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Resumo: Anualmente, as infec¢des fungicas invasivas (IFIs) sdo responsaveis
pela morte de aproximadamente 1,5 — 2 milhdes de pacientes. O tratamento
atual com antifingicos é limitada e o aumento da resisténcia aos farmacos
demanda pela busca de novos agentes terapéuticos. A enzima Gwtl, envolvida
na biossintese de glicosilfosfatidilinositois (GPIs) apresenta atividade do tipo
acil-transferase e esta envolvida na acilacdo do inositol na etapa inicial da via
bioquimica, e demonstra ser um alvo promissor na busca de novos
antifingicos. Neste trabalho, utilizando a estratégia de modificacdo molecular
denominada bioisosterismo foram planejados sete compostos baseados no
manogepix (APX001A), conhecidamente inibidor de Gwtl. Para obtencao
destes compostos foi utilizada sintese convergente em sete etapas na etapa A
ocorreu a obtengdo dos benzofuroxanos 6-carboxibenzolc][1,2,5]oxadiazol 1-
oxido (8) e 6-carboxi-[1,2,5]oxadiazol[3,4-b]piridina 1-6xido (9) ; na etapa B
foram obtidos os éteres N- (3 - (fenoximetil) fenil)-acetamida (13) e N- (3 -
(pridin-2-oxi) metil) fenil)-acetamida (14) por meio de uma reacdo de
substituicdo nucleofilica bimolecular seguida de uma hidrolise béasica para
obtengdo dos compostos N- (3 - (fenoximetil) anilina (15) e N- (3 - (pridin-2-oxi)
metil) anilina (16) , na etapa C, ocorreu a reacdo de acoplamento entre 0s
compostos obtidos nos Blocos A e B para obtencdo dos derivados
benzofuroxanos (17) e (18); na etapa D ocorreu a obtencdo do intermediario
sulfonado (22) por meio de uma reacao de substituicdo nucleofilica bimolecular;
na etapa E ocorreu uma reacdo de acoplamento entre o derivado sulfonado
(22) e os compostos obtidos no Bloco A para obtencdo dos compostos (23) e
(24); na etapa F ocorreu uma reacao de reducdo de um grupo nitro aromatico
(25) para uma amina aromatica (26). Os intermediarios e os produtos finais
obtidos nesse trabalho tiveram seus rendimentos variando entre 21% a 89%. A
caracterizacdo estrutural foi realizada por meio de métodos analiticos como
ressonancia magnética nuclear (RMN) unidimensional, espectroscopia na
regido do infravermelho e faixa de fusdo. Os novos compostos (17,18, 23, 24,
27, 28 e 30) planejados como antifungicos podem constituir uma nova

alternativa ao tratamento contra infeccfes fungicas invasivas.

Palavras-chaves: Infec¢cdes Fungicas Invasivas (IFIs), glicosilfofatidilinositéis (GPIs), enzima
Gwtl, manogepix, APXO001A, bioisosteirismo, sintese de derivados benzofuroxanos,
substituicdo nucleofilica bimolecular, hidrolise béasica, reagdo de acoplamento, derivado
sulfonado.



