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RESUMO

Os compostos da classe dos triazenos, sdo compostos promissores na industria
farmacéutica, tendo em vista que, eles apresentam acdes antifingicas,
antibacterianas e antineoplasicas. Sendo assim, sabendo-se que o cancer é a
segunda doenca que mais mata, ndo s6 no Brasil, mas também no mundo todo, vé-
se a necessidade de novos tratamentos que tenham efeitos antineoplasicos a fim de
diminuir o indice de mortalidade causado pela doenca. A partir de metodologias e
pesquisas ja realizadas, observa-se que ja existem farmacos que apresentam efeitos
antineopléasicos eficientes estando estes presentes dentro da classe triazenos. Desta
forma, o presente trabalho envolve a sintese de dois novos compostos da classe dos
triazenos: 1-(4-nitrofenil) -3-(2-benzimidazol) e 1-(4-nitrofenil) -3-(2-benzotiazol), bem
como, a caracterizacdo dos mesmos através do ensaio de desprotonagdo, da
determinacdo do ponto de fusdo e da espectroscopia no ultravioleta-visivel e no
infravermelho. Apds a sintese dos compostos, realizou-se o teste de toxicidade frente
a Saccharomyces cerevisiae, afim de determinar a DLso (Dose Letal s0), para que
assim, se fizesse possivel determinar a toxicidade dos compostos sintetizados,
chegando a concluséo que os compostos sintetizados neste trabalho se aparentam,

menos toxicos do que outros farmacos antineoplasicos ja existentes.

Palavras-chave: Triazenos, sintese, caracterizacao, toxicidade.



ABSTRACT

The triazenes compounds are promising compounds in the pharmaceutical industry,
in view of which they are antifungal, antibacterial and antineoplastic actions.
Therefore, since it is known that cancer is a second-order disease, it no longer exists
in Brazil, but also throughout the world, it is necessary that the new treatments be
mitigated under the influence of antineoplastics. disease. Anti-inflammatory and
arthroplasties were considered important considering the presence of these drugs
within the triazenes class. Thus, the work should involve a number of new compounds
of the triazenes class: 1- (4-nitrophenyl) -3- (2-benzimidazole) and 1- (4-nitrophenyl) -
3- (2-benzothiazole), as well as such as their characterization by deprotonation test,
measurement from the point of view of radiation and ultraviolet-visible and infrared
spectroscopy.

After the synthesis of the compounds, a toxicity test against Saccharomyces cerevisiae
was carried out to determine the LD50 (letal dose 50) so that, if possible, certain toxicity
of the compounds synthesized in this work appear to be less toxic than other existing
antineoplastic drugs.

Keywords: Triazenes, synthesis, characterization, toxicity
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1 INTRODUCAO

Atualmente é possivel verificar um grande avanco cientifico envolvendo
estudos que visam a obtencdo de novos compostos com propriedades terapéuticas.
Porém, apesar da evolucao cientifica, o processo que envolve o desenvolvimento de
novos compostos biologicamente ativos ainda passa por um longo caminho, muitas
vezes complexo e apresentando na maioria das vezes um custo bastante elevado,
estando ligado a todas inovacdes cientificas e tecnolégicas (GUIDO et al, 2008).

Segundo Guido (2010), a sintese de compostos biologicamente ativos aliada a
evolugdo expressiva da quimica e da biologia, e a melhor compreensédo de vias
bioquimicas, alvos moleculares e de mecanismos que levam ao aparecimento e
desenvolvimento de doencas, tornaram possivel a descoberta de inovacdes
terapéuticas notaveis, proporcionando melhorias significativas na qualidade de vida
das diversas populagbes no mundo.

Apesar desta melhora, é possivel observar que algumas doencas ainda se
apresentam como causa de O6bito mais comum do que se imagina. Entre estas
doencas, o cancer representa a segunda causa de Obito na populacao adulta no Brasil,
segundo uma pesquisa realizada pelo Instituto Nacional do Cancer (INCA), no ano de
2017, apontando uma incidéncia de cerca de 600 mil novos casos de cancer no Brasil
em 2016 e 2017 (DIAGNOSTICO, 2017). Apesar de ser um assunto muito tratado na
atualidade, alguns estudos apontam que o cancer ndo é uma doenca nova. O fato de
ter sido detectado em mumias egipcias comprova que ele jA comprometia 0 homem
h& mais de 3 mil anos antes de Cristo (ABC do CANCER, 2011).

Conforme estimativas da Organizacdo Mundial da Saude (OMS), no ano de
2012, houve 8,2 milhdes de Obitos relacionados a doencas neoplasicas no mundo,
sendo esperados para 0 ano 2025, aproximadamente 20 milhdes de novos casos e
11,4 milhdes de 6bitos (FERLAY et al., 2015).

Sendo o cancer uma das doengas que que mais atinge a populagdo, tanto
brasileira, como mundial, estudos sobre novos compostos com potencial
farmacoldgico, sdo de extrema importancia. Dentre esses compostos encontram-se
0S compostos da classe triazenos, que além das propriedades antibacterianas e
antifingicas (SHEALY et al., 1966; GOSWAMI & PUROHIT, 2001; SANTOS, 2005;
GIGLIO, 2006; PARAGINSKI, 2006; CHAUHAN et al, 2010) apresentam tambéem



elevada atividade antineoplasica (BONMASSAR et al 2013; SHEALY, KRAUTH &
MONTGOMERY, 1962; RACHID ET AL, 2003; CAPORALI, 2010; SHEALY &
KRAUTH, 2010; FREIRAS et al, 2013).

Desta forma, as interacbes dos compostos de triazenos com o DNA, vém
sendo muito estudadas pelo fato de poderem interferir no processo de proliferagao
celular, resultando em novos farmacos antineoplésicos de grande importancia. A
descoberta de novos agentes quimioterapicos com toxicidade reduzida, maxima
atividade contra células tumorais com minima dosagem, assim como farmacos com
propriedades antimicrobianas, sdo de fundamental importancia para o combate a
diversas doencas (KEMPFER 2013).

Para a obtencao de novos farmacos se faz necessario inicialmente um estudo
envolvendo a citotoxicidade, buscando uma avaliacdo biolégica de produtos
destinados a saude, sendo fundamental uma andlise da biocompatibilidade dos
mesmos. A descoberta de novos medicamentos tem suas raizes profundamente
ligadas as inovacbes cientificas e tecnoldgicas. (NASCIUTTI, 2012), e um dos
principais testes a serem realizados, sdo o0s testes in vitro, por meio de ensaios de
viabilidade celular (ARAUJO, et al. 2008). O teste in vitro e também o citotéxico, sdo
uns dos primeiros testes a serem efetuados, principalmente devido aos resultados que
estes apresentam, relacionados a avaliacdo da atividade destes compostas nas
células a serem estudadas. Sendo assim esses testes sdo realizados com o intuito
de identificar se os compostos analisados, sdo capazes de agir no sitio ativo desejado,
ou ndo. Sendo assim, vé-se a grande importancia destes testes para a obtencéo de
um possivel novo farmaco.

Neste contexto o presente trabalho propde estudar os efeitos toxicolégicos de
novos compostos de triazenos em um modelo in vitro frente a Saccharomyces
cerevisiae, estudando os efeitos toxicoldégicos dos novos compostos de triazenos,
sintetizados e caracterizados com o intuito de uma possivel aplicacado destes novos

compostos como um farmaco em poténcial.



2 REFERENCIAL TEORICO

Os tumores malignos sdo responsaveis por um numero expressivo e crescente
de pacientes em todo o mundo, e representam a segunda causa de morte da
populacdo mundial. Segundo o Ministério da Saude (2012), no ano de 2009 a
estimativa foi de 500 mil novos casos de tumores malignos, representando uma
mortalidade que atingiu aproximadamente mais de 250 mil portadores de cancer no
Brasil. Apesar da introducdo de novos farmacos no arsenal terapéutico contra o
cancer, varios tumores ainda nao dispem de tratamento adequado.

O carcinoma de pulmao, que se encontra entre os mais frequentes em todo o
mundo, ndo apresenta respostas imediatas aos tratamentos quimioterapicos
disponiveis (COSTA-LOTUFO; et al, 2010). Segundo relatos, o primeiro farmaco
antineoplasico foi desenvolvido a partir do gas mostarda, usado nas duas Guerras
Mundiais como arma quimica. Observou-se entdo ap0s a exposicdo a este agente,
gue os pacientes desenvolveram hipoplasia medular e linféide, o que levou ao seu
uso no tratamento de linfomas malignos.

Os agentes conhecidos e utilizados no tratamento do cancer afetam tanto as
células normais como as neoplasicas, porém acarretam maior dano as células
malignas do que as dos tecidos normais, devido as diferencas quantitativas entre os
processos metabdlicos dessas duas populacdes celulares (INCA, 1993).

Os tipos mais comuns de cancer sao os de pele, mama feminina, prostata,
pulmédo e estbmago sendo que os ultimos quatro sdo letais e compdem a segunda
maior causa de mortes por doencas no Brasil (SIMPLICIO, MAIONCHI, HIOKA, 2002).
Sendo assim, o desenvolvimento de novos farmacos é de extrema importancia,
levando em consideracdo que o cancer € a segunda doenca que mais mata, ndo sé
no Brasil, mas também no mundo.

Desta forma, a busca por compostos com potencial farmacolégico se torna
frequente entre a maioria dos pesquisadores, visando uma maior eficiéncia e ampla
atuacao. Entre estes compostos, pode-se incluir os compostos da classe triazenos,
extremamente promissores por apresentarem varias atividades bioldgicas (CARMO,
2013), possibilitando a sua utilizagdo como farmacos eficientes no combate de
diferentes tipos de cancer.

Em diversos estudos sobre os compostos de triazenos, tem-se comprovacoes

de que os mesmos apresentam varias atividades biol6gicas. Sua descoberta se deve
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aos estudos realizados pelo quimico industrial Peter Griess (1829-1888) na
preparacao de sais de diazonio, que em 1859 sintetizou 0 primeiro triazeno organico
o 1E-1,3-difenil-1-Triazeno (Diazoaminobenzeno) (Figura 1) (CARMO 2013).

Figura 1: Representagéo da estrutura do primeiro composto triazeno sintetizado.

Fonte: Autoria Prépria, 2019

A classe dos triazenos é formada por compostos que apresentam trés atomos
de nitrogénio em sequéncia (-N=N-N-(X)-) com diferenciados substituintes terminais
(Figura 2). E importante salientar que o substituinte X, pode ser tanto um hidrogénio
guanto um grupamento hidroxila, que acaba levando a formacdo dos conhecidos

hidroéxitriazenos.

Figura 2: Representa¢éo genérica de triazenos monocatenados.

R R'
\Nl/ Nz\ N -
3
| R=R’'ouR #R’
X =H, OH ou alquila
X

Fonte: Autoria propria, 2019.

Ao observar-se alguns estudos, pode-se perceber que a cadeia nitrogenada
presente na estrutura, apresenta uma configuracdo trans (MOORE & ROBISON,
1986) e observa-se também que a distancia da ligacdo mais curta entre N1 e N2, se
encontra proxima de 1,27 — 1,28 A e a ligacdo mais longa esta proxima de 1,32-1,33
A. Nota-se também que os valores encontrados experimentalmente apresentam-se
distintos dos valores padrdes para uma ligacdo N-N, que apresentam uma distancia
de ligacéo de (1,44 A) e para ligagdes N=N, podemos observar uma distancia de (1,24
A), que devido a deslocalizacdo dos elétrons 1 na molécula, apresentam um carater
sp? para as ligacdes N1, N2 e N3 (CRESPAN, 2009). Nota-se também, que o

hidrogénio ligado ao nitrogénio sp?da cadeia pode ainda ser substituido, por um grupo



hidroxila dando origem aos chamados grupos hidréxitriazenos, o que amplia as
possibilidades de investigacdo das propriedades e dos complexos a partir deles
formados.

Para os compostos da classe dos triazenos que apresentam uma alta
densidade eletrénica concentrada sobre alguns atomos, observa-se que estes tendem
a possuir uma baixa estabilidade, e a observa-se também, que a presenca de
substituintes (aromaticos ou alifaticos que apresentem grupamentos nitro, halogénios,
carboxilicos, nas diferentes posicdes, orto, meta e para), nos nitrogénios terminais d
cadeia acabam por contribuir para uma maior deslocalizacdo eletronica, que se a
através dos efeitos indutivos, o que acaba por tornar estes compostos mais estaveis.

Existem trés rotas sintéticas descritas na literatura, quando se trata da sintese
de compostos triazenos. Uma delas envolve o acoplamento de um sal de diazénio
com uma amina aromatica livre (HARTMAN, 1943), sendo esta, onde a reacdo entre
um sal de diazonio, ocorre com uma amina, sendo esta primaria, ou secundaria. Esta
reacdo necessariamente deve ocorrer em um pH especifico e a uma baixa
temperatura, mais especificamente entre (0 — 7 °C), podendo dar origem a espécies
monocatenadas simétricas e assimétricas. Uma outra rota sintética utilizada € a com
nitrito isoamilico (VERNIN, et al 1977) (esta acontece a temperatura ambiente, com
uma quantidade equivalente da amina em questao e de nitrito isoamilico, que devem
ser dissolvidos em um solvente apolar, podendo dar origem a compostos triazenos
simétricos. E a terceira rota possivel, para se obter compostos de triazenos, é a partir
de uma reacao de Grignard (HORNER et al, 1996), neste caso a sintese ocorre entre
azidas arométicas e um reagente de Gringnard, seguido de uma hidrolise, o que acaba
por permitir a formacéo de triazenos biscatenados.

Entre as atividades relatadas na literatura para esta classe de compostos,
observa-se comprovada atividade antimicrobiana frente a bactérias gram-positivas,
gram-negativas e fungos (SHEALY; KRAUTH, 1966; GOSWAMI; PUROHIT, 2001,
ZHOU et al, 2005; 2006; 2007; HORNER et al., 2008). No caso da atividade
antimicrobiana, o mecanismo de a¢éo dos Triazenos esta relacionado com a influéncia
destes compostos sobre a parede celular das bactérias (GOSWAMI; PUROHIT,
2001).

No entanto na maioria dos estudos o gue mais prevalece € a pesquisa
envolvendo as propriedades antitumorais que estes compostos tém apresentado

(UNSALAN et al., 2011) podendo vir a ser utilizados como farmacos eficientes no



combate de diferentes tipos de cancer, auxiliando no combate desta doenca que
segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), é a segunda principal causa de
morte em todo o mundo e foi responsavel por 8,8 milhdes de mortes em 2015.

Esta classe de compostos ja esta presente na composicdo de alguns
farmacos com aplicacbes antineoplasicas, como a Dacarbazina® (SHEALY,
KRAUTH, MONTGOMERY, 1962) e a Temozolomida® (RACHID et al; 2003) (Figura
3), mostrando-se ativos contra o sarcoma 180 (S180), o adenocarcinoma 755 (Ca 755)
e a leucemia linféide L1210 e contra tumores cerebrais, vindo a servir de inspiracao

para o desenvolvimento de novos farmacos.

Figura 3: Representacéo Estrutural dos farmacos Dacarbazina® (a) e Temozolomida® (b).

(a) © (b)
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Fonte: autoria prépria, 2019.

Segundo Guido (2010), sendo a sintese de compostos biologicamente ativos
uma evolucdo expressiva da quimica e da biologia, a descoberta de inovacdes
terapéuticas, proporciona uma notavel melhoria significativa na qualidade de vida das
populacdes no mundo. Devido a isso, a descoberta de novos agentes quimioterapicos
com toxicidade reduzida e maxima atividade contra células tumorais com minima
dosagem (KEMPFER 2013), é de extrema importancia para o desenvolvimento de
novos farmacos, que tenham atividades biolégicas em células neoplasicas.

A ciéncia que estuda os efeitos nocivos causados por substancias quimicas
sobre organismos vivos € chamada toxicologia (COSTA et al., 2008). Testes
toxicologicos, sdo analises laboratoriais realizadas atraves de ensaios sob
condi¢cbes experimentais especificas e controladas. Esses testes sdo de extrema
importancia para determinar o risco que uma determinada amostra, pode causar a
populacdo humana.

A toxicologia tem como principais objetivos identificar os riscos associados a

uma determinada substancia e determinar em quais condi¢ces de exposi¢do esses



riscos sao induzidos (COSTA et al, 2008). Para que assim possam ser
desenvolvidos agentes quimicos que sejam menos nocivos a salde humana. A esta
ciéncia se da o nome de toxicologia clinica, que no caso € a area que analisa 0s
efeitos causados pelos farmacos em seres humanos.

Segundo a norma ISO 10993-5 (2009) existem trés categorias de ensaios de
citotoxicidade, a saber: contato direto, por extrato e difusédo em agar, os quais diferem
guanto a forma pela qual as células sdo expostas ao material em analise (MASSON;
LOMBELLO, 2016).

Segundo Tizotti; et al. (2016), é possivel observar uma promissora atividade
de um novo complexo de cobre(ll) frente a linhagem celular tumoral B16F10, a qual
apresenta alta habilidade de formar metastases. Neste composto o ion cobre(ll)
encontra-se coordenado a um ligante triazeno e a 1,10-fenantrolina, e o estudo
envolveu a andlise da citotoxicidade por meio do ensaio MTT, realizado através de
uma cultura Dulbecco’s Modified Eagle Medium.

Segundo Dolezalova (2014), os testes toxicolégiocos utilizando a levedura
Saccharomyces cerevisiae, além de ser um teste simples, ele tem se mostrado muito
eficiente e rapido em comparacdo com os testes padrdo. Sendo a levedura S.
cerevisiae um organismo modelo conveniente para avaliagdo do efeito toxico em
células e tecidos humanos. Alguns testes desenvolvidos a partir desta levedura,
mostraram que o mesmo indica presenca de sete em dez substancias toxicas testadas
em concentracdes significativamente menores do que as doses toxicas ou letais para
0 homem.

Colombi et al (2017) estudaram a influéncia de vanilina, 4cido acético, acido
vanilico e acido 4-hidroxibenzoico na fermentacdo de glicose pela levedura
Saccharomyces cerevisiae JP1, buscando identificar o que ocorre com os acgucares
fermentesciveis que n&o estdo prontamente disponiveis em biomassas
lignocelulésicas, como residuos agricolas e florestais, e que podem servir de matriz
carbbnica para a fermentacdo e obtencdo do etanol de segunda geracdo (2G), e
consequentemente precisam ser liberados por operagBes adicionais de pré-
tratamento e hidrolise. Os autores observaram que as substancias afetam o
metabolismo da Saccharomyces Cerevisiae JP1 durante a fermentacao de glicose em
etanol., e o efeito toxico depende da concentracdo desses no meio fermentativo, e os
resultados indicaram que a vanilina e acido vanilico inibem o crescimento da levedura

em uma extenséao diretamente proporcional a concentracao inicial dessas moléculas.



3 OBJETIVOS

3.1 Objetivos Gerais

Este projeto tem por objetivo sintetizar, caracterizar e avaliar a toxicidade dos

compostos sintetizados frente a Saccharomyces cerevisiae.

3.2 Objetivos Especificos

e Sintetizar novos compostos da classe triazenos utilizando a reagao de
diazotacdo de aminas com nitrito de s6dio, com posterior autoacoplamento da mesma
amina ou acoplamento de aminas diferentes.

e Caracterizar oscompostos da sintetizados, utilizando técnicas como a
desprotonacao, ponto de fusdo, espectroscopia na regiao do infravermelho e na regiao
do ultravioleta-visivel.

e Avaliar a toxicidade dos compostos frente a Saccharomyces cerevisiae.



4 METODOLOGIA

A metodologia utilizada no presente trabalho para a obtencdo dos novos
compostos Triazenos foi adaptada dos trabalhos publicados por Carmo (2013) de Cao
et al (2000), assim como a utilizada por Crespan (2009) para os compostos triazenos
ja existentes. A sintese dos compostos foi realizada por meio da diazotacdo das
diferentes aminas com nitrito de s6dio em solugBes acidas sob baixa temperatura
(0°C) (Figura 4) (SOLOMONS, FRYHLE, 2006).

Quando o objetivo for um Triazeno simétrico, a propor¢cao de amina para nitrito
de sédio sera de 2:1 ocorrendo posteriormente o acoplamento da amina. E importante
que todas as reacdes de sintese dos Triazenos sejam mantidas constantemente a
baixas temperaturas, a fim de evitar principalmente a decomposicdo do sal do
intermediario, o sal de diazonio.

Ja& no caso dos compostos assimétricos, a propor¢cado das amina para nitrito de
sédio é de 1:1, 7 mmol, com o posterior acoplamento de uma outra amina distinta. E
importante lembrar, que assim como a reagao simétrica, a reagdo assimeétroca, deve
ocorrer a uma baixa temperatura e também a um pH, ndo muito baixa, pois estes séo
dois fatores que podem interferir no andamento da reacédo. Apds a primeira etapa da
sintese, que é onde ocorre a formacao do sal de diazonio, adiciona-se a segunda 7
mmol, da segunda amina a reacéo, e assim ocorre o acoplamento da segunda amina,
dando terminé a sintese. A figura 4 representa uma esquema genérico da rota da
séntese utilizada para a obtencdo dos compostos aqui sintetizados, o esquema serve
tanto para sinteses de compostos simétricos, quanto para sinteses de compostos

assimétricos.

Figura 4. Esquema da rota de sintese a ser utilizada para obtencao dos compostos Triazenos.

NaNO, / H* R” = NH, R'. /N\\N/R"
R—NH, ———————» R—N=N* ————— » N
-H,0 H* |L

Onde R’ = R” = simétrico ou R’# R” = assimétrico e R’ = R” = 4-nitroanilina, 3-nitroanilina, 4-
fluoroanilina e 2-benzimidazol.

FONTE: Autoria propria (2018).



10

Apés o término sintese, é necessario que ocorra a neutralizacao do produto da
sintese, essa neutralizacao foi realizada com uma solucao acetato de sédio 10%. A
neutralizacdo é de extrema importancia nesta sintese, pois € ela que ajuda na
precipitacdo do composto sintetizado, ao final da sintese o pH encontra-se entre 2,5 e
3,0 e é importante fazer a neutralizagdo até que o pH fique préxio a 6,0. Quando o pH
esperado € obtido e o conteudo da sintese é filtrado a vacuo, ao final da filtracao, o
produto apresentara uma coloracdo entre o amaralo e o laranja. Calculou-se entéo o
rendimeto dos compostos 1 e 2, onde o composto 1 apresentou um rendimento de
55% e o composto 2 um rendimento de 69%. A partir de entdo realizou-se a
caracterizagdo dos compostos, utilizando-se da técnicas de Ponto de Fusao,
espectroscopia na regiao do infravermelho e na regido do ultravioleta-visivel.

A avaliagdo da toxicidade frente a Saccharomyces cerevisiae foi realizada
utilizando os métodos propostos por Dolezalova & Rumlova (2014).

Desta forma, o trabalho foi realizado foi dividido em trés etapas, que
correspondem a sintese dos compostos de triazenos, a caracterizacdo dos mesmos
e a analise da toxicidade, assim como das propriedades anti-inflamatéria destes

compostos.

4.1Reagentes e solventes

Os reagentes utilizados foram da marca Sigma- Aldrich e os solventes da

Dinamica e Alphatec, listados a seguir:

e 4-nitrooanilina

e 2-benzimidazol

e 2-aminobenzotiazol

e Acetato de sédio

e Acido acético

e Nitrito de sodio

e Silica gel

4.2Sintese de Compostos Assimétricos 1-(4-nitroanilina)-3-(2-benzimidazol) (a)

e 1-(4-nitroanilina)-3-(2-aminobenzotiazol) (b)

No presente trabalho, os compostos sintetizados sdo assimétricos, entdo para
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a sintese destes compostos foram pesados inicialmente 7 mmol o que equivale (0,97
gramas) de 4-nitroanilina e 7 mmol, (0,6 gramas) de nitrito de sédio. Inicialmente
dissolveu-se a 4-nitroanilina em uma solug¢do aquosa de acido cloridrico 1:1 (20 mL
de agua, para 20 mL de acido cloridrico), este sistema foi mantido em banho de gelo,
h& uma agitacdo vigorosa, até que chegasse a 0 °C. Apds chegar a temperatura
desejada, adicionou-se a solucdo de nitrito de sédio 7 mmol, e manteve-se o sistema
em constante agitacdo e também ha uma baixa temperatura, entre 0 e 7 °C, por 60
minutos. Esta etapa da reacéo é onde ocorre a formacao do sal de diazbénio e é de
extrema importancia que a temperatura fique baixa, pois um aumento na temperatura
poderia causar a hidrolise do sal de diazénio, o que acarretaria na eliminagédo de um
fenol e do nitrogénio molecular. Um outro ponto importante nesta etapa é evitar um
pH muito baixo, pois isto acarretaria ha protonacdo da amina, o que impediria o
acontecimento da reagdo. Apos os 60 minutos, adicionou-se 7 mmol (0,93 gramas) da
segunda amina, a 2-aminobenzimidazol, para a obtenc&o do composto (1) (Figura 5
(1)) e para a obtencdo do composto (2) (Figura 5 (2)), adicionou-se 7 mmol (1,05
gramas) da amina 2-aminobenzothiazol. Apos a adicdo da segunda amina, o sistema
manteve-se em constante agitacdo por mais 40 minutos e ap0s este periodo de tempo,
estes foram neutralizados com uma solu¢do aquosa de acetato de potassio 10%, a
fim de elevar o pH do produto sintetizado até préximo de 6,0 e também de ajudar na
precipitacdo do produto da sintese. Apds a neutralizacdo os produtos finais foram
filtrados a vacuo e um sélido com uma colora¢éo que varia entre o amarelo e o laranja
foi obtido, estes foram postos para secar e apos a secagem calculou-se o rendimento,
onde pode-se observar que o composto 1 apresentou um rendimento de 55% e o
composto 2 apresentou um rendimento de 69% e em seguida, deu-se inicio aos

processos de caracterizacao.

Figura 5: Representagéo das estruturas dos Triazenos assimétricos.
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Fonte: Autoria propria (2019).
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4.3 Caracterizagao dos Compostos 1 e 2

4.3.1 Teste de solubilidade dos compostos 1 e 2

O teste de solubilidade foi realizado para todos os compostos, buscando identificar
o melhor solvente para a obtencdo dos monocristais adequados. Os solventes

testados foram, acetona, etanol e metanol.

4.3.2 Teste de desprotonacédo dos compostos 1 e 2

Um teste prévio e bastante simples, foi realizado para que fosse possivel observar
se o produto da reacdo apresentava caracteristicas de uma molécula triazeno, ou se
0 composto obtido era apenas uma das aminas utilizadas como material de partida da
reacao. O teste envolveu a utilizacdo de uma solucao basica de hidréxido de potassio
levou a uma alteracdo da coloragdo da solugéo, sendo que antes de deprotonada a
solugéao do composto 1, apresentava uma coloracéo laranja e de pois de desprotonado
passou a apresentar uma coloracdo avermelhada. E para o composto 2, que
inicialmente apresentava uma coloragdo amarelo (ferrugem), depois da

desprotonacao ele passou a apresentar uma colorag&o roxa.

4.3.3 Determinacéo do Ponto de Fusdo dos compostos 1 e 2

As andlises do ponto de fusdo dos compostos, foram realizadas utilizando-se
um aparelho do tipo PF1500 FARMA da marca GEHAKA, localizado no Departamento

de Quimica da Universidade Tecnoldgica Federal do Parana Campus Campo Mourao.

4.3.4 Espectroscopia de infravermelho IV dos compostos 1 e 2

Os espectros de absorcao na regiao do infravermelho foram realizados a partir
de pastilhas de brometo de potassio (KBr). Para esta analise foi utilizado o
Espectrofotdmetro Bruker Tensor-27, com uma janela espectral entre 4000 e 400 cm”
! e resolucdo de 4 cm, localizado no Departamento de Quimica da Universidade

Tecnologica Federal do Parana- Campus Campo Mourao.
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4.3.5 Espectroscopia eletrdnica na regido do ultravioleta-visivel (UV-Vis) dos
compostos 1 e 2

Os espectros nas regibes do ultravioleta visivel foram realizados em um
espectrofotdbmetro UV-Vis 1650-PC Shimadzu, localizado no Departamento de Quimica

da Universidade Tecnolégica Federal do Parana - Campus Campo Mouréo.

4.3.6 Andlise da toxicidade dos compostos da classe triazenos frente a

Saccharomyces cerevisiae

Seguindo a metodologia proposta por Dolezalova (2014), realizou-se a analise
toxicoldgica dos compostos 1 e 2 frente a Saccharomyces cerevisiae, baseando-se
no monitoramento da condutividade especifica como resultado da atividade de
fermentacdo da levedura. Para a realizacdo do teste, preparou-se uma solucéo
hidroalcoodlica 2%, que foi utilizada para o preparo das solucbes contendo 0s
compostos 1 e 2 e também, para o preparo da solugédo controle. Para o preparo da
solucao controle adicionou-se ao beque 2 gramas de acglcar (sacarose), 2 gramas da
levedura Saccharomyces cerevisiae e 20 mL da solucdo hidroalcodlica. E para as
solugcbes dos compostos 1 e 2, foram pesados 0,148 gramas para o composto 1 e
0,149 gramas para o composto 2. As quantidades pesadas foram adicionadas a
baldes volumétricos de 50 mL, obtendo uma concentracéo de 103, para cada um dos
compostos. Em seguida foram preparadas mais trés solu¢cdes do composto 1, por
diluicdo, a fim de obter as concentragdes de 104, 10° e 10 ug mL1, o mesmo foi feito
para o composto 2. ApGs o preparo das solucées dos compostos 1 e 2, pesou-se 2
gramas de acgUcar e duas gramas da levedura Saccharomyces cerevisiae, em cada
um dos 8 béqueres restantes, estes foram nomeados com o nome das solucdes a
serem adicionadas em cada um e suas respectivas concentracbes. Em seguida
adicionou-se 20 mL de cada uma das solucbes dos compostos 1 e 2 em seus
respectivos béqueres, antes nomeados. Esses béqueres foram adicionados ao banho
maria, & uma temperatura constante de 30 °C, por 30 minutos. Apds os 30 minutos,
foram aferidas a condutividades especificas em cada um dos béqueres. Para que
posteriormente, fossem obtidos a DLso (Dose Letal s0), que € a dose necessaria para

matar a metade de uma populacdo a ser estudada, neste caso, a Saccharomyces
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cerevisiae. A DLso, foi determinada a partir de uma curva de calibragéo, obtida pelo
Excel e partir dela, foi possivel determinar a equacao da reta, que possibilitou o célculo
da DLso, dos compostos 1 e 2. Foram determinadas também a condutividade
especifica média em comparacdo com a porcentagem da taxa de mortalidade dos
compostos 1 e 2.
Para eliminar diferencas de condutividade da amostra e amostra de controle, €
necessario ajustar o valor medido valores da condutividade especifica. Isso significa
gue o valor apropriado da condutividade especifica da solucdo de aclcar € subtraido
da condutividade especifica da suspensdo de levedura. Entdo, a média da
condutividade especifica corrigida da suspenséo testada e as suspensoées de controle

sao calculadas Dolezalova (2014).
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Mecanismo envolvido na obtencdo dos compostos 1 e 2

A sintese para obtencdo dos compostos 1-(4-nitrofenil) -3-(2-benzimidazol) (1)
e 1-(4-nitrofenil) -3-(2-aminobenzotiazol) (2), foi baseada na metodologia descrita por
Hartman et al (1943), iniciando-se com a formacdo do sal de diazbnio, a qual é
conhecida como reacao de diazotacdo. Seguindo esta metodologia, adicionou-se 7
mmol (0,97 gramas), da amina 4-nitroanilina, que no caso foi utilizada como ponto de
partida para a reacdo e em seguida adicionou-se uma solugdo aquosa de acido
cloridrico 1:1 (20 mL de agua em 20 mL de acido cloridrico) e adicionou-se o béquer
a um banho de gelo, com uma agitacdo vigorosa, até que este chegasse a temperatura
de 0 °C. Apos, chegar a temperatura desejada, adicionou-se 7 mmol (0,6 gramas) de
nitrito de sédio, a fim de obter o sal de diazbnio, é importante ressaltar que a
temperatura durante a reacao de obtencéo do sal de diazbnio, deve estar entre 0 e 7
°C, para que nao ocorra a hidrolise do sal de diaz6nio, pois isso acarretaria a perca
de um grupamento fenol e também do nitrogénio molecular, o pH também deve ser
levado em consideragéo, pois um pH muito baixo, acarretaria na protonacdo da amina,
impedindo a reacdo de acontecer.

Figura 6: Mecanismo para a sintese do sal de diazonio.

H*

NaNO, NaCl + H—0—N=0
(a) . ..
HONO + H;0 =—= II;(:VJN(:W H.O0 =—= 2 H:0 + N=O
H
® " . © ey A —n
Ar—N + +N=0 — = Ar—N—N=O0O Ar— N;N:O
[ [ | +H
H H H
arilamina ion nitrosoamonio nitrosamina
primaria
. + (d) ss se + SN ..
Ar—N=N—0~ === Ar—N=N—OH _fL' Ar—N=NL Ol ==

—H ) .
Diazohidréoxido

es ot

Ar—N=N + 1,0

Ar—NZ=N
Y

fon diazénio

Fonte: GIGLIO, 2011.
Apbs a obtencéo do sal de diazbnio, adicionou-se a segunda amina a reacao,

sendo 7 mmol (0,93 gramas) de 2-aminobenzimidazol, para a obtengdo do composto
1 e 7 mmol (1,05 gramas) de 2-aminobenzothiazol, para a obtencdo do composto 2.
ApoOs adicionar a segunda amina a reacao, deixou-se estd em banho de gele, em

agitacao constante e vigorosa, por mais cerca de 40 minutos. E em seguida realizou-
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se a neutralizacdo dos compostos, com acetato de sédio 10%, a neutralizacdo foi
realizada, até que um pH préximo a 6,0 fosse detectado. Em seguida, o produto da
sintese, foi filtrado a vacuo e colocado em um dessecador, afim de secar as amostras,
apos a secagem, foram realizados os calculos do rendimento onde pode-se observar
um rendimento de 55% para o composto 1 e 69% para o composto 2. E em seguida
seguiu-se para os testes de caracterizacao.

5.2 Desprotonacao dos compostos 1 e 2

O teste de desprotonacéo dos compostos 1 e 2, foi realizado com o intuito de
observar se realmente ocorreu a formacdo do produto esperado, ou se eram 0S
mesmos materiais de partida.

Este teste é demasiado simples, porém de extrema importancia para continuar
0s demais testes, propostos neste trabalho, pois a partir deste é possivel saber se
houve ou néo a reacdo. Este teste consiste em dissolver o produto obtido, em um
solvente, neste caso utilizou-se acetona. Em alguns tubos de ensaio, foram
dissolvidos pequenos cristais, dos compostos 1 e 2, em acetona e posteriormente
nesta solucao foram adicionadas algumas gotas de hidroxido de potassio 0,1M.

Quando os compostos foram dissolvidos em acetona, eles apresentaram uma
coloracdo amarela e apos a adicdo de algumas gotas de hidroxido de potassio, se a
mistura continuasse com a coloracdo amarelada significaria que o composto ali
presente, era 0 material partida, porém apresentasse uma coloracdo avermelhada,
seria o triazeno. A figura 7, apresenta a reacdo de desprotonacdo de compostos de

triazenos.

Figura 7: Esquema geral de reacao de desprotonacédo de um composto triazeno genérico.
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Fonte: Autoria prépria, 2019.
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As Figuras 8 e 9, apresentam as solu¢gbes das aminas de partida, dos
compostos triazenos, sem e com hidroxido de potassio, evidenciando a troca de cor

oriunda da desprotonacéo da cadeia nitrogenada.

Figura 8: Solugbes das aminas precursoras 4-nitroanilina, 2-benzimidazol e do composto 1-
(4-nitrofenil)-3-(2-benzimidazol) sem e com hidréxido de potassio.

Fonte: Autoria prépria, 2019.

Figura 9: Solu¢des das aminas precursoras 4-nitroanilina, 2-aminobenzotiazol e do composto
1-(4-nitroanilina)-3-(2-aminobenzotiazol) com hidréxido de potassio.

Fonte: Autoria prépria, 2019.

5.3 Pontos de fusédo dos compostos 1 e 2

A analise do ponto de fusédo ocorre pela comparacéo dos pontos de fusédo das
aminas utilizadas como reagentes de partida e os pontos de fusdo que foram
observados para os compostos obtidos.

Como pode-se comprovar na tabela abaixo os pontos de fusdo das aminas
utilizadas como ponto de partida, sdo distindos dos pontos de fusédo observados para

0S novos compostos de triazenos obtidos.
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Tabela 1: Ponto de fusdo das aminas e dos compostos sintetizados.

Composto / Amina Ponto de Fuséo (°C)
4-nitroanilina 147 °C
2-aminobenzotiazol 128 °C
2-aminobenzimidazol 228 °C
1-(4-nitrofenil)-3-(2-benzimidazol) 164 °C
1-(4-nitrofenil)-3-(2-benzotiazol) 221 °C

Fonte: Autoria propria, 2019.

5.4 Espectroscopia de absorcao na regido do Infravermelho

Nas andlises de infravermelho, os compostos da classe triazenos apresentam
bandas de absorcdo na regido entre (4000 a 400 cm™), e as cadeias diazoaminicas
com os estiramentos N-H, N=N e N-N, séo as principais bandas encontradas que
caracterizam estes compostos. No entanto é importante destacar que 0s compostos
de triazenos, apresentam frequéncias um pouco mais baixas dos estiramentos, devido
a apresentarem um alto deslocamento eletrbnico da cadeia diazoaminicas. Para
caracterizar os compostos é necessario observar as cadeias terminais, pois sdo estas
gue apresentam as informacdes necessarias, relacionadas as bandas de absorcéo,
gue nos permitem caracterizar os compostos analisados.

A partir da medida da frequéncia vibracional de uma molécula, ou seja,
frequéncia, ou numero de onda absorvido na regido do infravermelho, é possivel,
determinar a forca das ligacdes e sendo assim, a partir da equacdo 1 é possivel
determinar a frequéncia de vibragdo entre os atomos, onde K € a constante de forca

e u a massa reduzida do grupo.

1 [k

AN ?

Para os compostos estudados 1-(4-nitrofenil)-3-(2-benzimidazol) (a) e 1-(4-
nitrofenil)-3-(2-benzotiazol) (b) as principais bandas de absorcédo, sao caracteristicas
dos estiramentos assimétricos e das deformagfes apresentadas pelos grupos N=N,
N-N, N-H, NO2, C=C, C-S e C-H. Na figura 10, encontram-se as bandas de absorc¢éo,
consideradas caracteristicas dos grupos funcionais que determinam estas espécies e
estdo condizentes com os dados apresentados na literatura (SILVERSTEIN;
BASSLER; MORRILL,1991) (NAKAMOTO, 1986). A Tabela 2 apresenta as principais

bandas de absorcao na regido do infravermelho para os dois compostos sintetizados
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e faz um comparativo com o composto 1,3-(bisfenil)triazeno utilizado como principal

referéncia (GIGLIO, 2011).

Figura 10: Espectros de absorcdo na regido do infravermelho para os compostos 1-(4-
nitrofenil)-3-(2-benzimidazol) (a) e 1-(4-nitrofenil)-3-(2-benzotiazol) (b).
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Tabela 2: Principais bandas de absorcéo na regido do infravermelho em cm-?, para

0s compostos 1-(4-nitrofenil)-3-(2-benzimidazol) (a) e 1-(4-nitrofenil)-3-(2-

benzotiazol) (b).

Composto | vasN=N | vN-N | vN-H | 8N-H [ vsNO2 | vsC-N | vC=C
(a) 1404 | 1098 | 3438 | 1473 | 1527 | 1283 | 1584
(b) 1400 | 1205 | 3486 | 1484 | 1540 | 1274 | 1593

Fonte: Autoria prépria, 2019

Observando-se que para a cadeia diazoaminica, considera-se que

(0]

estiramento assimétrico da dupla ligacéo, formada entre os nitrogénios vas(N=N) e o
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estiramento simétrico da ligacdo simples entre os atomos de nitrogénio vs(N-N), bem
como o estiramento simétrico entre 0s nitrogénios periféricos da cadeia e os &tomos
de carbono dos anéis de fenila vs(C-N), porém o estiramento mais importante a ser
observado para que seja possivel a caracterizacdo dos compostos de triazenos € o
da ligag&o entre o nitrogénio e o hidrogénio iminico [vs(N-H)]..

Segundo Crespan (2009), os substituintes presentes na molécula, exercem
efeitos indutivos (- 1) e mesoméricos (- M) sobre os anéis fenilicos terminais, que
acabam por remover parcialmente a densidade eletrénica da cadeia diazoaminica, o
que acaba por aumentar a acidez do hidrogénio iminico, fazendo com que os
estiramentos vs(N=N) e vs(N-N), se desloquem para uma regidao de menor frequéncia
no espectro de absorcéao.

Sendo assim, pode-se comparar 0s espectros obtidos com o espectro do 1,3-
(bisfenil)triazeno (GIGLIO, 20011), no qual pode-se observar estiramentos de banda
nas regides de 1412 cm™ e 1200 cm™, sendo estes referentes a vs(N=N) e vs N-N). A
partir de entdo, fazendo-se esta comparacdo € possivel observar que ha uma
diminuicao na regido de absorcdo com relacdo ao composto sintetizado por (GIGLIO,
2011), o que provavelmente se deve a presenca de um substituinte NO2 na posicéo
para, o que acaba por provocar uma diminui¢do do pH, aumentando-se assim a acidez

da molécula diminuindo os valores esperados para os estiramentos acima citados.

