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RESUMO

A urease ¢ uma enzima ureolitica presente na microbiota de solos, em plantas e em micro-
organismos e, em alguns casos, ¢ considerada fator de viruléncia. Essa enzima participa do
ciclo global do nitrogénio, consequentemente, contribui para o aumento da emissao de CO>
e NH3 no meio ambiente. Nos cultivos agricolas, a ureia ¢ o principal fertilizante nitrogenado,
e a presenga da urease diminui o aproveitamento de nitrogé€nio por volatiliza¢ao. Portanto, a
inibicdo da enzima urease ¢ uma estratégia de interesse medicinal e tecnologico.
Considerando-se a importancia da enzima urease € o interesse na inibig¢ao dela, este trabalho
teve como objetivo sintetizar adutos de Biginelli com o auxilio de catalisadores e avaliar a
inibicdo e a interagdo molecular entre esses adutos e a enzima urease de Canavalia
enziformis. Para a obten¢do dos adutos de Biginelli foram avaliados o uso do fosfato de
niébio (NbOPOs) e do cloridrato de 1-butilimidazolio-3-(n-butilsulfonico) ([ BIMBS][CI])
como catalisadores. Verificou-se que NbOPO4 apresentou estabilidade nas temperaturas de
calcinagdes avaliadas (400, 500 e 700 °C), estrutura amorfa, sitios acidos de Bronsted ¢ a
concentragio de 0,01 mol de sitios 4cidos g!. Apos caracterizagio do NbOPOQy, a sintese do
[BIMBS][CI] foi descrita em 3 etapas com 68% de rendimento global. As substincias
NbOPO+ ¢ [BIMBS][CI] apresentaram atividade catalitica para a reacdo de Biginelli,
contudo a segunda apresentou melhor resultado na condi¢ao otimizada (71% de rendimento).
Em seguida, usando o [BIMBS]|[CI], foram sintetizados 26 adutos de Biginelli, contendo
substituintes doadores ou retiradores de densidade eletronica no anel aromatico, com
rendimentos entre 4 - 92%. Em seguida foi avaliada a inibi¢ao da enzima urease por 16 adutos
de Biginelli via método colorimétrico (modelo do indofenol). Os adutos de Biginelli inibiram
a enzima urease na faixa de 10 - 47% sendo que trés substancias, derivadas da tioureia com
os substituintes 4-NO, 2,3-OCH»0, 4-Br no anel aromatico (AB7-S, AB9-S, AB11-S,
respectivamente), apresentaram inibicdo de mesma significincia estatistica que o controle
hidroxiureia. Os quatro compostos mais ativos e o derivado da tioureia com benzaldeido
tiveram as constantes de ligacdo (Kp) determinadas por fluorescéncia. Os compostos
derivados da tioureia com substituintes 4-NO; e 3-MeO (AB5-S e AB7-S, respectivamente)
foram os que apresentaram maiores K, e foram avaliados quanto aos mecanismos de
interagdo e de inibi¢do com a enzima urease. Os complexos urease/adutos de Biginelli (AB5-
S ou AB7-S) foram considerados termodinamicamente favoraveis, inibidores competitivos e
capazes de realizar interagcdes ndo exclusivas do tipo interagdes hidrofobicas ou interagdes
de hidrogénio e van der Walls, respectivamente. Os resultados deste trabalho mostram que a
presenca de substituintes nos adutos de Biginelli modula a atividade de inibi¢do da urease e
interfere no tipo de interagdo predominante no complexo enzima/inibidor.

Palavras chaves: inibidores de urease, adutos de Biginelli, catélise, fosfato de niobio, liquido
16nico.



ABSTRACT

Urease is an ureolytic enzyme present in the soil microbiota, plants and microorganisms and,
in some cases, is considered a virulence factor. This enzyme partakes of the global nitrogen
cycle and consequently contributes for the increase of CO2 and NH3 emission to environment.
In crops, the urea is the main nitrogen fertilizer and the presence of urease decreases the
nitrogen exploitation from volatilization. Therefore, urease inhibition is a strategy of
medicinal and technological interest and this work aimed to synthesize Biginelli adducts with
catalysts assistance and to evaluate the inhibition and molecular interaction between these
adducts and urease from Canavalia enziformis. Looking to obtain Biginelli adducts were
evaluated the use of niobium phosphate (NbOPQ4) and 1-butyl-3-(4-sulfobutyl)-1H-
imidazol-3-ium [BIMBS][CI] as catalysts. NbOPQ4 was stable at the evaluated calcination
temperatures (400, 500 and 700 °C), presents amorphous structure, Brensted acid sites and
the concentration of total acids of 0.01 mol of acid sites g'. After characterization of
NbOPOQOu4, the synthesis and characterization of [ BIMBS][CI] were described in 3 steps with
68% global yield. The compounds NbOPQO4 and [BIMBS][CI] showed catalytic activity in
Biginelli reaction, however [BIMBS][CI] presented better results in the optimized condition
(71% yield). Then, using [BIMBS][CI], 26 Biginelli's adducts it were synthetized with
substituents containing electron donor or withdrawing groups on the aromatic ring with 4-
92% yields. Then the urease inhibition was evaluated using 16 adducts of Biginelli via
colorimetric method (indophenol model). Biginelli adducts inhibited the enzyme urease in
the range of 10-47% and 3 thiourea derivatives with substituents 4-NO», 2,3-OCH>0, 4-Br
(AB7-S, AB9-S and ABI11-S, respectively) showed inhibition of the same statistical
significance as the hydroxyurea control. The 4 most active compounds and the thiourea and
benzaldehyde derivative (ABS12-S) had the binding constants (Kp) determined by
fluorescence. The thiourea derivatives with substituents 4-NO> and 3-MeO (ABS-S and AB7-
S, respectively) were the ones with the highest K, and the interaction and inhibition
mechanisms with urease enzyme were evaluated. The urease/Biginelli adducts complexes
(ABS-S or AB7-S) were thermodynamically stable, competitive inhibitors and capable of
performing non-unique interactions such as hydrophobic interactions or hydrogen and van
der Walls interactions, respectively. The result of this work ahows that the presence of
substituents in the Biginelli adducts modulates urease inhibition and interferes with the
predominant interaction type at the enzyme/inhibitor complex.

Keywords: urease inhibitors, Biginelli adducts, catalysis, niobium phosphate, ionic liquid.
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CAPITULO I - Urease: a necessidade de novos inibidores

1.1 — Introducao geral

A urease é uma enzima capaz de hidrolisar a ureia 10'* vezes mais rapidamente do que a
reacdo nado catalisada, fornecendo como produtos amoénio e carbamato (Figura 1)
(CALLAHAN; YUAN; WOLFENDEN, 2005). Essa enzima contribui com o ciclo global do
nitrogénio devido a degradacgdo do carbamato gerar espontaneamente CO> e NH3. Isso acaba
fornecendo condicdes, por exemplo, para a chuva 4cida, aumento da temperatura média do
planeta, entre outros problemas ambientais. (CALLAHAN; YUAN; WOLFENDEN, 2005;
KRAJEWSKA, 2009; MODOLO et al., 2015).

Figura 1: Enzima urease de Canavalia enziformis (jack bean).

Fonte: PDB3LA4.

O primeiro microrganismo ureolitico, denominado Micrococcus ureae, foi isolado da urina,
em 1864, por van Tieghem (KRAJEWSKA, 2009). Dez anos mais tarde, o pesquisador
Musculos isolou a primeira enzima ureolitica que, apenas em 1890, foi denominada urease
(KRAJEWSKA, 2009). James B. Sumner, em 1926, obteve o cristal de urease a partir da
planta jack bean, sendo esse, o primeiro relato de obtencao de cristal enzimatico (SUMNER,

1926).



O sitio ativo da urease foi determinado a partir de estudos de espectroscopia de absorcao e
de raios-X nas regides de estrutura fina pela absor¢do de raios-X estendidos (EXAFS) e
estrutura na proximidade da borda (XANES) (HASNAIN; PIGGOTT, 1983). Esses estudos
sugerem a presenca de dois atomos Ni(Il) coordenados a trés atomos de nitrogénio da
histidina e trés atomos de oxigénio (MAZZEI, L.; MUSIANI; CIURLI, 2017). Na analise
por espectroscopia UV-Vis de absorbancia da enzima urease, Dixon e colaboradores (1975)
concluiram que os atomos de niquel sdo essenciais a urease e para a atividade catalitica da

mesma (DIXON et al., 1975).

Diferentes subunidades proteicas sao observadas em diferentes fontes de urease, mas a
estrutura do sitio ativo nas proximidades dos atomos de Ni(Il) sdo similares e capazes de
induzir o mesmo mecanismo na atividade catalitica. Portanto, estudos de inibicao eficientes
para uma fonte de urease também devem ser efetivos para outras (KAFARSKI; TALMA,
2018; KAPPAUN et al., 2018).

As ureases desempenham varias fungdes importantes: podem atuar na protecdo de plantas
contra predadores, no metabolismo de plantas, fungos e bactérias que utilizam o nitrogénio
da ureia como fonte de nutrientes, na microbiota oral e protecdo de dentes contra caries e
diversas patologias humanas, a citar gastrites, Ulceras gastricas, célculos renais e etc

(KAPPAUN et al., 2018).

A seguir apresentam-se alguns exemplos pontuais sobre as fungdes da urease. As evidéncias
de que a urease protege os dentes contra as caries se fortaleceram, em 2015. Os estudos de
Morou-Bermudez e colaboradores mostraram que as bactérias Haemophilus parainfluenzae
da familia Pasteurellaceae, capazes de produzir urease, ndo apresentaram relagdo com a
formagdo de caries e, o contrario foi observado para as bactérias como a Leptotrichia que
ndo eram capazes de produzir essa enzima (MOROU-BERMUDEZ et al., 2015). Essas
descobertas corroboram outros estudos confirmando que urease produzida pela microbiota
oral € capaz de aumentar a alcalinidade da boca inibindo a formacdo de caries e placas

(KAPPAUN et al., 2018; LIU; NASCIMENTO; BURNE, 2012).

Outra urease interessante ¢ a de Proteus mirabilis, que foi associada a formagao de calculos
renais. Neste caso, a urease promove a alcaliniza¢do da urina, propiciando a precipitagdo de

sais na forma de cristais de extradita e carbonato de apatita (KAPPAUN et al., 2018).



A relacdo entre a urease e o estdmago foi um pouco controversa ao longo do tempo.
Acreditava-se que as ulceras eram causadas por estresse, ma alimentacao, tabagismo, alcool
ou devido a susceptibilidade genética e que a H. pylori era apenas uma contaminagdo, um
comensal inofensivo. Acreditava-se, ainda, que a urease era uma das responsaveis pela
protecao do estdbmago que ¢ capaz de digerir o alimento sem causar danos a si mesmo
(GRAHAM; MIFTAHUSSURUR, 2018). Marshall discordava dessa hipotese e devido ao
insucesso em criar um modelo animal que comprovasse a relagdo entre a H. pylori ¢ a
formagdo de tulceras ele contaminou a si mesmo, adquiriu ulcera e se curou com o uso de
antibioticos. Por essa revolugdo no tratamento de tlceras e gastrites, Marshall e Warren foram

laureados com o Nobel, em 2005. (MARSHALL, 2006).

Desde os estudos de Marshall sabe-se que a urease ¢ essencial para a H. pylori adquirir
tolerancia ao meio acido do estomago (GRAHAM; MIFTAHUSSURUR, 2018). Portanto, a
inibi¢do dessa enzima pode ser uma das formas de erradicar esse micro-organismo

(GRAHAM; MIFTAHUSSURUR, 2018; REGO et al., 2018).

Além disso, a urease € uma enzima-chave para o ciclo global do nitrogénio, ela ¢ largamente
distribuida na natureza, degrada a ureia e contribui para a formag¢ao de gases (NH3, CO2, N2O
e NO) ou de espécies idnicas (NO2” e NO3") que sdo consideradas poluentes oriundos da
hidrdlise e de outros processos como nitrificagao e desnitrificagdo (MODOLO et al., 2018).
A ureia que ¢ um produto enddgeno do catabolismo de proteinas e aminoacidos. Essa
substancia ¢ bastante utilizada como fonte de nitrogénio (46% em massa) e ¢ o principal
fertilizante usado em cultivos agricolas, uma vez que apresentam baixo custo, facil aquisicao
nos mercados, alta solubilidade e baixa corrosdao (KAFARSKI; TALMA, 2018; MODOLO
etal.,2018; RUTHROF et al., 2018). Nesse sentido, o nitrogénio ¢ o nutriente mais utilizado
como fertilizante (CANTARELLA et al., 2018). Estima-se que em 2018/2019 serdo
produzidos mais de 107 Mt de fertilizantes nitrogenados pela industria e, dentre eles, cerca
de 55% ¢ ureia (CANTARELLA et al., 2018). Estima-se ainda que a perda de NH3 na
agricultura e pecuaria mundialmente ¢ de 37 Mt (CANTARELLA et al., 2018).

A importancia dos impactos da urease tanto economicamente como ambientalmente motivou
varios estudos buscando a inibicdo dessa enzima. Desses estudos, varios cristais de

complexos enzima/inibidores j& tiveram suas estruturas determinadas e depositadas no
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Protein Data Bank (PDB). Os complexos mais reportados sao os da urease de Sporosarcina
pasteurii com os seguintes ligantes: f-mercaptoetanol (PDB 1UPB) (BENINI, S. ef al.,
1998), acetohidroxamato (PDB 4UPB) (BENINI, S. et al., 2000), diamidato de fenilfésforo
(PDB 3UPB) (BENINI, STEFANO et al., 1999), fosfato (PDB 1 IE7) (BENINI, S. et al.,
2001), N-(n-butil) tiofosforico triamida (NPBT) (PDB4CU) (MAZZEI, LUCA et al., 2017)
entre outros. Extrapolando as informacdes de cristalizagdo do PDB e utilizando calculos
matematicos, o estudo sobre a interagdo entre o inibidor e enzima pode ser avaliado segundo
uma proposta mecanistica de inibigdo bem como visando ao desenvolvimento de inibidores

ainda mais promissores.

A urease pode ser inibida por metais, os quais geralmente interagem com o grupo sulfidrila
no sitio ativo e podem formar sulfitos insoliveis. A inibi¢do da urease por metais segue a
seguinte tendéncia: Ag' ~ Hg" > Cu?" > Cd*" > Co?" > Ni*" > Zn?" = Sn*' = Mn?' = Pb**
(CANTARELLA et al., 2018). Contudo, a aplicagcdo de metais pesados na inibi¢do da urease
ndo ¢ uma solucdo pratica, pois pode desencadear problemas ambientais como a

bioacumulagdo e toxicidade aos seres vivos (CANTARELLA et al., 2018).

Entre os inibidores organicos, o NBPT ¢ o inibidor de urease mais reconhecido e utilizado
mundialmente em cultivos, sendo comercializado desde meados de 1990 como Agrotain
(USA). Hoje existem varios produtos nos quais o NBPT ¢ um dos principios ativos. Essa
substancia também pode ser encontrada em muitos paises como aditivos e/ou revestida na
ureia (CANTARELLA et al., 2018). O NBPT ¢ capaz de bloquear 3 sitios da enzima urease
formando uma ligacao de natureza tridentada com os dois atomos de niquel centrais e com o

oxigeénio da ponte de carbamato que une esses dois metais (MANUNZA et al., 1999).

Em geral, os inibidores de urease possuem grupos de dtomos em sua estrutura capazes de
realizarem ligagdes de hidrogénio, grupos capazes de complexarem com os atomos de niquel,
estrutura flexivel, além de sistemas trigonais semelhantes aos da ureia e tioureia (Figura 2,
pag. 5) (KAFARSKI; TALMA, 2018; MODOLO et al., 2015, 2016). Varias classes de
compostos ja foram identificadas como potenciais inibidores de urease a citar: flavonoides,
quinolonas, benzimidazdis oxazois, benzoiltiuréias, derivados da cumarina, tiazolidinas-4-

carboxilato, organofosforados e diidropirimidinonas (Figura 2, pag.5) (ARTOLA et al.,



2011; KAFARSKI; TALMA, 2018; MODOLO et al., 2015, 2016; RASHID et al., 2013;
TAMADDON; GHAZI, 2015).

Figura 2: Nicleos basicos presentes em reconhecidos inibidores de urease.

R

oo S @EZ@R

Benzoquinona

Flavon0|de Benzotiazol
Benzoiltiureia Cumarina

D|h|drop|r|m|d|nonas

R = Alquila, arila, halogénio, etc.
X=N,S,0

FONTE: Elaborado pela autora, 2019.

Neste contexto, estratégias baseadas na inibi¢do da urease sdo consideradas promissoras e
poderiam contornar problemas relacionados a saude, ao meio ambiente, além de contribuir
nas culturas de interesse agricolas dependentes de fertilizantes nitrogenados (RUTHROF et
al.,2018). Além disso, conhecer as interagdes entre os inibidores e a urease ¢ importante para
a compreensdo dos mecanismos de inibi¢do e para o desenvolvimento de novos e mais

potentes inibidores.

Almeja-se que os potenciais novos inibidores de urease sejam obtidos por meio de uma
sintese simples, rapida, de baixo custo e que gere poucos residuos. As diidropirimidinonas,
como mencionado, sdo inibidoras de urease e sdo obtidas em apenas uma etapa, geralmente
via reacao de Biginelli catalisada por 4acido. Os mecanismos de interacdo entre a enzima e

essa classe de substancias ainda nao estao esclarecidos na literatura.

Este trabalho propde avaliar o emprego do fosfato de niobio (NbOPQ4) e do cloridrato de 1-
butilimidazolio-3-(n-butilsulfonico) (|[BIMBS][CI]) na catalise da reagdo de Biginelli. Dessa

forma, serd possivel sintetizar e caracterizar diferentes adutos de Biginelli que serdo
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investigados, por meio de métodos espectroscopicos e colorimétrico, em relagdo a interagao

molecular com a enzima urease durante o processo de inibicao.
1.2 — Objetivo geral

Avaliar o emprego do fosfato de nidbio e do liquido 16nico [BIMBS][CI] como catalisadores
na sintese de adutos de Biginelli (AB) e investigar o mecanismo de inibi¢do da enzima urease

pelos adutos de Biginelli in vitro, utilizando-se métodos de colorimetria e de fluorescéncia.



CAPITULO II — O fosfato de niébio: Relevancia econdmica e

desempenho como catalisador em sintese organica
2.1 - O niébio

A descoberta do niobio foi reportada, inicialmente, pelo quimico inglés Charles Hatchett
(1765-1847) que o denominou colombio em homenagem ao descobridor das Américas
(GRIFFITH; MORRIS, 2003). Houve, entretanto, algumas divergéncias sobre esse elemento.
Em 1802, o quimico Anders Gustaf Ekeberg (1767-1813) reportou o novo elemento tantalo
e sete anos mais tarde, William Hyde Wollaston (1766-1828) anunciou, erroneamente, que
os elementos tantalo e colombio eram idénticos (ALVES; COUTINHO, 2015; GRIFFITH;
MORRIS, 2003). Em 1844, Heinrich Rose (1795-1864) relatou a descoberta de dois
elementos: o nidbio e o pelopium. Contudo, Jean-Charles de Marignac (1817-1894) provou
que colémbio, nidbio e pelopium eram o mesmo elemento, acrescentou ainda que o tantalo
era um elemento diferente, embora encontrado associado ao nidbio na natureza (GRIFFITH;
MORRIS, 2003). A Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada (IUPAC), 149 anos
mais tarde, adotou 0o nome nidbio como o nome oficial para o elemento descoberto por

Hatchett (ALVES; COUTINHO, 2015; GRIFFITH; MORRIS, 2003; LOPES et al., 2014).

Como ja relatado por Jean-Charles de Marignac, o nidbio ndo ¢ encontrado no estado livre
na natureza, o mineral contendo nidbio ¢ associado com o tantalo (Fe,Mn)(Nb,Ta)>O¢ €
dependendo do metal que predomina, Nb ou Ta, ¢ chamado de columbita ou tantalita,

respectivamente (NOWAK; ZIOLEK, 1999).

O Brasil possui as maiores reservas de minas produtoras de nidbio (98% das reservas
mundiais) seguido do Canada (~2%) (Tabela 1, pag. 8) (JUNIOR, 2016). Os estados
brasileiros com maiores capacidades de producao de nidbio sdo Minas Gerais, que produz
cerca de 6 Mt/ano, e Goias, que produz cerca de 3,9 Mt/ano, com teores de 0,40% e 2,15%

de nidbio, respectivamente (JUNIOR, 2016).



Tabela 1: Localiza¢do de minas e reservas de niébio no mundo

Paises Reservas
2015 (t)
Brasil 10391845
Canada 200000
Outros paises Nd

* Estimado. Nd = ndo disponivel.
FONTE: Adaptado de JUNIOR, 2016.

A reserva de nidbio em Araxa (MG) foi descoberta por Djalma Guimaraes apds 152 anos da
descoberta do elemento. Em 1953, a liga ferro niobio foi comercializada pela Companhia
Brasileira de Metalurgia ¢ Mineragdo (CBMM) como o primeiro produto contendo niobio.
A produgdo de nidbio pela CBMM cresceu consideravelmente de 4800 toneladas em 1979,

a 150000 toneladas em 2010 (CBMM, 2019).

O Brasil produziu 80465 toneladas de nidbio em 2015. Nesse mesmo ano, foi constatado um
consumo aparente no pais de apenas 6615 toneladas de nidbio (JUNIOR, 2016). Nota-se
entdo que a industria brasileira ndo consegue consumir ¢ valorar a maior parte do nidbio
produzido e acaba exportando matéria prima e importando produto contendo nidébio com
altos valores associados. Uma estratégia potencialmente lucrativa seria agregar valor aos

derivados do nidbio com tecnologia brasileira.

O historico do niobio na industria comega em 1933, quando foi aplicado para estabilizar o
aco inoxidavel da corrosdo granular; em 1960, o nidbio foi utilizado para aumentar a

resisténcia mecanica do ago e, em 1970, na produgdo de super ligas (CBMM, 2019).

Os compostos derivados de niobio sdo de grande interesse na producdo de materiais
tecnologicos: sdo utilizados na industria eletronica como capacitores, magnetos de alta
poténcia, em ferramentas de corte, em sistemas de fuselagem em programas espaciais, em
geradores harmonicos, e em implantes 0sseos € sutura interna dada a inércia aos fluidos

corporais (Tabela 2, pag. 9) (ALVES; COUTINHO, 2015; NOWAK; ZIOLEK, 1999).



Tabela 2: Aplicagdo tecnologica dos compostos de nidbio

Espécies de nidbio Propriedades Aplicacdes
Oxidos Alto indice de refragdo, Lentes de cameras,
constante dielétrica, aumento revestimento em vidros
na transmitancia de luz. para tela de
computadores.

Carbetos Alta temperatura de  Ferramentas de corte.

deformacao.

Nb po Alta constante dielétrica,  Capacitores de circuitos

estabilidade de oxidos eletronicos.
dielétricos.

Nb metal Resisténcia a corrosao. Equipamentos para
processamentos
quimicos.

FeNb Aumento na for¢a e dureza O aditivo aumenta a

devido ao refino de graos. forca de ligas de baixa
resisténcia.

Ligas com titanio e estanho  Baixa resisténcia elétrica, em  Bobinas magnéticas

ligas de arame, em baixas  supercondutoras.
temperaturas.

FONTE: adaptado de ALVES; COUTINHO, 2015.

Na década de 1990 foi crescente o interesse no uso de nidbio como catalisador e foram
promovidos congressos cientificos focados no desenvolvimento e aplicagdo desse material
(NOWAK; ZIOLEK, 1999). A natureza quimica do nidbio utilizado em catalise ¢ descrita,
de maneira geral, como: carbetos de niobio, sulfetos de niobio, 6xidos de nidbio, cloretos de
niobio, fosfatos de nidbio, nitratos e oxonitritos de niobio (ANDRADE; AZEVEDO, 2001;
REGUERA et al., 2018; TANABE, KOZO, 2003; ANDRADE, 2004; ZIOLEK, 2003).

De um modo geral, Tanabe definiu que o nidbio pode atuar como: i) promotor de uma reagao;
11) suporte para catalisadores; iii) um solido acido; iv) auxiliador redox com propriedades
fotossintéticas (TANABE, K.; OKAZAKI, 1995; TANABE, KOZO, 1990, 2003). Com base

nessas defini¢des, segue abaixo uma lista contendo exemplos de cada uma delas:



i)

iii)

O cefeito promotor do nidbio: a adicdo de nidbio em reconhecidos

catalisadores pode aumentar a estabilidade dos mesmos a temperatura e a
efeitos mecanicos, bem como, realgar a atividade catalitica (TANABE, K_;
OKAZAKI, 1995; TANABE, KOZO, 1990, 2003; ZIOLEK; SOBCZAK,
2017). Um exemplo desse efeito foi observado por Burch e Swarnakar (1991)
na desidrogenacdo oxidativa de etanos utilizando o catalisador MoO3—V20s
(razao atdomica = 6:3) a 390 °C (BURCH; SWARNAKAR, 1991). A
seletividade na obtenc¢do de etenos que era de 61% com o0 MoO3—V20s, apds
0 uso de nidbio MoO3—V205-Nb2Os (razdo atomica = 6:3:1) foi observado
um aumento de 20% nessa seletividade (BURCH; SWARNAKAR, 1991;
TANABE, KOZO, 2003).

O efeito suporte: o uso de catalisadores em suportes contendo nidbio mostra-

se mais eficiente que o uso de suportes convencionais como, por exemplo, o
AlO3 (TANABE, K.; OKAZAKI, 1995; TANABE, KOZO, 1990, 2003) . Um
exemplo desse efeito foi observado por Cherian e colaboradores (2003) que
apresentaram a desidrogenacdo oxidativa do propano usando catalisador de
oxido de cromo suportado em 6xido de nidbio Cr203/Nb20s. A seletividade
para a obtencao do propeno foi maior utilizando o suporte de 6xido de nidbio
(82-85%) quando comparada aos suportes de 6xido de aluminio ou de 6xido
de titdnio (Cr203/Al203 (63-72%) e Cr203/TiO2 (59-73%), respectivamente)
(CHERIAN et al., 2002; CHERIAN; RAO; DEO, 2003)

A caracteristica de s6lido 4cido: a maioria dos metais perdem a acidez quando

absorvem agua, o niobio entretanto, aumenta a acidez com a absorcao de agua,
além de ser bastante resistente a variagdes da temperatura (TANABE, K.;
OKAZAKI, 1995; TANABE, KOZO, 1990, 2003). Em 2012, Penteado
verificou que o wuso de oxalato de niobato de amoénio (ANO) -
NH4[NbO(C204)2(H20)x]*nH>0 - foi eficiente para a catalise entre anilinas
orto funcionalizadas e acido 2-oxo-2-fenilacético fornecendo rendimentos
entre 60-85% para os derivados de benzotiazois e 70-96% para os derivados

da benzoxazinonas (Figura 3 pag. 11) (PENTEADO et al., 2016).
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Figura 3: Esquema de sintese de Benzotiazdis utilizando um derivado de nidbio como catalisador.

/©:SH
Hz OH Rz©: ©:
SO e e

ANO, PEG-400 R

60-85%

ANO, PEG-400

R =H, MeO, Br 70-96%
=Cl, H

R2 = ClI, H, Me

FONTE: Adaptado de PENTEADO et al., 2016.

v)

As propriedades redox e fotossensiveis: sdo observadas quando o nidbio ¢

misturado a outros 6xidos (TANABE, K.; OKAZAKI, 1995). Em 1990,

Domen e colaboradores reportaram um material contendo camadas de niobato
de potassio intercaladas com particulas de niquel metalico (NiK4NbsO17), esse
material ¢ capaz de decompor a agua em H> e O, quando submetido a
irradiacdo UV (DOMEN et al., 1990). O mecanismo sugerido pelos autores €
que o Hz e 0 O seriam produzidos em diferentes camadas. Ao ser submetido
a luz, a camada de nidbio apresenta um elétron excitado que pode ser
deslocado até o metal de niquel e, assim, catalisar a formagao de H». Ja na
camada inferior, a vacancia do niobato de potassio receberd o elétron da dgua
para a formacdo do oxigénio, essa proposta de mecanismo esté ilustrada na

Figura 4 (pag. 12).

Portanto, os derivados de nidbio apresentam vérias caracteristicas desejaveis para o

estudo da catélise. Neste trabalho o fosfato de nidbio foi escolhido como objeto de

estudo, pois apresenta caracteristicas vantajosas como: baixo custo, estabilidade

térmica, tolerancia a meios aquosos € pode ter a acidez modulada por tratamento

térmico. Além disso, ndo ha estudos da aplicacdo de fosfato de nidbio como

catalisador em reacdes multicomponentes.
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Figura 4: Proposta de Domen para o mecanismo de decomposi¢do da agua por luz usando
NiK4NbsO17.

FONTE: adaptado de DOMEN et al., 1990.

2.2 — O fosfato de niobio

O fosfato de niobio ¢ sintetizado com a adi¢do de acido fosforico a uma solugdo contendo
ions de nidbio pentavalente (OKAZAKI; WADA, 1993). O fosfato de nidbio pode
apresentar-se amorfo ou constituido por octaedros distorcidos de NbOs conectados por
tetraedros de PO4 (ZIOLEK, 2003). Apresentam tanto sitios acidos de Lewis caracterizados
por Nb>* insaturados, como sitios 4cidos de Brensted caracterizados pelos grupos terminais
P-OH e o Nb-OH (Figura 5 — pag. 13) (ARMAROLI et al., 2000). O grupo P-OH ¢ um acido
de Bronsted mais forte que o Nb-OH e, portanto, o NbOPOj4 tem caracteristicas ligeiramente

mais acidas que o 6xido de niobio (NbOs).
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Figura 5: Sitios de Brensted e Lewis propostos por Pholjaroen para o fosfato de niobio.

H o/H
o + I (.)1 CI) (‘F)‘, P o
P, P___Nb_ . P T\ O
Sodote ool o
(Nb-OH) (P-OH)
Sitio de acido de Lewis Sitios de acido de Bronsted

FONTE: adaptada de PHOLJAROEN et al., 2013.

O fosfato de nidbio e o 6xido de nidbio possuem textura, acidez e propriedades cataliticas
similares, contudo o fosfato de nidbio tem a vantagem de conservar essas propriedades

mesmo em temperaturas elevadas (> 427 °C — 700 K) (NOWAK; ZIOLEK, 1999).

Os relatos sobre o uso de fosfato de nidbio iniciaram-se na década de 1950, mas o nimero
de publicacdes comegou a crescer na década de 1990 com cerca de 45 artigos publicados por
ano sobre esse assunto para 96 artigos sobre essa substancia em 2018 (Sci-finder — palavra

chave “niobium phosphate” - 12-01-2019).

