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Azoimidazoles como sensores e sondas moleculares do tipo otico

Resumo

Cerca de 50 % dos corantes produzidos mundialmente pertencem a categoria dos corantes azo.
Estes compostos apresentam uma larga gama de aplicacdes nas industrias téxtil, alimentar, cosméticos
e farmacéutica, assim como em dispositivos eletrénicos, sensores, interruptores fotoquimicos, entre
outros. Alguns destes compostos podem exibir fendomenos de variacao de cor de acordo com um estimulo
externo (cromismo), como a luz, a temperatura, a polaridade do solvente, a presenca de certos ides, ou
a variacao de pH. Consequentemente, tornam-se muito importantes no desenvolvimento de sondas e
sensores colorimétricos, particularmente para a detecédo de ides e monitorizacdo de pH. Os corantes azo
podem apresentar uma grande variedade estrutural, mas os compostos que contém anéis heterociclicos
permitem obter cores mais intensas do que os seus analogos de benzeno.

Este projeto teve como objetivo a sintese, caraterizacao e avaliacao das propriedades fotofisicas de
novos azo-imidazoles e azo-pirimidinas, tendo em vista a potencialidade destes compostos como corantes
halocrémicos e antimicrobianas em aplicacdes téxteis e no desenvolvimento de novos materiais.

Numa primeira fase, foram preparadas 5-aminoimidazole-4-carboxamidrazonas partindo do
diaminomaleonitrilo, aminas primarias e fenil-hidrazina. A oxidacao destes precursores na presenca de
nitrato de prata deu origem a azo-imidazoles na forma de sal de HNO.. A neutralizacao destes produtos
deu origem a compostos muito reativos que evoluem para dar um derivado de azo-pirimidina e de
imidazole, designado por dimero. Foram desenvolvidos dois métodos para a sintese deste composto. Em
seguida, foi testada a reatividade dos azo-imidazoles na presenca de aminas, e foram desenvolvidos trés
meétodos para a sintese de azo-pirimidinas. O mecanismo reacional da sintese destes compostos foi
elucidado recorrendo a técnica de RMN. Foram identificados trés produtos que se formam durante a
sintese das azo-pirimidinas. Nessa base, foi proposto um mecanismo reacional em varias etapas
envolvendo um intermediario reativo que evolui de forma diferente, dependendo das condicoes da
mistura reacional.

As propriedades colorimétricas dos azo-imidazoles, dimero e azo-pirimidinas foram estudadas
recorrendo a técnica de UV-Vis. Estes compostos dao origem a solucdes de tons vermelhos, azuis e
violeta, respetivamente. Demonstrou-se que nao apresentam um solvatocromismo apreciavel. No
entanto, verificou-se a existéncia de efeitos halocrémicos muito pronunciados.

Face a potencialidade antimicrobiana demonstrada pelas 5-aminoimidazole-4-carboxamidrazonas,
foram também testadas as propriedades antimicrobianas dos azo-imidazoles e azo-pirimidinas. Verificou-
se que estes compostos sdo muito ativos em C. albicanse C. krusel, embora menos ativos em S. aureus.

Palavras-chave
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Azoimidazoles as optical sensors and molecular probes

Abstract

About 50% of the dyes produced worldwide belong to the category of azo dyes. These compounds
have a wide range of applications in the textile, food, cosmetics and pharmaceutical industries, as well
as in electronic devices, sensors, photochemical switches, among others. Some of these compounds may
exhibit phenomena of color variation according to an external stimulus (chromism), such as light,
temperature, the polarity of the solvent, the presence of certain ions, or the pH variation. Consequently,
they become very important in the development of colorimetric probes and sensors, particularly for ion
detection and pH monitoring. Azo dyes can have a wide structural variety. In particular, compounds that
contain heterocyclic rings make it possible to obtain more intense colors than their benzene analogues.

This project aimed at the synthesis, characterization and evaluation of the photophysical properties
of new azo-imidazoles and azo-pyrimidines, considering the potential of these compounds as halochromic
and antimicrobial dyes in textile applications and in the development of new materials.

In a first stage, b-aminoimidazole-4-carboxamidrazones were prepared starting from
diaminomaleonitrile, primary amines and phenylhydrazine. The oxidation of these precursors in the
presence of silver nitrate gave rise to azo-imidazoles in the form of HNO; salt. The neutralization of these
products gave rise to very reactive compounds that evolve to give a derivative of azo-pyrimidine and
imidazole, called a dimer. Two methods have been developed for the synthesis of this compound. Then,
the reactivity of azo-imidazoles in the presence of amines was tested, and three methods were developed
for the synthesis of azo-pyrimidines. The reaction mechanism of the synthesis of these compounds has
been elucidated using the NMR techniques. Three products that are formed during the synthesis of azo-
pyrimidines have been identified. On this basis, a multi-step reaction mechanism has been proposed
involving a reactive intermediate that evolves differently, depending on the conditions of the reaction
mixture.

The colorimetric properties of azo-imidazoles, dimers and azo-pyrimidines were studied using the
UV-Vis technique. These compounds give rise to solutions of red, blue and violet tones, respectively. It
has been shown that they do not have an appreciable solvatochromism. However, they exhibit very
pronounced halochromic effects.

In view of the antimicrobial potential shown by their precursors 5-aminoimidazole-4-
carboxamidrazones, the antimicrobial properties of azo-imidazoles and azo-pyrimidines were also tested.
These compounds were found to be very active in C. albicans and C. krusei, although less active in S.
aureus.

Key words

Antimicrobials, azo-imidazoles, azo-pyrimidines, halochromism, heterocyclic synthesis
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1. INTRODUCAO



1. Compostos Azo

Os corantes apresentam uma larga gama de aplicacdes: farmacos, cosméticos, tintas, plasticos,
industria alimentar, industria téxtil, entre outros, sendo que cerca de 50% dos corantes produzidos
mundialmente pertencem a categoria dos corantes azo [1].

0O inicio do estudo dos corantes azo pode ser atribuido a Peter GrieB, pela sua descoberta, em 1858,
dos sais de diazdnio. A quimica destes sais tem permitido a sintese de varios compostos azo, que
apresentam diversas aplicacdes. A modificacao das suas estruturas permite obter moléculas com uma
gama cromatica muito vasta, que podem ser aplicadas como corantes ou pigmentos em téxteis, plasticos
ou alimentos. Em 1930, um corante azo, a sulfonamidocrisoidina (Figura 1), também conhecida por
Prontosil, foi um dos primeiros antibioticos a ser comercializado, levando a uma revolucéo na medicina.
[2] Desde entao, tém sido reportados compostos azo com varias aplicacoes bioldgicas e farmacologicas,
como anti-oxidantes, antivirais, antifungicos ou antimicrobianos [3]-[6]. Esta familia de compostos tem
também varias aplicacdes tecnologicas como, por exemplo, em dispositivos eletronicos, em sensores

[71-19], ou no desenvolvimento de interruptores fotoquimicos (“photoswitches’) [10]-[19].

H,N
2 i1

Figura 1: Estrutura do antibiotico sulfonamidocrisoidina (Prontosil).

1.1. Estrutura e propriedades

A cor dos corantes depende da sua capacidade de absorver luz na gama do visivel do espetro
eletromagnético (400—700 nm). De acordo com a teoria de Witt, um composto corado deve ter na sua
estrutura um grupo cromoforo e um grupo auxocromo. Os cromoforos sdo 0s grupos responsaveis pela
cor da molécula, pois sdo capazes de absorver luz na regiao do visivel (grupos nitro, azo, e quinonas, por
exemplo). Por outro lado, os auxocromos tornam as cores mais intensas quando sdo introduzidos nas
estruturas de moléculas coloridas. Atualmente, a teoria de Witt foi substituida pela teoria eletronica, que
afirma que a cor é provocada pela excitacdo, usando luz visivel, dos eletrdes 1 de valéncia. [20]

A principal caracteristica desta familia de compostos consiste na presenca de um grupo azo

(—N=N—), o que possibilita a existéncia de uma maior extensao da conjugacéo eletronica dos eletrdes

2



T e, consequentemente, permite uma forte absorcdo de luz na regido do visivel do espetro
eletromagnético. Os corantes azo apresentam na sua estrutura um grupo dador e um grupo aceitador,
ambos ligados a um sistema 11 deslocalizado, também designado por sistema “push-pull’ ou sistema
D—m—A. A estrutura planar deste tipo de moléculas também contribui para o favorecimento da
deslocalizacao eletrénica, aumentando também a intensidade da absorcéo. As propriedades fotofisicas
dos compostos azo sdo de grande interesse no desenvolvimento de materiais oticos nao-lineares e

materiais para o armazenamento de dados por meio ético. [21], [22]

Auxocromo
(Aceitador)

Auxocromo

(Dador)

03
HaC n ) S-OH
\N— - g
HaG S WP
i2

Figura 2: Em cima - Esquema geral de um sistema "push-pu/l'; Em baixo — Estrutura de um derivado do azobenzeno
(alaranjado de metilo) [1].

A estrutura cromoférica dos corantes azo contém dois anéis aromaticos ligados por um grupo azo
(Ar—N=N—Ar). As caracteristicas das moléculas, como a solubilidade ou cor, variam de acordo com a
presenca de diferentes substituintes nos anéis aromaticos. [21] Na Figura 2 encontra-se esquematizada
a estrutura geral de um sistema “ push-pull’ composto por um cromoforo (ou seja, um sistema de eletrdes
1T conjugados) e auxocromos. Por exemplo, no derivado de alaranjado de metilo (i2, Figura 2), a parcela
“fenilo — azo —fenilo” serve a funcdo de cromoforo, e os grupos dimetilamino [ —N(CH,),, dador de
eletrdes] e sulfonilo [ —SO;H, aceitador de eletroes] sao os auxocromos. Assim, o par de eletrdes nao
ligantes do atomo de nitrogénio do grupo dimetilamino pode ser transferido através do cromoforo até ao
grupo aceitador (—SO,H), resultando na formacdo de =N*(CH.), (aceitador) e de =SO,H™ (dador).
Consequentemente, ocorre também a transferéncia eletrénica no sentido contrario, levando a uma

deslocalizacao completa da nuvem eletrénica no croméforo, o que permite a observacdo de cor na regiao

do visivel. [1]



1.2. Métodos de Sintese
Os métodos classicos para a sintese de azobenzenos séo a reacao de acoplamento com um sal de

diazénio e a reacao de Mills.

1.2.1. Reacao de acoplamento azo

A maioria dos azobenzenos sdo obtidos através deste tipo de reacdo. O método baseia-se na
diazotizacdo (Esquema 1) inicial de uma amina primaria aromatica, a baixas temperaturas, seguida da
reacao com um nucleofilo aromatico. Os tempos de reacdo sé@o normalmente baixos e 0s rendimentos
sao altos. Os sais de diazénio sdo eletrofilos fracos que reagem com espécies ricas em eletrdes, como
arenos substituidos com grupos dadores de eletrdes (como grupos amino ou hidroxilo). Normalmente,
esta substituicao ocorre na posicao para relativamente ao grupo dador de eletrdes no anel aromatico
ativado. Quando esta posicao ja se encontra ocupada, a substituicao ocorre entdo na posicao orfo. Esta

reacao é altamente dependente do pH. [23]

N o
NH, N X
A NaNOy, HX A

Esquema 1: Esquema geral da diazotizacao de uma amina primaria aromatica.

De acordo com o mecanismo apresentado no Esquema 2, para formacdo de um sal de diazonio
a partir da uma amina primaria é necessario um acido forte (HCI, H.SO, ou HBF,) para a formacao /in
situ de acido nitroso (HNO,), a partir de NaNO,. Uma protonacao adicional seguida da eliminacéo de H,0O
fornece o agente nitrosante (*N=0) que reage com a amina (i3), levando a formacao do derivado M
nitroso (i4), um tautomero diazo Mhidroxilado (i5). Uma segunda protonacao seguida de eliminacao de

H.0 da origem ao sal de diazdnio (i6), que se encontra estabilizado por ressonancia. [23]
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Esquema 2: Mecanismo da reacdo de diazotizacdo de uma amina primaria aromatica [23].

Em termos da reatividade dos reagentes de partida, os fendis tém que reagir na forma ionizada de
modo a sofrerem acoplamento, devido ao facto de as espécies neutras ndo serem suficientemente
nucleofilicas. Deste modo, o acoplamento de fendis tem que ser realizado em meios moderadamente
basicos com controlo de pH. Por outro lado, as aminas aromaticas devem reagir em meios ligeiramente
acidos, para impedir o Macoplamento sem que ocorra a reducao da nucleofilicidade do anel aromatico,
uma vez que 0 grupo amino € protonado em meios fortemente acidos. Foram propostos varios
mecanismos para o0 acoplamento que ocorre apos a formacado do sal de diazonio. Atualmente, o
mecanismo mais aceite envolve uma substituicao eletrofilica aromatica em que o fenol, ou anilina ataca

0 nitrogénio eletrofilico do sal de diazdnio, tal como esta indicado no Esquema 3. [23]

®
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Esquema 3: Reacdo de acoplamento entre um sal de diazonio (i7) e um fenol aromatico (i8), para a formacdo de um
composto azo (i9) [23].



1.2.2. Reacao de Mills

A reacdo entre os compostos aromaticos nitrosados e anilinas, em acido acético glacial, da origem
aos azobenzenos correspondentes com bons rendimentos (Esquema 4). O derivado nitroso aromatico
i11 pode ser preparado pela oxidacdo de uma metil-hidroxilamina aromatica i10 com hipoclorito de #
butilo. Esta oxidacdo é rapida e precisa de ser realizada a -78 °C e em meio bastante diluido. Podem ser
utilizados outros agentes oxidantes como o cloreto férrico, acido persulfurico (H.SOs), dicromato de sddio
ou dicromato de potassio, acido sulfurico, acido acético/H,0,, permanganato de potassio, carbonato de
prata, entre outros. O mecanismo da reacao de Mills envolve o ataque da anilina i12 no derivado nitroso
i11, em meio acido, que resulta na formacao do azobenzeno i15 apos a perda de uma molécula de agua

do intermediario i14. [23]

m OMe

Me. _OH N
®~N N NH,
t-BuOCl ou FeClj; N AcOH ’ N®
+ T~ T?7hN-00
-78 °C 3-24h
R R OMe
i10 i11 i12
R
OMe OMe / i13
\ -H,0
R - HN .
N N-OH
R R
15 i14
R =NO,, CN

Esquema 4: Mecanismo da reacgao de Mills [23].

Estes métodos apresentam algumas desvantagens. No caso do acoplamento azo, os sais de diazonio
utilizados podem ser explosivos, sendo necessario controlar cuidadosamente a temperatura da reacao.

Quanto a reacdo de Mills, tem o problema da obtencao de produtos secundarios. [23]



2. Cromismo

Qualquer alteracao na cor de um objeto, quer seja de branco para preto, de incolor para colorido,
ou de uma cor para outra, pode ser facilmente detetada pelo olho humano, ou recorrendo a instrumentos
espetrofotométricos simples. Assim, estas variacées de cor podem fornecer sinais visuais importantes
que podem ser utilizados para transmitir informacao Gtil a um observador. Se a variacdo de cor for
provocada por um estimulo externo, quer seja quimico ou fisico, torna-se possivel obter uma grande
gama de aplicacoes. Consequentemente, a investigacao de compostos que sofrem mudancas de cor de
forma reversivel pela aplicacao de um estimulo externo tem sido bastante explorada. [24]

Estes fenomenos de variacao de cor sao classificados e nomeados de acordo com a natureza do
estimulo que provoca a alteracao. [24] Alguns destes fendmenos incluem o:

¢ Fotocromismo - alteracao de cor provocada por exposicao a luz (normalmente luz UV);

e Termocromismo - alteracdo de cor provocada pela temperatura;

e Solvatocromismo - alteracédo de cor provocada pela alteracao na polaridade do solvente.

¢ lonocromismo - alteracéo de cor provocada por ides;

e Halocromismo - subclasse de ionocromiso, em que a alteracédo de cor é provocada pela

variacdo do pH;

2.1. Fotocromismo (“Photoswitch”)

Os compostos azo podem existir nas formas isoméricas Ee Z(

Figura 3), sendo que a forma E é tipicamente mais estavel e da origem a um espetro de absorcao
diferente do isomero Z Estes isdbmeros podem ser interconvertidos utilizando luz (fotoisomerizacao), o

que deu origem aos primeiros interruptores fotoquimicos (“ photoswitches”).

N=N hv N=N
E (trans) Z (cis)

Figura 3: Interconversao dos isémeros do azobenzeno (£ e Z) por acéo da luz.



0 mecanismo destes interruptores envolve uma alteracdo no volume, polaridade e absorcéo da luz,
que pode ser desencadeada pela irradiacdo a diferentes comprimentos de onda. Este controlo
espaciotemporal do movimento molecular tornou-se rapidamente a base de uma intensa investigacao
sobre 0s compostos azo, sendo o azobenzeno o tema mais popular e o arquétipo para introduzir
alteracoes na estrutura de forma confiavel (devido a sua estabilidade) e de acordo com as caracteristicas
desejadas para os interruptores. [2]

Compostos derivados do azobenzeno em que um ou ambos 0s anéis fenilo sao substituidos por um
anel heteroaromatico sdao denominados por azo-heteroarenos. Estes compostos permitem ajustar a
velocidade e o grau de isomerizacdo, e também a absorcdo. Sdo utilizados frequentemente em
fotofarmacologia, uma vez que que muitos farmacoforos tipicos contém heterociclos aromaticos. [10] Na
Figura 4 encontram-se alguns exemplos de azo-heteroarenos que demonstraram potencialidade como
interruptores fotoquimicos. Estes exemplos incluem compostos que incorporam unidades de pirimidina

(i16), pirazina (i17), pirazole (i18), imidazole (i19) e purina (i20).

18 i19 R=H, NH,
R=H, Me R=H, Me

Figura 4: Azo-heteroarenos que podem ser utilizados como interruptores moleculares (i16 e i17 [11], i18 [18], i19 [25],
i20 [26]).

Por outro lado, o controlo fotoquimico de biomoléculas (quer /n vitro, quer /in vivo) tem um interesse
cada vez maior em biologia molecular e celular. Para aplicacdes em sistemas vivos, as reacdes
fotoquimicas sao vantajosas, uma vez que podem ser controladas a partir do exterior sem a adicdo de
produtos quimicos para dar inicio as funcdes biomoleculares. Ao introduzir “phofoswitches” em

moléculas bioativas, a sua atividade biolégica pode ser “ligada” ou “desligada” através da foto-



isomerizacdo entre as formas isoméricas em questdo. Desta forma, tém sido desenvolvidos reguladores
de canais ionicos, enzimas, recetores, e até mesmo organismos vivos, que sao controlados por luz.
Compostos encapsulados que podem ser libertados por foto-irradiacdo tém sido ligados a DNA, RNA e
proteinas, para a inibicao de fendmenos bioldgicos. Muitos processos biologicos, incluindo a expressao
de genes e a transducdo de sinais, necessitam de regulacdes, quer de forma positiva, quer de forma
negativa. Biomoléculas que possuam um residuo controlavel fotoquimicamente, tal como um interruptor,

S0 necessarias para o controlo preciso dos processos biolégicos alvo. [11], [12].



2.2. lonocromismo/Halocromismo

0 ionocromismo apresenta varias aplicacdes tecnologicas importantes. Um dos primeiros usos dos
corantes sensiveis ao pH foi a sua utilizacdo como indicadores reversiveis em quimica analitica. Um
indicador de pH muito utilizado é o avermelhado de metilo (Figura 5), que apresenta cor amarela (i21)
em solucdes com valores de pH superiores a 6,2 e apresenta cor rosa (i22) em solugdes de pH inferiores

adz2[27].

i21 i22

Figura 5: Estruturas tautoméricas do avermelhado de metilo [27].

Nesta area, tém sido desenvolvidos métodos complexométricos de forma a detetar e quantificar
concentracoes de ides metalicos. A variacao de cor de certos corantes como resposta ao pH pode ser
aplicada a visualizacdo de alteracdes em varios ambientes fisicos e quimicos. [24] Por exemplo, corantes
azo sensiveis ao pH foram utilizados por Zhang et a/. [28] em embalagens de alimentos, o que permite
ao consumidor detetar a frescura dos produtos embalados e se estes se encontram adequados para
consumo.

Na area dos téxteis inteligentes, tem ocorrido um crescimento no interesse em materiais que
mudam de cor, os denominados téxteis “camaleao”. Estes materiais podem ser utilizados numa grande
variedade de situacdes. Quando se cobre uma superficie extensa, sdo capazes de dar um sinal localizado
através de uma mudanca de cor local, sem ser necessario incorporar varios sistemas de sensores. Téxteis
halocromicos, que incorporam corantes sensiveis as variacbes de pH, podem ser utilizados como
sensores que indicam o pH através de uma facil observacao da cor e, por isso, podem ser aplicados
numa grande gama de aplicacoes. Por exemplo, o pH da pele de pacientes com queimaduras varia
durante o processo de cura das feridas. Ao utilizar um curativo halocrémico, seria possivel, sem a
remocao do penso, acompanhar o0 processo de cura pelo acompanhamento da mudanca de cor do

curativo. [29]
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3. Sensores e Sondas Oticas

As sondas e sensores colorimétricos tm por base compostos que apresentam alteracoes foto-fisicas
na absorvancia ou emissao, tais como desvios ipsocromicos ou batocromicos, ou efeitos hipercrémicos
ou hipocrémicos, na presenca do analito [30], [31]. Podem ser utilizados na detecao de ides [32], na
medicao do pH [33], para a detecao de aminoacidos, como a cisteina e a lisina [34], a detecao de NO,

[35], entre outros.

3.1. Sensores de ioes

Os ides desempenham papéis importantes em varios processos industriais e bioquimicos. Podem
ser essenciais ou toxicos para os humanos e animais, sendo assim de grande importancia a sua detecao
nos sistemas relevantes. A detecdo de ides utilizando sondas derivadas de pequenas moléculas
organicas, com base em alteracdes colorimétricas ou florescentes, apresenta vantagens em comparacéo
com técnicas que requerem equipamentos caros, uma vez que tem um menor custo, elevada

sensibilidade e maior conveniéncia de implementacao. [30], [31]

NG
CN
HO N CH,
Ny i23
i23 i23+F  j23+H,PO, j23+CN- 23+ AcO-

Figura 6: Em cima - estrutura de uma molécula utilizada como sensor para a detecdo de ides; Em baixo - Cores que o
composto i23 apresenta em solucéo, na presenca de diferentes anides [32].
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Na literatura sdo reportados varios sensores oticos para a detecdo de ides. Arslan et al [32]
sintetizaram um composto (i23, Figura 6) que apresenta cor amarela na auséncia de ides e cores
distintas na presenca de diferentes anides: fluoreto (roxo), cianeto (rosa), acetato (roxo) e di-
hidrogenofosfato (azul). Sado também reportados outros sensores para a detecao do iao fluoreto [36] (24,

Figura 7) e do ido acetato [37] (i25, Figura 7).

i24
R= H, NO,

Figura 7: Estruturas de moléculas utilizadas como sensores 6ticos para a detecao de ides (i24 [36], i25 [37]).
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3.2. Sensores de pH

A monitorizacao do pH é um processo muito importante em varias areas, como as industrias
alimentar e farmacéutica, em tratamentos de aguas, entre outros. A manutencdo de uma gama de pH
apropriada é essencial em muitas reacdes fisicas e quimicas que ocorrem durante os processos de
manufatura. A variacdo de pH pode afetar a qualidade do produto e a eficiéncia das reacdes quimicas.
Assim, o controlo continuo, “on-line”, do pH durante muitos dos processos de producéo é essencial. [38]
A determinacao do pH de solucdes aquosas é um aspeto importante da quimica analitica, sendo efetuado
de forma rotineira na maioria dos laboratérios utilizando elétrodos de vidro. No entanto, em condicoes
de forca idnica baixa ou pH elevado, a precisdo dos elétrodos de vidro é limitada. Assim, as medicdes
fotométricas oferecem uma alternativa atrativa para a monitorizacao “on-iine” do pH. [33]

Um sensor 6tico para a medicdo de pH pode ser também designado por “opfode’. O principio
destes dispositivos € simples: um corante sensivel a variacdes de pH ¢é imobilizado na extremidade de
uma fibra 6tica ou num suporte de membrana planar. Uma alteracdo no pH da solucdo que passa através
da célula leva a uma alteracdo na absorcdo da membrana colorida, que é detetada utilizando um
espetrofotémetro. [33], [39]. Carofiglio et a/. [40] e Hosseini ef al. [38] reportam a imobilizacdo de

corantes azo em suportes de celulose, com o intuito de criar sensores oticos de pH.
/
o o9 N )N
Na - O-S N

Figura 8: Alaranjado de metilo [38].

O alaranjado de metilo (i26, Figura 8) é um corante muito utilizado como indicador de pH em
titulacdes acido-base, mudando de cor em condicdes de acidez (pH entre 3,1 - 4,4). A imobilizacao do
alaranjado de metilo num suporte membranar de celulose alargou a sua gama de variacdo de cor para
valores de pH entre 4,0 - 12,0 e, assim, permitiu a criacao de um sensor para a monitorizacao “on-fine”
e continua do pH, que tem um tempo de resposta rapido, € barato e facil de produzir [38].

Os corantes utilizados em sensores 6ticos de pH podem apresentar uma grande variedade de
estruturas, mas incluem maioritariamente um grupo azo na sua composicao. Na Figura 8 e na Figura
9 encontram-se alguns dos corantes utilizados em sensores de pH. O alaranjado de metilo (i26) é um

derivado do azo-benzeno, o composto i28 & um corante azo de benzofenona, os corantes de estrutura
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i27 sao compostos azo de benzotiazole, e os corantes i29 e i30 apresentam uma estrutura com varios

grupos aromaticos e outros heterociclos.

R1 S ¢N‘®7N02
SR ' YA
N ‘NONRZ o
i28
O
R'=OMe, NO,, Br, COOEt
R2=Me, Et
SO;Na

OH HN g ‘ SO;Na
SO3N
NaO,S SO;Na

i29

cl SO;Na

NaO3S SO3Na

Figura 9: Corantes utilizados em sensores o6ticos de pH (i27 [31], i28 [41], i29 e i30 [42]).
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4. Azo-pirimidinas

Os corantes azo que contém anéis heterociclicos tém sido estudados e sintetizados de forma extensa,
uma vez que permitem obter cores mais intensas do que os seus analogos de benzeno, e sao
amplamente aplicados na industria téxtil, reprografica, em sistemas oticos ndo-lineares, terapia
fotodinamica, entre outros [43]. Na industria téxtil, em particular, destaca-se a sua capacidade de
resisténcia a lavagem e a luz, o que os tornam bastante atrativos [44], sendo que existe um grande
numero de derivados de azo-pirimidinas utilizados como corantes téxteis para fibras sintéticas [43], [45],
[46] e naturais [47], que apresentam uma gama larga de cores.

Adicionalmente, entre os corantes azo heterociclicos, os corantes derivados de azo-pirimidinas
podem ser utilizados como ligandos na formacao de complexos com metais de transicdo [48]-[51] e

que produzem sensores colorimétricos importantes para catides e anides [52].

4.1. Estruturas

As pirimidinas (i31) sdo compostos heterociclicos aromaticos de seis membros, que contém dois
atomos de nitrogénio, nas posicoes 1 e 3 do anel, como se pode ver pela Figura 10. Os compostos
heterociclicos que contém uma fracdo de pirimidina sdo de grande interesse, uma vez que estes
constituem uma importante classe de produtos naturais € nao naturais, muitos dos quais exibem
atividades bioldgicas e aplicacoes clinicas Uteis. Purinas e pirimidinas substituidas ocorrem em grande
quantidade nos organismos vivos [53]. O anel de pirimidina é um dos principais componentes do DNA
e RNA, dado que pode ser encontrado nas nucleobases citosina (i32), uracilo (i33) e timina (i34).
Consequentemente, os derivados naturais de pirimidina apresentam atividades biologicas variadas e de

elevado interesse como, por exemplo, atividade citotoxica, antifungica ou antibacteriana [52], [54], [55].

; NH, 0 o)
6 | N\W 2 ﬁN fLNH \fLNH
5@"‘ 3 N/go N/go N/go
4 H H H
i31 i32 i33 i34

Figura 10: Estruturas quimicas da pirimidina, citosina, uracilo e timina.
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Na Figura 11 encontra-se representada uma selecao de diferentes corantes derivados de azo-

pirimidinas que é possivel encontrar na literatura. Yazdanbakhsh ef a/. sintetizaram uma série de corantes

azo dispersos derivados da 4,6-di-hidroxipirimidina (38) [52] e do uracilo (/39) [56] que apresentam

tons de amarelo, laranja e castanho.

S L
N s~
N)\j: \N
P
H,NT N (|)

i35

Amax=356 nm [57]

X
N/S:N\\N N
L
N OH

i38

X=p-OCHj3, p-NHCOCH3; p-CHj,
m-CHs, 0-CF3, p-F, p-CN, p-COCH3;,
p-NO,, 0-Br, p-N=N-Ph

Amax= 371 - 506 nm [52]

Amax=375 (ACN), 391 (EtOH) nm [58]

0]
HN | NH»
&I\ -N
(@) N N
R
i44

Amax=250 nm [60]

i36

Amax=376 nm [57]

X
\N)IN\\N N\
o)\rr 0

i39

X=p-COCHj3, p-OCH,CH3 p-Cl,

p-CH3, m-CF3, p-Cl, p-CN, p-NO,
Amax= 330 - 436 nm

e=(1,4-2,9x10*M-cm* [56]

Amax=270, 330 nm [61]

Amax=390 nm [57]

Amax= 317 (m-11%), 426 (n-11*) nm [11]

i46

Amax=380 nm [62]

Figura 11: Derivados de azo-pirimidinas e respetivas propriedades espetroscopicas de UV-Vis (A e €).
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Pode verificar-se que a maioria das estruturas apresentadas na Figura 11 tém o grupo azo ligado
na posicao b do anel de pirimidina. No entanto, as estruturas i42 e i45 apresentam o grupo azo ligado
a posicdo 2 e, na estrutura i44, o grupo azo aparece ligado na posicdo 6 do anel de pirimidina.

Quase todas as estruturas apresentam grupos dadores de eletrdes ligados ao anel de pirimidina:

grupos amino, hidroxilo e metoxilo. Comparando as estruturas i35, i36 e i37, verifica-se que, quando o
anel de pirimidina apresenta grupos com maior capacidade de dar eletrdes (grupos amino), ocorre um

desvio do comprimento de onda de absorcao maximo para valores mais elevados.
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4.2, Métodos de sintese
Entre os métodos de sintese utilizados para a obtencao de azo-pirimidinas, destacam-se a reacao
de acoplamento com um sal de diazonio, a condensacao de hidrazinas heteroarilicas com benzoquinona,

e a substituicdo nucleofilica de um haleto de heteroarilo com uma hidrazina arilica.

4.2.1. Condensacao de um heterociclo com um sal de diazénio

Tal como acontece para a sintese dos azobenzenos, o0 método mais comum para a sintese de azo-
pirimidinas envolve a condensacdo de um heterociclo com um sal de diazonio. E necessaria uma
diazotizacao inicial de uma amina primaria aromatica, para ocorrer a formacao de um sal de diazonio.
Em seguida, da-se o ataque nucleofilico de uma pirimidina a esse mesmo sal de diazonio, formando-se
0 composto azo.

Os corantes derivados de 4,6-di-hidroxipirimidina (i38) reportados por Yazdanbakhsh et a/. [52]
foram sintetizados pelo método descrito no Esquema 5. Apos a diazotizacdo da amina aromatica, esta
¢ adicionada a uma solucao de 4,6-di-hidroxipirimidina (i47) em hidréxido de sodio e agua, com agitacdo
vigorosa. Apos cerca de 1 hora a reacao esta completa. O pH é ajustado para 3 — 4 com a adicdo de

uma solucao de hidroxido de sodio e o solido resultante é filtrado.

X
©) S =
N=N ‘HSO, OH oH |

Ns N
N |\N pH=75-9 1ﬁ\ N
+ o
» o N4J 0-5°C N~ > OH
i47 i38

Esquema 5: Sintese de derivados de 4,6-di-hidroxipirimidina [52].

Yazdanbakhsh et a/. [58] sintetizou uma gama de corantes azo derivados do uracilo (i41), tal como
esta descrito no Esquema 6. O sal de diazénio previamente preparado é adicionado a uma solucao de
6-aminopirimidin-2,4(1 H,3 H)-diona (i48) em acido acético glacial, a 0 °C. O pH da mistura reacional é
mantido entre 7 — 8 pela adicao simultanea de uma solucao de carbonato de sddio. Apos 2 horas, a

reacao esta terminada e o sélido resultante ¢ recolhido.

O e
= 1. CH;COOH _ )\IN N

HNTX - ZEL
+ 2. N32CO3, pH =7-8
Oéi\N 0 o™ 'N" 70
H
ia8 41

Esquema 6: Sintese de corantes azo derivados do uracilo [58].
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4.2.2. Condensacao de uma hidrazina heteroarilica com benzoquinona

Garcia-Amords et al. [59] sintetizaram uma azo-pirimidina ligada a um fenol (i42), tal como esta
descrito no Esquema 7. Este método envolve a condensacao da 2-hidrazinopirimidina i49 com uma
benzoquinona. A reacdo é rapida, dado que os autores reportam tempos de sintese por volta dos 30

minutos.

1. H,0
NHNH, 2 pc OH
200 /MOy
Nl)QN . E/\ “N

i49

Esquema 7: Sintese de 2-(4-hidroxifenilazo)pirimidina [59].

4.2.3. Substituicio nucleofilica de um haleto de heteroarilo com uma hidrazina
arilica, seguida de desprotecao e oxidacao
O método descrito por Xu ef a/. [11] para a sintese dos derivados de azo-pirimidinas i40 (Esquema
8) inicia-se com um acoplamento de Buchwald-Hartwig, utilizando £Bu,P-HBF,, acetato de paladio(ll),
carbonato de césio, 5-bromopirimidina e 1-fenil-hidrazinocarboxilato de £butilo. Ocorre uma reacao de
substituicao nucleofilica entre o haleto de heteroarilo i50 e a aril-hidrazina i51. Em seguida, o grupo Boc
€ removido por aquecimento assistido por micro-ondas e, de modo a que ocorra o passo de oxidacao, a
reacao é exposta a oxigénio. Este método é demorado, uma vez que o passo da substituicdo nucleofilica

ocorreu durante a noite e a etapa de oxidacao ocorreu durante a noite seguinte.

,NHZ
@N‘ i51
J
N/TBr 1. +-BugP HBF,, Pd(OAc), Cs,CO3, 110 °C N/TN\\N
| = |
k = 2. 160-200 °C, Microondas k “

N 3.0, 60 °C i40

i50

Esquema 8: Sintese de 5-(fenildiazenil)pirimidina [11].
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2. DISCUSSAO DOS
RESULTADOS




Introducao

Este trabalho teve como objetivo a preparacao de novos corantes antimicrobianos e halocrémicos
com base nos nucleos de imidazole e de pirimidina, para o desenvolvimento de aplicacbes téxteis como
pensos antimicrobianos.

No Esquema 9 encontra-se 0 esquema geral para a sintese dos azo-imidazoles 4 partindo do
diaminomaleonitrilo, aminas primarias e fenil-hidrazina. Estes azo-imidazoles (4) apresentaram uma
reatividade muito especial na presenca de aminas secundarias, gerando estruturas originais de azo-

pirimidinas (6) através de um rearranjo inesperado.

H._ OEt H_ _NHR' R
HNON teor Y NH,R! | Base N__NH,
| N, CN —» N_CN — » <
H,N” “CN I I N CN
DAMN HN™ “CN H,N™ CN Y
1 2.1 2.2
{)-NHNH,
R\1 R1 R1
N NH2 \N NH2 AGNO \N NH2
QO Base Q| gNQs ]
N NH —~—— N NH -HNO, -~ N NH,
PhNN PhNN PhHNN
4 4-HNO, 3

lAmina secundaria
1
R2
g
N

NNPh
6

R
HN N
TRV
Esquema 9: Esquema geral de sintese.

Os novos compostos azo preparados revelaram propriedades colorimétricas muito promissoras e
foram depois estudados por espetroscopia de UV-Vis. Foi ainda possivel submeter algumas amostras

para ensaios biolégicos de modo a avaliar a sua atividade antimicrobiana.
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1. Reagentes de partida

A primeira etapa deste trabalho consistiu na obtencdo dos reagentes de partida necessarios para a
sintese posterior dos compostos alvo deste trabalho. Os reagentes de partida utilizados foram o imidato
1, os imidazoles 2.2 obtidos em duas etapas e envolvendo as amidinas 2.1 como intermediarios, e

ainda as amidrazonas 3.

1.1. M[(2)-2-amino-1,2-dicianovinil]lformimidato de etilo (1)

1.1.1. Sintese do imidato 1

O imidato 1 é o primeiro reagente de partida deste trabalho experimental. Foi obtido através dos
reagentes comerciais diaminomaleonitrilo (DAMN) e ortoformiato de etilo (TEOF), de acordo com um
método previamente desenvolvido [63]. A reacdo do DAMN com o TEOF ocorreu em refluxo de dioxano,
a 123°C, e demorou cerca de 1h. O sistema de destilacao permitiu a eliminacdo do etanol libertado
durante a reacao, deslocando o equilibrio reacional no sentido da formacao do produto 1 (Esquema

10).

H,N_ _CN OEt A i

:[ + H-C-OEt -~ N| CN
OEt 10Xano I
HeN- CN (-2EtOH) N~ >CN
DAMN 1

Esquema 10: Esquema reacional da sintese do composto 1.

Quando a reacdo terminou, a mistura reacional foi purificada por cromatografia em coluna e, a
solucéo recolhida, adicionou-se r+hexano, que fez precipitar o imidato sob a forma de um solido cristalino
de cor bege claro. Esta reacdo apresentou um rendimento excelente (99%). A pureza deste sélido foi

confirmada por comparacao dos seus dados espetroscopicos de *H RMN com os de uma amostra padrao.

1.1.2. Mecanismo reacional para a sintese do imidato 1

0O mecanismo reacional proposto para a sintese do imidato 1 (Esquema 11) inicia-se pelo ataque
nucleofilico de um dos grupos amino do DAMN ao carbono central do orto éster com a formacao de um
intermediario tetraédrico. Este intermediario tetraédrico da origem ao imidato 1 por eliminacdo de uma

molécula de etanol.
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HoN.___CN OE

OFEt Dioxano OEt ® OFt H,N™ "CN H’N CN
H-C-OBt —— Hlo = H-C — - I
OEt OFt OEt (EOH) HN7 N
COEt
(-EtOH)
HYOEt
|
NICN
H,N” > CN

Esquema 11: Mecanismo reacional proposto para a sintese do composto 1.

1.2. 5-amino-4-cianoformimidoilimidazoles (2.2)
Os 5-amino-4-cianoformimidoilimidazoles (2.2) sdo os compostos de partida chave utilizados neste

trabalho. Foram obtidos a partir do imidato 1 e de aminas primarias criteriosamente selecionadas.

1.2.1. Sintese dos imidazoles 2.2
A partir do imidato 1, foram obtidos varios imidazoles 2.2 que variam no seu substituinte R®. A

sequéncia reacional, que tem por base um método previamente desenvolvido [64], esta descrita no

Esquema 12.
H.__OEt H.__NHR' R
e NHR' b DBU N__NH,
N CN —>» N CN — > <\ |
I I NN
H,N~ “CN H,N~ “CN HN
1 2.1 2.2
a: R'=Me
b: R'= Ar(p)OMe
c:R'=Cp

Esquema 12: Sintese de 5-amino-4-cianoformimidoilimidazoles 2.2 a partir do imidato 1.
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Em primeiro lugar, formou-se uma amidina 2.1 por reacdo do imidato 1 com diferentes aminas
primarias (alifaticas e aromaticas), sendo a reacao catalisada por cloreto de anilineo. No passo seguinte,
a mistura reacional do passo anterior adicionou-se uma base, o 1,8-diazabiciclo[5.4.0]Jundec-7-eno
(DBU), que promove a ciclizacdo do composto 2.1 /n7 sifu, para formar os imidazoles 2.2. Os resultados
obtidos encontram-se resumidos na

Tabela 1.

Tabela 1: Condicdes reacionais para a sintese dos compostos 2.2.

Comp. Ref. R* R?NH: (eq.) Condicdes Reacionais n (%)
2.2a DD 185 Me 1.2 :lEDtglL_J| ;.aar.];hcl)?jji;elo; 3h30min "
226 DO MM 12 ooy .
2.2¢ DD 202 Cp 12 i. EtOH; T.a.; 40min 63

ii. DBU; T.a.; 5h30min

*Rendimento global das duas etapas da reacéo

De acordo com os dados apresentados na

Tabela 1, verificou-se que a sintese da amidina 2.1a através da reacdo do imidato 1 com
metilamina foi a etapa mais rapida, demorando apenas 15 minutos. A etapa da ciclizacdo das amidinas
2.1 foi mais rapida para a sintese do imidazole 2.2b, demorando cerca de 1 hora e 30 minutos para
terminar. De um modo geral, verificou-se que a primeira etapa da reacao foi mais rapida quando o grupo
R é alifatico (2.2a e 2.2c¢) e a segunda etapa foi mais rapida para grupos R* aromaticos (2.2b). Estes
valores podem ser explicados pelos efeitos eletronicos dos substituintes das aminas utilizadas. Assim, as
aminas alifaticas favorecem a primeira etapa porque sédo mais nucleofilicas. As aminas aromaticas sao
menos nucleofilicas devido a deslocalizacdo do par de eletrdes do atomo de nitrogénio mas, em
contrapartida, aumenta o caracter acido da amidina formada potenciando o efeito do DBU na ciclizacéo
intramolecular que origina o anel de imidazole.

Os imidazoles 2.2 foram isolados na forma de sélidos de cor amarela e bege claro. As reacdes
foram realizadas com agitacao magnética a temperatura ambiente, com excecao da segunda etapa da
sintese do imidazole 2.2a, que foi feita em banho de gelo. Os produtos formaram-se apds 4 — 7 horas
de reacéo e os rendimentos obtidos foram 63 - 93%. Os rendimentos mais baixos estdo associados aos

imidazoles com substituintes em R? alifaticos (2.2a e 2.2¢), 0 que se pode dever-se a sua maior
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solubilidade, quando comparada com a dos imidazoles aromaticos. A identidade e a pureza dos
imidazoles 2.2 de partida foi confirmada por comparacao dos seus espetros de *H RMN com os dados

espetroscopicos de amostras padrao.

1.2.2. Mecanismo reacional dos imidazoles 2.2

0 mecanismo reacional proposto para a sintese dos imidazoles 2.2 a partir do imidato 1 (Esquema
13) inicia-se com a formacdo de uma amidina 2.1. O carbono central do grupo funcional imidato 1,
uma vez protonado pelo cloreto de anilineo (catalise acida), sofre o ataque nucleofilico da amina primaria
seguido de eliminacao de uma molécula de etanol. Em seguida, a amidina é desprotonada em presenca
de uma quantidade catalitica de DBU e ocorre ataque nucleofilico do azoto N1 da amidina ao grupo ciano
mais proximo para formar o anel de imidazole. Apds ciclizacdo estabelece-se um equilibrio com

predominio da estrutura 2.2, uma vez que se trata da forma tautomérica mais estavel.
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Esquema 13: Mecanismo reacional proposto para a sintese dos 5-amino-4-cianoformimidoilimidazoles 2.2 a partir do

imidato 1.
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1.3. 5-aminoimidazole-4-carboxamidrazonas (3)

Na etapa seguinte, foram preparadas varias 5-aminoimidazole-4-carboxamidrazonas (3) a partir dos
imidazoles 2.2 e de fenil-hidrazina. As amidrazonas 3 variam entre si pelo seu substituinte R, que é
determinado pelo imidazole 2.2 selecionado. O método sintético tem por base a suscetibilidade do grupo
4-cianoformimidoilo (imidazoles 2.2) ao ataque nucleofilico por parte de aminas e hidrazinas em meio

acido.

1.3.1. Sintese das amidrazonas 3
Foram preparadas varias 5-aminoimidazole-4-carboxamidrazonas 3 segundo um método

desenvolvido em trabalho anterior [65], [66] que envolve a sequéncia reacional descrita no Esquema

14.
R\1 R1
NH \
<N | 2 PRNHNH, L NH; a4 Rz Mo
\ CN H > QO b: R'= Ar(p)OMe
N N NH,
c:R'=Cp
HN PhHNN
2.2 3

Esquema 14: Sintese de 5-aminoimidazole-4-carboxamidrazonas 3 a partir de 5-amino-4-cianoformimidoilimidazoles (2.2).

Neste método, os 4-cianoformimidoilimidazoles 2.2 reagem com uma hidrazina monossubstituida
(neutra ou na forma de hidrocloreto), na presenca de catalise acida, para dar origem as 5-
aminoimidazole-4-carboxamidrazonas (3). No presente trabalho, apenas se utilizou uma hidrazina, a fenil-
hidrazina, para a sintese dos compostos 3. Os resultados obtidos encontram-se resumidos na Tabela

2.

Tabela 2: Condicdes reacionais para a sintese dos compostos 3.

Comp. Ref. R! Fenil-hidrazina (eq.) AcOH (eq.) Condicoes Reacionais n (%)
3a DD 133 Me 1,5 2 gotas EtOH; Banho de gelo; N2; 3h15min 96
3b DD221 Ar(pOMe 1,5 3 gotas EtOH; 8°C; N2; 17h 94
3¢ DD327 Cp 1,5 3 gotas EtOH; 8°C; N; 17h 80
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As 5-aminoimidazole-4-carboxamidrazonas 3 sdo um grupo de compostos muito instaveis, que
reagem muito facilmente com o oxigénio do ar, degradando rapidamente em solucdo, com formacao de
produtos intensamente corados de azul ou vermelho. De modo a evitar a degradacao, as reacoes foram
feitas a temperatura de 0 — 8°C, tendo o cuidado de manter sempre uma atmosfera de azoto dentro do
balao da reacéao, para impedir o contacto do oxigénio com as amidrazonas formadas. Esta reacao inicia-
se com uma catalise acida e, por isso, quando ¢ utilizada a fenil-hidrazina, comercializada na forma
neutra, é necessario adicionar uma quantidade catalitica de acido acético. As reacoes demoraram entre
3 - 17 horas e obtiveram-se rendimentos muito bons, desde os 80% aos 96%. As 5-aminoimidazole-4-
carboxamidrazonas 3 foram recolhidas na forma de solidos de cor branca e bege claro, que comecaram

a ganhar tons azulados apds alguns dias ou semanas.

1.3.2. Caracterizacao espetroscopica das amidrazonas 3
A pureza das amidrazonas 3 foi confirmada por *H RMN, comparando os seus espetros com o0s
espetros de 'H RMN de amostras padrao, sendo-lhes atribuida a estrutura 3. Os dados espetroscopicos

de 'H RMN dos compostos 3 sdo apresentados na Tabela 3.

R1
1 \N 5 NH2
2 |
N 4 6 NH2
3 /
N7
8 NH
Tabela 3: Dados espetroscopicos de *H RMN para os compostos 3 (400 MHz/ DMSO-d,).
Comp. R! R! 22H  5NH: 6-NH: 8-NH Ph
3a Me 3,42 (3H, s) 7,13 5,58 5,67 (2H,s) 7,84 (1H,s) 6,57 (1H,t, /=7,2 H)
(IH,s)  (2H,s) 6,83 (2H, d, /=8,0 H2
7,10 (2H, t, /= 7,6 H2)
3b Ar(p)OMe 3,81 (3H: s) 7,30 5,57 577 (2H;s) 7,91 (1H: s) 6,57 (1H, t, /= 7,2 H2)
7,00 (2H, d, /= 9,2 H2 (IH;s)  (2H;s) 6,84 (2H, d, /=7,6 H)
7,43 (2H, d, J=9,2 H2 7,11 (2H,t, /=72 H)
3c Cp 1,64 (2H: m) 7,21 5,62 5,67 (2H;s) 7,83 (1H: s) 6,57 (1H,t, /= 7,2 H2)
1,77 (4H; m) (IH;s)  (2H;s) 6,83 (2H, d, /=7,6 H)
2,08 (2H; m) 7,11 (2H,t, /=72 H)

4,35 (1H: qui, /= 9,2 H2)

Verifica-se que estes compostos apresentam um singleto a integrar para um protdoa § 7,13 e 7,21
ppm, tipico de um anel de imidazole com um grupo N*-alquilico (compostos 3a e 3¢, respetivamente);

enquanto que o singleto a & 7,30 ppm ¢ tipico de um anel de imidazole com um grupo N-arilico

27



(composto 3b). Surgem ainda dois singletos largos centrados a § 5,6 e 5,7-5,8 ppm, cada um a integrar
para dois protdes, tipicos de dois grupos amino, os quais foram atribuidos com base no espetro de HMBC
aos grupos 5-NH,e 6-NH,, respetivamente. Observa-se que todos os compostos incorporam um grupo
fenilo, com os protdes das posicoes orfo a surgir como dupletos a integrar para dois protées a 6 6,8 ppm
e 0s protbes da posicdo para como tripletos a integrar para um protdo a 6 6,57 ppm. Estes desvios
quimicos sao caracteristicos de protdes aromaticos do tipo hidrazona, sendo visivel a influéncia dos
efeitos dadores de eletrdes dos grupos do tipo amino a ser exercidos nestas posicdes. Surge ainda um
protdo NH acidico, a 6 7,8-7,9 ppm, como um singleto estreito, revelando que o atomo de hidrogénio
deve estar envolvido numa ligacdo por ponte de hidrogénio. O composto 3a foi submetido a técnica NOE
[65], irradiando o sinal NH a 6 7,8 ppm, e verificou-se um aumento dos protdes 6-NH, e dos protbes orfo
da unidade de fenil-hidrazina. Estes resultados indicam que o protdo N-H deve estar proximo de 6-NH,

revelando que estas amidrazonas se encontram na configuracdo Z.

1.3.3. Mecanismo reacional para a sintese das amidrazonas 3

0O mecanismo reacional proposto para a sintese de 5-aminoimidazole-4-carboxamidrazonas 3 a
partir de 5-amino-4-cianoformimidoilimidazoles 2.2 inicia-se com uma catalise acida (Esquema 15). O
composto protonado sofre entdo um ataque nucleofilico pela hidrazina, dando origem a um intermediario
tetraédrico. De acordo com um estudo prévio [67], a utilizacdo de uma quantidade catalitica de acido
acético em etanol favorece a eliminacdo de HCN, dando origem as 5-aminoimidazole-4-

carboxamidrazonas 3.
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Esquema 15: Mecanismo reacional proposto para a sintese de 5-aminoimidazole-4-carboxamidrazonas 3 a partir de 5-

amino-4-cianoformimidoilimidazoles 2.2.
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2. Azo-imidazoles 4

Como foi j& mencionado, as 5-aminoimidazole-4-carboxamidrazonas 3 sdo compostos instaveis em
solucéo e, quando sao expostas ao ar, rapidamente adquirem tons azulados ou avermelhados muito
intensos, sendo que este fendmeno foi também observado por Krauth ef a/. [68]. Segundo estes autores,
as amidrazonas sd@o muito suscetiveis a oxidacao e podem apresentar potenciais de reducao muito
baixos. Em trabalho anterior [69], explorou-se a oxidacao das amidrazonas 3 na presenca de AgNO, e
CuCl,-H,0, tendo-se observado a rapida formacédo de compostos avermelhados altamente corados. Com
base nos dados espetroscopicos de *H RMN dos produtos isolados, propds-se a formacdo de um

composto azo, de estrutura 4.

2.1. Azo-imidazoles na forma de sal de nitrato (4-HNO,)
Neste trabalho, comecou-se por oxidar as amidrazonas 3 na presenca de AgNO,e os azo-imidazoles
obtidos foram isolados na forma de sais de nitrato. As reacdes demonstraram varios problemas que se
verificou estarem associados a elevada reatividade destes azo-imidazoles e foi necessario realizar um

numero bastante elevado de ensaios para otimizar as condicoes reacionais.

2.1.1. Sintese dos azo-imidazoles 4-HNO,
As 5-aminoimidazole-4-carboxamidrazonas 3 reagiram rapidamente na presenca de AgNO,, dando

origem aos azo-imidazoles 4 na forma de sal de HNO;, tal como esta descrito no Esquema 16.

R! R!
\
N__NH2 <N NH, a:R'=Me
QO AgNO; . b: R" = Ar(p)OMe
NH -HNO
N / NH, —— N 3 c:R'=Cp
N. N
NH N
3 4-HNO,

Esquema 16: Sintese dos azo-imidazloes 4-HNO, a partir das 5-aminoimidazole-4-carboxamidrazonas 3.
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Na Tabela 4 encontram-se resumidos os diferentes ensaios realizados para a obtencdo do azo-

imidazole 4a-HNO..

Tabela 4: Condicdes reacionais para a sintese do composto 4a-HNO..

Ref. AgNO:3 (eq.) Condicdes Reacionais n (%)*
DD 65 2,2 ACN; Banho de gelo; 3min (a)
DD 74 2,2 ACN: Banho de gelo; 10min (@)
DD 75 2,2 ACN: Banho de gelo; 15min (@)
DD 78 3 ACN; Banho de gelo; 20min 88
DD 80 3 ACN; Banho de gelo; 20min (a)
DD 83 3 ACN; Banho de gelo; 15min 91
DD 84 3 ACN; Banho de gelo; 30min 99
DD 94 3 ACN; Banho de gelo; 35min (a)
DD 97 3 ACN; Banho de gelo; 35min 82
DD 114 3 ACN; Banho de gelo; 1h 99

DD 120 3 ACN; Banho de gelo: 1h (@)
DD 281 3 ACN/EtOH; T.a.; 2min 65
DD 285 3 ACN/EtOH: T.a.; 5min 94
DD 294 3 ACN/EtOH; T.a.; 5min 99
DD 310 3 ACN/EtOH: T.a.; 5min 99
DD 316 3 ACN/EtOH; T.a.; 10min 97
DD 319 3 ACN/EtOH; T.a.; 15min 99
DD 333 3 ACN/EtOH: T.a.; 10min 89
DD 343 3 ACN/EtOH: T.a.; 15min 86
DD 344 3 ACN/EtOH; T.a.; 10min 99

*Os compostos contém prata na forma soélida
(a) Os solidos contém amidrazona 3a-HA

Nos primeiros ensaios, utilizou-se 2,2 equivalentes de AgNO; e selecionou-se o acetonitrilo (ACN)
como solvente. As reacdes demoraram entre 3 — 15 minutos e obteve-se um solido avermelhado escuro.
Os resultados, inicialmente, ndo se mostraram reprodutiveis e os solidos ndo se apresentaram puros por
TLC. Os solidos foram submetidos para analise de *H RMN, tendo-se confirmado que muitos dos produtos

estavam impuros e foi possivel identificar dois compostos distintos no espetro (Figura 12).
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Figura 12: Espetro de '*H RMN do composto 4a-HNO, contaminado com a amidrazona 3a na forma acida (400 MHz/

DMSO-d).
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Tabela 5: Dados espetroscopicos de 'H RMN dos compostos
3a-HA e 4a-HNO, (400 MHz/ DMSO-d,).
3a-HA 4a-HNO;
) ) NH* ) 6-NH: ) Ph
Comp. 1-CHs 2-H 3-NH 5-NH2 6-NH 8-NH
3a-HA 3,45 (3H; s) 7,45 — 6,60 8,32 (1H; sl) 8,21 (1H;s) 6,84 (1H;t; J=7,6H2)
(IH; s) (2H; sl) 6,75 (2H; m)
7,22 (2H; t; J=7,2H2)
4a-HNO, 3,51 (3H;s) 7,87 9,28 7,92 8,89 (1H; s) — 7,71 (2H; t; /= 8,0H2)
(IH; s) (1H; sl) (2H; s) 7,79 (1H; t; /= 7,2H2)

8,12 (2H; d; J= 7,6H2)

Por comparacao com os dados espetroscopicos de 'H RMN de amostras padrao do produto final e

do reagente de partida (Tabela 5), foi possivel atribuir os sinais do composto maioritario ao azo-
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imidazole 4a-HNOQ,, enquanto que os sinais restantes (identificados com setas azuis na Figura 12)
foram identificados como pertencendo a forma acida da amidrazona de partida.

Nos ensaios seguintes, aumentamos a quantidade de AgNO, utilizada, de forma a garantir que todo
0 reagente de partida se converte no azo-imidazole final. No entanto, verificdmos que os resultados
continuaram a ser nao reprodutiveis nestas condicdes, uma vez que os soélidos obtidos tanto eram
isolados puros, como vinham contaminados com a amidrazona de partida 3 na forma acida. Nestes
casos, observamos muitas vezes a formacao de produtos de consisténcia pegajosa, que atribuimos a co-
precipitacdo do produto final com a amidrazona de partida. A adicao de mais acetonitrilo ndo permitiu a
dissolucdo destes depositos, pelo que recorremos a um co-solvente mais polar, o etanol (EtOH), para
este proposito. Assim, nos ensaios posteriores, utilizamos uma mistura de ACN/EtOH na proporcao de
80:20. Desta forma, foi possivel obter o azo-imidazole 4a-HNO, puro, de forma reprodutivel, com
rendimentos excelentes (86 — 99 %).

Estas condicdes foram entéo utilizadas para a preparacdo dos restantes azo-imidazoles 4-HNO, e
os resultados obtidos encontram-se resumidos na Tabela 6. Nesta etapa de sintese dos azo-imidazoles
4.HNO,, os ides Ag: sdo reduzidos a Age, que precipita juntamente com o composto desejado. Assim, 0s

sélidos recolhidos contém sempre uma quantidade equivalente de prata no estado solido.

Tabela 6: Condicdes reacionais para a sintese dos compostos 4-HNO..

Comp. Ref. R! AgNO:s (eq.) Condicdes Reacionais n (%)
4a-HNO3 DD 351 Me 3 ACN/EtOH; T.a.; 15min 99
4b-HNO3 DD 366  Ar(p)OMe 3 ACN/EtOH; T.a.; 15min 82
4c.HNO3 DD 348 Cp 3 ACN/EtOH; T.a.; 15min 93

*Os compostos contém prata na forma solida

2.1.2. Sintese do azo-imidazole 4a utilizando cloreto de cobre(ll)

Na tentativa de encontrar um agente oxidante mais econdmico, foi também testada a oxidacdo das
amidrazonas com cloreto de cobre(ll), como esta descrito no Esquema 17. A uma suspensao da
amidrazona 3a em acetonitrilo e em banho de gelo, adicionou-se 2 equivalentes de cloreto de cobre(ll).
Apds cerca de 15 minutos a reacao estava completa e o sélido foi filtrado e recolhido. Por espetroscopia

de '*H RMN verificou-se tratar-se do azo-imidazole 4a na forma acida.
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Esquema 17: Sintese do azo-imidazloe 4a-HCI a partir da amidrazona 3a, utilizando cloreto de cobre(ll).

No entanto, verificou-se que o composto nao era estavel em solucao, como se pode ver pela Figura
13, e apds 24 horas evoluiu para um novo composto que ainda nao foi possivel identificar. Assim,
decidimos continuar a realizar a sintese dos azo-imidazoles 4a utilizando apenas o nitrato de prata, uma

vez que os compostos 4-HNO, sdo estaveis.
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Figura 13: Espetro de 'H RMN do composto 4a-HCI imediatamente apds a sintese (Esquerda); Espetro de 'H RMN da
evolucdo do composto 4a-HCI no tubo, apos 1 dia (Direita); (400 MHz; DMSO-d).
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2.1.3. Caracterizacao espetroscopica dos azo-imidazoles na forma de sal de HNO,
(4-HNO.)

Na Tabela 7 apresentam-se os dados espetroscépicos de *H RMN para os azo-imidazoles 4-HNO..
Estes compostos apresentam um singleto a integrar para um protdo a 6 7,9 — 8,1 ppm, correspondente
ao anel de imidazole. Surgem dois protdes acidicos como singletos largos centrados a 6 9,3 - 9,5 ppm
e 6 8,9 - 9,1 ppm. Verifica-se ainda a presenca de um singleto a integrar para dois protdes, a § 7,8 —
7,9 ppm, que corresponde ao grupo amino da posicao 5. Todos 0s compostos apresentam uma unidade
de fenilo, com: (a) os sinais dos protoes da posicdo orfo como dupletos a integrar para dois protoes a &
8,1 ppm, (b) os sinais dos protdes da posicdo rmeta como tripletos a § 7,7 ppm a integrar para dois
protdes, e (c) os sinais dos protdes da posicao para a integrarem para um protdo apresentando-se como

um tripleto a 6 7,8 ppm.

R']
1 N_5 NH,
Tabela 7: Dados espetroscépicos de 'H RMN para os compostos 4-HNO, (400 MHz/ 2 <ﬁ];\%NH -No(_i
DMSO-d,). H3
PhNN
Comp. R! R! 2-H 3-NH* 5-NH, 6-NH Ph
4a-HNO, Me 3,51 (3H; s) 7,87 9,28 (1H;sl) 7,92 8,89 7,71 (2H; t, J= 8,0H2)
(1H; s) (2H; s) (1H; sl) 7,79 (1H; t, J= 7,2H2)
8,12 (2H; d; J= 7,6H2)
4b-HNO, Ar(f)OMe 3,84 (3H;s) 8,02 9,54 (1H;sl) 7,78 9,08 7,71 (2H; t; J= 8,0H2)
7,18 (2H; d; J=8,8Hz) (1H; s) (2H;s)  (1H;sl) 7,80 (IH;t; J=7.2H2)
7,52 (2H; d; J= 6,8Hz) 8,09 (2H; d; J= 7,6H2)
4¢c-HNO, Cp 1,67 (2H; m) 8,09 9,34 (1H;sl) 7,90 8,92 7,72 (2H; t; J=8,0Hz)
1,83 (4H; m) (1H, s) (2H;s)  (IH;sl) 7,76 (IH; t; J= 7,6H2)
2,13 (2H; m) 8,11 (2H; d; J=7,2H2)

4,52 (1H; qui; J = 7,2H2)
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2.2. Azo-imidazoles 4 na forma neutra

Na etapa seguinte procedeu-se a neutralizacao dos sais anteriormente obtidos. No entanto, o
processo foi bem mais dificil do que o que se previa, uma vez que as formas neutras se mostraram muito
mais reativas do que as correspondentes formas de sal. Assim, foram necessarios varios ensaios para
tentar isolar o produto antes deste evoluir no sentido da formacéo de produtos laterais extremamente

corados.

2.2.1. Neutralizacao dos azo-imidazoles 4-HNO,
Apds a sintese dos compostos 4-HNO,, pretendeu-se obter estas moléculas na forma neutra

utilizando uma base, como esta descrito no Esquema 18.

R‘1 R1
N__NH; N NH,
<\ | Base < | @R’ =Me
\ NH -HNO, » N NH b: R" = Ar(p)OMe
‘R'=
PhNN PhNN ¢ e
4.HNO,

Esquema 18: Neutralizacdo dos azo-imidazoles 4-HNO,.

Foram testadas diferentes bases em diversas condicdes, apresentando-se um resumo das condicoes
reacionais utilizadas na Tabela 8. Inicialmente, o composto 4a-HNO, foi dissolvido em agua destilada
e adicionou-se trietilamina (Et:N), o que fez precipitar de imediato um solido cinzento escuro. Este sélido
foi filtrado sob vacuo, recolhido e analisado por espetroscopia de *H RMN. No espetro obtido foi
identificado um Unico composto, ao qual se atribuiu a estrutura 4a. Foram efetuados dois ensaios com
a trietilamina: um ensaio realizado a temperatura ambiente e um outro ensaio realizado em banho de
gelo. Verificou-se que, no ensaio realizado em banho de gelo, o rendimento foi superior (82 %) ao obtido
no ensaio realizado a temperatura ambiente (70 %). Nos ensaios seguintes, foi testada a neutralizacao
do composto 4a-HNO, utilizando hidréxido de sodio (NaOH) e o rendimento aumentou para 92 - 99 %.

Como o composto 4a-HNO, é soltvel em agua, testamos a possibilidade de remover a prata sélida
durante esta etapa de sintese. Para tal, o composto foi dissolvido em agua destilada e, de seguida,
efetuou-se uma filtracao sob vacuo, utilizando fibra de vidro para reter e remover a prata da solucdo. De
seguida, efetuou-se o mesmo procedimento utilizado nos ensaios anteriores e obteve-se um composto

puro, sem prata, mas com rendimentos mais baixos (32 % e 34 %).
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Tabela 8: Condicdes reacionais para a neutralizacdo dos compostos 4:-HNO,.

Comp. Ref. R! Base (eq.) Condicdes Reacionais 1 (%)
4a DD 82 Me Et.N (3 eq.) H,0; T.a.; 3min 70 (a)
DD 85 Me Et.N (3 eq.) H.,0; Banho de gelo; 3min 82 (a)
DD 88 Me NaOH (3 eq.) H.,0; Banho de gelo; 3min 99 (a)
DD 104 Me NaOH (3 eq.) H.,0; Banho de gelo; 3min 32 (b)
DD 136 Me NaOH (3 eq.) H,0; Banho de gelo; 3min 34 (b)
DD 299 Me NaOH (3 eq.) H,0; Banho de gelo; 3min 93 (a)
DD 301 Me NaOH (3 eq.) H.,0; Banho de gelo; 3min 92 (a)
4b DD 225 Ar(p)OMe NaOH (3 eq.) H.0; Banho de gelo; 3min (c)
DD 232 Ar(p)OMe Na,CO,10H,0 (1,5 eq.) H.,0; Banho de gelo; 3min (c)
DD 238 Ar(p)OMe NaHCO; (3 eq.) H.,0; Banho de gelo; 3min 95 (a)
DD 243 Ar(p)OMe NaHCO, (3 eq.) H,0; Banho de gelo; 3min 99 (a)
4c DD 219 Cp NaOH (3 eq.) H.,0; Banho de gelo; 3min (c)
DD 233 Cp Na,CO,-10H,0 (1,5 eq.) H.0; Banho de gelo; 3min (c)
DD 251 Cp NaHCO, (3 eq.) H.0; Banho de gelo; 3min (c)

(a) Solido contém prata metalica
(b) Solido sem prata
(c) Produto impuro

Quando se tentou aplicar este método a neutralizacdo do composto 4b-HNO., verificou-se que o
produto obtido dava origem a uma mistura de compostos, quando analisado por *H RMN. De seguida,
testou-se a neutralizacdo com uma base mais fraca, o carbonato de sédio (Na,CO,-10H,0) e obtivemos
0 mesmo resultado. Por fim, experimentou-se o bicarbonato de sédio (NaHCO,), que se mostrou capaz
de neutralizar o composto 4b-HNO,, dando origem ao composto 4b com rendimentos entre 0s 95 % e
99 %. A remocao da prata solida durante a etapa de neutralizacdo ndo se mostrou viavel para este
composto, uma vez que o azo-imidazole 4b-HNO, nao é totalmente soluvel em agua.

Nao foi possivel obter a forma neutra do composto 4¢-HNO, utilizando as condicdes testadas, dado

gue todos os produtos obtidos nos diversos ensaios realizados se encontravam impuros.
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2.2.2. Caracterizacio espetroscopica dos azo-imidazoles na forma neutra (4)
Estes produtos foram caracterizados por 'H RMN e os dados obtidos encontram-se resumidos na

Tabela 9.

R1
1 N_5 NH,
2 Q|
<N ¢ 6_NH
3
Tabela 9: Dados espetroscopicos de 'H RMN para os compostos 4 (400 MHz/ DMSO-d,). PhNN
Comp. R! R! 2-H 5-NH: 6-NH Ph
4a Me 3,44 (3H; s) 7,10 (1H; s) 6,43 (2H; s) 8,05 (1H; s) 7,82 (2H; sl)
7,60 (3H; sl)
4b Ar(p)OMe 3,84 (3H; s) 8,01 (1H; sl) Nao é visivel 9,23 (1H; sl) 8,08 (2H; sl)
7,18 (2H; d; J=8,8Hz) 7,72 (3H; sl)

7,52 (2H; d; J= 6,8Hz)

Tal como evidenciado nesta tabela, os sinais observados surgem na forma de bandas largas e muito
largas que sugerem a presenca de varios tautdbmeros/isémeros. Por adicdo de acido foi possivel observar
um conjunto de bandas estreitas correspondentes as formas protonadas caracterizadas na sec¢ao 2.1.3
(Tabela 7), o que comprovou que os produtos tinham a estrutura da forma neutra pretendida. No
entanto, nao foi possivel caracterizar estes produtos por =*C RMN, dado que a grande maioria dos sinais

ficaram diluidos no ruido de fundo, possivelmente devido ao tautomerismo.
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3. Dimero (5)

Durante as reacdes de neutralizacdo dos azo-imidazoles 4-HNO, verificamos que, por vezes, o
produto final estava impuro, sendo possivel identificar um segundo composto nos espetros de 'H RMN
(Figura 14). Os sinais adicionais (identificados com setas azuis) foram atribuidos ao composto de

estrutura B, ja identificado em trabalho anterior (resultados ndo publicados), que foi designado como

dimero.

W

R

By 6,58 (2H; )
Me Ph NH
HM, M. M. = M
T WY 643,19 (3H;5)
2 M

HzM

l

MNP

B4 5,22 (2H; s)

Hi," Niwe A

8, 6,01 (2H; s)

k

Figura 14: Espetro de '*H RMN do composto 4a contaminado com o composto 5 (400 MHz/ DMSO-d;).
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19477 7,33 (1H; m)
X 7,13 (1H, t; J=7,2 Hz)

128,13 7,55 (2H; d; J= 7,6 Hz)
123,84
3,29 (3H; s) Me 7 ,.NH, 6,59 (2H; s)

162,46 1160,26

8,84 (1H;s) HN N N. 6119y
\Ir N109 88 \ ‘>131 03
12896 Lo N ' ' 7,18 (1H; s)

N
5,20 (2H; s) HyN 146,75  HoNia185)
N Me

N~ 6,02 (2H;s) 3,44 (3H;s)
152,87
7,66 (2H; d; J=7,6 Hz) 121,88
7,52 (2H; t; J= 8,0 Hz) 129,63
7,38 (1H; m) 122,80

Figura 15: Dados espetroscopicos de 'H e *CRMN do composto 5 (400 e 100MHz/ DMSO-d,).

Os dados espetroscépicos de *H e =C RMN do composto 5 encontram-se resumidos na Figura 15.
O espetro de protao apresenta dois conjuntos de sinais atribuidos a dois anéis de benzeno que surgem
com integracoes equivalentes: (1) um grupo fenilo monossubstituido do tipo azo (6 7,66; 7,52 e 7,38
ppm); (2) um outro grupo fenilo monossubstituido, mais do tipo hidrazo (6 7,55; 7,33 e 7,13 ppm).
Observam-se ainda dois grupos metilo a & 3,44 e 3,29 ppm, cujas correlacoes a trés ligacdes (HMBC)
demonstraram que estdo incorporados numa unidade de 5-aminoimidazole e numa unidade de
pirimidina, respetivamente. Verifica-se que os sinais a & 3,44 correlacionam com 0s sinais dos carbonos
C4 (6 141,85 ppm) e C5 (0 109,88 ppm) do anel de imidazole. Por outro lado, os sinais a & 3,29
correlacionam com os sinais dos carbonos C2 (& 160,26 ppm) e C6 (0 162,46 ppm) do anel de
pirimidina. Adicionalmente, as correlacdes dos singletos dos grupos NHz a & 6,02 e 6,59 ppm
(correlacionam com & 109,88 a trés ligacdes), ambos a integrar para dois protdes, e do singleto de 2-H
a o6 7,18 ppm (correlacdo com & 131,03 ppm, a uma ligacdo; e com & 141,85 e 6 109,88, a trés
ligacdes) confirmaram a presenca do 5-aminoimidazole. Por outro lado, as correlacdes do singleto a o
8,84 ppm, a integrar para um protdo, com C6 (& 162,46 ppm) e C5 (5 128,96 ppm) a trés ligacoes,

apoiaram a presenca da b-aminopirimidina.

De forma a esclarecer a reacao de formacao deste composto e, subsequentemente, evitar a sua

formacao durante a neutralizacao dos azo-imidazoles 4-HNO,, foram testados diferentes métodos para

a sua obtencao.
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3.1. Dimero (5) a partir do azo-imidazole (4-HNO,)

Inicialmente, pensou-se que a formacdo do composto B estivesse relacionada com a presenca de
vestigios do sal de amidrazona 3-HA no reagente de partida utilizado. De forma a verificar esta hipdtese,
utilizou-se um azo-imidazole 4a-HNQO, contaminado com a amidrazona 3a na forma de sal, e colocou-
se a reagir com trietilamina. Foi obtido um sélido azul escuro que se mostrou puro por *H RMN e que foi

identificado como sendo o dimero 5.

3.1.1. Sintese do dimero (5) a partir do azo-imidazole (4-HNO,)
Seguidamente, foi possivel verificar que o dimero 5 pode ser sintetizado a partir do azo-imidazole
4a-HNO,, na presenca de 0,1 equivalentes da amidrazona 3a e 1 equivalente de NaOH, como esta

descrito no Esquema 19.

M NH

Me Ot Me Ph NH,

N NH2 N NH [

< | N 2 HN NYN‘N N

\ A\

N NH -HNO PhHNN N \ N>

- HoN H.N \
NaOH 2 2
PhNN NINPH Me
4a-HNO, 5

Esquema 19: Sintese do composto 5, a partir do azo-imidazole 4a-HNO, e da amidrazona 3a.

Assim, a uma suspensao do composto 4a-HNO. em acetonitrilo adicionou-se a amidrazona 3a e o
hidroxido de sodio, o que deu origem a formacao de uma solucéo de cor azul intensa. Apos cerca de 15
minutos, a reacao estava completa. A solucéao foi filtrada sob vacuo, utilizando fibra de vidro para reter e
remover a prata solida, e a solucao recolhida foi evaporada até a secura num evaporador rotativo, a
40 °C. O solido obtido por precipitacdo com ACN mostrou-se puro por espetroscopia de *H RMN e foi
identificado como sendo o composto 5. Esta reacao teve um rendimento de 16 %, o que pode ser

justificado pela elevada solubilidade do composto em acetonitrilo.
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3.2. Dimero (5) a partir da amidrazona (3)
Uma vez confirmado que o azo-imidazole 4a-HNO, reage com a amidrazona 3a para dar o dimero

B, decidiu-se testar a sintese /n sifu partindo da amidrazona e de AgNO..

3.2.1. Sintese do dimero (5) a partir da amidrazona (3)
O segundo método de sintese do dimero 5 encontra-se descrito no Esquema 20 e envolve o

tratamento da amidrazona com NaOH na presenca de uma quantidade catalitica de AgNO..

Me Ph NH,

|
MeN NH, AgNO, HN. _N N\N/ N
M 7
N7 NH2 T HNTY H,N NM
PhHNN NNPh e
3
a 5

Esquema 20: Sintese do composto 5, a partir da amidrazona 3a e de AgNO..

Neste método, preparou-se uma suspensdo da amidrazona 3a em ACN/H,O (1:1) e adicionou-se 2
equivalentes de NaOH e 0,1 equivalentes de AgNO,. Formou-se uma solucao de cor azul intensa e, apds
cerca de 20 minutos, a reacdo estava terminada. A adicdo de agua destilada a solucédo levou a
precipitacdo de um sélido azul escuro, que foi filtrado sob vacuo, sendo o rendimento desta reacao de
60 %. O solido recolhido mostrou-se puro por espetroscopia de 'H RMN e foi identificado como sendo o

composto de estrutura 5.

3.3. Evolucdo do azo-imidazole (4)

Na seccdo 3.1 concluiu-se que a presenca do sal de amidrazona 3-HA como contaminante dos
produtos 4-HNO, leva a que a neutralizacao destes resulte na formacao do composto 5. No entanto, no
seguimento do trabalho de sintese, observou-se que a neutralizacao dos azo-imidazoles 4-HNO, que se
mostravam puros por espetroscopia de *H RMN, por vezes continuavam a dar origem a produtos impuros,
contaminados com o composto 5. Uma possivel explicacao para estes resultados surgiu do estudo da

estabilidade dos compostos 4.
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De forma a avaliar a estabilidade dos azo-imidazoles 4, foram realizados varios ensaios de
espetroscopia de *H RMN. No primeiro ensaio, preparou-se uma amostra do composto 4a imediatamente

apos a sua sintese e, como se pode ver na Figura 16 (Esquerda), o sélido encontrava-se puro.
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Figura 16: Espetro de 'H RMN do composto 4a imediatamente apds a sintese (Esquerda); Espetro de *H RMN da evolucéo
do composto 4a no tubo, apds 1 dia (Direita); (400 MHz; DMSO-d,).

!
o
Bl

Apods 1 dia, adquiriu-se novamente o espetro de *H RMN do mesmo tubo, contendo a mesma
amostra, e obteve-se o resultado apresentado na Figura 16 (Direita). Os sinais deste segundo espetro
correspondem ao dimero 5. Estes resultados permitem concluir que os compostos 4 nao sao estaveis
em solucao, sendo que evoluem de forma a originarem o composto 5.

Num segundo ensaio, preparou-se novamente uma amostra do composto 4a imediatamente apds
a sua sintese que, como se pode ver na Figura 17 (Esquerda), também se encontrava puro. Apos 16
dias, preparou-se uma nova amostra do mesmo sélido utilizado anteriormente, e obteve-se o espetro de
'H RMN que se pode ver na Figura 17 (Direita). Os sinais do espetro de *H RMN da segunda amostra
foram atribuidos ao composto 5. Com base nestes resultados podemos concluir que os azo-imidazoles
4 também nao sao estaveis na forma solida, dando origem ao dimero 5 apds permanecer alguns dias

em solucao.
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Figura 17: Espetro de '*H RMN do composto 4a imediatamente apds a sintese (Esquerda); Espetro de '*H RMN do composto
4a, 16 dias apos a sintese (Direita); (400 MHz; DMSO-d.).
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Em suma, a presenca do composto 5 como contaminacéo nos produtos da reacao de neutralizacao
dos azo-imidazoles 4-HNO, pode ser devida ndo sé a presenca do sal de amidrazona 3-HA como
contaminante dos reagentes de partida, como pode também ser explicada pelo facto de o produto final
(azo-imidazole 4) evoluir faciimente de modo a dar o composto 5.

Para além disso, as evidéncias sugerem que, na evolucao dos compostos 4 para o dimero B, ocorre
uma etapa de oxidacdo onde sao libertados eletrdes que reduzem o azo-imidazole 4, regenerando a
amidrazona de partida (3). Assim, estes resultados revelam que a reacao de oxidacado das amidrazonas

3 em azo-imidazoles 4 parece ser um processo reversivel.
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4. Azo-pirimidinas 6
Uma vez demonstrado que os azo-imidazoles 4 reagiam muito facilmente com as amidrazonas 3
através do grupo NH da unidade de hidrazona, para dar um derivado de azo-pirimidina (composto 5),

testou-se a reatividade destes azo-imidazoles na presenca de uma grande variedade de aminas para

gerar outras 2-amino azo-pirimidinas.

4.1. Azo-pirimidinas 6 a partir dos azo-imidazoles 4

No sentido de obter outras 2-amino azo-pirimidinas, foram realizados varios ensaios preliminares
em que os azo-imidazoles 4 foram combinados com aminas como 0 amoniaco, anilina, benzilamina,
dimetilamina, piperidina, morfolina, etc. Os resultados demonstraram que as reagdes com aminas
primarias apenas originaram o dimero 5, evidenciando que se comportaram unicamente como bases.
No entanto, as reacbes com algumas aminas secundarias foram promissoras, uma vez que ocorreram
reacdes muito rapidas com formacdo de produtos altamente corados que surgiam como manchas de

cor e posicao diferentes das manchas do composto 5 em TLC.

4.1.1. Sintese da azo-pirimidina 6a a partir do azo-imidazole 4a

Com base nos ensaios preliminares, os azo-imidazoles 4 foram combinados com aminas
secundarias na tentativa de obter as azo-pirimidinas de estrutura 6. No Esquema 21 encontra-se
representada a reacdo de sintese dos compostos 6a e as condicdes reacionais utilizadas encontram-se

resumidas na Tabela 10.

Me Me Me
N NH; Dimetilamina HN N l{l
- Y “Me
<\ | NH - |N
N H,N N
PhNN NNPh
4a 6a

Esquema 21: Sintese do composto 6a a partir do azo-imidazole 4a.
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Tabela 10: Condicdes reacionais para a sintese do composto 6a a partir do azo-imidazole 4a.

Ref. Dimetilamina (eq.) Condicoes Reacionais n (%)
DD 69-2 3 ACN; Banho de gelo; 30min (a)
DD 87 3.2 ACN:; Banho de gelo; 30min 18
DD 102 3 ACN; Banho de gelo; 15min 8
DD 106 3 ACN; Banho de gelo; 10min (b)

(a) Nao foi possivel isolar
(b) Produto com impurezas

Neste método, fez-se reagir uma suspensdo do azo-imidazole 4a com dimetilamina (1,2 - 3
equivalentes) em acetonitrilo, sob agitacdo magnética, em banho de gelo. Observou-se a formacao
imediata de uma solucao de cor magenta intensa e, apoés 10 — 30 minutos, a reacdao encontrava-se
terminada. A solucao foi filtrada utilizando fibra de vidro para reter e remover a prata e o solido obtido,
apos concentracao no evaporador rotativo a 40 °C, foi identificado como sendo o composto 6a. Os
rendimentos obtidos por este método foram muito baixos (8 e 18 %), 0 que se deve a elevada solubilidade

do produto em acetonitrilo.

4.2, Azo-pirimidinas 6 a partir dos azo-imidazoles 4-HNO,

Na seccdo 3.3, concluiu-se que os azo-imidazoles 4 nao sao estaveis, dado que facilmente evoluem
para o dimero 5 na forma sélida. Assim, de modo a evitar a contaminacéo dos produtos finais com este
produto secundario, decidiu-se testar a sintese das azo-pirimidinas 6 partindo dos sais de azo-imidazole

4-HNO, por serem mais estaveis.

4.2.1. Sintese das azo-pirimidinas 6 a partir dos azo-imidazoles 4-HNO,

Nesta seccao explorou-se a sintese das azo-pirimidinas 6 a partir dos azo-imidazoles 4-HNO, em
diferentes condicdes reacionais (Esquema 22). Foram testadas diferentes condicdes de solvente e
temperatura, assim como a presenca ou auséncia de agentes oxidantes (AgNO,, O, ou atmosfera de

azoto).
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R! R
N_ NH : . l 2
N 2 Amina secundaria HN N_ R
<\ | NH -HNO g E/
N 3 H,N N
PhNN NNPh
4-HNO, 6

a: R' = Me/ R? = N(CHj3),
b: R = Me/ R? = NC5H;,

c: R' = Ar(p)OMe/ R? = N(CHj3),

d: R = Ar(p)OMe/ R? = NCsH 4,

Esquema 22: Sintese dos compostos 6, a partir dos azo-imidazoles 4-HNO,.

Inicialmente, seguiu-se o método descrito anteriormente (seccdo 4.1.1), mas utilizando o azo-

imidazole 4a-HNO, como reagente de partida (Tabela 11).

Tabela 11: Condicdes reacionais para a sintese do composto 6a a partir do azo-imidazole 4a-HNO..

Ref. EtsN (eq.) Dimetilamina (eq.) Condicdées Reacionais 1 (%)
DD 70 — 4 ACN; Banho de gelo; 10min (a), (b)
DD 108 - 2,4 ACN; Banho de gelo; 15min (a), (b)
DD 109 — 4 ACN; Banho de gelo: 15min (a), (b)
DD 115 - 8 ACN: Banho de gelo; 30min 35(a)
DD 119 4 4 ACN; Banho de gelo: 15min (a), (b)
DD 121 6 10 ACN; Banho de gelo; 30min (a), (b)
DD 126 6 10 ACN; Banho de gelo; 30min 16 + 14 (a)

(a) Composto isolado na forma acida
(b) Produto com impurezas

Quando se utilizou 2,4 e 4 equivalentes de dimetilamina, verificou-se que o produto foi obtido na

forma éacida e veio acompanhado de muitas impurezas. Aumentando a quantidade da amina secundaria

para 8 equivalentes, foi possivel obter o composto 6a puro, mas na forma acida e com um rendimento

de 35 %. Em seguida, testou-se a neutralizacao /n situ, de forma a obter o azo-imidazole 6a na forma

neutra. Para tal, adicionou-se trietilamina (4 e 6 equivalentes) no inicio da reacao, mas os produtos

obtidos foram igualmente isolados na forma acida e continham impurezas. Face a estes resultados,

surgiu a hipotese da trietilamina estar a ser eliminada durante o processo de evaporacao, fazendo com

que a neutralizacdo nao fosse eficaz. De modo a testar esta hipotese, decidiu-se adicionar Et;N apos a

evaporacao, o que permitiu obter o composto 6a na forma neutra, e foi isolado puro com um rendimento
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de 16 %. Foi recolhida uma segunda fracao, que foi novamente evaporada até a secura. Dado que néo
se utilizou Et;N adicional, obteve-se o composto 6a na forma acida, com um rendimento de 14 %.

Uma vez que o produto ¢ muito soluvel em acetonitrilo, os baixos rendimentos obtidos foram
atribuidos a estas limitacoes de solubilidade associadas, eventualmente, a presenca de impurezas. Deste
modo, no passo seguinte da otimizacao utilizou-se um solvente em que o produto final nao é soluvel, a
agua (Tabela 12), e testou-se o hidréxido de sédio como base. Partiu-se de uma suspensdo do azo-
imidazole 4a-HNO, em agua destilada, adicionou-se 4 equivalentes de piperidina seguida de NaOH (2 -
3 equivalentes). Verificou-se a precipitacdo imediata de um sélido escuro e apos 15 - 20 minutos, a
reacao estava terminada nos trés ensaios realizados. O soélido foi filtrado, recolhido e analisado por
espetroscopia de *H RMN. Essa analise revelou que o produto ndo se encontrava puro, evidenciando a
possibilidade de ter ocorrido a co-precipitacao de produtos secundarios juntamente com o produto
desejado. Adicionalmente, a utilizacdo de agua como solvente ndo permitiu realizar o passo de filtracao

para remocao da prata, pelo que os sélidos recolhidos também continham prata.

Tabela 12: Condicdes reacionais para a sintese do composto 6b a partir do azo-imidazole 4a-HNO.

Ref. NaOH (eq.) Piperidina (eq.) Condicdes Reacionais n (%)
DD 164 2 4 H,0; Banho de gelo; 20min (@)
DD 179 3 4 H,0; Banho de gelo; 20min (a)
DD 183 3 4 H,0; Banho de gelo; 15min (@)

(a) Produto com impurezas

De modo a permitir remover a prata e obter um composto final livre deste contaminante, nas reacdes
seguintes decidiu-se utilizar um solvente em que o produto fosse soluvel, seguindo-se depois uma
precipitacdo com agua destilada e 2 equivalentes de NaOH para melhorar os rendimentos da reacao. Na
tentativa de tornar a reacdo mais seletiva e evitar a co-precipitacdo de produtos secundarios, foram
testados diferentes solventes e as condicbes testadas encontram-se resumidas na Tabela 13. A
utilizacao de etanol e dimetilsulfoxido levou a obtencao de produtos com muitas impurezas. Na sintese
do composto 6a, por reacdo com a dimetilamina, verificou-se que a utilizacdo de uma mistura de
acetonitrilo e etanol na proporcao de 80:20 permitiu obter o produto com um bom rendimento (entre 71
e 92 %) e com apenas uma quantidade residual de impurezas. No entanto, para a reacao de sintese do
composto 6b, com a piperidina, todas as condicdes testadas resultaram em produtos com uma elevada

quantidade de impurezas.
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Tabela 13: Condicées reacionais para a sintese dos compostos 6a e 6b (R! = Me) a partir do azo-imidazole

4a-HNO,, testando diferentes solventes.

Comp. Ref. R? Amina (eq.) Condicdes Reacionais n (%)
6a DD 317 N(CH.), 8 ACN/EtOH; Banho de gelo; 30min 92 (a)
DD 318 N(CH,), 8 EtOH; Banho de gelo;1h (b)
DD 321 N(CH.), 4 ACN/EtOH; Banho de gelo; 20min (b)
DD 325 N(CH.), 4 ACN/EtOH; Banho de gelo; 30min 75 (a)
DD 326 N(CH.), 8 ACN/EtOH; Banho de gelo; 30min 71 (a)
6b DD 204 NC.H,, 4 DMSO; Banho de gelo; 30min (b)
DD 207 NC.H,, 4 DMSO; Banho de gelo; 25min (b)
DD 322 NC.H.,, 4 ACN/EtOH; Banho de gelo; 30min (b)
DD 329 NC.H,, 4 EtOH; Banho de gelo; 30min (b)
DD 332 NC.H,, 4 ACN/EtOH; Banho de gelo; 30min (b)
DD 334 NC.H.,, 8 ACN/EtOH; Banho de gelo; 30min (b)
DD 342 NC.H,, 8 EtOH; Banho de gelo; 30min (b)

(a) Produto contém uma pequena quantidade de impurezas

(b) Produto com impurezas

Até este ponto, as reacdes foram sempre realizadas em banho de gelo. Para averiguar a influéncia

da temperatura, a reacao de sintese dos compostos 6a e 6b foi realizada a temperatura ambiente e sob

aquecimento (60 °C). Como se pode ver pelos resultados apresentados na Tabela 14, os produtos

obtidos encontravam-se bastante impuros, pelo que se concluiu que o aumento da temperatura nao €

favoravel a estas reacoes.

Tabela 14: Condicées reacionais para a sintese dos compostos 6a e 6b (R! = Me) a partir do azo-imidazole

4a-HNO,, testando diferentes condicdes de temperatura.

Comp. Ref. R? Amina (eq.) Condicées Reacionais N (%)
6a DD 313 N(CH.), 4 ACN; T.a. (20,0°C); 20min (a)
DD 314 NC.H., 4 ACN; T.a. (19,2°C); 15min (a)
6b N
DD 353 NC.H,, 10 ACN; 60 °C; 5min (a)

(a) Produto com impurezas

Em seguida, avaliou-se a influéncia da presenca do nitrato de prata como agente oxidante, (Tabela

15). A utilizacao de 0,1 equivalentes de AgNO; na reacao de sintese do composto 6a permitiu obter o

produto com um rendimento de 62 %, apresentando apenas uma quantidade residual de impurezas.
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Para a sintese do composto 6b, foi possivel obter o produto puro e com um rendimento de 79 %. No

entanto, verificou-se a deposicdo de um espelho de prata nas paredes do material de vidro.

Tabela 15: Condicdes reacionais para a sintese dos compostos 6a e 6b (R! = Me) a partir do azo-imidazole
4a-HNO,, utilizando AgNO, como agente oxidante.

Comp. Ref. R? AgNO, (eq.) Amina (eq.) Condicdes Reacionais n (%)
6a DD 346  N(CH,), 0,1 8 ACN/EtOH; Banho de gelo; 1h 62 (a)
6b DD 339 NC.H,, 0,1 8 ACN/EtOH; Banho de gelo; 30min (b)

DD 344  NC.H, 0,1 8 ACN/EtOH; Banho de gelo; 1h20min 79
DD 349 NC.H,, 0,2 8 ACN/EtOH; Banho de gelo; 1h 45 (a)

(a) Produto contém uma pequena quantidade de impurezas

(b) Produto com

impurezas

Por fim, a reacdo foi ensaiada sob atmosfera de azoto (Tabela 16). Para tal, preparou-se uma

suspensdo do azo-imidazole 4-HNO, em acetonitrilo e adicionou-se 10 equivalentes de amina sob

atmosfera de azoto

Tabela 16: Condicdes reacionais para a sintese dos compostos 6 a partir dos azo-imidazoles 4-HNO,, variando
as condicdes de atmosfera interna do baldo da reacéo.

Comp. Ref. R! R? Amina (eq.) Condicdes Reacionais M (%)
6a DD 403 Me N(CH,), 10 i) ACN; N,; Banho de gelo; 1h 5
ii) ACN; O,; Banho de gelo; 1h
6b DD 355 Me NC.H,, 10 ACN; N,; Banho de gelo; 2h (a)
DD 356 Me NC.H,, 10 i) ACN; N,; Banho de gelo; 1h (b)
ii) ACN; O,; Banho de gelo; 1h
DD 376 Me NC.H,, 10 i) ACN; N,; Banho de gelo; 1h 18
ii) ACN; O,; Banho de gelo; 1h
DD 387 Me NCH,, 10 i) ACN; N,; Banho de gelo; 1h 17
ii) ACN; O,; Banho de gelo; 1h
DD 402 Me NCH,, 10 i) ACN; N,; Banho de gelo; 1h 7
ii) ACN; O,; Banho de gelo; 1h
6¢ DD 359 Ar(p)OMe N(CH,), 10 i) ACN; N,; Banho de gelo; 1h 54
ii) ACN; O,; Banho de gelo; 1h
DD 380 Ar(p)OMe N(CH,), 10 i) ACN; N,; Banho de gelo; 1h30min 58
ii) ACN; O,; Banho de gelo; 1h30min
DD 394 Ar(p)OMe N(CH.), 10 i) ACN; N,; Banho de gelo; 1h30min 77
ii) ACN; O,; Banho de gelo; 1h30min
6d DD 360 Ar(p)OMe NCH,, 10 i) ACN; N,; Banho de gelo; 1h 74
ii) ACN; O,; Banho de gelo; 1h
DD 394 Ar(p)OMe NC.H,, 10 i) ACN; N,; Banho de gelo; 1h30min 86

ii) ACN; O,; Banho de gelo; 1h30min

(a) Nao foi possivel isolar; (b) Produto com impurezas

50



Verificou-se que, fazendo a reacdo sob atmosfera de azoto, ndo foi possivel isolar o produto.
Atendendo a estas evidéncias, concluiu-se que presenca de um agente oxidante favorece a reacao de
formacao do produto pretendido. Nesta base, as reacdes seguintes foram submetidas a dois tipos de
atmosfera em duas etapas sucessivas. As reacdes foram iniciadas sob atmosfera de azoto e, apos cerca
de 1h — 1h30min, o balao da reacao foi destapado, de modo a permitir a difusdo do oxigénio atmosférico
para 0 meio reacional, durante cerca de 1h - 1h30min. A solucao foi filtrada inicialmente utilizando fibra
de vidro para remover a maior parte da prata. Em seguida, submeteu-se a uma segunda filtracdo através
de uma coluna contendo terra de diatomaceas, de modo a reter todos os vestigios residuais de prata. A
evaporacao da mistura reacional até a secura num evaporador rotativo, a 40 °C, seguida da adicéo de
agua destilada e 2 equivalentes de NaOH fizeram precipitar um solido escuro, que foi identificado por
espetroscopia de 'H RMN como sendo o composto de estrutura 6. Nestas condicdes foi possivel isolar
0s produtos puros, verificando-se que os compostos 6a e 6b (R! = Me) tiveram rendimentos mais baixos,
entre 5 e 18 %, enquanto que os compostos 6¢ e 6d (R = 4-MeOPh) apresentaram rendimentos entre
54 e 86 %.

