na regido UV, acoefiaente de absortividade molar
relacionada a transicOes eletronicas permitidastiplo T=1* e baixa emissdo de
fluorescéncia. As azidas apresentaram alteracdetisioas significativas nos estados
fundamental e excitado, na presenca d&,Hb que permitiu a sua aplicagdo como
sensores oOpticos para @3em solucdo. A metodologia empregada foi a reddgéo
azidas a aminas utilizando NaHS, como mimetizad®erHS, resultando em um
mecanismo de fluorescéncia do tipi--on Oaumento da intensidade de fluorescéncia
observada para as azida que apresentam transen@mtdnica no estado excitado
mostrou ser diferente do processo de transferégletbnica fotoinduzida (PET),
discutido na literatura. Finalmente, os experimerde imagem de fluorescéncia em
células T98G indicam seu potencial uso como sopdasimageamento bioldgico.

Foi possivel ainda a sintese de novos glicocodpgyatravés da reacdo de
cicloadicdo 1,3-dipolar azida-alcino entre azidesvédas de benzoxazdis fluorescente
e alcinos derivados de carboidratos. O método taintéaplicado € simples e
proporcionou aos compostos uma rota sintéticaeefieicom bons rendimentos. Além
disso, os estudos fotofisicos revelaram que os@itjugados aprentaram coeficientes
de extingcéo relacionados a transi¢Oes permitidas)dgs deslocamentos de Stokes e
grande intensidade de fluorescéncia, o que torsasemsioléculas promissoras para
aplicacdes Opticas. Esses compostos apresentasuttades promissores frente a
utilizagdo como quimiossensores de cations utiipaespectroscopia de absor¢cdo na
regido do UV-Vis e emissao de fluorescéncia. No djaerespeito as aplicacbes, foi
demonstrado que alguns dos glicoconjugados obpiddem ser usados como sensores

quimicos apresentando forte ligacdo com os catibii$; Zn> e Cu? em solucéo,
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provocando um aumento significativo na intensidadie fluorescéncia desses
compostos. A partir desses resultados pode-sewpncle esses compostos podem ser
utilizados como potenciais quimiossensores de matiatilizando o mecanismo de
respostaturn-on Além disso, pode-se observar que os alguns gligogados
apresentaram forte interacdo seletiva o0?Cprovocando uma diminuicdo na sua
intensidade de fluorescéncia podendo ser utilizadmso potenciais quimiossensores
através do mecanimo de respdsta-off.

Com o objetivo de ampliar o namero de aplicacdes dlicoconjugados
sintetizados, foram realizados testes destes cansoses de BSA em solucdo. A
maioria dos novos glicoconjugados apresentou unt@ iftteracdo com a proteina BSA,
observada através da supresséo da fluorescénBidAlguando esta estava na presenca
dos glicoconjugados. O mecanismo de supressaoudes$icéncia ocorre através do
mecanismo estatico, com a formacdo de um complekoocgnjugado-BSA,
investigado através da equacgdo de Stern-Volmea &shplexacdo ocorre na por¢ao
dos carboidratos, j4 que existiram diferencas eogreglicoconjugados em relacdo a

magnitude da constante de ligacdo e ao numerdide dé¢ ligacao.
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7. Experimental
7.1 Materiais e métodos

Para a realizacdo desse trabalho foram utilizadoseguintes reagentes: acido
polifosférico, o-aminofenol, o-aminotiofenol, &cido-5-aminosalicilico, &cido-4-
aminobenzoéico, Nitrito de sodio (NaMNO Azida de sodio (Nad), acido cloridrico
(HCI), hidréxido de amdnio (NkDOH), hidrogeno sulfeto de sodio (NaHS). Os solvente
utilizados foram, metanol, diclorometano (§&Hb), etanol, acetonitrila, tampao PBS
(pH=7,3). Para purificacdo por cromatografia enucalfoi utilizado Silica gel 60 (70-
230 mesh) como fase estacionaria. A cromatografiacamada delgada (CCD) foi
realizada utilizando placas de aluminio com 0,2 desilica gel. Para o teste com os
sensores foram utilizados os seguintes cationsiehiginco, chumbo, prata, calcio,
potédssio, magnésio e cobre todos como sais deéonifara os testes de interagdo com
BSA, as solugbes foram preparadas em solucdo tafAB& que consiste em uma
mistura de fosfato de potassio monobasico, fogfateddio dibasico, cloreto de sddio e
agua deionizada, resultando em uma solucdo de #HO& compostos sintetizados
neste trabalho foram previamente solubilizados enetilsulfoxido, e desta solucao foi
retirada uma aliquota para a preparacdo da solé@o-em PBS. A BSA foi
diretamente solubilizada em PBS.

Os espectros de RMN d# e *C foram obtidos de espectrdmetros Varian
VNMRS operando em frequéncias de 300 MHz e 75 MAX) MHz e 100 MHz
respectivamente, em tubos de 5 mm de di@metronmter utilizando cloroférmio
(CDCl3) ou dimetilsulféxido (DMSQds) como solventes. Os deslocamentos quimicos
(9) estéao relacionados em partespor milhdo (ppm)lagée ao tetrametilsilano (TMS)
utilizado como padréo interno para os espectrasidtegénio, ao CDGle ao DMSO-
ds, colocando entre parentéses a multiplicidadegsmpleto, d = dupleto, t = tripleto, q
= quarteto, dd = duplo dupleto, ddd=duplo dubleto dibleto m = multipleto), o
namero de hidrogénios deduzido da integral relativaaconstante de acoplamenip (
em Hertz (Hz).

Os espectros no infravermelho por transformadaodei&r (IV) foram obtidos em
um espectrometro Alpha P da Bruker. Os espectroamfaobtidos no modo ATR
utilizando um cristal de seleneto de zinco (ZnSe).
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Os pontos de fusdo das moléculas foram obtidoszarido o aparelho
microscépio 6tico Olympus BX41 acoplado a um fokhettler Toledo FP-90 F 982 T
com temperatura controlada.

As medidas espectroscopicas de absorcdo na regieyVis foram obtidas em
um espectrémetro Shimadzu UV-2450. As medidas dssé@m de fluorescéncia foram
obtidas em um espectro fluorimetro Shimadzu RF-B801As medidas de absorcéo e
emissao foram realizadas a temperatura ambienteubetas de quartzo de 1 cm de
caminho Optico e solucdes de solventes de grawcespedpico. Todos 0s experimentos

foram realizados a 25°C utilizando solucdes de esimacdes entre To10°M.

7.2 Compostos sintetizados
7.2.1 Sintese precursores benzazolicos fotoativ@8{29)

Quantidades equimolares deaminofenol 25 (2,8 g, 26,12 mmol) ow-
aminotiofenol(26) (2,76 mL, 26,12 mmol) e &cido-5-amino salicili@y)( (4g, 26,12
mmol) em acido polifosférico (60 mL) foi aquecidzbsagitacdo a 17Q por 5 h. Apos
resfriar, a mistura reacional foi vertida em gelcagdo sob agitacdo e em seguida foi
deixada em repouso para decantar o produto. O piestd formado foi filtrado,
neutralizado com uma solu¢cdo de NaHC@vado com agua e seco a temperatura
ambiente. O produto obtido foi purificado por craoggafia em coluna utilizando

diclorometano como eluente.

2-(5’-Amino-2’-hidroxifenil)benzoxazol (28)
HO Rendimento: 2,359 (71%). Ponto de fuséo: 173-17B69IR (KBr,
@[}—Q cm™): 3405 (as NH.), 3250 s NH,), 1630 e 1548y C=C). RMN
de'H (300 MHz, DMSO#€s) & (ppm): 10,42 (s, 1H, OH), 7,81 (m,
2H), 7,44 (m,2H), 7,26 (d, 1H=2,3 Hz), 6,84 (m, 2H), 4,96 (s, 2H, NHRMN de**C
(75,5 MHz, DMSO#€s) & (ppm): 162,8; 149,3; 148,6; 141,7;139,6; 125,65,22121,3,
119,0; 117,6; 110,9; 110,4; 109,6.