Em 1999, da Silva e colaboradores avaliaram o uso de fosfato de niébio amorfo e calcinado

a 400 °C no craqueamento do cumeno, convertidos com seletividade para o benzeno e o a-

metilestireno a 300 °C (DA SILVA; FOLGUERAS-DOMENGUEZ; DOS SANTOS, 1999).

O uso de fosfato de niobio calcinado a 400 °C, como catalisador, foi avaliado nas benzilagdes
aromaticas entre tolueno, etilbenzeno ou propilbenzeno com alcool benzilico, na propor¢ao
de (15/1) por De La Cruz e colaboradores. Eles utilizaram um grama de catalisador,
temperatura de refluxo da mistura de reagdo por um periodo entre 150 a 300 min resultando
em substancias mono-alquiladas como produtos principais (DE LA CRUZ; DA SILVA;
LACHTER, 2003). Mais tarde, a reacao de Friedel-Crafts, entre anisol e alcoois benzilicos,
foi largamente estudada empregando o fosfato de nidbio (Tabela 3, pag. 14) (DE LACRUZ;
DA SILVA; LACHTER, 2006; ROCHA et al., 2008). Em 2006, De La Cruz e colaboradores
avaliaram o uso de fosfato de nidbio na conversao do anisol empregando alcool benzilico e
o 1-feniletanol (DE LACRUZ; DA SILVA; LACHTER, 2006). Dois anos mais tarde, Rocha
e colaboradores utilizaram o fosfato de nidbio mesoporoso e alcool benzilico como substrato
(ROCHA et al., 2008).J4 em 2010, Pereira mostrou que usando o fosfato de niobio (250 mg)
como promotor da alquilagdo do anisol com o 1-octen-3-ol (razao 10/1) foram obtidos

majoritariamente produtos monoalquilados na posicdo 1 e os produtos formados foram
13



lineares (PEREIRA; DE LA CRUZ; LACHTER, 2010). Os estudos de alquilagao citados
apresentaram elevada seletividade para produtos mono-alquilados, dessa maneira o fosfato

de nidbio pode ser considerado um catalisador alternativo na rea¢do de Friedel-Crafts,

evitando o uso de AICI3, FeCls, HF e H2SOq.

Tabela 3: Relagao dos produtos obtidos na benzilagdo do anisol empregando fosfato de nidbio

Compostos Alquilado Eter (%)
orto (%) para (%) dialquilado (%)

Alcool benzilico® 34,3 53,1 7,4 5,2

Alcool benzilico® 43,0 48,9 5,7 2,4

1-Feniletanol® 21,5 74,4 1,0 3.1

Proporcao anisol/alcool (15/1) a) fosfato de nidbio 125 mg, calcinado 200 °C, 10 min; b) fosfato de nidbio
microporoso (60 mg) calcinado a 400 °C, 45 min, 150 °C; ¢) fosfato de nidbio 125 mg, calcinado 200 °C, 360
min.

FONTE: adaptado de DE LA CRUZ; DA SILVA; LACHTER, 2006; ROCHA et al., 2008.

Resultados bastante interessantes na catalise da desidratagcdo de sacarideos e polissacarideos
em derivados do furfural foram obtidos com o uso de fosfato de niébio (GOMEZ BERNAL;
BERNAZZANI; RASPOLLI GALLETTI, 2014; PHOLJAROEN et al., 2013). Um exemplo
foi reportado por Pholjaroen e colaboradores que descreveram a catélise da desidratagao da
xilose na escala de gramas (2 g) utilizando solvente bifasico agua/tolueno (18/30 mL) e
catalise por fosfato de nidbio (0,14 g - calcinado a 300 °C). A reagdo de desidratacdo se
processou durante 1 hora a 160 °C, com uma conversao de 51% sendo o furfural obtido com
43% de rendimento. O catalisador foi reutilizado por 6 ciclos sem mudangas perceptiveis na
atividade catalitica (PHOLJAROEN et al., 2013). Bernal e colaboradores, em 2014, também
relataram exemplos da desidratacdo dos sacarideos catalisada por fosfato de nidbio quando
descreveram a obtencdo de 23% de furfural em uma reacao assistida por micro-ondas em
duas etapas partindo da palha de milho (GOMEZ BERNAL; BERNAZZANI; RASPOLLI
GALLETTI, 2014). Na primeira etapa da reacdo foi realizado um aquecimento
hidrotermicamente fracionado e foram obtidos acticares de hemicelulose soluveis e um
residuo solido (celulose e lignina). A hemicelulose foi hidrolisada com a catélise por fosfato
de niobio a 170 °C durante 30 min, exemplificando assim, a aplicagdo do fosfato de nidbio

como catalisador seguindo os principios da quimica verde (MACHADO, 2012).
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O uso do fosfato de nidbio para a esterificagao do acido dodecandico com butanol também
se mostrou bastante promissor como foi reportado por Bassan e colaboradores, em 2013,
quando obtiveram a pressdo ambiente e temperatura de refluxo uma conversao de 97% do
acido dodecandico com reuso do catalisador por, pelo menos, 3 ciclos (BASSAN et al.,
2013). Outro uso interessante do fosfato de nidbio na quimica de combustiveis foi descrito
por Scaldaferri e colaboradores na producao de combustivel do tipo “drop-in” partindo do
6leo de soja (SCALDAFERRI; PASA, 2019). Scaldaferri utilizou fosfato de nidbio calcinado
a 200 °C com o 6leo de soja e obteve uma solu¢do contendo 62% de combustivel do tipo
biojet, 40% do tipo diesel verde e 18% do tipo gasolina. Essa abordagem ¢ bastante
interessante, pois aplica o ciclo do carbono sem a necessidade do uso de combustiveis a base

de petrodleo.

Em 2017, Jin e colaboradores descreveram a sintese catalisada por fosfato de niobio de
quinolinas baseadas na reacdo de Skraup em tolueno empregando solketal e aminas
substituidas (JIN et al., 2017). As condigdes de reacao foram: 250 °C, 10 Mpa em reator de
fluxo continuo. Obteve-se quinolinas com 60% de rendimento, sem o uso de acido nitrico,

com um nucleo heterociclico de grande interesse farmacolédgico (JIN et al., 2017).

O fosfato de niobio apresenta grande potencial na catalise dcida organica, visto que ¢ de facil
manipulagdo, estavel a agua e, além disso, pode ter as caracteristicas de acidos de Bronsted
e Lewis modulada pela temperatura de calcinagdo. Portanto, este capitulo visa a
caracterizacdo desse composto para posterior avaliacdo de suas propriedades cataliticas na

reagdo de Biginelli descrita no capitulo IV.
2.2 — Objetivos
Avaliar o NbOPQy4, cedido ao Grupo de Estudos de Quimica Organica e Biologica (GEQOB)
pela Companhia Brasileira de Metalurgia e Mineragdo (CBMM).
Objetivos especificos:
e Calcinar o NbOPO4 a 400, 500 ¢ 700 °C.
e Identificar qualitativamente os sitios acidos de Bronsted e de Lewis;

e Verificar o comportamento térmico das amostras por técnica termogravimétrica;

¢ Quantificar os sitios acidos totais por titulagao;
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e Avaliar as caracteristicas estruturais por difratometria de raios-X.

2.3 — Resultados e Discussao

O material fornecido pela CBMM foi calcinado nas temperaturas de 400, 500 ¢ 700 °C
durante 4 horas. O processo de calcinagdo ¢ considerado uma etapa de purificagdo de
possiveis contaminantes organicos da amostra, bem como uma preparacao e selecdo dos

sitios acidos de Bronsted e de Lewis (DING et al., 2014).

As temperaturas de 400, 500 e 700 °C foram selecionadas apos a observagao de relatos na
literatura que descreviam que o NbOPQO4 ao ser tratado nessas faixas de temperaturas
apresentava tanto sitios acidos de Brensted quanto sitios acidos de Lewis (DA SILVA;
FOLGUERAS-DOMENGUEZ; DOS SANTOS, 1999; DING et al., 2014; PEREIRA; DE
LA CRUZ; LACHTER, 2010). Essas amostras apresentaram ainda, atividade catalitica em
varias reagdes incluindo o craqueamento de cumeno, alquilacdo do anisol e fenol,
esterificacdo de acidos, conversao de sacarideos em derivados do furfural, na producao de
combustiveis e reacdo de Skraup para obtencao de quinolinas (DA SILVA; FOLGUERAS-
DOMENGUEZ; DOS SANTOS, 1999; DING et al., 2014; PEREIRA; DE LA CRUZ;
LACHTER, 2010; PHOLJAROEN et al., 2013).

A caracterizacdo dos sitios de Lewis e de Bronsted foi realizada empregando o método de
absor¢do de piridina na regido do infravermelho (LEBARBIER; HOUALLA; ONFROY,
2012; SELLI; FORNI, 1999). A piridina tem a capacidade de se coordenar tanto em sitios
acidos de Lewis como em sitios acidos de Bronsted. Cada uma dessas coordenagdes podem
ser caracterizadas pela técnica de infravermelho, pois os sinais caracteristicos dos
estiramentos das ligagdes dessas substancias ocorrem em comprimentos de ondas distintos
sendo, entdo, possivel as caracterizagdes dos sitios acidos. Quando a piridina esta coordenada
aos sitios dcidos de Bronsted é observada uma banda em 1540 cm™!, enquanto que quando a
piridina estd coordenada a sitios 4cidos de Lewis é observada uma banda em 1445 cm’
(LEBARBIER; HOUALLA; ONFROY, 2012; SELLI; FORNI, 1999). A banda em 1488 cm’
!'¢ comum para a piridina coordenada em ambos sitios acidos, ndo contribuindo com a analise

(LEBARBIER; HOUALLA; ONFROY, 2012; SELLI; FORNI, 1999).

16



As amostras de NbOPOs calcinadas tanto a 400, 500 e 700 °C ndo apresentaram diferencas
qualitativas quanto ao perfil de seus sitios acidos (Figura 6 — A, B e C respectivamente, pag.
18). Em todas as trés amostras foram observadas apenas bandas em 1490 e 1540 cm’
atribuidas a piridina coordenada e a presenca de sitios acidos de Bronsted, respectivamente.
Esse resultado foi diferente do esperado pois na literatura a partir de 400 °C ja é observada a
presenca de sitios acidos de Lewis (DA SILVA; FOLGUERAS-DOMENGUEZ; DOS
SANTOS, 1999; DING et al, 2014; PEREIRA; DE LA CRUZ; LACHTER, 2010;
PHOLJAROEN et al., 2013). Portanto, esse experimento mostra que a exposicao dos sitios

de Lewis ndo ocorrem em temperaturas inferiores a 700 °C.

As amostras de NbOPO4(400), NbOPO4 (500), NbOPO4 (700) e NbOPO4 (nao calcinado)
foram submetidas a analises termogravimétricas. Na curva termogravimétrica (TG) do
NbOPOs4 (ndo calcinado) (Figura 7, A, pag. 19) ocorre um evento endotérmico a 50°C
seguido de um evento exotérmico continuo até o final da anélise que sugere a saida da agua
de hidratag¢do e de possiveis contaminantes organicos presentes na amostra sem tratamento

que podem ser atribuidos a perda de massa total observada de 22,4%.

Na curva TG do NbOPOQO4 (400) (Figura 7, B, pag. 19), foi observado um evento endotérmico
a 50 °C seguido de um evento exotérmico continuo até o final da analise com uma perda de
massa total de 9,15%. Essa perda de massa equivale a menos da metade da perda de massa
observada na amostra nao calcinada o que sugere parte dos contaminantes organicos foram
retirados no processo de calcinagdo e o valor observado pode ser atribuido a saida de material

organico e da 4gua de hidratagdo adsorvida apds o processo de calcinacao.

Na curva TG do NbOPQ4 (500) (Figura 7, C, pag. 19), houve uma perda de massa de 9,6%,
um valor bem préximo ao observado para a amostra de NbOPO4 (400), que indica que a
calcinacdo também foi eficiente para a retirada de grande parte dos materiais organicos € o
evento endotérmico observado pela curva DTA pode ser também atribuido a saida da dgua
de hidratacao adsorvida apos o processo de calcinacao. Esses dados estdo coerentes com o
observado por Martins, em 1989, que obteve uma perda de 4,7% em massa, por um evento

endotérmico a 90 °C, de uma amostra de NbOPOQs4 calcinada a 500 °C. O autor atribuiu essa

massa a agua de hidratacdo (MARTINS; SCHITINE; CASTRO, 1989)
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Figura 6: Espectros na regido do infravermelho das amostras de NbOPOQy, ap6s o tratamento com
piridina e identificacdo qualitativa dos sitios acidos, calcinadas a: A) 400 °C, B) 500 °C e C) 700°C.

0.4 0.4
A) 400°C B) 500°C
5 5
= =
~
= 02 = 03
o > -1
S 2 1490 cm
<« , :g py coordenada 1540 ¢m™
= 1490 cm’ Bt +
= =3 py-H
2 Py coordenada @ | Sitio de B d
2 i 1540 cm’™ ﬁ 4 itio de Brosnte
< | Py-H+ |
Sitio de Bronsted
T T T T T T T T T T T T T T
1400 1450 1500 1550 1600 1400 1450 1500 1550
, -1 . -1
Nimero de onda / cm Nimero de onda / cm
2.0
C) 700 °C

s

=

— 1.5

o]

-

>

=

<

= -1

g 1489 cm .

2 J py coordenada 1549 cm’

<« py-H'

Sitio de Bronsted
1.0
T T
1400 1450 1500 1550 1600

FONTE: elaborado pela autora.

Nimero de onda / cm_1

1600

18



Figura 7: Curvas TG/dTG e DTA do NbOPOy4 (néo calcinado), NbOPO4 (400), NbOPO4 (500) e
NbOPO, (700), em atmosfera de N», com uma razdo de aquecimento de 10 °C min™'.
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FONTE: elaborado pela autora.

Pela curva TG do NbOPO4 (700) (Figura 7, D, pag. 19), verificou-se que a calcinagdo foi
eficiente para a retirada dos contaminantes organicos e que houve uma perda de 4,2%, bem
inferior as observadas para as outras amostras, pela DTA percebe-se que a perda se iniciou

em 90 °C e foi até 400 °C caracterizada por um evento endotérmico mostrando a eficiéncia
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na eliminagdo completa de materiais organicos. Antunes e colaboradores relataram que perda
de massa acima da temperatura de 332 °C, em um fendomeno endotérmico, caracteriza a saida
da agua mais fortemente ligada a estrutura do fosfato de nidbio, representando aquelas
moléculas de adgua que interagem por ligacdo de hidrogénio cujo oxigénio pertence ao
poliedro de coordenacdo do atomo de nidbio (ANTUNES; FOLGUERAS-DOMINGUEZ;
MOURA, 1993). O resultado obtido para a amostra calcinada a 700 °C esta de acordo com o

previamente descrito por Antunes e colaboradores (1993).

A quantificagdo dos sitios acidos totais das amostras de NbOPQ4 foi realizada por uma
titulagdo inversa. As amostras calcinadas a 400, 500 e 700 °C foram tratadas com excesso de
NaOH e posteriormente o excesso de base foi titulado com uma solugdo de biftalato de
potassio. Como se sabe a quantidade de base adicionada a amostra (n NaOH;) e de base
remanescente no meio de rea¢do (n NaOH;) foi determinado o numero de sitios acidos de
Brensted. Os resultados obtidos a partir da titulacao inversa de NbOPQO4 (400), NbOPO4
(500) e NbOPO4 (700) sao apresentados na Tabela 4.

Tabela 4: Acidez total das amostras de niobio calcinadas a 400, 500 e a 700 °C.

Amostras Acidez total (n sitio acido/g de catalisador)
NbOPO4 (400) 0,0100 +0,0010
NbOPO4 (500) 0,0120 + 0,0020
NbOPO4 (700) 0,0104 + 0,0007

FONTE: elaborado pela autora.

O processo de calcinag@o ndo interferiu significativamente na acidez do nidbio. Em todas as
amostras avaliadas, o perfil de acidez foi bastante similar. Este resultado ¢ coerente com
dados ja descritos na literatura por Martins e colaboradores que demonstraram que o

NbOPO4 ¢ bastante estavel termicamente (MARTINS; SCHITINE; CASTRO, 1989).

Ap0s a caracterizagdo das propriedades quimicas das amostras de NbOPQ4 iniciou-se a
investigagdo quanto a morfologia da amostra. Tais informagdes foram obtidas com a técnica

de difragdo de raios-X, que ¢ capaz de fornecer informagdes sobre o tipo de estrutura
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cristalina de materiais e estimar seu parametro de rede. Uma substancia de fase cristalina

pode ser definida como aquela que possui um arranjo atdmico bem definido com estrutura

repetitiva que se estende por muitas distancias atomicas (ANTUNES; FOLGUERAS-

DOMINGUEZ; MOURA, 1993). Analisando os padrdes de raios-X obtidos para as amostras

de NbOPOu4, percebe-se que todas exibiram um largo pico apresentando 26 por volta de 25°

e 55° Esse comportamento sugere que as amostras sdo de estrutura amorfa, pois nao

apresentaram regularidade interna de cristalizag¢do (Figura 8).

Figura 8: Padroes de difracao de raios-X dos NbOPQ, calcinados: A) 400 °C, B) 500 °C e C) 700 °C
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FONTE: elaborado pela autora.
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Resultado coerente com os obtidos por Sun e colaboradores, que calcinaram amostra de
NbOPO4 a 400 °C ¢ obtiveram resultados de difragdo de raios-X similares (SUN, QING et
al., 2007). Foi relatado por Okazaki, 1993, que acima da temperatura de 800 °C o NbOPO4
pode apresentar cristalinidade em sua estrutura (OKAZAKI; WADA, 1993). Portanto, nas
temperaturas de calcinacdo avaliadas, nesse trabalho, ¢ coerente que todas as amostras
possuam estruturas amorfas. Descricdes de NbOPQO4 com caracteristicas cristalinas foram
relatadas para amostras calcinadas nas temperaturas de 1000 e 1100 °C apresentando por
difragdo de raios-X padrdes de cristalizacdo do tipo @- NbOPOs ¢ S - NbOPOx,
respectivamente (DA SILVA; FOLGUERAS-DOMENGUEZ; DOS SANTOS, 1999;
MARTINS; SCHITINE; CASTRO, 1989).

2.4 — Conclusoes

A calcinagao nas temperaturas de 400, 500 ¢ 700 °C nao influenciou na acidez, nem nas
caracteristicas estruturais amorfas das substancias, evidenciando a estabilidade térmica do
NbOPOs4. Contudo, os tratamentos térmicos foram eficientes para a eliminacao de volateis
das amostras. Nenhuma das amostras apresentoram sitios acido de Lewis, sugerindo que para
a exposicdo deles sdo necessarias temperaturas mais elevadas. Todas as amostras

apresentaram concentragdo de 0,01 mol de sitios dcidos g.
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CAPITULO III — Uso de liquido idnicos com funciio acida em
catalise organica
3.1 - Liquidos i6nicos em catalise

Os liquidos i6nicos sdo espécies formadas por cations e anions que possuem ponto de fusdo
em temperaturas inferiores a 100 °C (ADAMS; DYSON; TAVENER, 2003). O primeiro
liquido 16nico reportado foi o citrato de picolina por Ramsay em 1876 (RAMSAY, 1876). O
autor nao concordava com a estrutura quimica da picolina e, portanto, descreveu inimeros
derivados da picolina. Dentre eles, o tratado com 4cido citrico formou um xarope impossivel
de recristalizar a temperatura ambiente e, portanto, ndo despertou o interesse de Ramsay
(RAMSAY, 1876). Foi apenas em 1914, que Walden descreveu a preparacao do nitrato de
etilamonio e entdo despertou o interesse da comunidade cientifica sobre os liquidos i6nicos

(HAWKER; HARPER, 2018; WALDEN, 1914).

Os primeiros liquidos i6nicos eram derivados de acidos de Lewis tetracloroaluminatos e,
portanto, instdveis em agua (HAWKER; HARPER, 2018). Até o final dos anos 1990, os
relatos sobre a utilizagdo dos liquidos i6nicos eram majoritariamente como solvente em

reagoes organicas (ADAMS; DYSON; TAVENER, 2003; HAWKER; HARPER, 2018).

Como solvente, os liquidos i0nicos sdo bastante vantajosos, pois apresentam baixa pressao
de vapor, ndo sdo inflamaveis e podem ser reciclados (VEKARIYA, 2017). O efeito de
solventes em reagdes € bastante estudado, contudo, ainda existem lacunas em como os
liquidos i6nicos atuam. J4 se sabe que os liquidos i0nicos sdo capazes de estabilizar cargas e
entdo podem acelerar reagdes estabilizando o estado de transicdo, alguns possuem em sua
estrutura fungdes que sdo capazes de estabelecer ligagcdes de hidrogénio (carbonilas, iminas,
aminas, alcoois, entre outros), a polarizabilidade pode ser um diferencial na eficiéncia de
solvatacdo, bem como a basicidade de Lewis do anion (AMARASEKARA, 2016;
HAWKER; HARPER, 2018).

Quanto a estrutura, os cations, em geral, possuem uma maior variacdo e sdo, quase
exclusivamente, de natureza organica com um heterodtomo carregado (os mais comuns sao
o nitrogénio e o fosforo) (ADAMS; DYSON; TAVENER, 2003; HAWKER; HARPER,
2018).
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Nesta tese foi dado destaque aos liquidos i6nicos que atuam como acidos devido a
possibilidade do emprego dessas substancias em catalise. Os liquidos i0nicos com
caracteristicas de acidos de Lewis sdo capazes de aceitarem elétrons na por¢ao catidnica ou
na por¢ao anidnica (Figura 9). Os derivados de 4cido de Brensted sdo aqueles que sdo capazes

de doar um proton.

Figura 9: Exemplos de liquidos i6nicos acidos divididos em categorias segundo a acidez e
constituicdo estrutural.
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_ H ZnCl3
CF4C00 /—@sogH )\/lll’H ~
» sop LNy
RTN Y HSO,

FONTE: adaptado de AMARASEKARA, 2016.

Os derivados de Bronsted sdo os mais comuns, e se dividem em: doador de proton na porgao
catidnica, doador de proton na por¢do anidnica, doador de proton em ambas as porgdes,
doador com funcdo acida na porcao catidnica, com fun¢do acida na por¢do anidnica, com

caracteristicas de 4cidos de Lewis e Bronsted (Figura 9) (AMARASEKARA, 2016).

Os liquidos i6nicos com fungdo de 4cidos de Lewis geralmente sdo preparados utilizando-se
um liquido i6nico neutro e tratando-o com um acido de Lewis derivado de um haleto
metalico, geralmente derivado do Fe, Zn ou Al (AMARASEKARA, 2016). Liquidos i6nicos
aceptores de elétrons no cation ndo sdo muito comuns. Os derivados de 4cido de Bronsted

podem ser obtidos de uma mistura entre uma base de Bronsted com acido de Brensted, da
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neutralizacao parcial de um acido polibasico e uma base organica, a partir de zwitterions
tratados com adcido (AMARASEKARA, 2016). O primeiro relato de um liquido i6nico com
funcdo acida organica foi em 2002 pelos pesquisadores Forbes e Davis, que foram inspirados

pela sintese de zwitterion de Yoshizara (2001) (COLE et al., 2002).

Existem diversas reagdes que podem ser catalisadas por liquidos idnicos, e serd dado
destaque neste trabalho aquelas que foram catalisadas por liquidos i6nicos contendo a fung¢ao
acida de Brensted, a citar, reacdo de esterificacdo e saponificagdo, reacdo de alquilagdo,
sintese de heterociclicos, geracdo de carbocétions e rearranjo, reacao de desidratacdo, reagcdo
partindo de biomassa renovavel e oxidacdo. (AMARASEKARA; WIREDU, 2014;
ELAVARASAN; KONDAMUDI; UPADHYAYULA, 2011; GAO et al, 2010;
HENDERSON; BYRNE, 2011; KORE; SRIVASTAVA, 2011; NEMATI; ALIZADEH,
2013; SHEN et al., 2014)

Um exemplo de reacdo de esterificacdo utilizando um liquido i6nico acido € o estudo de Kore
e Srivastava (2011) no qual o alcool benzilico foi avaliado na presenca de acido orgéanico e
5 mmol% do catalisador (Figura 10) (KORE; SRIVASTAVA, 2011). Os autores obtiveram
rendimentos muito promissores tanto para adcido aromatico quanto para acidos aliféaticos,
verificando que o catalisador mantinha, sem grandes perdas, as propriedades cataliticas

durante pelo menos 3 ciclos.

Figura 10: Uso de liquido idnico 4cido como catalisador em uma reacdo de esterificacao.

HO3S
Sem solvente, 0 _
o Catalisador OJ\R HSO,4 /4\
OH )J\ (5 mmol%) + NN
+ R NOoOH—————™ N&N/\/\/\/ A4

30-90 min 75-91% =/ nso
4

R= -CaHe -CaHi~. -CH catalisador

= -LegMs, -Leiq3, -LH3 SOzH

FONTE: adaptado de KORE; SRIVASTAVA, 2011

Elavarasan e colaboradores (2011) descreveram um exemplo de reagdo de alquilacdo entre o
fenol com o alcool terc-butilico, onde um liquido i6nico com fun¢do acida (-SOs3H)

apresentou uma boa conversdo (85%) e seletividade (57,6%) para a formacdo do 4-terc-
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butilfenol (Figura 11) (ELAVARASAN; KONDAMUDI; UPADHYAYULA, 2011). A
reacdo foi realizada em batelada, na escala de gramas e o catalisador manteve a eficiéncia

durante 5 ciclos.

Figura 11: Exemplo de um liquido i6nico com fung¢do acida na catalise de uma reagdo de alquilagao.

HSO,
. OH NP
Catalisador N
OH 1o (equimolar) HOp8™ >\
+ )< —_— + outros produtos
70°C,8h 49% catalisador

FONTE: adaptado de ELAVARASAN; KONDAMUDI; UPADHYAYULA, 2011.

Em 2013, Nemati e colaboradores reportaram a sintese para formag¢ao de diidropirimidinonas
empregando um liquido i6nico de fungdo 4cida derivado do DABCO como catalisador
(Figura 12) (NEMATI; ALIZADEH, 2013). Esses autores obtiveram altos rendimentos (75-

98%) na sintese dessa classe de substancias.

Figura 12: Exemplo de formacao de heterociclico empregando liquido i6nico como catalisador.

O O X Catalisador R Q A
acko + N I R+ L (7 mmoth) Ro”
HoN NH »
2 2 EtOH, refluxo NSy
i 35 min
R= Me, Etil H
X=S,0 75-98%

FONTE: adaptado de NEMATTI; ALIZADEH, 2013.

Henderson e Byrne (2011) descreveram o uso do liquido i6nico derivado de trietilamina
tratado com acido sulfurico como catalisador de reagdes de rearranjo pinacol pinacolona
realizada em apenas 5 minutos com irradiacdo de micro-ondas (HENDERSON; BYRNE,
2011). Essa metodologia € bastante vantajosa pois o liquido idnico pode ser retirado da reagao
com uma filtragdo simples por coluna de silica evitando longas etapas de neutralizagdo como
sdo necessarias nas metodologias convencionais que utilizam acidos muito fortes. A
desvantagem desse catalisador ¢ que ele ¢ passivel de degradagdo em altas temperaturas
(~120 °C) e poténcias (~200 W), sendo assim ¢ limitado a reagdes com aquecimento brando.

Na reagdo com hidrobenzoina (1 - Figura 13, pag. 27), empregando a metodologia citada, foi
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possivel obter o produto de rearranjo do grupo fenila (2 - Figura 13) com 76% de rendimento,
contudo, utilizando o trifeniletileno glicol (4 - Figura 13), como substrato, a reacdo foi mais
seletiva para formar o produto de migragdo de hidrogénio (6 - Figura 13), razdo associada ao
impedimento estérico do Ca ao aldeido. Nas reagdes envolvendo feniletileno glicol ou 2-
feniloxirano (7 e 9, respectivamente - Figura 13) foram obtidos os produtos de rearranjo
pinacol pinacolona seguido da reagao de condensagao alddlica entre os aldeidos formados (8
e 10, respectivamente - Figura 13) (HENDERSON; BYRNE, 2011). A metodologia para o

2,3-dimetilbutano-2,3-diol ndo se mostrou eficiente e foi obtida uma mistura complexa.

Figura 13: Exemplos de reacdes envolvendo rearranjo pinacol pinacolona catalisado por um liquido
ionico de caracteristicas acidas.
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a) Diol: Catalisador (50 mg : 0,25 mL), 80 °C, 5 min, MO (20W)

catalisador

FONTE: adaptado de HENDERSON; BYRNE, 2011.

Shen e colaboradores (2011) descreveram o uso do liquido i6nico derivado do imidazol em
reagdes em semibatelada para a obteng¢do de acroleina a partir do glicerol e obtiveram

resultados satisfatorios (57,4% de seletividade - Figura 14, pag. 28) (SHEN et al., 2014).
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Figura 14: Exemplo de reacao de desidratacao do etileno glicol em acroleina utilizando um liquido
i0nico de caracteristica acida.

OH catalisador /\/\N/}N’ -
Ho\)\/OH (1/100) O~ l—/ H,PO,
270 °C 57 40/? catalisador
160 min ’

FONTE: adaptado de SHEN et al., 2014.

Amarasekara e colaboradores (2014) descreveram a obtencao de levulinato de etila e acido
levulinico a partir de biomassa renovavel (celulose- DP 450) utilizando liquido i6nico com
caracteristicas acidas (AMARASEKARA; WIREDU, 2014). A metodologia empregada
consistiu em uma mistura etanol/dgua a 170 °C, que ap6s 12 horas rendeu o levulinato de
etila com 17% de rendimento (Figura 15). Essa ¢ uma metodologia bastante simples e
conveniente, pois ocorreu em uma Unica etapa (one pot) e o catalisador pode ser recuperado

na fragdo aquosa ap0ds extracdo com solvente organico.

Figura 15: Exemplo de reagdo com biomassa renovavel utilizando liquido i6nico de caracteristicas
acidas como catalisador.

(0] (0]
(0]
Celulose "one pot" HO o / OH EtOH )J\/\”/O\/
(DP~450) —> glicose —> | — —
(0]

(0]
~~""S0OzH
i ®
\% catalisador

FONTE: adaptado de AMARASEKARA; WIREDU, 2014.

17%

celulose:catalisador (150 mg:50 mg),
170°C ,12h, agua/EtOH (35%)

Gao e colaboradores (2010) descreveram a extracao e oxidagao do dibenzotiofeno (DBT) de
oleo diesel utilizando um liquido i6nico com caracteristicas tanto de agente de extragao como
catalisador (Figura 16, pag. 29) (GAO et al., 2010). O dleo foi submetido & agitacdo sob
temperatura ambiente e apos a extragdo do DBT para a fase do liquido i6nico, foi adicionado
o peroxido de hidrogénio, dessa maneira foi possivel realizar a dessulfurizagdo com 90% de

eficiéncia e o catalisador pode ser reutilizado, sem perder a eficiéncia catalitica, ap6s 6 ciclos.
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Figura 16: Exemplo do uso de liquido idnico como catalisador na oxidagdo do DBT.
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FONTE: adaptado de GAO et al., 2010.

As propriedades cataliticas dos liquidos i6nicos somada a atuacdo como solventes sdo de
grande interesse para o desenvolvimento e aplicacdo em novas metodologias de reacdes sem
o uso de volateis. Assim, visando a aplicar essas propriedades dos liquidos i6nicos, este
capitulo visa a descrever a sintese e caracterizagdo de um liquido i6nico derivado do imidazol
e do 4cido sulfonico, que sdo bastante comuns na estrutura daqueles que apresentam atividade
catalitica em reacdes organicas, com o objetivo de obter um material liquido que dispense o
uso de solvente para posterior avaliagdo de suas propriedades cataliticas na sintese de

compostos de interesse biologicos e tecnoldgicos no capitulo V.

3.2 - Objetivos

Sintetizar o liquido 1i6nico cloridrato de 1-butilimidazolio-3-(n-butilsulfonico)

(|[BIMBS][CI]) e caracteriza-lo empregando técnicas de:

e Infravermelho;

e Espectroscopia de ressonancia magnética de 'H, 1*C e DEPT.

3.3 — Resultados e Discussao

A estrutura do liquido i6nico foi planejada de forma a conter um grupo acido sulfénico
(SO3H), um ntcleo imidazolico e uma cadeia alifatica. A presenca do grupo acido sulfonico,
em diferentes catalisadores, ja se mostrou essencial para a eficiéncia catalitica em diversas
reagdes multicomponentes catalisada por acidos de Breonsted (AMARASEKARA, 2016;
HAWKER; HARPER, 2018; VEKARIYA, 2017). O ntcleo imidazolico, por sua vez, ¢

bastante comum, entre os liquidos i06nicos descritos na literatura, participa de ligagdes de
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hidrogénio e, além disso, ¢ passivel de modificagdo dos substituintes nos nitrogénios
imidazolicos para modular a dispersdo de carga no cation do liquido i6nico (HAWKER;
HARPER, 2018). E, finalmente, o grupo n-butila que ¢ responséavel pelas interagdes

hidrofobicas e a polarizabilidade do cation (Figura 17).

Figura 17: Estrutura proposta do [BIMBS][CI]

FONTE: elaborado pela autora.

A analise retrossintética para a obten¢ao do liquido i6nico ¢ apresentada na Figura 18. O
[BIMS][CI] foi obtido do tratamento acido de seu precursor zwiteridnico (BIMBS), que por
sua vez foi obtido do tratamento do N-butilimidazol (BIM) com a 1,4-butanossultona em
uma reacdo de substituigdo nucleofilica Sn2. Este por sua vez, foi obtido a partir de uma

reacao do tipo Sn2 entre o imidazol (2) e o brometo de n-butila (1).

Figura 18: Analise retrossintética para a obtengdo do [BIMBS][CI].
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FONTE: elaborado pela autora.

Para a sintese do [BIMBS][CI], inicialmente, realizou-se uma reacdo de substituicdo
nucleofilica bimolecular (Sn2) entre o imidazol (2) e o brometo de n-butila (1) obtendo-se N-
butilimidazol (BIM) com 69% de rendimento. Em seguida, foi realizada outra reagao do tipo
Sn2 entre BIM e a 1,4-butanossultona (4) obtendo-se o 3-n-butilsulfonato de 1-
butilimidazolio (BIMBS) com 98% de rendimento. Este tltimo foi tratado com uma solucao
de HCI concentrada formando finalmente o cloridrato de 1-butilimidazolio-3-butilsulfonico
(IBIMBS][CI]) (Figura 19, pag. 31). Apos realizadas as trés etapas de sintese, foi possivel

obter o liquido i6nico com 68% de rendimento global.
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Figura 19: Esquemas de sintese do [BIMBS][CI] e intermediarios.
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FONTE: elaborado pela autora.

Uma proposta de mecanismo para a obtencao do [BIMBS][CI], a partir do brometo de n-
butila e do imidazol, esta apresentada na Figura 20 (pag. 32). A primeira etapa consiste na
substitui¢do do bromo pelo ataque do nitrogénio sp® do imidazol assistido pelos pares de
elétrons nio ligantes do nitrogénio sp’, em um mecanismo do tipo Sx2 formando o imidazol
alquilado protonado A. A abstragdo prévia do proton no imidazol pelo KOH nao ocorre pois
o pKa do imidazol (18,6) ¢ maior que o pKa do &cido conjugado do KOH ¢ (15,7)
(BORDWELL, 1988; “commonorganicchemistry”, 2019). Entdo, o ion hidréxido abstrai o
proton de A formando o BIM. O par de elétrons livres do nitrogénio de BIM ataca o carbono
ligado ao oxigénio da 1,4-butanossultona (B) abrindo o anel e formando o zwiterion BIMBS.

O BIMBS abstrai um proton do HCI fornecendo assim o [BIMBS][CI].

A caracterizacdo estrutural do BIM foi realizada mediante a obtencdo dos dados de absor¢ao

na regido do infravermelho, RMN de 'H e 13C (pag. 84, 131 e 130).

Comparando-se os dados de RMN de 'H do BIM com os dados descritos na literatura, é
possivel reconhecer uma grande semelhanga nos deslocamentos dos sinas obtidos (Tabela 5,
pag. 32). No espectro de RMN 'H de BIM, os sinais com deslocamentos em 0,94 a 3,94 ppm

foram atribuidos aos hidrogénios da cadeia alquilica e os sinais entre 6,91 a 7,51 ppm sado
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caracteristicos dos hidrogénios do nucleo imidazolico, confirmando a estrutura proposta para

BIM.

Figura 20: Proposta de mecanismo para a obtencdo do liquido i6nico.
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FONTE: elaborado pela autora.

Tabela 5. Sinais observados no espectro de RMN de 'H do 1-butilimidazol (BIM) sintetizado e os
descritos para BIM na literatura

3 2 , o
RMN de 'H, 200 MHz, CDCl; RMN de 'H ,400 MHz, CDCIl5*

Atribuigdo 4 (ppm) m I J(Hz) 3 (ppm) m [ J(Hz)
H9 0,94 t 3 7,3 0,93 t 3 74

HS 1,32 sex 2 7,3 1,32 m 2 -

H7 1,75 qui 2 72 1,75 m 2 -

H6 3,94 t 2 172 3,92 t 2 7.2

H5 6,91 ] 1 - 6,89 s 1 -

H4 7,04 ] 1 - 7,04 s 1 -

H2 7,51 s 1 - 7,44 s 1 -

2 Resultados de Cheng e Chu, 2006, utilizados para comparagio

*m = multiplicidade, I = integragdo, J = acoplamento, t = tripleto, s = simpleto, q = quarteto, sl = sinal largo,
quin = quinteto, sex = sexteto, m = multipleto.

FONTE: elaborado pela autora.
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Além disso, no espectro obtido na regido do IV para a amostra BIM, cabe destacar as bandas
observadas em 3111 cm™ atribuida ao estiramento da ligagio Csp>-H, em 2960 cm™ atribuida
ao estiramento da ligacdo C-H da metila e em 1667 cm™! atribuida ao estiramento da ligagio

H-C=N-R, que corroboram a estrutura inicialmente proposta.

O BIMBS foi caracterizado mediante a obtencao dos espectros de absor¢ao na regiao do

infravermelho, RMN de 'H e °C (pag. 85, 131 e 132).

O RMN de 'H do BIMBS também foi comparado com os dados ja descritos na literatura
(Tabela 6). No espectro de RMN de 'H de BIMBS os sinais com deslocamento entre 0,86 a
4,22 ppm, integram para 17 hidrogénios correspondendo exatamente aos hidrogénios das

duas cadeias alquilicas presentes na estrutura proposta para BIMBS.

Tabela 6: Sinais observados no espectro de RMN de 'H do BIMBS sintetizado e os descritos na
literatura.

6 15@’\‘3 \_ 0
2 1 320
s w5
RMN de 'H, 200 MHz, DMSO-ds RMN de 'H, 400 MHz, DMSO-d?
Atribuicdo & (ppm) m I JHz) |8 (ppm) m I J(Hz)
H9 0,86 t 3 73 0,90 t 3 72
HS8 1,24 sex 2 13 1,26 sex 2 7,.2-
H12 1,53 quin 2 7,0 1,56-1,49 m 2 -
H7, H11 1,69-1,92 m 4 - 1,78 quin 2 72
1,87 m 2 -
H13 2,42-2.46 m 2 - 2,44 m 2
H6, H10 4,13-4,22 m 4 - 4,17 q 4 72
H4, H5 7,82 sl 2 - 7,79 S 1 -
7,80 S 1 -
H2 9,28 S 1 - 9,21 s 1 -

 Resultados de Jeong et al., 2011, utilizados para comparagao
*m = multiplicidade, I = integracdo, J = acoplamento, t = tripleto, s = simpleto, q = quarteto, sl = sinal largo,
quin = quinteto, sex = sexteto, m = multipleto. FONTE: elaborado pela autora.

33



Além disso, cabe destacar a presenca da banda em 1175 cm™ no espectro obtido na regido do
IV que foi atribuida ao estiramento da ligagdo S-O corroborando a estrutura proposta para o

BIMBS.

Apos o tratamento de BIMBS com HCIl, observou-se uma mudanga, pois o zwiterion era um
solido branco e o produto final obtido foi um liquido transparente e viscoso. Outra mudanca
observada foi a variagdo do pH das solugdes 0,01 M de BIMBS, da mistura de 0,01 M
BIMBS + 0,01 M HCl e 0,01 M [BIMBS][C]] que foram respectivamente 7,07; 2,38; 1,21.
O resultado foi coerente, pois como esperado, a acidez do liquido i6nico est4 entre a acidez
de BIMBS e de sua mistura com HCI sendo, portanto, uma evidéncia da formagao de

[BIMBS][CI].

Para verificar se os pares de carbonos C10/C6 e C5/C4 eram realmente coincidentes no
espectro de RMN de '*C do [BIMBS][CI] realizou-se o experimento de ressonancia
magnética binuclear HSQC e HMBC (Fig. Apéndice 13, Fig. Apéndice 14- pags. 134 e 135
respectivamente). No mapa de contornos HSQC, foi possivel verificar que apenas o sinal de
8 122,5 ppm possui correlagdo com o sinal em § 7,82 ppm que no RMN de 'H foi atribuido
para dois hidrogénios aromaticos, comprovando assim que tanto o C5 quanto o C4 possuem
deslocamentos quimicos coincidentes. Ainda no mapa de contornos HSQC, foi possivel
verificar que o sinal em J 48,6 ppm possui correlagdo como o sinal multipleto em 6 4,14 -
4,23 ppm que foi integrado para 4 hidrogénios. Essa teoria se confirmou ao analisar o mapa
de contornos HMBC e verificar que o sinal 48,6 possui correlagdes coerentes com o0s
carbonos C6 e C10. A atribuicao do quinteto em 1,54 ppm poderia ser atribuida tanto a H12
e H7, com o auxilio do mapa de contornos HMBC foi verificada a correlacao desse sinal com
os sinais atribuidos a C11, C10 e C13 e, portanto, o sinal em 1,54 foi atribuido ao H12,

concluindo assim, a atribui¢do e confirmando a estrutura proposta para o liquido i6nico.

ApOs a sintese e completa caracterizagcdo do liquido i0nico, foi realizada a avaliagdo da sua

atividade catalitica, que serd abordada no capitulo IV.
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3.4 — Conclusao

A metodologia empregada foi eficiente para a sintese do liquido i6nico derivado do imidazol
com caracteristicas de acido de Brensted. O [BIMBS][CI] foi obtido em trés etapas, com

rendimento global de 68%.
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CAPITULO IV - Obtencéo de Adutos de Biginelli

Neste capitulo, as substancias NbOPQs (400), NbOPO4 (500), NbOPO4 (700) ¢
[BIMBS][CI], foram avaliadas quanto as propriedades cataliticas na reagdo de Biginelli
sendo que as trés primeiras correspondem a catalisadores de carater heterogéneo e a ultima

de carater homogéneo e solvente.

4.1 — Reacoes multicomponentes: A busca por metodologias eficientes para a

reacao de Biginelli

Reagdes multicomponentes sdo aquelas onde os atomos de trés ou mais reagentes sio
incorporados na estrutura de uma Unica substancia caracterizando uma economia atomica e
pouca geracio de subprodutos (UGI; DOMLING; HORL, 1994; UGI; DOMLING;
WERNER, 2000).

As reagdes multicomponentes podem ser divididas em trés grupos, considerando os
equilibrios quimicos presentes até a formacao do produto final (Figura 21). O primeiro ¢
representado pelo sistema no qual os intermedidrios e os produtos fazem parte de um
equilibrio quimico; o segundo caracteriza-se pelo sistema no qual os intermediarios
participam de um equilibrio quimico, e o produto final participa de uma reagao irreversivel;
finalmente, no terceiro grupo, tantos os intermediarios quanto o produto fazem parte de um
sistema irreversivel direcionado para a formagdo da substancia alvo (UGI; DOMLING;

WERNER, 2000).

Figura 21: Possiveis etapas de uma reagdo multicomponente, definida por UGI, segundo os

equilibrios quimicos presentes até a formacgao do produto final.
1° grupo 2° grupo 3° grupo
000 #0-0° o0 0-0%
hﬁ@ _; ;E {Eﬁa@ 4B {E\@ . i@%}

Ry, = Ty —> {&)C. b

- il

C

FONTE: elaborado pela autora.
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As vantagens da utilizagao de reagdes multicomponente incluem: facilidade e agilidade no
acesso as substancias complexas em apenas uma Unica etapa de reacdo e, em geral, sem a

necessidade de sucessivas purificacdes (UGI; DOMLING; EBERT, 1999).

Dentre as diversas classes de substancias obtidas empregando-se reagdes multicomponentes
destacam-se os compostos heterociclicos, assim definidos, por apresentarem cadeia ciclica

constituida de atomos diferentes de carbono e hidrogénio.

Os N-heterociclicos sdo substancias ciclicas, nas quais pelo menos um atomo de carbono foi
substituido por um atomo de nitrogénio, como as diidropirimidinonas (AKRITOPOULOU-
ZANZE; DJURIC, 2010).

A primeira descricdo da sintese de diidropimidinonas via rea¢des multicomponentes foi
realizada, em 1891, por Pietro Biginelli (BIGINELLI, 1891b, a). Biginelli descreveu a
metodologia de sintese para as diidropimidinonas por meio da ciclocondensagdo entre o
acetoacetato de etila, o benzaldeido e a ureia, catalisada por 4cido cloridrico (Figura 22). E

por isso, hoje, essa classe de substancias também sdo conhecidas como adutos de Biginelli.

Figura 22. Reagdo classica de Biginelli para a formagdo de 3,4-diidropirimidin-2(1H)-ona.

0 0
HCI, EtOH
EtO * * 7 —————> o NH
HNANH refluxo \ /&
2 2
Me” 0 N N0

3,4-diidropirimidin-2(1H)-ona
FONTE: adaptado de BIGINELLI, 1891b,a.

Os adutos de Biginelli sdo reconhecidos por suas atividades biologicas, a citar: atividade
antiproliferativa, moduladora de canais de calcio, anti-inflamatoria, antibacteriana,
antifungica, antioxidante, antiviral, anti-hiperglicemiantes, inibidora de urease, herbicida, e
de protecao celular contra a radiacao ultra violeta (UV) (DA SILVA, C. M. et al., 2011; DE
FATIMA et al., 2015).

O monastrol ¢ o mais conhecido entre os adutos de Biginelli (1; Figura 23, pag. 38), uma vez
que Mayer e colaboradores (1999) descreveram-no como o primeiro inibidor da enzima Eg5

(MAYER et al., 1999). Essa enzima ¢ responsavel pela formacao e manutencao dos fusos
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mitdticos, sendo imprescindivel para a continuidade do processo de divisdo celular. A Eg5 ¢
um reconhecido alvo para o tratamento de neoplasias, € 0 monastrol, como reconhecido
inibidor, tem motivado a investigagdo para o desenvolvimento de inibidores ainda mais

potentes (EL-NASSAN, 2013).

Figura 23: Exemplos de adutos de Biginelli de interesse biologico
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FONTE: elaborado pela autora.

O uso de adutos de Biginelli para modular canais de céalcio pode ser exemplificado pelo
estudo de Sati e colaboradores em 2012 (SATI et al., 2012). Esses autores estudaram a
substancia 2 ( Figura 23) frente ao ileo paralitico de porco-da-india (SATI et al., 2012). O
ileo ¢ um segmento do intestino delgado e seu funcionamento ¢ dependente da concentragao
de calcio e potéssio. No estudo de Sati, a substancia 2 apresentou um efeito antagonista de

50% se comparado com a referéncia Verapamil (SATI et al., 2012).
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Donthabhakthuni e colaboradores em 2012 descreveram o aduto de Biginelli 3 (Figura 23,
pag. 38), substancia com potencial anti-inflamatorio, que atua como inibidor da producao de

NO da micréglia ativada por lipossacarideos (DONTHABHAKTHUNI et al., 2012).

Chitra mostrou em seus estudos que o aduto de Biginelli 4 (Figura 23, pag. 38) pode atuar
como antibacteriano. Os valores de CIM (Concentragao Inibitéria Minima) encontrados para
o aduto de Biginelli foram quatro vezes menores que o controle Ciprofloxacina no combate
a cultura bacteriana de Sa/monella typhi, CIM duas vezes menores nas culturas bacterianas
de Escherichia coli, Klebsiella pneumonia, e Staphylococcus aureus, além de apresentar CIM
similar ao controle frente a cultura de Pseudomonas aeruginosa (CHITRA;

DEVANATHAN; PANDIARAJAN, 2010).

Quanto a atividade antifingica, o emprego do aduto de Biginelli 5 (Figura 23, pag. 38) frente
as culturas de Candida albicans e Aspergillus parasiticus ocasionou em uma zona de inibi¢ao
de crescimento comparéavel aquelas observadas para o Clotrimazol (BEENA; AKELESH,
2012).

O potencial antioxidante também ¢ atribuido aos adutos de Biginelli, e pode ser
exemplificado pelo aduto de Biginelli 6 (Figura 23, pag. 38) que se mostrou eficiente no
sequestro dos radicais 1-picrilhidrazil de 2,2-difenila (DPPH) na faixa de 15-45 uM (DE
VASCONCELOS et al., 2012).

O potencial antiviral pode ser ilustrado pela sustancia 7 (Figura 23, pag. 38), que inibiu in
vitro o crescimento do virus da imunodeficiéncia humana (HIV) em concentragao 1,7 vezes

menor que o nevirapina, um fairmaco com reconhecida atividade anti-HIV (KIM et al., 2012).

Um exemplo da potencial atividade anti-hiperglicemiante de adutos de Biginelli ja foi
descrito por Dhumasckar e colaboradores que mostraram que o aduto de Biginelli 6 (Figura
23, pag. 38) inibiu a enzima oa-amilase em 97,2% na concentragdo de 300 pg/mL

(DHUMASKAR et al., 2014).

Os adutos de Biginelli (8a-d e 8f - Figura 23, pag. 38) foram descritos por Modolo e
colaboradores, em patente depositada em 2016. Eles apresentam atividade inibidora de
urease na concentragdo entre 200-300 uM (MODOLO et al., 2016). Além disso foi mostrado

pelo mesmo grupo de pesquisa que os adutos de Biginelli também apresentam atividade
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herbicida (MUNIZ et al., 2019). A substancia 8g (> 200 uM) ¢ letal a B. pilosa ¢ 8h (>
600 uM) reduziu a porcentagem de germinacdo de sementes de U. decumbens e atrasou a
germinagdo da mesma e além disso, esses dois compostos aumentaram e estimularam a

expansao de folhas de alface da espécie de Lactuca sativa ( Figura 23 — pag. 38).

Os adutos de Biginelli ainda apresentam potencial de protecdo UV como foi descrito por Mao
e colaboradores em 2018 (MAO et al., 2018). Esses autores verificaram que uma linhagem
de células de fibroblasto murino (L929) tratada com radiacdo UV apresenta 85,1% de danos
no DNA. Contudo, quando essa linhagem de células foram previamente tratadas com o
polimero 9 (Figura 23, pag. 38) na concentragdo de 10 mg mL!, o dano observado no DNA

foi de apenas 3,7%.

A grande importancia biologica desse nucleo motivou varios estudos que visam a desvendar
a melhor maneira de obtenc¢do, avaliando o uso de diversos catalisadores ¢ analisando os

mecanismos de formacao dos adutos de Biginelli.

A reacdo multicomponente de Biginelli € classificada no segundo grupo de Ugi (Figura 21,
pag. 36), visto que € regida por varios equilibrios quimicos que sao direcionados a um estagio

que fornece o produto, diidropirimidinonas, de maneira irreversivel.

Em 1933, ocorreram os primeiros relatos sobre uma possivel proposta de mecanismo para a
formacao dos adutos de Biginelli. Folkers e Johnson (1933) sugeriram 3 intermediarios: 1) o
intermediario iminio, oriundo do equilibrio quimico entre o aldeido e a ureia, ii) o
intermediario de Knoevenagel proveniente do equilibrio quimico entre o aldeido e o
composto 1,3-dicarbonilico e ii1) o intermedidrio enamina, resultante do equilibrio quimico
entre a ureia € o composto 1,3-dicarbonilico (Figura 24, pag. 41) (FOLKERS; JOHNSON,
1933). Esses autores avaliaram a rea¢ao de Biginelli na presenca de HCI como catalisador e
verificaram que o produto da enamina rapidamente era hidrolisado nessas condigdes. Sendo

assim, eles propuseram que o0 mecanismo ocorre ou via iminio ou via Knoevenagel

(FOLKERS; JOHNSON, 1933).
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Figura 24: Possiveis intermediarios na reagdo de Biginelli sugeridos por Folkers e Johnson

(0]
H,N™ NH,
O O
T O , .
via iminio via enamina
R1JJ\H RZOJ]\/U\ \
I T
NSl =
R’ ” o \via Knoevenagel R%0 ” o
O O
)J\EU\ORZ
R1

R, R? = alquila ou grupos arilas

FONTE: adaptado de FOLKERS; JOHNSON, 1933.

O pesquisador Kappe (1997), 64 anos mais tarde, investigou o mecanismo da reacdo de
Biginelli usando ressonancia magnética nuclear (RMN) como ferramenta para a identificacao
dos intermediarios (KAPPE, 1997). Ao avaliar a reagcdo de Biginelli durante 15 a 20 minutos
Kappe identificou o intermedidrio iminio. Além disso foi observada a acetalizacdo do aldeido
pelo solvente metanol-deuterado, formando o PhCH(OCD3), . Este subproduto que compete
com a formagao do intermediario de Knoevenagel e enamina. O primeiro nao foi identificado
e o segundo intermediario hidrolisou rapidamente. Portanto, segundo os estudos de Kappe o
mecanismo da reacdo de Biginelli € preferencialmente via formacao do intermediario iminio

(KAPPE, 1997).

Ramos e coloboradores (2012) estudaram o mecanismo da reacdo de Biginelli utilizando
espectrometria de massas por electrospray com infusdo direta (ESI-MS) e acido férmico
como catalisador em metanol (RAMOS et al., 2012). Avaliando a reagdo entre a ureia € o
benzaldeido, os autores identificaram os intermediarios com relagdo massa/carga (m/z) 209,
107 e 149 (Figura 25, pag. 42). Avaliando a reagdo entre o benzaldeido e o dicarbonilico s6
foi identificado algum intermediério apds 24 h de reacdo, contudo, as reacdes de Biginelli
geralmente se processam em no maximo 12 horas, portanto os autores concluiram que o
intermediario de Knoevenagel ndo seria o mais favorecido. Avaliando a reagdo entre a ureia
e o dicarbonilico, apenas um intermediario de m/z 191 foi identificado sugerindo que a
enamina, se formada, ocorre em baixissima concentracdo nas condigdes avaliadas. Sendo
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assim, os autores sugeriram que o0 mecanismo via iminio ¢ o mais coerente nessas condi¢des
para a reacdo de Biginelli. Em 2013, Ramos também identificou a via iminio favorecida
quando usou, como catalisador, o heptacloreto de ferro(Ill) 1-(carboximetil-3-metil-1H-3-
imidazo6lio) e estudou a cinética de reagdo utilizando como ferramenta a espectrometria de

massas por quadrupolo de tempo de voo (ESI-QTF) (RAMOS et al., 2013).

Figura 25: Relacdo massa carga dos intermedidrios da reacdo de Biginelli identificados por Ramos.
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FONTE: adaptado de RAMOS et.al., 2013.

Resultado diferente foi observado por Cepanec e colaboradores (2007) que avaliaram a
reacdo de Biginelli catalisada por SbCls (CEPANEC et al., 2007). Apdés otimizadas as
condig¢des, avaliaram a reacao de cada combinacao possivel entre os reagentes e, apenas foi
possivel isolar um intermedidrio da reagdo entre a ureia e o dicarbonilico sugerindo entdo
que o mecanismo mais favorecido seria via enamina (CEPANEC et al., 2007). Litvic, em
2010, realizou estudo similar ao do Cepanec et al, mas usando como catalisador o
[Al(H20)s(BF4)3] € também obteve evidéncias que sugerem o mecanismo via enamina como

o mais favorecido (LITVIC et al., 2010).

Vitério e colaboradores (2015) descreveram um aduto de Biginelli derivado da cumarina
catalisado por HCI (VITORIO et al., 2015). Durante os estudos para avaliar a melhor
condicdo para a reagdo de Biginelli, foi identificado por RMN o intermediario de
Knoevenagel, que sugere que nessas condigdes o mecanismo se daria preferencialmente por

esse equilibrio.

Alvim e colaboradores (2014) realizaram um estudo mecanistico da reacdo de Biginelli na

auséncia de catalisador (ALVIM et al., 2014). Para identificagdo dos intermedidrios, os
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autores empregaram um aldeido marcado com carga e a técnica espectrometria de massas.
Todos os possiveis intermedidrios sugeridos por Folkers e Jonhson foram identificados
(intermediarios A-G, Figura 26) e, entdo, os autores concluiram que o uso do catalisador vai
além de apenas melhorar em curtos periodos o rendimento das reagdes. O catalisador também

¢ importante para determinar a seletividade do equilibrio que a reagdo vai se processar.

Figura 26: Intermediarios da reacdo de Biginelli identificados por Alvim usando ESI-MS
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FONTE: adaptado de ALVIM et al., 2014.

Maskrey e colaboradores (2018) relataram que a reacdo de Biginelli na presenca de brometo
de indio, aldeido, composto dicarbonilico e ureia na propor¢do de 0,1:5:2,5:1,
respectivamente, ocorre via iminio e via Knoevenagel. A presenca desses dois intermedidrios
favoreceu a formacdo do produto de Diels-Alder configurando uma reacdo cinco
componentes em detrimento da tradicional reacdo de Biginelli (Figura 27) (MASKREY et
al., 2018).

Figura 27: Reacdo cinco componentes de Maskrey baseada na reacdo de Biginelli.
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FONTE: adaptado de MASKREY et al., 2018.

43



Com essas evidéncias experimentais percebe-se que o mecanismo da reagao de Biginelli pode
ser modulado segundo as caracteristicas do catalisador e as condi¢des empregadas no meio

de reagao.

Varios estudos, ainda hoje, sdo realizados buscando melhorias na metodologia de Biginelli.
Dentre as modifica¢des descritas, cabem citar: o uso de catalisadores acidos, solventes
proticos e aproéticos, uso de irradiagdo de micro-ondas e ultrassom. (KAPPE, 1997;

PASUNOOTT et al., 2011; WANG, Q.; PEL 2010; YU; SHI; GONG, 2011)

Exemplos de catalisadores para a rea¢do de Biginelli incluem os acidos de Brensted:
cloridratos de piperidinas, H>SO4, HCI, &cido p-toluenossulfonico (PTSA), calix[n]arenos,
entre outros (TERADA; MACHIOKA; SORIMACHI, 2007). Se tratando de acidos de Lewis
cabe citar: InCl3, SnCly, FeCls, AICI3 (RAMOS et al., 2012). Liquidos i6nicos também foram
descritos como catalisadores, destacando-se aqueles que sao derivados do nicleo imidazolico
(RAMOS et al., 2012). Por fim, entre os solventes mais empregados na reagdo de Biginelli,
estdo o etanol, o acetato de etila e a dimetilformamida, de forma que o primeiro € um exemplo

de solvente protico e os demais aproticos (DA SILVA, DANIEL L. et al., 2011).

A importancia do nucleo de Biginelli ainda motiva pesquisadores a encontrar novos
catalisadores e novas metodologias que visam a obtencdo dessa classe de substancias de

maneira eficiente.

4.2 — Objetivos

Avaliar 0 uso de NbOPOQOs4 calcinado a 400, 500, 700 °C e o liquido i6nico cloridrato de 1-
butilimidazolio-3-(n-butilsulfonico) [BIMBS][CI] na catalise da reacao de Biginelli.

e Determinar as melhores condi¢des de reacdo para a obtencao dos adutos de Biginelli.
e Preparar uma série de analogos de Biginelli.

e Caracterizar os produtos obtidos por ponto de fusido, IV e RMN de 'H, '°C e DEPT.
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4.3 — Resultados e Discussao

Os catalisadores podem ser divididos em dois grupos: homogéneos e heterogéneos. Os
catalisadores homogéneos sao aqueles que formam um sistema de apenas uma fase com a
mistura de reagdo e reagem formando estados de transicdo e intermediarios menos
energéticos (DIAS; FERREIRA; CUNHA, 2012). Os catalisadores heterogéneos, por sua
vez, sdo aqueles que ndo sdo misciveis com a mistura de reagdo e a catalise ocorre na
superficie do catalisador ou através de um auxiliador de transferéncia de fase. Uma vantagem
dos catalisadores heterogéneos ¢ que eles podem ser facilmente separados do sistema de
reacdo e, muitas vezes, precisam de pouco ou nenhum tratamento para serem reutilizados

(DIAS; FERREIRA; CUNHA, 2012).

Nestes estudos foram avaliados o [BIMBS][Cl] ¢ o NbOPQO4 como catalisadores

heterogéneo e homogéneo, respectivamente, na reagcao de Biginelli.

A reacdo modelo escolhida envolveu a ciclocondensacao entre o 4-hidroxibenzaldeido (1
mmol), acetoacetato de etila (1,5 mmol) e ureia (1,5 mmol) sob irradiagdo de micro-ondas
em diferentes temperaturas e na auséncia de solvente para a formagao do aduto de Biginelli,

os rendimentos descritos foram referentes ao produto isolado (AB4-0) (Figura 28).

Figura 28: Reacdo modelo para a sintese de adutos de Biginelli (AB4-0O) no estudo de condigdes
otimizadas empregando [BIMBS][CI] ou NbOPO4como catalisador.
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FONTE: Elaborado pela autora.

Iniciaram-se as investigagdes com o catalisador NbOPOQO4 na concentragdo de 20 mol% a 90
°C durante 10 minutos e foi avaliado qual das calcina¢des 400, 500 ou 700 °C forneceria o
catalisador mais eficiente para a reagao de Biginelli. Avaliando-se o grafico A (Figura 29 —

A, pag. 46) percebe-se que o NbOPO4 calcinado a 400 °C foi o que forneceu melhor
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rendimento nas condi¢des avaliadas, sendo assim as avaliagcdes seguintes foram usando

apenas esse catalisador.

Figura 29: Efeitos da calcinagdo do NbOPO,, quantidade de catalisador, tempo, temperatura e
solvente na preparacdo do aduto de Biginelli (AB4-0). Reagentes e condi¢des: 4-hidroxibenzaldeido,
acetoacetato de etila e ureia (1:1,5:1,5, respectivamente) sob irradiagdo de micro-ondas [MO
(poténcia maxima, 250 Watts)] em um reator DISCOVER CEM®, rendimentos reportados sdo
referentes aos produtos isolados. (A) 90 °C, 10 min, sem solvente, 20 mol% do NbOPOy calcinado
a 400, 500 ou 700 °C - a reagdo sem catalisador foi realizada no periodo de 30 min; B) 90 °C, 10 min,
sem solvente, diferentes quantidades de NbOPQ4 (400) C) 10 min, sem solvente, 10 mol% NbOPOQO4
(400), em diferentes temperaturas; D) 90 °C, sem solvente, 10 mol% NbOPO4 (400), diferentes
tempos de reagdo; E) 90 °C, 20 min, 10 mol% do NbOPQ4 (400) avaliacdo do uso de solventes.

100 100 100
A B C
80 - 80 80 1
S ° =X
S 60 S 60 S 60
8 8 e
g 5 é
£ 401 £ 401 5 404
=] 5 5
e e &
20 204 204
O T T T T 0 T T T T 0 T T T
5 10 20 30 60 90 120
. %60( AQQ ‘)QQ ,\QQ
o NbOPO, (400)/mol% Temperatura / °C
& Avaliagdo dos catalisadores de Niobio
100 100
D E
80+ 80
S 604 % 60
£ =
g 5]
£ £
5 40+ T 40+
5 g
& 4
20 20 -
0 T T T 0 T

10 20 40 G o Q2
50\\16‘\ e\’a“ de e

Tempo / min 5 \’ao‘,‘,\o

FONTE: Elaborado pela autora.

Em seguida, foi avaliada a influéncia da concentracdo na catalise. Utilizaram-se as

concentragdes de 5, 10, 20 e 30 mol% de NbOPO4 (400) a 90 °C durante 10 minutos € os
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resultados encontram-se no grafico B (Figura 29 — B, pag. 46). Foi possivel constatar que a
concentragdo de 10 mol% foi a mais eficiente para a catalise e que concentragdes mais

elevadas do catalisador comprometem a formacao do produto.

A temperatura de reacdo também foi avaliada nas temperaturas de 60, 90 ou 120 °C ¢ os
resultados encontram-se no grafico C (Figura 29 — C, pag. 46). Na avaliagao dos resultados,
verificou-se que a temperatura de 90 °C foi capaz de fornecer o produto com 54% de
rendimento. Em temperaturas mais elevadas o resultado ndo teve grande variagdes, portanto

a temperatura de 90 °C foi escolhida para as demais otimizagdes.

O tempo de reacdo foi avaliado nos periodos de 10 min, 20 min ou 40 min e os resultados
encontram-se no grafico D (Figura 29 — D, pag. 46). Percebe-se que o tempo de 20 min foi o
que forneceu o melhor resultado e, portanto, os demais estudos de otimizagao utilizaram esse
tempo. Também foram avaliados os solventes etanol e lactato de etila, contudo, os
rendimentos cairam bastante com o uso do solvente. Na catélise heterogénea, a reagcdo ocorre
na superficie do catalisador (TANABE, KOZO, 1990) e acredita-se que o solvente diminuiu
a eficiéncia da reacdo pois ao solvatar o catalisador provavelmente impede os substratos de
formarem de maneira eficiente o estado de transicdo na direcdo do produto de interesse. E,
assim, foi determinado que a melhor condi¢do para o uso de NbOPQO4 (400) como catalisador
na reacdo de Biginelli foi a concentragdo de 10 mol%, irradiacio de micro-ondas a
temperatura de 90 °C durante 20 min, em um sistema sem solvente. Apos elaboragdo obteve-

se um rendimento de 54% do aduto de Biginelli.

A avaliagao do uso de cloridrato de 1-butilimidazolio-3-butilsulfonico [ BIMBS][CI] na
reacao de Biginelli, o primeiro parametro avaliado foi a quantidade do [ BIMBS][CI] utilizou-
se as proporg¢oes de 10, 20, 30 ou 40 mol% em relagdo ao aldeido em reagdes realizadas a 90
°C, por aquecimento de micro-ondas, durante 30 minutos (grafico A, Figura 30, pag 48). A
quantidade de 20 mol% do catalisador foi a que apresentou melhor atividade catalitica. Ao
utilizar um excesso de catalisador [ BIMBS][CI] 40 mol% (grafico A, Figura 30, pag 48),
percebe-se que, assim como o observado com o excesso de NbOPOg4 (grafico B, Figura 29,
pag.46), o rendimento da reacdo diminui. Esta tendéncia também foi relatada por
Vijayakumar e colaboradores (2012) quando avaliaram o catalisador ZrOCl,.8H>O suportado

em montmorillonita K10 em uma reacdo sem solvente que também perceberam que o excesso
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de catalisador era melhor na solvatagao dos intermediarios, diminuindo a difusdo requerida

a formagao do produto (VIJAYAKUMAR; RANGA RAO, 2012).

Figura 30: Efeito da quantidade de catalisador ([BIMBS][CI]), tempo e temperatura na preparagao
do aduto de Biginelli (AB4-0). Reagentes e condig¢des: 4-hidroxibenzaldeido, acetoacetato de etila e
ureia (1:1,5:1,5, respectivamente) sob irradiagdo de micro-ondas [MO (poténcia méxima, 250 Watts)]
em um reator DISCOVER CEM®, os rendimentos reportados sdo referentes ao produto isolado. (A)
90 °C, 30 min, sem solvente, diferentes quantidade de [BIMBS][Cl], B) [BIMBS][CI] 20 mol%, 30
min em diferentes temperaturas, C) [BIMBS][CI] 20 mol%, 90 °C em diferentes periodos.
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FONTE: Elaborado pela autora.

Em seguida, manteve-se a quantidade de 20 mol% de [BIMBS][CI] e variou-se a temperatura
de reacdo (grafico B, Figura 30). As temperaturas de 90, 120 ou 140 °C foram avaliadas e os
resultados encontram-se no grafico B (Figura 30). Dentre as temperaturas avaliadas, as de 90
°C e 120 °C ndo apresentaram diferengas significativas na obtengdo do produto desejado.
Sendo assim, a temperatura de 90 °C foi estabelecida por ser uma condi¢do mais branda. Na
temperatura de 140 °C, a mistura de reacao adquiriu uma coloragdo mais escura, o que sugere

que houve degradacao dos reagentes durante o periodo de rea¢ao e consequentemente a baixa
formagao de AB4-O.

O ultimo parametro avaliado foi o tempo de reagdo de 5, 10, 20 ou 30 minutos. Os resultados
encontram-se no grafico C (Figura 30), que sugerem 10 min como o melhor periodo para a

formagao do produto, pois em periodos maiores ndo houve melhoras significativas nos

rendimentos observados.
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Em resumo, verificou-se que o [BIMBS][CI] (20 mol%), per si, catalisou a reagdo de
Biginelli conduzindo a formagao de AB4-O em 71% ap6s 10 min de reacdo sob aquecimento
por irradiagdo de micro-ondas a 90 °C. O aduto de Biginelli AB4-O foi caracterizado
mediante a obten¢do dos espectros na regido do infravermelho, RMN de 'H e de '*C (pag.
144 e 145). Os sinais observados no espectro de RMN de 'H de AB4-O estio em
concordancia com aqueles descritos na literatura (da Silva, D.L. et al., 2011) como descrito

na Tabela 7.

Tabela 7: Dados obtidos do espectro de 'H de AB4-O em DMSO-ds versus dados descritos na
literatura

HN3 (0]
2 4
07 NN

RMN de 'H, 200 MHz, DMSO-d; RMN de 'H, 200 MHz, DMSO-ds*
Atribuicao o M I J ) m I J
Ha 1,09 t 3 6.9 1,09 t 3 7,07
Hd 2,23 S 3 - 2,22 S 3 -
Hb 3,97 q 2 6,9 3,97 q 2 7,07
H4 5,04 sl 1 - 5,03 sl 1 -
H9, H11 6,68 d 2 8.0 6,68 d 2 8,33
HS, H12 7,03 d 2 8.0 7,00 d 2 8,33
OH 7,62 S 1 - 7,61 S 1 -
H3 9,12 S 1 - 9,10 S 1 -
Hl1 9,34 S 1 - 9,33 S 1 -

2 Resultados de DA SILVA ef al., 2011, utilizados para comparagdo *m = multiplicidade, I = integracdo, J =
acoplamento, t = tripleto, s = simpleto, q = quarteto, sl = sinal largo, m = multipleto. FONTE: Elaborado pela
autora.

O tripleto com deslocamento em 1,09 ppm integrado para 3 hidrogénios foi atribuido ao
hidrogénios do CH3 derivado do acetoacetato de etila inserido a estrutura de AB4-O. Os
simpletos com deslocamento em 7,62 € 9,34 ppm foram atribuidos aos hidrogénios ligados a
nitrogénio derivado da ureia inserida a estrutura de AB4-0, o sinal largo em 5,04 ppm ¢
caracteristico do hidrogénio CH do anel pirimidinico, e finalmente os sinais entre 6,68-7,03
ppm foram atribuidos aos hidrogénios aromaticos derivados da inser¢do do derivado do
aldeido inserido a estrutura de AB4-O. Esses sinais confirmam a estrutura proposta para

AB4-0O.
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Além disso, no espectro obtido na regido do IV para a amostra AB4-0O, cabe citar bandas
observadas em 3504 cm™!, atribuida ao estiramento da ligagdo O-H, em 3355 cm™ € 3270 cm”
I atribuidas aos estiramentos das ligagdes N-H, e em 1668 cm™, atribuida ao estiramento da

ligagdo C=0, que corroboram a estrutura inicialmente proposta.

Dentre os catalisadores avaliados, o0 NbOPQ4(400) apresentou baixa atividade catalitica e
pouca robustez pois para a sintese dos compostos AB2-O, AB2-S e AB6-S foram obtidos
rendimentos entre 23-36%, em contrapartida o catalisador [BIMBS][CI] apresentou uma
melhor atividade catalitica e maior robustez sendo assim, ele foi utilizado para a sintese de

uma série de adutos de Biginelli (Tabela 8, pag. 51).
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Tabela 8: Rendimentos de adutos de Biginelli isolados obtidos via catalise utilizando o liquido idnico

[BIMBS][CI]
A Rendimento . Rendimento
Substancia Estrutura (%) Substancia  Estrutura (%)
OH OH
_0 (NG _0O (ONQ
AB1-O 9 26 ABI1-S Q 47
EtO | NH EtO | NH
N~ 0 N’g S
H H
OH OH
0 0
AB2-0O 52 AB2-S 46
EtO | NH EtO | NH
N~ o N s
H H
OH OH
o\ O\
AB3-0O Q 39 AB3-S Q 25
EtO | NH EtO | NH
N ’go N’g S
H H
OH OH
AB4-O o 71 AB4-S o 52
EtO | NH EtO | NH
N/go N/g S
H H
O\ O
0 0
AB5-O )5?/ 73 ABS-S )J:?/ 81
EtO | NH EtO | NH
N ’go N/& S
H H
0 o~ 0 o~
AB6-O £ | NH 55 AB6-S G | NH 92
N~ 0 N/g S
H H
NO, NO,
AB7-O Q 61 AB7-S 9 60
EtO | NH EtO | NH
N~ 0 N’g S
H H
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o NO, o) NO,
ABS-O O | NH 28 ABS-S E0 | NH 30
N’go N /gs
H H
0 o
) )
0 o o) 0
AB9-O 69 AB9-S 67
EtO | NH EtO | /AE
o) N~ s
H
F

N
H
F
AB10-O * 74 AB10-S * 81
EtO | NH EtO | NH
N/go N/gs
H H
Br Br
AB11-0 o 70 AB11-S Q 78
EtO | NH EtO | NH
N0 NN
H H
(@] (0]
AB12-O 68 AB12-S 85

o} ; o} ;
AB13-0 0™ M 43 AB13-S £0” N 4
N/go N/gs
H H

AReagentes e condi¢oes: Aldeido, acetoacetato de etila, ureia ou tioureia (1:1,5:1,5, respectivamente) e
[BIMBS][CI] (20 mol%) sob irradiagdo de micro-ondas [MO (poténcia maxima 250 Watts, 90 °C, tempo de
rampa: 2min , tempo de reagdo: 10 min)] no DISCOVER CEM®. Rendimentos isolados.

FONTE: Elaborado pela autora.

Foi possivel obter 26 adutos de Biginelli que foram identificados e caracterizados de acordo
com a literatura. O carbono e hidrogénio na posi¢ao 4 (Tabela 9, pag. 53) na estrutura dos
ABs ¢ bastante caracteristico, pois eles configuram a unido dos fragmentos oriundos do
aldeido, da ureia/tioureia e do dicarbonilico. Sendo assim, na Tabela 9 (pag. 53) estdo

descritos os deslocamentos atribuidos para o C4 e H4, experimental e na literatura.

52



Tabela 9: Evidéncia da formagao dos ABs por RMN e comparacao dos dados obtidos com

os previamente reportados na literatura

Substancias Experimental Literatura Referéncias
R COJ" H4* C4>  H4* C4®

L

07NN
AB1-0 5,08¢ 53,87 5,07° 53,8" DA SILVA, et al., 2012
ABI1-S 5,11¢ 53,87 5,11¢ 53,9"  DASILVA,etal., 2012
AB2-0O 5,068 53,9" 5,07 54,31 PASUNOOTI et al., 2011
AB2-S 5,01¢ 54,00 5,12k 53,77 KOLB et al., 2009
AB3-0 5,06° 53,60 5,07°¢ 53,3" DA SILVA, et al., 2011
AB3-S 5,09¢ 53,7 5,08¢ 55,57 DASILVA,. et al., 2011
AB4-O 5,04¢ 53,87 5,12¢ 53,54" SUJATHA et al., 2006
AB4-S 5,06° 53,60 5,07 55,7'  KOLB et al., 2009
AB5-0 5,12¢ 53,87 5,12¢ 53,87 DA SILVA, et al, 2011
AB5-S 5,15¢ 53,87 5,16°¢ 542"  DASILVA,etal., 2011
AB6-0 5,49¢ 489" 5,49m 49,3™ DEBACHE et al., 2008
AB6-S 5,50¢ 49,5"  5,49¢ 494" RUSSOWSKY et al., 2006
AB7-0 5,28¢ 53,7 527¢ 53,6/  KAPOOR et al., 2006
AB7-S 5,39¢ 53,7 5,45k 51,6/  MOBINIKHALEDI, A.; et al.,2006
ABS-O 5,14¢ 49,4h 5,838 58,97" SUJATHA et al., 2006
ABS8-S 5,95¢ 492" 5,90k 493" MOBINIKHALEDI, A_; et al., 2006
AB9-O 5,07¢ 53,7 n " -
AB9-S 5,09¢ 53,70 " -
AB10-O 5,14¢ 53,47 5.16° 53,4  DASILVA,etal,2011
AB10-S 5,188 53,47 5.18° 53,4"  DASILVA,etal., 2012
AB11-O 5,13¢ 59,60 5,12 54,11 PASUNOOTI et al., 2011
ABI11-S 5,15¢ 59,7 5,15¢ 53,5"  JEONG, YEON TAE, 2010
AB12-O 5,14# 54,00 5,14¢ 55,77  DASILVA,etal., 2011
AB12-S 5,188 66,9" 5,17¢ 54,1F  DASILVA, et al., 2012
AB13-0O 3,92¢ 55,06 3,91 55,4 PASUNOOTI et al., 2011

AB13-S 3,94-3,98° 553F 3,90-426° 553" DASILVA,etal, 2012
RMN de 'H. ® RMN de *C. ¢ DMSO-ds. 200 MHz. ¢ 50 MHz. 8400 MHz, "100 MHz, 300 MHz, 1125 MHz,

k500 MHz, '250 MHz, ™ndo mencionou o campo, " RMN nio estd descrito na literatura. FONTE: elaborado pela
autora

Em resumo, ndo foi encontrada uma evidéncia coerente sobre o efeito do substituinte no
aldeido na reagdo, contudo pode-se afirmar que em adutos de Biginelli com grupos
retiradores de densidade eletronica foi observado um rendimento médio de 58% para os
derivados da ureia e 62% nos derivados da tioureia. E para os adutos derivados de aldeidos
com grupos doadores de densidade eletronica foi observado um rendimento médio de 55%

para os derivados da ureia e 58% para os derivados da tioureia (Tabela 8, pag. 51).
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Nas reagdes de baixo rendimento, ndo foram identificados por cromatografia em camada
delgada (CCD) a formacgdo de outros produtos, apenas a presenca dos reagentes que nao
foram consumidos. A unica excecao foi a reagdo para a obtencdo do AB13-S que forneceu

uma mistura complexa nao sendo possivel a identificagdo dos subprodutos formados.

4.4 — Conclusao

Ambos os catalisadores avaliados foram capazes de catalisar a reagdo modelo, contudo o
[BIMBS]|[CI]] foi 1,3 vezes mais eficiente e mais robusto que o NbOPOQs ¢, além disso, foi
2,2 vezes melhor que a reagdo ndo catalisada. As condi¢des de reacdo determinadas para o
[BIMBS]|[CI] foram a concentra¢do de 20 mol% de catalisador, na auséncia de solvente,
durante 10 min, a 90 °C usando o aquecimento por irradiacdo de micro-ondas e obteve-se 26

adutos de Biginelli com rendimentos entre 4 - 92%.
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CAPITULO V - Estudo de interaciio e mecanismo de inibicio da

urease por adutos de Biginelli

.....

Biginelli contendo grupos doadores e retiradores de densidade eletronica. Em seguida, foram
determinados e discutidos os parametros de interagao molecular dos dois inibidores de maior
constante de ligagdo. A sintese e caracterizacdo dessas substancias foram descritas no

capitulo IV.

5.1 - Métodos para a investigacio da interacdo entre proteina e

ligante

Ao misturar uma proteina (P) e um ligante (L), em solucdo, ap6és um certo tempo, ¢
estabelecido um sistema em equilibrio contendo o complexo proteina/ligante (PL) bem como
os reagentes na forma livre. Os ligantes sdo definidos, nesse contexto, como qualquer
substancia capaz de ligar a uma proteina com alta especificidade e afinidade (DU et al.,
2016). A taxa que essa associagdo ocorre ¢ conhecida como constante de ligagdo ky que € a
razao da constante de equilibrio de formag¢ao do complexo enzima/ligante (kr) pela constante
de dissociagdo desse complexo (kq), também podendo ser escrita em razdo da concentracao

como pode ser visto na Equacdo 1 (DU et al., 2016).

B k_f _[PL] Equacao 1
kg [PL[L]

kp

onde, ky ¢ a constante de ligacdo, [P] € a concentragdo da proteina, [L] concentragdo do

ligante e [PL] concentracdo do complexo proteina/ligante.

Se a interacdao entre uma enzima e um ligante ¢ espontanea, a variagdo da energia livre de
Gibbs (AG) ¢ negativa e pode ser escrita em termos de k, nas condi¢des padroes (ligante e

proteina a 1 M, temperatura de 298 K e 1 atm de pressao) como na Equacao 2 (pag. 56).
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AG°=-RTlInky Equacao 2

onde R ¢ a constante de gases ideais, T a temperatura e o ky ¢ a constante de ligagao padrao.

Para uma variacao de AG, em qualquer momento durante a reacdo, tem-se a Equacao 3.
AG =AG°+R T InQ Equagéo 3

onde Q ¢ a razdo entre a concentragdo do complexo proteina/ligante e o produto das

concentragdes do ligante e da proteina, portanto no equilibrio o AG =0 ¢ Q = k.

O AG ainda pode ser escrito em termos da entalpia e entropia (Equacao 4)
AG=AH-T AS Equagdo 4

Onde AH ¢ a variacdo da entalpia, T € a temperatura e AS a variagdo da entropia.

A entalpia de ligagdo ¢ definida, nesse contexto, como a mudanga de energia do sistema
quando ligantes se ligam a proteina. Essa energia se refere a formagdo de interagdes nao
covalentes (interagdes de Van de Waals, ligacdes de hidrogénio, par idnico, interacdes
polares e apolares) na interface do ligante (DU et al., 2016). Quando a variagao de entalpia ¢
negativa, o fenomeno ¢ exotérmico e a formacao do complexo ¢ energeticamente favoravel
por um incremento das interagcdes ndo covalentes. Quando a varia¢do de entalpia € positiva,
o fenomeno ¢ endotérmico e a quebra de interagdes ndo-covalentes prevalece (DU et al.,
2016). De fato, as interacdes entdlpicas sdo resultados de interacdes individuais que se
formam e se quebram entre proteina/solvente, ligante/solvente e proteina/ligante/solvente. A

mudanga na entalpia ¢ resultado da combinacdo de todas essas pequenas contribuicdes.

A entropia ¢ definida como sendo a medida de como esse calor sera distribuido sobre todo o
sistema, podendo também ser analisada como a medida da desordem dos atomos do sistema
estudado (DU et al., 2016). A entropia positiva ¢ interpretada como uma maior desordem do
sistema (maior grau de liberdade) e a entropia negativa ¢ interpretada como um sistema mais
organizado (menor grau de liberdade). De fato, as interacdes entrdpicas sao resultados da

combinagdo das variagdes de entropia do solvente, da conformagao da proteina e da perda de
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graus de rotacdo e translacdo dos atomos na proteina ¢ no ligante com a formacao do

complexo.

A discriminagdo entre as contribuigdes entalpicas e entropicas sdo importantes no campo de
desenvolvimento de novas substancias e, visando a obtengao de um AG bem negativo, pode-
se modular as possiveis interacdes intermoleculares entre a proteina e o ligante no complexo,

bem como as possiveis mudangas de conformacdo da proteina ocasionadas por essas

interagdes (BARREIRO; FRAGA, 2015; DU et al., 2016)

Existem varias técnicas utilizadas para investigar a interacao proteina/ligante. Essas técnicas
sdo divididas em dois grandes grupos: os que estudam ligantes e proteina de maneira separada
avaliando a concentragdo do ligante ou da proteina, e aquelas que investigam as variagdes

das propriedades do complexo proteina/ligante (VUIGNIER et al., 2010).

Dentre as estratégias técnicas que visam ao estudo por separacao entre a proteina e o ligante

cabe citar: o equilibrio de didlise, que visa a utilizacdo de uma membrana permeavel ao

ligante e impermedvel a proteina e ao complexo proteina/ligante, permitindo que, solugdes
contendo a proteina e o ligante sejam separadas apds um determinado tempo de incubagao;
a ultrafiltracdo ¢ bem parecida com o equilibrio de diélise e ocorre com aplicagao de pressao

ao sistema; a ultracentrifugacdo ¢ utilizada baseando na condicdo de que a proteina e o

complexo proteina/ligante serdo sedimentados apos a centrifugagdo e o ligante quantificado

na 4gua-mae; o ensaio de permeabilidade de membrana paralela (PAMPA) ¢ utilizado

quando uma solucdo contendo o ligante e uma solucdo contendo apenas tampao sao
separados por uma membrana sintética permeavel ao ligante. Ap6s um tempo de incubagao
a concentracdo do ligante que foi permeével ¢ medida na presenca e na auséncia da proteina;

a cromatografia liquida ¢ utilizada em duas versdes: por exclusio de tamanho ou por

afinidade - na exclusdo por tamanho, o tempo de retencdo do ligante e da proteina sdao
diferentes, sendo determinados comparando a inje¢do da solugdo pura de cada substancia e
depois a injecdo da mistura contendo complexo proteina/ligante. Este, por ser muito grande,
ndo ¢ capaz de passar pelos poros da coluna, sendo assim ¢ eluido primeiro. Na cromatografia
por afinidade, a proteina estd presente na fase estacionaria da coluna. Os ligantes sao
injetados e aquele que tiver maior tempo de elui¢cdo € o que tem maior afinidade pela proteina;

a Eletroforese capilar ¢ utilizada com uma solucdo da proteina com diferentes concentragdes
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do ligante que sdo injetadas e os tempos de mobilidade eletroforética do ligante e do

complexo formado s3o avaliados. (VUIGNIER et al., 2010).

Dentre os métodos que avaliam o complexo proteina/ligante temos: os métodos

espectroscopicos: UV-visivel, infravermelho, RMN, dispersdo rotativa optica (ORD) e
dicroismo, todos baseados na perturbagao eletronica e nos niveis espectroscopicos de energia
do ligante e da proteina. Esses métodos sdo mais completos, pois fornecem a constante de
afinidade, informacao da estrutura tridimensional e da conformag¢ao do complexo em solugao

(VUIGNIER et al., 2010). A calorimetria de titulacdo isotérmica (ITC) ¢ utilizada quando

pequenas quantidades do ligante sdo adicionadas a proteina e o calor liberado ¢ monitorado;

calorimetria exploratdria diferencial (DSC) ¢ utilizada para avaliar a estabilidade da proteina
e a conformagdo partindo da premissa de que a proteina ligada tem temperatura de

desnaturagdo mais elevada que a proteina livre; a ressonancia plasmética de superficie ¢

baseada na mudanga de refracdo do complexo enzima/ligante e € utilizada quando se tem a
proteina ancorada e se avaliam as mudangas no indice de refracdo com a adigdao de um fluxo

de uma solucao contendo o ligante (VUIGNIER et al., 2010)

Neste contexto, serd dado destaque para as técnicas espectrométricas de colorimetria (triagem
de inibicao e cinética - método do indofenol) e de fluorescéncia (mecanismo de interagao e
parametros termodindmicos, ressondncia de transferéncia de energia, avaliacdo da
conformagdo da urease, competi¢ao — estudos de quenching) que foram as técnicas utilizadas

neste estudo.

5.1.1 — Método do indofenol para a quantificacdo de amonio

O método colorimétrico do indofenol € bastante utilizado para estudos de interagao da enzima
urease e potenciais inibidores (WEATHERBURN, 1967). Esta técnica se baseia na
identificagdo e quantificacdo da amonia gerada na hidrélise da ureia pela enzima urease na
presenca e na auséncia do potencial inibidor. A amonia formada ¢ oxidada pelo hipoclorito
fornecendo o cloreto de amonia que sofre o ataque de dois equivalentes do fenolato,
formando assim o indofenol (Figura 31, pag. 59), substancia que possui coloragdo azul e

absor¢do maxima em 630 nm. A quantidade de indofenol formada ¢é proporcional a

58



concentragdo de amoénio e inversamente proporcional a inibicdo enzimatica

(WEATHERBURN, 1967).

Figura 31: Identificacdo de amonia pelo método do indofenol.

o o o

NHz + 30CI + 2\© Nas[Fe(CN)sNO] Ij\ Q/ + 2H,0 + OH" + 3CF
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N

FONTE: adaptado de WEATHERBURN, 1967.

5.1.2 — Fluorescéncia

A técnica de fluorescéncia apresenta alta sensibilidade, facil operacdo e seletividade visto
que nem todas substancias sdo capazes de emitir fluorescéncia (SKOOG; WEST, 1982). Essa
técnica ¢ muito utilizada para estudos de interagcdo entre proteinas e farmacos (em geral,

substancias pequenas) (SOTOMAYOR et al., 2008).

A absor¢ao de um foton de luz por uma substancia no estado fundamental So promove
elétrons para niveis superiores de energia. Quando o elétron retorna para o estado
fundamental, uma parte da energia absorvida ¢ reemitida, e esse fendmeno ¢ conhecido como
luminescéncia (SIERRA et al., 1996). O fenomeno recebe o nome de fluorescéncia quando
a energia ¢ reemitida a partir do primeiro estado singlete excitado (Si) do diagrama de
Jablonski (Figura 32, pag. 60). O fendmeno de fluorescéncia dura cerca de 10°-101 s, e
geralmente € observado em processos de transi¢do n* — n e n*—>n (SKOOG; WEST,
1982). Nesse sentido, o arranjo eletronico da substancia contribui para a manifestacdo do
fenomeno de fluorescéncia. As substancias, ou parte de uma estrutura, que sdo capazes de
emitir fluorescéncia sao chamadas de fluoroforos e a fluorescéncia delas depende também de
fendmenos externos como temperatura, solvente e adicao de substituintes (SIERRA ef al.,

1996; SKOOG; WEST, 1982).
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Figura 32: Diagrama de Jablonski dos estados de energia.
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FONTE: adaptado de SOTOMAYOR et al., 2008.

Os estudos de interagdo por fluorescéncia baseiam-se no monitoramento da intensidade de
sinal de fluorescéncia na presenga e na auséncia do ligante. Pode-se monitorar o sinal
intrinseco da proteina ou, em casos mais raros, utilizar um corante como, por exemplo, a
tioflavina T, que € ativa para fibrilas amiloides e pode diferencia-las de oligdmeros

(MUNISHKINA; FINK, 2007).

Estudar o sinal intrinseco da proteina ¢ mais vantajoso, pois fornece informagdes sobre as
alteracdes na estrutura da macromolécula na presenca do ligante (MUNISHKINA; FINK,
2007). Além disso, € possivel determinar importantes parametros como a constante de
ligacdo (ky), os parametros termodindmicos (AH, AS, AG), identificar forcas intermoleculares
envolvidas no processo de ligacdo, determinar as distancias intermoleculares, propor¢ao de
interacdo com o ligante, sugerir o sitio de ligacdo, entre outros pardmetros (KANDAGAL et

al., 2006; LAGE et al., 2018; MUNISHKINA; FINK, 2007).

O sinal intrinseco nas proteinas € relacionado com os residuos de aminodacidos de triptofano
(Trp) e tirosina (Tyr). O residuo de fenilalanina (Phe) também possui fluorescéncia, contudo

o rendimento quantico desse residuo ¢ tao baixo que sua contribui¢ao nao ¢ tao relevante nos
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estudos de interacdo (Tabela 10) (GHISAIDOOBE; CHUNG, 2014; MUNISHKINA; FINK,
2007).

