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RESUMO

O é4cido gélico ¢ um polifenol a que se atribui uma gama de propriedades biologicas e
farmacologicas. Tais propriedades podem ser alteradas devido a modificagdes quimicas na
molécula. Com a expectativa de que a incorporacdo de substituintes melhore as atividades
farmacologicas da molécula, no presente estudo foi realizada a sintese de uma nova
substancia, o 3-(3,4,5-trihidroxifenil-4-N-amino-5-metiltio)-1,2,4-triazol, obtido a partir da
modificagdo estrutural do acido gélico adquirido comercialmente. A sintese foi realizada em
quatro etapas: obten¢do do galato de metila através da reacdo de esterificacdo acido galico;
sintese do galoil hidrazida através da reacdo de substitui¢ao nucleofilica do galato de metila
com hidrazina; reacdo do galoil hidrazida com dissulfeto de carbono para a obtengdo do
intermediario tiosemicarbazida e reacdo do intermediario formado com hidroxido de
potéssio/iodeto de metila para a obten¢do da substancia de interesse; com rendimentos de 97,
40, 75 e 20% respectivamente. As reacdes foram monitoradas pela cromatografia em camada
delgada (CCD) e a caracterizagdo estrutural das substancias por foi realizada espectroscopia
de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) de 'H e *C. Foram testadas as atividades
antioxidante e anti-Mycobacterium tuberculosis. A substancia apresentou potente atividade
antioxidante atuando no “sequestro” do radical livre (DPPHe¢), com valor de ICsy de 37,0
png/mL. A substancia foi inativa contra M. tuberculosis (CIM< 250 pg/mL).

Palavras-Chave: Acido galico; 1,2,4-triazol; antioxidante; anti-Mycobacterium tuberculosis.
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CAPITULO I

1. Introduciao

1.1.  Acido galico
O 4cido galico (AG) (4acido 3.,4,5-trihidroxibenzoéico) (Figura 1), ¢ uma substancia
fenolica abundante em plantas, e muito encontrado em frutas como a uva e em alguns tipos de

chas (preto e verde) (OW e STUPANS, 2003).

Figura 1 — Estrutura quimica do AG
0]

HO
OH

HO
OH

Fonte: proprio autor.

Destaca-se por apresentar varias propriedades farmacoldgicas, como: anticancerigena
(HSU, LO e YEN, 2007; KAUR et al., 2009; JI et al, 2009; LIU, 2012; PAOLINI et al.,
2015); acdo sobre processos oxidativos, o que demonstrou potente atividade antioxidante e
inibidora das peroxidases HPR (Horseradish peroxidase) e MPO (mieloperoxidase), com alta
toxicidade frente a alguns sistemas celulares (BARBOSA, 2010 (B)); também no tratamento
de fibrose hepatica, pois ¢ capaz de reduzir a proliferacdo celular e induzir o fendtipo
quiescente (inativado) nas células hepaticas pelo aumento de goticulas lipidicas (SCHUSTER,
2013). Em modelos animais, reduz o estresse oxidativo e melhoram os niveis de glutationa em
tecido hepatico, bem como os de catalase no soro (BRUN et al, 2005) e demonstra atividade
anti-inflamatoria, interferindo no funcionamento dos leucocitos polimorfo-nucleares. A
correlagdo estrutura-atividade demonstrou que os grupamentos hidroxila presentes na
molécula do AG ¢ importante para a atividade inibidora in vitro (KROES et al., 1993).
PATEL e GOYAL, 2011 sugeriram com seus estudos que o AG também pode ser benéfico

para o tratamento de danos do miocardio associados com diabetes tipo-1.



10

1.2. 1,2,4-triazol

Propriedades antioxidantes de novos derivados 1,2,4-triazol (Figura 2) foram
estudadas utilizando um sistema modelo de estresse oxidativo de eritrocitos, mostrando que
essas substancias sdo capazes de exibir as propriedades de estabilizagdo da membrana em
condi¢des de stress oxidativo em eritrocitos (KOCHIKYAN et al.,, 2011). Em 2013,
MADILLA et al. sintetizaram uma nova classe de 1,2,4-triazol ligado ao grupo tieno-[2,3-d]-
pirimidina, os quais demonstraram potente atividade antioxidante. No mesmo ano,
GUMRUKCUOGLU et al. evidenciaram que novos derivados bis-1,2,4-triazol podem ser
considerados inibidores de elastase, urease e captadores de radicais livres, podendo ser
utilizados como fonte de antioxidante, antielastase, antibacteriana ¢ antiurease em industrias

agricolas, farmacéuticas e cosméticas.
Figura 2 — Estrutura quimica do nucleo 1,2,4-triazol
NI\
P
1

R,

Ry

Fonte: préprio autor.

Novos derivados 1,2,4-triazol mostraram potente atividade antifingica e antioxidante
(SANCAK et al., 2012; AOUALI et al., 2015). Outros estudos relataram atividades
antimicrobiana e antitumoral para diferentes derivados 1,2,4-triaz6is (DEMIRBAS et al.,
2004; PARDESHI ¢ BOBADE, 2011; HAMDY et al.,, 2013). Derivados triazolicos
incorporados com piridazinonas demonstraram atividade anti-hipertensiva (SIDDIQUI et al.,

2011).

1.3. Atividade antioxidante

O estresse oxidativo decorre de um desequilibrio entre substancias oxidantes e a
atuacdo dos sistemas de defesa antioxidante. A geragdo de radicais livres e/ou espécies
reativas ndo radicalares resulta do metabolismo de oxigénio. A mitocondria, por meio da
cadeia transportadora de elétrons, ¢ a principal fonte geradora. O sistema de defesa
antioxidante tem a funcdo de inibir e/ou reduzir os danos causados pela agcdo dos radicais

livres e/ou espécies reativas ndo radicalares (BARBOSA, 2010 (A)).
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As evidéncias cientificas sugerem que o estresse oxidativo desempenha um papel
chave no aparecimento de doencas cronicas, tais como as doencas cardiovasculares,
obesidade, diabetes, disturbios da coagulagdo, aterosclerose, hipertensdo, entre outras
(GOTTLIEB et al, 2010).

Antioxidantes sdo substancias naturais ou sintéticas que diminuem a velocidade da
oxidacdo, através de um ou mais mecanismos, tais como inibicdo de radicais livres ou
complexacdo de metais (PIETTA, 2000).

Entre os métodos existentes de avaliagdo da atividade antioxidante, destaca-se o
método de sequestro do radical livre 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH¢) como um dos mais
utilizados. A molécula de DPPH ¢é um radical livre estavel em virtude da deslocalizagao do
elétron desemparelhado por toda a molécula, o que confere uma coloragao violeta a molécula.
Este método ¢ baseado na medida da capacidade de uma determinada substancia em
sequestrar o radical (doando atomo de hidrogénio), reduzindo-o a hidrazina, havendo
mudanga na coloragdo de violeta a amarelo palido, como demonstrado na Figura 3 (ALVES

et al., 2010).

Figura 3 — Reacao de reducao do DPPH

. Antioxidante

N-—N NO3, S .

NO,

2,2 difenil-1-picril-hidrazila (DPPH) DPPH-H

Fonte: proprio autor.

1.4.Tuberculose

A tuberculose ¢ uma doenga infecto contagiosa, causada pelo micro-organismo
Mycobacterium tuberculosis, também chamado de bacilo de Koch (BK), o qual se propaga
através do ar, por meio de goticulas contendo os bacilos, expelidos por uma pessoa doente ao
tossir, espirrar ou falar em voz alta. Quando estas goticulas sdo inaladas por pessoas sadias,
provocam a infecgao tuberculosa e o risco de desenvolver a doenca (Secretaria de Politicas de
Saude, 2002).

A infeccdo tuberculosa significa que os bacilos estdo presentes no corpo da pessoa,
mas o sistema imunoldgico os mantém sob controle, produzindo células chamadas

macrofagos que fagocitam os bacilos e formam uma “barreira”, o granuloma, que mantém os
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bacilos sob controle. Uma vez infectada, a pessoa pode desenvolver a doenga tuberculose em
qualquer fase da vida. Isto acontece quando o sistema imunoldgico ndo pode mais manter os
bacilos “sob controle” e eles se multiplicam rapidamente (Secretaria de Politicas de Satde,
2002).

O tratamento usual contra a tuberculose utiliza a associagdo das drogas rifampicina,
isoniazida, pirazinamida e etambutol por dois meses de duragdo, seguida pela associagdo
rifampicina e isoniazida na fase de manutencdo. A combinacdo da dose fixa etambutol,
isoniazida, rifampicina e pirazinamida também ¢ recomendada pela Organizagdo Mundial da
Saude. A utilizagdo de um unico medicamento ¢ contraindicada pelo risco de resisténcia
bacteriana (Ministério da Saude, 2010).

O recente surgimento de cepas de Mycobacterium tuberculosis (MTB), multidroga
resistentes (TB-MDR) e o surgimento de cepas de resisténcia estendida (TB-XDR) tém
dificultado o controle da tuberculose. Assim sendo, ha uma exigéncia no desenvolvimento de
novas substancias ativas contra essa doenga (MOREIRA, CRODA e FORMAGIO, 2015).

Novos derivados sintetizados contendo o nucleo 1,2,3-triazol apresentaram atividade
anti-Mycobacterium tuberculosis (THOMAS et al.,, 2011; YEMPALA et al., 2014;
SURINENI et al., 2015). Em 2011, KAKWANI et al. sintetizaram substancias contendo o

nucleo 1,2,4-triazol que apresentaram atividade anti-micobacteriana.

2. Objetivos
O objetivo deste estudo foi a sintese e a avaliagdo das atividades anti-Mycobacterium
tuberculosis e antioxidante da nova substancia 3-(3,4,5-trihidroxifenil-4-N-amino-5-metiltio)-

1,2,4-triazol, a partir do AG comercial.

3. Justificativa

O AG possui varias propriedades farmacoldgicas e biologicas importantes, entre elas,
ressalta-se a atividade antioxidante. Substincias com o grupo triazol apresentaram varias
atividades farmacologicas, entre elas, a atividade anti-micobacteriana. Além disso, o
isolamento do metil galato a partir do extrato metanolico de Schinus terebinthifolius feito
anteriormente pelo nosso grupo de pesquisa e o potencial bioldgico do grupo galoil nos
conduziu a desenvolver novos derivados do AG.

Desta forma, com a expectativa de que a modificacao estrutural melhore as atividades
farmacologicas da molécula, neste estudo foi proposto a incorporagdo do grupo 1,2,4-triazol-

tio-metil ao nucleo galoil.
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CAPITULO II

4. Metodologia

O estudo foi realizado no Laboratoério de Plantas Medicinais da Faculdade de Ciéncias
Agrarias (FCA) da Universidade Federal da Grande Dourados (UFGD).

A obtencdo da substancia 3-(3,4,5-trihidroxifenil)-4-N-amino-5-metiltio-1,2,4-triazol
(5) foi desenvolvida pela seguinte rota sintética (Figura 4). As quatro etapas reacionais foram
desenvolvidas utilizando-se uma aparelhagem de refluxo, tendo o AG comercial como

reagente de partida.

Figura 4 — Rota sintética para a preparacao da substancia tio-metil (5).

(¢} 0 (0]
HO HO HO
OH_a OCH; _ b NHNH, ¢
HO HO HO
) OH

OH (3 OH (3)
_NH
N N—N N—N
/ >: S | N | \>\

HO SH SCH3

N HO N>‘ d __ HO N

|

NH, NH NH,

HO HO : HO
OH OH OH )

(4)
Reagentes e condigdes: (a) Metanol, HZSO v refluxo, 72 h, 97%; (b) Etanol, NHzNHz'Hzo’
refluxo, 72 h, 40%; (c) 1) CSZ/KOH, Etanol, refluxo, 48 h; 2) NHzNHz'Hzo’ refluxo, 96 h,
75%; (d) CH,I, KOH, Etanol, 48 h, 20%.

Fonte: proprio autor.

5. Procedimento

5.1.  Sintese do galato de metila (2)

A esterificagdo do AG (1) foi feita a partir de uma solucdo de AG obtido
comercialmente (2,0 g ou 11,76 mmol) em metanol (100 mL), misturada com 20 gotas de
acido sulfurico concentrado ¢ mantida sob refluxo e agitacdo por 72 h. Apos esse periodo a

substancia foi neutralizada com uma solugdo de bicarbonato de sédio 5% e posteriormente
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extraido com acetato de etila, seco com sulfato de sddio e a fragdo organica foi submetida a

rota-evaporagao para remocao do solvente (VOGEL, 1957).

5.2. Sintese do galoil hidrazida (3)

Aproximadamente 5,40 mL de hidrazina hidratada foi adicionada a uma solugdo do
galato de metila (2) (1,27 g ou 6,90 mmol) em etanol (93 mL), mantida sob refluxo por
aproximadamente 72 h e o precipitado obtido foi lavado com etanol (SAVARIZ, 2010).

5.3. Sintese do intermediario 1,2,4-triazol (4)

A uma solugio fria de hidroxido de potassio 0-5°C (0,085 g ou 1,49 mmol) e galoil
hidrazida (3) (0,180 g ou 0,98 mmol) em etanol (25 mL) foi adicionado, gota-a-gota,
dissulfeto de carbono (90 pL ou 1,49 mmol) sob agitagdo. A mistura reacional foi submetida
a refluxo por 48 h, e depois de resfriada, diluida com 30 mL de éter etilico. O precipitado
formado foi coletado por filtragdo a vacuo, lavado com éter etilico. Ao precipitado formado
adicionou-se hidrazina hidratada (20 mL) e a solugdo foi submetida a refluxo por 96 h. Apos
esse periodo, a mistura reacional foi diluida com 20 mL de 4gua gelada e acidificada com
acido cloridrico concentrado para a precipitacdo do produto. O produto (4) foi extraido com

acetato de etila e evaporado em evaporador rotativo. (FORMAGIO, 2008).

5.4. Sintese do derivado 1,2,4-triazol-substituido-tio-metil (5)

A uma suspensao do intermediario 1,2,4-triazol (4) (0,085 g ou 0,5 mmol) em etanol
(10 mL) foi adicionado, gota a gota a 0 °C, uma solu¢do aquosa de hidréxido de potassio (2
mol/L; 0,50 mL ou 1,0 mmol). A essa mistura, adicionou-se iodeto de metila (0,063 mL ou
1,0 mmol) gota-a-gota, ¢ a solucdo foi mantida a temperatura ambiente sob agitacao por 48 h.
Apos, 10 mL de agua destilada foi adicionada. O solvente foi retirado por evaporador rotativo.
A purificagdo do derivado foi realizada por cromatografia em camada delgada preparativa

cloroféormio/metanol 30%. (FORMAGIO, 2008).

5.5. Atividade anti-M. tuberculosis
A avaliag¢do da atividade anti-Mycobacterium tuberculosis foi realizada em parceria

com o Professor Dr. Julio Henrique Rosa Croda e a aluna de mestrado Flora Martinez

Figueira Moreira (UFGD-FCS).
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e Preparo das solucoes

A substancia foi solubilizada em dimetilsulfoxido (DMSO), obtendo-se uma solugao
estoque na concentragdo de 10000 pg/mL.

Foi utilizada a rifampicina (Sigma®) como farmaco de referéncia na concentragdo de
10000 pg/mL em DMSO.

