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RESUMO

O presente trabalho propfe a sintese e avaliagdo de triazenos organicos para serem utilizados no
estudo de algumas propriedades fotofisicas e biolégicas como no efeito sobre a viabilidade de células
tumorais.

A rota de preparagédo dos triazenos se deu a partir de aminas aromaticas que foram convertidas nos

correspondentes sais de diaz6nio, e este foi condensado com uma segunda amina (Esquema 1).

A H
/©/NH2 NaNO, HCI, H,O /©/Nz Cl R,—NH, N°N’N\R
- 2
R 0°C a t.a., 60 min R; one-pot”, 30 min /©/

R1

Esquema 1. Rota de sintese de triazenos a partir da diazotacéo de aminas aromaticas (R, = CO,, NO; e R; = aril).

A identidade dos compostos foi confirmada por analises de espectroscopia no infravermelho e
espectrometria de massas de alta resolucdo. Através da obtencdo de espectros eletrdnicos de absorc¢ao (UV-
Vis) em diferentes valores de pH foi possivel estimar os valores de pKa dos grupos ionizaveis dos triazenos
sintetizados. Estudou-se também a emissédo de luz destes compostos onde se observou que para ambos os
triazenos ha emisséo de luz em meio &cido. Encontra-se em andamento a avaliagcdo da viabilidade destes
compostos frente a células tumorais que esta sendo realizado com linhagens de tumor de mama (MCF-7),

melanoma murinho (B16F10-Nex-2) e leucémico humano (K562).

Palavras Chave: Triazeno, Diazbnio, Propriedades acido-béasicas, Tratamento antitumoral.
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1. INTRODUCAO

1.1. TRIAZENOS ORGANICOS — DESCOBERTA

Triazenos sdo compostos organicos que possuem em sua estrutura uma sequéncia de trés atomos
de nitrogénio ligados compondo o grupo funcional denominado triazenila (N=N-NH). Sua descoberta se deve
aos estudos realizados pelo quimico industrial Peter Griess (1829-1888) na preparacgédo de sais de diazonio,
que em 1859 sintetizou o primeiro triazeno organico (1E)-1,3-difenil-1-triazeno (Diazoaminobenzeno).!
Quando ndo N-substituidos, o grupo triazenila pode ser desprotonado levando a formacdo do &nion

triazenido, analogo isoeletrdnico do anion nitrito (Figura 1).?

B@ anion nitrito
N
©\ N\\ /@ ©\ N\ /@ O//‘é\\\o
N~ N BH N7 N

Figura 1. Estrutura molecular do Diazoaminobenzeno e de sua base conjugada, o anion triazenido, em destaque a estrutura molecular
do &nion nitrito.

A sintese do diazoaminobenzeno (1) pode ser preparada a partir da diazotacdo da anilina (2),

seguida da condensac¢do com anilina livie como mostra o0 mecanismo (Esquema 2).2

NaN ® O
Ph—NH, —2NO2_ o N=N Ci
HCI
2) (3)
H.~H H
PR Ne N Ns N

® Ny N N
Ph—l\SN Ph—NH, =—= Ph”~ "N"®@>Ph —=—== Ph” N Ph

3) ) 4) M
Esquema 2. Rota de sintese do Diazoaminobenzeno.

O diazoaminobenzeno (1) é um dos principais representantes comerciais dos sais de diazénio e um
excelente exemplo na versatilidade de aplicagcbes que os triazenos possuem, sendo utilizado como
intermediario quimico, aditivo polimérico, agente complexante, na fabricagdo de corantes, inseticidas e
também empregado em sintese organica. Entretanto, outros estudos mostraram que o diazoaminobenzeno
tem efeito carcinogénico em humanos, sendo metabolizado a benzeno, e este, ao ser transformado no figado
gera produtos oxidados altamente reativos por seus efeitos deletérios celulares. A via de metabolizacdo
sugerida é a clivagem por enzimas do figado ou, ainda, por bactérias do trato intestinal. Os metabdlitos sédo
anilina, benzeno e nitrogénio. Tanto o benzeno quanto a anilina podem vir a ser oxidados pelo citocromo

P450 e enzimas conjugadoras desencadeando sua acao toxica.®
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1.2. TRIAZENOS ORGANICOS — SINTESE