Tabela 10: Propriedades de fluorescéncia de aminoacidos em solugdo aquosa a pH neutro

Absorc¢ao Fluorescéncia
Aminoacido A (nm) Absortividade (¢) A (nm) Rendimento
quantico (®r)
Triptofano 280 5600 348 0,20
Tirosina 274 1400 393 0,14
Fenilalanina 257 200 282 0,04

FONTE: adaptado de GHISAIDOOBE; CHUNG, 2014.

Ao interagir uma proteina com um ligante, a fluorescéncia intrinseca da proteina sera
atenuada devido as interacdes entre eles. Esse fendmeno ¢ conhecido como quenching
(LAKOWICZ, 1999). O quenching pode ser definido como a supressdo da intensidade do
sinal de fluorescéncia devido a: rearranjos moleculares, transferéncias de energia ou elétrons,
formac¢ao de complexos no estado fundamental e exting@o por colisdes. Uma substancia que
interage com um fluor6foro e o desativa inibindo a fluorescéncia ¢ denominada de quencher
(Q) (LAKOWICZ, 1999). O mecanismo de guenching ¢ denominado estatico quando se tem
a formagdo de um complexo ndo fluorescente no estado fundamental (a distancia entre o
fluor6foro e o quencher € fixa) e ¢ denominado mecanismo de quenching dinamico quando
o quencher colide com o fluoréforo no estado excitado durante a difusdo e ocorre a supressao
da intensidade de fluorescéncia. Esse fendmeno pode ser descrito matematicamente pela
equagao de Stern-Volmer (Equagdo 5) (GHISAIDOOBE; CHUNG, 2014; LAKOWICZ,
1999; MUNISHKINA; FINK, 2007).

F, Equagédo 5
= = 14 k7lQ] = 1+ K [Q]

Onde Fy ¢ a fluorescéncia da proteina livre, F a fluorescéncia da proteina com o quencher, kq
¢ a constante de quenching de velocidade difusional bimolecular, to ¢ a média do tempo de
vida (107 s), [Q] é a concentragdo do ligante (quencher), e o Ksv ¢ a constante de Stern-

Volmer (LAKOWICZ, 1999).
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O estudo do Ksv em diferentes temperaturas classifica o tipo de quenching. A difusdo ¢
favorecida com o aumento da temperatura, entdo quando o Ksy aumenta com o aumento da
temperatura o processo ¢ de quenching dindamico (SHU et al., 2015). Quando o Ksv diminui
com o aumento da temperatura ¢ indicativo de quenching estatico, pois a estabilidade do
complexo proteina/ligante no estado fundamental diminui com o aumento da temperatura

(SHU et al., 2015).

Uma outra maneira de classificar o tipo de quenching em um sistema ¢ usando o kg, que
possui um valor referencial de 2,0x10'2 L mol™ s™!. Valores de kq que sdo maiores que a
referéncia sdo classificados como gquenching estitico e valores de kq menores sdo

classificados como quenching dinamico (LI, XIANGRONG et al., 2013; SHU et al., 2015).

Pelos estudos de quenching também ¢ possivel determinar a constante de ligagcdo kp usando

a curva de duplo logaritmo dada pela Equagdo 6 (LAGE et al., 2018)

(Fo

-F E a0 6
log[ F )] = logK, + nlog[Q] quacao

Onde, Fo e F sdo as respectivas intensidades de fluorescéncia na auséncia e na presenca do
ligante, ky € a constante de ligagdo, n € o nimero de sitios na enzima e [Q] a concentracdo do

ligante (LAGE et al., 2018).

Ao obter o k, em diferentes temperaturas e trabalhando matematicamente a Equacao 2 (pag. 56)
e a Equagdo 4 (pag. 56), tem-se a relacdo da equagdo de Van’t Hoff para a obtengdo dos

parametros termodinamicos (LAGE et al., 2018)

AH 1 AS Equagdo 7
logKb: - ?X T

Onde, T ¢ a temperatura em Kelvin (K) e R ¢ a constante de gas ideal. A andlise dos

parametros termodindmicos permite inferir sobre a caracteristica das forcas intermoleculares
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presentes na interacao proteina/ligante como mostrado na Tabela 11 para cada relagao de AH

e AS em sistemas espontaneos (ROSS; SUBRAMANIAN, 1981)

Tabela 11: Pardmetros termodinamicos relacionados com o tipo de interagdo intermolecular

Interac¢ao intermolecular AH AS

Forgas hidrofébicas Positivo Positivo
Forgas eletrostaticas Negativo Positivo
Ligacao de hidrogénio e Negativo Negativo

interagdo de van der Waals

FONTE: adaptado de ROSS; SUBRAMANIAN, 1981.

Além do tipo de interagdo, com o estudo de fluorescéncia € possivel avaliar mudangas na
estrutura nativa de uma proteina no complexo proteina/ligante usando a técnica de
fluorescéncia tridimensional. Quando se considera o grafico 3D de uma proteina, avalia-se 3
picos: o primeiro mais intenso ¢ referente ao espalhamento Rayleigh (Aex = Aem), 0 segundo
pico mais intenso ¢ atribuido aos residuos de triptofano e tirosina, enquanto que o terceiro ¢
atribuido as transi¢des n* —> w da carbonila presente nas ligagdes peptidicas (GUO et al.,
2014; LAGE et al., 2018; SAMANTA; PAUL; GUCHHAIT, 2011). Quando se compara o
grafico de fluorescéncia 3D da proteina na presenga e na auséncia do ligante, pode-se inferir

sobre mudancas na estrutura nativa ao monitorar a mudanga de intensidade dos picos 2 e 3.

Para analisar a estrutura da proteina de maneira mais seletiva, tem-se a técnica de
fluorescéncia sincronizada. Essa técnica € utilizada para analisar seletivamente um fluor6foro
em uma mistura (LLOYD, 1971). Na fluorescéncia convencional, o espectro de emissdo ¢
obtido pela varredura em uma determinada faixa de comprimento de onda Aem € irradiagao
de excitagdo fixa Aex (SOTOMAYOR et al., 2008). Na fluorescéncia sincronizada, os
monocromadores de excitacdo ¢ emissao movimentam-se de maneira simultadnea mantendo
a diferenca entre eles constante ou variavel (KABIRI et al., 2012). Se a varredura for
constante, tem-se um AA (AL = Aem- Aex) que pode ser ajustado para a identificacdo seletiva
de um fluoroforo (KABIRI et al., 2012; SOTOMAYOR et al., 2008). Em proteinas, ¢
possivel obter informagdes seletivamente dos microambientes dos residuos de Trp ou Tyr

usando AL = 60 nm ou AL = 15 nm, respectivamente (WANG, YAN-QING et al., 2007). A
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mudanga na polaridade na vizinhangca desses residuos resulta em um deslocamento no
maximo do espectro de emissdo. Quando o deslocamento no maximo de emissao ¢ na direcao
de maiores comprimentos de onda, atribui-se a um aumento da polaridade na regido
investigada do complexo proteina/ligante, quando ocorre um deslocamento no méaximo de
emissao para comprimento de ondas menores, ¢ atribuido a um aumento na hidrofobicidade
na regido investigada (WANG, Q.; PEI, 2010). E, para reconhecer qual dos sistemas foi mais
afetado, realiza-se o calculo da constante de Stern-Volmer (Ksv -Equagdo 5) e ¢ atribuida

maior interagdo para aquele sistema que tiver maior Ksv (SUN, YANG et al., 2012).

Para investigar as interacdes entre a proteina e um ligante, ¢ comum fazer o uso de
marcadores que tém interagdo com um sitio reconhecido da proteina e, assim, avaliar o sitio
preferencial de ligacdo do ligante testado. Avalia-se a intensidade de fluorescéncia do
complexo proteina/marcador adicionando incrementos do ligante a ser avaliado. Em seguida,
calcula-se a constante de ligacao aparente (k,”) com o marcador, além do ky, na auséncia do
marcador. Aquele marcador que tiver menor valor na razao ky’/ k» € o que influencia mais
efetivamente no sitio de ligacdo no qual a substancia teste atua (LAGE et al., 2018; NI; SU;

KOKOT, 2006).

A distancia entre o fluordéforo e o ligante pode ser calculada pela técnica de transferéncia de
energia por ressonancia de Foster (FRET). Essa transferéncia de energia ocorre quando um
fluor6foro que estd no estado excitado (doador) pode transferir a energia para um ligante
(aceptor) e um foton de fluorescéncia € transmitido pelo aceptor (LAKOWICZ, 1999). A
condicdo necessaria para essa transmissdo de energia € que o espectro de transmissdo do
doador sobreponha o espectro de absor¢cdo do aceptor (CHIRIO-LEBRUN; PRATS, 1998).
Além disso, o FRET ¢ baseado na orientacdo relativa entre os dipolos de transi¢ao entre o
aceptor e o doador, bem como na distancia entre eles (1-8 nm) (CHIRIO-LEBRUN; PRATS,

1998). A energia transferida neste experimento ¢ dada pela Equagao 8

Equacao 8
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Onde Fo e F sdo as intensidades de fluorescéncia do doador na respectiva presenca ou
auséncia de ligante, (E) ¢ a fragdo de energia transferida do doador para o aceptor e o Ro € a
distancia critica (quando 50% da emissdo de energia do doador ¢ tranferida para o aceptor)

matematicamente descrita pela Equacao 9

Rj=8.79x107K* N ®J Equacdo 3

Onde K? ¢ a orientagdo do dipolo do doador e do receptor, N é referente ao indice de refracio,
@ ¢ o rendimento quantico de fluorescéncia da proteina e J representa a area de sobreposi¢ao
do doador com o espectro normalizado de emissao em relagdao ao espectro de absor¢ao do

receptor. A area de sobreposic¢ao (J) pode ser calculada pela Equagdo 10

j: FOL)e(M)A dM Equacio 10
[ : FO)d

Onde F (X) ¢ o doador de fluorescéncia e () € o coeficiente de absor¢do do receptor que

pode ser obtido pela lei de Beer (CHIRIO-LEBRUN; PRATS, 1998).

A enzima urease ¢ bastante relevante e estudos pela busca de inibidores eficientes sdo
recorrentes (CAPITULO I - pag.1). O uso das técnicas de fluorescéncia e colorimetria podem
auxiliar na elucidacdo do mecanismo de inibi¢do da urease pelos adutos de Biginelli, e assim,
servir de ponte para o desenvolvimento e desenho substincias que possam interagir de

maneira ainda mais potente contra a urease.
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5.2 — Objetivos

Realizar uma triagem quanto a inibi¢ao de urease utilizando uma amostragem representativa,
com grupos substituintes doadores e retiradores de elétrons, dos adutos de Biginelli, além de
determinar in vitro os parametros de interagcdo entre essas substancias, por meio da seguinte

estratégia:

e Triagem de uma amostra representativa dos adutos de Biginelli pelo método
colorimétrico do indofenol;

e Selecionar substancias para o estudo do mecanismo por fluorimetria;

e Determinar a estequiometria dos complexos urease/AB, bem como, os parametros
de ligacao (Ksv, kq € kv);

e Determinar os parametros termodinamicos (AG, AH e AS);

e Determinar o sitio de ligacdo dos ABs (teste de competi¢do), variacdo da
conformagdo da proteina (fluorescéncia sincronizada e tridimensional);

e C(Calcular a distancia de “FRET”.

5.3 — Resultados e Discussao

Foi realizado um estudo de triagem de uma sele¢ao representativa de adutos de Biginelli que
apresentam grupos doadores e retiradores de densidade eletronica e que foram soltiveis em
etanol (AB1-O, AB1-S, AB2-O, AB3-S, AB5-S, AB6-S, AB7-S, ABS8-S, AB9-O, AB9-S,
AB10-0, AB10-S, AB11-0, AB11-S, AB12-O, AB12-S). Os compostos selecionados foram
avaliados quanto a atividade de inibicdo frente a enzima urease e como controle foi utilizado

a hidroxiureia (Figura 33, pag. 67).

Os ABs derivados da tioureia apresentaram uma maior inibi¢ao frente a atividade da enzima
urease (27 - 47%) se comparados com os derivados da ureia (10 - 29%) e essa tendéncia esta
de acordo com a ja verificada por outros autores (MODOLO et al., 2016; RASHID et al.,
2013). Ao avaliar os resultados de inibigdo estatisticamente com o teste de Scott Knott

(significancia de 0,05) verificam-se que as substancias AB7-S, AB9-S e AB11-S possuem
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atividade inibitoria com a mesma significancia que o controle hidroxiureia. Esse resultado ¢
intrigante, pois nesse grupo de ABs tem representantes doadores de densidade eletronica
(AB9-S, AB11-S) e retiradores de densidade eletronica (AB7-S). Com a finalidade de
compreender melhor os mecanismos que influenciam nas atividades inibitorias dos ABs
frente a enzima urease, foram escolhidos os 4 compostos mais promissores AB5-S, AB7-S,
AB9Y-S, AB11-S, além do AB12-S que ndo possui substituinte no anel para comparar o efeito
da estrutura base dos ABs na intera¢cdo com a urease.

Figura 33: Efeito dos adutos de Biginelli (AB) na atividade da enzima urease de jack bean. O teste
de triagem foi realizado usando a urease na concentragdo de 12,5 mU na presenga de 0 ou 500 uM de

AB em tampdo fosfato EDTA, pH 7, com teste estatistico de Scott Knott a significancia de 0,05, cada
letra representa um grupo diferente de significncia
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FONTE: disponibilizado pela Prof.? Luzia Modolo (UFMG).

Sabe-se que a urease de Canavalia ensiformis (jack bean) contém 4 residuos de Trp nas
posi¢des 495, 648, 708 e 728 e que em pH fisioldgico esses residuos sdo os principais
contribuintes na fluorescéncia da enzima (® = 0,20) quando comparados com os residuos de
Tyr (© = 0,14) ou Phe (® = 0,04) (Tabela 10, pag 61) (LAGE et al., 2018; YAN-QING;
HONG-ME], 2012). Além disso, na proteina nativa, a emissdo da Tyr geralmente ¢ atenuada,
possivelmente por sua interacdo com a cadeia de peptideos ou por transferéncia de energia

para o Trp (GHISAIDOOBE; CHUNG, 2014). Portanto, as investigacdes sobre as variacdes
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nas intensidades de fluorescéncias dos residuos de Trp sugerem mudangas conformacionais
na estrutura da proteina nativa e fornecendo informagdes sobre as interagdes entre

proteina/ligante (ZHANG; ZHANG; WANG, 2011).

Sendo assim, titulagdes espectrofluorimétricas da urease foram realizadas na auséncia ou na
presenca de crescentes quantidades de AB5-S, AB7-S, AB9-S, AB11-S ou AB12-S. Os perfis
espectrais obtidos foram semelhantes para todas as substancias avaliadas e o grafico obtido
para o composto AB7-S estd apresentado na Figura 34 — A (pag. 69). Verificou-se, analisando
o perfil espectral obtido com a substancia AB7-S, que a urease livre quando excitada a 280
nm apresentou uma banda larga e intensa em 335 nm (Figura 34 (A) - pag. 69), bem como
uma diminuic¢ao na intensidade de fluorescéncia apos a adi¢do de incrementos de AB7-S no
sistema, seguido de uma variagdo no comprimento de onda maximo de emissao na faixa de
335 - 345 nm. Essa reducao na intensidade de sinal de fluorescéncia e o deslocamento do
maximo de comprimento de onda na dire¢ao do vermelho podem ser atribuidas as mudangas
conformacionais na estrutura da enzima (LI, TIAN et al., 2016). Com os resultados obtidos,
foram construidos graficos de linearizacdo da Equacdo 6 (pag. 62) para cada composto e
foram apresentados os resultados obtidos para os compostos ABS-S e AB7-S, na Figura 34 -
B (pag. 69), para fins ilustrativos. O exponencial na base 10 das inclinagdes obtidas nesses
graficos fornecem os ks que foram utilizados para a constru¢do do grafico C (Figura 34 -
pag. 69). Percebe-se, entdo, que entre as substancias avaliadas as que apresentaram interacao
mais forte com a urease foram a AB5-S e a AB7-S, que na triagem apresentaram inibicao de
40,2 e 47,6%, respectivamente. Pode-se inferir, ainda, com base no ky, da substincia AB12-
S, que o nucleo base dos ABs ¢ capaz de interagir com a enzima urease € que a presenca de
substituintes pode aumentar ainda mais essa interacdo. O grafico D (Figura 34, pag. 69) foi
construido utilizando a equacdo de Stern- Volmer (Equacdo 5 - pag. 61) e nele € possivel
verificar que as substancias AB5-S e AB7-S apresentaram linearidade nas concentragdes de

2,52 30 pM.
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Figura 34: Urease (1,0 uM) perfil de emissao espectral em diferentes concentracdes de AB7-S (2,5 a
50 uM) em pH 7 ¢ 30 °C (A). Curva duplo de logaritmo para o calculo da constante de ligacao (ks)
para AB5-S e AB7-S (B). Comparacdo das constantes de ligacao de todos os ABs testados em relagdo
a urease de jack bean (C). Curva de Stern-Volmer para os AB5-S e AB7-S (D). O desvio padrao foi
calculado para 3 determinagdes.
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As substancias de maiores ky (AB5-S e AB7-S) foram utilizadas como modelo para o estudo

de mecanismo de inibi¢do enzimatica. Os resultados desses estudos estao apresentados na

Tabela 12 (pag.70) para as temperaturas 22, 30 e 38 °C.
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Tabela 12: Parametros de liga¢ao e termodinamicos para a interagdo entre os adutos de Biginelli ABS-S ou AB7-S com a urease

Constante de Stern-Volmer

Parametros da constante de ligagao

Parametros termodinamicos

T
Substancia Ksv kq Kk AG AH AS
°C) r n r
(10*M™) (102Mtshy (1068 M (kJmol!) (kImol) (J mol'K™)
22 496+0,14 0,9872 4,96 0,66 +0,03 1,36+0,04 009862  -32.88
AB5-S 30 4,70+0,10 0,9853 4,70 091+0,10 1,22+0,05 0,9944  -34,54 +28,37 +207,6
38 4,46+0,06 09887 4,46 1,20+0,15 1,07+0,03 0,9873  -36,20
22 9,11+0,26 0,9861 9,11 8,49+046 1,29+0,02 09971 -39.,4
AB7-S 30 899+0,15 0,9779 8,99 527+0,52 1,23+0,06 09873  -38,98 -45,19 -20,50
38 830+0,09 0,981 830 329+0,37 1,38+0,02 09962  -38,91

FONTE: elaborado pela autora.
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A constante de ligacao (ky) expressa a forca de interacao entre o ligante ¢ a proteina. Entre
os adutos de Biginellis avaliados, o AB7-S apresentou interagcdes mais fortes com a urease
que AB5-S (Tabela 12, pag.70). Os valores de k, de AB5-S e AB7-S foram na mesma ordem
de grandeza que aqueles ja reportados para o (R)-(+)-acido tsnico (3550x10° M a 30 °C)
(LAGE et al., 2018) e Cu(II) (389x10° M a 37 °C para [Cu(Il)] < 16 uM) (WANG, YAN-
QING; ZHANG; ZHANG, 2011), e mais alto que o pentaclorofenol (3,85x10° M a 32 °C)
(YAN-QING; HONG-MEI, 2012) e Cr(VI) (19,6x10°> M a 29 °C) com a urease de jack
bean. Entretanto, o objetivo desses autores foi utilizar urease como um marcador biologico
para identificacao da presenga de contaminacao, € nao avaliar o potencial do pentaclorofenol,

Cr(VI) (K2Cr207) Cu(Il) como inibidor de urease.

Ainda utilizando a Equacao 6 (pag. 62) foi possivel calcular o n que corresponde ao nimero
de sitios ocupados pelo ligante na estrutura da urease. O valor de n variou de 1,07 e 1,38,

indicando que as interagdes entre a estrutura da urease e esses ligantes acontecem na razao

de 1:1.

De acordo com os resultados da Tabela 12 (pag. 70), os valores da constante de quenching
(Ksv) diminuiram com o aumento da temperatura para ambos os ligantes avaliados. Entdo o
processo de interagao entre 0 AB5-S ou AB7-S e a urease ocorrem preferencialmente através
de um mecanismo de quenching estatico com formacdo de um complexo supramolecular
enzima/ligante no estado fundamental (SANTANA et al., 2019). Adicionalmente, os valores
de kq foram calculados (equacdo 5, pag 61) e foram observados que todos kq sdo maiores que

1

o valor referencial de 2,0x10'> M! s™! confirmando o mecanismo de quenching estatico (

SILVA et al., 2018).

Usando-se a linearizagdo da equacdo de Van’t Hoff (Equacdo 7, pag. 62, Fig. Apéndice 1,
pag. 127) nas amostras avaliadas em diferentes temperaturas foi possivel determinar os
parametros termodindmicos AG, AH e AS (Tabela 12, pag. 70). O AG negativo comprova
que a interagdo entre os AB e a enzima ¢ termodinamicamente espontinea e os valores de
AH e AS permitem deduzir o tipo de for¢as de ligacdo envolvidas na interacdo
inibidor/enzima (ROSS; SUBRAMANIAN, 1981). Logo, as predominancias de forgas de
ligacdo (nao exclusivas) para o ABS-S foram interagdes hidrofobicas (AH > 0, AS > 0) e para

0 AB7-S foram ligacdes de hidrogénio e forgas de van der Waals (AH < 0, AS <0).
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Também foram realizados os estudos de FRET com a finalidade de determinar a distancia
entre os residuos de triptofano da urease (doador) e o aduto de Biginelli (receptor) no
processo de transferéncia de energia devido a interagdo. Inicialmente, a 4rea de sobreposi¢ao
entre o espectro de fluorescéncia de urease livre e o espectro de absor¢ao molecular das
substancias AB5-S ou AB7-S foram avaliados Fig. Apéndice 2 (pag. 127), e os parametros
calculados do processo de FRET sdao mostrados na Tabela 13. A distancia (ry) entre o doador
e o receptor foi calculada usando a Equacdo 8 (pag. 64) e a Equagdo 9 (pag. 65) para
determinar a distancia critica (Ro) e o J foi calculado pela Equacao 10 (pag. 65). Nesse caso
foi utilizado K?>=2/3, N = 1,336 ¢ F = 1,50 para urease (WANG, YAN-QING; ZHANG;
ZHANG, 2011).

Tabela 13: Parametros de FRET para a interag@o entre os adutos de Biginelli AB5-S ¢ AB7-S, todos
as5uM

Substancias JA0 P em®* M) E (%) Ro (nm) ro (nm)
ABS-S 4.0 34 2,16 2,42
AB7-S 7,5 44 2,40 2,50

FONTE: elaborado pela autora.

De acordo com os resultados da Tabela 13, a energia transferida (E) foi menor que 50%
implicando que Ro < 7y, e os valores das distancias de r9 para AB5-S e AB7-S sdo similares.
A distancia critica entre ry para os adutos de Biginelli e os residuos de triptofano (urease) foi
menor que 8 nm, indicando que a energia transferida ocorre depois do processo de interagao
(SHU et al., 2015). Uma vez avaliada a interacao efetivamente com a urease, foi analisado
se o processo levou a mudangas na conformagdo da enzima pelos estudos de fluorescéncia

sincronizada e tridimensional.
5.3.1 — Avaliacao na conformacao da urease

O espectro de fluorescéncia tridimensional da urease na auséncia ou presenca dos compostos
ABS-S ou AB7-S foram apresentados na Figura 35 (pag. 73). O grafico de fluorescéncia
tridimensional da urease livre apresenta um complexo pico chamado de 1 (Figura 35, pag.
73) que corresponde ao espalhamento Rayleigh, atribuido a radiagdo de re-emissao (Aex =

Aem) da agua (solvente). O Pico 2 corresponde a emissao do residuo de triptofano e o residuo
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de tirosina, enquanto que a emissao da cadeia polipeptidica ¢ atribuida ao pico 3 (DANTAS
etal.,2017; SANTOS et al., 2018).

Figura 35: Espectro de fluorescéncia tridimensional da urease livre (A), complexo urease/ABS-S (B)
e complexo urease/AB7-S (C) em pH 7. Ureases e os ligantes foram utilizados a 1,0 e 40 pM,

respectivamente.
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FONTE: elaborado pela autora.
As intensidades de fluorescéncia dos picos 2 e 3 apresentaram reducao de intensidade de 53%

e 60% respectivamente para o AB5-S (Tab. Apéndice 1, pag. 129) e um perfil similar foi
registrado para os sistemas contendo o AB7-S com redugdo de intensidade de fluorescéncia
de 72 e 79%, observados para os picos 2 e 3, respectivamente. Os principais parametros de
fluorescéncia tridimensional foram listados na Tab. Apéndice 1 (pag. 129). A reducdo na

intensidade de fluorescéncia no pico 2 foi atribuida as emissoes dos residuos de triptofano e
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tirosina enquanto que alteragdes relacionadas com o pico 3 foram atribuidas a modifica¢des
na estrutura nativa da proteina. A intensidade de varia¢do de fluorescéncia mais significativa
foi observada para o pico 3, indicando que houve alteragdes na cadeia polipeptidica e
dobramento da enzima (WANG, QIAN et al, 2015). Além disso, esses resultados sao
suportados pela variagdo no deslocamento da banda de Stokes determinado para a urease

nativa e o respectivo complexo inibidor/urease, Tab. Apéndice 1 (pag. 129).

Os estudos de fluorescéncia sincronizada foram realizados visando a observagao preferencial
das mudancas de conformagdo no micro-ambiente dos cromoéforos da urease (triptofano e
tirosina). Diferengas entre os comprimentos de onda de excitagao e emissao foram usadas
como parametros para avaliar a mudanga na polaridade dos residuos de aminodcidos, desde
que o AL = 15 nm (Fig. Apéndice 3, pag. 128) fornece informagdes sobre o residuo de
tirosina, enquanto o AA = 60 nm (Fig. Apéndice 3, pag. 128) fornece evidéncias de mudangas
no residuo de triptofano (SIDDIQUI; ALOTHMAN; RAHMAN, 2017). Os parametros
obtidos de fluorescéncia sincronizada para as substancias ABS-S e AB7-S foram
apresentados na Tabela 14 (pag. 75). O maximo de deslocamento de emissdo para ABS-S e
AB7-S frente a urease foi maior para o triptofano que para a tirosina (Tabela 14 — pag. 75)
esse comportamento € coerente com o fato de que os residuos de tirosina sio menos sensiveis
a mudangas de polaridade de cargas se comparado com os residuos de triptofano. A variagao
positiva de Amax € atribuida a um aumento na polaridade do microambiente e a variagao
negativa de Amax € atribuida a uma redugdo da polaridade permitindo, entdo, descrever as

mudancas na estrutura nativa da proteina.

Nos residuos de tirosina, para ambos AB5-S e AB7-S, os valores de Ksy foram
sistematicamente mais afetados quando comparados aos residuos de triptofano (Tabela 14 —
pag. 75) isso se deve possivelmente a localizagdo dos residuos de tirosina nas posi¢oes 410
e 544, proximo aos residuos de histidina (posigdes 409 e 545), responsaveis pela coordenagao
com os atomos de niquel no sitio ativo da urease de jack bean (BALASUBRAMANIAN;
PONNURAJ, 2010). Considerando que o residuos de triptofano (495 e 648) sdo mais
distantes do sitio catalitico da urease (LAGE et al., 2018), pode-se inferir que os adutos de

Biginelli AB5-S e AB7-S interagem no sitio catalitico.
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Tabela 14: Parametros de fluorescéncia sincronizada para as substancias AB5-S e AB7-S frente a
urease

Parametros de Stern-Volmer Amax
Substancia AL (nm) . Deslocamento  de
Ksv (10" M™) r emissdo (nm)!
15 4,24 + 0,08 0,9691 -1
ABS5-S
60 2,91 £ 0,04 0,9880 +6
15 10,21 £0,12 0,9656 +1
AB7-S
60 6,49 + 0,09 0,9705 +4

! Amax(urease/AB)- Amax(urease livre). O erro foi apresentado como o desvio padrio de 3 determinagdes.
FONTE: elaborado pela autora.

Uma maneira de verificar a interagdo dos compostos ABS-S e AB7-S no sitio catalitico ¢
avaliar a influéncia dele na presenca de um inibidor ja conhecido. Sendo assim, foram
avaliados os reconhecidos inibidores de urease: NBPT, tiureia, hidroxiureia e omeprazol, no
teste de competigdo. A razdo da constante ky’/ ky foi usada com a finalidade de comparacao
(Tabela 15), onde kv’ e ky correspondem as constantes de ligagdo na presenga ou auséncia de
competidor, respectivamente. A formacdo do complexo ligante/urease ¢ favorecida quando
ky’/ ks > 1 enquanto que razdes menores que 1 indicam que a formagdo do complexo ¢

desfavorecida (LAGE et al., 2018).

Tabela 15: Razdo das constantes de ligacdo na auséncia (ks) ou na presenca (ky”) de reconhecidos
inibidores de urease

Competidores (ky’/ kb)?

Substancia

NBPT Omeprazol Tioureia Hidroxiurea
ABS-S 0,32+ 0,08 0,40 £ 0,10 0,66 = 0,07 0,31 +0,03
AB7-S 0,46 £ 0,02 0,53 +0,03 0,53 £ 0,02 0,33 +0,02°

2 k’ = constante de ligagio na presenca de inibidor (25 pM), urease (1 pM) variando os adutos de Biginelli
(2,5 - 50 uM). *Hidroxiurea foi usada a 38 uM. O erro de desvio padrio foi calculado para 3 determinagdes.
FONTE: elaborado pela autora.

Em geral, a constante de ligacdo diminuiu na presenca dos inibidores (ky’/ ky < 1), indicando

que os adutos de Biginelli ABS-S e AB7-S interagem com o sitio ativo da urease. Esse
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resultado esta de acordo com a fluorescéncia sincronizada (Tabela 14 - pag. 75). Sabe-se que
tioureia, hidroxiurea ¢ NBPT sdo inibidores competitivos enquanto que o omeprazol ¢
classificado como um inibidor ndo competitivo (AMTUL et al., 2002). O omeprazol reage
com o residuo livre de cisteina (posi¢ao 596) da urease de jack bean, que causa um bloqueio
ao acesso do sitio catalitico da enzima (AMTUL et al., 2002). Os resultados observados para
os ABS-S e AB7-S indicam que eles interagem no sitio ativo da enzima, entretanto o estudo
de competicdo ¢ limitado e ndo ¢ capaz de diferenciar inibidores competidores de inibidores
mistos. Portanto, para afirmar assertivamente foram realizados estudos classicos de cinética

enzimatica.

Foi realizado, entdo, o teste colorimétrico baseado no método do indofenol e foi verificada a
velocidade da enzima urease na catalise da ureia na presencga e na auséncia de AB5-S e AB7-
S. Com os resultados obtidos, foi possivel plotar a hipérbole de Michaelis-Mentem, nos
graficos A e B (Figura 36, pag. 77). Verificou-se que ambas substancias testadas sdo
inibidores competitivos, pois ndo houve alteracdo na velocidade maxima da atividade da
urease € 0 K aparente da urease aumentou com a adi¢do de incrementos das sustincias
avaliadas. Os valores de K foram calculados utilizando a equacdo de Lineweaver-Burk

(Equagao 11)

—_
Sk
=

Equacao 11

I/O Vmax [S] Vmax

Onde Vo ¢ a velocidade de formagdo do complexo urease/ureia, Km € a constante de
Michaelis-Menten, Vmax € a velocidade quando praticamente toda a enzima est4 em sua forma
combinada (urease/ureia) ¢ a adigdo de substrato (ureia) nao altera a velocidade, [S] é a
concentracao de ureia (NELSON et al., 2014). Portanto a inclinagao da reta fornece o inverso
da velocidade maxima e de posse dela ¢ possivel calcular 0 K € 0 Vimax da urease. O Kn

aparente, que € aquele obtido na presenca dos compostos ABS-S e AB7-S.
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Figura 36: Hiperbole de Michaelis-Menten para AB5-S e AB7-S (A e B, respectivamente) e
Lineweaver-Burk para AB5-S ¢ AB7-S (C e D, respectivamente). O sistema foi avaliado em
concentracgdes crescentes de ureia (1-32 mM), foram incubados durante 10 min com urease de jack
bean tipo II na auséncia das substancias teste (I-livre) ou na presenga das substancias (0,1-0,3 mM)
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De posse do K, aparente ¢ possivel calcular o o e o Ki no sistema competidor usando as

formulas (Equacgdo 12 e 13, respectivamente) (NELSON etz al., 2014).

_ Kmaparente Equagﬁo 12
~ K,urease

[AB] Equagdo 13
Ki =

a—1

O valor encontrado de K; para o complexo ABS-S/urease foi de 0,96 + 0,01 mM enquanto
que o encontrado para o complexo AB7-S/urease foi de 0,57 £ 0,16 mM. Esses resultados
indicam que o AB7-S ¢ um inibidor de urease mais potente que o AB5-S e de fato nos estudos

enzimaticos a afinidade do AB7-S foi mais elevada (maior ky - Tabela 11, padg 63 )

5.4 — Conclusao

Os adutos de Biginelli apresentam em sua estrutura grupos farmacoforicos que permitem
interagdo com a enzima urease. As substancias AB5-S e AB7-S foram as que apresentaram
maior interacdo com a enzima urease, com inibicao de 40,2% e 47,6%, respectivamente.
Pelas andlises empregando o método de fluorescéncia, pode-se identificar que as interacdes
com a urease dos AB5-S e AB7-S estdo presentes nas proximidades do sitio ativo, o que
concorda com o mecanismo de inibi¢do competitivo determinado, no método do indofenol,
para ambas substincias. As interacdes entre a urease ¢ ABS-S ou AB7-S sdo
termodinamicamente favoraveis e predominantemente hidrofobicas para a substancia ABS-

S e por ligacdes de hidrogénio e interacao van der Waals para a substancia AB7-S.
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CAPITULO VI - CONCLUSOES E CONSIDERACOES FINAIS

Os catalisadores foram devidamente caracterizados, o NbOPQ4 foi purificado quanto aos
possiveis contaminantes volateis usando-se trés temperaturas de calcinaciao 400, 500 e 700
°C. A essas temperaturas as amostras s3o amorfas e possuem acidez na ordem de 0,01 mol
de sitios acidos g!, além de apresentarem apenas caracteristicas de 4cidos de Bronsted. O
[BIMBS]|[CI]] foi sintetizado, com 68% de rendimento global em trés etapas a partir do

imidazol e caracterizado por RMN e IV.

As substancias NbOPO4 ¢ [BIMBS][CI] foram testadas em relagdo ao seu potencial
catalisador na reagdo de Biginelli sendo que a primeira mostrou-se 1,6 vezes mais eficiente

que a reacdo ndo catalisada e a segunda 2,2 vezes mais eficiente.

Utilizando-se o [BIMBS][CI] foi possivel a sintese de 26 derivados da reacao de Biginelli
com rendimentos entre 4-92%. Os adutos de Biginelli mostraram-se bons inibidores de urease
(9 —47%) pelo método do indofenol e a presenca de substituinte no anel aromatico modula
a atividade de inibi¢do. Ap0s a realizacdo dos testes de fluorescéncia, determinou-se que os
complexos urease/adutos de Biginelli (AB5-S e AB7-S) sdo termodinamicamente favoraveis,
a interacdo ¢ principalmente nas proximidade do sitio ativo e, portanto, sdo considerados

inibidores competitivos.

Este estudo mostra que tanto um substituinte doador de densidade eletronica quanto um
substituinte retirador de densidade eletronica podem ser capazes de interagir no sitio ativo da
enzima urease. Mostrou ainda que esses substituintes contribuem de maneira diferente na
estrutura da proteina nativa. E assim, sugere-se que a presenga de substituintes nos adutos de
Biginelli modulam a atividade de inibi¢cdo da urease e interferem no tipo de interacdo

predominante no complexo enzima/inibidor.

Nao foram encontradas interagdes na funcdo ester dos adutos de Biginelli nos estudos de
interagdo com a enzima urease portanto, modificagdes nessa parte da substancia podem
fornecer interagoes aditivas e assim melhorar a atividade de inibigdo frente a enzima urease.
Sugerimos, como perspectivas futuras, a adicdo de grupos benzilas substituidos, outros
analogo da toureia como possiveis modificagdes na busca por melhorias na atividade de

inibigao.
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CAPITULO VII - PARTE EXPERIMENTAL

7.1 — Caracterizacao do NbOPOQOy

O fosfato de nidbio (NbOPQ4) foi fornecido pela Companhia Brasileira de Metalurgia e
Mineracdo (CBMM), Araxa, Minas Gerais, Brasil. O material doado foi calcinado a
temperatura de 400, 500 ou 700 °C. Os sitios acidos dos NbOPO4 calcinados foram
caracterizados quantitativamente e qualitativamente empregando-se as técnicas de titulacdo

inversa e sonda de piridina, respectivamente.

7.1.1 — Calcinaciao do NbOPOQO4

As temperaturas de calcinagdo foram escolhidas seguindo-se a metodologia descrita
previamente na literatura (DA SILVA; FOLGUERAS-DOMENGUEZ; DOS SANTOS,
1999; PEREIRA; DE LA CRUZ; LACHTER, 2010)

O NbOPO4 foi calcinado utilizando-se um forno industrial tubular horizontal da SANCHIS
empregando-se uma rampa de 10 °C por minuto até¢ a temperatura de 400, 500 ou 700 °C e

permaneceu na temperatura desejada durante 4 horas.

7.1.2 — Termogravimetria (TG)

As analises de termogravimetria foram realizadas sob atmosfera de nitrogénio (N2) com razao
de aquecimento igual a 10 °C min™! no Laboratério de Analise Térmica do Departamento de

Quimica da UFMG, em um equipamento DTG60 — SHIMADZU.

7.1.3 — Difratometria de raios-X (DRX)

Os dados de DRX foram obtidos no Departamento de Quimica da UFMG, utilizando-se o
equipamento Rigaku, modelo Geigerflex, utilizando-se radiagao Cu-Ka (30 kV, 30 mA, A =

1,54184 A), com um angulo 20 que foi variado de 4 a 60 graus em uma taxa de 2° min™.

80



7.1.4 — Caracterizacdo qualitativa dos sitios de Bronsted e de Lewis pelo método da
piridina
A caracterizacdo qualitativa dos sitios de Bronsted e de Lewis pelo método da piridina foi

realizada seguindo-se a metodologia previamente descrita na literatura (LEBARBIER;

HOUALLA; ONFROY, 2012; SELLI; FORNI, 1999)

Cerca de 10 mg das amostras de NbOPO4 (400), NbOPO4 (500) ou NbOPO4 (700) foram
aquecidas em um forno a 200 °C, por 2 h, sob um fluxo de N> de 100 mL min!. Em seguida,
o sistema foi resfriado até a temperatura de 50 °C e o fluxo de nitrogénio foi direcionado para
um recipiente contendo piridina, de tal forma que a amostra fosse saturada durante uma hora.
Finalmente, a temperatura do forno foi elevada para 100 °C, sob o fluxo de N>, sem piridina,

por mais uma hora para a remogao da piridina fisiossorvida.

As amostras obtidas foram analisadas por espectroscopia de absor¢do na regido do
infravermelho e os espectros foram registrados na regido de 1600 a 1400 cm™! usando pastilha
de KBr e o espectrofotometro Spectro One Perkin Elmer (Instituto de Ciéncias Exatas —

Departamento de Quimica — UFMG).

7.1.5 — Titulacio dos sitios acidos totais

Em um frasco de 20 mL com tampa foram adicionados cerca de 10 mg do NbOPO4 (400,
500 ou 700) seguido da adicdo de 10 mL de uma solucao de NaOH (0,0231 + 0,0001) mol
L', Essa mistura foi mantida sob agitagdo durante 12 horas. Ao final, 5 mL de cada solucio
foram titulados com uma solugio de biftalato de potéssio (0,035 mol L) a fim de conhecer
o excesso de NaOH. Com a informacao do excesso, foi possivel calcular a quantidade de
NaOH consumida que equivale a metade de sitio acidos, visto que apenas metade da solucao
foi titulada, com base nessa informagao foi possivel quantificar os sitios acidos. Todas as

titulagdes foram realizadas em triplicata.

Para o NbOPO4 calcinado a 400, 500 ou 700 °C foram encontrados 0,010 £ 0,001 mol de
sitios acido/g, 0,012 = 0,002 mol de sitios acidos g e 0,0104 + 0,0007 mol de sitios 4cidos

g’!, respectivamente (Tabela 16, 17 e 18 respectivamente; pag. 81).
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Tabela 16: Resultados obtidos da titulagdo do NbOPO4 (400)

NbOPO4(400) Vit nNAOHr 7INaOHc nsa [SA] Desvi
esvio

(2) (mL) (107 mol) (10 mol) (10*mol)  (mol/g)

0,0118 1,55 5,425 6,04 1,208 0,010237288 0,001277

0,0108 1,75 6,125 5,34 1,068 0,009888889

0,011 1,35 4,725 6,74 1,348 0,012254545

Vgir = volume de biftalato (0,035 mol L), 7 naon:= quantidade de NaOH que ndo reagiu; 7 naone = quantidade
de NaOH consumido pelos sitios acidos; n sa = quantidade de sitios acidos em ~0,01 g de NbOPOy, [SA] =
concentracdo de sitios acidos. [NAOH] = 0,0231 mol L-!

FONTE: elaborado pela autora.

Tabela 17: Resultados obtidos da titulagdo do NbOPO4 (500)

NbOPO4(500) Vit 11 NAOHr MINaOHc Nsa [SA] Desvio
(2) (mL) (10°mol)  (10°mol)  (10*mol)  (mol/g)

0,0125 1,15 4,025 7,44 1,488 0,01190400 0,001867
0,0134 1,65 5,775 5,69 1,138 0,00849257

0,0136 1,55 5,425 6,04 1,208 0,00888233

Vgir = volume de biftalato (0,035 mol L"), 7 naon:-= quantidade de NaOH que ndo reagiu; n nwone = quantidade
de NaOH consumido pelos sitios acidos; n sa = quantidade de sitios acidos em ~0,01 g de NbOPO4, [SA] =
concentracio de sitios acidos. [NAOH] = 0,0231 mol L-!

FONTE: elaborado pela autora.

Tabela 18: Resultados obtidos da titulagdo do NbOPO4 (700)

NbOPO4(700) VBit 7 NAOHr FINaOHe Nsa [SA] .
Desvio

(2) (mL) (10°mol) (10°mol)  (10*mol)  (mol/g)

0,0105 1,90 43111 7,0339 1,40678 0,0140600 0,000756

0,0101 1,95  4,37825 6,9772 1,39544 0,0139544

0,0102 1,60 3,6871 7,6579 1,53158 0,0153158

Vir = volume de biftalato (0,035 mol L"), # naon:= quantidade de NaOH que ndo reagiu; 7 naone = quantidade
de NaOH consumido pelos sitios acidos; n sa = quantidade de sitios acidos em ~0,01 g de NbOPOy, [SA] =
concentragdo de sitios dcidos. [NAOH] = 0,0231 mol L!

FONTE: elaborado pela autora.
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7.2 — Sintese e caracterizacoes dos catalisadores e avalicao da atividade catalitica

na reac¢ao de Biginelli
7.2.1 — Materiais e métodos

Na sintese dos compostos descritos neste trabalho, foram utilizados reagentes de grau
analitico. Quando necessario, foram realizadas purificagdes seguindo metodologia descrita

por Perrin e Amarengo (1988) (PERRIN; AMARENGO, 1988).

7.2.2 — Generalidades metodolégicas

As cromatografias em camada delgada (CCD) foram realizadas utilizando-se placas
POLYGRAM- UV 2540, 20 mm MACHEREY-NAGEL (20 X 20 cm). As placas de CCD
foram observadas sob lampada de ultravioleta (A =254 ¢ 365 nm) e posteriormente reveladas
com o auxilio de vapores de iodo (I2), solu¢do alcodlica de vanilina [(4-hidroxi-3-
metoxibenzaldeido (6 g) + etanol (100 mL) + H2SO4 (conc.) (1 mL)], solucdo de KMnO4
[KMnOs (6 g) + K2COs3 (20 g) + 5% NaOH (aq) (5 mL) + H20 (300 mL)].

As cromatografias em coluna foram realizadas empregando-se silica gel como suporte e
como eluentes, solventes previamente destilados. Em cada caso, a mistura do eluente usada

foi especificada.
7.2.3 — Temperaturas de fusao

As temperaturas de fusdo foram determinadas utilizando-se o equipamento GEHAKA-

PF1500. Os valores observados no equipamento nao foram corrigidos.

7.2.4 — Infravermelho

Os espectros na regido do infravermelho (IV) foram obtidos pela técnica de ATR em
espectrofotometro Spectro One Perkin Elmer (Faculdade de Farmacia, Universidade Federal
de Minas Gerais-UFMG), e pelo espectrofotometro Spectro One Perkin Elmer (Instituto de
Ciéncias Exatas, Departamento de Quimica — UFMG) utilizando pastilha de KBr na regidao

de 400-4000 cm’!.
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7.2.5 — Ressonancia magnética

Os espectros de ressonincia magnética nuclear de hidrogénio (RMN de 'H, 200 MHz) e de
carbono (RMN de '*C, 50 MHz) foram obtidos por um espectrometro Bruker AVANCE DPX
200 com sonda BBO multinuclear (Instituto de Ciéncias Exatas — Departamento de Quimica
— UFMG) e os espectros de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN de 'H, 400
MHz) e de carbono (RMN de *C, 100 MHz) foram obtidos no espectrometro Bruker
AVANCE-III 400 (Instituto de Ciéncias Exatas — Departamento de Quimica — UFMG). Os
deslocamentos quimicos (0) foram expressos em partes por milhdo (ppm) e referenciados

pelos sinais dos respectivos solventes ou padrdo interno tetrametilsilano (TMS).

7.2.6 — Espectrometria de massas de alta resolucio

Os espectros de massas de alta resolugao foram obtidos empregando-se um Espectrometro
de Massas com Fonte de lonizagdo Electrospray (ESI-MS), modelo SHIMADZU LC —
ITTOF (Instituto de Ciéncias Exatas — Departamento de Quimica — UFMQG).

7.3 — Metodologias de Sintese
7.3.1 — Preparacao do 1-butilimidazol (BIM)

Para a sintese do 1-butilimidazol, foi utilizada metodologia adaptada de Cheng (CHENG;
CHU, 2006). Em um baldo de 10 mL, foram adicionados o n-bromobutano (2,4 mmol —328,8
mg), o imidazol (3 mmol —204,2 mg) e o KOH (6 mmol —336,6 mg) em 5 mL de acetonitrila.
A mistura reagente foi mantida sob refluxo e agita¢do durante 4 horas. Ao final, resfriou-se
a mistura reagente e foram adicionados 20 mL de diclorometano. Foi realizada uma extragdo
liquido-liquido com 20 mL de 4gua destilada. A fase aquosa foi extraida (2 vezes, 10 mL de
diclorometano) e as fases organicas reunidas e posteriormente foi adicionado sulfato de
magnésio para remog¢ao da agua residual e filtrado. O solvente foi removido por evaporacdo
em evaporador rotatdrio e o bruto de reacdo foi purificado por cromatografia em coluna de
silica gel utilizando como eluente a mistura de acetato de etila:hexano:diclorometano (6:1:1).

O produto foi obtido como um 6leo amarelo com 69% (205,7 mg) de rendimento.
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Férmula molecular: C;H12N». Aspecto: liquido amarelado. IV (ATR, v ecm™): 3111 (v

Csp?-H), 2960 (v CH3), 1667 (v CH=N-R). RMN de 'H (200 MHz, CDCl3) &: 0,94 (3H, t ,
3, J=17,3 Hz, H9), 1,32 (2H, sex, J= 7,3 Hz, HS), 1,75 (2H, quin, J= 7,2 Hz,
=\

“%/N g s H7), 3,94 (2H, t, J= 7,2 Hz, H6), 6,91 (1H, s, HS), 7,04 (1H, s, H4), 7,51

(1H, s, H2). RMN de 3C (50 MHz, CDCl;3) &: 13,4 (C9), 19,7 (C8), 33,0 (C7), 46,8 (C6),

188,8 (C5), 128,9 (C4), 136,9 (C2). HRMS (ESI): calculado m/z [M+1]: 125,1079;

encontrado m/z [M+1]: 125,1026 erro: 4,16 ppm; calculado m/z [M+Na]: 147,0898;

encontrado m/z [M+Na]: 147,0789 erro: 7,4 ppm. Os dados de caracterizagdo estdo de acordo

com aqueles reportados na literatura. (CHENG e CHU 2006).
7.3.2 — Preparacao do 3-(n-butilsulfonato) de 1-butilimidazélio (BIMBS)

Para a sintese do 3-(n-butilsulfonato) de 1-butilimidazdlio, foi utilizada metodologia
adaptada de Geilen (GEILEN et al., 2010). Em um baldo de 10 mL, foram adicionados o
BIM (1,12 mmol — 139,1 mg) e a 1,4-butano sultona (1,21 mmol — 164,8 mng) em 0,5 mL
de tolueno. A mistura reagente foi mantida a 80 °C durante 24 h. Apo6s este periodo, resfriou-
se a mistura reagente até a temperatura ambiente e seguiu-se a adigdo de éter etilico sob
agitacdo até ocorrer a formagdo de um solido branco. O material obtido foi filtrado e seco

sob pressao reduzida fornecendo 78% (227,4 mg) de rendimento.

Formula molecular: C11H20N2O3S.Aspecto: Solido branco. Faixa de fusao: 76,8-79,3 °C
[136 °C —lit. JEGATHA, et al, 2008)]. IV (ATR, v cm™): 3135 (v Csp*-H), 2962 (v CH3),
s s, 1648 (v CH=N-R),1175 (v SO). RMN de 'H (200 MHz, DMSO-ds) 5:
s NLT N %o 0,86 3H,t,J =73 Hz, H9), 1,24 (2H, sex, J = 7,3 Hz, H8), 1,53 (2H,
Se quin, J = 7,0 Hz, H12), 1,69-1,92 (4H, m, H7, H11), 2,42-2,46 (m, 2H,
H13), 4,13-4,22 (4H, m, H6, H10), 7,82 (2H, sl, H4, H5), 9,28 (1H, sl, H2). RMN de *C (50
MHz, DMSO-ds) 6: 13,3 (C9), 18,8 (C8), 21,8 (C12), 28,6 (C11), 31,2 (C7), 48,5 (C6, C10),
50,4 (C13), 122,4 (C4, C5), 136,1 (C2). Os dados de caracterizagdo estdo de acordo com
aqueles reportados na literatura (GEILEN et al. 2010).
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7.3.3 — Preparaciao do cloridrato de 1-butilimidazolio-3-(n-butilsulfonico)

(|BIMBS][CI])

Em um balao de 10 mL, foram adicionados o BIMBS (3,8 mmol — 989,3 mg) ¢ 0 HClq)
(37%; 3,8 mmol). A mistura foi mantida sob agitag¢do e refluxo durante 6 horas. Ao final, a
agua foi evaporada no evaporador rotatorio e foi obtido um liquido viscoso e incolor. De
forma a evidenciar a formagao do [BIMBS][CI], foram preparadas solu¢des 0,01 molar do
BIMBS, do [BIMBS][CI] puro ¢ da mistura de BIMBS e HCI em seguida, o pH das solugdes
foram aferidos (Tabela 19).

Tabela 19: Analise da acidez por peagametro

Solugdo 0,01 M pH

BIMBS 7,07
[BIMBS][C]] 2,38
BIMBS + HCI 1,21

FONTE: elaborado pela autora.

1sﬁNsC'm Formula molecular: C;1H21CIN20OsS. Aspecto: Liquido transparente.
86((7 K }_g(‘jé\;a Rendimento: 100% (1127,9 mg). IV (ATR, v cm™): 3144 (v Csp>-H ),
5 2963 (v CH3), 1647 (v CH=N-R), 1162 (v SO). RMN de 'H (200 MHz,
DMSO-ds) 6: 0,88 (3H, t, J= 7,4 Hz, H9), 1,24 (2H, sex, J = 7,4 Hz, HS), 1,54 (quin, 2H, J
=17,5 Hz, H12), 1,69-1,96 (4H, m, H7, H11), 2,54 — 2,57 (2H, m, H13), 4,14-4,23 (4H, m,
H6. H10), 7,83 (2H, s, H4, H5), 9,34 (1H, s, H2). RMN de 3C (50 MHz, DMSO-dp) 6: 13,3
(C9), 18,7 (C8), 21,6 (C12), 28,6 (C11) 31,2 (C7), 48,6 (C6, C10), 50,5 (C13), 122,5 (C4,
C5), 136,1 (C2).

7.3.4 — Avaliacao do fosfato de niobio como catalisador na reacio de Biginelli

Inicialmente foram realizados os testes de otimizacdo do catalisador NbOPQ4 quanto a

calcinagdo, quantidade de matéria de catalisador, temperatura, tempo de reagdo e solventes.
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A)

B)

0

D)

Calcinagdo: Em um baldao de 25 mL, foram adicionados o p-hidroxibenzaldeido (0,8
mmol — 97,7 mg), o acetoacetato de etila (1,2 mmol — 156,2 mg), a ureia (1,2 mmol —
72,1 mg) e 20 mol% NbOPO4 calcinados a 400, 500 ou 700 °C. A mistura reagente foi
irradiada por micro-ondas em um reator DISCOVER CEM® nas seguintes condigoes:
2 min de rampa, 90 °C durante 10 min. Ao final, o bruto de reagao foi solubilizado em
etanol quente (~50 °C), foi filtrado para a retirada do catalisador e a agua mae foi
adicionada agua destilada gota-a-gota até que se observasse a turva¢do da mistura
reagente. Essa mistura reagente foi mantida sob agitagao durante 10 min até a formacao
de um solido que foi filtrado, seco e caracterizado. Os resultados obtidos foram plotados
no grafico A da Figura 29 (pag. 46).

Quantidade de matéria de NbOPO4(400): Em um baldo de 25 mL, foram adicionados

o p-hidroxibenzaldeido (0,8 mmol — 97,7 mg), o acetoacetato de etila (1,2 mmol — 156,2
mg), a ureia (1,2 mmol — 72,1 mg) e NbOPO4 calcinado a 400 °C foi avaliado em
diferentes concentragdes: 5, 10, 20 ou 30 mol%. A mistura reagente foi irradiada por
micro-ondas em um reator DISCOVER CEM® nas seguintes condigdes: 2 min de
rampa, a 90 °C durante 10 min. A elaboracdo foi similar 8 mencionada no item A. Os
resultados obtidos foram plotados no grafico B da Figura 29 (pag. 46).

Avaliagdo da temperatura: Em um baldo de 25 mL, foram adicionados o p-

hidroxibenzaldeido (0,8 mmol — 97, 7 mg), o acetoacetato de etila (1,2 mmol — 156,2
mg), a ureia (1,2 mmol — 72,1 mg) e NbOPO4(400) (10 mol%). A mistura reagente foi
irradiada por micro-ondas em um reator DISCOVER CEM® nas seguintes condigdes:
2 min de rampa e 60, 90 ou 120 °C durante 10 min. A elaboracdo foi similar a
mencionada no item A. Os resultados obtidos foram plotados no grafico C da Figura
29 (pag. 46).

Avaliacdo do tempo: Em um baldo de 25 mL foram adicionados o p-hidroxibenzaldeido

(0,8 mmol — 97,7 mg), o acetoacetato de etila (1,2 mmol — 156,2 mg), a ureia (1,2 mmol
— 72,1 mg) e NbOPO4 (400) (10 mol%). A mistura reagente foi irradiada por micro-
ondas em um reator DISCOVER CEM® nas seguintes condig¢des: 2 min de rampa, a
90 °C durante 10, 20 ou 40 min. A elaboracdo foi similar & mencionada no item A. Os

resultados obtidos foram plotados no grafico D da Figura 29 (pag. 46).

87



E) _Avaliacdo do uso de solventes: Em um baldo de 25 mL, foram adicionados o p-

hidroxibenzaldeido (0,8 mmol — 97,7 mg), o acetoacetato de etila (1,2 mmol — 156,2
mg), a ureia (1,2 mmol — 72,1 mg)e NbOPO4 (400) (10 mol%) sem solvente, na
presenca de etanol ou lactato de etila (1 mL). A mistura reagente foi irradiada por
micro-ondas em um reator DISCOVER CEM® nas seguintes condigdes: 2 min de
rampa, a 90 °C durante 20 min. A elaboracdo foi similar a mencionada no item A. Os

resultados obtidos foram plotados no grafico D da Figura 29 (pag. 46).

7.3.5 — Avaliacao do [BIMBS][CI] como catalisador na reacio de Biginelli

Inicialmente foram realizados os testes de otimizagdo do emprego de [BIMBS][CI] como

catalisador quanto a quantidade de matéria de catalisador, temperatura e tempo de reacao.

A)

B)

&)

Quantidade de matéria de [BIMBS][CIl]: Em um baldo de 25 mL, foram adicionados

o p-hidroxibenzaldeido (0,8 mmol — 97,7 mg), o acetoacetato de etila (1,2 mmol —
156,2 mg), a ureia (1,2 mmol — 72,1 mg) e [BIMBS][CI] nas quantidades de 10, 20,
30 ou 40 mol%. A mistura reagente foi irradiada por micro-ondas em um reator
DISCOVER CEM® nas seguintes condi¢des: 2 min de rampa, a 90 °C durante 30 min.
Ao final o bruto de reacao foi solubilizado em etanol quente (~50 °C) e a agua mae foi
adicionado agua gota-a-gota até que se observasse a turvagao da mistura reagente. Essa
mistura reagente foi mantida sob agitacdo durante 10 min até a formagdo de um solido
que foi filtrado, seco e caracterizado. Os resultados obtidos foram plotados no grafico
A da Figura 30 (pag. 48).

Avaliagdo da temperatura: Em um baldo de 25 mL, foram adicionados o p-

hidroxibenzaldeido (0,8 mmol — 97,7 mg), o acetoacetato de etila (1,2 mmol — 156,2
mg), a ureia (1,2 mmol — 72,1 mg) e [BIMBS][CI] (20 mol%). A mistura reagente foi
irradiada por micro-ondas em um reator DISCOVER CEM® nas seguintes condigoes:
2 min de rampa, a 60, 90, 120 ou 140 °C durante 30 min. A elaboragao foi similar ao
item A e os resultados obtidos foram plotados no grafico B da Figura 30 (pag. 48).

Avaliacdo do tempo: Em um baldo de 25 mL, foram adicionados o p-

hidroxibenzaldeido (0,8 mmol — 97,7 mg), o acetoacetato de etila (1,2 mmol — 156,2
mg), a ureia (1,2 mmol — 72,1 mg) e [BIMBS][CI] (20 mol%). A mistura reagente foi
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irradiada por micro-ondas em um reator DISCOVER CEM® nas seguintes condigdes:
2 min de rampa, a 90 °C durante 5, 10, 20 ou 30 min. A elaboracao foi similar ao item

A e os resultados obtidos foram plotados no grafico C da Figura 30 (pag. 48).

7.3.6 — Sintese e caracterizacio dos adutos de Biginelli obtidos

Os demais adutos de Biginelli foram sintetizados de acordo com a metodologia padronizada
utilizando o [BIMBS][CI] como catalisador (20 mol%, a 90 °C durante 10 min) e os dados
de caracterizagdo encontram-se a seguir. Toda a caracterizacdo estd de acordo com a
previamente relatada na literatura e as atribuigdes dos sinais de RMN foram realizadas com

o auxilio do programa PerkinElmer ChemDraw professional 15.1.0.144.

7.3.7 — Caracterizacio dos adutos de Biginelli

4-(4-Hidroxi-3,5-dimetoxifenil)-6-metil-2-0x0-1.2.3.4-tetrahidropirimidina-5-carboxilato

de etila (AB1-0): 26% de rendimento (purificado por precipitacdo).

“w  OH | Foérmula molecular: Ci6H20N2Og. Faixa de fusio: 182,3-183,4 °C. IV (KBr,
ZJ: v cm™): 3614 (v OH), 3232 (v NH), 3102 (v NH), 2952 (v sp’H), 1726

o (vC=0),1708 (v C=0), 1654 (v C=C), 1120 (C-O). RMN de 'H (200 MHz,

o)\ﬂ s,  DMSO-ds) 6 1,12 (t, 3H, J = 6,5 Hz, Ha), 2,24 (s, 3H, Hd), 3,70 (s, 6H, H13
e H14), 4,01 (q, 2H, J = 6,5 Hz, Hb), 5,08 (s, 1H, H4), 6,48 (s, 2H, H7 e H8), 7,65 (s, 1H,
H3), 8,32 (s, IH, OH), 9,13 (s, IH H1). RMN de 13C (50 MHz, DMSO-ds) & 14,2 (Ca), 17,7
(Cd), 53,8 (C4), 56,0 (C13 e C14), 59,1 (Cb), 99,4 (C5), 103,9 (C8 e C12), 135,0 (C7 e C10),
147,8 (C11 e C9), 152,2 (C2), 165,5 (Cc). Os dados de caracterizagdao para o AB1-O estdo

de acordo com aqueles reportados na literatura (DA SILVA, et al., 2012).
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4-(4-Hidroxi-3.5-dimetoxifenil)-6-metil-2-tioxo-1,2.3.4-tetrahidropirimidina-5-carboxilato

de etila (AB1-S): 47% de rendimento (purificado por precipitacao).

14 OH 1|3 Formula molecular: CisH20N2OsS Faixa de fusdo: 213,0-214,3 °C. IV
Z J? (KBr,vem): 3476 (v OH), 3330 (v NH), 3198 (v NH), 2946 (v sp’-H), 1668
(v C=0), 1648 (v C=C), 1186 (v C=S), 1112 (v C-O). RMN de 'H (200 MHz,

7o, DMSO-de) & 1,13 (t, 3H,J =7,0 Hz, Ha), 2,28 (s, 3H, Hd), 3,71 (s, 6H, H13
e H14), 4,04 (2H, J = 7,0 Hz, Hb), 5,11 (d, IH, J =2,9 Hz, H4), 6,46 (s, 2H, H12 e HS),
8,42 (s, IH, OH), 9,60 (sl, 1H, H3), 10,29 (s, 1H, H1). RMN de 3C (50 MHz, DMSO-de)
§ 14,1 (Ca), 17,1 (Cd), 53,8 (C4), 56,0 (C13 e C14), 59,6 (Cb), 101,0 (C5), 104,0 (C8 ¢ C12),
133,7 (C10), 135,4 (C7), 144,7 (C9), 147,9 (C11) 165,3 (Cc), 174,3 (C2). Os dados de

caracterizacdo para o AB1-S estdo de acordo com aqueles reportados na literatura (DA

SILVA, DANIEL L. et al., 2012).

4-(3-Hidroxifenil)-6-metil-2-ox0-1,2.3.4-tetrahidropirimidina-5-carboxilato de etila (AB2-

0): 52% de rendimento (purificado por precipitagdo).

Formula molecular: Ci4HisN2O4. Faixa de fusao: 183,7-185,0 °C [190-192
°C Lit. (PASUNOOTI et al., 2011)]. IV (KBr, v cm™): 3514 (v OH), 3354
(v NH), 3246, 3124 (v NH), 2980 (v sp*H), 1726 (v C=0), 1700 (v C=0),
1602 (v C=C), 1092 (v C-O). RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) & 1,11 (t, 3H,
J =7,0 Hz, Ha), 2,23 (s, 3H, Hd), 3,99 (q, 2H, J =7,0 Hz, Hb), 5,06 (d, 1H, J =2,7 Hz,
H4), 6,62 (d, 1H, J =7,9Hz, H8), 6,66-6,67 (sl, 2H, H10 e H12), 7,08 (t, 1H, J = 7,9 Hz,
HI1),7,69 (sl, 1H, H3), 9,16 (s, 1H, H1), 9,36 (s, |H, OH). RMN de '3C (100 MHz, DMSO-
ds) 0 14,1 (Ca), 17,8 (Cd), 53,9 (C4), 59,2 (Cb), 99,4 (C5), 113,1 (C8), 114,2 (C10), 116,9
(C12),129,3 (C11), 146,3 (C7), 148,1 (C6), 152,3 (C2), 157,4 (C9), 165,4 (Cc). Os dados de

caracterizacdo para o AB2-O estdo de acordo com aqueles reportados na literatura

(PASUNOOTT et al., 2011).
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4-(3-Hidroxifenil)-6-metil-2-tioxo-1,2,3.4-tetrahidropirimidina-5-carboxilata de etila (AB2-

S): 46% de rendimento (purificado por precipitacao).

Formula molecular: C14Hi¢N2OsS. Faixa de fusao: 183,4-185,1 °C [185-187
°C Lit. (ZEYNIZADEH; DILMAGHANTI; YARI, 2009)]. IV (KBr, v cm™):
3308 (v OH), 3184 (v NH), 3116 (v NH), 2984 (v sp>-H), 1684 (v C=0), 1662
(v C=C), 1196 (v C=S). RMN de 'H (200 MHz, DMSO-ds) 6 1,11 (t,3H, J =
7,1 Hz, Ha), 2,28 (s, 3H, Hd), 4,05 (q, 2H, J = 7,1 Hz, Hb), 5,01 (d, 1H, J = 3,6 Hz, H4),
6,63-6,67 (m, 3H, H8, H10 e H12), 7,12 (t, 1H, J = 8,1 Hz, H11), 9,45 (s, 1H, OH), 9,60 (sl,
1H, H3), 10,30 (s, 1H, H1). RMN de 13C (50 MHz, DMSO-dc) 8 14,1 (Ca), 17,2 (Cd), 54,0
(C4), 59,6 (Cb), 100,8 (C5), 113,3 (C8), 114,7 (C10), 117,0 (C12), 129,5 (C11), 144,9 (C6 ¢
C7), 157,5 (C9), 165,2 (Cc), 174,2 (C2). Os dados de caracterizacao para o AB2-S estdao de
acordo com aqueles reportados na literatura (ZEYNIZADEH; DILMAGHANI; YARI,
2009).

4-(4-Hidroxi-3-metoxifenil)-6-metil-2-0x0-1.2.3.4-tetrahidropirimidina-5-carboxilato de

etila (AB3-0) 39% de rendimento (purificado por precipitagdo).

Formula molecular: CisHi1sN>Os. Faixa de fusdo: 233,9-236,0 °C [226-228
°C - Lit. (DA SILVA, DANIEL L. et al., 2011)]. IV (KBr, v cm™): 3538 (v
OH), 3244 (v NH), 3116 (v NH), 2974 (v sp*H), 1704 (v C=0), 1698 (v C=0),
1644 (v C=C), 1170 (v C-O). RMN de 'H (200 MHz, DMSO-ds) 6 1,11 (t, 3H,
J =7,1 Hz, Ha), 2,24 (s, 3H, Hd), 3,72 (s, 3H, H13), 3,99 (q, 2H, J =7,1 Hz, Hb), 5,06 (d,
1H, J =29 Hz, H4), 6,58-6,73 (m, 2H, H11 e HS), 6,78-6,80 (m, 1H, H12), 7,65 (sl, 1H,
H3), 8,92 (s, 1H, OH), 9,13 (s, |H, HI). RMN de 13C (50 MHz, DMSO-ds) & 14,2 (Ca), 17,8
(Cd), 53,6 (C4), 55,6 (C13), 59,2 (Cb), 99,6 (C5), 110,9 (C12), 115,3 (C11), 118,3 (CB),
136,0 (C10), 145,8 (C7), 147,3 (C9), 148,0 (C6), 152,3 (C2), 165,5 (Cc). Os dados de
caracterizacdo para o AB3-O estdo de acordo com aqueles reportados na literatura (DA

SILVA, DANIEL L. et al., 2011).
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4-(4-Hidroxi-3-metoxifenil)-6-metil-2-tioxo-1.2.3.4-tetrahidropirimidina-5-carboxilata de

etila (AB3-S): 25% de rendimento (purificado por precipitagao).

Formula molecular: CisHisN2O4S Faixa de fusdo: 224,9-225,5 °C [206-208
°C - Lit. (DA SILVA, DANIEL L. ef al, 2011)]. IV (KBr, v cm™): 3418
(v OH), 3160 (v NH), 3000 (v NH), 2952 (vsp*H), 1682 (v C=0), 1652
(vC=C), 1196 (vC=S), 1112 (vC-O). RMN de 'H (200 MHz, DMSO-
ds) 0 1,11 (t, 3H, J = 7,0 Hz, Ha), 2,28 (s, 3H, Hd), 3,72 (s, 3H, H13), 4,02 (q, 2H, J = 7,0
Hz, Hb), 5,09 (d, 1H, J =2,8 Hz, H4), 6,57-6,60 (m, 1H, H11), 6,71-6,78 (m, 2H, H8 ¢ H12),
9,02 (s, 1H, OH), 9,57 (sl, 1H, H3), 10,27 (s, 1H, H1). RMN de 3C (50 MHz, DMSO-
ds) & 14,1 (Ca), 17,2 (Cd), 53,7 (C4), 55,6 (C13), 59,6 (Cb), 101,0 (C5), 111,0 (C12), 115,4
(C11), 118,6 (C8), 134,6 (C10), 144,7 (C7), 146,2 (C9), 147,4 (C6), 165,3 (Cc), 174,1 (C2).

Os dados de caracterizagdo para o AB3-S estdo de acordo com aqueles reportados na

literatura (DA SILVA, DANIEL L. et al., 2011).

4-(4-Hidroxifenil)-6-metil-2-ox0-1,2.3.4-tetrahidropirimidina-5-carboxilato de etila (AB4-

O): 71% de rendimento (purificado por precipitagdo).

OH Formula molecular: Ci4sHisN2O4. Faixa de fusdo: 231,9-234,8 °C [237-
° j 239 °C - Lit. (NANDURKAR et al., 2007)]. IV (ATR, v cm™): 3504
o (v OH), 3270 (v NH), 3113 (v NH), 2982 (v sp*>-H), 1678 (v C=0), 1640

(v C=0), 1600 (v C=C), 1088 (v C-O). RMN de 'H (200 MHz, DMSO-
O N 451,09t 3H,J = 6,9 Hz, Ha), 2,23 (s, 3H, Hd), 3,97 (q, 2H, J = 6,9 Hz,
Hb), 5,04 (sl, 1H, H4), 6,68 (d, 2H, J = 8,0 Hz, H9 e H10), 7,03 (d, 2H, J =8,0 Hz, H8 e
H12), 7,62 (sl, 1H, H3), 9,12 (s, 1H, H1), 9,34 (s, IH, OH). RMN de '3C (50 MHz, DMSO-
ds) 6 14,5 (Ca), 18,1 (Cd), 53,8 (C4), 59,5 (Cb), 100,1 (CS5), 1154 (C9, C11), 127,8 (C8,
C12), 135,8 (C7), 148,1 (C6), 152,6 (C2), 156,9 (C10), 165,8 (Cc). Os dados de
caracterizacdo para o AB4-O estdo de acordo com aqueles reportados na literatura

(NANDURKAR et al., 2007).
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4-(4-Hidroxifenil)-6-metil-2-tioxo-1,2,3.4-tetrahidropirimidina-5-carboxilato de etila (AB4-

S): 52% de rendimento (purificado por precipitacao).

OH Formula molecular: Ci4HisN2Os3S. Faixa de fusao: 202,7-205,7 °C [212-215
6 Jb °C - Lit. (ZHU et al., 2009)]. IV: (KBr, v cm™): 3422 (v OH), 3286 (v NH),
o 3198 (vNH),3022(v sp*-H), 1716 (v C=0), 1662 (v C=C), 1198 (v C=S), 1084
ﬂ s>y (v C-O). RMN de 'H (200 MHz, DMSO-ds) & 1,09 (t, 3H, J = 7,1 Hz, Ha),
2,27 (s, 3H, Hd), 3,99 (q, 2H, J=7,1 Hz, Hb), 5,06 (d, 1H, J = 3,4 Hz, H4), 6,70 (d, 2H, J
= 8,4 Hz, H9 e H11), 7,00 (d, 2H, J = 8,4 Hz, H8 e H12), 9,42 (s, 1H, OH), 9,55 (sl, 1H,
H3), 10,24 (s, 1H, H1). RMN de 3C (50 MHz, DMSO-ds) 6 14,1 (Ca), 17,1 (Cd), 53,6 (C4),
59,5 (Cb), 101,1 (CS5), 115,1 (C9 e C11), 127,7 (C12 e C8), 134,1 (C7), 144,1 (C6), 156,9
(C10), 165,2 (Cc), 173,9 (C2). Os dados de caracterizacdo para o AB4-S estdo de acordo com

aqueles reportados na literatura (ZHU et al., 2009).

4-(3-Metoxifenil)-6-metil-2-0x0-1.2,3.4-tetrahidropirimidina-5-carboxilato de etila (ABS-

0): 73% de rendimento (purificado por precipitagdo).

Formula molecular: CisHisN>O4. Faixa de fusao: 221,3-223,9 °C [219-220
°C Lit. (DA SILVA, DANIEL L. et al., 2011)]. IV (KBr, v cm™): 3242 (v NH),
3104 (v NH), 2934 (v sp’H), 1702 (v C=0), 1648 (v C=0), 1600 (v C=C),
1164 (v C-O). RMN de 'H (200 MHz, DMSO-ds) 6 1,11 (t, 3H, J = 7,1 Hz,
Ha), 2,24 (s, 3H, Hd), 3,72 (s, 3H, H13), 3,99 (q, 2H, J =7,1 Hz, Hb), 5,12 (d, 1H, J =2,9
Hz, H4), 6,78-6,83 (m, 3H, H12, H8 e H10), 7,24 (t,J=3,8 Hz, H11), 7,74 (sl, 1H, H3), 9,20
(s,1H, H1). RMN de *C (50 MHz, DMSO-ds) 6 14,1 (Ca), 17,8 (Cd), 53,8 (C4), 55,0 (C13),
59,3 (Cb), 99,2 (C5), 112,2 (C10), 112,4 (C8), 118,3 (C12), 129,6 (C11), 146,4 (C7), 148,5
(C6), 152,3 (C2), 159,2 (C9), 165,4 (C2). Os dados de caracterizagdo para o AB5-O estao de
acordo com aqueles reportados na literatura (DA SILVA, DANIEL L. et al., 2011).
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4-(3-Metoxifenil)-6-metil-2-tioxo-1.2.3.4-tetrahidropirimidina-5-carboxilato de etila (ABS5-

S): 81% de rendimento (purificado por precipitagdo).

10 13(\) Férmula molecular: CisHisN2OsS. Faixa de fusdo:160,9-162,8 °C [141-143
OJZ °C - Lit. (DA SILVA, DANIEL L. ef al, 2011)]. IR (KBr, v cm™): 3320

o (VNH), 3176 (vNH), 2992 (v sp’H), 1668 (v C=0), 1652 (v C=0), 1192
S%ﬂ ®~¢ (v C=S),1098 (v C-O). RMN de 'H (200 MHz, DMSO-d¢) 6 1,11 (t, 3H, J =
7,0 Hz, Ha), 2,28 (s, 3H, Hd), 3,72 (s, 3H, H13), 4,02 (q, 2H, J = 7,0 Hz, Hb), 5,15 (d, 1H,
J =3,0 Hz, H4), 6,72 (d, 1H, J+ =2 Hz, HS), 6,79 (d, 1H, J; = 7,8 Hz, H10), 6,84 (dd, 1H,
J3=17,8, Hz, J» = 2,0 Hz, H12), 7,26 (t, 1H, J = 7,8 Hz, H11), 9,65 (sl, 1H, H3), 10,35 (s,
1H, H1). RMN de *C (50 MHz, DMSO-ds) 6 14,0 (Ca), 17,2 (Cd), 53,8 (C4), 55,0 (C13),
59,7 (Cb), 100,6 (C5), 112,5 (C10 e C8), 118,4 (C12), 129,8 (C11), 145,0 (C6), 145,1 (C7),
159,3 (C9), 165,2 (Cc), 174,4 (C2). Os dados de caracterizacao para o AB5-S estdo de acordo
com aqueles reportados na literatura (DA SILVA, DANIEL L. et al., 2011).

4-(2-Metoxifenil)-6-metil-2-0x0-1,2,3.4-tetrahidropirimidina-5-carboxylate de etila (AB6-

0): 55% de rendimento (purificado por precipitagdo).

‘(n , Formula molecular: CisHisN>Os. Faixa de fusdo: 261,0-262,6 °C [260-
120J » 262 °C - Lit. (SHIRINI; RAD-MOGHADAM; AKBARI-
DADAMAHALEH, 2012)]. IV (KBr, v cm™): 3256 (v NH), 3108 (v NH),
2958 (v sp”H), 1726 (v C=0), 1702 (v C=0), 1636 (v C=C), 1080 (v C-O).
RMN de 'H (200 MHz, DMSO-ds) 8 1,02 (t, 3H, J = 7,0 Hz, Ha), 2,27 (s, 3H, Hd), 3,79 (s,
3H, H13), 3,91 (q, 2H, J = 7,0 Hz, Hb), 5,49 (sl, 1H, H4), 6,83-7,03 (m, 3H, H12, H11 e
H9), 7,19-7,27 (m, 2H, H3 e H10), 9,12 (s, 1H, H1). RMN de 3C (100 MHz, DMSO-ds)
§ 14,0 (Ca), 17,7 (Cd), 48,9 (C4), 55,4 (C13), 59,0 (Cb), 97,6 (C5), 111,1 (C9), 120,2 (C11),
127,1 (C12), 128,7 (C10),131,6 (C7), 148,9 (C6), 152,2 (C2), 156,5 (C8), 165,4 (Cc). Os

I
Z
w

(©)

dados de caracterizacdo para o AB6-O estdao de acordo com aqueles reportados na literatura

(SHIRINI; RAD-MOGHADAM; AKBARI-DADAMAHALEH, 2012).
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4-(2-Metoxifenil)-6-metil-2-tioxo-1,2,3.4-tetrahidropirimidina-5-carboxilato de etila (AB6-

S): 92% de rendimento (purificado por precipitacao).

R . Formula molecular: CisHisN2O3S. Faixa de fusio: 185,5-187,9 °C (230-
120J v 231 °C — Lit. (MOBINIKHALEDI, AKBAR et al., 2009)]. IV (KBr, v cm®
HNS S0 1y: 3960 (v NH), 3170 (v NH), 2998 (v sp?H), 1710 (v C=0), 1652 (v C=C),

il 1178 (v C=S), 1102 (v C-O). RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) & 1,37 (t,

3H,J =7,1 Hz, Ha), 2,29 (s, 3H, Hd), 3,37 (s, 3H, H13), 3,94 (qd, 2H, 3= 7,1 Hz, J 4= 1,5
Hz, Hb), 5,50 (d, 1H, J = 3,4 Hz, H4), 6,89 (td, 1H, Js = 7,6 Hz, J4s = 0,7 Hz, H11), 7,00 (d,
1H, J = 8,1 Hz, H9), 7,04 (dd, 1H, J = 7.6, J4 = 1,6 Hz, H12), 7,25 (td, 1H, J5 = 7,6 Hz, J4
= 1,6 Hz, H10), 9,24 (d, 1H, J = 1,6 Hz, H3), 10,23 (s, 1H, H1). RMN de 3C (100 MHz,
DMSO-ds) 3 13,9 (Ca), 17,1 (Cd), 49,5 (C4), 55,5 (C13), 59,4 (Cb), 99,4 (C5), 111,3 (C9),
120,2 (C11), 127,8 (C7), 129,2 (C12), 130,6 (C10), 145,2 (C6), 156,6 (C8), 165,2 (Cc), 174,2

(C2). Os dados de caracterizagao para o AB6-S estdo de acordo com aqueles reportados na

literatura (MOBINIKHALEDI, AKBAR et al., 2009).

6-Metil-4-(4-nitrofenil)-2-oxo0-1,2,3.4-tetrahidropirimidina-5-carboxylato de etila (AB7-0O):

61% de rendimento (purificado por precipitacao).

Formula molecular: Ci4HsN3Os. Faixa de fusao: 201,9-206,7 °C [211-212
°C — Lit.(PASUNOOTI et al., 2011)]. IV (KBr, v cm™): 3238 (v NH),
3122(v NH), 2988 (v sp’H), 1728 (v C=0), 1700 (v C=0), 1646 (v C=C),
1522 (vas NO2), 1096 (v C-0O), 856 (v CN). RMN de 'H (200 MHz, DMSO-
ds) 6 1,09 (t, 3H, J = 7,1 Hz, Ha), 2,27 (s, 3H, Hd), 3,98 (q, 2H, J = 7,1 Hz, Hb), 5,28 (d,
1H, J=3,1 Hz, H4), 7,51 (d, 2H, J = 8,7 Hz, H8 e H12), 7,90 (sl, 1H, H3), 8,22 (d, 2H, J =
8,7 Hz, H9 e H11), 9,37 (s, 1H, H1). RMN de *C (50 MHz, DMSO-ds) & 14,1 (Ca), 17,9
(Cd), 53,7 (C4), 59,4 (Cb), 98,2 (C5), 123,8 (C8 e C12), 127,7 (C9 e C11), 146,7 (C10),
149,4 (Co), 151,8 (C7), 152,0 (C2), 165,1 Cc). Os dados de caracterizacdo para o AB7-O

estao de acordo com aqueles reportados na literatura (PASUNOOTI et al., 2011).
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6-Metil-4-(4-nitrofenil)-2-tioxo-1,2,3.4-tetrahidropirimidina-5-carboxilato de etila (AB7-S):

60% de rendimento (purificado por precipitagdo).

Formula molecular: Ci4HsN3O4S. Faixa de fusao: 193,0-195,6 °C [193-194
°C - Lit. (MOBINIKHALEDI, AKBAR et al., 2009)]. IV (KBr, v cm™): 3298
(v NH), 3170 (v NH), 2988 (v sp’H), 1682 (v C=0), 1652 (v C=C), 1520
(vas NO2), 1352(vs NO2), 1174 (v C=S), 853 (v CN). RMN de 'H (200 MHz,
DMSO-ds) 6 1,09 (t, 3H, J = 7,0 Hz, Ha), 2,31 (s, 3H, Hd), 4,00 (q, 2H, J = 7,0 Hz, Hb),
5,39 (d, 1H, J =3,1 Hz, H4), 7,48 (d, 2H, J = 8,4 Hz, H8 e H12), 8,23 (d, 2H, J = 8,4 Hz,
H9 e H11), 9,77 (sl, 1H, H3), 10,50 (s, 1H, H1). RMN de 3C (50 MHz, DMSO-ds) 6 14,0
(Ca), 17,3 (Cd), 53,7 (C4), 59,8 (Cb), 99,7 (C5), 124,0 (C8 e C12), 127,8 (C11 e C9), 146,0
(C10), 146,9 (C6), 1504 (C7), 164,9 (Cc), 174,5 (C2). Os dados de caracterizagdo para o
AB7-S estdao de acordo com aqueles reportados na literatura (MOBINIKHALEDI, AKBAR
et al., 2009).

6-Metil-4-(2-nitrofenil)-2-oxo0-1,2,3.4-tetrahidropirimidina-5-carboxylato de etila (AB8-O)

28% de rendimento [purificado por coluna cromatografica de silica gel usando com mistura

eluente acetato de etila/hexano (3:1)].

Formula molecular: Ci4H5sN3Os. Faixa de fusao: 220,5-222,5 °C [205-
206 °C - Lit. (SHIRINI; RAD-MOGHADAM; AKBARI-
DADAMAHALEH, 2012)]. IV (KBr, v cm™): 3366 (v NH), 3222 (v NH),
2986 (v sp*H), 1698 (v C=0), 1646 (v C=0), 1608 (v C=C), 1524 (vas NO2),
1370 (vs NO2), 1094 (C-0), 860 (v C-O). RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) & 0,92 (t, 3H,
J =7,1 Hz, Ha), 2,28 (s, 3H, Hd), 3,82-3,85 (m, 2H, Hb), 5,14 (d, 1H, J=3,2 Hz, H4), 7,51-
7,57 (m, 2H, H10 e H12), 7,71-7,73 (m, 2H, H11 e H3), 7,88-7,90 (m, 1H, HY9), 9,36 (s, 1H,
H1). RMN de 3C (100 MHz, DMSO-ds) & 13,7 (Ca), 17,7 (Cd), 49,4 (C4), 59,1 (Cb), 96,0
(C5),123,9(C9), 128,7 (C10), 129,0 (C12), 134,1 (C11), 139,3 (C7), 147,5 (C6), 149,6 (C8),
151,2 (C2), 164,7 (Cc). Os dados de caracterizagdo para o AB8-O estdo de acordo com
aqueles reportados na literatura (SHIRINI; RAD-MOGHADAM; AKBARI-
DADAMAHALEH, 2012).
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6-Metil-4-(2-nitrofenil)-2-tioxo-1,2,3.4-tetrahidropirimidina-5-carboxilato de etila (AB8-S):

30% de rendimento [purificado por cromatografia em coluna em silica gel utilizando como

eluente a mistura acetato de etila/hexano (3:1)].

Formula molecular: Ci4Hi5sN304S. Faixa de fusao: 204,5-205,1 °C [195-
197 °C Lit. (MOBINIKHALEDI, AKBAR et al., 2009)]. IV (KBr, v cm™):
3292 (v NH), 3190 (v NH), 2982 (v sp?H), 1722 (v C=0), 1656 (v C=C),
1524 (vas NO»), 1354 (vs NO2), 1196 (v C=S), 1094 (v C-0O), 860 (v N-O).
RMN de 'H (400 MHz, DMSO-dc) 6 0,94 (t, 3H, J = 7,1 Hz, Ha), 2,31 (s, 3H, Hd), 3,81-
3,93 (m, 2H, Hb), 5,95 (d, 1H, J =2,8 Hz, H4), 7,50-7,57 (m, 2H, H10 e H12), 7,93 (td, 1H,
J3=8,2Hz,J4=1,1 Hz, H11), 7,76 (dd, 1H, J3 = 7,6 Hz, J 4 = 1,1 Hz, H9), 9,56 (s, 1H,
H3), 10,44 (s, 1H, HI). RMN de 13C (100 MHz, DMSO-ds) & 13,7 (Ca), 17,1 (Cd), 49,2
(C4), 59,5 (Cb), 99,8 (C5), 124,2 (C11), 129,1 (C12), 129,4 (C10), 134,2 (C9), 136,0 (C7),
145,6 (C6), 147,3 (C8), 164,5 (Cc), 174,1 (C2). Os dados de caracterizagdao para o AB8-S
estdo de acordo com aqueles reportados na literatura (MOBINIKHALEDI, AKBAR et al.,
2009).

4-(Benzo[d][1,3]dioxol-4-i1)-6-metil-2-0x0-1.2.3.4-tetrahidropirimidina-5-carboxilato  de

etila (AB9-0): 69% de rendimento (purificado por precipitacdo).

08 i . Férmula molecular: CisHigN>Os. Faixa de fusdo: 186,9-189,4 °C. IV
075> %Jn (KBr, v em™): 3222 (v NH), 3106 (v NH), 2966 (v sp’H), 1702 (v C=0),
© 1690 (v C=0), 1640 (v C=C), 1094 (v C-0). RMN de 'H (200 MHz,

DMSO-de) & 1,10 (t, 3H, J = 7,0 Hz, Ha), 2,24 (s, 3H, Hd), 3,99 (q, 2H, J
= 7,0 Hz, Hb), 5,07 (sl, 1H, H4), 5,97 (s, 2H, H13), 6,67- 6,68 (m, 3H, HI1, HI2 e H10),
7,68 (sl, 1H, H3), 9,18 (s, 1H, HI). RMN de '*C (50 MHz, DMSO-ds) & 14,1 (Ca), 17,8
(Cd), 53,7 (C4), 59,2 (Cb) 99,3 (C5), 101,0 (C13), 106,7 (C10), 108,0 (C12), 119,3 (C11),
138,9 (C7), 146,3 (C6), 147,2 (C9), 148,2 (C8), 152,1 (C2), 165,3 (Cc). Os dados de

caracterizacdo para o AB9-O estdo de acordo com aqueles reportados na literatura (DA

SILVA, DANIEL L. et al., 2012).
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4-(Benzo[d][1,3]dioxol-4-il)-6-metil-2-tioxo-1.2.3.4-tetrahidropirimidina-5-carboxilato de

etila (AB9-S): 67% de rendimento (purificado por precipitagdo).

0.9 2 . Formula molecular: C;sHi¢N2O4S. Faixa de fusdo: 172,6-174,3 °C. IV
075 onb (KBr, v em™): 3316 (v NH), 3180 (v NH), 2980 (v sp*H), 1654 (v C=0),
O 1576 (v C=C), 1192 (v C=S), 1112 (v C-O). RMN de 'H (200 MHz,

DMSO-ds) 6 1,10 (t, 3H, J = 7,1 Hz, Ha), 2,29 (s, 3H, Hd), 4,01 (q, 2H, J
= 7,1 Hz, Hb), 5,09 (d, 1H, J = 3,5 Hz, H4), 5,99 (s, 2H, H13), 6,66-6,71 (m, 2H, H10 e
H11), 6,87 (d, 1H, J = 6,9 Hz, H12), 9,59 (sl, 1H, H3), 10,31 (s, IH, H1).RMN de 3C (50
MHz, DMSO-dg) 6 14,1 (Ca), 17,2 (Cd), 53,7 (C4), 59,6 (Cb), 100,8 (C5), 101,1 (C10), 106,7
(C13),108,2 (C12),119,7 (C11), 137,5 (C7), 145,0 (C6), 146,7 (C9), 147,4 (C9), 165,1 (Cc),
174,1 (C2). Os dados de caracterizacdo para o AB9-S estdo de acordo com aqueles reportados

na literatura (DA SILVA, DANIEL L. et al., 2012).

4-(4-Fluorofenil)-6-metil-2-ox0-1,2.3.4-tetrahidropirimidina-5-carboxilato de etila (AB10-

O): 74% rendimento (purificado por precipitagao).

Formula molecular: C14H15sFN203. Faixa de fusao: 179,5-180,7 °C [172-173
°C Lit. (DA SILVA, DANIEL L. et al., 2011)]. IV (KBr, v cm™): 3246 (v NH),
3124 (v NH), 2980 (v sp*H), 1728 (v C=0), 1714 (v C=0),1648 (v C=C), 1220
(v CF), 1100 (v C-O). RMN de 'H (200 MHz, DMSO-ds) 6 1,08 (t, 3H, J =
7,1 Hz, Ha), 2,25 (s, 3H, Hd), 3,98 (q, 2H, J = 7,1 Hz, Hb), 5,14 (d, 1H, J = 3,2 Hz, H4),
7,14 (t,2H, J =7,3 Hz, H11 e H9), 7,24-7,28 (m, 2H, H12 e HS), 7,73 (s, 1H, H3), 9,21 (s,
1H, H1). RMN de *C (50 MHz, DMSO-ds) 6 14,1 (Ca), 17,8 (Cd), 53,4 (C4), 59,2 (Cb),
99,1 (C5), 115,1 (C8 e C12), 126,2 (C9 e C11), 141,1 (C7), 148,5 (C6), 151,9 (C2), 161,4

(C10), 165,3 (Cc). Os dados de caracterizagdo para o AB10-O estdo de acordo com aqueles
reportados na (DA SILVA, DANIEL L. et al., 2011).
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4-(4-Fluorofenil)-6-metil-2-tioxo-1,2,3.4-tetrahidropirimidina-5-carboxilato de etila (AB10-

S): 81% de rendimento (purificado por precipitacio).

E Formula molecular: CisHisFN>O,S. Faixa de fusao: 190,3-192,0 °C [194-
:OJZ 195 °C Lit. (KUMAR et al., 2008)]. IV (KBr, v cm™): 3328 (v NH), 3274
(vNH), 2986 (v NH), 1682 (v C=0), 1656 (v C=C), 1284 (v CF), 1196
7 N%e™s  (vC=S), 1118 (v C-O). RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) 8 1,09 (t, 3H, J =
7,1 Hz, Ha), 2,30 (s, 3H, Hd), 4,00 (qd, 2H, J3=7,1 Hz, J 4= 3,4 Hz, Hb), 5,18 (d, 1H, J =
3,4 Hz, H4), 7,15-7,20 (m, 2H, H11 e H9), 7,23-7,26 (m, 2H, H12 e H8), 9,64 (sl, 1H, H3),
10,35 (s,1H, HI). RMN de *C (100 MHz, DMSO-ds) & 14,0 (Ca), 17,2 (Cd), 53,4 (C4), 59,6
(Cb), 100,6 (C5), 115,3 (C8 e C12), 128,4 (C9 e C11), 139,7 (C7), 145,1 (C6), 161,3 (C10),
165,0 (Cc), 174,2 (C2). Os dados de caracterizagdo para o AB10-S estdo de acordo com
aqueles reportados na literatura(KUMAR et al., 2008).

T
Z
w

o

4-(4-Bromofenil)-6-metil-2-0x0-1,2.3.4-tetrahidropirimidina-5-carboxilato de etila (AB11-

0O): 70% de rendimento (purificado por precipitagdo).

Formula molecular: CisHi5sBrN>Os. Faixa de fusao: 212,3-215,3 °C [225-

(v C-0), 678 (v C—Br). RMN de 'H (200 MHz, DMSO-dc) 6 1,09 (t, 3H, J =
6,9 Hz, Ha), 2,25 (s, 3H, Hd), 3,98 (q, 2H, J = 6,9 Hz, Hb), 5,13 (sl, 1H, H4), 7,52 (d, 2H, J
=82 Hz, H11 e H9), 7,19 (d, 2H, J = 8,2 Hz, H12 e H8), 7,77 (s, 1H, H3), 9,25 (s, 1H, H1).
RMN de 3C (50 MHz, DMSO-ds) & 14,4 (Ca), 18,2 (Cd), 53,9 (Cb), 59,6 (C4), 99,2 (C5),
120,7 (C7), 128,9 (C9 e C11), 131,7 (C8 e C12), 144,6 (C6), 149,1 (C2), 152,3 (C10), 165,6
(Cc). Os dados de caracterizagao para o AB11-0 estdo de acordo com aqueles reportados na

literatura (PASUNOOTI et al., 2011).
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4-(4-Bromofenil)-6-metil-2-tioxo-1,2,3.4-tetrahidropirimidina-5-carboxilato de etila (AB11-

S): 78% de rendimento (purificado por precipitacao).

Formula molecular: Ci4H;5BrN>O»S. Faixa de fusao: 192,0-194,4 °C [191-
192 °C Lit. (MOBINIKHALEDI, AKBAR et al., 2009)]. IV (KBr, v cm™):
3328 (v NH), 3174 (v NH), 2982 (v sp’H), 1670 (v C=0), 1578 (v C=C),
1198 (v C=S), 1122 (v C-0), 596 (v CBr). RMN de 'H (200 MHz, DMSO-
ds) 6 1,09 (t, 3H, J = 7,0 Hz, Ha), 2,29 (s, 3H, Hd), 4,00 (q, 2H, J = 7,0 Hz, Hb), 5,15 (sl,
1H, H4), 7,17 (d, 2H, J =8,1 Hz, H9 e H11), 7,55 (d, 2H, J = 8,1 Hz, H12 e H8), 9,67 (sl,
1H, H3), 10,38 (s, 1H, H1). RMN de 3C (50 MHz, DMSO-ds) & 14,0 (Ca), 17,2 (Cd), 53,6
(Cb), 59,7 (C4), 100,2 (C5), 120,8 (C10), 126,6 (C9 e C11), 131,5 (C8 e C12), 142,8 (C7),
145,4 (C6), 165,0 (Cc),174,3 (C2). Os dados de caracterizagdo para o AB11-S estdo de
acordo com aqueles reportados na literatura (MOBINIKHALEDI, AKBAR et al., 2009).

6-Metil-2-0x0-4-fenil-1,2.3.4-tetrahidropirimidina-5-carboxilato de etila (AB12-0): 68% de

rendimento (purificado por precipitagdo). Formula molecular: C14H16N20s.

Faixa de fusao: 205,3 - 207,3 °C [202-203 °C - Lit. (DA SILVA, DANIEL L.
et al., 2011)]. IV (KBr, v em™): 3246 (v NH), 3116 (v NH), 2980 (v sp?H),
1726(v C=0), 1700 (C=0), 1648 (v C=C), 1092 (C-O). RMN de 'H (400
MHz, DMSO-ds) 6 1,09 (t, 3H,J =7,1 Hz, Ha), 2,25 (s, 3H, Hd), 3,98 (q, 2H,
J =7,1 Hz, Hb), 5,14 (d, 1H, J =3,2 Hz, H4), 7,23-7,25 (m, 3H, H10, H12 e H8), 7,30-7,34
(m, 2H, H11, H9), 7,73 (sl, 1H, H3), 9,19 (s, 1H, H1). RMN de 13C (100 MHz, DMSO-ds)
6 14,0 (Ca), 17,8 (Cd), 54,0 (C4), 59,2 (Cb), 99,3 (C5), 126,2 (C9e C11) 127,3 (C10), 128,4
(C8eCl12), 144,0 (C7), 148,3 (C6), 152,2 (C2), 165,4 (Cc). Os dados de caracterizagdo para
0 AB12-0 estao de acordo com aqueles reportados na literatura (DA SILVA, DANIEL L. et
al.,2011).
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6-Metil-4-fenil-2-tioxo-1,2,3.4-tetrahidropirimidina-5-carboxilato de etila (AB12-S): 85%

de rendimento (purificado por precipitagdo).

Formula molecular: Ci14sHisN20-S. Faixa de fusao: 205,5 - 207,3 °C [208-
209 °C — Lit. (SHIRINI; RAD-MOGHADAM; AKBARI-DADAMAHALEH,
2012)]. IV (KBr, v em™): 3330 (v NH), 3174 (v NH), 3104 (v sp?H), 1670 (v
C=0), 1648 (v C=C), 1196 (v C=S), 1118(v C-O). RMN de 'H (400 MHz,
DMSO-ds) 6 1,08 (t, 3H, J = 7,0 Hz, Ha), 2,29 (s, 3H, Hd), 4,01 (q, 2H, J = 7,0 Hz, Hb),
5,18 (d, 1H, J = 3,7 Hz, H4), 7,21-7,36 (m, 5H, H8, H9, H10, H11 e H12), 9,64-9,64 (m,
1H, H3), 10,32 (s, 1H, H1). RMN de '3C (100 MHz, DMSO-ds) & 26,9 (Ca), 30,0 (Cd), 66,9
(C4), 72,4 (Cb), 113,6 (C5), 139,3 (C9 e C11), 140,6 (C7), 141,4 (C8 e C12), 156,4 (C6),
157,9 (C10), 178,0 (Cc), 187,1 (C2). Os dados de caracterizagdo para o AB12-S estdo de
acordo com aqueles reportados na literatura (SHIRINI; RAD-MOGHADAM; AKBARI-
DADAMAHALEH, 2012).

4-(4-Hidroxibutil)-6-metil-2-ox0-1,2.3.4-tetrahidropirimidina-5-carboxilato de etila (AB13-

0): 43% de rendimento [purificado por cromatografica em coluna em silica gel utilizando

como eluente a mistura hexano/cloroférmio/acetato de etila (3:3:4)].

Formula molecular: C14sH22N>O3. Faixa de fusao: 234,7-238,6 °C [237-238
°C Lit. (GHOLAP et al., 2004)]. IV (KBr, v cm™): 3238 (v NH), 3120 (v NH),
2922 (v CH»), 1728 (v C=0),1704 (v C=0), 1646 (v C=C), 1096 (v CO). RMN
de 'H (200 MHz, DMSO-ds) & 0,82-1,37 (m, 10H, H7, Ha, H8, H12 ¢ H10),
1,57-1,67 (m, 4H, H9 e H11), 2,16 (s, 3H, Hd), 3,92 (sl, 1H, H4), 3,97- 4,17 (m, 2H, Hb ),
7,30 (sl, 1H, H3), 8,89 (s, 1H, H1). RMN de 13C (50 MHz, DMSO-ds) 6 14,2 (Ca), 17,7 (Cb),
25,7 (C8), 25,9 (C12), 26,0 (C9), 26,3 (C11), 28,5 (C10), 44,9 (C7), 55,0 (C4), 59,0 (Cb),
98,0 (C5), 148,4 (C6), 153,2 (C2), 165,8 (Cc). Os dados de caracterizacdo para o AB13-O

estao de acordo com aqueles reportados na literatura (GHOLAP ef al., 2004).
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4-Ciclohexil-6-metil-2-tioxo-1,2,3.4-tetrahidropirimidina-5-carboxilato de etila (AB13-S):

4% de rendimento [purificado por cromatografia em coluna em silica gel utilizando como

eluente a mistura hexano/ acetato de etila (3:1)].

Formula molecular: C1402:N>0;S. Faixa de fusao: 210,5-212,8 °C [207-208
°C Lit.(ATWAL et al., 1987)]. IV (KBr, v cm™): 3188 (v NH), 2980 (v NH),
2926 (v CHz), 1708 (v C=0), 1648 (v C=C), 1182 (v C=S), 1092 (v C-0O).
RMN de 'H (200 MHz, DMSO-ds) 6 0,78-0,90 (m, 1H, H7),1,07-1,22 (m, 7H,
Ha, H8 e H12), 1,37 (sl, 2H, H9), 1,58-1,65 (m,4H, H10 e H11), 2,21 (s, 3H, Hd), 3,94-3,98
(m, 1H, H4), 4,02-4,16 (m, 2H, Hb), 9,22-9,32 (m, 1H, H3), 10,07 (s, I1H, H1). RMN de *C
(50 MHz, DMSO-ds) & 14,1 (Ca), 17,1 (Cd), 25,5 (C12), 25,7 (C9), 24,9 (C8), 26,6 (C11),
28,3 (C12), 44,7 (C7), 55,3 (C4), 59,7 (Cb), 99,5 (C5), 145,3 (C6), 165,6 (Cc), 175,2 (C2).

Os dados de caracterizagdo para o AB13-S estdo de acordo com aqueles reportados na

literatura (ATWAL et al., 1987).

7.4 — Avaliacao da inibicao dos adutos de Biginelli frente a enzima urease
7.4.1 — Reagentes e preparo de solugdes

A wurease Canavalia ensiformis (jack bean) tipo III (Sigma-Aldrich) foi utilizada nos
experimentos e para o preparo das solu¢des foram utilizados reagentes de grau analitico. Nas
solucdes foram utilizadas agua ultra pura (condutividade < 0,1 uS) obtida pelo sistema
Master System-200 (Brasil, Gehaka). Os adutos de Biginelli foram sintetizados e
caracterizados como previamente apresentado no capitulo IV (pag. 36). Nos experimentos de
interacdo, foi utilizada solugdo tampao fosfato 20 mM (pH 7) com 1 mM de acido

etilenodiamino tetra acético (EDTA).

Foram preparadas solugdes estoques 1,0 mM em etanol 98% dos compostos AB1-O, AB1-
S, AB2-O, AB3-S, ABS-S, AB6-S, AB7-S, ABS8-S, AB9-O, AB9-S, AB10-O, AB10-S,
AB11-O, AB11-S, AB12-O, AB12-S ¢ dessas solu¢des foram realizadas as dilui¢des

sucessivas em tampao conforme descrito para cada experimento.
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7.4.2 — Ensaios enzimaticos de triagem

Os ensaios enzimaticos de triagem e cinética foram realizados por colaboragdo com aluna de
doutorado Thamara Ferreira Silva do grupo de Estudos em Bioquimica de Plantas
GEBIOPLAN da professora Luzia Valentina Modolo do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da
UFMG. A triagem da atividade ureolitica e a cinética da enzima urease foi realizada na
presenga e na auséncia das substancias teste utilizando o método colorimétrico do indofenol
(WEATHERBURN, 1967). Para a triagem foram utilizados tampao fosfato 20 mM (pH 7)
com 1 mM de EDTA e uma concentracao fixa de ureia (10 mM) e de urease (12,5 mM) na
presenca das substancias AB1-O, AB1-S, AB2-O, AB3-S, ABS5-S, AB6-S, AB7-S, ABS8-S,
AB9-0, AB9-S, AB10-0O, AB10-S, AB11-0, AB11-S, AB12-0, AB12-S na concentragao
de 0 ou 500 uM em um volume total de 100 pL. Os sistemas foram incubados durante 10
min a 25 °C e 600 rpm. As reag¢des foram entdo interrompidas pela adi¢cdo de 45 uL de uma
solugdo de fenol (1% m/v) em solucdo aquosa de nitroprussiato de so6dio (0,0005% m/v),
seguida da adi¢ao de 70 pL de uma solu¢do de NaOH (0,5% m/v) e em solugdo aquosa de
NaOClI (0,1% m/V ). Em seguida, os sistemas foram incubados a 50 °C durante 5 min e foram
avaliadas a absorbéncia de cada reagdo a 630 nm, para entdo se determinar a quantidade de
ion amonio (NH4") formado no meio. Foram realizados experimentos independentes em
triplicata. O tratamento estatistico foi realizado com teste de Scott Knott a significancia de

0,05 e cada letra representa um grupo diferente de significancia.
7.4.3 — Estudo de interacao por fluorescéncia molecular

Os estudos de interagdo molecular foram realizados na Universidade Federal de Alagoas
(UFAL), no Laboratério de Desenvolvimento e Instrumentagdo em Quimica Analitica
(LINQA) do professor Josu¢ Carinhanha Caldas Santos com o auxilio da aluna Thamilla
Maria Silva Maciel, utilizando como recurso para o deslocamento o Programa Nacional de

Cooperagao Académica (PROCAD).
7.4.4 — Titulacio por fluorescéncia molecular

As titulacdes foram realizadas utilizando cubetas de 10 mm de caminho Optico no
espectrofluorimetro (modelo 5301PC, Japao) equipado com lampada de xenonio (150 W).

Os espectros de fluorescéncia da urease (1,0 uM), na presenca ou auséncia dos compostos
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testes (ABS-S, AB7-S, AB9-S, AB11-S ou AB12-S - 2.5 a 50 uM), foram registrados de
260-450 nm empregando Aex de 280 nm com slit de excitagdo e emissdao de 5 e 10,
respectivamente (LAGE et al., 2018). Para avaliacdo dos parametros termodinamicos foram
realizadas titulagdes espectrofluorimétricas em trés temperaturas (22, 30, 38 °C) e os valores
de ky foram calculados para o sistema utilizando os valores de AH e AS, estabelecidos pela

equacdo de Van’T Hoff, e posteriormente o valor de AG (LAGE et al., 2018)
7.4.5 — Transferéncia de energia por ressonincia de Forster

Para determinar a distancia entre os residuos de triptofano (doadores) e os compostos AB5-
S ou AB7-S (aceptores), foi estudada a tranferéncia de energia por ressonancia de Forster.
Foram entdo realizadas medidas de fluorescéncia da urease e do sistema urease/ligante
registrados de 220-450 nm, empregando Aex de 280 nm, com s/it de excitagdo e emissdo de
3 e 5, respectivamente. Bem como, o perfil de absor¢do molecular dos ligantes registrado de
200-400 nm e Aex de 280 nm, mantendo-se a propor¢do 1:1 e 1:2, sendo a concentragao
empregada de urease de 5 uM e a de ligante 5 ou 10 uM, respectivamente (ZHANG;
ZHANG; WANG, 2011).

7.4.6 — Fluorescéncia sincronizada: avaliacdo dos residuos Tyr e Trp

O espectro de fluorescéncia sincronizado de urease na auséncia e na presenca dos adutos de
Biginelli foram obtidos simultaneamente variando a excitagdo e a emissdao do
monocromador. A diferenca no comprimento de onda de excitagdo (AA) foi fixada
individualmente em AA = 15 nm (tirosina - Aex 265 nm), AL = 60 nm (triptofano - Aex 220
nm) para mostrar seletivamente o comportamento dos residuos de triptofano e da tirosina,
respectivamente. Para ambos os residuos foram avaliados o processo de interagdo na faixa
de 280-450 nm e as medidas foram realizadas na presenca e na auséncia dos ligantes AB5-S

ou AB7-S (0-80 uM) (LAGE et al., 2018)
7.4.7 — Avaliacgao dos sitios de ligacio e estudos de competicio

Solugdes de urease 1uM com reconhecidos inibidores: N-(n-butil) tiofosforico triamida
(NBPT), ureia, omeprazol foram utilizados com concentragao fixa de 25 uM e a tioureia foi

utilizada na concentragdo de 38 puM. Em seguida, foram realizadas titulagcdes

104



espectrofluorimétricas da enzima e das substincias AB5-S ou AB7-S na faixa de
concentragdo de 0-80 uM. Os espectros foram registrados de 260 - 450 nm, empregando Aex

de 280 nm, com s/it de excitagdo e emissao de 5 e 10, respectivamente (LAGE et al., 2018).
7.4.8 — Fluorescéncia tridimensional (3D): Altera¢des conformacionais

Solugdo de urease (1 uM) foi avaliada na presenca e na auséncia das substancias AB5-S ou
AB7-S na concentragdo (40 uM) os resultados foram registrados de 260-450 nm,
empregando Aex na faixa de 220-350 nm, e Aem 260 - 450 nm, com s/it de excitacdo e emissao

de 5 e 10, respectivamente (LAGE et al., 2018).
7.4.9 — Estudo de cinética

Os adutos de Biginelli nas concentracdes de 0,1 - 0,3 mM (concentracdes capazes de inibir a
atividade na urease entre 30 e 40%, respectivamente), foram incubadas no meio contendo 20
mM de tampao fosfato (pH 7), 1 mM de EDTA, ureia (na faixa de 1-32 mM) e concentracdo
fixa de urease (12,5 mU). As reagdes foram interrompidas, o NH4" foi quantificado e a
inibi¢do da urease foi calculada como descrita para o processo de triagem (pag. 103). Os
parametros da urease: velocidade inicial, Km € Vi, foram obtidos usando o Hyper 32 software
(easterby 2003). A hipérbole de Michaelis Menten e Lineweaver-Burk foram obtidas
utilizando o OriginPro8 (Origin Lab, Northamptom MA). Finalmente, foram determinadas
as constantes de equilibrio de dissociagdo para ureia e complexo com os inibidores (ki)

(VOET; VOET, 2011).
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Fig. Apéndice 1: Grafico de Van’t Hoff para os adutos de Biginelli AB5-S e AB7-S com urease
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Fig. Apéndice 2: Sobreposi¢do da emissao de fluorescéncia da urease (azul, 5 uM) com o espectro de

absorcdo de (A) AB5-S (preto, 5 uM) e (B) AB7-S (preto, 5 uM).
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Fig. Apéndice 3: Urease (1,0 uM, pH 7.4) espectro de fluorescéncia sincronizada com a adi¢@o de
incrementos de AB5-S, monitorando (A) AA = 15 nm (Tyr residuos) e (B) AL =60 nm (Trp residuos),
e AB7-S monitorando (C) AL = 15 nm (Tyr residuos) e (D) AL = 60 nm (Trp residuos).
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Tab. Apéndice 1: Fluorescéncia tridimensional e parametros para a urease livre (pH 7,4) ou na presenca de adutos de Biginelli AB5-S ¢ AB7-S.
Enzima e ligantes foram utilizados a: 1,0 e 40 uM, respectivamente.

Urease livre urease + AB5-S urcase + AB7-S
Pico  Pposicio Stokes! Posicao Stokes Posicao Stokes
F (a.u.) F (a.u.) F (a.u)
(Mex / Aem) Al (nm) (Mex / Aem) Al (nm) (Aex / Aem) AA (nm)
1 Aex = Aem 0 > 1000 Aex = Aem 0 > 1000 Aex = Aem 0 > 1000
2 285/339 54 408 (100%)> 285/350 65 194 (47%) 285 /353 68 115 (28%)
3 238 /348 110 53 (100%) 238 /353 115 21 (40%) 238 /355 117 11 (21%)

' Deslocamento de Stokes (AL = Aem - Aex)

ZNumeros em parénteses representam a porcentagem de sinal de fluorescéncia. Valores baixos indicam grande variagdo na relagdo do controle (urease livre).
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Fig. Apéndice 4: Espectro de RMN de 'H da substincia BIM (200 MHz, CDCls).
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Fig. Apéndice 6: Espectro na regido do infravermelho (ATR) BIM.
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Fig. Apéndice 8: Espectro de RMN de *C (abaixo) e DEPT 135 (acima) BIMBS (50 MHz, DMSO-
ds)
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Fig. Apéndice 9: Espectro na regido do infravermelho (ATR) BIMBS.
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Fig. Apéndice 10: Espectro de RMN de 'H da substincia [BIMBS][CI] (200 MHz, DMSO-dj).
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Fig. Apéndice 11: : Espectro de RMN de *C (abaixo) e DEPT 135 (acima) [BIMBS][C]] (50 MHz,
DMSO-ds)
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Fig. Apéndice 12: Espectro na regido do infravermelho (ATR) [BIMBS]|[CI]
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Fig. Apéndice 13: Mapa de contorno HSQC [BIMBS][Cl] (DMSO-ds)
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Fig. Apéndice 14: Mapa de contorno HMBC [BIMBS][C1] (DMSO-dy)
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Fig. Apéndice 15: Espectro de RMN de 'H da substéncia AB1-O (200 MHz, DMSO-db).
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Fig. Apéndice 16: Espectro de RMN de *C (abaixo) e DEPT 135 (acima) AB1-O (50 MHz, DMSO-
ds)
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Fig. Apéndice 17: Espectro na regido do infravermelho (KBr) de AB1-O.
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Fig. Apéndice 18: Espectro de RMN de 'H da substincia AB1-S (200 MHz, DMSO-dj).
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Fig. Apéndice 19: Espectro de RMN de "*C (abaixo) e DEPT 135 (acima) AB1-S (50 MHz, DMSO-
ds)
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Fig. Apéndice 20: Espectro na regido do infravermelho (KBr) de AB1-S.
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Fig. Apéndice 21: Espectro de RMN de 'H da substéncia AB2-O (400 MHz, DMSO-ds).
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Fig. Apéndice 22: Espectro de RMN de '*C (abaixo) e DEPT 135 (acima) AB2-O (100 MHz, DMSO-
ds)
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Fig. Apéndice 23: Espectro na regido do infravermelho (KBr) de AB2-O.
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Fig. Apéndice 24: Espectro de RMN de 'H da substincia AB2-S (200 MHz, DMSO-dj).
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Fig. Apéndice 25: Espectro de RMN de "*C (abaixo) e DEPT 135 (acima) AB2-S (50 MHz, DMSO-

ds)
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Fig. Apéndice 26: Espectro na regido do infravermelho (KBr) de AB2-S
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Fig. Apéndice 27: Espectro de RMN de 'H da substéncia AB3-O (200 MHz, DMSO-d).
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Fig. Apéndice 28: Espectro de RMN de *C (abaixo) e DEPT 135 (acima) AB3-O (50 MHz, DMSO-

ds)
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Fig. Apéndice 30: Espectro de RMN de 'H da substincia AB3-S (200 MHz, DMSO-dy).
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Fig. Apéndice 31: Espectro de RMN de "*C (abaixo) e DEPT 135 (acima) AB3-S (50 MHz, DMSO-
ds)
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Fig. Apéndice 32: Espectro na regido do infravermelho (KBr) de AB3-S.
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Fig. Apéndice 33: Espectro de RMN de 'H da substincia AB4-O (200 MHz, DMSO-dy).
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Fig. Apéndice 34: Espectro de RMN de 3C (abaixo) e DEPT 135 (acima) AB4-O (50 MHz, DMSO-
ds)
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Fig. Apéndice 36: Espectro de RMN de 'H da substincia AB4-S (200 MHz, DMSO-dj).
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Fig. Apéndice 37: Espectro de RMN de '*C (abaixo) e DEPT 135 (acima) AB4-S (50 MHz, DMSO-
ds)
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Fig. Apéndice 38: Espectro na regido do infravermelho (KBr) de AB4-S.

@
o
c
£
£ | 3~
(72}
e INg
o | /| @
[ [}
ES B al
1 M"m" |
> o I
5.2
o o
o
|
1
1 aQl
/ o l
=4
-
OV
/z—s ﬁﬁﬁ}\'a
o o OIS Q—
C > =S«—8 I & c-0
e I mmE s

7T v R
4500 4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Wavenumber (cm-1)

Fig. Apéndice 39: Espectro de RMN de 'H da substincia AB5-O (200 MHz, DMSO-ds).
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Fig. Apéndice 40: Espectro de RMN de *C (abaixo) e DEPT 135 (acima) AB5-O (50 MHz, DMSO-

ds)
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Fig. Apéndice 41: Espectro na regido do infravermelho (KBr) de AB5-O.
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Fig. Apéndice 42: Espectro de RMN de 'H da substincia AB5-S (200 MHz, DMSO-dj).
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Fig. Apéndice 44: Espectro na regido do infravermelho (KBr) de ABS-S.

-
(2]
o

140

-
N
o

-
o
o

%Transmittance

N
o

N
o

Fig. Apéndice 45: Espectro de RMN de 'H da substincia AB6-O (200 MHz, DMSO-d;).
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Fig. Apéndice 46: Espectro de RMN de 3C (abaixo) e DEPT 135 (acima) AB6-O (50 MHz, DMSO-
ds)
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Fig. Apéndice 47: Espectro na regido do infravermelho (KBr) de AB6-O.
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Fig. Apéndice 48: Espectro de RMN de 'H da substincia AB6-S (400 MHz, DMSO-d;).
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Fig. Apéndice 49: Espectro de RMN de '*C (abaixo) e DEPT 135 (acima) AB6-S (100 MHz, DMSO-
ds)
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Fig. Apéndice 50: Espectro na regido do infravermelho (KBr) de AB6-S.
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Fig. Apéndice 51: Espectro de RMN de 'H da substéncia AB7-O (200 MHz, DMSO-db).
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Fig. Apéndice 52: Espectro de RMN de *C (abaixo) e DEPT 135 (acima) AB7-O (50 MHz, DMSO-
ds)
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Fig. Apéndice 53: Espectro na regido do infravermelho (KBr) de AB7-O.
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Fig. Apéndice 54: Espectro de RMN de 'H da substincia AB7-S (200 MHz, DMSO-dj).

| ARV |
il I /
e V' |I‘f ‘l a
R B
8.0 ppm 4! ppm d
A 9,11 8,12
o ﬂl u IV\ |" f (
T T T ‘
4.1 4.0 pPpm |
1 3 \ | 4 ‘
[ ' [ |
| |
|
] B O
L "\_ JL_,_JL__ . g_;__,"‘\__,. e _ RN
T T T T T T T T T T T T T
12 11 ‘10 9 ||B ‘ 7 & 5 * 3 2 o 0 ppm
g [ = g B Ho

Fig. Apéndice 55: Espectro de RMN de '*C (abaixo) e DEPT 135 (acima) AB7-S (50 MHz, DMSO-
ds)
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Fig. Apéndice 56: Espectro na regido do infravermelho (KBr) de AB7-S.
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Fig. Apéndice 58: Espectro de RMN de '*C (abaixo) e DEPT 135 (acima) AB8-O (100 MHz, DMSO-
ds)
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Fig. Apéndice 59: Espectro na regido do infravermelho (KBr) de AB8-O.
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Fig. Apéndice 60: Espectro de RMN de 'H da substincia AB8-S (400 MHz, DMSO-dy).
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Fig. Apéndice 61: Espectro de RMN de *C (abaixo) e DEPT 135 (acima) AB8-S (100 MHz, DMSO-
ds)

g 1
c 2 g%, 101 5 b

|
! | |

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40

158



Fig. Apéndice 62: Espectro na regido do infravermelho (KBr) de ABS-S.
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Fig. Apéndice 63: Espectro de RMN de 'H da substéncia AB9-O (200 MHz, DMSO-db).
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Fig. Apéndice 64: Espectro de RMN de *C (abaixo) e DEPT 135 (acima) AB9-O (50 MHz, DMSO-

ds)
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Fig. Apéndice 65: Espectro na regido do infravermelho (KBr) de AB9-O.
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Fig. Apéndice 66: Espectro de RMN de 'H da substancia AB9-S (200 MHz, DMSO-d;).
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Fig. Apéndice 67: Espectro de RMN de '*C (abaixo) e DEPT 135 (acima) AB9-S (50 MHz, DMSO-
ds)
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Fig. Apéndice 68: Espectro na regido do infravermelho (KBr) de AB9-S.
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Fig. Apéndice 69: Espectro de RMN de 'H da substincia AB10-O (200 MHz, DMSO-d;).
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Fig. Apéndice 70: Espectro de RMN de '*C (abaixo) e DEPT 135 (acima) AB10-O (50 MHz, DMSO-
ds)
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Fig. Apéndice 71: Espectro na regido do infravermelho (KBr) de AB10-O.
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Fig. Apéndice 72: Espectro de RMN de 'H da substincia AB10-S (400 MHz, DMSO-dy).
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Fig. Apéndice 73: Espectro de RMN de '*C (abaixo) e DEPT 135 (acima) AB10-S (100 MHz, DMSO-

ds)
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Fig. Apéndice 74: Espectro na regido do infravermelho (KBr) de AB10-S.
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Fig. Apéndice 76: Espectro de RMN de '*C (abaixo) e DEPT 135 (acima) AB11-O (50 MHz, DMSO-

ds)

" PP
ep—— L

1

T
180

T
170

T
160

T T
140 130

T T T
120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 ppm

5 b4 d @

|
‘I"L ey

e [ L —

T
180

T T T T T T T T T T T
170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 ppm

Fig. Apéndice 77: Espectro na regido do infravermelho (KBr) de AB11-O.
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Fig. Apéndice 78: Espectro de RMN de 'H da substincia AB11-S (200 MHz, DMSO-dj).
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Fig. Apéndice 80: Espectro na regido do infravermelho (KBr) de AB11-S.
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Fig. Apéndice 81:

Wavenumber (cm-1)

Espectro de RMN de 'H da substancia AB12-O (400 MHz, DMSO-dp).
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Fig. Apéndice 82:

Espectro de RMN de "*C (abaixo) e DEPT 135 (acima) AB12-O (100 MHz,

DMSO-ds)
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Fig. Apéndice 83: Espectro na regido do infravermelho (KBr) de AB12-O.
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Fig. Apéndice 84: Espectro de RMN de 'H da substincia AB12-S (400 MHz, DMSO-dj).
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Fig. Apéndice 85: Espectro de RMN de '*C (abaixo) e DEPT 135 (acima) AB12-S (100 MHz, DMSO-

ds)
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Fig. Apéndice 86: Espectro na regido do infravermelho (KBr) de AB12-S.
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Fig. Apéndice 88: Espectro de RMN de '*C (abaixo) e DEPT 135 (acima) AB13-O (50 MHz, DMSO-

ds)
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Fig. Apéndice 89: Espectro na regido do infravermelho (KBr) de AB13-O.
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Fig. Apéndice 90: Espectro de RMN de 'H da substincia AB13-S (200 MHz, DMSO-dj).
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Fig. Apéndice 92: Espectro na regido do infravermelho (KBr) de AB13-S
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