Em seguida, foram também testadas as reacOes a partir de outros azo-imidazoles (Rt = Cp) e
utilizando outras aminas secundarias, nomeadamente a morfolina e a dietilamina. As condicdes testadas
encontram-se resumidas na Tabela 17. Foi seguido 0 mesmo procedimento descrito acima, no entanto,

nao foi possivel obter nenhum dos produtos puro.

Tabela 17: Condicdes reacionais testadas para a sintese dos compostos 6 com outros substituintes.

Ref. R? R? Amina (eq.) Condicdes Reacionais M (%)
oo o owe o pEEEmSSL o
SIS o by e
o wow won o JEmEmes o
Poa7e Arlaotte NICH.CH). 15 :l))AA%,\ll\l,,,\é)i, %Zlhh%iliggig; 1lhh (@
DD 379 Me N(CH.CH.). 10 i) ACN; N,; Banho de gelo; 1h (a)

ii) ACN; O,; Banho de gelo; 1h

(a) Produto com impurezas
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4.3. Azo-pirimidinas 6 a partir das amidrazonas 3
Em seguida, foi investigada a possibilidade de formar a azo-pirimidina 6 a partir da amidrazona 3

através de uma sintese em dois passos.

4.3.1. Sintese da azo-pirimidina 6a em duas etapas a partir da amidrazona 3a
A amidrazona 3a foi tratada com nitrato de prata e adicionou-se dimetilamina a mistura reacional,
de modo a gerar a azo-pirimidina 6a através de uma reacao /n7 situ. Os resultados obtidos e as condicoes

reacionais utilizadas encontram-se resumidas na Tabela 18.

Tabela 18: Condicdes reacionais para a sintese /n7 sifu do composto 6a a partir da amidrazona 3a.

AgN *
Ref. R! R3 (iqC))a Amina (eq.) Condicdes Reacionais n (%)
DD 331 Ve N(CH). 3 8 |) A(?N/F_‘tOH.; AgNO;; Banho de gelo; 10min 18
ii) Dimetilamina; 30min
DD 337 Me N(CH), 3 8 i) ACN/EtOH; AgNO.; Banho de gelo; 10min 16

ii) Dimetilamina; 30min

*Rendimento global das duas etapas da reacao

No primeiro passo, preparou-se uma suspensao da amidrazona 3a numa mistura de acetonitrilo e
etanol na proporcao de 80:20 e adicionou-se 3 equivalentes de AgNO.. Formou-se uma suspensao
vermelha/bordd e, apds cerca de 10 minutos, adicionou-se dimetilamina (8 equivalentes). Formou-se
uma solucao magenta e, apos 30 minutos, a reacao estava terminada. A solucao foi filtrada para remover
a prata, evaporada até a secura e o sélido foi precipitado com agua destilada e 2 equivalentes de NaOH.
0 solido recolhido mostrou-se puro por espetroscopia de *H RMN e foi identificado como sendo a azo-
pirimidina 6a. O rendimento global desta reacao foi de 16 — 18 %. Apesar de ter sido possivel obter o
composto 6a puro utilizando este método, verificou-se a formacao de um espelho de prata no material
de vidro utilizado para a reacao (balao de fundo redondo, funil e adaptador de filtracdo), bem como no
tubo de RMN, indicando a formacao de particulas de prata demasiado pequenas para serem removidas

por filtracao.
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4.4, Dados espetroscopicos das azo-pirimidinas 6

A estrutura proposta para as azo-pirimidinas 6 tem por base os resultados obtidos através das
analises espetroscopicas de 'H e =C RMN, que se encontram resumidos nas Tabelas 19 e 20. Verifica-
se a presenca de um singleto a integrar para dois protdes, a 6 5,3 — 5,4 ppm, correspondente ao grupo
amino da posicao 5. Surge ainda um protdo NH acidico como singleto largo centrado a § 8,8 - 8,9 ppm.
Além disso, todos os compostos apresentam uma unidade de fenilo, confirmada pela presenca dos sinais
dos protdes da posicdo orfo a aparecerem como dupletos e a integrar para dois protdes a & 7,6 ppm,
para além dos protdes da posicao /mefa e dos protdes da posicdo para que surgem como tripletos a &
7,5ppmead 7,3 - 7,4 ppm, e integram para dois protdes e um protdo, respetivamente.

Os sinais de =C RMN foram atribuidos com base nas correlacées H-C obtidas através das técnicas
de HMQC e HMBC. Os sinais dos carbonos orfo (& 122 ppm), meta (§ 129 - 130 ppm) e para (6 129
ppm) da unidade de fenilo foram atribuidos com base na correlacdo a uma ligacdo (HMQC) dos
correspondentes protdes no anel aromatico. A atribuicdo dos sinais do carbono jpso, centrados a & 153
ppm, tiveram por base as correlacdes a duas e trés ligacdes (HMBC) com os protdes orfoe meta do anel
aromatico. Os carbonos quaternarios da unidade de pirimidina foram atribuidos com base nas
correlacdes a multiplas ligacoes observadas no espetro de HMBC. Assim, o carbono 2-C foi identificado
através da correlacdo a trés ligacdes com os protdes do substituinte R2 (protdes metilicos do grupo
dimetilamino para os compostos 6a e 6¢, e protdes metilénicos da unidade de piperidina para os
compostos 6b e 6d). Os carbonos 5-C e 6-C, centrados a & 128 ppm e 6 163 - 164 ppm, foram
atribuidos com base nas correlacbes a duas ligacdes com os protdes dos grupos 5-NH, e 6-NH,

respetivamente.
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11
HN. _N_2 R2

o .

Tabela 19: Dados espetroscopicos de 'H RMN (400 MHz/ DMSO-d,) e IV (Nujol/ cm=<) para H,N 5\ N3
0s compostos 6. NNPh

Comp. R! R? 5-NH; 6-NH Ph

6a 3,33 (3H; s) 3,20 (6H; s) 5,31 (2H; s) 8,82 (1H;sl) 7,34 (1H;t, /=7,2H2)
7,49 (2H; t; J=8,4H2)
7,62 (2H; d; /=8,4H2)

6b 324 (3H;s) 1,64 (6H;s) 536 (2H;s) 8,85 (1H;sl) 7,36 (1H; t; /=7,2H)
3,57 (4H; s) 7,50 (2H; t; /=8,0H2

7,64 (2H; d; J=8,4H7

6c 379 (3H;s) 2,88(6H;s) 538 (2H;s) 891 (IH;sl) 7,32 (IH;t J=7,2H2
7,03 (2H; dd; /= 6,8Hz J,= 2,412 7,46 (2H; t, J=8,0H2

7,28 (2H; dd; /= 6,8Hz J,= 2,412 7,60 (2H; d; J=7,6H2

6d 379 (3H;s) 1,46 (10H; m) 541 (2H;s) 8,90 (1H;sl) 7,33 (IH; t; /=7,2H2)
7,04 (2H; dd; /= 6,8Hz J,= 2,012 7,46 (2H; t, J=8,0H2

7,29 (2H; dd; /= 6,8Hz J,= 2,412 7,61 (2H; d; J=7,2H7

Tabela 20: Dados espetroscépicos de =*C RMN para os compostos 6 (100 MHz/ DMSO-d,).

Comp. R! R? 2.c a-Cc 5-C 6-C Ph

6a 30,42 39,49 162,06 146,14 128,55 163,36 152,87 (C)
121,66 (Co)
129,44 (Cm)
128,83 (Cp)
6b 30,80 23,7 161,84 146,54 128,01 163,42 152,79 (C)
25,34 121,80 (Co)
48,17 129,50 (C/m)
129,16 (Cpo)
6c 55,39 39,37 159,95 146,15 127,9 163,97 152,89 (C)
129,21 (C) 121,68 (Co)
114,40 (Co) 129,43 (Cm)
129,82 (Cm) 128,87 (Cp

158,77 (Cp)
6d 5536 235 159,36 146,31 127,54 163,64 152,84 (C)
129,21 (C) 24,94 121,72 (Co)
114,46 (Co) 47,56 129,42 (Cm)
128,97 (Cm) 129,38 (Cp)

158,61 (Cp)
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5. Estudo do mecanismo da sintese das azo-pirimidinas 6

De forma a elucidar o mecanismo reacional envolvido na sintese das azo-pirimidinas 6, foram
efetuados varios ensaios recorrendo a técnica de ressonancia magnética nuclear. Num primeiro ensaio,
dissolveu-se 0 azo-imidazole 4a-HNQ, em DMSO-d;, adicionou-se piperidina e analisou-se a mistura

reacional por espetroscopia de H, =C, HMQC e HMBC.

U2 Bt S

I AVAY; 7

Wb M\

5 9.0 85 8.0 75

Figura 18: Espetro de 'H RMN do azo-imidazole 4a-HNQ, com adi¢éo de piperidina (400 MHz; DMSO-d,).

Uma primeira analise do espetro de 'H RMN (Figura 18) permitiu a identificacdo de trés sinais
(singletos) a § 2,94, 3,24 e 3,43 ppm atribuidos a trés grupos metilo, 0 que sugeriu a presenca de trés
espécies distintas em solucdo. De facto, o espetro de *C RMN (Figura 19) mostrou-se bastante

complexo, apresentando 43 sinais diferentes.
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Figura 19: Espetro de *C RMN do azo-imidazole 4a-HNO, com adicao de piperidina (100 MHz; DMSO-d,).

Devido a vasta quantidade de sinais, ndo foi possivel fazer a atribuicdo de todos eles e elucidar a
totalidade das estruturas presentes. No entanto, com base nas correlacdes do espetro de HMQC foi
possivel atribuir os sinais de carbono das espécies maioritarios (Tabela 21Erro! A origem da

referéncia nao foi encontrada.).

Tabela 21: Dados espetroscopicos de *H e *C RMN da mistura obtida por reacdo do composto 4a-HNO, com a
piperidina em DMSO-d,, no tempo inicial.

Grupo funcional Su (ppm) 8c (ppm)
2,94 (s) (A) 29,89
CH, 3,24 (s) (B) 28,21
3,43 (s) (C) 29,59
2.H 7,08 (s) 123,26
6,56 (m) 116,21: 116,37: 116,80
P 6.83 (m) 111,61: 111,89; 113,15
7 08 {m) 128,51: 128,58 128,62
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Os sinais de =C correspondentes aos grupos metilo encontram-se a 6 28,21 — 29,59 ppm. Os sinais
dos protdes correspondentes ao grupo fenilo sdo todos muito proximos e surgem praticamente
sobrepostos, centrados a 8 6,56, 6,83 e 7,08 ppm. E de referir que estes valores se assemelham aos
valores de desvio quimico observados nos compostos 3, em que a unidade fenilo se encontra ligada a
uma unidade de amidrazona, ou seja, 0s trés compostos apresentam-se numa forma tautomeérica do tipo
hidrazo. Para cada um dos sinais de protdo do grupo fenilo, verificou-se a existéncia de um conjunto de
trés sinais de carbono que correlacionam a uma ligacdo (espetro de HMQC), o que esta de acordo com
a hipotese de existirem trés espécies distintas em solucdo. Adicionalmente, identificou-se um Unico
singleto a 6 7,08 ppm a correlacionar a uma ligacdo com o sinal de *C a § 129,26 ppm, sugerindo que
apenas um dos compostos possui a unidade H-C da posicao 2 do anel de imidazole. As trés espécies
desconhecidas foram designadas por A (8. 2,94 ppm), B (8. 3,24 ppm) e C (64 3,43 ppm).

A evolucao deste ensaio foi monitorizada por espetroscopia de *H RMN e, para isso, foram adquiridos
espetros de 'H imediatamente apos a amostra ter sido preparada, apds 7 horas e apds 24 horas (Tabela
22). Decorridas 7 horas, o espetro ndo mostrou alteracdes apreciaveis, mas apos 24 horas verificou-se
que o singleto a 6 7,08 ppm desapareceu e que surgiu um conjunto de sinais na zona aromatica
centrados a 6 7,35, 7,49 e 7,63 ppm, correspondentes aos sinais do grupo fenilo da azo-pirimidina 6a.
No entanto, os sinais do composto 6a sao vestigiais e os sinais dos compostos A, B e € continuam a

ser maioritarios, mesmo apos terem decorrido varios dias.

Tabela 22: Dados espetroscépicos de 'H RMN da evolucao do composto 4a-HNO; na presenca de piperidina
(400 MHz/ DMSO-d,).

Grupo funcional t0 7h 24h
2,94 (s) (A) 2,94 (s) (A) 2,94 (s) (R)
CH, 3,24 (s) (B) 3,24 (s) (B) 3,24 (s) (B)
3,43 (s) (C) 3,43 (s) (C) 3,43 (s) (C)
2.H 7,08 (s) 7,08 (s) -
6,56 (m) (A + B + C)
6,83 (m) (A+B+C)
6,56 (m) (A +B+ C) 6,56 (m) (A + B+ C) 7,08 (m) (A +B+ c)
Ph 6,83 (m) (A+B +C) 6,83 (m) (A+B +C) 7,35 (m) (6a)
7,08 (m) (A+B+C) 7,08 (m) (A +B+C) 7,49 (m) (6a)
7,63 (m) (6a)
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Realizou-se uma repeticdo deste ensaio, utilizando as mesmas condicdes de reagentes e solventes.
No entanto, apos 24 horas, verificou-se a existéncia de uma Unica espécie em solucdo que apresentou
o singleto do grupo metilo a 6 2,94 ppm (composto A). Esta espécie foi caracterizada por espetroscopia
de =C RMN e os dados espetroscopicos encontram-se resumidos na Tabela 23Erro! A origem da

referéncia nao foi encontrada..

Tabela 23: Dados espetroscdpicos de 'H e =*C RMN da evolucao do composto 4a-HNO; na presenca de piperidina
(400MHz/ DMSO-d,), apos 24 horas.

Grupo funcional 8u

8¢

CH, 2,94 (3H; s) 29,33
111,93

6,55 (1H; t; /=7,2Hz) 116,85

Ph 6,83 (2H; d; /= 8,8Hz) 128,54
7,07 (2H; t;, J=7,6H2) 147,81

24,29
24,04
24,68
24,73
Piperidina 2?? 25,83
26,31
46,56
46,84
48,70

NH 7,83 (1H; s) -

87,68
144,08
147,81
162,16
171,75

Carbonos quaternarios —

O espetro de DEPT 135 permitiu identificar os sinais de carbono correspondentes a piperidina. Como
a reacao foi preparada dentro do tubo de RMN, existe excesso do reagente piperidina livre em solucéo.
A piperidina livre deve apresentar apenas 3 sinais no espetro de =C RMN. Assumindo que uma unidade
de piperidina entra na molécula principal do espetro, seria entdo de esperar que se observassem, no
total, 6 sinais dos carbonos de piperidina. No entanto, verifica-se a existéncia de um total de 9 sinais de
C RMN que podem ser atribuidos a trés unidade de piperidina. Isto leva-nos a propor que, para além
da piperidina livre em excesso, existem duas unidades de piperidina ligadas a molécula.

Quanto a unidade central, verificou-se que os sinais dos carbonos quaternariosa 8 162,16 e 171,75

ppm correlacionam no espetro de HMBC com os protdes do grupo metilo. Adicionalmente, o sinal a 6
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162,16 ppm correlaciona com o sinal de 'H RMN a & 3,17 ppm, que pertence a uma unidade de
piperidina. Para além disso, verifica-se a presenca de um sinal de carbono quaternario a & 87,68 ppm,
compativel com um sinal de um atomo de carbono sp* e que correlaciona com o sinal de *H RMN a &
2,30 ppm, pertencente & segunda unidade de piperidina.

Observou-se ainda que o protdo NH centrado a 6 7,83 ppm correlacionou a 2 ou 3 ligacées com 0s
sinais de carbono observados a 6 111,93, 144,08 e 147,81 ppm. Uma vez que o carbono quaternario
a & 147,81 ppm correlacionou a 2 e 3 ligacdes com 0s sinais do anel aromatico a 6 6,83 e 7,07 ppm,
respetivamente, foi atribuido ao atomo de C/jpso do anel de benzeno. Adicionalmente, foi possivel
observar uma pequena correlacéo (a 4 ligacoes) com o protdo para do anel aromatico a 6 6,55 ppm.
Deste modo, este conjunto de sinais revela a presenca de uma unidade de Mfenilcarboxamidrazona.

Tendo em conta todos estes dados, foi proposta a estrutura representada na Figura 20 para o

composto A. Na mesma figura sdo também propostas as estruturas para as espécies B e C.

2,94 (3H; s) 3,24 (3H; s)
29,93 28,23
162,16 171,75 | 14504 560 2H; sl
G 'YIe ( )
N N.__NH 2,85 135 83 |
108 10
e j]/ 51,60 5,47 (2H; sl)
2870 087,68 N 146, 38
H,N \ NH»2,30 777 (1H; s)
144,08' N 6.80 (2H:d) 148 20
/ 111,66
7,83 (1H; s) HN 6,83 (2H;d; J=8,8Hz) ’
147 81 111,93 7,09 (2H; 1)
' 7,07 (2H; t; J=7,6Hz) 128 6,54 (1H: t
128,54 16
6,55 (1H; t; J=7,2Hz)
Composto A 116,85 Composto B

3,43 (3H; s)
29,62

e
N>/ PINH, 5,59 (2H; s))

7,08 (1H; s)
12030 Q|
N NH,
113,15 [[ 144,04
N 7,82 (1H; s
@ NH M2
147.8 6,83 (2H:d; J=8,8Hz)
111,93
7,07 (2H; t; J=7,6Hz)
128,54
6,55 (1H; t; J=7,2HZz)
116,85

Composto C

Figura 20: Dados espetroscopicos de 'H RMN (400MHz/ DMSO-d,) e *C RMN (100MHz/ DMSO-d.) e proposta de estrutura
para os compostos A, B e C.
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Quanto a espécie C, verificou-se que os seus dados de RMN comparavam com os dados da
amidrazona 3a protonada, tal como representado na Figura 20, uma vez que esta estrutura ja tinha
sido isolada em trabalhos anteriores. A proposta da estrutura B resultou dos dados obtidos na experiéncia
que a seguir se descreve.

Assim, realizou-se ainda um outro ensaio em que se dissolveu o azo-imidazole 4a-HNQ, em DMSO-
d. e se adicionou piperidina, mantendo a solucao sempre em contacto com uma atmosfera inerte de N,
para eliminar a interferéncia do oxigénio. Nestas condicdes, verificou-se que a espécie B era a espécie
maioritaria do espetro, observando-se apenas alguns vestigios das espécies A e C.

Com base neste resultado, foi possivel identificar os sinais de RMN correspondentes a esta espécie.
A analise de 'H e =C RMN revelou que esta espécie se assemelhava a uma estrutura de pirimidina, dado
que tinha perdido o protao 2-H e o grupo metilo observado a & 3,24 ppm correlacionava a trés ligacoes
com dois sinais de carbono a & 135,83 e 145,09 ppm. Por outro lado, este ultimo carbono (& 145,09
ppm) também correlacionava a trés ligacdes com os protdes metilénicos da unidade de piperidina
observados a 6 2,85 ppm. Além disso, os sinais de protdo e de carbono do grupo fenilo apresentavam
desvios tipicos de uma unidade de fenil-hidrazona, em vez de azobenzeno, tal como comprovado pela
presenca de um sinal NH a & 7,76 ppm que correlaciona com os carbonos /jpsoe ortodo anel de benzeno
e com um carbono tipico de uma unidade de amidina a & 146,38 ppm. E de salientar ainda a presenca
de dois sinais largos a 8 5,5 — 5,6 ppm, que integram para mais de dois protdes, sugerindo a presenca
de dois grupos NH,. Combinando estes dados com o facto desta espécie ter sido detetada na auséncia
de oxigénio, suspeitou-se que esta espécie poderia ser um intermediario formado numa etapa anterior
ao passo final da oxidacao que da origem a sintese da azo-pirimidina 6b, tal como proposto no esquema
seguinte (Esquema 23). Assim, foi-lhe atribuida a estrutura B (Figura 20), dado que este composto

deve corresponder a forma maioritaria do equilibrio tautomeérico em que deve estar envolvida.
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Esquema 23: Tautomerismo do composto B.

Com base nas evidéncias dos estudos cinéticos, concluiu-se entdo que a espécie B era favorecida
na auséncia de oxigénio, enquanto que a formacdo da espécie A parece estar relacionada com a
presenca de oxigénio. Por outro lado, dado que a formacao destas duas espécies foi muito rapida, estas
reacdes devem envolver um intermediario extremamente reativo, muito sensivel ao oxigénio do ar e capaz
de evoluir por duas vias distintas, consoante esta na presenca ou auséncia de oxigénio. Considerando
ainda que tanto as espécies A e B como as azo-pirimidinas 6 perderam o protdo 2-H presente no azo-
imidazole percursor (4a), suspeitou-se que o intermediario reativo comum deveria corresponder a um

carbeno, tal como proposto no Esquema 24.
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Esquema 24: Primeira parte do mecanismo reacional proposto para a reacéo entre o azo-imidazole 4a e a piperidina.

Assim, por adicao da amina secundaria ao azo-imidazole 4a-HNO,, forma-se 0 azo-imidazole neutro

4a, o qual deve estar em equilibrio com a sua forma tautomérica 4a’ devido a possibilidade de

conjugacao do anel de imidazole com a unidade do azobenzeno. Talvez devido a contribuicao da espécie

dipolar 4a’’, ou ao equilibrio com a forma protonada, pode ocorrer ataque da amina secundaria ao

carbono da posicao 2 do anel de imidazole para gerar um intermediario tetraédrico ciclico (caminho a).

Por outro lado, uma vez que sais de imidazole também podem formar carbenos, atendendo a natureza

dipolar do azo-imidazole de partida podera também admitir-se um mecanismo alternativo (caminho 5)

em que o protdo 2-H pode ser perdido em meio basico, originando um carbeno ciclico (intermediario
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I). Seguidamente, este carbeno pode ser atacado pela amina secundaria para dar o produto tetraédrico

ja referido, desta vez como resultado da reacao de insercao desta unidade.

Na etapa seguinte, este intermediario tetraédrico devera sofrer facilmente abertura de anel para

gerar uma formamidina muito reativa. Por seu lado, a presenca da carga positiva nesta formamidina

torna o protdo muito acidico, favorecendo a formacdo de um diaminocarbeno aciclico (intermediario

I) que corresponde as caracteristicas de reatividade observadas no estudo realizado. Uma vez que os

aminocarbenos podem sofrer ndo s reacoes de insercao com aminas através de um mecanismo ionico,

mas também reacdes de oxidacdo na presenca de oxigénio [70], podera admitir-se que o intermediario

Il reagira assim por duas vias (caminho @ e caminho 4), de acordo com 0 mecanismo proposto no

Esquema 25.
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Esquema 25: Mecanismo reacional proposto para a formacao das espécies A e B, na auséncia e na presenca de O,

respetivamente.
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No Esquema 25 encontra-se descrito o mecanismo reacional proposto para a reacdo do
diaminocarbeno na presenca de oxigénio (caminho a). Este intermediario podera reagir com a molécula
de oxigénio para dar um 6xido que pode ciclizar intramolecularmente com formacdo de um peroxido
ciclico. De seguida, a molécula pode sofrer um ataque nucleofilico por parte da piperidina em excesso
e/ou da agua presente no meio, ocorrendo a abertura do anel e formacao de um grupo carbonilo.

Durante o processo de otimizacao da sintese das azo-pirimidinas 6 verificou-se que alguns dos
sélidos isolados nas reacdes efetuadas sob condicdes normais de atmosfera (ou seja, na presenca de
oxigénio) se encontravam contaminados com o composto posteriormente identificado como sendo o

composto A, como se pode ver na Figura 21. Esta evidéncia suporta o mecanismo proposto.
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Figura 21: Espetro de 'H RMN (400MHz/ DMSO-d,) da azo-pirimidina 6b (indicado a azul) contaminada com o composto A
(indicado a vermelho).
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No Esquema 25 encontra-se ainda descrito o mecanismo reacional proposto para a reacao do
diaminocarbeno sob atmosfera inerte de N,(caminho 4). Na auséncia de oxigénio, o diaminocarbeno

sofre um ataque nucleofilico intramolecular por parte do nitrogénio do grupo amino, dando origem a um
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anel de pirimidina ligado a um grupo azo. Esta molécula encontra-se em equilibrio tautomérico com a
sua forma hidrazo, que corresponde a estrutura do composto B.

Como se verificou na seccao 4.2.1, a presenca de oxigénio na mistura reacional deve favorecer o
passo final da reacéo, ja apresentado no Esquema 24, uma vez que promove a oxidacao que da origem
a azo-pirimidina 6b. Este passo pode contribuir para a formacéo da espécie €, tal como representado

no Esquema 26.

Composto B Azo-pirimidina 6b
Me
N__NH2 Me Me
QO " N_ _NH N NH,
N / 2 <\ o <\ |
N N NH> N NH
NH N. N.
N N
Amid 3a
+H* midrazona Azo-imidazole 4a
Amidrazona 3a.H*

Esquema 26: Mecanismo reacional proposto para a regeneracdo da amidrazona 3a durante a reacéo de formacao da azo-
pirimidina 6b.

Estes mecanismos permitem racionalizar porque € que quando a reacao € realizada na presenca
de O, da origem aos compostos A + B + C, enquanto que se realizada em atmosfera inerte de N, da
origem a apenas o composto B. Além disso, justificam ainda a formacao do dimero 5, uma vez que uma
vez regenerada a amidrazona na mistura reacional esta molécula pode funcionar como base e como

amina secundaria originando a estrutura dimérica (5).
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6. Espetroscopia de UV-Vis

Os compostos descritos nas seccdes anteriores sdo altamente corados, apresentando cores que
variam entre o vermelho, azul e roxo. De forma a estudar as propriedades colorimétricas destas
moléculas, recorreu-se a técnica de espetroscopia de UV-Vis. Foram determinados os comprimentos de
onda de absorcdo maximos (Amax) na regido da luz visivel (entre 350 e 700 nm) em diferentes solventes
(dgua, etanol, acetonitrilo, tetra-hidrofurano e diclorometano) para estudar a influéncia do
solvente/estrutura nos espetros de UV-Vis (Tabela 24). Como o objetivo deste trabalho é o estudo das
propriedades colorimétricas, apenas se teve em conta as bandas de absorcao entre os 350 e 700 nm
para a determinacdo dos coeficientes de absortividade molar (€), uma vez que sdo as alteracdes
verificadas nesta regido que sao responsaveis pelas cores observadas para as diferentes moléculas em
diferentes condicoes.

Foi também realizado o estudo da influéncia do pH nas cores observadas para estes compostos,
seguindo o método de Ossowski ef al. [71]. Foram preparadas solucdes dos compostos em H,O ou
H.0/EtOH (80:20) e o pH foi modificado por adi¢des sucessivas de 50 uL de HCI 0,1 M (para ver o efeito
do meio acido) ou de NaOH 0,1 M (para ver o efeito do meio basico). Apds cada adicdo, o pH foi medido

com um elétrodo de pH e o respetivo espetro de absorvancia de UV-Vis foi imediatamente adquirido.

Tabela 24: Dados espetroscopicos de UV-Vis para os compostos estudados (A, em nm e €, em M*.cmi).

Solventes
Comp. H,0 EtOH ACN THF DCM
A € A, € A € A, € A, €
4a.HNO, 491 | (58:02)x10° | 508 | (68:06)x10° |504 | (64:0,1)x100 | —
4b-HNO, 493 | (7,8+0,4)x10° | 504 | (7,7+0,1)x10° | 502 | (9,07 +0,06)x10° | — 509 | (10,7 0,510
4c-HNO, 500 | (6,8+0,3)x10° | 514 | (7,20+0,05)x10° | 506 | (7,42 +0,05x10° | — 5og | (99+02)x10
5 - 584 | (10,8+0,3)x10° | 581 | (14,30+0,04)x10° | 591 | (14,6+02)x10+ | 581 | (11.2%0.7)x10:
6a - 552 | (164+04)x10° | 558 | (22,0+08)x10° | 560 | (2,17 +0,06)x10 | 556 | (2%1%0.9)x10°
6b - 552 | (9,5+02)x100 |558 | (162+05)x100 |563| (151+02)x10 |557 | (22+1)x10°
6c - 551 | (173:06)x10° [ 555 | (264+03)x10° |560 | (79:04)x10- |554 | (3110
6d - - 553 | (169+02)x10° | 557 | (252:03)x10° |562 | (25+1)x100 | 566 | (209%08)x10




6.1. Azo-imidazoles 4-HNO.
Foram tracados os espetros de UV-Vis dos azo-imidazoles 4-HNQ, em solventes de diferente
polaridade para averiguar se estes compostos apresentam propriedades solvatocromicas. Investigou-se

ainda o efeito da influéncia do pH nas suas propriedades colorimétricas.

6.1.1. Efeito do solvente no espetro de UV-Vis dos azo-imidazoles 4-HNO,

O efeito do solvente nos espetros de UV-Vis dos azo-imidazoles 4-HNO, foi estudado para a agua, o
etanol, o acetonitrilo e o diclorometano. Estas moléculas sao pouco soliveis em THF e, por isso, ndo se
estudou o efeito deste solvente. O composto 4a-HNO, também é pouco soluvel em diclorometano, pelo

que apenas se estudou o efeito da agua, do etanol e do acetonitrilo.
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Figura 22: Espetros de UV-Vis: efeito do solvente na absorvancia dos azo-imidazoles 4a-HNO, (a); 4b-HNO, (b); 4c-HNO,
(c) (dados de absorvancia normalizados pelo valor de absorvancia no Amax).
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Estes compostos dao origem a solucdes de tons vermelhos e apresentam bandas de absorcdo na
regiao de radiacao visivel, entre 491 e 528 nm. Como se pode ver pela Figura 22, o efeito do solvente
no valor do Amax € pouco evidente. De uma forma geral, observa-se um pequeno desvio batocromico
quando se diminui a polaridade do solvente utilizado. Assim, os menores valores de Amax foram
registados para o solvente mais polar, a agua (491, 493 e 500 nm), em todos os compostos. Em
contrapartida, os compostos 4b-HNO, e 4¢c-HNO, apresentaram os valores de Amax mais elevados
guando analisados em diclorometano (509 e 528 nm, respetivamente), o solvente de menor polaridade.
Os valores de Amax registados em etanol e acetonitrilo foram intermédios, verificando-se resultados muito
semelhantes para os compostos 4a-HNO, e 4b-HNO, (respetivamente, 508 e 504 nm em etanol, 504
e 502 nm em acetonitrilo).

Em termos do coeficiente de absortividade molar (g), verificou-se um efeito hipercrémico com a
diminuicao da polaridade do solvente, uma vez que os valores de € observados sao, de uma forma geral,
superiores para os solventes de menor polaridade. Assim, para os solventes estudados, o menor valor
de € foi registado em agua para o composto 4a-HNO, (5,8x10: M*-.cm?), enquanto que o maior valor
(10,7x102 M*-cm?) foi registado para o composto 4b-HNO, em diclorometano.

Com base nos resultados obtidos, pode concluir-se que estes compostos apresentam apenas um

ligeiro solvatocromismo, diminuindo a intensidade da cor com o aumento da polaridade do solvente.

6.1.2. Efeito do substituinte R' no espetro de UV-Vis dos azo-imidazoles 4-HNO,

Para os trés compostos estudados, verifica-se que os comprimentos de onda de absorcdo maximos
sao superiores, em todos os solventes, para o composto 4¢c-HNO,, com R: = Cp. Para os compostos
4a-HNO, ¢ 4b-HNO,, verifica-se que os valores de Amax S80 muito semelhantes.

Em contrapartida, os maiores coeficientes de absortividade molar (€) sdo observados para o
composto 4b-HNO,, que apresenta um substituinte em R aromatico (Rt = Ar(p)OMe), enquanto que os
compostos alifaticos, 4a-HNO, e 4c-HNO, apresentam os menores valores. No entanto, é de referir que
os valores para R* = Me sdo sempre inferiores aos valores obtidos para R* = Cp. Deste modo, pode
concluir-se que a presenca de um substituinte arilico em N1, produz um ligeiro efeito de intensificacao

da cor vermelha destes compostos.
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6.1.3. Efeito do pH no espetro de UV-Vis dos azo-imidazoles 4-HNO,

Para cada um dos azo-imidazoles 4-HNO, foi preparada uma solucdo em H,O, o pH inicial foi

registado e adquiriu-se o espetro de UV-Vis. Em seguida, fizeram-se adicdes sucessivas de 50 uL de

NaOH 0,1 M, sendo que o pH e espetros de UV-Vis foram registados apds cada uma destas adicoes.

Como podemos verificar pela Figura 23, o aumento da basicidade do meio leva a uma diminuicao
sucessiva dos valores de absorvancia nas bandas de absorcdo de Amax a 491, 493 e 500 nm, para os
compostos 4a-HNO,, 4b-HNO, ¢ 4c-HNO., respetivamente. Este efeito hipocrémico resultante do
aumento do pH traduz-se na diminuicao da intensidade da cor das solucdes, como se pode ver pela
Figura 24. O vermelho intenso verificado para os valores de pH iniciais (5,59; 6,10 e 5,31) diminui

gradualmente com a adicdo de NaOH, até se observarem solucdes praticamente incolores para valores

de pH
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Figura 23: Efeito da variacéo do pH nos espetros de UV-Vis dos compostos 4-HNO.,.
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Figura 24: Efeito da variacdo do pH na cor da solucdo aquosa dos compostos 4-HNO,n.

Estes resultados demonstram que estes compostos apresentam propriedades halocromicas, uma

vez que apresentam cor vermelha em meio acido e ficam incolores a medida que o pH do meio aumenta.

6.2. Dimero 5
Foram tracados os espetros de UV-Vis do dimero 5 em solventes organicos de diferente polaridade
e em misturas hidro-alcoolicas com pH variavel, de modo a averiguar efeitos de solvatocromismo e/ou

halocromismo nas propriedades colorimétricas destes compostos.
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6.2.1. Efeito do solvente no espetro de UV-Vis do dimero 5

Os solventes utilizados para o estudo das propriedades colorimétricas do composto B foram o etanol,
0 acetonitrilo, o THF e o diclorometano. Este composto da origem a solucdes de tons azuis e 0 seu
espetro de absorcao no UV-Vis apresenta bandas de absorcao entre os 581 e 591 nm. Como se pode
verificar pela Figura 25, os valores de Amax S80 muito semelhantes para os diferentes solventes, uma
vez que se registaram valores de 581 nm para o acetonitrilo e para o diclorometano, e de 584 nm para
o etanol. Quando se utilizou THF, verificou-se um ligeiro desvio batocrémico, dado que 0 Amax deslocou-
se para 0s 591 nm.

Os coeficientes de absortividade molar sdo inferiores para o etanol e o diclorometano, (10,8x10: M
remt e 11,2x10: Mt-cm¢, respetivamente), e superiores para o acetonitrilo e THF, (14,30 x10: Mt-cm* e

14,6x10: M+.cm?, respetivamente).
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Figura 25: Efeito do solvente no espetro de UV-Vis do composto 5 (dados de absorvancia normalizados pelo valor de
absorvancia no Amax).

6.2.2. Efeito do pH no espetro de UV-Vis do dimero 5

Uma vez que o composto B nao é soluvel em agua, para analisar o efeito da adicdo de acido e de
base, prepararam-se duas solucdes numa mistura de H,0/EtOH (80:20). Em seguida, uma das solucdes
foi acidificada através de adicdes sucessivas (50 uL) de HCI 0,1 M, enquanto que a outra solucdo sofreu

adicoes sucessivas de NaOH 0,1 M pelo mesmo procedimento. Na Figura 26 encontram-se os espetros
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de UV-Vis adquiridos para estas solucdes apds cada variacao de pH, e na Tabela 25 encontram-se

resumidos os valores de Amax € respetiva absorvancia para cada um dos valores de pH.

Titulagdo com HCl do composto 5 1,2 Titulagdo com NaOH do composto 5

[ary

0.9 6,55 —362 6,42 7,02
J 4,30 4,00 1 ! 7,61 8,85
0,8 |f — 3,68 — 3,51 ' 9,45 9,72

— 3 D0
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Figura 26: Efeito da variacao do pH no espetro de UV-Vis do composto 5.

Tabela 25: Dados de comprimento de onda maximo de absorcao (A,,, em nm) e respetivo valor de absorvancia
(Abs.) para solucdes do composto B em EtOH/H,0 (80:20) a diferentes valores de pH.
Titulacao com NaOH

Titulacdo com HCI

pH Amax Abs. pH Amax Abs.

6,55 591 0,329 6,52 591 0,335
5,62 586 0,322 7,02 569 0,525
4,30 564 0,317 7,61 567 0,537
4,00 553 0,320 8,85 567 0,582
3,68 544 0,326 9,45 566 0,588
3,51 539 0,329 9,72 566 0,585
3,26 539 0,328

Na titulacdo com HCI, verificou-se que a diminuicéo do pH do meio provoca um desvio ipsocrémico,
uma vez que o comprimento de onda de absorcdo maximo se desloca de 591 nm (a pH = 6,55) para
539 nm (a pH = 3,26), o que se traduz numa variacdo de cor do azul para violeta (Figura 27). O
aumento da acidez do meio nao teve qualquer efeito na intensidade da cor, dado que os valores de

absorvancia se mantiveram constantes (entre 0,317 - 0,329).
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A titulacao com NaOH também provocou um ligeiro desvio ipsocromico, dado que os valores de Amax
se deslocaram de 591 nm (a pH = 6,52) para 566 nm (a pH = 9,72). Adicionalmente, verificou-se um
efeito hipercromico com o aumento do pH do meio, uma vez que os valores de absorvancia aumentaram
de 0,335 (a pH = 6,52) para 0,585 (a pH = 9,72), ou seja, verificou-se um aumento da intensidade da
cor (Figura 27).

Solugdo
Titulagdo com NaOH inicial Titulagdo com HCI

Figura 27: Efeito do pH na cor da solugdo do composto 5 em EtOH/H,0 (80:20).

Estes resultados mostram que este composto ndo apresenta solvatocromismo. Verifica-se, no
entanto, um halocromismo apreciavel, dado que exibe cor azul em meio moderadamente acido, mas
ocorre uma mudanca para violeta acompanhada de um aumento da intensidade da cor em meio alcalino.
Contudo, em meio fortemente acido, verifica-se aparecimento de cor uma mais rosada que vai
diminuindo de intensidade a medida que o pH aumenta. Este comportamento irregular em meio muito
acido sugere que a molécula deve ser instavel a este pH, sofrendo transformacdes quimicas que afetam
drasticamente as suas propriedades colorimétricas. No entanto, ndo foi ainda possivel obter dados que

comprovem quais as transformacdes quimicas que estdo a acontecer.

6.3. Azo-pirimidinas 6

Foram avaliadas as propriedades colorimétricas das azo-pirimidinas 6 na regidao do UV-Vis em
solventes de diferente polaridade. Os solventes utilizados neste estudo foram o etanol, o acetonitrilo, o
THF e o diclorometano e verificou-se que estes compostos dao origem a solucdes altamente coradas de
tons violeta. Com base nas evidéncias experimentais que foram surgindo ao longo do trabalho, estes
compostos sofrem alteracdes de cor em meio acido e basico e, por isso, investigou-se ainda a influéncia

do pH nas propriedades colorimétricas.
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6.3.1. Efeito do solvente no espetro de UV-Vis das azo-pirimidinas 6

Como se pode verificar pelos dados apresentados na Tabela 24, os valores de Amax nos diferentes
solventes sdo muito semelhantes para os compostos estudados, variando entre 551 nm, para o
composto 6¢ em etanol, e 563 nm para o composto 6b em THF. Apesar de ser uma diferenca quase
impercetivel, as quatro moléculas apresentam uma tendéncia para um desvio batocromico de acordo
com a seguinte ordem de solventes: etanol < diclorometano < acetonitrilo < THF.

Verificou-se ainda um efeito hipercrémico do diclorometano para todos os compostos, dado que os
maiores valores de € para todos os compostos foram registados com este solvente. Para os compostos
6a e 6¢, o THF produziu um efeito hipocrémico, uma vez que os valores de absortividade molar para

estes compostos neste solvente sdo 10x inferiores aos valores determinados para os restantes solventes.

6.3.2. Efeito dos substituintes R: e R2 no espetro de UV-Vis das azo-pirimidinas 6

A variacado dos substituintes em R' e Rz ndo produz alteracdes ao nivel do comprimento de onda de
absorcao maxima, uma vez que, para o0 mesmo solvente, a variacdo de Amax entre as diferentes azo-
pirimidinas 6 é de apenas 2 — 3 nm.

No entanto, verifica-se a existéncia de uma influéncia dos substituintes em termos de absortividade
molar. Para o etanol, acetonitrilo e diclorometano, os valores de € aumentam de acordo com a seguinte
ordem de compostos: 6b < 6a < 6d < 6¢. Assim, quando o substituinte em R' = Ar(p)OMe (azo-
pirimidinas 6¢ e 6d), verifica-se um efeito hipercromico em relacao aos compostos com R = Me (azo-
pirimidinas 6a e 6b). O substituinte em Rz também provoca alteracdes em €, dado que para Rz = N(CH,),
0s valores aumentam em comparacao com os compostos com Rz = NC;H,,. Para esta pequena amostra
de quatro compostos 6, e para os substituintes estudados, é possivel afirmar que a influéncia de R* é
superior a influéncia de Rz, nestes trés solventes. Curiosamente, ndo foi observado este padrdo quando
se utilizou THF como solvente. Neste caso, os valores de € aumentam de acordo com a seguinte ordem
de compostos: 6a < 6¢ < 6b < 6d. Apesar de se verificar a mesma tendéncia de aumento dos valores
de absortividade molar quando Rt = Ar(p)OMe, a influéncia do substituinte em Rz é superior, e inversa ao
observado nos outros solventes: quando Rz = N(CH), verifica-se um efeito hipocromico em comparacao

com o0s compostos com Rz = NC;H,o.
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6.3.3. Efeito do pH no espetro de UV-Vis das azo-pirimidinas 6

As azo-pirimidinas 6 ndo sdo solUveis em agua e, por isso, foram preparadas duas solucdes para

cada um dos compostos utilizando uma mistura de H,0/EtOH na proporcdo de 80:20 como solvente.

Foi seguido o mesmo procedimento descrito para o composto B, em que se realizou uma titulacédo com

HCIl e uma titulacdo com NaOH para cada um dos compostos. Na Figura 28 encontram-se os espetros

de UV-Vis adquiridos para cada um dos compostos, para cada valor diferente de pH registado. Na Tabela

26 encontram-se resumidos os valores de Amax € respetiva absorvancia para cada um dos valores de
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Figura 28: Efeito da variacdo do pH nos espetros de UV-Vis das azo-pirimidinas 6.
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Tabela 26: Dados de comprimento de onda maximo de absorc¢éo (A,.., em nm) e respetivo valor de absorvancia
(Abs.), para diferentes valores de pH, das solucdes de EtOH/H,0 (80:20) das azo-pirimidinas 6.

6a 6b 6c 6d

pH Amax Abs. pH Amax Abs. pH Amax Abs. pH Amax Abs.

10,13 541 1,232
9,31 540 1,778 9,75 541 1,268
8,96 540 1,829 9,37 541 1,299
8,52 541 1,864 9,05 542 1,333
7,84 541 1,845 851 542 1,357
7,86 543 1,278

951 538 0,788 970 542 0857
888 539 0819 893 542 089
824 539 0,831 804 543 0911
748 540 0840 7,49 543 0,934
671 541 0805 680 544 0915

si‘:"i‘;‘i;:f 708 553 1454 7,09 550 1,148 658 554 0,726 598 571 0792
580 562 0,996

517 562 0981 623 574 0669 477 575 0760
462 562 00969 460 575 0664 400 575 0./90
424 562 0962 418 575 0658 38 574 0749
394 562 00947 382 575 0651 353 574 0726
355 561 0930 333 575 0628 320 573 0699

3,16 561 0,897

6,35 561 1,252
5,65 561 1,217
4,41 560 1,187
4,07 559 1,163
3,90 559 1,140
3,37 559 1,094

De uma forma geral, verifica-se que a titulacdgo com HCI provocou um desvio batocrémico e
hipocromico. O desvio batocromico € pouco evidente para os compostos 6a, 6b e 6d, dado que 0 Amax
varia entre 553 - 561 nm, 550 - 562 nm e 571 - 575 nm, respetivamente. No entanto, para o composto
6¢ verifica-se um desvio do comprimento de onde de absorcdo maximo de 554 nm para 575 nm. Este
efeito traduz-se numa alteracdo da cor das solucbes do violeta para o azul (Figura 29). O efeito
hipocrémico ¢ mais pronunciado para os compostos 6a e 6b (R = Me), uma vez que os valores de
absorvancia variam entre 1,454 — 1,094 e 1,148 - 0,897. Para os compostos 6¢ e 6d (R' = Ar(5)OMe)
a absorvancia varia entre 0,726 - 0,628 e 0,752 - 0,699, respetivamente.

Na titulacado com NaOH, verificou-se uma tendéncia geral para a existéncia de um desvio ipsocrémico
e hipercromico. O desvio batocrémico é pouco evidente para os compostos 6a, 6b e 6¢, dado que o
Amax varia entre 553 — 540 nm, 550 - 541 nm e 554 — 538 nm, respetivamente. No entanto, para o
composto 6d verifica-se um desvio do comprimento de onde de absor¢cado maximo de 571 nm para 542
nm. Este efeito traduz-se numa alteracdo da cor das solucdes do violeta para um tom magenta/purpura

(Figura 29).
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Solugdo
Titulagdo com NaOH inicial Titulagdo com HCI

Figura 29: Efeito do pH na cor das solugdes das azo-pirimidinas 6 em EtOH/H.0 (80:20).

Com base nestes resultados pode concluir-se que, apesar de nao apresentarem solvatocromismo
apreciavel, estes compostos representam uma familia de azo-pirimidinas com propriedades
colorimétricas muito invulgares. Absorvem luz de comprimentos de onda bem mais elevados do que os
as azo-pirimidinas encontradas na literatura, exibindo cores muito intensas que variam entre purpura e
azul. Para além disso, verifica-se um halocromismo muito pronunciado, que parece ser favorecido pela
presenca de substituintes arilicos em N1 do anel de pirimidina.

Na tentativa de entender a base estrutural para este halocromismo, avaliou-se por espetroscopia de
'H RMN o efeito da adicao de acido trifluoroacético (TFA) e de trietilamina & azo-pirimidina 6a dissolvida

em DMSO-d.. Os dados obtidos encontram-se resumidos no esquema seguinte (Esquema 27).
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3,33 (3H; s) 3,47 (3H; s)
3,20 (6H: ) Me Me 3,08 (6H; s) Me Me H

+TFA
Y NH 8,89 (1H; s) (DMSO-dg) Me _N \|/ N@ 8,66 (2H; sl)
[
D ——
NH2 531 (2H; sI) + EtsN NH3 745 (2H; sl)
N o (DMSO-dg) N .
7,61 (2H:d) 7,96 (2H: m)
7,49 (2H: 1) 7,62 (2H; m)
7,34 (1H; ) 7,62 (TH:m)
6a 6a.H*

Esquema 27: Avaliacdo do efeito pH na estrutura da azo-pirimidina 6a por espetroscopia de *H RMN: desvios quimicos
obtidos apds adicao de acido trifluoroacético (TFA) e de trietilamina (Et.N) em DMSO-d; proposta das estruturas responsaveis
pela variacdo de cor de pupura para azul quando ha diminuicdo do pH.

Os dados de espetroscopia de *H RMN mostram que os sinais dos protdes do azobenzeno ficaram
desprotegidos, indicando que este grupo permanece na forma azo. Pode ainda verificar-se que o desvio
quimico do grupo metilo aumenta de & 3,33 para 3,47 ppm, enquanto que o grupo dimetilamino diminui
de & 3,20 para 3,08 ppm. Particularmente relevante é o desvio do grupo 5-amino, que aumenta de o
5,31 para 7,45 ppm, enquanto que o protdo iminico observado a ¢ 8,89 ppm na forma neutra da lugar
a uma banda larga que integra para cerca de dois protdes & 8,66 ppm. Com base nestes resultados
propde-se que a protonacdo ocorre no nitrogénio iminico, aumentando o efeito retirador da unidade de
pirimidina, que se traduz num desvio da absorcdo para comprimentos de onda mais longos (desvio para

o vermelho).
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7. Resultados dos Testes Biologicos como Antimicrobianos

Em trabalhos anteriores verificou-se que as amidrazonas 3 possuem uma potente atividade
antimicrobiana [65], [66]. No sentido de elucidar o seu mecanismo de acao, foram preparadas mais
amostras dos compostos 3 para 0s ensaios biolégicos realizados no Laboratério de Microbiologia da
Faculdade de Farmacia do Porto pelo grupo da Professora Eugénia Pinto. Os resultados obtidos
demonstraram que a atividade antifingica destas amidrazonas deve-se sobretudo a producao de
espécies reativas de oxigénio [72].

Uma vez que ao longo deste trabalho foi estudada a oxidacdo destas amidrazonas (3) e foram
isolados produtos resultantes dessa oxidacao, o azo-imidazole 4a, o dimero B e a azo-pirimidina 6a
foram também submetidos para avaliacdo da sua atividade antimicrobiana. Os resultados obtidos s&o

apresentados na Tabela 27 em conjunto com os dados da amidrazona correspondente 3a.

Tabela 27: Resultados dos testes preliminares quantitativos antibacterianos e antifungicos dos compostos 3a-
6a.

Amidrazona 3a Azo-imidazole 4a Azo pirimidina 6a
MIC MLC MIC MLC MIC MLC
peml)  Gem)  @gmy P gmy g/m
C. albicans 32-64 64-128 64 >256 32 64
ATCC
C. krusei ATCC 4-8 4-8 16 64 4 4
S. aureus ATCC 256 >256 >256 >256 128 >256

(MIC - concentracéao inibitdria minima; MLC - concentracao letal minima).

Estes resultados mostram que o azo-imidazole 4a e a azo-pirimidina 6a sao muito ativos em C.
albicans e C. krusel, embora menos ativos em S. aureus.

Com base nestes dados, pode concluir-se que estas duas classes de compostos azo sdo bons
candidatos para serem estudados como novos agentes antimicrobianos, evidenciando a sua

potencialidade para o desenvolvimento de aplicacdes téxteis em pensos antimicrobianos.
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3. PARTE EXPERIMENTAL



1. Equipamentos e Reagentes

Os espetros de ressonancia magnética nuclear foram registados no aparelho Bruker Avance Il 400
e foi utilizada uma frequéncia de 400 MHz para 'H e de 100,6 MHz para ®:C, utilizando o pico do solvente
como referéncia interna a 25°C. Os desvios quimicos estao representados em ppm, usando &, Me,Si =
0 ppm como valor de referéncia e as constantes de acoplamento (J sdo apresentadas em Hz. A
atribuicao dos sinais para 'H e =C foi realizada com base nos desvios quimicos, multiplicidade dos sinais
e valores de J/dos sinais observados, incluindo os espetros de correlacao 'H — =C (HMQC e HMBC). Foi
utilizado o DMSO deuterado como solvente.

As reacoes foram monitorizadas por TLC (7hin Layer Chromatography) em placas de gel de silica 60
com indicador de fluorescéncia UV254 (Macherey-Nagel).

Os pontos de fusao foram determinados num aparelho Stuart cat.SMP3.

As massas dos solidos utilizados para preparar as solucdes padrdo foram medidas numa micro-
balanca Sartorius Micro (+ 0,001 mg). As solucdes foram preparadas em baldes volumétricos de (10 +
0,025) mL, e os volumes iniciais () foram medidos com uma micro-pipeta de 1000 L.

Os espetros de UV-Vis foram registados no aparelho SHIMADZU UV-2501PC, utilizando células de
quartzo com 1 cm de largura.

Os reagentes e solventes utilizados foram fornecidos pela Sigma-Aldrich, Merck, Aldrich, Acros

Organics e Fisher Scientific.
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2. Sintese dos reagentes de partida

2.1. Sintese de M[(2)-2-amino-1,2-dicianovinil]formimidato de etilo (1) (DD 140)

H\WOEt Para um balao de 250 mL pesou-se o diaminomaleonitrilo (DAMN, 108,10 g/mol;

N._ _CN

T

H,N~ “CN etilo (TEOF; 98%; 148,20 g/mol; d = 0,890; 17,50 mL; 105,09 mmol). A mistura reacional

10,06 g; 93,06 mmol), dissolveu-se com dioxano (150 mL) e adicionou-se ortoformiato de

foi aquecida até a ebulicdo num sistema de destilacdo até se recolher aproximadamente 80 mL de
destilado a 123°C (1 hora). Deixou-se arrefecer ligeiramente a mistura reacional de cor castanha e
efetuou-se uma cromatografia “flas#’ para a eliminacdo de impurezas. Para este efeito, a solucdo
castanha foi filtrada sob vacuo, através de uma coluna com uma pequena camada de silica gel 60 (<
0,063 mm) e terra de diatomaceas, e lavou-se a coluna com éter etilico (100 mL). A solucdo de cor
amarela recolhida foi colocada em banho de gelo (15 min) e adicionou-se r+hexano (80 mL), que fez
precipitar um sélido de cor bege claro. O solido foi filtrado sob vacuo e lavado com uma mistura fria de
rrhexano/éter etilico (75:25). Recolheu-se um sélido bege que foi identificado como sendo o imidato 1

(15,02 g; 91,49 mmol; 98%). Formula molecular: C,H:N.O. Massa molecular: 164,16 g/mol.

2.2. Sintese dos 5-amino-4-cianoformimidoilimidazoles (2.2)

2.2.1. Sintese de 5-amino-4-cianoformimidoil-1-metil imidazole (2.2a) (DD 185)

H3C<N NH, Num balao de 50 mL preparou-se uma suspensao de imidato 1 (3,15 g; 19,18
<\N | NH mmol), etanol (6 mL) e alguns cristais de cloreto de anilineo. A mistura foi colocada

NC em banho de gelo, sob agitacdo magnética. Adicionou-se metilamina (40%; 31,06
g/mol; d = 0,902; 2,00 mL; 23,23 mmol) e formou-se uma suspensdo amarela. Apos 15 minutos, a
reacao estava completa. Adicionou-se DBU (10 gotas) e, ao fim de 3 horas e 30 minutos, a reacao estava
completa. O solido foi filtrado sob vacuo e lavado com etanol e éter etilico frios. Recolheu-se um sélido
amarelo claro, que foi identificado como sendo o imidazole 2.2a (2,19 g; 14,70 mmol; 77%). Férmula

molecular: C,H;N.. Massa molecular: 149,15 g/mol.
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2.2.2. Sintese de 5-amino-4-cianoformimidoil-1-(4-metoxifenil) imidazole (2.2b) (DD
383)

H3CO Num baldo de 50 mL preparou-se uma suspensdo de imidato 1 (3,04 g;

18,54 mmol), etanol (10 mL) e alguns cristais de cloreto de anilineo. A mistura

NH, foi colocada sob agitacdo magnética, a temperatura ambiente. Adicionou-se p

<\N | NH anisidina (123,15 g/mol; 2,74 g; 22,25 mmol) e formou-se uma suspensao

NG amarela. Ao fim de 4 horas e 30 minutos, a reacao estava completa. Adicionou-

se etanol (10 mL) e DBU (10 gotas). Apos 1 hora e 30 minutos, a reacao estava completa, o sélido foi

filtrado sob vacuo e lavado com etanol e éter etilico frios. O solido amarelo claro foi recolhido e identificado

como sendo o imidazole 2.2b. (4,18 g; 17,31 mmol; 93%). Formula molecular: C,,;H,;N;O. Massa

molecular: 241,25 g/mol.

2.2.3. Sintese de 5-amino-4-cianoformimidoil-1-ciclopentil imidazole (2.2c) (DD 202)

Q Num baldo de 50 mL preparou-se uma suspensao de imidato 1 (3,24 g; 19,75
\ NH, mmol), ciclopentilamina (85,15 g/mol; d = 0,863; 2,30 mL; 23,70 mmol) e alguns
<\ ’ NH cristais de cloreto de anilineo. A mistura foi colocada sob agitacdo magnética, a
N

NG temperatura ambiente. Formou-se uma suspensao laranja e, apos 40 minutos, a
reacao estava completa. Adicionou-se etanol (3 mL), éter de petréleo (3 mL) e DBU (12 gotas). Ao fim
de 5 horas e 30 minutos, a reacao estava completa, o sélido foi filtrado sob vacuo e lavado com etanol
e éter etilico frios. O solido amarelo claro foi recolhido e identificado como sendo o imidazole 2.2¢ (2,54

g 12,49 mmol; 63%). Formula molecular: C,,H:;Ns. Massa molecular: 203,24 g/mol.

2.3. Sintese das 5-aminoimidazole-4-carboxamidrazonas (3)

2.3.1. Sintese de (2)-5-amino-1-metil-/V-fenil-1A-imidazole-4-carboxamidrazona (3a)
(DD 133)
HsC

N_ NH; Num balao de 25 mL preparou-se uma suspensdo de imidazole 2.2a (1,05 g;
QNLNHz 7,02 mmol) em etanol (3 mL). A mistura foi colocada em banho de gelo durante
N/\ cerca de 5 minutos, sob azoto. Adicionou-se fenil-hidrazina (108,14 g/mol; d =

NH
f 1,099; 1,00 mL; 10,53 mmol) e acido acético (2 gotas). Colocou-se sob agitacdo

magnética, em banho de gelo, mantendo-se em atmosfera de azoto. Apds 3 horas e
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15 min, a reacdo estava concluida, o sélido foi filtrado sob vacuo e lavado com etanol e éter etilico frios.
0 solido foi identificado por comparacédo com os dados espetroscopicos de *H RMN de amostras padrao.

(1,56 g; 6,76 mmol; 96%). Formula molecular: C;H.:Ns. Massa molecular: 230,27 g/mol.

2.3.2. Sintese de (2)-5-amino-1-(4-metoxifenil)-N'-fenil-1 Aimidazole-4-
carboxamidrazona (2d) (DD 221)
H3CO Num balao de 25 mL preparou-se uma suspensao de imidazole 2.2b (2,01
g; 8,32 mmol) em etanol (8 mL). A mistura foi colocada em banho de gelo
\ NH, durante cerca de 5 minutos, sob azoto. Adicionou-se fenil-hidrazina (108,14
<\NI§/NH2 g/mol; d =1,099; 1,25 mL; 12,48 mmol) e acido acético (3 gotas). Colocou-se
/

N sob agitacdo magnética, a temperatura de 8°C, mantendo-se em atmosfera de

NH azoto. Apds 17 horas, a reacao estava concluida, o sélido foi filtrado sob vacuo
@ e lavado com etanol e éter etilico frios O solido foi identificado por comparacao
com os dados espetroscdpicos de *H RMN de amostras padrao. (2,52 g; 7,82

mmol; 94%). Formula molecular: C,;H,:N:O. Massa molecular: 322,36 g/mol.

2.3.3. Sintese de (2)-5-amino-1-ciclopentil-N'-fenil-1#imidazole-4-carboxamidrazona
(3c) (DD 327)

Q Num baldo de 50 mL preparou-se uma suspensao de imidazole 2.2¢ (2,04 g;
\_ _NH, 10,05 mmol) em etanol (6 mL). A mistura foi colocada em banho de gelo durante
<\NE§/NH2 cerca de 5 minutos, sob azoto. Adicionou-se fenil-hidrazina (108,14 g/mol; d = 1,099;

/

1,50 mL; 15,08 mmol) e acido acético (3 gotas). Colocou-se sob agitacdo magnética,

a temperatura de 8°C, mantendo-se em atmosfera de azoto. Apos 17 horas, a reacao
@ estava concluida, o solido foi filtrado sob vacuo e lavado com etanol e éter etilico frios.

0O sélido foi identificado por comparacdo com os dados espetroscdpicos de *H RMN

de amostras padrao. (2,30 g; 8,08 mmol; 80%). Formula molecular: C.sH,N.. Massa molecular: 284,36

g/mol.
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3. Sintese dos azo-imidazoles (4)

3.1. Sintese dos azo-imidazoles na forma de nitrato de imidazélio (4-HNO,)

3.1.1. Nitrato de 4-(imino(fenildiazenil)metil)-1-metil-1 AAimidazol-5-amoénio (4a-HNO,)

(DD 351)
HaC Num balao de 50 mL dissolveu-se o nitrato de prata (169,87 g/mol; 1,12
N NH> g; 6,55 mmol) em acetonitrilo (2,5 mL). Colocou-se sob agitacdo magnética, a
<\N NH-HNO; temperatura ambiente. Preparou-se uma suspensao da amidrazona 3a (0,51
PhNN g 2,18 mmol) em acetonitrilo (10 mL) e etanol (2,5 mL). A suspensao foi

adicionada, gota a gota, ao balao da reacdo. Formou-se uma suspensao vermelha/bord6 e, apds 15
minutos, a reacdo estava terminada. O solido foi filtrado sob vacuo e lavado com acetonitrilo e éter etilico
frios. O solido bordd foi recolhido e identificado como sendo o azo-imidazole 4a-HNO,-Ag (0,86 g; 2,16

mmol; 99%). Formula molecular: C,;H,;N,0.. Massa molecular: 398,99 g/mol.

3.1.2. Nitrato de 4-(imino(fenildiazenil)metil)-1-(4-metoxifenil)-1 #imidazol-5-amoénio

(4b-HNO,) (DD 366)

H3CO Num baldo de 50 mL pesou-se o nitrato de prata (169,87 g/mol; 0,95
g: 5,60 mmol), dissolveu-se com acetonitrilo (3 mL) e colocou-se sob
NH, agitacao magnética, a temperatura ambiente. Preparou-se uma suspensao
| . _ L
<\N NH-HNO, da amidrazona 3b (0,60 g; 1,87 mmol) em acetonitrilo (12 mL) e etanol
PhNN (1,5 mL). A suspensao foi adicionada, gota a gota, ao balao da reacao.

Formou-se uma suspensao vermelha/bordd e, apds 15 minutos, a reacéo estava terminada. O solido foi
filtrado sob vacuo e lavado com acetonitrilo e éter etilico frios. O sélido castanho-escuro foi recolhido e
identificado como sendo o azo-imidazole 4b-HNO,-Ag (0,76 g; 1,54 mmol; 82%). Férmula molecular:

CyHuN;0O.. Massa molecular: 491,23 g/mol.

3.1.3. Nitrato de 1-ciclopentil-4-(imino(fenildiazenil)metil)-1 #imidazol-5-amoénio

(4c-HNO,) (DD 348)

Q Num baldo de 50 mL dissolveu-se o nitrato de prata (169,87 g/mol; 0,94
N_ NH; g; 5,50 mmol) em acetonitrilo (2,5 mL). Colocou-se sob agitacdo magnética, a
<\N | NH-HNO, temperatura ambiente. Preparou-se uma suspensdo da amidrazona 3¢ (0,52

PhNN g; 1,83 mmol) em acetonitrilo (10 mL) e etanol (2,5 mL). A suspenséo foi
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adicionada, gota a gota, ao baldo da reacdo. Formou-se uma suspensdo vermelha/bord6 e, apds 15
minutos, a reacao estava terminada. O solido foi filtrado sob vacuo e lavado com acetonitrilo e éter etilico
frios. O sélido preto foi recolhido e identificado como sendo o azo-imidazole 4c-HNO.-Ag (0,77 g; 1,70

mmol; 93%). Formula molecular: C,sH,sN,0s. Massa molecular: 453,22 g/mol.

3.2. Neutralizacao dos azo-imidazoles 4-HNO,
3.2.1. 4-(Imino(fenildiazenil)metil)-1-metil-1 Aimidazol-5-amina (4a) (DD 88)
Num baldo de 25 mL pesou-se o azo-imidazole 4a-HNO, (0,10 g; 0,25 mmol),

H3C
\ NH
<N | 2 adicionou-se agua destilada (4 mL) e colocou-se sob agitacdo magnética, em banho
\
N NH  de gelo. Adicionou-se NaOH (4,0 M; 0,19 mL; 0,75 mmol) e verificou-se a precipitacao
PhNN

imediata de um solido cinzento escuro. Apos 3 minutos o solido foi filtrado sob vacuo
e recolhido. O sélido foi identificado por espetroscopia de *H RMN como sendo o azo-imidazole 4a-Ag

(0,08 g; 0,24 mmol; 99%). Formula molecular: C,H,,N.. Massa molecular: 336,12 g/mol.

3.2.2. 4-(imino(fenildiazenil)metil)-1-(4-metoxifenil)-1 #imidazol-5-amina (4b) (DD

243)
H3CO Num baldo de 25 mL preparou-se uma suspenséo do azo-imidazole 4b-HNO,
(0,51 g; 1,03 mmol) em agua destilada (10 mL) e colocou-se sob agitacdo
\_ _NH, magnética, em banho de gelo. Adicionou-se NaHCO; (84,01 g/mol; 0,26 g; 3,09
<\N | NH mmol) e verificou-se a precipitacdo imediata de um sélido castanho. Apos 3

PhNN minutos o solido foi filtrado sob vacuo e recolhido. O so¢lido foi identificado por
espetroscopia de 'H RMN como sendo o azo-imidazole 4b-Ag (0,43 g; 1,00 mmol; 99%). Férmula

molecular: C,;H;:N:O. Massa molecular: 428,22 g/mol.
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4. Sintese de (42)-5-amino-/V-(5-amino-6-imino-1-metil-4-(fenildiazenil)-
1,6-di-hidropirimidin-2-il)-1-metil-N'-fenil-1 #imidazole-4-carbo-

hidrazonamida (5)

I\llle I?h NH,
HN N N. = N
TN S
~._N \ N
HoN H,N \

NNPh Me

Foram utilizados dois métodos diferentes para a sintese do dimero 5: um método em que se parte

do azo-imidazole 4a-HNO, e um método em que se utiliza a amidrazona 3 como reagente de partida.

4.1. Sintese de 5 a partir do azo-imidazole 4-HNO, (DD 190)

Num baldo de 25 mL preparou-se uma suspensao do azo-imidazole 4a-HNO, (0,25 g; 0,63 mmol)
em acetonitrilo (2 mL). A mistura foi colocada sob agitacdo magnética, em banho de gelo. Adicionou-se
a amidrazona 3a (0,02 g; 0,06 mmol) e NaOH (4,0 M; 0,16 uL; 0,63 mmol). Formou-se uma solucéo
de cor azul e, apos 15 minutos, a reacao estava completa. A solucéo foi filtrada sob vacuo utilizando
fibra de vidro para reter e remover a prata sélida, e evaporada até a secura num evaporador rotativo, a
40 °C. O solido obtido por precipitacdo com acetonitrilo frio foi recolhido e identificado por espetroscopia
de *H RMN como sendo o composto B (0,05 g; 0,10 mmol; 16%). Férmula molecular: C,.H..N.,. Massa

molecular: 456,51 g/mol.

4.2. Sintese de 5 a partir da amidrazona 3a (DD 335)

Num balao de 25 mL preparou-se uma suspensdo da amidrazona 3a (0,10 g; 0,44 mmol) em
acetonitrilo (0,5 mL) e agua destilada (0,5 mL). A mistura foi colocada sob agitacdo magnética, a
temperatura ambiente. Adicionou-se NaOH (4,0 M; 0,22 mL; 0,88 mmol) e nitrato de prata (169,87
g/mol; 0,01 g; 0,04 mmol). Formou-se uma solucao de cor azul e, apos 20 minutos, a reacao estava
terminada. Adicionou-se agua destilada fria e precipitou um solido azul escuro, que foi filtrado sob vacuo
e recolhido. O sélido foi identificado por espetroscopia de *H RMN como sendo o composto 5 (0,06 g;

0,13 mmol; 60%). Formula molecular: C,,H..N,.. Massa molecular: 456,51 g/mol.
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5. Sintese das azo-pirimidinas (6)

5.1. Sintese de 6-imino-N? N?,1-trimetill-4-(fenildiazenil)-1,6-di-hidropirimidin-2,5-
diamina (6a)

Me Me Foram utilizados trés métodos diferentes para a sintese da azo-pirimidina 6a:

HN NYN\Me um meétodo em que se parte do azo-imidazole 4a, um método em que se utiliza

H,N A lN 0 azo-imidazole 4a-HNQ, como reagente de partida, e um método em dois passos

NNPh partindo da amidrazona 3.

5.1.1. Método A: a partir do azo-imidazole 4a (DD 87)

Num baldao de 25 mL preparou-se uma suspensao do azo-imidazole 4a (0,10 g; 0,30 mmol) em
acetonitrilo (0,5 mL) e colocou-se sob agitacdo magnética, em banho de gelo. Adicionou-se dimetilamina
(solucdo aquosa 7,89 M; 0,15 mL; 0,97 mmol). Formou-se uma solucdo de cor magenta e, apos 30
minutos, a reacdo estava terminada. A solucao foi filtrada sob vacuo utilizando fibra de vidro para reter
e remover a prata solida, e evaporada até a secura num evaporador rotativo, a 40 °C. O sélido obtido
por precipitacdo com acetonitrilo frio foi recolhido e identificado por espetroscopia de :H e *C RMN como
sendo o composto 6a (0,02 g; 0,06 mmol; 18%). Formula molecular: C,,H;;N,. Massa molecular: 271,32

g/mol. Ponto de fusao: >78 °C.

5.1.2. Método B: a partir do azo-imidazole 4a-HNO, (DD 403)

Num baldo de 50 mL preparou-se uma suspensao do azo-imidazole 4a-HNO, (0,30 g; 0,75 mmol)
em acetonitrilo (6 mL). A mistura foi colocada em banho de gelo durante cerca de 5 minutos, sob azoto.
Colocou-se sob agitacdo magnética e adicionou-se dimetilamina (solu¢cdo aquosa 7,89 M; 0,95 mL; 7,50
mmol). Formou-se uma solucdo de cor magenta e, apos 1 hora, o baldo da reacdo foi destapado de
modo a permitir o contacto com o oxigénio atmosférico. Apos 1 hora adicional, a reacéo estava completa.
A solucao foi filtrada sob vacuo utilizando fibra de vidro para remover a maior parte da prata. Em seguida,
a solucao foi filtrada através de uma coluna contendo terra de diatomaceas, de modo a reter todos os
vestigios residuais de prata. A solucao foi evaporada até a secura num evaporador rotativo, a 40 °C.
Adicionou-se agua destilada e NaOH (4,0 M; 0,38 mL; 1,50 mmol), o que fez precipitar um sélido escuro,
que foi recolhido e identificado por espetroscopia de 'H e *C RMN como sendo o composto 6a (0,01 g;

0,04 mmol; 5%). Formula molecular: C;;H:;N,. Massa molecular: 271,32 g/mol. Ponto de fusao: >78 °C.
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5.1.3. Método C: a partir da amidrazona 3a (DD 331)

Num baldo de 25 mL dissolveu-se o nitrato de prata (169,87 g/mol; 0,48 g; 2,78 mmol) em
acetonitrilo (1 mL). Colocou-se sob agitacdo magnética, a temperatura ambiente. Preparou-se uma
suspensdo da amidrazona 3a (0,21 g; 0,93 mmol) em acetonitrilo (5 mL) e etanol (1 mL). A suspenséo
foi adicionada, gota a gota, ao balao da reacédo. Formou-se uma suspensao vermelha/bord6 e, apds 10
minutos, a reacao estava terminada.

A reacao foi colocada em banho de gelo e adicionou-se dimetilamina (solucdo aquosa 7,89 M; 0,94
mL; 7,40 mmol). Formou-se uma solucao de cor magenta e, apés 30 minutos, a reacao estava
terminada. A solucao foi filtrada sob vacuo, utilizando fibra de vidro para reter e remover a prata soélida,
e evaporada até a secura num evaporador rotativo, a 40 °C. Adicionou-se agua destilada e NaOH (4,0
M; 0,47 mL; 1,85 mmol), o que fez precipitar um solido escuro, que foi recolhido e identificado por
espetroscopia de '*H e =*C RMN como sendo o composto 6a (0,05 g; 0,17 mmol; 18%). Formula

molecular: C;;H;N,. Massa molecular: 271,32 g/mol. Ponto de fusao: >78 °C (degradacao).

5.2. Sintese de 6-imino-1-metil-4-(fenildiazenil)-2-(piperidin-1-il)-1,6-di-hidropirimidin-
5-amina (6b) (DD 376)

Me Num balao de 50 mL preparou-se uma suspensdo do azo-imidazole 4a-HNO,
HN N I\O (0,52 g; 1,30 mmol) em acetonitrilo (10 mL). A mistura foi colocada em banho
HN X Tﬂ/ de gelo durante cerca de 5 minutos, sob azoto. Colocou-se sob agitacédo
NNPh magneética e adicionou-se piperidina (85,15 g/mol; d = 0,86; 1,30 mL; 13,00

mmol). Formou-se uma solucdo de cor magenta e, apds 1 hora, o baldo da reacédo foi destapado de
modo a permitir o contacto com o oxigénio atmosférico. Apos 1 hora adicional, a reacdo estava completa.
A solucao foi filtrada sob vacuo utilizando fibra de vidro para remover a maior parte da prata. Em seguida,
a solucao foi filtrada através de uma coluna contendo terra de diatomaceas, de modo a reter todos os
vestigios residuais de prata. A solucao foi evaporada até a secura num evaporador rotativo, a 40 °C.
Adicionou-se agua destilada e NaOH (4,0 M; 0,65 mL; 2,60 mmol), o que fez precipitar um sélido escuro,
que foi recolhido e identificado por espetroscopia de *H e =*C RMN como sendo o composto 6b (0,07 g;
0,23 mmol; 18%). Formula molecular: C,H..N,. Massa molecular: 311,38 g/mol. Ponto de fusdo: 165—

170 °C.
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5.3. Sintese de 6-imino-1-(4-metoxifenil)-N2,N2-dimetil-4-(fenildiazenil)-1,6-di-
hidropirimidin-2,5-diamina (6¢) (DD 394)

OMe Num balao de 50 mL preparou-se uma suspensdo do azo-imidazole 4b-HNO,

(0,51 g; 1,04 mmol) em acetonitrilo (10 mL), e colocou-se em banho de gelo

Me durante cerca de b minutos, sob azoto. Colocou-se sob agitacdo magnética,

HN NYN\Me adicionou-se dimetilamina (solucao aquosa 7,89 M; 1,30 mL; 10,39 mmol) e

H,N N formou-se uma solucao de cor magenta. Apos 1 hora e 30 minutos, o balao da

NNPh reacao foi destapado de modo a permitir o contacto com o oxigénio atmosférico

e, ao fim de 1 hora e 30 minutos, a reacao estava completa. A solucao foi filtrada sob vacuo utilizando

fibra de vidro para remover a maior parte da prata. Em seguida, a solucao foi filtrada através de uma

coluna contendo terra de diatomaceas, de modo a reter todos os vestigios residuais de prata. A solucéo

foi evaporada até a secura num evaporador rotativo, a 40 °C. Adicionou-se agua destilada e NaOH (4,0

M; 0,50 mL; 2,08 mmol), o que fez precipitar um solido escuro, que foi recolhido e identificado por

espetroscopia de '*H e *C RMN como sendo o composto 6¢ (0,29 g; 0,80 mmol; 77%). Formula

molecular: C,;H,N,0. Massa molecular: 363,42 g/mol. Ponto de fusdo: 163—173 °C.

5.4. Sintese de 6-imino-1-(4-metoxifenil)-4-(fenildiazenil)-2-(piperidin-1-il)-1,6-di-
hidropirimidin-5-amina (6d) (DD 395)

Num baldo de 50 mL preparou-se uma suspensao do azo-imidazole 4b-HNO,

(0,60 g; 1,22 mmol) em acetonitrilo (12 mL). A mistura foi colocada em banho

HN
magnética e adicionou-se piperidina (85,15 g/mol; d = 0,86; 1,20 mL; 12,24

OMe
Q de gelo durante cerca de 5 minutos, sob azoto. Colocou-se sob agitacao
N N
T
LN

H2N mmol). Formou-se uma solucao de cor magenta e, apds 1 hora e 30 minutos, o

AREn baldo da reacao foi destapado de modo a permitir o contacto com o oxigénio
atmosférico. Ao fim de 1 hora e 30 minutos, a reacdo estava completa. A solucao foi filtrada sob vacuo
utilizando fibra de vidro para remover a maior parte da prata. Em seguida, a solucao foi filtrada através
de uma coluna contendo terra de diatomaceas, de modo a reter todos os vestigios residuais de prata. A
solucdo foi evaporada até a secura num evaporador rotativo, a 40 °C. Adicionou-se agua destilada e
NaOH (4,0 M; 0,61 mL; 2,44 mmol), o que fez precipitar um solido escuro, que foi recolhido e identificado

por espetroscopia de 'H e C RMN como sendo o composto 6d (0,42 g; 1,05 mmol; 86%). Formula
molecular: C,HxN,0. Massa molecular: 403,48 g/mol. Ponto de fusao: 97—103 °C.
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6. Espetroscopia de Absorcao Atomica de Chama

Os compostos 4-HNO, contém prata sélida, uma vez que nao é possivel remové-la durante o processo
de sintese. De modo a determinar os coeficientes de absortividade molar destes compostos, € necessario
conhecer o grau de pureza das amostras. Para esse fim, foram realizadas analises de espetroscopia de
absorcao atomica de chama, de modo a determinar a quantidade de prata em cada uma das amostras
dos azo-imidazoles 4-HNO.. Adicionalmente, para verificar se o processo utilizado para remover a prata
durante as sinteses dos compostos B e 6 foi eficaz, estes compostos foram também submetidos a

analise por espetroscopia de absorcao atdmica de chama.

6.1. Preparacao das amostras

Para determinar a quantidade de prata em cada uma das amostras, é necessario realizar um processo
de digestao, que transforma toda a prata presente na amostra no ido Ag'. Por cada 0,01 g de composto,
adicionou-se 1 mL de HNO, 70%. Colocou-se sob agitacao magnética, a 98 °C, durante 1 hora. Por fim,
a solucéo foi diluida para um volume final de 10 mL e analisada por espetroscopia de absorcao atomica

de chama.

6.2. Resultados

Os resultados foram obtidos por cortesia da Técnica Leonor Carneiro, do Departamento de Engenharia
Mecanica, da Universidade do Minho.

Na Tabela 28 encontram-se as percentagens de prata determinadas para cada uma das amostras,
e 0s graus de pureza calculados para cada um dos solidos que foram posteriormente utilizados para

preparar as solucdes padrdo para analise por espetroscopia de UV-Vis.

Tabela 28: Percentagem de prata e grau de pureza.

Composto Ag (%) Pureza (%)
4a-HNO, 477 52,3
4b-HNO, 40,9 59,1
4c-HNO, 39,8 60,2

5 <0,1 >99,9
6a 0,1 99,9
6b 0,1 99,9
6¢c <0,1 >99,9
6d <0, >99,9
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Como era de esperar, os azo-imidazoles 4-HNO, contém uma grande quantidade de prata, entre os
39,8 e 47,7 %. Por outro lado, o dimero B e as azo-pirimidinas 6 apresentam quantidades vestigiais de
prata, sendo que a pureza calculada para estas amostras é igual ou superior a 99,9 %. Assim, podemos
concluir que a filtracao das solugdes com fibra de vidro e terra de diatomaceas ¢é eficaz na remocao da

prata solida.
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7. Espetroscopia de UV-Vis

Foram tracados os espetros de UV-Vis para os azo-imidazoles 4-HNO,, o dimero 5 e as azo-
pirimidinas 6. Para cada um dos compostos foi determinado o comprimento de onda de absorcao
maximo (Amax) € a absortividade molar (€), em diferentes solventes. Foram também tracados os espetros

de UV-Vis a diferentes valores de pH para estes compostos.

7.1. Absortividade molar e efeito do solvente
A absortividade molar foi determinada pela Lei de Beer-Lambert Equacao 1, em que A4 ¢ a
absorvancia, €¢ o coeficiente de absortividade molar (em Mt-cm), /é a largura da célula (em cm) e cé

a concentracdo da solucdo (em mol/L).

A= &lc Equacao 1

Partindo da equacéo acima apresentada, a absortividade molar foi determinada em termos praticos
da seguinte forma: a absorvancia de solucdes padrdo de diferentes concentracdes foi analisada no
comprimento de onda maximo; em seguida, foi tracado o grafico da absorvancia em funcdo da
concentracdo; determinou-se a reta de calibracdo e o valor de & obtido pelo declive desta reta (para /=

1 cm).

7.1.1. Preparacao das solucdes padrao

Nesta seccao apresenta-se o procedimento utilizado para preparar as solucdes padrao utilizadas para
construir a reta de calibracao para cada um dos compostos, em diferentes solventes, sendo as solucdes
do composto 4a-HNO., em agua utilizadas como exemplo. Sdo também apresentados, como exemplo,
0s calculos realizados para a determinacao das incertezas associadas aos valores de concentracdo das
solucdes padrao do azo-imidazole 4a-HNO,, em agua.

Utilizando uma micro-balanca, pesou-se o azo-imidazole 4a-HNOQ, (m = 3,929 + 0,001 mg).
Transferiu-se para um baldo volumétrico de (10,000 + 0,025) mL e o volume foi preenchido até ao
menisco utilizando agua destilada [C = (7,05 + 0,02) x10“ mol/L]. A concentracao da solugdo mae foi
calculada utilizando a Equacgao 2, em que Cé a concentracdo da solucao (em mol/L), mé a massa de
composto pesada (em g), P¢é a pureza do composto, M ¢é a massa molar (em g/mol) e Vé o volume da

solucao (em L).
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_(mxP)/M

¢ v

Equacio 2

Em seguida, a solucdo mae foi filtrada utilizando fibra de vidro, para remover as interferéncias
causadas pela prata. A partir desta solucao mae foram preparadas 8 solu¢des padrdao, medindo um
volume inicial (VJ) e diluindo para um volume final de 10 mL, com agua destilada, como esta indicado

na Tabela 29.

Tabela 29: Volume inicial (VZ, em mL) utilizado para preparar cada uma das solu¢des padrdo do azo-imidazole
4a-HNO,, em agua; concentracéo final (C£ em mol/L) de cada uma das solucdes padrao.

Vi (mL) Cf (mol/L)
1,750 + 0,008 0,0001235 + 0,0000007
1,500 + 0,008 0,0001058 + 0,0000007
1,000 + 0,006 0,0000705 + 0,0000005
0,750 + 0,005 0,0000529 + 0,0000004
0,500 + 0,005 0,0000353 + 0,0000004
0,250 + 0,003 0,0000176 + 0,0000002
0,170 + 0,003 0,0000120 + 0,0000002
0,100 + 0,003 0,0000071 + 0,0000002

A concentracéo final (Cf) das solugdes padrao foi calculada utilizando a Equagao 3, em que (¢ a
concentracdo final da solucdo (em mol/L), C7é a concentracao inicial (em mol/L), Vi é o volume inicial

(em mL) e Vfé o volume final da solucdo (em mL).

 CixVi

Equacao 3

As incertezas associadas aos valores de concentracdo de cada uma das solucdes padrao foram
calculadas utilizando a Equacao 4, em que OCf¢é a incerteza associada a concentracéo final (em
mol/L), Cfé a concentracdo final da solucdo (em mol/L), OCi ¢ a incerteza associada a concentracéo
inicial (em mol/L), Cié a concentracéo inicial (em mol/L), dVié a incerteza associada ao volume inicial
(em mL), V7 é o volume inicial (em mL), OV£¢ a incerteza associada ao volume final (em mL) e Vfé o

volume final da solucao (em mL).
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6Cf =Cf x \/(%)2 + (%)2 - (%)2 Equacio 4

Por exemplo, para a solucéo padrdo de menor concentracdo do azo-imidazole 4a-HNO,, em agua, o

calculo da concentracao final e incerteza foi realizado da seguinte forma:

705 x 0,100 )
= T 71 % 10 %mol/L
10
5Cf = (7,1 x 1076) x 0,02 x 107+Y* + (0’003)2 + <0’025>2 =02 x 10~5mol/L
=0 7 05 x—* 0,100 10 /) " mol/

7.1.2. Curvas de calibracao

Cada uma destas solucdes padrao foi analisada por espetroscopia de UV-Vis, entre 350 e 700 nm,
como se pode ver na Figura 30. O comprimento de onda de absorcdo maximo (Amax) foi determinado
e 0s valores de absorvancia nesse mesmo comprimento de onda foram registados (Tabela 30).

——7,056-06 ——1,20E-05 1,76E-05 3,53E-05
——529E-05 ——7,056-05 ——1,06E-04 ——1,23E-04
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Figura 30: Espetros de UV-Vis das solugdes padrao do azo-imidazole 4a-HNQ,, em agua.
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Tabela 30: Valores de absorvancia registados para as solucdes padrao, em agua, do azo-imidazole 4a-HNO,, a

491 nm.
Cf (mol/L) Absorvancia
1,23E-04 0,702
1,06E-04 0,620
7,05E-05 0,391
5,29E-05 0,306
3,53E-05 0,199
1,76E-05 0,102
1,20E-05 0,069
7,05E-06 0,036

Utilizando os valores da Tabela 30, foi tracado o grafico da absorvancia em funcao da concentracdo

das solucoes padrao (Figura 31).

Azo-imidazole 4a-HNO;, em agua

0,800

0,700 Lo
0,600 '
0,500

0,400 .
A =(57544175)C-0,0023

Absorvancia

0,300 o
0,200 o

0,100 ¥
.".‘
L J
0,000
0,00E+00  2,00E-05  4,00E-05  600E-05  800E-05  1,006-04  1,20E-04  1,A40E-04

Concentragdo (mol/L)

Figura 31: Curva de calibracao da absorvancia das solu¢des padrao do azo-imidazole 4a-HNO,, em agua.

A curva de calibracéo obtida para o composto 4a-HNQ,, em agua, ¢ dada pela seguinte equacao:

A = (5754 + 175)C — 0,0023 (R = 0,9995)

O valor da incerteza associada ao declive da reta (db) foi calculado utilizando a Equagao 5, em
que S» € o desvio padrao do declive e £é o valor tabelado da varidvel de Student (two-tailed) para o nivel

de confianca desejado (95 %) e (n — 2) graus de liberdade.
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6b =35, xt Equacao 5

O desvio padrao do declive (Sp) foi calculado utilizando a Equagae 6, em que .Sy/x corresponde ao
desvio padrao residual da reta de calibracdo, xi é o valor determinado da variavel abcissa (valores de

concentracdo das solucdes padrdo, neste caso), e X corresponde a média dos valores de x;

S

/x

Sp = ——— Equacio 6
20— x;)?

O desvio padrao residual da reta de calibracao (.Sy,4) foi calculado utilizando a Equagao 7, em que
yié ovalor instrumental da variavel ordenada (valores de absorvancia, neste caso), ;€ o valor calculado

para yia partir da reta de calibracao, e n corresponde ao numero de réplicas.

n—2

Sy/x = Equacao 7

Para cada um dos compostos estudados (azo-imidazoles 4-HNQ,, dimero 5 e azo-pirimidinas 6) foi
determinada uma curva de calibracdo, em varios solventes. Os valores do declive, ordenada na origem
e coeficiente de correlacao (R), bem como o comprimento de onda maximo, para cada uma das curvas

de calibracao determinadas encontram-se resumidos na Tabela 31.
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Tabela 31: Valores de comprimento de onda maximo, declive, ordenada na origem e coeficiente de correlacdo
para cada curva de calibracéo

Composto Solvente Amax Declive (g) Ordenada na origem R
4a-HNO3 H.0 491 (5,8 +£0,2) x10: -0,002 0,9995
EtOH 508 (6,8 +0,6) x10¢ -0,008 0,996
ACN 504 (6,4 +0,1) x10: -0,005 0,99985
4b-HNO3 H20 493 (7,8 +0,4) x10° -0,008 0,9989
EtOH 504 (7,7 £0,1) x10° 0,01 0,99989
ACN 502 (9,07 + 0,06) x102 -0,005 0,99998
DCM 509 (10,7 £ 0,5) x10 -0,05 0,9988
4c-HNO3 H.0 500 (6,8 +0,3) x10° 0,02 0,9991
EtOH 514 (7,20 + 0,05) x10¢ -0,005 0,99998
ACN 506 (7,42 + 0,05) x10° -0,006 0,99998
DCM 528 (9,9 £0,2) x10: 0,04 0,9998
5 EtOH 584 (10,8 + 0,3) x10¢ -0,05 0,9995
ACN 581 (14,30 + 0,04) x10° 0,01 0,999995
THF 591 (14,6 £ 0,2) x10¢ 0,01 0,998
DCM 581 (11,2 £ 0,7) x10 0,01 0,9998
6a EtOH 552 (16,4 + 0,4) x10° -0,02 0,9997
ACN 558 (22,0 + 0,8) x10¢ 0,04 0,9994
THF 560 (2,17 + 0,06) x10° 0,1 0,9991
DCM 556 (24,1 + 0,9) x10 -0,005 0,9997
6b EtOH 552 (9,5 +0,2) x10° 0,02 0,9997
ACN 558 (16,2 + 0,5) x10 0,04 0,9995
THF 563 (15,1 £ 0,2) x10¢ 0,1 0,9987
DCM 557 (22 + 1) x10¢ 0,008 0,99993
6¢ EtOH 551 (17,3 +£0,6) x10° 0,007 0,9994
ACN 555 (26,4 + 0,3) x10 -0,02 0,99991
THF 560 (7,9 £0,4) x10° 0,1 0,9989
DCM 554 (33 +1) x10¢ 0,002 0,9990
6d EtOH 553 (16,9 £ 0,2) x10° 0,03 0,99992
ACN 557 (25,2 + 0,3) x10 0,01 0,99993
THF 562 (25 + 1) x10° -0,07 0,9996
DCM 556 (26,9 + 0,8) x10 -0,05 0,9989
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Conclusoes

Neste projeto foram desenvolvidos novos métodos para a sintese de compostos originais com base
nos nucleos de azo-imidazole (4) e de azo-pirimidina (6), a partir de 5-aminoimidazol-4-
carboxamidrazonas 3. O método de sintese dos azo-imidazoles 4 envolve uma reacao de oxidacao muito
rapida, a temperatura ambiente, seguida de neutralizacdo. O agente oxidante utilizado foi o nitrato de
prata, uma vez que os testes com cloreto de cobre(ll) ddo origem a produtos secundarios que ainda nao
foi possivel identificar. Futuramente, devera ser estudado o mecanismo da oxidacdo de modo a otimizar
as condicdes de oxidacao explorando, particularmente, agentes oxidantes alternativos que sejam mais
acessiveis e amigos do ambiente.

Uma vez que na oxidacdo com nitrato de prata sao obtidos azo-imidazoles 4 na forma de sais de
nitrato, € necessario um passo adicional de neutralizacao que se revelou desafiante, visto que as formas
neutras s@o muito mais reativas e facilmente dao origem a produtos laterais. Assim, as condicdes de
solvente e basicidade necessarias para a neutralizacao sao criticas e variam de acordo com o substituinte
em RL. O principal problema desta reacdo de neutralizacdo é a formacdo do dimero 5 que resulta da
reducéo de parte do azo-imidazole 4 a ocorrer ao mesmo tempo que acontece a evolucao do azo-
imidazole para uma azo-pirimidina. Com base nestas evidéncias, foram desenvolvidos dois métodos para
a sintese do dimero 5: um dos métodos utiliza o0 azo-imidazole 4-HNQO, como reagente de partida na
presenca de base e de uma quantidade catalitica de amidrazona 3, enquanto que o segundo método
parte da amidrazona 3 como reagente de partida na presenca de uma base e de uma quantidade
catalitica de nitrato de prata.

Na presenca dos azo-imidazoles 4 as aminas primarias reagem apenas como bases originando o
dimero 5, enquanto que as reacfes com aminas secundarias, nomeadamente a dimetilamina e a
piperidina, envolvem a incorporacdo da amina originando produtos altamente corados, identificados
como azo-pirimidinas de estrutura 6. A otimizacao da sintese das azo-pirimidinas 6 foi 0 maior obstaculo
deste projeto, uma vez que se formaram muitos produtos laterias e os rendimentos foram usualmente
baixos. No entanto, foi possivel desenvolver trés métodos para a sintese destes compostos: um método
em que se parte dos azo-imidazoles 4, um método que utiliza os azo-imidazoles 4-HNO, como reagentes
de partida, e um método em dois passos que parte das amidrazonas 3. As melhores condicdes de sintese
encontradas envolvem a reacdo dos azo-imidazoles 4-HNO, com 10 equivalentes de amina
(dimetilamina ou piperidina) em atmosfera de azoto durante 1h — 1h30min, seguida de uma oxidacéo

em presenca do oxigénio atmosférico durante 1h — 1h30min.



0O mecanismo reacional da sintese das azo-pirimidinas 6 foi elucidado recorrendo a técnica de
ressonancia magnética nuclear e revelou que a reacao entre o azo-imidazole 4a-HNO, ¢ a piperidina na
presenca de oxigénio da origem a formacado de trés compostos: a amidrazona 3a na forma protonada
(composto €), uma carboxamidrazona aciclica resultante da reacdo com o oxigénio e duas unidades de
piperidina (composto A) e uma hidrazona derivada de 5,6-diaminopirimidina (composto B) que evolui
para a b-aminoazopirimidina 6. Quando o ensaio ¢ realizado sob atmosfera inerte de azoto, o composto
B ¢é a forma maioritaria. Propde-se que a formacao das espécies A e B, assim como das azo-pirimidinas
6, envolva um intermediario comum extremamente reativo, que se suspeita corresponder a um carbeno.

As propriedades colorimétricas dos azo-imidazoles 4-HNOQ,, do dimero 5 e das azo-pirimidinas 6
foram estudadas por espetroscopia de UV-Vis. Os compostos 4-HNO, dao origem a solucdes de tons
avermelhados, com valores de Amax entre 491 e 528 nm, a diminuicao da polaridade do solvente provoca
um efeito hipercrémico, e o aumento da basicidade do meio provoca um efeito hipocromico. O dimero
5 da origem a solucdes de tons azuis, com valores de Amax entre 581 e 591 nm, e apresenta um
halocromismo consideravel, dado que se observam efeitos ipsocromicos e hipercrémicos com o aumento
do pH do meio. As azo-pirimidinas 6 dao origem a solucdes de tons violeta, com valores de Amax entre
551 e 563 nm, e apresentam um halocromismo muito pronunciado, que aparenta ser favorecido pela
presenca de substituintes arilicos em N1 do anel de pirimidina. Em trabalho posterior sera importante
realizar modificacoes estruturais nestes compostos, estudando a influéncia nas propriedades
colorimétricas de uma maior variedade de substituintes em R! e R2. Adicionalmente, poderdo ser
introduzidas modificacdes no grupo fenilo ligado ao grupo azo, de modo a gerar propriedades
colorimétricas mais diversificadas. Para além disso, devido ao facto destes compostos serem
aminopirimidinas, poderao ser utilizados como precursores na obtencédo de azo-purinas.

0 azo-imidazole 4a e a azo-pirimidina 6a foram submetidos para testes biologicos e os resultados
demonstram que estes compostos sao bons candidatos para serem estudados como novos agentes
antimicrobianos. A combinacdo da atividade antimicrobiana com as propriedades colorimétricas
invulgares confere a estes compostos um elevado potencial para o desenvolvimento de téxteis

inteligentes.
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