5.5 Espectroscopia eletrénica na regido do ultravioleta-visivel

Uma técnica bastante utilizada na caracterizacdo de varios compostos, é a
espectroscopia na regido do ultravioleta-visivel (UV-Vis), que permite que sejam
analisados compostos capazes de absorver em um comprimento de onda na regiao
do ultravioleta-visivel e tendo em vista que 0s compostos da classe dos triazenos, sédo
capazes de absorver em um comprimento de onda (A) na faixa de 190 a 780 nm, esta
se tornou viavel na caracterizacdo dos compostos aqui estudados.

Segundo CRESPAN, 2009:

Grupamentos com ligagbes duplas entre carbonos, sistemas
conjugados, grupos nitro, azo, entre outros, incrementam as
absorcdes de moléculas compostas por estes cromoforos. Se os
croméforos forem conjugados com outros idénticos, ou de espécie

diferente, a absorcao seréa realcada, podendo surgir outra banda de
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absor¢cdo em comprimento de onda maior, estas bandas acabam
sobrepondo-se, causando entdo uma linha de absorcéo relativamente

larga (Pag. 95).

O fragmento azo (-N=N-), pertencente a cadeia diazoaminica [-N=N-N(H)-], &
cromoforo mais forte e apresenta uma absor¢do com um comprimento de onda entre
330 — 400 nm, a absorcdo desta radiacdo se da devido ao fato de que os elétrons
apresentam a caracteristica de se promoverem a niveis energéticos mais elevados
mediante a absorcéo de energia e sendo assim, cada vez que ocorre uma transicao
eletrbnica, ocorre uma absorcdo especifica, 0 que torna possivel detectar a
interferéncia dos grupamentos croméforos nas regides onde ocorrem essas
absorcdes energéticas.

No caso dos compostos de triazenos é possivel observar um deslocamento
eletrbnico para cada estrutura, devido ao fato de que estes sdao formados por
grupamentos croméforos fortes, o que gera a formacéo de bandas caracteristicas e
intensas, neste tipo de composto.

No ano de 2005, Masound publicou um estudo que envolve o efeito dos
substituintes e dos solventes em derivados de 1,3-(bisfenil)triazeno, neste estudo ele
utiliza a espectroscopia eletrénica no ultravioleta-visivel, com o intuito de elucidar a
estrutura destes compostos quando em solucédo, e ele pode observar as mudancas
na regido onde os cromdéforos absorvem quando ocorre a troca de solventes e a
mudanca de ligante. Segundo (CRESPAN, 2009), “quando ocorre uma variagao nas
interacbes triazenos/solventes pode-se modificar a regido de absorcdo dos
cromoforos”.

A Teoria da Ligagdo de Valéncia (TLV), bem como a Teoria dos Orbitais
Moleculares, € de extrema importancia para que se possa entender os espectros
eletrbnicos porque para cada ligacéo prevista pela TLV, sera proposta a formacéao de
um orbital molecular ligante que serdo preenchidos por elétrons (o e 1), porém este
também é formado por um orbital antiligante, ou seja, que ndo € preenchido por
nenhum elétron, este possui menor estabilidade e também esta localizado em um
nivel energético maior (o* e 7). Ha também algumas restricbes que controlam as
intensidades das transicdes eletrdnicas, sendo somente quatro destas observadas e

permitidas. Estas ligacdes ocorrem entre os elétrons dos orbitais moleculares ligantes
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e antiligantes, de mesma simetria (0—0* e m—1m*) e também dos orbitais atdbmicos
(elétrons néo ligados) para orbitais antiligantes (n— o* e n—1r*).

“‘Os compostos triazenos apresentam absorgbes tipicas relativas as
transigcdes n—1* atribuidas ao grupo azoaminico (N=N), transi¢cdes n—oc* atribuidas
a cadeia diazoaminica —N-N=N(H) além de transicbes caracteristicas aos aneéis
aromaticos do tipo m—1*” (CRESPAN, 2009).

Para que as andlises dos triazenos sintetizados neste trabalho, fossem
realizadas, utilizou-se uma cubeta de quartzo de 1 cm3, e como solvente utilizou-se
acetona. A Tabela 3 apresenta os dados referentes as absor¢des eletrdnicas, e ao
analisa-la, é possivel observar que os valores estdo diferentes dos apresentados por
Crespan (2009) onde N=N- (n—1 *) 345nm e -N-N=N- (n—o *) 232 nm para o
composto 1-(3-nitrofenil)-3-(2-fluorofenil)triazeno e -N=N- (n—1 *) 328nm e -N-N=N-
(n—ao *) 227nm para o composto para o composto 1,3-bis(3-nitrofenil)triazeno. Porém,
estdo de acordo com o observado por Giglio (2011), ja que nos oito compostos
descritos por ele os valores de absorcdao maxima referente a transicdo (n—1r *)
atribuida ao grupo cromoéforo -N=N- ficam na faixa de 355,5 a 408 nm, comparados

também a absor¢do maxima observada para o 1,3-(bisfenil)triazeno que é de 354,nm.

Tabela 3: Transicdes eletrbnicas e comprimentos de onda
(A em nm) dos compostos 1-(4-nitrofenil)-3-(2-
benzimidazol) (a) e 1-(4-nitrofenil)-3-(2-benzotiazol) (b)

Composto 'N:N'* 'N'N:N*' (C:C)"j‘f
n—r n—o T
@) 492 396 347
(b) 434 403 349

Fonte: Autoria prépria, 2019
Esta diferenca esta relacionada com o tipo de solvente escolhido para fazer a
leitura, neste trabalho utilizou-se acetona, e no trabalho de Crespan (2009) foi utilizado
metanol, o que pode acarretar algumas mudancas na regido onde 0s grupos

cromoforos absorvem. As figuras 11 e 12 apresentam 0s espectros dos compostos.
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Figura 11. Espectro na regido ultravioleta-visivel para o composto 1-(4-nitrofenil)-3-(2-
benzimidazol) (a).
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Fonte: Autoria prépria, 2019.

Figura 12: Espectro na regido ultravioleta-visivel para o composto e 1-(4-nitrofenil)-3-(2-
benzotiazol) (b).
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Fonte: Autoria prépria, 2019.

5.6 Analise da toxicidade dos compostos da classe triazenos frente a

Saccharomyces cerevisiae

Para a realizacéo teste de toxicidade frente a Saccharomyces cerevisiae, foram
preparadas quatro amostras de cada um dos compostos, sendo estes o 1-(4-
nitrofenil)-3-(2-benzimidazol) (1) e 1-(4-nitrofenil)-3-(2-benzotiazol) (2). Seguindo a

proposta por Dolezalova & Rumlova (2014), preparou-se uma solucéo de Etanol 2%
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(solucéo hidroalcodlica), que foi utilizada para o preparo das solu¢des contendo os
compostos 1 e 2 e também, para o preparo da solugdo controle. Para o preparo da
solucéo controle adicionou-se ao beque 2 gramas de acucar (sacarose), 2 gramas da
levedura Saccharomyces cerevisiae e 20 mL da solucdo hidroalcodlica. E para as
solugdes dos compostos 1 e 2, foram pesados 0,148 gramas para o composto 1 e
0,149 gramas para o composto 2. As quantidades pesadas foram adicionadas a
balGes volumétricos de 50 mL, obtendo uma concentracdo de 103, para cada um dos
compostos. Em seguida foram preparadas mais trés solu¢des do composto 1, por
diluicdo, a fim de obter as concentragdes de 104, 10° e 10°ug mL?1, o mesmo foi feito
para o composto 2. ApGs o preparo das solu¢cbes dos compostos 1 e 2, pesou-se 2
gramas de acucar e duas gramas da levedura Saccharomyces cerevisiae, em cada
um dos 8 béqueres restantes, estes foram nomeados com o nome das solucdes a
serem adicionadas em cada um e suas respectivas concentragcbes. Em seguida
adicionou-se 20 mL de cada uma das solugbes dos compostos 1 e 2 em seus
respectivos béqueres, antes nomeados. Esses béqueres foram adicionados ao banho
maria, a uma temperatura constante de 30 °C, por 30 minutos.

Apéds 30 min, a condutividade especifica da solug¢édo controle e dos compostos
1 e 2 foram aferidas e estédo dispostas na tabela 4.

Tabela 4: Condutividade especifica obtidas no teste de toxicidade.
Controle 1-(4-nitrofenil)-3-(2- | 1-(4-nitrofenil)-3-(2-
benzimidazol) aminibenzotiazol)
2.21 mS/cma 25 °C | 1785 pS/cma 25 °C | 1977uS/cma 25 °C
1746 pS/cma 25 °C | 1708 pS/cma 25 °C
1598 uS/cma 25 °C | 1699 uS/cma 25 °C
1524 uS/cma 25 °C | 1600 pS/cma 25 °C

Fonte: Autoria prépria, 2019.

A partir da analise dos dados obtidos na tabela pode-se construir um gréafico
com os dados acima afim de obter os valores da DLso (Dose Letal s0), dos compostos
1 e 2. A DLso, é a dose necessaria para matar a metade de uma populacéo a ser
estudada, neste caso, a Saccharomyces cerevisiae.

Para que fosse possivel determinar a DLso, dos compostos 1 e 2, fez-se

necessario o desenvolvimento de uma curva de calibragcdo no Excel. As curvas de
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calibragéo estéo representadas nas figuras 13 e 14, bem como a equacao da reta de

cada curva e o R%

Figura 13: Gréfico da curva para obtengéo do DLso da substancia (a)
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Fonte: Autoria propria, 2019.

Figura 14: Gréfico da curva para obtencéo do DLso da substancia (b)
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Fonte: Autoria prépria, 2019.

Tabela 5: Diferenca de condutividade, em comparacéo ao percentual morte frente a
Saccharomyces cerevisiae.

Diferenca de Percentual Diferenca de Percentual
condutividade A de morte condutividade B de morte
683 30,9 610 27,6
612 27,7 511 23,1
464 21,0 502 22,7
425 19,2 433 19,6

Fonte: Autoria prépria, 2019.
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A partir dos gréficos representados nas figuras 13, composto (1) e 14 composto
(2), foi possivel observar que, conforme ha um aumento na condutividade, ha uma
diminuicdo na quantidade de Saccharomyces cerevisiae, pois conforme a levedura vai
consumindo a sacarose, ela vai liberando CO2, 0 que provoca 0 aumento da
condutividade e também indica um aumento no indice de mortalidade da levedura,
pois conforme ela consome o agucar, ela vai morrendo e liberando CO2. Esses dados
de condutividade especifica média, que é a média da condutividade especifica
encontrada incialmente, versos, o percentual de morte, que é a porcentagem de
levedura que morre de acordo com o aumento da condutividade, se encontram na
tabela 5.

A partir dos da equacéo das equacdes das retas dos compostos 1 e 2, obtidos
nos graficos das figuras 13 e 14, foi possivel calcular a DLso, dos compostos. Os
valores DLsso encontrados foram, o de 3,56 pg mL? para o 1-(4-nitrofenil)-3-(2-
benzimidazol), composto (1) e 8,44 ug mL! para o 1-(4-nitrofenil)-3-(2-benzotiazol),
composto (2).

Esses valores, comparados ao valor de DLso encontrado para a Dacarbazina®,
que segundo EUROFARMA LABORATORIOS LTDA, 2010., é de 2147 mg/Kg, que
em uma conversado, considerando que a densidade da Dacarbazina® em solucéo é
de 1,007 mg/ml, apresentaria um valor proximo a 2,147 ug mL*. O que aparentemente
nos leva a crer, que 0os compostos 1 e 2, sdo menos toxicos, do que a Dacarbazina®,
levando em consideragéo que os valores de DLso encontrados para os compostos 1 e
2 sdo mais altos do que o valor da DLso encontrado para a Dacarbazina®. Em uma
analise toxicolbgica, quanto maior a DLsp, significa que menos toxico € o composto
estudado, pois quanto menor for a DLso, mais toxico € o produto analisado, pois este
precisa de uma dose bem menor para matar uma populacdo média, do que um

composto que apresente uma DLso maior.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

A partir dos dados analisados, pode-se concluir que os compostos que
sintetizados neste trabalho, composto (1), 1-(4-nitrofenil)-3-(2-benzimidazol), e
composto (2) 1-(4-nitrofenil)-3-(2-benzotiazol), sdo compostos da classe dos triazenos
e podemos observar isso de acordo com os resultados obtidos nos testes de
caracterizagdo dos compostos acima citados.

Na desprotonacdo observou-se que ao adicionar o hidroxido de potassio, nas
solucdes dos triazenos sintetizados, as solu¢cbées mudavam de coloracao tornando-se
vermelhas/roxas, o que indicava que o produto final ndo era o0 mesmo do material de
partida. Em seguida realizou-se o teste do ponto de fusdo, observando que os pontos
de fuséo, dos compostos sintetizados eram distintos dos pontos de fusdo das aminas
utilizadas como material de partida e entdo realizou-se os testes de absorcdo no
ultravioleta-visivel e infravermelho, observando-se que as bandas de absorcao estéao
de acordo com a literatura.

Os triazenos sintetizados passaram por um teste de toxicidade frente a
Saccharomyces cerevisiae, levando a conclusdo de que os compostos sintetizados
possuem uma toxicidade menor do que a da Dacarbazina®, que € um farmaco
comercializado ja existente, a base de compostos triazenos. Quando comparadas as
DLso, dos compostos obtidos, & DLso Dacarbazina®, pode-se observar que as DLso
dos compostos triazenos deste trabalho apresentam valores maiores do que a da
Dacarbazina® e sendo assim, a partir deste teste pode-se observar que
aparentemente, os compostos 1 e 2 sintetizados neste trabalho, s&o menos toxicos
do que o da Dacarbazina® e isso se da, devido ao fato de que os valos de DLso,
encontrados para 0os compostos 1 e 2, sdo maiores do que o da Dacarbazina®, pois,

guanto menor a dose, mais toxico se torna o produto.
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