2-(5’-Amino-2’-hidroxifenil)benzotiazol (29)
Rendimento: 1,53g (53%). Ponto de fusdo: 196-198°0UR (KBr,

HO
N
@Q‘Q cnil): 3497 (as N-H), 3325 ¢s N-H), 3000 Garom C-H), 1620 e 1470
™ (W C=Caron). RMN de*H (300 MHz, DMSOds) & (ppm): 10,72 (s, 1H,
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OH), 8,12-7,40 (m, 4H, HH,, Hs, Ha), 7,37-7,36 (d, 1H, Hl.= 2,7 Hz), 6,85-6,83 (d,
1H, H,J,= 8,7 Hz), 6,77-6,76 € 6,74-6,73 (2d, 2H,J=2,7 Hz eJo= 8,78) 4,8 (s, 2H,
NH,). RMN de'3C (75,5 MHz, DMSOds) & (ppm): 166,3; 151,6; 147,8; 141,5; 134,0;
126,4; 125,0; 121,9; 121,8; 119,9; 117,8; 117,&,01

7.2.2 Sintese precursores benzazolicos fotoativ@4{32)

Quantidades equimolares deaminofenol 25 (1,92, 17,6 mmol) ouo-
aminotiofenol 26) (1,7mL, 22 mmol) e acido 4-amino salicilic80f (2,70 g, 17,6
mmol) em acido polifosférico (20 mL) foi aquecidzbsagitacdo a 17Q por 5 h. Apos
resfriar, a mistura reacional foi vertida em gelcagdo sob agitacdo e em seguida foi
deixada em repouso para decantar o produto. Opjteatd formado foi filtrado,
neutralizado com uma solu¢cdo de NaHC@vado com agua e seco a temperatura
ambiente. O produto obtido foi purificado por craoggafia em coluna utilizando

diclorometano como eluente.

2-(4’-Amino-2’-hidroxifenil)benzoxazol (31)

HO, Rendimento: 1,769 (44%). Ponto de fuséo: 226-22B?GKBr,
@[Z\ N, cmiY): 3493 (as N-H), 3386 9< N-H), 3000 Yarom C-H), 1620 e
1470 ¢ C=Caon). RMN de’H (400 MHz, CDC}) & 10,95 (s, 1H), 7,76-7,71 (m, 1H),
7,63-7,58 (m, 1H), 7,42-7,36 (m, 3H), 6,99 Jd4,1 Hz, 1H), 6,87 (dd)=8,7Hz e 2,8
Hz, 1H), 3,56 (s, 2H). APT (101 MHz, CD{I5 163,6; 160,6; 151,7; 148,9; 140,4;

128,6; 124,6; 124,3; 118,5; 110,2; 107,3; 101,3;30

2-(4’-Amino-2’-hidroxifenil)benzotiazol (32)

HO Rendimento: 1,3g (33%). Ponto de fusédo: 211-218/QKBr,
@[N\ i, ciY): 3473 as N-H), 3376 ¢s N-H), 3000 ¢arom C-H), 1620 €
1470 (S; C=Cuon). RMN de’H (400 MHz, CDC}) & 12,66 (s, 1H), 7,90 (dI=8,1 Hz,
1H), 7,86 (dJ=7,9 Hz, 1H), 7,49-7,43 (m, 2H), 7,38-7,33 (m, 1634 (d,J=2,2 Hz,
1H), 6,28 (ddJ=8,4 Hz e 2,3 Hz, 1H), 4,05 (s, 2H). APT (101 MKDCI;) 6 169,6;

160,1; 152,2; 150,9; 132,3; 130,0; 126,4; 124,8;42 121,3; 108,5; 107,2; 101,7
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7.2.3 Sintese precursoresbenzazolicos fotoativog44{(35)

Quantidades equimolares de-aminofenol 25 (2,49, 22 mmol) ouo-
aminotiofenol 26) (2,7 mL,22 mmol) e &cidg-amino benzoico33d) (3,0 g, 22 mmol)
em acido polifosférico (20 mL) foi aquecida sobtagfio a 17 por 5 h. Apds
resfriar, a mistura reacional foi vertida em gelcagdo sob agitacdo e em seguida foi
deixada em repouso para decantar o produto. Opjteatd formado foi filtrado,
neutralizado com uma solu¢cdo de NaHC@vado com agua e seco a temperatura
ambiente. O produto obtido foi purificado por craogmafia em coluna utilizando

diclorometano como eluente.

2-(4’-Amino)benzoxazo 1(34)
@[N\: D i, Rendimento: 1,79 (69%). Ponto de fusdo: 150-152%CKBr,

0 cm™): 3497 @as N-H), 3325 ¢s N-H), 3000 ¢aom C-H), 1620 e
1470 ¢ C=Curon). RMN de'H (400 MHz, CDC}) § 8,10-8,04 (m, 2H), 7,76-7,70 (m,
1H), 7,57-7,52 (m, 1H), 7,36-7,28 (m, 2H), 6,795(M, 2H), 4.21 (S, 2H). APT (101
MHz, CDCk) 6 163,8; 150,5; 149,7; 142,36; 129,4; 124,3; 124]118,9; 116,8; 114,7;
110,2.

2-(4’-Amino)benzotiazol (35)

N Rendimento: 1,49 (63%). Ponto de fusédo: 161-168/QKBr,
@E?_ON“Z cnid): 3497 as N-H), 3325 ¢< N-H), 3000 Yarom C-H), 1620 e
1470 ¢ C=Caon). RMN de’H (400 MHz, CDCJ) § 7,87 (dd,J = 13,9 e 7,9 Hz, 3H),
7,46 (t,J = 7,6 Hz, 3H), 7,34 (t) = 7,6 Hz, 1H), 6,34 (d] = 2,0 Hz, 1H), 6,28 (dd] =
8,4 e 2,1 Hz, 1H), 4,25 (s, 2H). APT (101 MHz, Cp@l 169,6; 159,8; 150,9; 131,9;
130,0; 126,4; 121,4; 121,31, 108,5; 107,2; 101,7.

7.2.4 Sintese das azidas (36-41)

Em um baldo de 50 mL sob agitagédo e banho de gitmaou-se o respectivo
precursor benzozdlico (2,0 mmol) e 15 mL de umaiggm de HCI:HO (3:1). Em
seguida foram adicionados gota a gota uma solugauotiito de sédio (NaNg) (0,166
g, 2,4 mmol). A mistura reacional foi deixada s@itagédo e banho de gelo por 30
minutos. Apds adicionou-se a azida de sédio {48,260 g, 4 mmol). Em seguida

retirou-se o banho de gelo e a mistura reacionaldixada a temperatura ambiente e
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sob agitacdo durante 2 h. Apds esse tempo o préoiuteutralizado com hidroxido de

amonio (NHOH) e extraido com acetato de etila (3x20 mL).

2-(5’-Azido-2’-hidroxifenil)benzoxazol (36)
HO Rendimento: 0,464 g (79%). Ponto de fusdo: 143Q45/ (KBr,
@[Z‘ cm®): 3056 {aronC-H), 2117 ¥, -N=N=N), 1553 e 1471(C=Curon).

N5 RMN de'H (400 MHz, CDC}) & 11,37 (s, 1H), 7,77-7,72 (m, 1H),
7,67-7,61 (m, 2H), 7,45-7,39 (m, 2H), 7,16-7,07 @hl). APT (101 MHz, CDG) &
161,9; 156,0; 149,1; 139,8; 131,5; 125,8; 125,4,42119,4; 118,9; 116,6; 111,2;
110,8.

2-(5’-Azido-2’-hidroxifenil)benzotiazol (37)
N HO, Rendimento: 0,456 g (70%). Ponto de fusdo: 147Q49/ (ATR,
@[S‘ cm®): 3086 ¢O-H), 2098 ¢ -N=N=N), 1613 e 1513v( C=Curon).

Ns RMN de'H (400 MHz, CDCJ) 6 12,43 (s, 1H), 7,99 (d=8,1 Hz,
1H), 7,91 (dJ=7,9 Hz, 1H), 7,56-7,49 (m, 1H), 7,46-7,40 (m, 1AR6 (d,J=2,5 Hz,
1H), 7,11-7,05 (m, 2H). APT(101 MHz, CD£I168,1; 155,3; 151,7; 132,6; 131,3;
126,9; 126,1; 123,3; 122,7; 121,6; 119,4; 117,9,31

2-(4’-Amino-2’-hidroxifenil)benzoxazol (38)

N HO, Rendimento: 0,464 g (90%). Ponto de fusdo: 111a12¥
@[Q—GN (ATR, cmi®): 3056 ¢ O-H), 2118¢ -N=N=N), 1644 e 1573y(
C=Caron). RMN de'H (300 MHz, CDC}) § 11,64 (s, 1H), 7,93 (d=8,5 Hz, 1H), 7,72-

7,64 (m, 1H), 7,60-7,52 (m, 1H), 7,41-7,33 (m, 26iY4 (d,J=2,1 Hz, 1H), 6,63 (dd,
J=8,5 Hz e 2,2 Hz, 1H).

2-(4’-Amino-2’-hidroxifenil)benzotiazol (39)

N HO Rendimento: 0,456 g (89%). Ponto de fusdo: 132a34Y
@[?_@Ns (ATR, cmit): 3077 ¢O-H), 2117 ¢, -N=N=N), 1653 e 1573\(
C=Carom). RMN de’H (400 MHz, CDC}) & 12,79 (s, 1H), 7,96 (d=7,7 Hz, 2H), 7,88
(d, J=7,5 Hz, 1H), 7,61 (d)=8,4 Hz, 1H), 7,54-7,49 (m, 2H), 7,45-7,38 (m, 2B){4

(d, J=2,2 Hz, 1H), 6,59 (ddJ=8,4 Hz e 2,2 Hz, 1H). APT (75 MHz, CDLb 162,3;
159,9; 149,0; 145,2; 139,9; 128,5; 125,4; 125,9,1:1110,9; 110,6; 107,5; 107,3.
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2-(4’-Azido)benzoxazol (40)
@[N\: D N Rendimento: 0,453 g (71%). Ponto de fusdo: 128Q30V

o (ATR, cni): 3077 Qarom C-H), 2077 . -N=N=N), 1513 e 1452
(v C=Caron). RMN de'H (400 MHz, CDCY) & 8,28-8,22 (m, 1H), 7,83-7,74 (m, 1H),

7,62-7,55 (m, 1H), 7,43-7,32 (m, 1H), 7,20-7,12 (bi). APT(75 MHz, CDGJ) &
150,8; 143,4; 142,1; 129,2; 125,1; 124,6; 123,8,9:1119,5; 110,5.

2-(4’-Azido)benzotiazol (41)

@EN\ . Rendimento: 0,431g (78%). Ponto de fusdo: 154a56V
s: C (ATR, cm?): 3046 {arom C-H), 2108 ¢ -N=N=N), 1602 e 1482

(v C=Caron). RMN de'H (400 MHz, CDC}) & 8,12-8,06 (m, 1H), 7,91 (d=7,6 Hz,

1H), 7,52-7,49 (m, 1H), 7,44-7,37 (m, 1H), 7,162Z(n, 1H). APT (75 MHz, CDG) &
167,1; 154,3; 142,8; 135,3; 130,6; 129,0; 126,%,22123,1; 121,6; 119,5.

7.2.5 Sintese do acetonideo (85)

Em baldo de 200 mL, a uma solugcdoDdebose (20 mmol, 3,00 g), em metanol
(60 mL) e acetona (60 mL), foi feita a adicdo d@@cloridrico concentrado (20,0
mmol, 1,5 mL). O sistema foi deixado em refluxo smitacdo por 3 h. Apos este
periodo resfriou-se 0 sistema e neutralizou-se sologdo saturada de NaHg&¥e pH
neutro. A fase organica foi lavada com agua destila o produto foi extraido com
AcOEt (3x100 mL). A fase orgéanica foi seca com Mg®00s solventes foram
removidos em rotaevaporador. O produto obtido fdizado diretamente na etapa

seguinte, sem necessidade de purificacao.

1-metil-2,3-O-isopropilideno-p-D-ribofuranose (85)
0OMe Oleo amarelo. Rendimento: 3,02 g (74%). RMN (400 MHz,
Hoﬁéj'—; CDCl) 6 = 4,97 (s, 1H); 4,84 (d, = 5,9 Hz, 1H); 4,59 (d] = 5,9 Hz,
7§ 1H); 4,43 (s, 1H); 3,70 (d] = 12,4 Hz, 1H); 3,66 — 3,59 (m, 1H);
3,44 (s, 3H); 3,26 (sl, 1H); 1,49 (s, 3H); 1,3238). RMN*3C (CDC}, 100 MHz):8 =

111,9; 109,7; 88,1; 85,6; 81,3; 63,8; 55,3; 26452
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7.2.6 Sintese do bis-acetonideo (86)

Em um baléo de uma boca de 500 mL, sob sisteméoabmam adicionados -
galactose (20,0 mmol, 3,60 g), acetona (200 mLy) (8,5 mmol, 0,90 g). A mistura
reacional ficou sob agitacdo por 24 h ou até que $& observasse carboidrato
depositado no fundo do recipiente. Apés evaporatgiccerca de 2/3 do solvente
reacional, foi adicionada solucdo saturada deduifse de sédio (N#&5,03) para que o
iodo remanescente fosse consumido até que a migpwmesentasse aspecto incolor.
Entdo, o produto foi extraido com diclorometanol(BXx mL), a fase organica foi seca
com sulfato de magnésio (Mg9QCe os solventes evaporados em rotaevaporador. O
produto bruto foi utilizado diretamente na etapgus®e, sem a necessidade de

purificacéo.

1,2:3,4-di-O-isopropilideno-a-D-galactopiranose (86)
\\(0 on  Oleo amarelo. Rendimento: 4,05g (78%). RMN1d€400 MHz, CDC})
A 8557 (d,J = 5,0 Hz, 1H); 4,62 (dd] = 7,9; 2,4 Hz, 1H); 4,34 (dd, =
/(%O 5,0; 2,4 Hz, 1H); 4,28 (dd,= 7,9; 1,6 Hz, 1H); 3,92-3,80 (m, 2H); 3,77-
3,70 (m, 1H); 2,51 (sl, 1H); 1,54 (s, 3H); 1,4638l); 1,34 (s, 6H). RMN
de'C (CDCk, 100 MHz)$ 109,3; 108,5; 96,1; 77,0; 71,4; 70,6; 70,4; 6841; 25,9;
25,8; 24,8; 24,2.

7.2.7 Sintese do bis-acetonideo (87)

Em um baldo de uma boca de 500 mL, sob sistemaoalieir adicionado @-
manose (20,0 mmol, 3,6 g) sob suspensao em ac@iddanL), b (3,5 mmol, 0,90 g).
A mistura reacional ficou sob agitagdo por 24 h aé@ que ndo se observasse
carboidrato depositado no fundo do recipiente. Apéaporacado de cerca de 2/3 do
solvente reacional, foi adicionado 48503 até que a mistura apresentasse aspecto
incolor. Entéo, a fase organica foi lavada comg@ude NaCl saturado (1 x 100 mL) e
extraido com AcOEt (3 x 100 mL), a fase organicasteca com MgS§) filtrada e
concentrada em rotaevaporador. O bruto foi utibzddetamente na etapa seguinte,

sem a necessidade de purificacao.
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1-Metil-2,3:5,6-di-O-isopropilideno-a-D-manofuranose (87)
Oleo amarelo. Rendimento: 3,40 g (62%) 0,8 [hexano/AcOEt
d_{ o (7:3)]. Nimero de Registro CAS: 26255-73-2. RMN e (400
Vﬁ/\f""m MHz, CDCL) & 4,90 (s, 1H), 4,84 (dd,= 5,9 e 3,7 Hz, 1H), 4,57 (d,
O)<0 J = 5,9 Hz, 1H), 4,05-3,98 (m, 1H), 3,92 (dikz 8,3 e 3,7 Hz, 1H),
3,75-3,66 (m, 1H), 3,42 (d, = 5,2 Hz, 1H), 3,31 (s, 3H), 1,48 (s, 4H), 1,3438)).
RMN de'3C (CDC}, 100 MHz)$ 112,5; 107,0; 84,6; 79,9; 79,0; 70,0; 64,3; 5258;
24.6.

7.2.8 Sintese do alcino derivado da-ribose (89)

Acetona, HCI,

MeOH, refluxo 0_OMe NaH 0) O
0. OMe
OH 3h /-g DMF !
HO/\{I - >~ HO ', + /\ Br 7" / o (:)
s - 74% 5 0 overnight
HO  OH ’ O7§ (88) 820/? )( (89)
(82) (85)

Em um baldo de duas bocas de 50 mL, sob atmosferde, contendo o
acetonided5 (3 mmol, 0,618 g) em 10 mL de DMF, foi adicionadbidreto de sédio
(NaH, 9 mmol, 0,362 g) e a mistura reacional fdderagitada por 20 min. Apos esse
periodo, adicionou-se o brometo propargilico (3at 0,55 mL) lentamente e a
reagao ficou sob agitagcédo por 16 h a temperatutacate. A fase organica foi lavada
com agua destilada e solugdo saturada de NaClodutar foi extraido com AcOEt
(3x90 mL). A fase organica foi seca com Mg®os solventes foram evaporados em
rotaevaporador. O produto bruto foi purificado pwomatografiaflash utilizando

acetato de etila/hexano (20:80) como eluente.

(3aR, 4R, 6R, 6aR)-4-metoxi-2,2-dimetil-6((2-propio-1-iloxi) metil) tetraidrofuro
[3,4-d] [1,3] dioxol (89)

//,Otc-’)_om Rendimento: 0,563 g (82%). RMN de (400 MHz, CDC}) & 4,95
} e (s, 1H), 4.65 (dtJ=5,7 Hz e 1,6 Hz, 1H), 4,57 (dd=6,1 Hz e 3,5
Hz, 1H), 4,34-4,28 (m, 1H), 4,18 (d72,4 Hz, 2H), 3,61-3,47 (m,

2H), 3,32 (s, 3H), 2,45 (1=2,3 Hz, 1H), 1,46 (s, 3H), 1,30 (s, 3H). APT (1@Hz,
CDCls) 6 112,5; 109,2; 85,1; 84,9; 81,9; 74,9; 70,5;58488526,2; 25,2.
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7.2.9 Sintese do alcino derivado da-galactose (90)

HO OH Acetons I *O OH NaH * éﬁ
(83) /K o 87% o0
(86)

Em um baldo de duas bocas de 50 mL, sob atmosferte, contendo o bis-
acetonideo37 (6,83 mmol, 1,776 g) em 20 mL de DMF, foi adiciooadaH (20,9
mmol, 0,836 g) e a mistura reacional foi entdoaalgitpor 20 min. Apds esse periodo,
adicionou-se o brometo propargilico (8,4 mmol, In&5 lentamente e a reacéo ficou
sob agitacdo por 3h a temperatura ambiente. A dagénica foi lavada com agua
destilada e solucéo saturada de NaCl, o produtextoaido com AcOEt (3x90 mL). A
fase organica foi seca com Mg&©os solventes foram removidos em rotaevaporador.
O produto bruto foi purificado por cromatografigash utilizando acetato de

etila/hexano (20:80) como eluente.

(3aR, 5R, 5aS, 8aS, 8bR) -2,2,7,7-tetrametil-5 -2{propino-1-iloxi) metil) tetra-
/ hidro-5H-bis ([1,3] dioxolo ) [4,5-b: 4, 5'-d] prano (90)

ig% Rendimento: 1, 75g (87%). RMN del (400 MHz, CDC})) § 5,56 (d,
J=5,0 Hz, 1H), 4,62 (dd}=7,9, 2,4 Hz, 1H), 4,33 (dd=5,0 Hz e 2,4
Hz, 1H), 4,29 (dJ=2,2 Hz, 1H), 4,27 (dJ=1,9 Hz, 1H), 4,25 (d)=2,4

Hz, 1H), 4,23 (dJ=2,4 Hz, 1H), 4,01 (ddt}=10,8 Hz, 7,4 Hz e 3,7 Hz, 1H), 3,79 (dd,

J=10,1 Hz e 5,3 Hz, 1H), 3,69 (d#510,1Hz e 7,1 Hz, 1H), 2,45 (2,4 Hz, 1H), 1,56

(s, 3H), 1,47 (s, 3H), 1,36 (s, 3H), 1,35 (s, 3APT (101 MHz, CDGJ) 6 109,4; 108,6;

96,4; 74,6; 71,2; 70,7; 70,5; 68,7;66,8; 58,5; 285.9; 24,9; 24,5.

7.2.10 Sintese do alcino derivado dazmanose (91)

#—o =
OH Lo 0 o [
}Q/é&\ Acetona, 1, cat. O 0 NaH 0

(0] 24h t.a «1OH i /\Br DMF

HO OH —— >~ »

(ONge)
(84) 7% 9 (89) - 2
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Em um baldo de duas bocas de 50 mL, sob atmosferte, contendo o
acetonide®7 (3 mmol, 0,618 g) em 10 mL de DMF, foi adicionadbidreto de sédio
(NaH, 9 mmol, 0,362 g) e a mistura reacional fdéeragitada por 20 min. ApGs esse
periodo, adicionou-se o brometo propargilico (3at 0,55 mL) lentamente e a
reacao ficou sob agitacdo por 16 h a temperatutaeame. A fase organica foi lavada
com agua destilada e solugdo saturada de NaClodutar foi extraido com AcOEt
(3x90 mL). A fase orgéanica foi seca com Mg®os solventes foram evaporados em
rotaevaporador. O produto bruto foi purificado pwomatografiaflash utilizando

acetato de etila/hexano (20:80) como eluente.

2,3:5,6-(3aS,4R,6aS)-4-((S)-2,2-dimetil-1,3-dioxala-il)-2,2-dimetil-6-(prop-2-in-
1-iloxi)tetrahidrofuro[3,4-d][1,3]dioxol (91)
\/LO _ Rendimento: 5,04 g (97%). RMN de(400 MHz, CDC}) 5,17
OVKX_OTO// (s, 1H), 4,78 (ddJ = 5,9 e 3,6 Hz, 1H), 4,62 (d,= 5,9 Hz, 1H),
4 4,40 (ddd,J = 10,7, 6,2, 4,3 Hz, 1H), 4,18 (dii= 2,4 e 1,5 Hz,
X 2H), 4,07 (ddd,) = 24,4 e 8,7 e 5,3 Hz, 2H), 3,95 (dd= 7,8 e
3,6 Hz, 1H), 2,45 (t) = 2.4 Hz, 1H), 1,46 (s, 3H), 1,45 (s, 3H), 1,3BKH, 1,32 (s,
3H). APT (101 MHz, CDGQ) ¢ 112,7; 109,3; 106,4;84,9; 80,6; 79,4; 78,8; 78107
66,8; 54,1; 26,9; 25,9; 25,1; 24,5.

7.2.11Sintese do diolvicinal (92)

Ao bis-acetonide®7 (10 mmol, 2,70 g) obtido na etapa anterior, faciathado
uma solugéo de &cido acético 60% (50 mL) que pezoeansob agitacdo por 16 horas a
temperatura ambiente, ou até fosse observado amonde todo material de partida por
CCD. Apoés esse periodo, o solvente foi co-evapocado o auxilio de agua e tolueno
em rotaevaporador. O produto bruto foi diluido emmOAt, lavado com solugéo
saturada de NaHG@1 x100 mL) e extraido com AcOEt (3 x 100 mL). Adaorganica
foi seca com MgSg) filtrada e o produto concentrado sob pressaazidduO bruto foi

novamente utilizado na etapa seguinte sem a ndaéssie purificacao.

128



1-Metil-2,3-O-isopropilideno-a-D-manofuranose (92)
1o 19 Oleo transparente. Rendimento: 2,11 g (90%). RMNHI&500
Vj/\?,,,OMe MHz, CDCI3)$ 4,91 (s, 1H), 4,84 (dd,= 5,9 e 3,9 Hz, 1H), 4,57
o)<O (d,J =5,9 Hz, 1H), 4,05-3,97 (m, 1H), 3,93 (dds 8,1 e 3,9 Hz,
1H), 3,87 (ddJ = 11,4 e 2,3 Hz, 1H), 3,72 (dd= 11,4 e 5,9 Hz,
1H), 3,31 (s, 3H), 3,20 (sl, 1H), 2,66 (s|, 1H¥A (s, 3H), 1,34 (s, 3H). RMN déC
(CDCls, 125 MHz)6 112,6; 107,0; 84,6; 80,0; 79,1; 70,3; 64,4; 52%19; 24,6.

"=

7.2.12Sintese do aldeido (93)

Em um baldo de 100 mL, sob atmosfera aberta, foicahdo a uma suspensao
de NalQ:-SiG (10 g) em diclorometano (25 mL), uma solugéo du €2 (5 mmol,
1,17 g) sob agitacdo vigorosa. A mistura foi vigamente agitada por 30 min a 0°C, e
entdo filtrada em funil de vidro sinterizado e ldaaom diclorometano (4 x 50 mL). A
fase organica foi seca com Mg§&@ltrada e evaporado. O produto foi concentraolo s

alto vacuo, levando ao aldeido sem a necessidaplerifieacao.

1-Metil-2,3-O-isopropilideno-a-D-mano-pentaldeido-1,4-furanose (93)
0 Oleo branco. Rendimento: 0,90 g (89%). RMNIdg500 MHz, CDC}) 5
% ome 9:66 (s, 1H), 5,09 (s, 1H), 5,08-5,06 (m, 1H), 4(62J = 5,8 Hz, 1H),
d 4,38 (d,J = 4,2 Hz, 1H), 3,37 (s, 3H), 1,43 (s, 3H), 1,293(d). RMN**C
)( (CDCls, 125 MHz)6 197,7; 113,4; 107,7; 84,4; 83,9; 80,7; 54,9; 25,7;
24.5.

7.2.13 Sintese do alcool (94)

A uma solucgéo do aldeidiB (12,8 mmol) em AcOEt (70 mL) e EtOH (40 mL),
foram adicionadas porcdes de Nageb,6 mmol, 0,97 g) a 0°C. A mistura permaneceu
sob agitacdo por 30 min a 0 °C. Apds, foi adici@enadetona e o banho de gelo retirado,
permanecendo sob agitacdo por mais 15 min. Apé@spes#odo, a mistura reacional foi
concentrada até 2/3 do volume de solventes origmal fase organica lavada com
solugéo aquosa saturada de NaCl (1 x 50 mL), saglacadicao de solugéo de HCI 1M
até que nao fosse observado mais borbulhamento.roQutp foi extraido com
diclorometano (3 x 70 mL), a fase organica seca bty8Q,, filtrada e concentrada em

rotaevaporador. O produto bruto foi utilizado direente na etapa seguinte.
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1-Metil-2,3-O-isopropilideno-a-D-manofuranose (94).
HO 0 Liquido incolor. Rendimento: 2,45 g (94%). RMN t¢ (400 MHz,
jo/\f"we CDCl) 5 4,92 (s, 1H), 4,76 (dd,= 8,0 e 5,9 Hz, 1H), 4,56 (d,= 5,9
)VO Hz, 1H), 4,03 (ddJ = 8,0 e 5,3 Hz, 1H), 3,94 (dd,= 11,8 e 5,3 Hz,
1H), 3,89 (ddJ = 11,8 e 5,3 Hz, 1H), 3,32 (s, 3H), 2,33 (sl, 1H%4 (s, 3H), 1,29 (s,
3H). RMN de®*C (CDCE, 100 MHz)s 112,6; 106,9; 85,0; 80,2; 79,2; 60,9; 54,6; 25,8;
24,5.

7.2.14 Sintese do alcino derivado dazmanose (95)

%]‘(I) acetona, MeOH, @ 0 ACOH HO HQ H NalO, SiO,
0 HClI conc. (0] t.a, overnight =0 DCM
Hﬁo - > OMe——— & OMe — ~ 7 5
OH refluxo, overnight 90% G 30min. 0 °C

0
(84) 62% )<o )<o o Roos
87)
0
, NaBH,, AcOEt, NaH o
on HOTN\-O =B =0
ioﬁOMe EtOH, 1h, 0°C pOMe . & Br DMF Z 1OMe
0
0 94% ) (88) 3h 0
)( 0 ’ )V 80% 95) )(
(93) (94)

Em um baldo de duas bocas de 50 mL, sob atmosferde, contendo o
acetonide®4 (3mmol, 0,618 g) em 10 mL de DMF, foi adicionadbidreto de sddio
(NaH, 9 mmol, 0,362 g) e a mistura reacional fdderagitada por 20 min. Apos esse
periodo, adicionou-se o brometo propargilico (3ai 0,55 mL) lentamente e a
reagao ficou sob agitacdo por 16 h a temperatutacate. A fase organica foi lavada
com agua destilada e solucdo saturada de NaCloautor foi extraido com AcOEt
(3x90 mL). A fase organica foi seca com Mg®os solventes foram evaporados em
rotaevaporador. O produto bruto foi purificado pwomatografiaflash utilizando
acetato de etila/hexano (20:80) como eluente.

(3aS,4S,6R,6aS)-4-metoxi-2,2-dimetil-6-((prop-2-ih-iloxi)metil) tetraidrofuro[3,4-

d] [1,3]dioxol (95)
z o 0 SOMe L .
J Liquido incolor. Rendimento: 2,45 g (80%). RMN ¢ (400

o0 MHz, CDCk) & 4,92 (s, 1H), 4,76 (dd] = 8,0 e 5,9 Hz, 1H),
4,56 (d,J = 5,9 Hz, 1H), 4,03 (dd] = 8,0 e 5,3 Hz, 1H), 3,94 (dd,= 11,8 e 5,3 Hz,
1H), 3,89 (ddJ = 11,8 e 5,3 Hz, 1H), 3,32 (s, 3H), 2,33 (s, 1H%4 (s, 3H), 1,29 (s,
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3H). RMN de™*C (CDCk, 100 MHz)$ 112,6; 106,9; 85,0; 80,2; 79,2; 60,9; 54,6; 25,8;
24.5.

7.2.15 Sintese dos glicoconjugados (96-107)

Em um baldo de 25 mL foram adicionados uma soldgéazida precursora (0,5
mmol) e do respectivo alcino (0,5 mmol) em dicloedamo (5 mL) e agua (5 mL). Em
seguida adicionou-se sulfato de cobre pentaid@is(Q-5H,0) (0,013 g, 0,05 mmol)
e ascorbato de sodio (0,010 g, 0,05 mmol). A mastaacional foi deixada sob agitacéo
a temperatura ambiente durante 72 h. Apdos o téraaneeacdo a mistura reacional foi
lavada com uma solugédo de EDTA 0,1M (10 mL) e é&r@om acetato de etila (3x10
mL). Os extratos organicos foram lavados com umacdo saturada de NaCl, seco
com NaSQ, filtrado e o solvente removido no rotaevaporaddmproduto obtido foi
purificado por cromatografia em coluna utilizandielatometano e metanol (95:5)

como eluente.

Glicoconjugado (96)
HO Rendimento: 0,207 g (0,40 mmol, 88%). Ponto deduséa
@]}—Q ome  137-139°C. IV (ATR, cml): 3126 {aonC-H), 2915
NN‘\)VOJOj (VaifC-H),1532 e 1482w C=Cyom). RMN de 'H (400
MHz, CDCk) 6 12,86 (s, 1H), 8,09 (d]=2,5 Hz, 1H),
8,04 (dd,J=8,2 Hz e 0,4 Hz, 1H), 8,02 (s, 1H), 7,98-7,93 (i), 7,65 (dtJ=12,6 Hz e
4,4 Hz, 1H), 7,58-7,54 (m, 1H), 7,51-7,45 (m, 1AHPR5 (d,J=8,9 Hz, 1H), 5,00 (s, 1H),
4,81 (s, 2H), 4,73 (dd}=5,9 Hz e 0,7 Hz, 1H), 4,62 (d+6,0 Hz, 1H), 4,40 (t)=7,2
Hz, 1H), 3,65 (dddJ=17,6 Hz, 9,6 Hz e 7,3 Hz, 2H), 3,35 (s, 3H), 1(§13H), 1,34 (s,
3H). RMN de’*C (101 MHz, CDGJ) 6 167,9; 158,2; 151,5;145,9; 132,7; 129,4; 127,1;
126,2; 124,9;122,4; 121,7; 121,0; 120,7;119,2; 21112,5; 109,3; 85,1; 85,1; 82,1;
72,1; 64,9; 54,9; 26,5; 25,0.

Glicoconjugado (97)
Rendimento: 0,157g (0,32 mmol, 84%). IV (ATR, tm
(:D_Q Mo 3137 QaonC-H), 2946 YaiC-H), 1522 e 1431 W
NL J\J> C=Caron). RMN de *H (400 MHz, CDC)) 5 11,72 (s,
1H), 8,41 (s, 1H), 8,05 (s, 1H), 7,80 J7.5 Hz, 2H),
7,70-7,65 (m, 1H), 7,46-7,44 (m, 2H), 7,31-7,27 @A), 5,00 (s, 1H), 4,81 (s, 1H),
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4,73 (d,J=5.8 Hz, 1H), 4,62 (dJ=6.0 Hz, 1H), 4,40 (t)=7,1 Hz, 1H), 3,70 (ddd, J=
17,6, 9,6, 7,3 Hz, 2H), 3,35 (s, 3H), 1,51 (s, 3HB4 (s, 3H). RMN dé°C (101 MHz,
CDCl) & 167,9; 158,2; 151,5; 145,9; 132,7:129,4; 127,16,22 124,9; 122,4;
121,7;121,0; 120,7; 119,2; 117,2;112,5; 109,3; 88R1; 82,1; 71,7; 64,9; 54,9; 26,5;
25,0.

Glicoconjugado (98)
o Rendimento: 0,204 g (0,43 mmol, 87%). Ponto de

@}_@‘ N@(\O:%‘OW fusdo: 144-146°C. IV (ATR, c): 3157 (aronC-H),

2946 (4iC-H), 1522 e 1470y C=Cyon). RMN de
'H (400 MHz, CDC}) § 8,31-8,23 (m, 2H), 8,12 (s, 1H), 7,97-7,93 (m, 1HB4-7,79
(m, 2H), 7,66-7,61 (m, 1H), 7,44-7,39 (m, 2H), 560 1H), 4,81 (s, 2H), 4,72 (d,
J=6,4, Hz, 1H), 4,61 (d}=6,0 Hz, 1H), 4,42-4,37 (m, 1H), 3,71-3,59 (m, 2BB4 (s,
3H), 1,51 (s, 3H), 1,34 (s, 3H). RMN &€ (101 MHz, CDC)) § 161,6; 150,9; 146,3;
142,0; 138,9; 129,1;127,4; 125,6; 124,9; 120,6;,22012,5; 110,7; 109,3; 85,2; 85,1;
82,1; 71,8;64,9 ; 54,9; 26,5; 25,0.

Glicoconjugado (99)
Rendimento: 0,145 g (0,29 mmol, 88%). Ponto de

O,
N ~ 0 OMe
@Q—@—N@(\ AOO‘ fusdo: 143-145°C. IV (ATR, cit): 3137 QaronC-

X H), 2934 (,itC-H), 1553 e 1482)(C=Cqyon). RMN
de 'H (400 MHz, CDC})  8,31-8,25 (m, 2H), 8,11 (s, 1H), 7,95 (d&8,0 Hz e 0,5
Hz, 1H), 7,93-7,90 (m, 2H), 7,54 (856,5 Hz e 3,2 Hz, 1H), 7,47-7,39 (m, 2H), 5,00 (s,
1H), 4,81 (s, 2H), 4,76-4,69 (m, 1H), 4,64-4,58 (iHl), 4,43-4,36 (m, 1H), 3,74-3,58
(m, 2H), 3,35 (s, 3H), 1,51 (s, 3H), 1,34 (s, 3RMN de *C (101 MHz, CDG)) &
166,1; 154,1; 146,3;138,5; 135,1; 133,9; 128,98:2625,6; 123,5; 121,7; 120,7; 112,5;
109,3; 85,2; 85,1; 82,1; 71,8; 64,9; 54,9; 26,5025

Glicoconjugado (100)

1o ND Rendimento: 0,143 g (0,25 mmol, 58%pnto de fusdo: 196-
NC . 198°C. RMN déH (400 MHz, CDCJ) § 12,84 (s, 1H), 8,08 (d,
O\/EN',\N

(?LO J=2,5 Hz, 1H), 8,06 (s, 1H), 8,03 (&8,1 Hz, 1H), 7,95 (d,
%’ J=7,9 Hz, 1H), 7,65 (dd]=8,9 Hz e 2,6 Hz, 1H), 7,59-7,52 (m,

7&0
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1H), 7,49-7.44 (m, 1H), 7,23 (d=8,9 Hz, 1H), 5,59 (d}=5,0 Hz, 1H), 4,88-4,80 (m,
2H), 4,63 (dd,J=7,9 Hz e 2,4 Hz, 1H), 4,34 (dd=5,0 Hz e 2,4 Hz, 1H), 4,30 (dd,
J=7,9 Hz e 1,9 Hz, 1H), 4,09-4.04 (m, 1H), 3,86-3(@5 2H), 1,55 (s, 3H), 1,46 (s,
3H), 1,36 (s, 3H), 1,34 (s, 3H). APT (101 MHz, CBQ 167,9; 158:1; 151,5; 146,1;
132,7; 128,6; 127,1; 126,1; 124,8; 122,4; 121,71,12120,6; 119,1; 117,2; 109,3;
108,6; 96,4; 71,2; 70,7; 70,5; 69,6; 66,8; 64,97296,1; 26,0; 24,9; 24,5.

Glicoconjugado (101)
Rendimento: 0,147 g (0,27 mmol, 72%). Ponto dedusa

ﬁvk(\ N 173-175°C. IV (ATR, cil): 3126 (QaonC-H), 2934

N~N (va.,fc H), 1513 e 1461y C=Curon). RMN de'H (400
MHz, CDCh) & 8,60 (t,J = 1,8 Hz, 1H), 8,34 (d] = 7,8 Hz, 1H), 8,23 (s, 1H), 8,05 —
8,00 (m, 1H), 7,84 — 7,79 (m, 1H), 7,71Jt= 8,0 Hz, 1H), 7,66 — 7,61 (m, 1H), 7,42
(dd,J = 6,2, 2,5 Hz, 2H), 5,59 (d,= 5,0 Hz, 1H), 4,86 (q] = 12,8 Hz, 2H), 4,64 (dd,
=7.,9, 2,4 Hz, 1H), 4,35 (dd,= 5,0, 2,4 Hz, 1H), 4,31 (dd,= 7,9, 1,8 Hz, 1H), 4,10-
4,05 (m, 1H), 3,80 (ddd} = 17,3, 10,2, 6,2 Hz, 2H), 1,57 (s, 3H), 1,4733), 1,37 (s,
3H), 1,35 (s, 3H). RMN d&C (101 MHz, CDG)) § 161,7; 150,8; 141,9; 139,0; 129,1;
127,3; 125,6; 124,9; 120,5; 120,2; 110,7; 109,8,8096,4; 71,2; 70,7; 70,5; 69,7:66,9;
64,9; 26,1; 26,0; 24,9; 24,5.

Glicoconjugado (102)

Rendimento: 0,180 g (0,33 mmol, 70%). Ponto de
ﬁﬁﬁ fusdo: 147-149°C. IV (ATR, c®: 3126 QaonC-H),

kﬁ s 2946 (.C-H), 3000 1532 e 1452 (C=Curon). RMN

de 'H (300 MHz, CDC}) & 8,25 (d,J=8,6 Hz, 3H),
8,15 (s, 1H), 8,10 (d]=8,0 Hz, 2H), 7,92 (ddJ=11,1 Hz e 8,5 Hz, 4H), 7,53 (7,6
Hz, 2H), 7,43 (tJ=7,5 Hz, 2H), 4,84 (d)=3,1 Hz, 2H), 4.63 (dd}=7.9 Hz e 2.2 Hz,
1H), 4,35-4,27 (m, 3H), 4,06 35,5 Hz, 1H), 3,88-3,73 (m, 3H), 1,55 (s, 3H), 1(46
3H), 1,35 (s, 3H), 1,35 (s, 3H). APT (75 MHz, CR)G3 166,1; 154,1; 146,5; 138,6;
135,1; 133,8; 128,9; 126,6; 125,6; 123,4; 121,0,82109,3; 108,6; 96,4; 71,2; 70,7;
70,4, 69,6; 66,9.
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Glicoconjugado (103)
OH Rendimento: 0,156 g (0,29mmol, 92%). Ponto de fu%&6-
Q—QD 188°C. IV (ATR, cnT): 3126 QaonlC-H), 2899 YairC-H),
=/(N N 1493 e 1442\ C=Cyom). RMN de’H (400 MHz, CDC)) &
=0 11,67 (s, 1H), 8.41 (s, 1H), 8.05 (s, 1H), 7,8177(th, J =
Xﬁk 10.7, 6.0 Hz, 2H), 7,70 — 7,63 (m, 1H), 7,47 — (@3 2H),
7,28 (d,J = 6.5 Hz, 1H), 5,20 (s, 1H), 4,88 (@= 12.5 Hz, 1H), 4,84 — 4,76 (m, 2H),
4.69 (d,J = 5.9 Hz, 1H), 4.48-4,43 (m, 1H), 4.15 (dds 8,7, 6,3 Hz, 1H), 4.11 — 4.05
(m, 2H), 1,49 (s, 3H), 1,48 (s, 3H), 1,40 (s, 3HR4 (s, 3H). APT (101 MHz, CDg)I5
161,6; 158,8; 149,2; 145,1; 139,6; 129,5; 126,15,92125,4; 119,5; 119,4; 118,8;
112,7; 111,1; 110,8; 109,1; 106,0; 85,0; 80,5; ;79H2; 66,.7; 60,5; 26,9; 25,8; 25,2;
24,5,
Glicoconjugado (104)
Rendimento: 0,193 g (0,37 mmol, 90%). Ponto de

Q

O fusdo:; 182-184°C. IV (ATR, cm): 3157 -H
é \E\,N /ZD usdo: 182-184°C. IV ( , CM): 3157 QaronC-H),
6 — 2931 aifC-H), 1503 e 1431V C=Caor). RMN

de'H (300 MHz, CDCJ) § 8,43 (d,J = 8,6 Hz, 2H),
8,13 (s, 1H), 7,97 (d] = 8,6 Hz, 2H), 7,82-7,79 (m, 1H), 7.66 — 7,58 (tH), 7,44 —
7,37 (m, 2H), 5,19 (s, 1H), 4,87 @z 12.7 Hz, 1H), 4,.82-4,76 (m,2H), 4,67 {5 5,9
Hz, 1H), 4.45 (dd) = 11,5, 6,3 Hz, 1H), 4,16-4,14 (m, 1H), 4.13 —44(M, 2H), 1.48
(s, 3H), 1.47 (s, 3H), 1.41 (s, 3H), 1.33 (s, 38T (101 MHz, CDGJ) & 161,6; 150,8;
146,3; 141,9; 138,9; 129,1; 127,4; 125,6; 124,90,32120,5; 120,2; 112,5; 110,7;
109,3; 85,1; 85,0; 82,0; 71,7; 64,8; 54,9; 26,4025

Glicoconjugado (105)
+0 o . Rendimento: 0,079 g (0,15 mmol, 62%). Ponto de
OJ\(H) \NTN—@—Q@ fusdo: 191-193°C. IV (ATR, cif): 3136 QaronC-H),

o\ 2941 (C-H), 1493 e 1431 C=Cuon). RMN de
'H NMR (400 MHz, CDCJ) & 8,10 (s, 1H), 8,02 (d] = 8.0 Hz, 1H), 7.94 (dJ = 7,9
Hz, 1H), 7,82 (dJ = 8.9 Hz, 1H), 7,56-7,52 (m, 1H), 7,49 — 7,43 &H), 5,20 (s, 1H),
4,87 (d,J = 12.7 Hz, 1H), 4,82-4,76 (m, 2H), 4.68 (U= 5.9 Hz, 1H), 4,49-4,44 (m,
1H), 4.15 (m, 1H), 4.12 — 4.07 (m, 2H), 1.50 (s),3H49 (s, 3H), 1,43 (s, 3H), 1,34 (s,
3H). APT (101 MHz, CDG)) 6 6 168,0; 159,0; 151,7; 139,5; 132,5;129,8; 127,09;25
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122,3; 121,6; 120,8; 116,9; 112,7; 111,3; 109,19,00106,1,85,0; 80,4; 79,4; 73,2;
66,6; 60,6.

Glicoconjugado (106)
@3*@";?(\0/\;?“‘0m Rerjdimento: 0,135 g (0,28 r_nmol, 70%). Ponto de
OXO fusdo: 177-179°C. IV (ATR, cl: 3136 {aonC-H),
2899 (4iC-H), 1473 e 1431y(C=Cyon). RMN de'H
(400 MHz, CDCY) 6 8,27-8,23 (m, 2H), 8,12 (s, 1H), 8,10 {d+ 8,1 Hz, 1H), 7,93 (d,
J=17,6 Hz, 1H), 7,90-7,88 (m, 2H), 7,55-7,50 (m,)1H46-7,39 (m, 1H), 4,93 (s, 1H),
4,91-4,78 (m, 2H), 4,76 (dd,= 5,9, 3,7 Hz, 1H), 4,57 (d,= 5,9 Hz, 1H), 4,24 — 4,17
(m, 1H), 3,95 (ddJ = 10,5, 4,5 Hz, 1H), 3,83 (dd,= 10,5, 7,1 Hz, 1H), 3,35 (s, 3H),
1,45 (s, 3H), 1,31 (s, 3H). APT (101 MHz, CRQA 166,1; 154,0; 146,3; 138,5; 135,1;
133,8; 128,9; 126,6;125,6; 123,4; 121,7; 120,6;,32007,3; 84,8; 79,8; 78,8; 68,8;
64,9; 54,7, 26,0; 24,8.

Glicoconjugado (107)
@Q%@—N{?(\O/\ﬁzmom Rendimento: 0,114 g (0,23 mmol, 75%). Ponto de

s N d_b fusdo: 160-162°C. (ATR, c¢f 3136 {aonC-H),

X 2920 aitfC-H), 1514 e 14429 C=Caron). RMN de

H (400 MHz, CDC}) & 8,40 (m, 1H), 8,08 (s, 1H), 7,78 (m, 2H), 7,651(d), 7,44 (m,
2H), 7,28 (m, 1H), 4,95 (s, 1H), 4,92-4,80 (m, 2#)7 (ddJ = 5,6, 3,7 Hz, 1H), 4,59
(d, J = 5,8 Hz, 1H), 4,26-4,19 (m, 1H), 3,97 (dd= 10,5, 4,2 Hz, 1H), 3,89-3,81 (m,
1H), 3,37 (s, 3H), 1,47 (s, 3H), 1,33 (s, 3H). ABD1 MHz, CDC}) 5 161,6; 158,7;
149,2; 146,0; 139,7; 129,6; 126,1; 125,8; 125,40,92119,5; 119,2; 118,8; 112,6;
111,1; 110,8; 107,3; 84,9; 79,9; 78,8; 68,8; 654)8; 26,1; 24,9.
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Figura A2. Espectro de RMN de **C (APT) (101 MHz) do composto 28 em CDCl.
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Figura A3. Espectro de RMN de *H (400 MHz) do composto 29 em CDCls.
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Figura A4. Espectro de RMN de **C (APT) (101 MHz) do composto 29 em CDCl.
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Figura A6. Espectro de RMN de **C (APT) (101 MHz) do composto 31 em CDCl.
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Figura A10. Espectro de RMN de **C (APT) (101 MHz) do composto 34 em CDCl.
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Figura A12. Espectro de RMN de *C (APT) (75 MHz) do composto 35 em CDCl.
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Figura A13. Espectro de RMN de *H (400 MHz) da azida 36 em CDCls.
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Figura Al4. Espectro de RMN de *C (APT) (101 MHz) da azida 36 em CDCl.
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Figura A16. Espectro de RMN de *H (400 MHz) da azida 37 em CDCls.
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Figura A17. Espectro de RMN de *C (APT) (101 MHz) da azida 37 em CDCl.
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Figura A21. Espectro de absorcdo na regido do infravermelho (modo ATR) da azida
38.
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Figura A22. Espectro de RMN de *H (400 MHz) da azida 39 em CDCls.
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Figura A24. Espectro de absorcdo na regido do infravermelho (modo ATR) da azida
39.
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Figura A25. Espectro de RMN de *H (400 MHz) da azida 40em CDCls.
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Figura A26. Espectro de RMN de *C (APT) (101 MHz) da azida 40 em CDCls.
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Figura A27. Espectro de absorcdo na regido do infravermelho (modo ATR) da azida
40.
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Figura A28. Espectro de RMN de ‘*H (400 MHz) da azida 41 em CDCls.
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Figura A29. Espectro de RMN de *C (APT) (101 MHz) da azida 41 em CDCl.
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Figura A30. Espectro de absorcdo na regido do infravermelho (modo ATR) da azida
41.

169



O,
OMe

\
.
o,
g

=
[ —
)=

x
05=
1=

]
84~
2.93.
3.007

T
3 2 1 0 -1 -2 -3
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Figura A32. Espectro de RMN de **C (APT) (101 MHz) do alcino 89 em CDCls.
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Figura A33. Espectro de RMN de ‘H (400 MHz) do alcino 90 em CDCl.

“ "J 'I

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 f %00 ) 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0 -10
ppm

Figura A34. Espectro de RMN de **C (APT) (101 MHz) do alcino 90 em CDCls.
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Figura A35. Espectro de RMN de *H (300 MHz) do alcino 91 em CDCl.
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Figura A36. Espectro de RMN de *C (APT) (75 MHz) do alcino 91 em CDCls.
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Figura A37. Espectro de RMN de *H (400 MHz) do glicoconjugado 96 em CDCls.
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Figura A38. Espectro de RMN de **C (APT) (101 MHz) do glicoconjugado 96 em
CDCls.
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Figura A39. Espectro de absor¢do na regido do infravermelho (modo ATR) do
glicoconjugado 96.
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Figura A40. Espectro de RMN de *H (400 MHz) do glicoconjugado 97em CDCls.
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Figura A4l. Espectro de RMN de *C (APT) (101 MHz) do glicoconjugado 97 em
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Figura A42. Espectro de absorcdo na regido do infravermelho (modo ATR) do
glicoconjugado 97.
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Figura A43. Espectro de RMN de *H (400 MHz) do glicoconjugado 98 em CDCls.
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Figura A44. Espectro de RMN de *C (APT) (101 MHz) do glicoconjugado 98 em
CDCls.
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Figura A45. Espectro de absorcdo na regido do infravermelho (modo ATR) do
glicoconjugado 98.
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Figura A46. Espectro de RMN de *H (400 MHz) do glicoconjugado 99 em CDCls.
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Figura A47. Espectro de RMN de *C (APT) (101 MHz) do glicoconjugado 99 em
CDCls.
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Figura A48. Espectro de absorcdo na regido do infravermelho (modo ATR) do

glicoconjugado 99.
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Figura A49. Espectro de RMN de *H (400 MHz) do glicoconjugado 100 em CDCls.
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Figura A50. Espectro de RMN de **C (APT) (101 MHz) do glicoconjugado 100 em
CDCls.
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Figura A51. Espectro de absor¢do na regido do infravermelho (modo ATR) do
glicoconjugado 100.
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Figura A52. Espectro de RMN de *H (400 MHz) do glicoconjugado 101 em CDCls.
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Figura A53. Espectro de RMN de *C (APT) (101 MHz) do glicoconjugado 101 em
CDCls.
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Figura A54. Espectro de absorcdo na regido do infravermelho (modo ATR) do
glicoconjugado 101.
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Figura A55. Espectro de RMN de *H (400 MHz) do glicoconjugado 102 em CDCls.
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Figura A56. Espectro de RMN de *C (APT) (101 MHz) do glicoconjugado 102 em
CDCls.
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Figura A57. Espectro de absorcdo na regido do infravermelho (modo ATR) do
glicoconjugado 102.
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Figura A58. Espectro de RMN de *H (400 MHz) do glicoconjugado 103 em CDCls.
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Figura A59. Espectro de RMN de **C (APT) (101 MHz) do glicoconjugado 103 em
CDCls.
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Figura A60. Espectro de absorcdo na regido do infravermelho (modo ATR) do
glicoconjugado 103.
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Figura A61. Espectro de RMN de *H (400 MHz) do glicoconjugado 104 em CDCls.
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Figura A62. Espectro de RMN de **C (APT) (101 MHz) do glicoconjugado 104 em
CDCls.
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Figura A63. Espectro de absor¢do na regido do infravermelho (modo ATR) do
glicoconjugado 104.