A resazurina foi utilizada como solugao reveladora em uma concentracao de 0,01% em

agua estéril.

e Preparo das suspensoes bacilares

Em 200 mL do meio Middlebrook 7H9 (BD®) enriquecido com OADC, um
suplemento de crescimento recomendado para isolamento de Mycobacteria, (acido oleico,
albumina, dextrose ¢ catalase) (BD®™) na proporcdo de 10:1, respectivamente, foi feita uma
suspensao bacilar, utilizando-se uma aliquota de 800 pL da cepa de M. tuberculosis congelada
a -80° C, obtendo-se uma grande quantidade de massa bacilar. Apds aproximadamente 10
dias de incubagdo a 37° C, a suspensdo de micobactéria obtida foi centrifugada a 3000 rpm
por 10 min e lavada com agua destilada estéril. Ao sedimento obtido foram adicionados 10
mL de agua destilada estéril. Aliquotas de 800 uL desta foram adicionadas em tubos que
foram congelados a —20° C por duas horas e apos este periodo, armazenados a -80° C até o
momento de uso.

A avaliacdo da populagdo bacilar viavel para a cepa M. tuberculosis H37Rv — ATCC
27294 foi feita pelo plaqueamento de uma aliquota da suspensdo em meio de Middlebrook
7H11 (BD®) enriquecido com OADC, nas seguintes dilui¢des: 107, 10* ¢ 10”°. As placas
foram incubadas em estufa a 37° C por 28 dias para se realizar a contagem das unidades

formadoras de coldnias por microlitros (UFC/mL).

e Determinacao da atividade anti—M. tuberculosis

Foi utilizada a metodologia padronizada por Palomino (PALOMINO et al. 2002) para
a determinacdo da CIM (Concentragdo Inibitoria Minima). Em uma microplaca estéril de 96
pocos foram depositados diferentes volumes de meio Middlebrook 7H9 enriquecido com
OADC (150 uL no controle de esterilidade da substancia analisada; 200 pL nos controles
negativos (8 réplicas); 100 puL nos controles positivos (8 réplicas) e 100 pL. demais orificios
da placa. Em seguida foram realizadas dilui¢des seriadas na propria placa, de forma a se obter
concentracgodes variaveis de rifampicina (de 0,01 a 1,00 ug/mL) e da substancia a ser analisada

(de 0,98 a 250,00 pg/mL). Para controle de esterilidade, foram depositados 50 pL da
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substancia teste e do farmaco de referéncia. A cepa de M. tuberculosis H37RV — ATCC
27294 congelada foi diluida até atingir a concentragio de 10° UFC/mL. Em seguida, foram
adicionados 100 pL da suspensdo bacteriana em todos os pogos da microplaca, exceto nos
controles de esterilidade e negativos. A microplaca foi selada com parafilme e papel aluminio;
sendo incubada a 37°C.

Ap0s sete dias de incubagdo foram adicionados 30 pL da resazurina diluida em agua
estéril (0,01%) por toda placa, e depois reincubada a 37°C por 24 h.

Apo6s este periodo, foi realizada a leitura visual e a interpretacdo da colorimetria no
leitor de microplaca TP-reader (Thermo Plate®™), no comprimento de onda de 492 nm. A CIM

foi determinada com o auxilio de uma planilha do Excel especifica (Y APSmapapure3).

5.6. Atividade Antioxidante

Foi preparada uma solu¢do estoque de difenil-picril-hidrazil (DPPH) em metanol
(0,062 mg/mL). Adicionou-se diferentes concentracdes (0,00249; 0,0123; 0,0244; 0,0338;
0,0476; 0,0698; 0,0783 ¢ 0,091 pg/mL) da substancia (5) solubilizada em metanol (0,1 mg/mL)
a 2 mL da solucdo estoque de DPPH e deixou reagir por 30 min no abrigo de luz. A leitura da
absorbancia foi realizada a 517 nm. A porcentagem de inibigdo (%I) foi calculada pela

equacao:
%I =[(Ao—A1)/Ag] x 100

Onde: A ¢ a absorbancia da solugdo de DPPH sem adigdo da substancia e A; é a
média das absorbancias da solugao de DPPH na presenga da substancia.

A concentracdo que inibe 50% da oxidagdo (ICsg) foi obtida pela equagdo da reta do
grafico: %I versus concentracdo. O antioxidante comercial hidroxitolueno butilado (BHT) foi

utilizado como controle positivo. O teste foi realizado em triplicata (BLOIS, 1958).
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6.1. Sintese da substancia 3-(3,4,5-trihidroxifenil)-4-N-amino-5-metiltio-1,2,4-

triazol

A formacgdo da substancia tio-metil (5) a partir do AG (1) obteve como intermediarios

galato de metila (2), galoil hidrazida (3) e 1,2,4-triazol (4) com rendimentos de 97%, 40% e

75% respectivamente, sendo que a obtencdo do produto tio-metil (5) mostrou rendimento de

20%. O baixo rendimento obtido na ultima etapa pode ter sido devido a volatilidade do iodeto

de metila, em que seria necessario a utilizacdo de um sistema inerte para a realizacdo da

reacdo, desta forma, os 80% restante permaneceu na forma de substrato.

O acompanhamento de todas as etapas reacionais foi realizado por cromatografia em

camada delgada (CCD) eluida com cloroférmio/metanol 30%, utilizando silica gel como fase

estaciondria e revelada com vapor de iodo.

As substancias foram caracterizadas por Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) de

'H e de *C. Os dados obtidos pelos espectros estio apresentados na Tabela 1.

Tabela 1: Dados de RMN de 'H e de "°C (300,06 MHz/75,5 MHz, DMSO) para as

substancias 2-5

0 N-NH NN
Ho_5 2 oCH, HO_ 5 2 NiNg,  HO 6 sl ITI>5:S Ho s 2 3 I ITI>5‘SCH3
HO 3 2 HO 3 HO 3 ) NH, HO 3 o) NH,
OH OH OH OH
Galato de metila (2) Galoil hidrazida (3) 1,2,4-triazol (4) 1,2,4-triazol-SCH; (5)
J=Hz) J=Hz) J=Hz) J=Hz)
1 - 120,0 - 123,6 - 1122 - 119,8
2/6 6,98 (s, 2H) 107,5 6,86 (s, 2H) 106,3 6,84 (s,2H) 105,6 6,88 (s, 2H) 108,4
3/5 - 146,4 - 146,8 - 146,3 - 146,8
4 - 138,7 - 136,6 - 1384 - 138,0
C=0 - 166,4 - 162,0 - - - -
OCH; 3,74 (s,3H) 52,7 - - - - - -
OH 9,39 (sl) - 9,32 (sl) - - - 9,22 (sl) -
NH, - - 4,40 (sl) - - - 4,30 (s]) -
3 - - - - - 162,5 - 161,6
5 - - - - - 177,8 - 166,5
SCH; - - - - - - 2,53 (s, 3H) 15,7

O espectro de RMN de 'H apresentou sinais que confirmaram a obtencdo do galato de

metila (2), pela presenca de um singleto em 6y 3,74 ppm com integral para trés hidrogénios,

atribuido aos hidrogénios metilénicos. Os sinais em oy 6,98 ppm com integral para dois
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hidrogénios, corresponde aos hidrogénios aroméaticos H-2/H-6 (Figura 5). O espectro de
RMN de "*C apresentou sinais na regido de 8¢ 166,4 ppm caracteristico de carbonila de éster
e um carbono oximetilico em d¢c 52,7 ppm, confirmando a esterificacdo (Figura 6). O

mecanismo proposto para essa reagao esta disposto na Figura 7.

Figura 5 — Espectro de RMN de 'H (300,06 MHz, DMSO-dy) do galato de metila.

Figura 7 — Mecanismo para a reagdo de esterificacdo do AG (1)

1) Protonagao da carbonila
HeH

/\ C%H OH
HO. HO HO. e
OH + H—SOH—> OH=—> @>0H + HSO,
HO HO HO

OH OH OH

™
2) Reagao de esterificacdo

OH {OH®

@
HO (OH . HO @ZEH Trandsferé+ncia HO &Hz
OH + HCOH — ‘ _deH' OCH3
Q/M\\/ ’ HO o HO
HO
OH OH OH
Hﬁ
o2 o
&) HO.
OCH3 + HSOy —>

HO
OH OH
@)

HO.
> OCHS + HzSO4 + H20
HO

Fonte: proprio autor.
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A formagdo do derivado galoil hidrazida (3) foi evidenciada pelos espectros de RMN
de 'H/"*C, em que se verificou a auséncia dos sinais na regido de 8y 3,74 (s, 3H) / 8¢ 52,7
(OCHj3), referente ao grupo oximetilico (Figura 8 e 9). O sinal em d¢ 166,4 ppm referente a
carbonila e em oy 4,40 (sl, NH;) confirmaram a presenca do grupo amida no espectro de

RMN de "*C (Figura 9). O mecanismo proposto esta disposto na Figura 10.

Figura 8 — Espectro de RMN de 'H (300,06 MHz, DMSO) do derivado galoil hidrazida.

160 140 120 100 80 60 40 20 ppm

Figura 10 — Mecanismo proposto para a sintese do derivado galoil hidrazida.

Reacdo de adi¢fio seguida de eliminagédo O

0z .
(O QCHs L ransferéncia
HO HO A

OCH; + NH,NH, —» Hg—H  _deH)
NH,
HO

HO'
OH OH

Q»OCH;
HO - HO
N-H —> NHNH, + CHsOH
NH,
HO HO

OH OH
(3)

Fonte: proprio autor.
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A confirmag¢ao da formagdo do intermedidrio (4) foi feita através do espectro de RMN
de *C (Figura 11) pela presenga dos sinais em o¢ 162,5 e 177,8 referente aos carbonos C-3’ e
C-5’, confirmando a presenga do anel triazol como estrutura tautomérica. O mecanismo

proposto para esta sintese esta disposto na Figura 12.

Figura 11 - Espectro de RMN de °C (75,45 MHz, DMSO-dy) do intermediario 1,2,4-triazol

=3

Figura 12— Mecanismo proposto para a sintese do intermediario 1,2,4-triazol.

Transferéncia

0 0
H S G H HosY .
HO 4+ s=C=s — »HO N@I\\ngs@ deH_ HO Nﬂi‘igisﬂ + NH,NH, —
NN A ] \
u H H H
HO HO HO
OH OH

) K u
[0}

|
(6] [€) d\l ~N

HO. I\LI gi 14,4 HO. l\—l l\{ Transferéncia 0 O /\: S
N—N—C—SH HS N 1‘\]

Lol N—N—C—N—NH, deH L
\ ol + KOH ——— | e = +KOH —>
H H—-N—H H S NH,
HO 1% HO HO
NH,
OH

OH oH
N-NH N
N-
| SN A\
HO I‘\I>\ 1O ! N>\sn
— |
NH,
Ho NH,

OH OH

“)

Fonte: proprio autor.

A formagdo do 1,2,4-triazol-tio-metil (5) foi confirmada pelos espectros de RMN 'H e
BC (Figura 13 e 14) pela presenca de um singleto em 8y 2,53 (3H) / 8¢ 15,7 (CH3), referente

ao grupo tio-metil. O mecanismo proposto para esta sintese estd disposto na Figura 15.
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Figura 13 - Espectro de RMN de 'H (300,06 MHz, DMSO) da substincia (5)

N-N (
HO 6 3'/ \>SV\SCH3
1
2 NH
HO™ ™y
OH |
1L ¥ . E 4 = 4 1 i

Figura 14 - Espectro de RMN de "°C (75,45 MHz, DMSO-d;) da substéncia (5)

N-N
o . 63l Dsen,
1
2 NH
HO™
OH

188 60 14 10 08 L1} 1] 40 20 PR

Figura 15 — Mecanismo proposto para a formag¢ao da substancia (5)

H
|
N’Nﬁ _
Ho. | N>\:'s I\'I N\>\S@/\
| N
|

R
+ KOH —— o + CHe—1 ™™ HO ' N>\SCH3 + KI + H0
NH, V] ‘
NH, NH;
HO HO HO
OH

OH OH

Fonte: préprio autor.

6.2. Avaliacdo da atividade anti-Mycobacterium tuberculosis
A solugdo reveladora de rezazurina ¢ um indicador de oxidag¢do-redug¢do que age com

resposta colorimétrica para a multiplicagdo/viabilidade celular. A cor azul representa a



22

auséncia e a rosa representa a presenca de multiplicagdo ou viabilidade celular. Define-se a
CIM como a menor concentragdo da substancia que inibe a multiplicacdo de 90% da cepa de
M. tuberculosis, ou seja, o quanto da substancia € necessario para que a mudanga da coloracao
azul para rosa seja impedida. Substancias que apresentam CIM < 125 pg/mL sdo consideradas
promissoras contra o M. tuberculosis. Através da correlagdo dos dados de absorbancia com a
concentragdo da substancia, foi obtida a CIM > 250 pg/mL, portanto a substancia foi

considerada inativa contra M. tuberculosis.

6.3. Avaliacio da atividade antioxidante

O método de “sequestro” de radicais livres baseia-se na transferéncia de elétrons de
uma substancia antioxidante para um radical livre, o DPPHe, que ao se reduzir, perde sua
coloracdo roxa. A Figura 16 representa o grafico (% de Inibicdo versus Concentra¢do) obtido
para o 1,24-triazol-substituido-tio-metil. A substincia apresentou potente atividade
antioxidante, atuando no sequestro do radical livre (DPPHe), com valor de ICsy de 37,0

ng/mL, quando comparado ao BHT (ICsp = 16,9 ug/mL).

Figura 16 — Porcentagem de inibi¢do em relacdo a concentra¢do da substancia.

[ ]
80 =

T T T T T T T T T T 1
0 20 40 60 80 100

Concentracdo (ng/mL)

Fonte: préprio autor.
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A potente atividade antioxidante, que atua no sequestro do radical livre DPPHe,
encontrada para a substancia (5), pode ser relacionada aos grupos doadores de proton (OH e
NH;) presentes na estrutura do galoil e do triazol.

Dados ainda ndo publicados de estudos feitos anteriormente pelo nosso grupo de
pesquisa mostraram que o metil galato (2) e o galoil hidrazida (3) foram mais ativos do que o
acido galico (ICsp = 6,12 pg/mL), com valores de ICsy = 4,49 e 5,02 ug/mL respectivamente,
apresentando assim maior capacidade “sequestradora” de radicais livres.

Porém a substancia (5) sintetizada no presente estudo nao demonstrou aumento da

atividade antioxidante.
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CAPITULO III

7. Consideracoes Finais

Conclui-se que o objetivo deste estudo foi alcangado, com a sintese do composto 3-
(3,4,5-trihidroxifenil)-4-N-amino-5-metiltio-1,2,4-triazol a partir do AG comercial, em quatro
etapas, com rendimentos 20-97%. O produto obtido foi inativo (CIM > 250 pg/mL) frente a
Mycobacterium tuberculosis, porém apresentou potente atividade antioxidante pelo método de
sequestro do radical livie DPPHe (ICso de 37,0 pg/mL).

O presente estudo possibilitou a participagdo nos seguintes eventos:

. Apresentacdo oral no evento X Encontro de Iniciacdo Cientifica, VII Saldo de
Pesquisa Docente, V Mostra de Pds-Graduagao (UNIGRAN);

. Apresentacdo oral, como um dos 5 melhores trabalhos da area de quimica
organica no evento I Reunido da Sociedade Brasileira de Quimica de Mato Grosso do Sul e
VIII Semana Integrada da Quimica (UFGD/UEMYS);

o Apresentacdo em poster no evento I Reunido da Sociedade Brasileira de
Quimica de Mato Grosso do Sul e VIII Semana Integrada da Quimica (UFGD/UEMS);

o Apresentacdo em poster no II ENEPEX — Encontro de Ensino, Pesquisa e

Extensao (UFGD/UEMS).
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