Abstract: Annually, invasive fungal infections (IFIs) are responsible for the
death of approximately 1.5 — 2 million patients. Current treatment with
antifungals is limited and the increase in drug resistance demands the search
for new therapeutic agents. The enzyme Gwtl, involved in the biosynthesis of
glycosylphosphatidylinositols (GPIs) has acyl-transferase-like activity and is
involved in the acylation of inositol in the initial step of the biochemical pathway,
and proves to be a promising target in the search for new antifungals. In this
work, using the molecular modification strategy called bioisosterism, seven
compounds based on manogepix (APX001A), known to be a Gwtl inhibitor,
were designed. To obtain these compounds, convergent synthesis was used in
seven steps. In step A, 6-carboxybenzo|c][1,2,5]oxadiazole 1-oxide (8) and 6-
carboxy-[1,2,5] benzofuroxanes were obtained. ]oxadiazole[3,4-b]pyridine 1-
oxide (9); in step B, the ethers N-(3-(phenoxymethyl)phenyl)-acetamide (13)
and N-(3-(pridin-2-oxy)methyl)phenyl)-acetamide (14) were obtained through a
reaction of bimolecular nucleophilic substitution followed by a basic hydrolysis
to obtain the compounds N-(3-(phenoxymethyl)aniline (15) and N-(3-(pridin-2-
oxy)methylaniline (16) , in step C, the coupling reaction between the
compounds obtained in Blocks A and B to obtain the benzofuroxane derivatives
(17) and (18); in step D, the sulfonated intermediate (22) was obtained through
a bimolecular nucleophilic substitution reaction; in step E there was a coupling
reaction between the sulfonated derivative (22) and the compounds obtained in
Block A to obtain compounds (23) and (24); in step F there was a reduction
reaction of a nitroaromatic group (25) to an aromatic amine (26) The
intermediates and final products obtained in this work had their yields ranging
from 21% to 89%. Structural analysis was performed using analytical methods
such as one-dimensional nuclear magnetic resonance (NMR), infrared
spectroscopy and fusion range. The new compounds (17, 18, 23, 24, 27, 28
and 30) designed as antifungals may constitute a new alternative for the

treatment of invasive fungal infections.

Keywords: Invasive Fungal Infections (IFIs), glycosylphosphatidylinositols (GPIs), Gwtl
enzyme, manogepix, APX001A, bioisostheirism, synthesis of benzofuroxane derivatives,

bimolecular nucleophilic substitution, basic hydrolysis, coupling reaction, sulfonated derivative.
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1. INTRODUCAO

Fungos sé@o microrganismos eucarioticos presentes no meio ambiente na
forma de leveduras, bolores, cogumelos, pélipos e hifas (BLACKWELL, 2011;
CHANG; LEVITZ, 2019). H4& cerca de 100.000 espécies descritas, mas a
diversidade global real de fungos parece ser maior, com alguns estudos
estimando em até 5 milhdes de espécies (BLACKWELL, 2011; WARDLE;
LINDAHL, 2014).

Os fungos desempenham papéis ecologicos fundamentais como
decompositores, alguns deles sdo patdgenos de plantas e animais, outros
contribuem com o ciclo do carbono nos solos e medeiam a nutricgdo mineral das
plantas (WARDLE; LINDAHL, 2014). No campo da biotecnologia tém
aplicacbes industriais na  producdo de farmacos  (antibidticos,
imunossupressores, hormonios), alimentos e bebidas. Apesar desses
importantes papéis, determinadas espécies sdo conhecidamente patogénicas
ao homem podendo causar Infec¢Bes Fungicas Invasivas (IFIs). Estima-se que
as IFIs possam causar a morte de até 2 milhdes de individuos, sendo que
agueles com sistema imunologico comprometido estdo em situacdo de maior
vulnerabilidade (DENNING; JUGESSUR, 2016; LIU et al., 2018; PIANALTO;
ALSPAUGH, 2016).

O aumento no numero de casos de IFIs nas Udltimas décadas tem sido
associado a uma série de fatores, como por exemplo: doencgas pré-existentes
(exemplo: infeccdo por HIV); o uso indiscriminado e ndo racional de
antimicrobianos e antifingicos; maior nimero de procedimentos médicos que
levam & imunossupressdo, a exemplo do transplante de medula e 6érgaos;
tratamento com agentes quimioterapicos e uso prolongado de corticoides
(PIANALTO; ALSPAUGH, 2016). Todos os pacientes que se enquadram
nestas condi¢des, incluindo aqueles internados em unidades de tratamento
intensivo, sdo mais vulneraveis as IFIs. Estima-se que dependendo da espécie
fungica, a taxa de mortalidade pode variar de 20-40%, demandando atencéo e
cuidado médico especializado (DENNING; JUGESSUR, 2016; LIU et al., 2018).