Figura A64. Espectro de RMN de *H (400 MHz) do glicoconjugado 105 em CDCls.
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Figura A65. Espectro de RMN de **C (APT) (101 MHz) do glicoconjugado 105 em
CDCls.
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Figura A66. Espectro de absorcdo na regido do infravermelho (modo ATR) do
glicoconjugado 105.
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Figura A67. Espectro de RMN de *H (400 MHz) do glicoconjugado 106 em CDCls.
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Figura A 68. Espectro de RMN de *C (APT) (101 MHz) do glicoconjugado 106 em
CDCls.
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Figura A69. Espectro de absor¢do na regido do infravermelho (modo ATR) do
glicoconjugado 106.
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Figura A70. Espectro de RMN de *H (400 MHz) do glicoconjugado 107 em CDCls.
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Figura A71. Espectro de RMN de **C (APT) (101 MHz) do glicoconjugado 107 em
CDCls.
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Figura A72. Espectro de absorcdo na regido do infravermelho (modo ATR) do
glicoconjugado 107.
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Figura A73. Espectro RMN 2D COSY (CDCl3, 400 MHz) da azida 36.
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Figura A74. Espectro RMN 2D COSY (CDCl3, 400 MHz) da azida 37.
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Figura A75. Espectro RMN 2D COSY (CDCl3, 400 MHz) da azida 38.
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Figura A76. Espectro RMN 2D COSY (CDCls, 400 MHz) da azida 39.
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Figura A77.Espectro RMN 2D COSY (CDCls, 400 MHz) da azida 40.
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Figura A78.Espectro RMN 2D COSY (CDCl3, 400 MHz) da azida 41.
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Figura A79. Espectro RMN 2D COSY (CDCl3, 400 MHz) do glicoconjugado 97.
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Figura A80. Espectro RMN 2D COSY (CDCl3, 400 MHz) do glicoconjugado 98.
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Figura A81. Espectro RMN 2D COSY (CDCl3, 400 MHz) do glicoconjugado 99.
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Figura A82. Espectro RMN 2D COSY (CDCl3, 400 MHz) do glicoconjugado 100.
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Figura A83. Espectro RMN 2D COSY (CDCl3, 400 MHz) do glicoconjugado 101.
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Figura A84. Espectro RMN 2D COSY (CDCl3, 400 MHz) do glicoconjugado 104,
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Figura A85. Espectro RMN 2D COSY (CDCl3, 400 MHz) do glicoconjugado 106.
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Figura A86. Espectro de RMN 2D HSQC da azida 36.
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Figura A87. Espectro de RMN 2D HSQC da azida 37.
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Figura A88. Espectro de RMN 2D HSQC da azida 38.
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Figura A89. Espectro de RMN 2D HSQC da azida 39.
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Figura A90. Espectro de RMN 2D HSQC da azida 40.
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Figura A91. Espectro de RMN 2D HSQC do glicoconjugado 97.
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Figura A92. Espectro de RMN 2D HSQC do glicoconjugado 98.
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Figura A93. Espectro de RMN 2D HSQC do glicoconjugado 99.
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Figura A94. Espectro de RMN 2D HSQC do glicoconjugado 101.
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Figura A95. Espectro de RMN 2D HSQC do glicoconjugado 102.

Il

LA L
[]
]

A
)
]
[)

]
- EB b a3 8 B i1 3 e
T ISR SR R B R T

Il | 1

i
Al

11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1
f2 (ppm)

Figura A96. Espectro de RMN 2D HSQC do glicoconjugado 103.
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Figura A97. Espectro de RMN 2D HSQC do glicoconjugado 104.
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Figura A98. Espectros de absor¢édo na regido do
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Figura A99. Espectros de absor¢édo na regido do UV-Vis em solugédo de diferentes sais

de NO3 (20 equiv.) dos compostos 98 e 99.
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Figura A100. Espectros de absorcdo na regido do UV-Vis em solucédo de diferentes sais

de NO3 (20 equiv.) dos compostos 100 e 101.
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Figura A101. Espectros de absorcdo na regido do UV-Vis em solucédo de diferentes sais
de NO3 (20 equiv.) dos compostos 102 e 103.
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Figura A102. Espectros de absorcdo na regido do UV-Vis em solucédo de diferentes sais

de NO3 (20 equiv.) dos compostos 104 e 105.
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Figura A103. Espectros de absorcdo na regido do UV-Vis em solucédo de diferentes sais

de NO3 (20 equiv.) dos compostos 106 e 107.
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Figura A104. Espectros de absorcdo na regido do UV-Vis dos compostos 96 e 97 na
presenca em diferentes equivalentes de Cu(NOs), em solucdo de acetonitrila.
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Figura A105. Espectros de absorcdo na regido do UV-Vis dos compostos 98 e 99 na
presenca em diferentes equivalentes de Cu(NO3), em solucdo de acetonitrila.
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Figura A106. Espectros de absorcao na regido do UV-Vis dos compostos 100 e 101 na
presenca em diferentes equivalentes de Cu(NO3), em solucéo de acetonitrila.
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Figura A107. Espectros de absorc¢do na regido do UV-Vis dos compostos 102 e 103 na
presenca em diferentes equivalentes de Cu(NO3), em solucéo de acetonitrila.
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Figura A108. Espectros de absorcao na regido do UV-Vis dos compostos 106 e 107 na
presenca em diferentes equivalentes de Cu(NO3), em solucdo de acetonitrila.
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Figura A109. Espectros de absor¢do na regido do UV-Vis dos compostos 96 e 97 na
presenca em diferentes equivalentes de Ni(NOs), em solucdo de acetonitrila.
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Figura A110. Espectros de absorc¢do na regido do UV-Vis dos compostos 100 e 103 na
presenca em diferentes equivalentes de Ni(NOs), em solucdo de acetonitrila.
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Figura Al111. Espectros de absorc¢do na regido do UV-Vis dos compostos 105 e 107 na
presenca em diferentes equivalentes de Ni(NOs), em solucdo de acetonitrila.
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Figura Al112. Espectros de absorc¢do na regido do UV-Vis dos compostos 96 e 97 na
presenca em diferentes equivalentes de Zn(NOgz), em solucdo de acetonitrila.
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Figura A113. Espectros de absorcao na regido do UV-Vis dos compostos 100 e 103 na
presenca em diferentes equivalentes de Zn(NOgz), em solucéo de acetonitrila.
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Figura Al14. Espectros de absorcao na regido do UV-Vis dos compostos 105 e 107 na
presenca em diferentes equivalentes de Zn(NOgz), em solucéo de acetonitrila.
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Figura Al115. Espectros de emissdo de fluorescéncia dos compostos 96 e 97 na
presenca em diferentes equivalentes de Zn(NOgz), em solucéo de acetonitrila.
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Figura Al116. Espectros de emissdo de fluorescéncia dos compostos 100 e 103 na
presenca em diferentes equivalentes de Zn(NOgs), em solucdo de acetonitrila.
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Figura Al117. Espectros de emissdo de fluorescéncia dos compostos 105 e 107 na
presenca em diferentes equivalentes de Zn(NOgz), em solucéo de acetonitrila.
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Figura A118. Espectros de emissdo de fluorescéncia dos compostos 96 e 98 na
presenca em diferentes equivalentes de Cu(NO3), em solucdo de acetonitrila.
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Figura A119. Espectros de emisséo de fluorescéncia dos compostos 99 e 107 na
presenca em diferentes equivalentes de Cu(NOs), em solucédo de acetonitrila.
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