Duas rotas para sintese dos triazenos organicos sdo geralmente empregadas. O Esquema 3 mostra
gue é possivel obter triazenos a partir de anilinas ou alquil azidas. Anilinas séo tipicamente tratadas com ions
nitrito em condicdes éacidas para formar um sal de diazbnio que reage com uma amina primaria ou
secundaria para formar o triazeno desejado com alto rendimento, enquanto que di-alquil triazenos podem ser

obtidos através da reacdo com um reagente de Grignard ou alquil litio.?

rota tradicional ( rota via organometa’licos)

ArNH, + RR'NH + HNO,— > .4— RNj3; + ArLi + R'X

Esquema 3. Rotas sintéticas gerais para triazenos

Os sais de diazbnio sdo compostos derivados da reacdo entre aminas primarias com &cido nitrico na

presenca de 4cido cloridrico (ou outro acido mineral) em torno de 0°C (Esquema 4).

Cl-
NH, N*=N
©/ 4+ NaNO, + 2HCI —= ©/ + NaCl + 2H,0

Esquema 4. Reacéo de formagao de sais de diazénio.

O excesso de &cido mantém a estabilizacdo do sal de diazdnio e assim minimiza reacdes
secundarias e interagfes com aminas ndo modificadas. Uma vez formados, os sais de diazbnio sdo uma
ferramenta importante na sintese de triazenos. O Esquema 5 mostra 0 mecanismo que leva a formacgéo do

triazeno.*
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Esquema 5. Sintese de um Triazeno Aromatico a partir de um sal de diaz6nio (R= aril, alquil).

Na presenca deécido forte, o 4cido nitroso se dissocia e produz fons nitrosénios (NO™). Estes ions,
entdo reagem com nitrogénio da amina para formar ions nitrosoamdnio instaveis como intermediarios. Este
intermediario perde um préton e forma uma nitrosoamina que, por sua vez, tautomeriza-se num

diazohidroxido. Entdo, na presenca de &cido, o diazohidroxido perde agua para formar o ion diazénio. A

adicdo de outra amina (anilina) promove a rea¢do com o ion diazénio e entdo forma-se o triazeno.
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1.3. TRIAZENOS ORGANICOS — APLICACOES

Embora estes compostos tenham sido extensivamente estudados antes de 1950, a sua versatilidade
em sintese organica foi bastante expandida durante os Ultimos 30 anos. Desde sua descoberta para uso na
industria de corantes, muitos pesquisadores passaram a dedicar suas pesquisas aos triazenos organicos.

Diversas areas tornaram possivel que este composto se tornasse uma molécula com grande
versatilidade de aplicagBes na quimica. Suas aplicaces tém sido avaliadas desde seu potencial antitumoral,
tanto como grupos protetores em sintese de produtos naturais e quimica combinatoria, incorporacdo em
sintese de polimeros e oligdmeros e para formar novos heterociclos.® Apresentam ainda atividade bioldgica
frente a bactérias gram-positivas e gram-negativas e atividade antifingica.’

Um dos usos predominantes dos triazenos esta na area da medicina no desenvolvimento de
farmacos, atuando como agente mutagénico, antineoplasicos, teratogénico, antitumorais (antilinfonas) e

antitripanossc‘Jmicos.6 A tabela 1 lista alguns triazenos utilizados como farmacos e suas propriedades.

Tabela 1 - Alguns triazenos que possuem aplicagdo como farmacos.”®

Nome e estrutura molecular Nome Comercial Propriedades

Q,
NH,
Dacarbazina®

N .
L\ N\\ /CH3 (DTIC) ANTINEOPLASICOS
N N—N
H \
CHj
5-(3,3-dimetil-1-triazenil)imidazol-4-carboxamida
NH2
/
N ACH2CH2CI i p
QN N'j N i Dac(aé?_?cz:l)na@ ANTINEOPLASICOS
,
|H CH3CH-CI

5-[3,3-bis(2-cloroetil-1-triazenillimidazol-4-carboxamida

hig
\I’:.I N’\\N
Ny Vsl el ANTINEOPLASICOS
(TEM)
NH,

3-metil-4-0x0-3,4-dihidroimidazol[5,1-d][1,2,3,5] Tetrazina-8-
carboxiamida

NH NH

HaN NH; i ANTITRIPANOSSOMICOS
Ny Berenil®
N N
H

[bis(4-amidinofenil)-1,3-triazeno]
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A conversao da Dacarbazina® (DTIC) em compostos alquilantes depende da ativacao hepéatica. Este
triazeno é indicado para o tratamento de: melanoma maligno metastatico, adenocarcinoma renal, sarcomas
de tecidos moles, fibrossarcomas, carcinoma medular da tireéide, neuroblastoma, tumores sélidos, linfoma
maligno e doenca de Hodgkin. J& o Temozolomida® (TEM) ndo necessita de ativacdo metabdlica para gerar
as espécies alquilantes, pois € convertida espontaneamente em metabolico ativo em pH fisiolégico e pode
ser administrada por via oral. Este triazeno é utilizado no tratamento contra tumores cerebrais como
glioblastoma multiforme e astrocitona anaplastico, novas pesquisas mostram que pode ser também eficaz
nos casos de leucemia aguda. Os efeitos citotéxicos e mutagénicos destes farmacos sdo baseados na
capacidade de alquilar as bases do DNA, prevenindo a multiplicacdo e o crescimento das células tumorais,
além de dificultar a sintese de proteinas necessarias a sobrevivéncia destas células.®

Para aril e alquil triazenos, decomposicdes proteoliticas ocorrem sob condi¢des fisioldégicas para dar
compostos alquil diazénio capazes de alquilar o DNA (Esquema 6).10 Possuem ainda a propriedade de
nuclease, sendo capaz de clivar o DNA tanto genémico como o plasmidial.5 Nos ultimos 20 anos o papel do
metabolismo nos mecanismos da carcinogenicidade e citotoxidade de arildialquiltriazenos tem sido

extensivamente estudada.

Me N AT Me N A CHCH Me N AT
\'I\l/ \N/ P450 \'\Il/ \N/ CHO \T/ \N/
Me CH,0OH H “

DNA ®
Me—DNA + No € Me—N=N + Ar—NH, —-— 'V'e\N%N\N/Ar
|
H

Esquema 6 Via metabdlica para dimetiltriazenos: ativacdo e mecanismo de agado.

No entanto, muitos aspectos importantes destes mecanismos permanecem enigmaticos. Alguns
triazenos sdo moderadamente estaveis em solucdo aquosa a pH fisioldgico ou levemente bésico. Em
contraste, ambientes 4cidos causam a rapida reversdo da rea¢do de sintese resultando no respectivo sal de

diazénio e a amina protonada conforme é mostrado no Esquema 7.1

C
N N @
NRR" Nq NRR" N
A
| NN — | NN — N + HNRR"
R R R I 2
|

F F F

Esquema 7 Mecanismo de degradacao quimica catalisada por &cido do 1-aril-3,3-dialquiltriazeno.
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O triazeno mais conhecido em estudos para tratamento antitumoral é o 1-fenil-3,3-dimetiltriazeno
(Figura 2), este triazeno foi reportado por Clarck et al., em 1955 tendo inibido o crescimento tumoral do
sarcoma 180 (S-180) in vivo. No mesmo ano mais outros dois triazenos também apresentaram inibicdo de

crescimento tumoral: 3,3-dimetil-1-p-nitrofeniltriazeno e 3,3-dimetil-1-p-toluiltriazeno (Figura 2).12

- QoN._ -~ HaC ~.
@\ CH 2 \I'//\I O
N N__ . AL CH » B
L N8 N s ‘N'N‘N’ 3 ) ‘NfN“N’CH3
I I
HaC HaC HaC

Figura 2 — Estrutura dos compostos: a) 3,3-dimetil-1-feniltriazeno; b) 3,3-dimetil-1-p-nitrofeniltriazeno; ¢) 3,3-

dimetil-1-p-toluiltriazeno.

1.4. TRIAZENOS ORGANICOS — OUTRAS APLICACOES SELECIONADAS
1.4.1.PROTECAO E GERACAO DE AMINAS
Triazenos podem ser utilizados em sinteses organicas para proteger ou gerar aminas. Embora a
formacdo de anilinas a partir da decomposicdo induzida por acido de arilo triazenos ja ser conhecida h&a
algum tempo, esta utilizacdo particular, € rara devido muitos outros grupos protetores estarem disponiveis.
Triazenos séo estaveis a uma variedade de condicdes e a sua conversdo na amina correspondente é facil e
eficiente. O Esquema 8 mostra a aplicacdo do triazeno como grupo protetor na substituicdo de um halogénio

numa anilina.>

> Q

NH, N//N N//N NHy
SESESES
Br/ < Br/ < R/ ~ R/ <

R= CO,, PhCOPh, PhSSPh, MeSiCl, D,0, MeCOMe, Bu;SnCl
a) 1.HCI, NaNO,; 2. KOH, pirrolidina; b) 1. sBuLi ou tBuLi; 2. eletréfilo (c); Ni/Al, KOH, MeOH.

Esquema 8 — Substituigdo Nucleofilica Aroméatica de um Halogénio utilizando triazeno como grupo protetor.

1.4.2.TRIAZENOS E QUIMICA DE COORDENACAO

Outra aplicacdo bem difundida de triazenos organicos estd na quimica de coordenagdo, muitos
compostos de triazenos tém sido avaliados para esta finalidade e diversos estudos de Difragdo de Raio-X
revelam diferentes formas de complexa¢édo no estado sélido. A presenca de substituintes terminais arila (Ar-

N=N-NH-Ar) afetam diretamente na estabilidade da estrutura do triazeno, seja por efeito indutivo ou
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mesomeérico e viabilizam a reacdo de complexacdo com diversos ions metalicos. Os principais modos de

coordenacao estdo ilustrados na Figura 4.°

(a) (b) (c) (d)
R\N,//N\N/R R\N4_.:;\N/R R /N\ R R\N‘/,.N;: R
| N, I | | =< |
M M M M M M

Figura 4 — Principais modos de coordenag&o:

Monodentada (a); Bidentada (b); em ponte entre dois centros metélicos em (c) e (d). (R=Aril).

llley et al. relatou a interacé@o de triazenos dissubstituidos com percloratos de metal, onde observou
produtos de decomposicéo andlogo aos dos processos de catalise acida quando alquil ou aril triazenos sao
tratados com fontes Fe?* Zn®** ou Cu®*. Estas descobertas s&o importantes pois muitos triazenos utilizados
para aplicagBes antitumorais sdo instaveis in vivo, estas descobertas sdo significantes considerando-se que

estes fons sdo abundantes na corrente sanguinea e em todo o corpo.’

2. OBJETIVOS

Observados os aspectos biolégicos envolvidos na aplicagdo de triazenos organicos, o presente
projeto tem por objetivo principal sintetizar e avaliar propriedades fotofisicas e biolégicas. Sendo assim serdo

avaliados os seguintes aspectos:
e Sintetizar e Caracterizar Triazenos Organicos.
e Avaliar Propriedades Fotofisicas (Espectroscopia de UV-Vis e Emissao de Luz).
e Avaliar efeito na viabilidade de células tumorais (Citotoxicidade).

3. MATERIAIS E METODOS
Apé6s a sintese dos compostos, foi realizada a caracterizacdo dos triazenos orgéanicos através de
Espectrometria de Massas de alta resolugdo e Espectroscopia na Regido do Infravermelho por Transformada
de Fourier (FTIR).
3.1 Espectrometria de Massas de Alta Resolucéo.
A caracterizacdo por espectrometria de massas foi realizada num espectrdbmetro de massa com

detector triplo quadrupolo-LCMS-8030 equipado com ionizagdo por eletropulverizacdo e acoplado a um
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sistema de cromatografia liquida de proeminéncia UFLC-XR (Shimadzu). Os espectros obtidos encontram-se

no Anexo I.

3.2 Espectroscopia na Regido do Infravermelho por Transformada de Fourier - FTIR.
A caracterizac@o por espectroscopia na Regido do Infravermelho por Transformada de Fourier foi

realizada no espectrémetro da marca PerkinEImer, modelo Spectrum two - UATR two. Os espectros

obtidos encontram-se no Anexo Il.

3.3 Espectroscopia Eletronica de UV-Visivel (UV-Vis) e Fluorescéncia Atdmica (AFS).

Os espectros eletrdnicos na regido do visivel e ultravioleta foram obtidos em um Espectrémetro
Varian Cary 50 e os espectros eletronicos de fluorescéncia foram obtidos em um Fluorimetro Hitachi F-2500
Todas as leituras foram realizadas em cubetas de quartzo de caminho 6tico de 1 cm.

Nas leituras para determinacdo da solubilidade (Turbidimetria) dos triazenos orgéanicos utilizou-se
uma solugdo 20 mM em Dimetilsulféxido (DMSO) de cada triazeno em solucdo tampdo Tris-HCI
(Tris(hidroximetil)aminometano)-Hidrocloreto) de pH 6,8.

Nas leituras para avaliacéo fotofisica (UV-vis e fluorescéncia) avaliou-se os compostos triazenidicos

em uma faixa de pH 2 até pH 13.

4. PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

4.1.SINTESE DOS TRIAZENOS ORGANICO.!

O procedimento adotado na sintese dos triazenos organicos é o descrito por VILLIS em sua tese de
doutorado.®

Foram sintetizados dois triazenos organicos assimétricos: o Acido(p-feniltriazeno)benzéico (Triazeno
Paba) e o 1-(4-Nitrofenil)-3-feniltriazeno (Triazeno Nitro), a Figura 3 mostra a estrutura dos triazenos

sintetizados.

i A principio, a proposta inicial deste trabalho era sintetizar triazenos assimétricos com aminas primarias
alifaticas. Porém, devido a dificuldade de reproduzir a rota de sintese e obtencdo de rendimentos muito
baixos, tornaram inviavel a continuidade do trabalho. Partiu-se entdo para outra rota de sintese onde se
decidiu sintetizar triazenos com anilina.
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O O
I ’I\Il
e L A, O
- N ~N.
- N N
N ” N
Acido(p-feniltriazeno)benzéico (Triazeno Paba) 1-(4-Nitrofenil)-3-feniltriazeno (Iriazeno Nitro)

Figura 3 — Estrutura dos triazenos sintetizados.

A sintese foi realizada através da diazotacdo do Acido p-Aminobenzoico e da 4-Nitroanilina
respectivamente, com nitrito de sédio em acido cloridrico diluido, na propor¢cdo 1:1 com agua, seguido do
acoplamento com a anilina (C¢HsNH,). O Esquema 9 mostra a reacdo de sintese dos triazenos e o

procedimento esta descrito a seguir.

+ -
/@/NH? NaNO,, HCI, H,0 N2"Cl R,—NH, Ney R
> > 2
0°C at.a., 60 min "one-pot”, 30 min /©/
R, R
1 R1

Esquema 9. Rota de sintese de triazenos a partir da diazotacdo de aminas aromaticas (R; = CO,, NO, e R; = aril).

Em um copo berzelius (forma alta) de 600 mL foi adicionado 40 mL de uma solu¢éo de HCI/H,O 1:1.
Sob agitacdo adicionou-se o acido p-aminobenzéico (0,9 g, 7 mmol) e manteve-se o sistema sempre em
banho de gelo para garantir que a temperatura figue em torno de 0 °C. Ap6és manter sob agitacdo por 5
minutos e verificar que a temperatura estava em torno de 0 °C, foi adicionado 5 mL de uma solugdo aquosa
de NaNO, (0,6g, 7 mmol + 10% em excesso). Decorridos os 60 minutos sob agitacdo, adicionou-se
rapidamente ainda sob agitacdo e em banho de gelo uma solu¢do contendo 0,6g (7 mmol, 0,6 mL) de anilina
(D=1,02 g/cm® em 1 mL de uma solugdo aquosa de &cido acético 25%. Apds 30 minutos, retirou-se o
sistema do banho de gelo e ainda sob agitacdo, o meio de reacdo foi neutralizado com uma solucdo de
Na,CO; 10% até pH préximo a 7. Forma-se um precipitado amarelo (quando se utiliza o acido p-
aminobenzo6ico como material de partida) e um precipitado vermelho (quando se utiliza a nitroanilina como
material de partida) quando se atingi a neutralidade do meio que foi avaliada com papel indicador universal
de pH. Separou-se o produto por filtracdo a vacuo lavando repetidas vezes com agua gelada. Apés a filtracdo
o produto foi seco em estufa a 80 °C e foi calculado o rendimento.

O mesmo procedimento foi utilizado na sintese do triazeno com a 4-nitroanilina (1g, 7 mmol) e anilina

(7 mmol, 0,6 mL). O produto obtido tem coloragdo vermelho escuro e também foi filtrado a vacuo lavando
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repetidas vezes com agua gelada. Apos a filtragdo o produto foi seco em estufa a 80 °C e foi calculado o

rendimento.

4.1 AVALIACAO DA SOLUBILIDADE (TURBIDIMETRIA).

A solubilidade dos compostos de triazenos sintetizados foi avaliada num espectrofotdmetro de UV-
Vis, adicionando a uma cubeta de quartzo com caminho 6tico de 1 cm 700 pL de solugcéo tampao Tris-HCI
pH 6,8. Realizou-se a leitura no comprimento de onda de 750 nm, onde o composto ndo apresenta absorcéo,

mas detecta-se o espalhamento de luz promovido pelas particulas de material insoltvel.

4.2 AVALIACAO FOTOFISICA - ESPECTROSCOPIA UV-VIiS E EMISSAO DE LUZ.

A avaliacéo fotofisica foi realizada através da obten¢&o dos espectros eletrdnicos e de fluorescéncia
nos seguintes valores de pH: 2, 3, 4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 11, 12 e 13. Estas solu¢des foram preparadas a partir
de uma solucdo estoque com a seguinte composi¢cdo: 75 mM (tris(hidroximetil)laminometano), 25 mM
(Glicina), 25 mM (Acido 2-(N-Morfolino)etanolamina), 25 mM (Acido Acético). Partindo desta solugdo que
apoés o preparo apresentou pH 8,00, ajustou-se o pH para os valores ja citados com adicdo de solucéo

concentrada de HCI (4 M) e NaOH (4 M). A concentracao dos triazenos utilizada na leituras foi de 0,040 mM.

4.3AVALIACAO DA VIABILIDADE CELULAR - CITOTOXICIDADE.

A avaliacdo da viabilidade celular estd sendo realizada com linhagens de tumor de mama (MCF-7),

melanoma murinho (B16F10-Nex-2) e leucémico humano (K562).
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5. DISCUSSAO DOS RESULTADOS

Com o intuido de facilitar a leitura e entendimento dos resultados referenciaremos os triazenos
sintetizados da seguinte forma: Acido(p-feniltriazeno)benzoico (Triazeno Paba - referindo-se ao composto de
partida Acido p-Aminobenzoéico) e o 1-(4-Nitrofenil)-3-feniltriazeno (Triazeno Nitro - referindo-se ao composto

de partir 4-Nitroanilina).

5.1 Rendimento Experimental

Realizada a sintese dos triazenos, pesou-se a massa obtida e calculou-se o rendimento

experimental. A Tabela 2 apresenta os rendimentos obtidos.

Tabela 2 - Resultados dos Rendimentos Experimentais.
Triazeno Paba  Triazeno Nitro

Rendimento Teodrico 1,79 1,79
Rendimento Experimental 129 1,39
Rendimento (%) 72 % 76 %

Observa-se através dos resultados que se obteve um bom rendimento experimental para ambos os

triazenos sintetizados, 0 que corrobora com o descrito na literatura.>®

5.2 ESPECTROSCOPIA DE MASSAS DE ALTA RESOLUCAO.

Os espectros de massas obtidos encontram-se no Anexo |. Foi possivel detectar tanto os acidos quanto

as bases conjugadas dos triazenos sintetizados.

5.2.1 ANALISE TRIAZENO PABA.

Através da avaliacdo dos espectros obtidos utilizando como solventes MeCN / HCO,H, observou-se
a presenca do pico correspondente ao ion molecular do composto modo negativo com M/Z = 240,1
(Esquema 10) e no modo positivo com M/Z = 242,1 (Esquema 11). Também observa-se um pico com M/Z =
286,1 no modo negativo que corresponde a soma da massa do ion triazeno (MM = 241,1 g/mol) mais o &nion

formiato (MM = 45 g/mol).
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Esquema 10 - Estruturas de Ressonancia da base conjugada do Triazeno Paba como &cido férmico.
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Esquema 11 - Estrutura de Ressonancia do acido conjugado do Triazeno Paba com a amdnia.

5.2.2 ANALISE TRIAZENO NITRO.

Através da avaliacdo dos espectros obtidos utilizando como solventes NH;HCO, / H,O /
MeCN, observou-se a presenca do pico correspondente ao ion molecular do composto no modo

positivo (M/Z = 243,1) e no modo negativo (M/Z = 242,1).

5.3 ESPECTROSCOPIA NA REGIAO DO INFRAVERMELHO POR TRANFORMADA DE FOURIER.
Através da analise dos espectros vibracionais no infravermelho (ANEXO Il), realizou-se a atribui¢c@o
tentativa de frequéncias vibracionais observadas (Tabela 3).
Triazeno Nitro: v (C-H) = 2950 cm™, » (C=C) = 1600 cm™, » (N-N) = 1300 cm™, » (N=N) = 1225
cm™, v (NO,) = 1150 cm™,
Triazeno Paba: v (N-H) = indefinido, v (O-H) = indefinido, v (C-H) = indefinido, (C=C / C=0) = 1700

e 1600 cm™, v (N-N) = 1400 cm™, v (N=N) = 1250 cm™.
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5.4 AVALIACAO DA SOLUBILIDADE (TURBIDIMETRIA).

Através dos dados de leitura de absorbancia (A=750 nm) versus concentragio, foi possivel plotar o

Grafico 1 que mostra a solubilidade dos Triazenos em solucdo tampéao Tris-HCI de pH 6,8.

Solubilidade dos Triazenos em pH 6,8 (Tamp&o Tris-HClI)

o
o

o
o

Espalhamento de luz (u.a.)
o o
N RSN

0 1 2 3 4 5 6
‘ Concentragéo (mM)

Gréfico 1 - Avaliagéo da solubilidade dos Triazenos em solugéo tampéo Tris-HCI de pH 6,8.
(Linha vermelha: triazeno paba,; linha azul: triazeno Nitro.)

Observa-se através destes resultados que na faixa de concentracdo avaliada o Triazeno Paba é
totalmente soldvel enquanto que o Triazeno Nitro mostra-se insolivel no meio em concentragfes a partir de
0,057 mM. Esta avaliagdo se faz necessario para os testes de viabilidade celular (citoxicidade) e para

determinar o limite maximo de concentracdo para a avaliagéo fotofisica (UV-Vis e Emisséo de Luz).



5.5 AVALIACAO FOTOFISICA - ESPECTROSCOPIA UV-ViS E EMISSAO DE LUZ.
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O Gréfico 2 mostra os espectros de absorcao obtidos para o triazeno nitro para cada valor de pH. O

gréfico foi divido em duas parte (A) e (B) para aperfeicoar a visualizacdo das bandas de absorcao.

03 0.4 — : _
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pH 2 0,35
. —— pH3 | _ 03
< <
2 —— pH4 | 20,25
< 8
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2 Q
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| pH 8 0,05
0 | | | | | | 0 | | | | |
300 350 400 450 500 550 600 650 300 350 400 450 500 550 600 650
Comprimento de Onda (nm) Comprimento de Onda (nm)
(A) (B)

— pH9
— pH10
—— pH11
—— pH12
—— pH13

Gréfico 2 — Espectros eletronicos de absorgao obtidos para o triazeno Nitro (0,4 mM): (A) pH2 a8 e (B) pH 9 a 13.

A analise dos espectros mostra que a partir do pH 10 uma nova banda de absorcdo (490 nm)

comega a aparecer, 0 que demonstra que o composto (triazeno nitro) estd em equilibrio com sua base

conjugada devido a desprotonacdo do hidrogénio da cadeia triazenitica. O deslocamento do equilibrio no

sentido da formacdo da base conjugada aumenta a medida que o meio fica mais alcalino, como se pode

observar em pH 13 a predominancia da base conjugada.

Baseado na intensidade maxima de absorbéncia obtidas nas bandas de 393 nm e 490 nm, foi

possivel plotar o Grafico 3 e determinar o valor do pKa para o triazeno nitro, que esta em torno de 11,25.

(linha vermelha: Intensidade de absor¢&o a 393 nm; linha azul: intensidade de absorgéo a 490 nm)
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Gréfico 3 — Determinacéo do pKa para o Triazeno Nitro.
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O Grafico 4 mostra os espectros de absorcdo obtidos para o triazeno paba para cada valor de pH. O

gréfico foi divido em duas parte (C) e (D) para otimizar a visualizacdo das bandas de absor¢ao.

0,9 -
353 nm Triazeno Paba 09 T
08 353 nm Triazeno Paba
! pH 2 0,8
0,7
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3] < U,
§ 04 PRS 18 04 —— pH11
Fe Qo
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250 300 350 400 450 500 250 300 350 400 450 500
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(€) (D)

Gréfico 4 - Espectros eletronicos de absorc¢ao obtidos para o triazeno Paba (0,4 mM): (C)pH2 a8 e (D) pH 9 a 13.

A andlise dos espectros mostra que existem dois pKa’s para este composto, sendo que em pH acido
entre 2 e 5 a espécie predominante € o triazeno paba protonado, e a partir do pH 6 comeca a existir um
equilibrio entre o &cido e a base conjugada do triazeno paba. No entanto a partir do pH 12 nota-se um outro
deslocamento que remete a formacgao de um di-anion que fica em equilibrio com a base conjugada. Este di-

anion trata-se da perda do hidrogénio da cadeia triazenidica.

Baseado na intensidade maxima de absorbéncia obtidas nas bandas de 370 nm, 353 nm e 403 nm,
foi possivel plotar o Grafico 5 e determinar os valores do pKa para o triazeno paba, que séo pka; = 5 e pKa,

=12,5.
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Gréafico 5 — Determinagéo dos pKa'’s para o triazeno paba.
(linha azul: Intensidade de absorgéo a 353 nm; linha vermelha: intensidade de absor¢édo a 370 nm;

linha vermelha: intensidade de absorg¢é@o a 403 nm)
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Tendo em vista que o acido p-aminobenzéico € um fluoréforo, decidiu-se investigar se os triazenos
também apresentam alguma emisséo de luz. Avaliou-se a emissdo de luz adotando-se como valores de
comprimento de onda de excitacdo aqueles onde se obteve as bandas de absorcdo. A voltagem do detector
utilizada foi de 700v e a abertura da fenda de 2,5 nm.

Observou-se que ha somente emissao de luz apreciavel em pH 4 para ambos os triazenos. No caso
do Triazeno Nitro no comprimento de onda de excitagdo 260 nm houve emissao de fluorescéncia em 300 nm,
ja para o comprimento de onda de excitagdo 222 nm houve uma discreta emissdo de fluorescéncia em 300
nm também e uma emissdo em 450 nm (Gréfico 6). Para o Triazeno Paba houve dois picos de emissao no
comprimento de onda de excitacdo de 267 nm, um em 300 nm e outro em 340 nm sendo que estas duas

bandas se interceptam. No comprimento de onda de excitacdo de 290 nm a emissao de fluorescéncia se deu
em 345 nm (Grafico 7).

7000

300 nm Triazeno Nitro - pH 4

6000

5000

4000

3000
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2000

1000

300 350 400 450 500
Comprimento de Onda (nm)

Gréfico 6 — Espectro de emissao de fluorescéncia para o Triazeno Nitro em pH 4.
(linha azul: espectro de emissdo com excitagdo a 222nm; linha vermelha: espectro de emissdo com excitagédo a 260 nm)
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Gréafico 7 — Espectro de emisséo de fluorescéncia para o Triazeno Paba em pH 4.

(linha vermelha: espectro de emisséo com excitagéo a 267nm; linha azul: espectro de emisséo com excitacdo a 290 nm)
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5.6 AVALIACAO DA VIABILIDADE CELULAR - CITOTOXICIDADE.

A avaliacdo da viabilidade celular estd sendo realizada com linhagens de tumor de mama (MCF-7),
melanoma murinho (B16F10-Nex-2) e leucémico humano (K562). Foi possivel analisar a toxicidade somente
para células de linhagem de tumor leucémico humano (K562), onde observou-se que para o triazeno paba
em concentragfes até 200 uM nao houve morte celular. Ja para o triazeno nitro em concentragdes de 120

UM houve um maximo de 40% de morte celular.

6. CONCLUSOES

Através do presente trabalho foi possivel estabelecer no grupo de pesquisas 0 acesso a triazenos
orgéanicos utilizando uma rota de sintese reprodutivel e com bons rendimentos, esta experiéncia permitird a
sintese de novos compostos analogos adotando-se a mesma metodologia. Com o0 uso da espectroscopia
eletrbnica, foi possivel estimar os valores de pKa dos grupos ionizaveis destes — estes dados serdo Uteis

para a exploragéo da reatividade destas moléculas.

Além disso, pretende-se expandir a série de triazenos arométicos para serem utilizados em um estudo
mais aprofundado a respeito dos pardmetros eletrbnicos importantes na reagdo de decomposicdo, visando
seu uso para a modificagdo de suportes soélidos poliméricos para sintese em fase solida; bem como o uso
destes para a sintese de novos complexos inorganicos para posteriores estudos de propriedades fotofisicas

e biolégicas.
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8. Anexos

Anexo | — Espectros de Massas de Alta Resolucéo.
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Solventes: MeCN / HCO,H
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Anexo | — Espectros de Massas de Alta Resolucéo. (Continuacéo)

Pagina |21

Triazeno Nitro

Solventes: NH,HCO, / H,0 / MeCN
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ANEXO Il — Espectros na Regido do Infra-Vermelho por Transformada de Fourier.
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ANEXO Il — Espectros na Regido do Infra-Vermelho por Transformada de Fourier. (Continuac¢ao)
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