Tem sido relatado que mais de 90% das IFIs sejam causadas por trés espécies
de fungos, a saber: Candida sp, Cryptococcus sp e Aspergillus sp. Dentre
estas, o fungo Candida albicans € descrito como sendo responséavel por cerca
de 40% das infec¢des sistémicas (PERLROTH; CHOI; SPELLBERG, 2007). Ja
o Cryptococcus neoformans é um patégeno oportunista responsavel por causar
meningite, principalmente em pacientes vivendo com HIV/AIDS (PARK et al.,
2009). Causa cerca de 600 mil mortes por ano, sendo que 60% dos casos
ocorrem em paises em desenvolvimento (PYRGOS et al., 2013). A aspergilose
€ uma doenga que acomete pacientes imunocomprometidos, causado pelo
fungo Aspergillus fumigatus, cuja taxa de mortalidade pode alcancar até 95%
(Tabela 1) (LATGE, 2001).

Tabela 1. Dados estatisticos de mortalidade das 3 mais significantes infec¢Bes flingicas
invasivas, destacando ainda a mucormicose. Fonte: Adaptado de (BONGOMIN et al., 2017)

Doencga Localizagdo Infecgdes comrisco de Taxa de mortalidade
(espécies mais vida estimadas/ano (% em infectados)
comuns) nesse local
Aspergilose Mundial >300.000 30-95
(Aspergillus fumigatus)
Candidiase (Candida Mundial >700.000 46-75
albicans)
Criptococose Mundial >1.000.000 20-70
(Cryptococcus
neoformans)
Mucormicose Mundial >10.000 30-90

(Rhizopus oryzae)

No final de 2019, o mundo foi surpreendido com a pandemia da COVID-
19, causada pelo virus SARS-Cov-2. A necessidade de tratamento
especializado em unidades de terapia intensiva, associados aos longos
periodos de internacdo dos pacientes infectados, os tornaram mais vulneraveis
as IFls. Nessa condicdo, o surgimento de infeccBes fungicas secundarias
torna-se favorecido. Um exemplo disso € a mucormicose, também conhecida
como doenca do fungo negro. Uma doenca oportunista séria, rara e que se
espalha rapidamente causando sepse. A mucormicose é causada pela inalagédo
desses fungos filamentosos e estudos recentes na india, por exemplo,

documentaram um nuamero alarmante de pacientes COVID-19 com coinfeccéo
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por mucormicose. Em 7 de junho de 2021, o pais registrou 28.252 casos de
mucormicose em 28 estados. Entre esses, 24.370 casos tinha historico de
COVID-19 e 17.601 casos, historico de diabetes, grupo que aparentemente
parece ser mais propenso a doenca do fungo negro durante a co-infeccao por
SARS-CoV-2. (BALASOPOULOU et al., 2017; MAHALAXMI; JAYARAMAYYA;
VENKATESAN, 2020). Portanto, esse cenario exemplifica a preocupacéao atual
com as IFIs e a necessidade de tratamentos eficazes que garantam a

seguranca do paciente.

1.1. Aspectos gerais das infec¢fes fungicas invasivas (IFIs)

O diagnéstico adequado das IFIs € fundamental devido as altas taxas de
morbidade e mortalidade, bem como ao substancial 6nus econdmico associado
ao manejo dessas doencas. O reconhecimento das IFls e a diferenciacdo de
outras infec¢cdes com apresentacdes clinicas semelhantes pode ser um desafio
clinico, o que pode levar a erros de diagnostico e o surgimento de cepas
resistentes. Portanto, ha uma necessidade significativa de administracao
aprimorada relacionada aos testes diagndsticos e ao tratamento de IFls
(TERRERO-SALCEDO; POWERS-FLETCHER, 2020).

Uma analise feita recentemente nos Estados Unidos estimou o custo total
de hospitaliza¢cbes por doencas causadas por fungos em $4,6 bilhdes, sendo
as infecgbes por Candida spp (26.735 hospitaliza¢des, custo total de $1,4
bilhdo) e infec¢des por Aspergillus spp (14.820 hospitaliza¢des, custo total de
$1,2 bilhdo) as principais responsaveis pela maioria das hospitalizagbes e as
gue demandaram maiores custos de tratamento (TERRERO-SALCEDO;
POWERS-FLETCHER, 2020).

Esta analise, porém, ndo levou em consideracdo os custos relacionados a
testes desnecessarios, procedimentos médicos e aos tratamentos inadequados
realizados antes do diagnostico correto. Nao apenas as dificuldades
associadas ao diagnostico de IFI provavelmente aumentam a carga econdémica
associada a essas doencas, mas a falha em diagnosticar adequadamente as
IFI também é um dos principais fatores para as altas taxas de mortalidade.
Portanto, é perceptivel a necessidade em melhorar a gestdo relacionada aos

diagnésticos e ao tratamento de IFI, bem como aos custos e acessibilidade dos
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diagnésticos fungicos atuais (TERRERO-SALCEDO; POWERS-FLETCHER,
2020).

Além das deficiéncias nas técnicas de diagnostico e dos escassos recursos
terapéuticos, 0 uso excessivo de agentes antifingicos aumenta a resisténcia ao
patégeno oportunista, conforme destacado a seguir (NICOLE M. REVIE1,1,
KALI R. IYER1,1, NICOLE ROBBINS1, 2018).

1.2. Resisténcia aos antifungicos e a formacao de biofilmes

Estudos relatam que as espécies de Candida e Aspergillus jA estédo
resistentes aos triazois, enquanto dados para espécies de Cryptococcus sao
escassos. No periodo de 1992 a 2007 foi relatado um aumento de 5% no
numero de casos de resisténcia ao fluconazol pela Candida glabrata . Em um
estudo publicado em 2013, com fins de avaliar a resisténcia ao fluconazol foi
observado que dentre 1846 isolados clinicos de 31 paises cerca de 11,9% de
Candida glabrata e 11,6% de Candida tropicalis mostraram-se resistentes ao
farmaco. Em relacédo a isolados de Aspergillus fumigatus estudos apontaram
gue aproximadamente 3,2% deles sdo resistentes a um ou mais triazéis
(PERLIN; RAUTEMAA-RICHARDSON; ALASTRUEY-IZQUIERDO, 2017).

Quanto as equinocandinas, estima-se que a resisténcia a Candida albicans
seja menor que 1%. J& em relacdo a Candida glabrata, a maioria dos estudos
de prevaléncia epidemioldgica relata resisténcia antifangica em porcentagens
variando de 2 a 4% (PERLIN; RAUTEMAA-RICHARDSON; ALASTRUEY-
IZQUIERDO, 2017).

Além do aumento da resisténcia aos farmacos, a formacgéo de biofilmes é
outro desafio a se vencer no tratamento das IFIs. Os biofiimes sé&o
comunidades microbianas associadas a uma determinada superficie, e sdo
caracterizados por células organizadas em uma matriz extracelular
autoproduzida. A formagé&o do biofilme envolve diversas etapas, sendo que a
primeira chamada de aderéncia, ocorre quando o microrganismo se fixa ao
substrato, em que as células se replicam e comecam a secretar matriz

extracelular e formar as pseudo-hifas. Na segunda etapa, ocorre a formacao do
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biofilme maduro (maturacdo ou colonizacdo) na presenca de micro coldnias,
hifas e da matriz polimérica extracelular que envolve as células. Por ultimo, as
leveduras comecam a dispersar do biofilme, disseminando a infeccédo, e
iniciando novamente a ciclo (BERGAMO et al., 2018).

Os biofilmes fangicos podem se formar em dispositivos médicos de longa
permanéncia, tais como sondas (endotraqueal, vesical, entre outros) e cateter
venoso central e urinario, sendo assim, capazes de contaminar 0s pacientes
durante os procedimentos médicos e cirdrgicos. Os biofiimes formados pelo
fungo filamentoso oportunista Aspergillus fumigatus estdo implicados no
aspergiloma e na aspergilose pulmonar invasiva. O biofime de Candida
albicans contribui para infec¢cdes adquiridas em hospitais e incrustacoes de
dispositivos meédicos, incluindo cateteres (RAAD; HANNA; MAKI, 2007;
TREMBLAY; HATHROUBI; JACQUES, 2014).- A pesquisa de novos farmacos
atuando sobre biofilmes ainda € escassa, demando esfor¢cos para vencer esse
grande desafio, uma vez que nem sempre farmacos/compostos ativos contra
as formas planctbnicas sdo ativos contra as estruturas organizadas dos

biofilmes.

1.3. Aspectos gerais do tratamento atual das infec¢cbes flangicas
invasivas (IFIs) e seus desafios

O tratamento das infec¢cdes causadas por fungos apresenta grandes
desafios, pois estes agentes eucariotos apresentam semelhancas metabdlicas
comparada ao hospedeiro humano. Nesse aspecto, um dos maiores obstaculos
da descoberta dos antifungicos é identificar caracteristicas celulares
especificas desses patdogenos que possam ser seletivamente inibidos, sem

causar efeitos colaterais nas células do hospedeiro (ALSPAUGH, 2020).

O tratamento atual com antifiingicos é limitado e, atualmente, sdo quatro as
principais classes de medicamentos antifiungicos utilizadas na clinica
(CARMONA; LIMPER, 2017). Essas classes tém como alvo diferentes
estruturas da célula fungica. Uma descricdo sobre o mecanismo de acéo, bem
como caracteristicas gerais dos farmacos atualmente aprovados, sera

apresentada a sequir.
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1.3.1. Polienos

A classe dos polienos, representada pela anfotericina B (AmfB) (Figura 1),
interage com o ergosterol da membrana celular dos fungos - esterol especifico
para fungos localizado na membrana plasmatica do fungo - e causa a formacéao
de canais na membrana que permitem a liberacdo de ions e extravasamento
de conteudo celular. Evidéncias recentes sugerem que AmfB também forma
grandes agregados extra membranosos que eliminam o microrganismo pela
extracdo do ergosterol das bicamadas lipidicas (CARMONA; LIMPER, 2017). A
AmfB é fungicida contra as espécies Candida sp, Aspergillus fumigatus e
Aspergillus flavus (KUMAR et al.,, 2018; MELETIADIS et al., 2007)- Desde a
década de 1950, mais de 200 polienos com atividade antifungica foram
descobertos; no entanto, a AmfB continua sendo o Unico farmaco desta classe
usado no tratamento de IFIs (ZOTCHEYV, 2012).

Figura 1. Estrutura quimica da anfotericina, antifungico da classe dos polienos.
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Curiosamente, a AmfB em associacdo com outros agentes pode
contribuir com a reducéo da resisténcia aos farmacos devido ao seu modo de
acdo unico. Apesar disso, a AmfB é pouco absorvida e, portanto, € comumente
administrado por via intravenosa (IV). Ademais, seu uso de forma continuada
pode induzir nefrotoxicidade, sendo este um fator limitante no tratamento.
Algumas formulacdes lipidicas foram desenvolvidas para tentar reduzir os
inconvenientes da AmfB, dentre os quais € possivel citar: complexos lipidicos
nao covalentes (ABLC), formas lipossomais (AmBisoma) e dispersdes coloidais
(anfocil) (CARMONA,; LIMPER, 2017; KUMAR et al., 2018; MELETIADIS et al.,
2007; ZOTCHEV, 2012).
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1.3.2. