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Resumo

O fungo Hemileia vastatrix € responsavel por causar a ferrugem da folha do café, uma doenca
devastadora que ataca os cafeeiros, resultando na perda de colheitas e até na destrui¢cao de plantagfes
inteiras. Devido ao potencial biolégico que apresentam, o uso de 1,2,3-triaz6is mostra-se promissor
para o controle de diferentes microrganismos. Neste estudo o objetivo foi sintetizar e avaliar a atividade
fungicida de derivados de 1,2,3-triaz6is do glicerol (4i-4l) contra H. vastatrix. Os quatro 1,2,3-triaz6is
foram sintetizados com rendimentos superiores a 75%, por uma rota rapida e atraves da reacdo Click
Chemistry. O teste fungicida foi realizado em placas de petri contendo diferentes concentracdes dos
triazois. Os resultados obtidos foram bastante promissores, com valores de DEsp para de 5, 12, 14 e
28 ppm para cada triazol avaliado (4i-4l), respectivamente. Este achado sugere que os triazéis
sintetizados a partir do glicerol possuem um grande potencial como agentes fungicidas inibindo a
sintese de ergosterol, oferecendo uma possivel solugéo para o controle eficaz da ferrugem do café e
contribuindo para a sustentabilidade da producéo do café.

Palavras-chave: Antifingico. Hemileia vastatrix. Cicloadi¢édo 1,2,3-dipolar. Café conilon
Area do Conhecimento: Ciéncias Exatas e da Terra - Quimica
Introducéo

O Brasil lidera a producdo mundial de café, sendo o maior produtor da espécie do género Coffea
arabica e o segundo maior da C. canephora (MAPA, 2024). O pais exportou 24.6 milhdes de sacos de
60 kg de café durante os primeiros seis meses de 2024, resultado que representa um aumento de
48.8% em relagdo ao mesmo periodo em 2023 (CONAB, 2024). No entanto, varias doencas ameagam
a producgéo, qualidade e exportacdo desta commodity.

O fungo patogénico Hemileia vastatrix € o agente causador da ferrugem do café, uma das doencas
mais devastadoras que afetam as planta¢des de café em todo o mundo. Esse fungo ataca as folhas da
planta, causando manchas amareladas que eventualmente levam a queda das folhas, resultando em
uma reducgdo significativa na capacidade da planta de realizar a fotossintese e consequentemente,
numa diminui¢cédo da producéo de até 50% (Fazuoli et al., 2007; Silva, 2017).

O uso de fungicidas protetores e sistémicos a base de nucleos triazélicos é uma das principais
estratégias utilizadas no controle da ferrugem, como o Flutriafol Nortox (Figura 1) (Belan et al., 2020).
Embora existam formas efetivas de controle, é relatado na literatura o desenvolvimento de resisténcia
do patdgeno frente aos fungicidas comerciais utilizados, motivando uma busca continua por novos
compostos que sejam eficazes puros ou associados a outros produtos a fim de melhorar o cultivo de
café (Oliveita et al., 2021).
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Figura 1 - Estrutura quimica do flutriafol.
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Fonte: os autores.

Os triaz6is sdo uma classe de compostos sistémicos que apresentam diversas aplicacdes
biolégicas, incluindo a antibacteriana, antifingica, antiviral, leishmanicida, dentre outras (Costa et al.,
2020; Hussain et al., 2019; Rashdan et al., 2021; Teixeira et al., 2018). Os triaz6is podem existir de
duas formas isoméricas: 1,2,3-triazois e 1,2,4-triazois, ambos de origem exclusivamente sintética (Melo
et al., 2006). Os 1,2,3-triazéis podem ser facilmente sintetizados e obtidos com altos rendimentos por
reacOes de cicloadi¢do 1,3-dipolar catalisadas por cobre entre alcinos e azidas, enquadradas dentro do
conceito de Click Chemistry. Geralmente, as rea¢@es click sdo aplicadas para unir dois ou mais grupos
quimicos a fim de obter novos compostos com atividade biolégica potencializada em relagédo aos grupos
isolados (Ouyang et al., 2018).

O glicerol é um dos subprodutos gerados em excesso na producédo do biodiesel. Com a producgéo
continua desse biocombustivel e, consequentemente do glicerol, surge a necessidade de desenvolver
novas estratégias para utilizar o material excedente, evitando impactos ambientais (Peiter et al., 2016).
Esse alcool e seus derivados j4 sdo empregados em rotas sintéticas para obtencédo de diversos
compostos organicos, como os 1,2,3-triazois (Costa et al., 2017; Barcelos et al., 2023). Diante disso, 0
presente estudo teve como objetivo sintetizar e investigar a eficacia de compostos 1,2,3-triazélicos
derivados do glicerol no controle da ferrugem foliar do café conilon (H. vastatrix), visando desenvolver
compostos mais eficazes contra fungos.

Metodologia

Os compostos triazolicos derivados do glicerol (4i-41) foram sintetizados por meio da reagéo de
cicloadicéo 1,3-dipolar (reacao “Click Chemistry”) entre uma azida orgénica e um alcino terminal (Figura
2). Esta metodologia € amplamente reconhecida pela sua eficiéncia e seletividade, além de ser
documentada na literatura (Costa et al., 2017; 2020).

Figura 2 - Rota sintética para obtencdo dos derivados triazélicos (4i-4l) a partir do glicerol.
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Fonte: os autores.
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O teste in vitro para avaliacdo da germinacéo foi realizado usando uredinidsporos coletados de
plantagBes de café conilon naturalmente infectadas por H. vastatrix. As pustulas foram raspadas
suavemente com uma escova de cerdas macias e armazenadas em tubos falcon de 15 mL. Para cada
um dos triazéis testados (4i-4l) foram diluidos em dimetilsulféxido (DMSO) e agua destilada para se
obter as concentracdes de 10, 25, 50, 75 e 100 ppm. Posteriormente, placas de poliestireno foram
preparadas contendo meio de cultura agar-agua. Para cada concentracdo dos quatro derivados
triazélicos, o meio agar-agua foi devidamente misturado com as solucdes de triazol correspondentes.
Discos de 5 mm de didametro desse meio foram colocados no centro das placas de Petri. Em seguida,
20 yL de uma suspensdo contendo 5 x 10* urediniésporos/mL de H. vastatrix foram pipetados e
dispostos sobre cada disco. As placas de Petri contendo os discos de agar-agua-triazol com a
suspensao de urediniésporos foram seladas e incubadas em uma demanda bioquimica de oxigénio
(DBO), ajustada para manter uma temperatura constante de 22 °C. A incubacao foi realizada por um
periodo de 48 horas na auséncia de luz, para simular condicGes ideais para a germinacao dos
uredinidsporos de H. vastatrix. Apés 48 horas, o0s uredinidosporos germinados foram contabilizados sob
um microscoépio 6ptico. O controle negativo (CN) utilizado foi DMSO, enquanto o controle positivo foi o
fungicida comercial Flutriafol. O experimento foi repetido para cada triazol testado.

Resultados

As transformacdes quimicas realizadas no glicerol forneceram os intermediarios (1), (2) e (3) com
rendimentos de 63%, 75% e 93%, respectivamente. Para formacéo do acetal (1), o glicerol sofreu
condensagéo na presenga de acetona como solvente e 4cido p-toluenossulfénico como catalisador,
durante um periodo de 24 h. Em seguida, a reacdo entre (1) e cloreto de p-toluenossulfonila, na
presenca de piridina como solvente, levou a obtencao de (2) apés 2 h de reacado. A conversédo do acetal
(2) na azida orgéanica (3) foi realizada a partir da substituicdo nucleofilica do grupo tosila pelo
grupamento azida, na presenga de azida de sodio em dimetilformamida e refluxo de 60 °C durante 8 h.

A partir do glicerol também foi possivel garantir a obtencéo exclusiva de quatro 1,2,3-triazéis-1,4-
dissubstituidos (4i-4l), através da reacao click entre a azida (3) e os diferentes alcinos terminais, usando
uma quantidade catalitica de sulfato de cobre, ascorbato de s6dio como agente redutor e alcool t-
butilico e agua como solventes. Os derivados 4i, 4j, 4k e 4l foram obtidos com rendimentos de 85%,
93%, 87% e 75%, respectivamente.

Os compostos sintetizados foram submetidos a ensaios bioldgicos. A porcentagem de germinacao
de urediniésporos de Hemileia vastatrix, avaliada em testes in vitro por meio da interagdo com 0s novos
triazéis (4i-41), demonstrou eficacia moderada para todos os quatro compostos investigados (Figura 3).

Figura 3 - Germinacéo de uredinidsporos de H. vastratrix (%) sob os efeitos dos triazois 4i—4l em comparagéo
ao controle negativo DMSO (CN) nas diferentes concentragdes (ppm).
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Fonte: os autores.

Todos os triazbis testados reduziram a germinacdo do fungo conforme hd um aumento da
concentracao, indicando uma correlagdo positiva entre a concentracdo dos triazéis e a inibicdo da
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germinacdo dos esporos. O derivado triazolico 4 mostrou-se promissor, sendo mais efetivo nas
concentracbes de 50, 75 e 100 ppm, seguido pelo 4j nas mesmas concentracfes. Na maior
concentracao testada (100 ppm), todos os derivados foram capazes de inibir a germinacdo do fungo,
sendo a porcentagem de germinacéo de 22,59% (4l), 24,75% (4)), 35,57% (4i) e 39,65% (4k).

Com base na dose efetiva para inibir 50% da germinacao do fungo (DEso) (Figura 4), os triazoéis
apresentaram valores de DEso de 5 ppm (4i), 12 ppm (4j), 14 ppm (41) e 28 ppm (4k).

Figura 4 - Curva de dose efetiva (DEso) para inibir 50% da germinacgéo de H. vastatrix frente aos triazois
testados (4i-4l).
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Fonte: os autores.

Discusséo

Os 1,2,3-triazéis sao estruturas versateis e apresentam ampla aplicagdo em varias areas, incluindo
quimica medicinal, ciéncia dos materiais e bioconjugacdo, sendo estruturas-alvo de diversas
estratégias sintéticas, como aquela demonstrada na Figura 2. No presente trabalho, os quatro 1,2,3-
triazéis foram obtidos com altos rendimentos, possivelmente devido ao emprego do cobre como
catalisador na reacdo. A presenca desse metal pode aumentar a velocidade da reacdo na ordem de
até 7 vezes, além de favorecer o processo de anelacdo de forma regiosseletiva e levar a formacgéo
exclusiva do regioisébmero 1,4-dissubstituido (Freitas et al., 2011; Melo et al., 2006;). Os resultados
obtidos estdo de acordo com os estudos conduzidos por Costa et al. (2017) e Barcelos et al. (2022).

Uma vez sintetizados, os 1,2,3-triazéis podem atuar como fungicidas alternativos no combate de
diferentes patdégenos. Fungicidas sdo substancias que desempenham papel crucial no meio agricola,
auxiliando no combate de diversas doencas que podem devastar plantacdes inteiras trazendo grande
prejuizo econdémico. Nesse estudo foi avaliado a eficacia fungicida de derivados triazdlicos do glicerol
frente a ferrugem do cafeeiro.

A partir dos testes realizados, foi possivel observar que os triazdis apresentaram altas taxas
inibitérias na germinacao dos uredinidsporos de H. vastatrix. Diferengas estatisticas significativas foram
observadas entre os triaz6is em cada concentracéo especifica, indicando niveis distintos de eficacia
entre os compostos. Embora todos os triazois tenham demonstrado eficdcia na reducdo de
urediniosporos, os derivados 4l e 4j foram os mais eficazes na concentracdo maxima testada. O
derivado triazélico, 4i, também mostrou-se promissor, com potencial para inibir 50% da germinacao
dos esporos de H. vastatrix.
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De modo geral, os triazdis sdo capazes de desempenhar acdo toxica sobre tubo germinativo e
também de impedir o crescimento de esporos de patdgenos, agindo na inibicdo da enzima lanosterol
14a0-desmetilase, responsavel pela sintese de ergosterol, um componente crucial da membrana celular
dos fungos. A auséncia de ergosterol afeta a integridade da membrana flngica, impedindo seu
crescimento (Caramalho et al., 2017).

Na literatura, trabalhos sobre 1,2,3-triazois obtidos a partir do glicerol tambem demonstraram alto
percentual de inibicdo na germinacao de esporos fungicos. Lima et al. (2023) realizaram a sintese de
derivados triazélicos do glicerol e também avaliaram o efeito fungicida na inibicdo da germinacao de
esporos de Asperisporium caricae, que acomete a cultura do mamoeiro. Os autores encontraram
resultados promissores e concluiram que os derivados do glicerol contendo fragmento 1,2,3-triaz6lico
representam uma alternativa inovadora de controle, podendo ser utilizados para o desenvolvimento de
novos produtos agricolas mais eficazes na inibicao da proliferagédo do fungo e menos prejudicial a satde
humana e ao meio ambiente.

Conclusao

No presente estudo foi relatada a sintese eficiente e rapida de quatro derivados triazélicos (4i-4l),
utilizando o glicerol como material de partida e através da reacao click. Os triazois apresentaram altos
rendimentos (75-93%), indicando a eficiéncia da metodologia empregada para obtencdo destes
compostos bioativos e para redugdo na quantidade de residuo de glicerol gerado na produgéo do
biodiesel.

No ensaio fungicida, os quatro derivados triazélicos (4i-41) apresentaram potencial acdo inibitoria
sobre o crescimento de H. vastatrix, com destaque para o triazol 4l, que resultou na maior quantidade
de esporos ndo germinados. Na analise dos valores de DEso, 0s compostos de interesse também se
mostraram eficazes para inibir 50% da germinacéo, em especial o triazol 4i com menor valor de DEso
(5 ppm). Dessa forma, todos 0os compostos testados podem ser considerados como potencial fungicidas
para o controle da ferrugem do cafeeiro, sendo necessario a realiza¢éo de estudos adicionais in vivo e
em diferentes concentra¢des para avaliar a fundo o mecanismo de acdo destes compostos contra a
ferrugem foliar do cafeeiro.
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