UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
INSTITUTO DE QUIMICA
CURSO DE POS-GRADUAGAO EM QUIMICA

SINTESE DE NOVAS BASES DE TR{"JGER, FLUORESCENTES VIA
A TRANSFERENCIA
PROTONICA INTRAMOLECULAR NO ESTADO EXCITADO (ESIPT)

CARLOS ALBERTO MIRANDA ABELLA

Bacharel em Quimica

Dissertacao apresentada ao Programa de Pés-Graduagdo em Quimica da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul como requisito parcial para obtencao

do titulo de Mestre em Quimica.

Porto Alegre, 06 de agosto de 2003



O trabalho descrito na presente dissertagao foi realizado entre margco de 2001 e
agosto de 2003, no Instituto de Quimica da Universidade Federal do Rio Grande
do Sul, sob a orientacdo do professor Dr. Valter Stefani, inteiramente pelo autor,

salvo eventuais agradecimentos que aparecerao no texto.

Carlos Alberto Miranda Abella

Dr. Valter Stefani




Esta dissertagdo esta inteiramente dedicada ao meu grande e prezado amigo Atilano a
quem tudo devo, ndo somente esta disserta¢do como também a minha propria vida...




... e ao amor da minha vida Karen cuja companhia tem tornado tudo melhor.




Don't Quit

When things go wrong, as they sometimes will,
When the road you're trudging seems all uphill,
When the funds are low and the debts are high,
And you want to smile but you have to sigh,
When care is pressing you down a bit,
Rest, if you must--but don't you quit.

Life is queer with its twists and turns,
As everyone of us sometimes learns,
And many a failure turns about
When he might have won had he stuck it out;
Don't give up, though the pace seems slow--
You might succeed with another blow.

Often the goal is nearer than
It seems to a faint and faltering man,
Often the struggler has given up
When he might have captured the victor's cup.
And he learned too late, when the night slipped down
How close he was to the golden crown.

Success is failure turned inside out,
The silver tint of the clouds of doubt.
And you can never tell how close you are,
It may be near when it seems afar;

So stick it out when you're hardest hit--

It's when things seem worst that you must not quit.

Courtesy of Success Hotline.



http://www.bae.uga.edu/other/david/HTML/SUCCESS/success.007
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Resumo

Neste trabalho, realizou-se a sintese e a caracterizagdo de quatro novas bases de Troger.
Estes compostos pertencem a classe de heterociclos 2’-hidroxifenilbenzazois, que
caracterizam-se por apresentar uma forte emissdo de fluorescéncia, devido a reagdo de
transferéncia protonica intramolecular no estado excitado -ESIPT- por eles sofrida quando
excitados por luz ultravioleta. Os heterociclos sintetizados apresentam ligagdes de
hidrogénio intramolecular entre o nitrogénio azdlico e a hidroxila fendlica e um grande
deslocamento de Stokes, caracteristicas tipicas de compostos que sofrem a ESIPT.

As bases de Troger, que sdo quirais, sdo bem conhecidas como receptores moleculares
devido a concavidade que estas moléculas apresentam. Os compostos obtidos sdo os
primeiros exemplos de bases de Troger fluorescentes, via ESIPT, na literatura, por isso,
despertam grande interesse na sintese de sondas bioldgicas moleculares fluorescentes. A
partir da resolucdo quiral das bases de Troger, estas potencialmente podem vir a ser
utilizadas como indutores quirais e/ou para o reconhecimento enantiosseletivo do DNA. A

resolugdo quiral foi feita para uma das bases de Troger sintetizadas.
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Abstract

The synthesis and characterization of four new Trdoger's bases analogues were
accomplished in this work. These compounds belongs to the heterocycles class type 2'-
hydroxyphenylbenzazoles which present a strong emission of fluorescence due to excited-
state intramolecular proton transfer — ESIPT — when they are excited by UV light. The four
heterocycles synthesized possess a strong intramolecular hydrogen bond between the
nitrogen azole and the phenolic group and also a high Stokes shift which is typical of these
compounds.

Troger’s bases, which are quiral, are well known to be molecular receptors due to its
concavity. The compounds synthesized are the first ones Troger's bases analogues
fluorescent by ESIPT to be reported in the literature, for that, they show great promisse in
the synthesis of fluorescent biological molecular probes. Besides, quiral resolution could
give to its enantiomers the ability to act as quiral inducers and/or for the enantioselective
recognization of DNA. The enantiomeric resolution of one Tréger s base was

accomplished.
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Introduciao

1.0 Introducao

A base de Troger (2,8-dimetil-6H,12H-(5,11)-metanodibenzo[b,f][1,5]diazocina) (1,
Figura 1), foi descrita pela primeira vez em 1887 por J. Troger', porem a estrutura correta

somente foi determinada apds muita controvérsia em 1935, por Spielman’.

Figura 1: Exemplo de base de Troger e numeracao dos atomos de carbono.

A base de Troger ¢ uma molécula quiral, com eixo de simetria C, e pode ser
representada nas formas enantioméricas (5S,115)-(+) e (5R,11R)-(-) conforme mostrado na

Figura 2. Ela foi resolvida em suas formas enantioméricas em 1944 por Prelog’.

S
=
<

""'"""’/I[\

1a) (5S,118)-(+) 1b) (5R,11R)-(-)
Figura 2: Formas enantioméricas da base de Troger.

Este composto representa um referencial estereoquimico pois trata-se da primeira
amina, assimétrica devido somente a geometria piramidal sobre o nitrogénio, a ser
resolvida oticamente. Ela possui uma velocidade de interconversdo configuracional tdo
baixa que permite a resolucdo do produto nas suas formas enantioméricas. A sua

configuracdo absoluta foi assinalada em 1967* por meio de dicroismo circular das
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transicdes associadas com os anéis aromaticos. Em 1991, baseando-se na estrutura obtida
por difracdo de raio-X de um sal da base de Troger com um anion quiral de configuragao
absoluta conhecida, foi relatado que a configuragdo originalmente assinalada estava
incorreta’. Até hoje (2003) os catalogos da Aldrich e Fluka vém com as configuragdes
absolutas das bases de Troger trocadas.

As bases de Troger comegaram a receber atengdo em meados da década de 1980
devido ao crescente interesse na sintese de sistemas moleculares biomiméticos, enzimas
sintéticas e receptores anionicos. A armacdo quiral relativamente rigida destas bases serve
para a constru¢do de sistemas biomiméticos ou quelantes. Um dos principais pioneiros
nesta area foi Wilcox®’. A caracteristica essencial de uma pequena molécula receptora é a
concavidade. A grande maioria dos receptores sintéticos possui anéis macrociclicos para
forcar a formacdo de superficies concavas. Por outro lado, a base de Tréger contém uma
cavidade profunda o suficiente para se ligar a pequenas moléculas e as suas concavidades
sdo produzidas sem ter que recorrer a elementos estruturais macrociclicos. O angulo
formado pelos planos contendo as duas fenilas varia dependendo dos substituintes do anel e

esta compreendido entre 92°-104° ®.

1.1 Sintese de bases de Troger

A sintese classica envolve a rea¢ao de derivados de anilina com formaldeido em
meio alcodlico promovido por 4cido, em atmosfera inerte, como ilustrado no Esquema 1,
abaixo.

NH,

3 HCHO-

-

H"/EtOH /N,

Esquema 1
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Uma sintese alternativa foi apresentada em 1984 e consiste na reagdo entre
derivados de anilina com hexametilenotetraamina (doador de CH;) em 4&cido
trifluoroacético’.

Em 1995, Bag et allo, diante da necessidade de usar um solvente relativamente nédo
polar e ndo hidroxilico para solubilizar precursores ndo polares, encontraram que
dimetoximetano pode servir como doador de CH;, assim como solvente, na presenca de

acido metanosulfonico para a conversao desejada (Esquema 2).

NH2 (MCO)2CH2

CH;SOzH

303 N OMe
refluxo
N, K
> MeO N
OMe
4

3

Esquema 2

Webb et al'! demonstraram, em 1990, a possibilidade de se sintetizar bases de
Troger funcionalizadas assimetricamente. As diaminas necessdrias foram preparadas pela
reacdo dos derivados do anidrido isatdico, com toluidina em etanol, seguido pela reducao
das 2-aminobenzamidas assim obtidas (Esquema 3). Ambas diaminas forneceram novos
analogos de bases de Troger quando tratados com formaldeido e acido cloridrico. Este
método € bastante util, ndo sé por permitir a sintese de bases de Troger assimetricamente
funcionalizadas, mas por permitir que a base de Troger possua um grupo retirador em uma
de suas fenilas, o que seria inviavel pelo método classico.

112

A metodologia de Webb et al permitiu a sintese em 2001 ~ de bis-bases de Troger,

tanto na forma syn como anti como ¢ mostrado no esquema 4.
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CHj;

CH;
0]
HNJLO BH; - THF
CH 3
+ ’ NH - NH HCI NH, NH
0 EtOH —
aquec’. o aquec.
H,N
8
6
NO,
NO
2 NO,
5 7 CH,O
HC1
NO, K N
9
Esquema 3
N CH N CH
H,, PA/C (10%) 3
CHCI,/EtOH
OoN N TA, 3h H,N N
_— 10
9
5
THF, refluxo por 3h
N CH;, N CH;,
\\ BH;-THF \\
HN N HCl HN N
-
NH, refluxo por 1h o= NH,
12
11
O,N O,N

CHZO EtOH, HCI, 90°C, 24h

@Qb&Q

13

syn:anti
4:1

Esquema 4

anti

14
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Em 2002, Jensen et al® , ofereceram uma nova alternativa para a sintese de bases de
Troger funcionalizadas assimetricamente. Explorando as posi¢des fixas dos bromos na 2,8-
dibromo-6H,12H-5,11-metanodibenzo[b,f][1,5]diazocina 15, (Esquema 5), grupos
funcionais foram introduzidos regiosseletivamente nas posigdes 2- ¢ 8- de 15 via dupla
troca de bromo-litio para o anédlogo dilitiado da base de Troger 16 e a subseqiiente adi¢ao
do eletrofilo para fornecer 17. Pela troca tnica de bromo-litio 18 forneceu os derivados

funcionalizados assimetricamente 20.

N Br N Li
\\ n-BuLi, 2.4 equiv. m
Br N THF, -78° C Li \
16

15
n-BuLi, 1.1 equiv. l eletrofilo, E
THF/Et,0 3:8
-78°C
N E

N Li E \1\\1
3 ;
Br N
18

E=H, TMS, CHO, CN, Bn, CO,H, PhCH(OH)

l eletrofilo, E

N E 1) n-BuLi, 1.2 equiv. N E
THF, -78°C \\
2) eletroéfilo, E’ E’
Br N > N
19 20

E’=H, TMS, CHO, CN, Bn, CO,H, PhCH(OH)

Esquema S
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Em 1993, Becker et al'* sintetizaram uma base de Troger ndo esperada altamente

substituida via uma rota inédita (Esquema 6).

Me Me
MeO,C. i )S( MeO,C i :\[
Py / CHzClz
21
185-190 °C
DMSO
OMe OMe Cl
MCOZC X M602C N
7
N N CO,Me
Cl Cl OMe
24 23
Esquema 6

Na conversdo de 22 para 23, o DMSO atua como equivalente do formaldeido nas
condi¢des de reagdo. O mecanismo envolve provavelmente a remog¢ao nucleofilica da
porcdo etiloxalilica pelo DMSO com a concomitante ativagdo do sulféxido como uma
espécie O-acilada que assemelha-se um pouco a reagio de Pummerer'”. De acordo com
isso, uma anilina N-metilenotiometil poderia ser um intermediario na formag¢ao de ambos
os compostos 23 e 24, ja que ¢ bem conhecido que o DMSO ativado pode atuar como um
fornecedor eletrofilico do grupo —CHZSCH316

Em 2001, Cekavicus ef al'’ sintetizaram uma base de Trdger que sequer partia de

uma anilina (Esquema 7).
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0)
\\S//O
a
0 aoub
24

N N

26

a) (CH2)6N4, CH3COONH4, CH3COOH ou CF3COOH
b) (CHQO)H, CH3COONH4, CH3COOH, C6H5CH3

Esquema 7

A base 26 deve se formar provavelmente a partir de uma reagdo de Mannich

intramolecular do composto 24 devido ao impedimento estérico do grupo sulfonila

(Esquema 8).
0 o) OH
A\\ /O N\ _0O
s” - 57 .
— )—CHNH; HyRH,c—
\  CH,NH, =55
o) O
24 o © 27
CH,0 l- H,0
0
o\\s,/ N
- 2H20
[ )] —N-—i
o © H—N—CH,
26

Esquema 8
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Em 2002, Abonia et al'® obtiveram como produto nio esperado a base de Troger 31

quando planejavam obter o produto 30 a partir da pirazola 29 (Esquema 9).

RO
t-Bu t-Bu
/ >
N N Bt ~
| N \ 30 _ .
| i | H Bt = benzotriazol
Ph Ph - ;
R =alquila
29 a
t-B Ph
E N I\f\ t-Bu
(O VRS
}\I N \ITI NH2
Ph t-Bu Ph
31 32
a) MeOH, AgNO;
Esquema 9

A formacao da base de Troger 31 pode ocorrer de acordo com o mecanismo

mostrado no esquema 10.

+-B
— +-B B
+ AgT o AeBt | + /
N\N N—"Bt ¢ i N\\ s N/ \ +
| N—CH2 N N=CH
| N I_ 2

by ¥ -~
Ph |
ph H H
33 Ph
29 t-Bu
\I\\I - -
\_-N~ph 2H" 133
H
t-Bu N/ Ph
7 N\
<3 N W
-H
N
— B
Ph " -Bu
34

Bt = benzotriazol

P}{ t-Bu

Esquema 10
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O composto 31 pode ser formado a partir de uma primeira dimerizacao das espécies
cationicas 33 para formar o intermediario diazocinico 34 que reage com outra unidade 33
para dar o intermediario 35. O composto 35 pode por sua vez, perder uma molécula de
pirazol 32 por meio de um ataque nucleofilico intramolecular (catalisado pelo HNO;
formado “in situ”), para fornecer a base de Troger 31. Esta foi a primeira vez que se obteve
uma base de Troger usando a metodologia do benzotriazol.

Todas as sinteses apresentadas anteriormente fornecem racematos. A sintese
assimétrica das bases de Troger consiste em um desafio importante, ja que os enantidmeros
racemizam nas condi¢des 4cidas de reagdo'’.

A primeira sintese assimétrica da base de Troger foi feita usando acido 7-
deoxicolico como suporte quiral®® (36, Figura 3). O composto 37 foi facilmente sintetizado
a partir do 7-deoxicolato de metila e cloreto de p-nitrofenilacetila usando um procedimento
modificado de Oppenauer. Apds a reagdo de formacdo da base de Troger, obteve-se uma
mistura diastereomérica de 38 e 39 na razdo de 2,5:1 respectivamente. Finalmente, a
mistura foi reduzida para se retirar o suporte quiral.

NH

CO,M
CO,Me O:Me

36 37

39
38

Figura 3: Acido 7-deoxicdlico como suporte quiral na sintese assimétrica da base de
Troger.
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1.2 O problema da racemizacao

Existem trés teorias que tentam explicar a racemiza¢cdo em meio acido dos

21.22 . . . . .
““. A primeira teoria diz que o mecanismo de

enantidmeros das bases de Troger
racemizacdo, em condigdes acidas, envolveria a quebra de uma ligagdo fornecendo um ion

iminio como ¢ mostrado na figura 4.

H,C

+
H,C
A\} + \
N N
/m/ /m/
N N
\ \
H H

Figura 4: fon iminio da base de Troger.

A segunda teoria diz que o mecanismo envolve o rearranjo via abertura de anel por
retro-hetero-Diels-Alder, formando um intermediario muito reativo que reage novamente
por fechamento de anel via reagdo de hetero-Diels-Alder intramolecular para fornecer o

produto racemizado (Figura 5).

N

(O = T 2

Figura 5: Mecanismo proposto para a racemizacio da base de Troger via uma reaciao
retro-hetero-Diels-Alder degenerada com rearranjo sigmatropico.
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A terceira teoria envolveria a formacdo de uma estrutura zwitterionica pela quebra

da ponte metilénica (Figura 6).

Hzc\\ ~

+
N N
jij/ TS
N

Figura 6: Mecanismo proposto para a racemiza¢io da base de Troger via
intermediario zwitterionico.

|

1.3 Importancia das bases de Troger

1.3.1 Receptores sintéticos

Em 1986, Wilcox ef al’ sintetizaram um analogo de base de Troger macrociclico 40,
soluvel em agua, que formava complexos de associacao com substratos benzénicos (Figura
7).

O mesmo grupo relatou em 1989 a sintese de um receptor que continha dois grupos
acidos carboxilicos dispostos de tal forma a possibilitar a forma¢ao simultanea de quatro
pontes de hidrogénio com derivados de biotina ¢ adenina® (41 na figura 7).

Crossley et al*** sintetizaram um analogo de base de Tréger com porfirinas em
1995 (Figura 8). Nesta sintese, foi observado que o receptor bidentado se ligava bem em
o,m-diaminas como histidina e lisina.

Em 1997, Goswami et al’’, com o intuito de criar um receptor especifico para
acidos dicarboxilicos puramente alifaticos, sintetizaram uma base de Troger especifica para
acido subérico (43 na figura 9).

No mesmo ano, Manjula et al’” decidiram unir a uma base de Troger, uma cadeia de

éter de coroa para captar cations apropriados (44 na figura 9).
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Em 1998, uma variante foi apresentada por Hansson et al’®, (45 na figura 9), para o

reconhecimento de sais de bisamonio primarios aquirais e quirais.

Figura 7: Exemplos de receptores sintéticos contendo a base de Troger.

Figura 8: Exemplo de receptor sintético contendo a base de Troger de uma porfirina.

12
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45

Figura 9: Exemplos de receptores sintéticos contendo a ponte dibenzodiazocina.

1.3.2 Interacoes com o DNA

O desenvolvimento de sondas moleculares para estudar conformagdes locais no
DNA ¢ de grande interesse atual mas, até hoje, somente complexos quirais metalicos tem
sido estudados para o reconhecimento enantiosseletivo das conformagdes do DNA.

Em 1991, Yashima et a/’”’ demonstraram que a bis-(1,10-fenantrolina) com o
esqueleto da base de Troger podia interagir com o DNA e clivar o mesmo, se a base
estivesse complexada com cobre (46 na figura 10).

Demeunynck et al’”?’!

relataram em 1998 que combinando a geometria ¢ a
quiralidade da base de Troger com as propriedades ligantes das acridinas no DNA, era

possivel obter um novo tipo de molécula quiral C, (47 na figura 10) ligante de DNA. A

13
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geometria da base de Troger dd a molécula uma forma helicoidal que pode ser similar ou
oposta a helicidade do DNA. O isdmero (+) interage fracamente com o DNA de forma nao
seletiva nas seqiiéncias de bases nitrogenadas. Contrastando com isto, o isomero (-)
correspondente reconhece preferencialmente certas seqiiéncias do DNA contendo ambos os
pares de bases A-T e G-C.

Em 2002, o mesmo grupo sintetizou uma base de Troger assimétrica contendo os
dois ligantes de DNA, proflavina e fenantrolina®® (48 na figura 10). A molécula resultante
se ligou ao DNA via um processo bimodal, implicando na intercalacio da porc¢do da
acridina, acompanhado de uma ligacdo na cavidade da por¢ao da fenantrolina.

Nas figuras 11 e 12 observa-se o modelo de interagdo de bases de Troger de acridina
com o DNA. Na figura 11, um anel de acridina ¢ intercalado entre pares de bases
adjacentes, enquanto a outra acridina fica na cavidade menor. Por outro lado, a figura 12

envolve a ligagdo das duas por¢des acridinicas em uma cavidade, no caso a cavidade maior.

H,N I O

48

Figura 10: Exemplos de bases de Troger que interagem com o DNA.
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F. R izomar & 5 isomer

Figura 12: Segundo exemplo de interacio de base de Troger de acridina com o DNA.
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1.3.3 Outras aplicacoes

Outros usos das bases de Troger envolvem aplicagcdes como agente de solvatacio
quiral’, catalisador’® usando complexos de metais de transi¢cdo contendo a base de Troger
(49 na figura 13) e como ligantes quirais’’. Algumas delas mostraram inclusive atividade
bioldgica como, por exemplo, a base de Troger 50 mostrada na figura 13 que demonstrou
possuir atividade inibitoria da enzima sintetase tromboxano A,>, responsivel esta por

desencadear problemas circulatdrios e enfarto.

MCl;

/_
/

Figura 13: Exemplo de base de Troger como catalisador (49) e derivado (50) que
demonstrou ter atividade biologica.

1.4 Transferéncia protonica intramolecular no estado excitado (ESIPT)

Sabe-se que varias moléculas experimentam mudangas estruturais ultra-rapidas ao
atingir um estado eletronico excitado. Entre essas mudangas se encontra a transferéncia de
protons, presente em um grande nimero de substdncias e que vem sendo bastante
estudadat0-4142:43.60.61.62

Tem sido observado que as constantes de acidez ou basicidade de aminas
aromaticas, alcoois e fen6is mudam em varias ordens de grandeza apoOs excitacio
eletronica®. Para que uma molécula possa apresentar o fendmeno de Transferéncia
Protonica Intramolecular no Estado Excitado (TPIEE, ou em inglés, ESIPT), que também

pode ser referida como fototautomerismo, deve possuir grupos acido e bésico vizinhos,

associados por ligacdes de hidrogénio intramoleculares.
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Os grupos doadores de prétons, na maioria das moléculas conhecidas, sao
hidroxilas, mas podem ser também tosilamidas ou mesilamidas®. Os grupos aceptores de
protons podem ser carbonilas, iminas ou N-heterociclicos.

A ESIPT foi estudada primeiramente no acido salicilico e alguns derivados™.

Exemplos de moléculas que apresentam este mecanismo sdo mostrados da Figura 14.

HO
o—H o o—H N H_0
X0

oM H R
(¢ /H A\
O X

51 52 53 X =3, 0 ouNH

54
Figura 14: Exemplos de moléculas que apresentam o mecanismo da ESIPT.

No processo da ESIPT, um proton, que esta covalentemente ligado a um 4atomo A
no estado fundamental da molécula, migra, no estado excitado da molécula, para um atomo
vizinho B, ao qual j& se encontrava ligado anteriormente por uma ligacdo de hidrogénio e a
uma distancia menor que 2 A. E formada entdo uma estrutura diferente da inicial, um
fototautdmero. Como o processo de transferéncia do proton ocorre ao longo de uma ligagdo
de hidrogénio, o processo pode ser representado por uma mudanga de A—H----B para A---
-H—B.

O processo ¢ extremamente rapido e ocorre na escala de tempo abaixo de
picossegundos mesmo em meios rigidos ¢ temperaturas abaixo de 4 K*'.

O ciclo fotofisico realizado, por exemplo, para a benzazola 54 na figura 14, ¢ mostrado
qualitativamente no esquema 11.

Ao absorver um féton e passar ao estado excitado, rapidamente a molécula transfere
um préton de um atomo a outro, adquirindo uma configuracdo que ¢ mais estavel, desta
maneira alcangando um estado de menor energia eletronica. A emissdo do foton ocorre
entdo a partir deste fototautdmero. Ao atingir o estado fundamental, a espécie com o proton
no atomo original passa a ser a mais estavel e ocorre a transferéncia protonica reversa no

estado fundamental.
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ESIPT
H—O
N
\ }{ O
X N
A
X
Retro-transferéncia Emissio
Absorgao
}{ O
N \
H—O X
N
s
X
Esquema 11

A formacgao do fototautomero leva a uma grande redugdo na diferenga de energia

entre o estado excitado e o estado fundamental da molécula, o que produz, como resultado

final, um grande deslocamento de Stokes em moléculas que apresentam ESIPT. O

deslocamento de Stokes, na maioria dos fluordforos, encontra-se entre 50 ¢ 70 nm. Em

moléculas que apresentam fototautomerismo, este pode atingir mais de 200 nm.

Os compostos que apresentam esta propriedade singular tém sido investigados por

suas aplicagdes como corantes para laser™, estabilizadores contra radiagdo ultravioleta®,

interruptores moleculares em circuitos 1(’)gi00550 e, mais recentemente, como sondas

fluorescentes para estudos estruturais em biomoléculas’ e como detectores de radiacio

. . .~ AL s ’ 41
ionizante causada por colisdes subatomicas em aceleradores de particulas™, dentre outras.
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1.5 Importancia das benzazolas

As benzazolas, além de apresentarem fluorescéncia, t€ém apresentado importantes
usos na area biologica. Exemplos sdo mostrados nas figuras 15 e 16 onde temos sondas

333 sondas para PET™, agonista parcial do

para 4cidos nucléicos™, agentes antitumorais
receptor 5-HT5°, inibidor da Topoisomerase I°’, inibidor da poli(ADP-ribose)polimerase®

e até agente intercalante do DNA™ como mostra a figura 17.

CHj;
/
—N +
\ S
N
S o S>_/>/ “CH;
= < /
N O I\{+
\ M § i
CH3 6804 CH3 MCSO4
56
55 sondas para acidos nucleicos
OCHj CH;
N N
S—cN ) NH,
S S
OCH; agentes antitumorais
57 58
N L L LN
+ +
@ )—CH N(CHy)s— N—(CH s —N—(CH)N cH— j@
I\{"' CHj; CHj }:_I
CH, CHj
41°
59

agente intercalante do DNA

Figura 15: Exemplos de aplicacées de benzazolas.
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3C S CH, Cl
3 N CH
N/ \ K\ N/
4 “CH | NU
N+ 3

\ @)

CH;
Br CH3

sonda para PET agonista parcial do receptor 5-HT;

0)
\
NH,
| N
N /i
H/

60

inibidor da Topoisomerase I

inibidor da poli(ADP-ribose)polimerase

Figura 16: Outros exemplos de aplica¢cdes de benzazolas.

Figura 17: Derivado benzazolico (59 na figura 15) interagindo com o DNA por bis-
intercalacao.
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2.0 Objetivos

O laboratério K-204 vem trabalhando ha algum tempo com compostos que

apresentam ESIPT®¢!-%2

(HBO), o 2-(2’-hidroxifenil)benzotiazol (HBT) e o 2-(2'-hidroxifenil)benzimidazol (HBI)

. Dentre estes, encontram-se o 2-(2’-hidroxifenil)benzoxazol

que sdo mostrados na figura 18 (quando R = H).

HO
N
\ R
X
X =0,S,NH
R = H, NH,

Figura 18: Derivados benzazdlicos que apresentam ESIPT.

Dadas as propriedades receptoras, quelantes e até de interacdes com o DNA que as
bases de Troger possuem ¢ as fototaumerizagdes que as 2-(2’-hidroxifenil)benzazolas
apresentam, o que lhes confere a sua fluorescéncia assim como devido as suas proprias
importantes e variadas aplicagdes biologicas, decidiu-se unir estas propriedades no que
viria a ser a primeira base de Troger fluorescente via ESIPT. A mesma tem grande
potencial de tornar-se uma nova sonda biolédgica fluorescente.

A meta do trabalho foi entdo sintetizar e caracterizar fotoquimicamente bases de
Troger a partir de 2-(4’-amino-2’-hidroxifenil)benzazolas que serdo os precursores
fluorescentes via ESIPT e que sdo mostradas na figura 18 (quando R = NH,).

As bases de Troger que se espera obter sao mostradas na figura 19.

R N OH N
S
X
HO N R

X=0,S,NH
Figura 19: Bases de Troger a serem sintetizadas.
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3.0 Resultados e Discussao

3.1 Sintese das anilinas precursoras das bases de Troger.

Primeiramente sintetizou-se as aminobenzazolas, sendo elas a 2-[4’-amino-2’-
hidroxifenil]benzotiazola (68)*, 2-[4’-amino-2 -hidroxifenil]benzoxazola (69)*, 2-[4'-
amino-2 -hidroxifenil]benzimidazola (70)** e 2-[5-amino-2’-hidroxifenil]benzotiazola

(72)** (Esquema 12).

0
X APF
170 °C
NH X =SH 68 X=S5
64 66 X =OH 69 X=0
67 X=NH, 70 X=NH
o) HO
A NH, N
sy APF @ \
R
170°C S
H,N 5h NH
71 65 72

APF = 4cido polifosforico
Esquema 12

Na primeira etapa, ocorre a reacdo de condensagdo entre os acidos 4 e 5-
aminosalicilico (64 e 71) e anilinas orto-substituidas (65, 66 ¢ 67) em APF (acido
polifosforico) e alta temperatura (170°C). O &4cido polifosférico foi sempre preparado
momentos antes de sua utilizagdo por ser altamente higroscopico. O mesmo, além de ser
agente desidratante, age também como solvente da reacdo. A 4agua gerada durante a reagdo

combina-se com o acido polifosforico, impedindo a reacdao inversa de hidrolise. Apds o
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término do aquecimento, a mistura reacional ¢ vertida em gelo e o acido polifosforico
hidrolisa-se, gerando acido fosforico. Os produtos precipitam sob a forma de sais de
amoénio e sao finalmente neutralizados com NaHCO;. Apds purificacdo por coluna
cromatografica obtém-se os heterociclos 2-(4'(5’)-amino-2’-hidroxifenil)benzazois (68, 69,
70 e 72). Estas reagdes sao simples de serem realizadas assim como as suas purificagdes e
fornecem os produtos em bons rendimentos (75- 85%). O composto 68 ¢ um solido
fluorescente, sob luz UV, na regido do verde enquanto que 69 e 70 sdao solidos que
fluorescem na regido do azul. Por sua vez o composto 72 fluoresce na regido do laranja sob
luz UV. Os compostos, além de serem fluorescentes, apresentam grande deslocamento de
Stokes como era de se esperar de produtos que apresentam ESIPT.

Os espectros obtidos sdo tipicos deste tipo de produtos que apresentam ponte de
hidrogénio intramolecular. Os espectros de infravermelho mostram bandas de hidroxila
muito fracas e alargadas. A freqiiéncia do estiramento OH sem ligacdo de hidrogénio
intramolecular, normalmente aparece na regido entre 3500-3700 cm™. Entretanto, em
moléculas que apresentam ligacdes de hidrogénio envolvendo a hidroxila, a regido de
absorcdo desloca-se para freqiiéncias menores e, quanto mais associadas estiverem essas
ligagdes de hidrogénio, mais baixas serdo as freqiiéncias.

Os espectros de 'H-RMN mostram o préton correspondente a hidroxila bastante
deslocado para freqiiéncias maiores (~12 ppm) e apresenta um sinal bem fino. Quando uma
ligacdo de hidrogénio intramolecular ¢ formada, este hidrogénio ¢ desblindado, assim,
quanto mais forte a ligagdo de hidrogénio intramolecular, o hidrogénio fica com maior §" e
mais desblindado ele se torna. Os singletos das hidroxilas sdo estreitos quando obtidos em
cloroférmio deuterado enquanto que sdo mais alargados quando o espectro ¢ obtido em
dimetilsulfoxido, o que pode ser explicado por efeitos provenientes do intercambio entre o
proton da hidroxila do soluto com o solvente havendo portanto neste caso ligacdo de
hidrogénio intermolecular. O composto 70 tem o seu hidrogénio fenélico em campo mais
baixo que os derivados analogos com enxofre e oxigénio. Isto € uma conseqii€éncia da maior
basicidade do atomo de nitrogénio iminico, o qual ¢ aceptor da ligagdo de hidrogénio. A
maior eletronegatividade dos atomos de oxigénio e enxofre torna seus derivados menos
basicos e a ligagdo de hidrogénio fica enfraquecida de modo que o hidrogénio fenolico

aparece em freqliéncias menores.
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3.2 Sintese das bases de Troger.

De posse das aminobenzazolas, partiu-se para o estudo sintético das bases de
Troger. Primeiro foi analisada a reatividade da aminobenzazola 68. O primeiro método
testado foi o método classico, usando-se CH,O, HCI e etanol em atmosfera inerte, mas o
mesmo se mostrou inadequado pois gerou uma mistura complexa de produtos de dificil
purificacdo onde pode-se detectar apenas tracos das bases de Troger por cromatografia em
camada delgada.

A seguir testou-se o método que utiliza urotropina e acido trifluoroacético como
mostrado no esquema 13°. Neste caso, a reacdo forneceu melhores rendimentos e
seletividade, a temperatura ambiente, fornecendo um tUnico produto fluorescente. Apods a
conclusdo da reagdo, verteu-se em gelo e neutralizou-se com NH4OH até deixar o pH

ligeiramente alcalino (pH 8) para entdo filtrar-se o sélido precipitado.
N
(2 SN

HO L
[~
N LN\/ R, N |
X ATF, 1h, TA

X
/ N o
ATF = 4cido trifluoroacético N R,
68 X=S
69 X=0 73 X=S, R;=R;=OH; R,=R,=H
70 X=NH

74 X=0, R;=R;=OH; Ry=R,=H
75 X=NH, R;=R;=OH; R=R,=H
76 X =NH, R;=R;=H; R,=R,=OH

Esquema 13

O mesmo método foi entdo aplicado com sucesso para a aminobenzazola 69
reagindo completamente a matéria prima em uma hora e fornecendo também um produto
unico fluorescente.

Para o material de partida 68, obteve-se um solido que fluoresce na regiao do verde
(Aem =500 nm) sob luz UV e para 69, obteve-se um solido que fluoresce na regido do azul
(Agm = 468 nm) no UV. Para o primeiro caso, o rendimento médio bruto foi de 73% e para

o segundo foi de 48%, entretanto os rendimentos sdo baixos apds o isolamento usando
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coluna cromatografica, 22% e 18% respectivamente. Ao realizar-se a purificacdo,
observou-se o surgimento de varios subprodutos, que nao ndo foram observados durante o
acompanhamento da reagdo por cromatografia em camada delgada. Os mesmos podem ser
subprodutos de reacdo que podem ser vistos na figura 20 e a formacgao destes produtos pode
ser racionalizada conforme o mecanismo proposto por nds apresentado no esquema 14 que
envolve a substituicdo eletrofilica aromatica orto-seletiva a amina. Apesar dos rendimentos
baixos, isso era de se esperar pois os rendimentos relatados na literatura para diversos

analogos de bases de Troger também sdo sempre baixos, na média de 25%.

HO N

ﬁ X=8,0,NH

$eQ!
-0
Figura 20: Possiveis subprodutos nas reacdes de formacao das bases de Troger.
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Esquema 14

Este método, no entanto, ndo se mostrou muito efetivo para a aminobenzazola 70.
Apos uma hora, a reagao para de evoluir por CCD sem se completar nem mesmo deixando
por mais tempo (24 horas) ou aquecendo (60°C). A reacdo fornece varios produtos
fluorescentes na regido do azul e do azul celeste sob luz UV. Da mistura obtida, separou-se
além da matéria prima, dois regioisomeros de base de Troger, estes ultimos com valores de
R¢muito préximos entre si.

A aminobenzazola 72 simplesmente ndo forneceu as bases de Troger esperadas. Isso
pode ser devido ao mecanismo de reagdo que envolve substituicdo eletrofilica aromatica

\

orto-seletiva @ amina. No composto 68 da figura 21, observa-se que a hidroxila e o
heterociclo orientam ambos nas duas posi¢des orfo a amina aromatica enquanto que no
composto 72 a orientacdo se d4 somente em meta o que desfavoreceria a evolugdo da
reagdo. Isto também pode ser inferido através dos dados experimentais de 'H-RMN. Os

prétons H3’e H5” sdo os protons mais blindados em 68 o que mostra que os carbonos

26




Resultados e discussao

ligados a H3" e a H5" sd3o mais nucleofilicos favorecendo entdo o ataque eletrofilico sobre

0S mESmos.

~
N

HO II: ,/II HO v’/",
|" N
N \
N\ ¥ |
@ NH,R
S S
» + NH,R
68 | 7

Figura 21: As setas indicam as orientacdes de substituicdo eletrofilica em 68 e 72
respectivamente.

3.3 Interpretagio espectroscopica.

A reacdo de formagdo das bases de Troger envolve a conversdo de uma amina
primaria para uma amina tercidria e a observacdo de metilenos dibenzodiazocinicos, por
1sso, os espectros de infravermelho consistem em uma evidencia espectral muito
significativa para se identificar essas mudangas.

A principio serdo discutidas as bases de Troger 73 e 74 e posteriormente as bases de
Troger 75 e 76.

As figuras 22 e 23 mostram os espectros de infravermelho da benzotiazola 68 e sua

respectiva base de Troger 73.
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Figura 22: Espectro no infravermelho do composto 68 em KBr.
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Figura 23: Espectro no infravermelho do composto 73 em KBr.

Na figura 22 observa-se as duas bandas correspondentes a amina primaria da
benzotiazola 68. O estiramento assimétrico é observado em 3470 cm™ enquanto que o
simétrico é observado em 3372 cm™'. Na figura 23 no entanto estas bandas estio ausentes o
que indica a existéncia de amina tercidria posteriormente confirmado por 'H-RMN. No

mesmo espectro observa-se também a presenca de bandas correspondentes a metilenos em
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2920 cm” e em 2855 cm’', correspondentes aos estiramentos assimétrico e simétrico
respectivamente.
As figuras 24 e 25 mostram os espectros de infravermelho da benzotiazola 69 e sua

respectiva base de Troger 74, onde pode-se fazer observagdes similares.
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Figura 24: Espectro no infravermelho do composto 69 em KBr.
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Figura 25: Espectro no infravermelho do composto 74 em KBr.
Na figura 24 observa-se as duas bandas correspondentes a amina primaria da
benzoxazola 69. Observa-se o estiramento assimétrico em 3486 cm’' enquanto que o

simétrico em 3383 cm™. Na figura 25 no entanto estas bandas estdo ausentes o que indica a
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existéncia de amina tercidria. No mesmo espectro observa-se também o surgimento de
bandas correspondentes a metilenos em 2921 cm” e em 2852 cm™ correspondentes aos
estiramentos assimétrico e simétrico respectivamente.

As figuras 26 e 27 mostram os espectros de infravermelho da benzimidazola 70 e

sua respectivas bases de Troger, onde consideragdes semelhantes podem ser descritas.
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Figura 26: Espectro no infravermelho do composto 70 em KBr.
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Figura 27: Espectro no infravermelho das bases de Troger 75 e 76 em KBr.
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Na figura 26 observa-se as duas bandas correspondentes a amina primaria da
benzimidazola 70. O estiramento assimétrico observa-se em 3474 cm™' enquanto que o
simétrico em 3379 cm™'. Na figura 27 no entanto estas bandas estdo ausentes o que indica a
existéncia de amina tercidria. No mesmo espectro observa-se também o surgimento de
bandas correspondentes a metilenos em 2920 cm™ e em 2852 cm™' correspondentes aos
estiramentos assimétrico e simétrico respectivamente.

Os espectros de 'H-RMN também indicaram a auséncia de amina primaria nos
produtos obtidos pois o sinal correspondente que aparece nos produtos de partida, ndo
aparece nos espectros das bases de Troger. Ao mesmo tempo observa-se o surgimento de
sinais de metilenos tipicos de pontes dibenzodiazocina no 'H-RMN na regido caracteristica
de 4,2-4,8 ppm.

As figuras 28, 29 e 30 mostram a expansdo dos protons metilénicos das bases de
Troger obtidas. Observam-se dois dubletos acoplando entre si e um singleto. Os dubletos
correspondem aos metilenos benzilicos (Hx ¢ Hn na figura 36) enquanto que o singleto

corresponde ao metileno que esta ligado aos dois nitrogénios (Ha e Hb na figura 36).

il 4.0 A.60 4.50 440 430 L

Figura 28: Expansao da regiao dos protons metilénicos da base de Troger 73 (CDCls,
300MHz).
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Figura 29: Expansao da regiao dos protons metilénicos da base de Troger 74(CDCls,
300MHz).

Figura 30: Expansio da regido dos protons metilénicos das bases de Troger 75
(regioisomero B) e 76 (regioisomero A) (DMSO-ds, 300MHz).

O surgimento de metilenos também pdde ser observado nos espectros de *C-RMN.
Devido a pouca solubilidade das bases de Troger, ndo foi possivel se obter os espectros de

1 . . . r . . S
3C-RMN . Portanto houve necessidade de se adicionar uma gota de 4cido trifluoroacético
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no tubo de ressonancia das amostras 73 e 74 para tornar soluveis as mesmas. No caso das
bases de Troger 75 e 76 ndo foi necessario utilizar-se acido. Para ver qual seria o efeito do
acido trifluoroacético, obteve-se os espectros respectivos de 'H-RMN. Os espectros sdo
mostrados nas figuras 31 e 32 e neles observou-se um deslocamento geral para campo
baixo em relagdo ao espectro que ndo contém acido e em especial observa-se que o sinal do
metileno que estd entre os dois nitrogénios foi o mais afetado na desblindagem pois o

mesmo se encontra proximo de duas aminas protonadas.

ppm

Figura 31: Espectro de '"H-RMN da base de Troger 73 em CDCl; e acido
trifluoroacético (300MHz).

10 9 a8 7 [ 5 q 3 2 1 ppm

Figura 32: Espectro de '"H-RMN da base de Troger 74 em CDCl; e acido
trifluoroacético (300MHz).
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Os espectros de "*C-RMN, ampliados na regido caracteristica de carbonos
dibenzodiazocinicos, sdo mostrados nas figuras 33, 34 ¢ 35 onde se observam dois sinais
metilénicos. Os sinais aparecem na regido tipica para este tipo de compostos e o sinal que
aparece em campo mais baixo corresponde ao carbono do metileno que estd entre os dois
nitrogénios, enquanto que o sinal que aparece em campo mais alto corresponde aos

carbonos dos metilenos benzilicos.
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Figura 33: Expansio da regido dos carbonos metilénicos da base de Troger 73(CDCl;,

50MHz).
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Figura 34: Expansao da regiao dos carbonos metilénicos da base de Troger 74(CDCl;,
S0MHz).
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Figura 35: Expansao da regiao dos carbonos metilénicos das bases de Troger 75 e 76
(DMSO-ds, S0OMHz).

Na figura 35 observa-se dois sinais de metilenos benzilicos correspondentes a cada

um dos regioisomeros das bases de Troger obtidas de 70.

3.4 Determinacio da estereoquimica dos metilenos dibenzodiazocinicos.

Para determinar qual dos dois dubletos corresponde aos prétons exo e qual
corresponde aos protons endo, foi feito um experimento de dupla irradiacdo. Como mostra
a figura 36 existe uma interacdo espacial entre os prétons exo (Hx) e os protons
correspondentes ao metileno que esta entre os dois nitrogénios (Ha e Hb). Irradiando-se o
singleto haveria uma consideravel variacdo na intensidade dos protons exo o que nao
aconteceria com os protons endo. Contudo nao houve sucesso devido a grande proximidade
do singleto com os dubletos no espectro. Portanto para resolver o problema realizou-se um

espectro de NOESY o qual ¢ mostrado na figura 37.
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Figura 36: Estereoquimica dos protons benzilicos e diazocinicos na base de Troger.
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Figura 37: Expansdes do espectro de NOESY da base de Troger 73 sobre a regiao
metilenica(CDCl3, 300MHz).

As setas mostradas na figura 37 indicam que existe o acoplamento espacial entre o
singleto em 4,35 ppm e o dubleto em 4,65 ppm. Portanto o dubleto que aparece em
freqii€ncia mais alta corresponde aos prétons exo (Hx).

Os outros sinais intensos observados no espectro correspondem aos acoplamentos
geminais entre os protons exo e endo entre si de cada metileno benzilico, dai a sua grande

intensidade.
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3.5 Determinagdo da regioquimica das bases de Troger obtidas.

A principio, trés regioisdmeros sdo possiveis de se obter na ciclizagdo do

intermediario para fornecer a base de Troger. A figura 38 mostra os trés possiveis produtos.

A
N
HO \ \N
N
AN N OH
X OH B
N |
X
X
| N
N OH
OH C
HO N |
X
N\
N X=S,0ouNH

Figura 38: As trés formas possiveis de ciclizagdo das bases de Troger sintetizadas.

Os espectros de 'H-RMN sugerem que o regioisdmero mais favoravel de ser obtido
seja o B na figura 38. Os protons H3’e H5" sdo os protons mais blindados sendo que o
primeiro ¢ sempre mais blindado que o segundo o que mostra que carbono ligado a H3" € o
mais nucleofilico favorecendo entdo o ataque eletrofilico sobre o mesmo.

Para identificar qual dos regioisdmeros foram obtidos, examinou-se a regido
aromatica das matérias primas e das respectivas bases de Troger porque, quando ciclizado,
um dos prétons aromaticos deve desaparecer do espectro destes tltimos.

As figuras 39 e 40 mostram as expansdes da regido aromadtica para a benzotiazola 68 e a

base de Troger 73 respectivamente.
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Figura 39: Expansio da regiio aromatica da benzotiazola 68 (DMSO-ds, 200MHz).
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Figura 40: Expansao da regiao aromatica da base de Troger 73(CDCl;, 300MHz).

A figura 39 mostra os dois dubletos correspondentes aos prétons H4 e H7 com as

suas devidas constantes de acoplamento orfo e meta em 7,9 e 8,05 ppm. Os mesmos

acoplam com os protons H5 e H6 que aparecem como tripletos em 7,35 ¢ em 7,48 ppm com

as devidas constantes de acoplamento orto e meta. O proton H6™ aparece como dubleto em

7,65 ppm apresentando unicamente constante de acoplamento orfo pois o mesmo acopla

somente com H5'(desconsiderando sempre o acoplamento em para que ndo ¢ observado).

Este ultimo, que aparece como dubleto em 6,28 ppm, apresenta constante de acoplamento
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orto e meta e acopla com H6" e H3". Finalmente o H3" aparece como singleto em 6,2 ppm
e apresenta constante de acoplamento meta pois 0 mesmo acopla com H5'.

O espectro da figura 40 mostra o0 mesmo padrao de sinais com ligeiras diferencas
nos deslocamentos quimicos e com a seguinte diferenca principal: o singleto
correspondente a H3" desaparece no espectro e o dubleto correspondente a H5" apresenta
somente constante de acoplamento orto em lugar de orto ¢ meta. Isto esta indicando
claramente que a base de Troger ciclizou pelo lado do proton H3” demonstrando assim que
o regioisdmero obtido foi o B na figura 38.

Por sua vez, as figuras 41 e 42 mostram as expansdes da regido aromatica para a

benzoxazola 69 e a base de Troger 74 respectivamente.
A figura 41 mostra os dois multipletos correspondentes aos protons H4 e H7 em 7,62-7,52
ppm e 7,50-7,42 ppm. Os mesmos acoplam com os protons H5 e H6 que aparecem como
multipleto em 7,18-7,32 ppm. O préton H6" aparece como dubleto em 7,73 ppm
apresentando unicamente constante de acoplamento orfo pois o mesmo acopla somente
com H5’(desconsiderando sempre o acoplamento em para que nao ¢ observado). Este
ultimo, que aparece como dubleto em 6,28 ppm, apresenta constante de acoplamento orto e
meta e acopla com H6" e H3’. Finalmente o H3" aparece como singleto em 6,24 ppm e
apresenta constante de acoplamento meta pois 0 mesmo acopla com H5".

O espectro da figura 42 mostra 0 mesmo padrao de sinais com ligeiras diferencas
nos deslocamentos quimicos € com a seguinte diferenca principal: o singleto
correspondente a H3" desaparece no espectro e o dubleto correspondente a H5" apresenta
somente constante de acoplamento orfo em lugar de orto e meta. Isto esta indicando
claramente que a base de Troger ciclizou entdo pelo lado do préton H3" demonstrando

entdo que o regioisdmero obtido foi o B na figura 38.
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Figura 42: Expansao da regiao aromatica da base de Troger 74(CDCl;, 300MHz).

As figuras 43 e 44 mostram as expansdes da regido aromatica para a benzimidazola
70 e as bases de Troger 75 ¢ 76.

A figura 43 mostra um multipleto correspondente aos protons H4 e H7 em 7,25-7,15
ppm. Os mesmos acoplam com os protons H5 e H6 que aparecem como multipleto em
7,45-7,65 ppm. O proton H6 aparece como dubleto em 7,70 ppm apresentando apenas a
constante de acoplamento orfo pois o mesmo acopla somente com H5’(desconsiderando
sempre o acoplamento em para que nao ¢ visivel). Este ultimo, que aparece como dubleto

em 6,26 ppm, apresenta constante de acoplamento orto e meta e acopla com H6" e H3".
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Finalmente o H3" aparece como singleto em 6,18 ppm e apresenta constante de

acoplamento meta pois 0 mesmo acopla com H5".
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Figura 44: Expansao da regido aromatica das bases de Troger 75 (regioisomero B) e
76 (regioisomero A) (DMSO-ds, 300MHz).

O espectro da figura 44 mostra 0 mesmo padrao de sinais com ligeiras diferencas
nos deslocamentos quimicos e com as seguintes diferengas principais: tanto o singleto
correspondente a H3” como o dubleto correspondente a H5" estdo presentes no espectro.
Contudo, o dubleto correspondente a H5" apresenta somente constante de acoplamento orto
em lugar de orto e meta e ha o surgimento de um singleto em 7,67 ppm que corresponde ao
proton H6” sem constante de acoplamento orto. Isto estd indicando claramente que a base
de Troger ciclizou tanto pelo lado do H3” como pelo lado de H5” obtendo-se uma mistura

dos regioisdmeros A e B mostrados na figura 38.
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Importante observar que para todas as bases de Troger obtidas, o singleto da
hidroxila aparece em campo muito mais baixo (~12 ppm) do que o normal como também

foi observado para as anilinas de partida.

3.6 Calculos teoricos

A obtengdo preferencial do regioisomero B nas bases de Troger 73 e 74 pode ser
explicado observando-se as orientacdes de adig¢do eletrofilica sobre o composto 68 na
figura 21. Grupos doadores predominam sobre grupos retiradores (OH sobre heterociclo), e
orientacdo orfo predomina sobre orientacdo para o que favoreceria entdo o sistema AB
observado no 'H-RMN. Para confirmar isso foram feitos calculos a nivel semi-empirico
AM1 usando o programa SPARTAN®. Foram calculados os coeficientes de orbital HOMO
para os atomos de carbono orto a amina pois como foi visto, a ciclizagdo pode ocorrer em
um dos dois carbonos. A figura 45 mostra os resultados obtidos. Nela observa-se
claramente como um dos carbonos orfo a amina apresenta maior nucleofilicidade com
coeficiente de HOMO maior em uma ordem de grandeza em relagdo ao outro carbono orto
a amina. Resultados similares foram encontrados para as bases de Troger 74 (1.10™* versus
2,5.107) e 75 (1,4.10™ versus 3,6.107). Ap6s a primeira ciclizagdo, a base de Troger pode
ciclizar de duas formas diferentes. Uma fornecendo o regioisomero com sistema AB de
ambos os lados ou entdo outra fornecendo a base de Troger com um sistema AB de um lado
e AX do outro. O calculo feito com o intermediario avangado, mostrado na figura 46,
confirma o resultado obtido experimentalmente em que a base de Troger tem o sistema AB
por ambos os lados pois o carbono que da a base de Troger obtida é o que tem o maior

coeficiente de orbital HOMO.
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Figura 45: Coeficientes de orbital HOMO para os carbonos orfo a amina
intermediaria na reacdo da formacao da base de Troger.
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Figura 46: Coeficientes de orbital HOMO para os carbonos orfo a amina
intermediaria avancada na reacdo da formacio da base de Troger.

Resultados similares foram encontrados para as bases de Troger 74 (3,6.107 versus
4,9.10°) ¢ 75 (1,7.107 versus 2,5.10™).

A figura 47 mostra o modelo da base de Troger obtida onde pode se ver a cavidade
profunda da mesma. O angulo da concavidade calculado para a base de Troger 73 foi de
107°, um angulo relativamente grande em relacdo a outras bases de Troger relatadas na
literatura.

A reagdo de formagao da base de Troger 75 ndo se mostrou regiosseletiva como foi
observado anteriormente. O fato da benzimidazola apresentar tautomeria pode ter

contribuido a ausencia de regiosseletividade.
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Figura 47: Modelo otimizado por AM1 da base de Troger 73.

3.7 Analise dos dados espectroscopicos de absor¢ao no ultravioleta-visivel.

Quando radiag@o continua passa através de um material transparente, uma por¢ao da
radiagdo pode ser absorvida. Se isso ocorre, a radiagdo residual, quando atravessa um
prisma, fornece um espectro com bandas nela, chamado de espectro de absor¢ao. Como
resultado da absor¢do de energia, 4tomos ou moléculas passam de um estado de baixa
energia (estado fundamental) para um estado de energia mais elevado (estado excitado). A
radiagdo eletromagnética que ¢ absorvida possui energia exatamente igual a diferenca de
energia entre os estados fundamental e excitados. No caso da espectroscopia de ultravioleta
e visivel, ocorrem transi¢des entre niveis de energia eletronicos. Quando uma molécula
absorve energia, um elétron ¢ promovido de um orbital ocupado para um orbital
desocupado de maior energia potencial.

A tabela 1 mostra os valores dos maximos de absor¢do (Ams) € 0s solventes

utilizados para os compostos 68, 69, 73 ¢ 74.
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Tabela 1. Resultados obtidos através dos espectros de absor¢io no UV-vis.

Produto Amsx (NmM) Amsx (NM) Amiax (NM) Amsx (NmM)
diclorometano | acetonitrila metanol acetato de etila
68 351 353 352 356
69 331 333 335 335
73 349 - 363 347-360 344° 349-363
74 332-347 333-344 341° 335-346

. Em metanol o produto se mostrou extremamente insolivel fornecendo uma curva
muito larga onde ndo foi possivel determinar o primeiro ou o segundo maximo de
absorcao.

As concentracdes utilizadas variaram de 10° a 10° molar e as medidas foram
realizadas a temperatura ambiente (25°C).

As bases de Troger sintetizadas apresentaram deslocamentos batocromicos em
relacdo aos produtos de partida respectivos. Além disso, as curvas apresentaram dois
maximos de absorcao atribuiveis a dupla transferéncia protonica intramolecular que ocorre
nas bases de Troger.

Em heterociclos do tipo 1,3 azolicos, o par de elétrons dos dtomos de N, O, S
interage com os elétrons n do nitrogénio no grupo C=N (figura 48). Isto ocasiona um
substancial aumento na energia dos niveis nn*. Ao mesmo tempo, a configuragao planar
destes heterociclos baixa a energia dos niveis nn*, de modo que a transicao eletronica de

menor energia torna-se do tipo m—m*°*" |

Figura 48: Grupo cromdforo responsavel pela transicio eletronica de menor energia.

Em vista disso, a banda na regido de maior comprimento de onda no espectro de

UV-visivel destes heterociclos (Amsx na tabelal) corresponde a transferéncia de elétrons a
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partir do orbital do anel fendlico para o orbital livre antiligante do grupo C=N (figura 48)°".
Essa banda resulta de uma transi¢cao permitida T—m*.

O grupo amina na posi¢ao 4 na figura 48 ocasiona um deslocamento significativo
batocromico (em relacdo a benzazois ndo substituidos na posicdo 4") devido a sua
habilidade para entrar em conjugacdo com o grupo cromdforo. Quando a conjugacdo do
grupo amina ¢ diminuida pela introdu¢do de grupos retiradores de elétrons, como
observado por Campo® quando da sintese e estudo de 2-[5'-(N-vinileno)-2'-
hidroxifenil]benzazolas, ocorre um deslocamento hipsocrémico do comprimento de onda
do maximo de absor¢do em comparagdo aos compostos ndo substituidos no nitrogénio da
anilina benzazoélica. No caso das bases de Troger 73 e 74, as aminas possuem uma maior
habilidade para conjugar, pois passam a ser doadoras devido aos substituintes metilénicos.
Isso explicaria o deslocamento batocromico observado das bases de Troger 73 e 74 em

relacdo as aminobenzazolas de partida.

3.8 Analise dos dados espectroscopicos de emissao de fluorescéncia.

A transi¢do do estado excitado para o estado fundamental determina o espectro de
emissdo de uma molécula. Conseqiientemente, o espectro de emissdo caracteriza a energia
de transicdo do estado excitado de mais baixa energia para diferentes subniveis do estado
fundamental. Devido ao fato de que parte da energia absorvida ¢ liberada vibracionalmente,
o espectro de emissdo sempre ¢ deslocado para comprimentos de onda maiores em relagdo
ao espectro de absorg¢ao.

A transferéncia de um proton ou um atomo de hidrogénio de um grupo (-OH, -NH,)

(13

para outro (C=0, -N=) ja foi referida como

P 69
quimica™™”.

a reacdo mais geral e importante na

A transferéncia de um proton entre dois grupos de uma molécula aromatica causa
grandes rearranjos eletronicos e estruturais, que sdo associados com mudancas
significativas nos momentos de dipolo e geometria molecular, e grandes deslocamentos de

Stokes. Como conseqiiéncia disso, a dindmica de tais processos pode ser fortemente
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dependente da natureza do solvente, principalmente no que se refere a formacao de ligagdes
de hidrogénio.

Na maioria dos casos, depois do decaimento radiativo ou ndo-radiativo do
tautomero excitado, hd uma isomerizagdo reversa na superficie do estado fundamental de
tal forma que o processo inteiro € ciclico. Isto confere estabilidade fotoquimica as
moléculas.

A tabela 2 mostra os valores dos maximos de emissao (Amsx) € 0s solventes

utilizados para os compostos 68, 69, 73 ¢ 74.

Tabela 2. Comprimentos de onda dos maximos de emissio.

Amax €MISSA0 | Amax €MISSA0 | Amix €MiSSA0 Amix €Missao
Produto (nm) (nm) (nm) (nm)
diclorometano | acetonitrila metanol acetato de etila
68 499 397 405 387
69 466 377 378 376
73 501 493 501 500
74 467 463 463 476

Os valores de emissao dos produtos de partida mostraram grande variagao de acordo
com a polaridade do solvente o que ndo ocorre com as bases de Troger. A base de Troger
73 fluoresce na regido do verde (4em =501 nm) tanto em solug@o quanto no estado solido e a
base de Troger 74 fluoresce na regido do azul celeste (Aey =463 nm) nas mesmas condigdes.
A tabela 3 mostra os valores de deslocamento de Stokes para os produtos sintetizados onde
igualmente mostra, como na tabela 2, que os produtos de partida apresentam grande
varia¢do na magnitude do deslocamento de Stokes de acordo com a polaridade do solvente
0 que ndo ocorre com as bases de Troger. As mesmas apresentam valores relativamente
elevados de deslocamento de Stokes, o que sugere a ocorréncia da ESIPT nos compostos

estudados, como seria de fato esperado.
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Tabela 3. Valores de deslocamento de Stokes para os produtos sintetizados em
diferentes solventes.

Deslocamento de
Produto Stokes (nm)

diclorometano | acetonitrila metanol acetato de etila
68 148 43 53 31
69 134 45 42 40
73 138 134 157 137
74 120 119 122 130

A dependéncia da absor¢do, e especialmente do maximo de emissdo em relagdo a
polaridade do solvente (tabelas 1 e 2), indica que a molécula muda a sua polaridade quando
ela passa do estado fundamental para o estado excitado®. Quando as moléculas possuem
um maior momento de dipolo no estado excitado, os solventes polares facilitam a relaxacao
energética do estado excitado por meio de interagdes do tipo dipolo-dipolo. A molécula
decai para estados vibracionais de menor energia emitindo fluorescéncia em comprimentos
de onda maiores. Isto € claramente visto na tabela 2 quando se usa os solventes polares
metanol, acetonitrila e acetato de etila. Como era de se esperar, os produtos 68 e 69 ndo
apresentam fluorescéncia significativa nesses solventes o que sim acontece em
diclorometano, pois os solventes polares competem com o processo de transferéncia
intramolecular, causando um decréscimo da emissdo de fluorescéncia. Para as bases de
Troger sintetizadas 73 e 74 ndo foi observado tal diferenga de comportamento em relagdo a
polaridade do solvente. Isto esta indicando portanto que essas bases de Troger ndo mudam
a sua polaridade quando passam do estado fundamental para o estado excitado. Tem sido
demonstrado na literatura que célculos ab initio dos momentos de dipolo apresentam boa
concordancia com os dados experimentais’’. O célculo dos momentos de dipolo ajudaria a
confirmar o observado experimentalmente, mas dado o elevado nimero de atomos que as

bases de Troger apresentam, tal calculo teria um grande custo computacional.
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O grande niimero de estudos em ESIPT e os recentes avangos em espectroscopia de
picosegundo, levaram a uma visdo mais clara do efeito do solvente nestes processos, mas a
complexidade do campo ainda impede uma visdo unificada da ESIPT. Virtualmente toda
molécula engloba uma vasta variedade de possibilidades para a desativagdo do estado
eletronico inicialmente populado, e para muitos casos, as velocidades de todos os canais de

desativagdo e as energias dos estados e espécies envolvidas nao sdo ainda conhecidos.

3.9 Cromatografia quiral

Muitas moléculas bioldgicas importantes existem como pares de
enantidmeros (isomeros 6ticos) — duas formas de uma substancia que tém comportamento
quimico e fisico idénticos, mas que tém propriedades diferentes em um meio assimétrico.
Um dos enantidmeros do par pode ser biologicamente inativo ou pode ser perigoso para a
saude. O exemplo mais tragico disso, até hoje, talvez tenha sido o problema causado pela
talidomida, onde um dos isomeros era um sedativo e o outro um teratégeno. O remédio
causou deformacgdes graves nos fetos de mulheres gravidas que o tomaram para aliviar o
enjoo matinal. Por este e outros motivos, tornou-se cada vez mais importante fazer a analise
quiral (separacdo e quantificagdo dos dois isomeros) dos compostos usados na medicina e
na agricultura. As primeiras fases estaciondrias capazes de fazer separagdes quirais foram
produzidas no come¢o dos anos 1980 por Pirkle et al”> e sio conhecidas como
empacotamentode Pirkle. Estas fases sdo cadeias orgénicas assimétricas curtas ligadas a
superficie da silica usada no empacotamento, por um processo semelhante ao usado prara
fabricar fases ligadas. Embora sejam efetivas para separar os isomeros Oticos de muitos
compostos organicos, elas se comportam como materiais de fase normal quando se usa
THF-hexano ou 4élcool isopropilico-hexano como solvente de eluicdo. Por isso, estas
colunas ndo sdo muito eficientes para separar materiais hidrofilicos.

Outros empacotamentos, baseados em outros materiais oticamente ativos,
notavelmente as ciclodextrinas, podem ser usados em separagdes em fase normal ou
reversa. O grupo mais importante de fases estaciondrias quirais, entretanto, ¢ baseado em
moléculas naturais como proteinas, inerentemente assimétricas. Talvez a mais utilizada seja
a albumina de serum humano imobilizada (HSA), que pode ser ligada a silica e usada como

fase reversa para separar substincias soliveis em agua, usando a afinidade de um dos
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enantidmeros com a fase estacionaria’. Trata-se, portanto, de uma forma elaborada de
cromatografia por afinidade onde materiais oticamente ativos podem ser separados.

Como todas as proteinas, HSA ¢ sensivel a temperatura, for¢a i0nica, modificadores
organicos e, particularmente, pH, o que faz com que estas colunas quirais, muito caras,
devam ser manuseadas e usadas com cuidado. Embora sejam estaveis entre pH 6 e 8, as
separacdes sdo normalmente feitas com uma concentracao baixa de tampao fosfato (0,05M)
em pH 7 com 1-propanol ou acetonitrila em concentracdo até 10-15% como modificador
organico. Estas colunas estdo sendo muito usadas na separagao quiral de materiais neutros e
acidos, particularmente drogas. Alguns fabricantes fornecem colunas especialmente
desenhadas para aplicagdes especificas. Além das aplica¢des analiticas, pode-se determinar,
também, as caracteristicas da ligagdo das drogas com HSA. A medida direta da afinidade
pode ser relacionada ao comportamento farmacocinético e farmacoldgico de novos
compostos mais rapidamente do que as informagdes obtidas com técnicas tradicionais como
a dialise ou a centrifugacao.

Tendo em vista que as bases de Troger foram obtidas na sua forma racémica e dada
a importancia de se trabalhar com os enantidmeros separados, como por exemplo no
reconhecimento enantiosseletivo do DNA, optou-se pela resolugdo quiral das mesmas.
Amostras das bases de Troger 73 e 74 foram enviadas para a professora Quézia Bezerra
Cass da Universidade de Sdo Carlos quem gentilmente se dispds a realizar a separacio
enantiomérica.

Resultados preliminares mostram o sucesso na resolu¢do da base de Troger 73
(figura 49). A coluna utilizada continha tris (3,5-dimetilfenilcarbamato) de celulose e a fase
moével empregada foi de hexano/etanol (80:20 v/v) + 0,2% AcOH + 0,01% Et;N com fluxo

de 0,5 mL/min. A detec¢ao foi feita mediante espectroscopia de UV-vis em A=350 nm.

50




Resultados e discussao

mV

40

304

204

10

16 32 48
min

Figura 49: Cromatograma da base de Troger 73.
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4.0 Parte experimental

A parte experimental desta dissertagdo foi desenvolvida no laboratorio K-204 do
Instituto de Quimica da UFRGS sob orientacao do Prof. Dr. Valter Stefani.

O acompanhamento das reagdes, em suas diversas etapas, foi feito por
cromatografia em camada delgada sobre silica-gel (Aldrich). A purifica¢dao dos produtos foi
feita por cromatografia em coluna, empregando silica-gel como adsorvente e/ou por
cristalizacao/recristalizagdo em solventes adequados, indicados caso a caso.

As andlises de RMN foram realizadas em aparelhos VARIAN VXR200 de 200
MHz e/ou VARIAN YH300 de 300 MHz. Os espectros de hidrogénio foram obtidos a 200
e/ou 300 MHz e os de "C-RMN em 50 MHz, em tubos de 5 mm de didmetro interno,
utilizando-se CDCl3 ou DMSO-d¢ como solvente. Todos os espectros de hidrogénio foram
obtidos a temperatura ambiente (25°C).

As andlises de infravermelho foram realizadas em um espectrometro de Mattson
Galaxy Series FT-IR3000 modelo 3020 utilizando-se pastilhas de KBr ou em nujol. As
analises de ultravioleta foram feitas utilizando um equipamento Shimadzu UV-160A em
diclorometano, acetonitrila, metanol, acetato de etila e hexano como solvente. Os pontos de
fusdo foram medidos em um aparelho Thermolyne e ndo estao corrigidos.

Os espectros de emissdo foram realizados num espectrofotdmetro Hitachi modelo F-
4500 nos solventes indicados em cada caso e as analises elementares na Central Analitica
do Instituto de Quimica da UFRGS.

A separagdo enantiomérica foi realizada no Departamento de Quimica da

Universidade Federal de Sao Carlos.
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Reagentes e solventes utilizados

e o-Aminofenol: Riedel-deHaén, 99%

e o-Aminotiofeno: Aldrich, 99%

e 1,2-Fenilenodiamina: Merck, 99%

e Acido 4-aminosalicilico: Aldrich, 99%
e Acido 5-aminosalicilico: Aldrich, 99%
e Pentoxido de fosforo: Merck, p.a.

e Acido fosforico: Merck, p.a.

e Hexametilenotetramina: Vetec

e Silica-gel: Merck 70-230 mesh

e (Cloroférmio deuterado: Aldrich, 99,8%
e Dimetilsulféxido deuterado: Merck, 99%
¢ Diclorometano: Merck, p.a.

e Hexano: Merck, p.a.

e Metanol: Merck, p.a.

e Acetonitrila: Nuclear

e Acetato de etila: Nuclear

e Acido cloridrico: Merck, p.a.

e Acido trifluoroacético: Nuclear

e Hidroxido de amonio: Grupo Quimica

e Formaldeido
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4.1 Sintese do 2-(4"-amino-2 -hidroxifenil)benzotiazol. (68)*

Uma mistura de 4,0 g de acido 4-aminosalicilico (64) (26,12 mmol) e 3,25 g de o-
aminotiofenol (65) (d= 1,170) (26,12 mmol) em 40 ml de 4cido polifosférico foi aquecida
sob agitacdo a 170 °C durante 5 horas. Apos isso foi vertido em gelo e o precipitado
formado filtrado. O produto foi neutralizado com uma solugdo de carbonato de sddio 10%
(p/V), filtrado novamente e seco. O mesmo foi purificado por cromatografia em coluna
usando diclorometano como eluente. O rendimento obtido foi de 70%.

Ponto de fusao: 211-213°C

Ci3HoN>OS (242,29 g/mol) Calculado: C(64,44%), H(4,16%), N(11,56%)

Encontrado: C(64,51%), H(4,10%), N(11,46%)

IR (cm™, KBr): 3472 (vis NHy), 3376 (vs NH,), 3041 (Varom C-H), 1629 € 1475 (Varom C=C).
'"H NMR (200 MHz, DMSO-ds): 6(ppm) = 11,80 (s largo, 1H, OH); 8,04 (d, 1H, H; ou Ha,
Ineta = 1 HZ € Joro = 8,4 Hz); 7,90 (d, 1H, H7 ou Hy, Jera = 1 Hz € Joo = 7,6 Hz); 7,64 (d,
1H, H¢', Joro = 8,4 Hz); 7,48 (t, 1H, Hs ou He, Jipera = 1 Hz € J,o = 7,6 Hz); 7,34 (t, 1H, Hs
ou He, Jyerw = 1 Hz € Jp0 = 7,6 Hz); 6,28 (d, 1 H, Hs', Jipera = 2,2 Hz € J,14o = 8,4 Hz); 6,18
(s, 1H, Hs', Jiera = 2,2 Hz); 5,96 (s largo, 2H, NH,)

BC RMN (50 MHz, CDCls): & (ppm) = 102 (Cs), 107 (C3'), 108 (C1-), 121 (C4 ou C), 122
(C4 0ou C7), 125 (Cs ou Cg), 126 (Cs ou Cg), 130 (Ce ou Cy), 132 (C¢ ou Cy), 151 (Co ou
Cy), 152 (Cy ou Cy), 160 (Cy), 170 (Cy).
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4.2 Sintese do 2-(4 -amino-2 "-hidroxifenil)benzoxazol. (69)*

4

3

5 9 N
A\

6 0
1

7

Uma mistura de 4,0 g de 4acido 4-aminosalicilico (64) (26,12 mmol) e 2,8 g de o-
aminofenol (66) (26,12 mmol) em 40 ml de acido polifosforico foi aquecida sob agitagdo a
170 °C durante 5 horas. Apds isso foi vertido em gelo e o precipitado formado filtrado. O
produto foi neutralizado com uma solugdo de carbonato de sddio 10% (p/V), filtrado
novamente e seco. O mesmo foi purificado por cromatografia em coluna usando
diclorometano como eluente. O rendimento obtido foi de 68%.

Ponto de fusao: 227-228°C

C13H10N20, (226,23 g/mol) Calculado: C(64,02%), H(4,46%), N(12,38%), O(14,14%)
Encontrado: C(68,94%), H(4,32%), N(12,40%), O(14,34%)

IR (cm™, KBr): 3493 (v,s NH,), 3386 (vs NH,), 3057 (Varom C-H), 1549 € 1580 (Varom C=C).
'"H NMR (200 MHz, CDCl;): 8(ppm) = 11,47 (s, 1H, OH); 7,73 (d, 1H, Hg', Joro = 8,4
Hz); 7,62-7,52 (m, 1H, H;7 ou Hy); 7,50-7,42 (m, 1H, H; ou Hy); 7,18-7,32 (m, 2H, Hs e Hp);
6,28 (d, 1H, Hs', Jypera = 2,2 Hz € Joro = 8,4 Hz); 6,24 (s, 1 H, H3", Jyera = 2,2 Hz); 4,00 (s
largo, 2H, NHy)

BC RMN (50 MHz, CDCl3): & = 98 (Cs ou C3'), 99 (Cs ouCs), 107 (Cy>), 110 (C4 ou C7),
117 (C4 ou C7), 124 (Cs ou Cs), 125 (Cs ou Cg), 128 (Ce), 140 (Cy'), 148 (Cy), 155 (Cy),
160 (Cy), 164 (Cy).
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4.3 Sintese do 2-(4"-amino-2 "-hidroxifenil)benzimidazol. (70)*

Uma mistura de 4,0 g de 4cido 4-aminosalicilico (64) (26,12 mmol) e 3,24 g de 1,2-
fenilenodiamina (67) (26,12 mmol) em 40 ml de 4cido polifosférico foi aquecida sob
agitagdo a 170 °C durante 5 horas. Apds isso foi vertido em gelo e o precipitado formado
filtrado. O produto foi neutralizado com uma solugdo de carbonato de sédio 10% (p/V),
filtrado novamente e seco. Nao foram necessarias purificagdes extras pois o produto estava
puro. O rendimento obtido foi de 66%.

Ponto de fusio: 245-247°C (decompde)

Ci3H11N30 (225,25 g/mol) Calculado: C(69,32%), H(4,92%), N(18,66%), O(7,10%)
Encontrado: C(69,27%), H(5,22%), N(17,92%), O(7,16%)

IR (cm™, KBr): 3477 (va NH,), 3386 (vs NHy), 3217 (vNH), 3041 (Varom C-H), 1641 (Varom
C=C).

'"H NMR (200 MHz, DMSO-d;): 6(ppm) = 13,05 (s largo, 1H, OH); 12,75 (s largo, 1H,
NH), 7,70 (d, 1H, He', Joro = 8,4 Hz); 7,45-7,65 (m, 2H, Hs e He); 7,25-7,15 (m, 2H, Hs e
H7); 6,26 (d, 1H, Hs', Jyera = 2,2 Hz € Jo0 = 8,6 Hz); 6,18 (s, 1 H, H3', Jpera = 2,2 Hz); 5,68
(s largo, 2H, NH,)

BC RMN (50 MHz, DMSO-d;): & (ppm) = 100 (C;- ou C3), 101 (Cy ou Cs), 107 (Cs)),
111 (C4 ou Cy), 117 (C4 ou C5), 122 (Cs ou Cs), 127 (Cs ou Ce), 133 (C¢), 141 (Cy), 153
(Co ou Cg), 153 (Cq ou Cg), 153 (Cy), 160 (Cy).
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4.4 Sintese do 2-(5"-amino-2-hidroxifenil)benzotiazol. 72)*

Uma mistura de 4,0 g de acido S-aminosalicilico (71) (26,12 mmol) e 3,25 g de o-
aminotiofenol (65) (d= 1,170) (26,12 mmol) em 40 ml de &cido polifosforico foi aquecida
sob agitacdo a 170 °C durante 5 horas. Apos isso foi vertido em gelo e o precipitado
formado filtrado. O produto foi neutralizado com uma solugdo de carbonato de sddio 10%
(p/V), filtrado novamente e seco. O mesmo foi purificado por cromatografia em coluna
usando diclorometano como eluente. O rendimento obtido foi de 60%.

Ponto de fusiao: 193-194°C

"H NMR (200 MHz, CDCl3): 3(ppm) = 11,90 (s, 1H, OH); 7,92 (d, 1H, H7 ou Hy, Jypers = 1
Hz e J,. = 8,4 Hz); 7,84 (d, 1H, H7 ou Ha, Jipera = 1 Hz € Joo = 7,6 Hz); 7,44 (t, 1H, Hs ou
He, Jnerw = 1 Hz € J,oo = 7,6 Hz); 7,33 (t, 1H, Hs ou He, Jyero = 1 Hz € J,0o = 7,6 Hz); 6,96
(s, 1H, He', Jiera = 2,2 Hz,); 6,92 (d, 1 H, Hs, J,o = 8,4 Hz); 6,74 (d, 1H, Hy', Jyera = 2,2
Hz e J,1 = 8,4 Hz); 3,50 (s largo, 2H, NH)
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Parte experimental

4.5 Sintese do 2,8-bis-benzotiazol-2-yl-6H,12H-5,11-metanodibenzo[b,f][1,5]diazocina-
1,7-diol. (73)

Uma mistura de 1,15 g de 2-(4"-amino-2"-hidroxifenil)benzotiazol (68) (4,76 mmol) e 668
mg de hexametilenotetramina (4,76 mmol) em 10 ml de acido trifluoroacético foi agitada a
temperatura ambiente por 1 hora em atmosfera inerte de nitrogénio. Apos isso foi vertido
em gelo e o produto foi alcalinizado com hidroxido de amodnio até ficar ligeiramente
alcalino (pH 8), filtrado e seco. O rendimento bruto foi de 71%. O mesmo foi purificado
por cromatografia em coluna usando um gradiente de hexano e diclorometano (1:1 até
100% de diclorometano) como eluente sendo que o produto ¢ eluido com diclorometano a
100%. Obteve-se um p6 amarelo-esverdeado e o rendimento do produto puro obtido foi de
22%.

Ponto de fusiao: >320°C (decomposi¢ao)

IR (cm™, KBr): 3041 (Varom C-H), 1629 € 1475 (Varom C=C), 2920 (v,s CH,), 2855 (v CHy).

"H NMR (300 MHz, CDCls): 3(ppm) = 12,86 (s largo, 2H, OH); 7,90 (dd, 2H, H; ou Hy,
Imeta = 1 Hz € Joo = 8,3 Hz); 7,85 (dd, 2H, H7 ou Hy, Jyero = 1 Hz € J,000 = 7,3 Hz); 7,52 (d,
2H, He', Jomo = 8,8 Hz); 7,47 (t, 2H, Hs ou He, Jyers = 1 Hz € J,o = 7,3 Hz); 7,36 (t, 2H, Hs
ou He, Jinera = 1 Hz € J,o0 = 7,3 Hz); 6,28 (d, 2H, Hs', Jo = 8,3 Hz); 4,66 (d, 2H, H¢ € Hi»
exos J = 17,1 Hz); 4,49 (d, 2H, He € Hi2 endo, J = 17,1 Hz); 4,34 (s, 2H, Hy3).

3C RMN (50 MHz, CDCl; + CF;COOH): & (ppm) = 54 (C13), 67 (Co e C12), 113, 115,
116, 122, 122, 126, 127, 129, 132, 143, 151, 156, 168.
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Parte experimental

4.6 Sintese do 2,8-bis-benzoxazol-2-yl-6H,12H-5,11-metanodibenzo[b,f][1,5]diazocina-
1,7-diol. (74)

Uma mistura de 1,30 g de 2-(4"-amino-2"-hidroxifenil)benzoxazol (69) (5,78 mmol) e 811
mg de hexametilenotetramina (5,78 mmol) em 10 ml de 4&cido trifluoroacético foi agitada a
temperatura ambiente por 1 hora em atmosfera inerte de nitrogénio. Apos isso foi vertido
em gelo e o produto foi alcalinizado com hidroxido de amonio até ficar ligeiramente
alcalino (pH 8), filtrado e seco. O rendimento bruto foi de 64%. O mesmo foi purificado
por cromatografia em coluna usando um gradiente de hexano e diclorometano (1:1 até
100% de diclorometano) como eluente sendo que o produto comeca a sair com
diclorometano a 100%. Obteve-se um pod branco e o rendimento do produto puro obtido foi
de 18%.

Ponto de fusido: >320°C (decomposi¢ao)

IR (cm™, KBr): 3057 (Varom C-H), 1549 € 1580 (Varom C=C), 2921 (v,s CHy), 2852 (v CHy).
"H NMR (300 MHz, CDCL): O(ppm) = 11,72 (s largo, 2H, OH); 7,86 (d, 2H, He', Joro =
8,8 Hz); 7,68-7,64 (m, 2H, H; ou Hy); 7,59-7,54 (m, 2H, H; ou Hy); 7,36-7,32 (m, 4H, Hs ¢
He); 6,89 (d, 2H, Hs', Jo = 8,8 Hz); 4,67 (d, 2H, He € Hi2 exo, / = 17,1 Hz); 4,51 (d, 2H, Hg
e Hiz endo, /= 17,1 Hz); 4,35 (s, 2H, Hy3).

BC RMN (50 MHz, CDCl; + CF;COOH): & (ppm) = 54 (C13), 67 (Cs e C12), 110, 111,
113, 115, 118, 119, 125, 126, 127, 139, 143, 149, 156.
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Parte experimental

4.7 Sintese do 2,8-bis-benzimidazol-2-yl-6H,12H-5,11-
metanodibenzo|b,f][1,5]diazocina-1,7-diol. (75) e do 2,8-bis-benzimidazol-2-yl-
6H,12H-5,11-metanodibenzo|b,f][1,5]diazocina-3,9-diol. (76)

6

A

Uma mistura de 1,52 g de 2-(4"-amino-2 -hidroxifenil)benzimidazol (70) (6,74 mmol) e
945 mg de hexametilenotetramina (6,74 mmol) em 10 ml de acido trifluoroacético foi
agitada a temperatura ambiente por 1 hora em atmosfera inerte de nitrogénio. Apds isso foi
vertido em gelo e o produto foi alcalinizado com hidréxido de aménio até ficar
ligeiramente alcalino (pH 8), filtrado e seco. O rendimento bruto foi de 69%. O mesmo foi
purificado por cromatografia em coluna usando acetato de etila como eluente. Obteve-se
um po branco e o rendimento do produto puro obtido da mistura dos dois regioisomeros foi
de 20%.

IR (cm™, KBr): 3055 (Varom C-H), 1452 € 1635 (Varom C=C), 2920 (v,s CH,), 2852 (v CHy).

"H NMR (300 MHz, DMSO-d;): 5(ppm) = 13,08 (s largo, 2H, OH); 7,85 (d, 2H, Hg", Joro
= 8,3 Hz); 7,67 (s, 2H, Hg¢', Joro = 8,8 Hz); 7,65-7,58 (m, 2H, Hs ¢ Hg); 7,28-7,21 (m, 2H,
H7 ou Hy); 6,89 (d, 2H, Hs, Jo1 = 8,3 Hz); 6,83 (s, 2H, Hj); 4,74 (d, 2H, He € Hi2 exo, J =
17,1 Hz e 16,6 Hz); 4,56 (d, 2H, Hg € H2 endo, /= 17,1 Hz € 16,6 Hz); 4,31 (s, 2H, H;3).

C RMN (50 MHz, DMSO-dy): & (ppm) = 55 (C13), 57 (C13), 66 (Cs € C12), 107, 109, 109,
112, 115, 116, 119, 119, 122, 124, 125, 151, 152, 152, 152, 156, 157.
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Conclusoes

5.0 Conclusoes

Neste trabalho foram sintetizadas quatro novas bases de Troger, na sua forma
racémica, derivadas de 2’-hidroxifenilbenzazolas.

Os produtos obtidos possuem estruturas que sofrem a reagdo de transferéncia
protonica intramolecular no estado eletronico excitado (ESIPT). Este comportamento ¢
observado pelo grande valor de deslocamento de Stokes. Esse grande deslocamento
corresponde a estruturas tipicas de heterociclos benzazoélicos que sofrem a ESIPT. Os
produtos apresentaram fluorescéncia tanto no estado so6lido como em solugdo. Os produtos
de partida 68 e 69 mostraram grande dependéncia da emissao com a polaridade do solvente
0 que ndo aconteceu com as bases de Troger sintetizadas. Isso indica que o momento de
dipolo das bases de Troger nao mudam apos excitacao.

Os espectros de 'H-RMN e IR mostram a presenga de ligagdes de hidrogénio
intramolecular entre o hidrogénio fenolico e o nitrogénio azdlico em todos os compostos
sintetizados desde que o solvente utilizado na ressonancia seja diclorometano.

As bases de Troger 73 ¢ 74 isoladas correspondem a um mesmo regioisomero
enquanto que a bases de Troger 75 e 76 corresponderam a dois regioisomeros.

Através de espectroscopia de RMN (NOESY) foi possivel se identificar os protons
exo e endo da ponte dibenzodiazocinica sendo que o dubleto que aparece em freqiiéncia
mais alta corresponde aos prétons exo.

O método sintético que envolve o uso de hexametilenotetramina e ATF se mostrou
muito mais eficaz que o classico que utiliza formaldeido e HCI. Os rendimentos dos
produtos foram baixos, mas dentro do esperado € os mesmos se mostraram pouco soluveis
em solventes usuais.

Finalmente foi possivel se resolver enantioméricamente por meio analitico uma das

bases de Troger (73).
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6.0 Perspectivas

A partir da nova classe de bases de Troger sintetizadas neste trabalho, surgiram

varios caminhos para dar continuidade a esta pesquisa.

Resolucdo quiral: A separagdo dos enantiomeros abre a possibilidade de usar estes
produtos para inducdo quiral de diversas reagdes que requerem controle estereosseletivo.
Interacées com DNA: Dadas as propriedades intercalantes das benzazolas e as diferentes
possibilidades que as bases de Troger possuem de interagdo com o DNA como foi
mostrado na introdugao, os produtos sintetizados apresentam grande potencial de virem a se
tornar sondas bioldgicas moleculares devido a sua elevada fluorescéncia.

Catalise: O uso de complexos de metais de transicdo contendo bases de Troger tem
mostrado propriedades cataliticas em diferentes reagdes.

Calculos tedricos: O calculo dos momentos de dipolo nos estados fundamental e excitado
por ab initio comprovaria os resultados experimentais que mostram que o momento de
dipolo das bases de Troger ndo mudam apos excitagao.

Possivel inibi¢dio da transcriptase reversa HIV-1: Schifer et al’' desenharam, a partir do
estudo de diversas moléculas, um modelo que ¢ mostrado abaixo, onde mostra os requisitos
que as moléculas devem possuir para apresentar tal atividade. No modelo observa-se uma

grande similitude com as bases de Troger.
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7.0 Apéndice

Espectros de IV, 1H-RMN, ”C-RMN, UV-vis e emissao
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Espectros no IV
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Espectros de '"H-RMN
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Espectros de *C-RMN
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Espectros de UV-vis e emissao
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Espectro 22: Espectro de UV-vis do composto 69 em diversos solventes.
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Espectro 23: Espectro de UV-vis do composto 68 em diversos solventes.
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Espectro 24: Espectro de UV-vis do composto 74 em diversos solventes.
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Espectro 25: Espectro de UV-vis do composto 73 em diversos solventes.
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Espectro 26: Espectro de UV-vis dos compostos 68 e 73 em diclorometano.

Absorbancia Normalizada

Espectro 27: Espectro de UV-vis dos compostos 69 e 74 em diclorometano.
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Espectro 28: Espectro de emissao do composto 69 em diversos solventes.
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Espectro 29: Espectro de emissao do composto 68 em diversos solventes.
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Espectro 31: Espectro de emissido do composto 73 em diversos solventes para Aey =
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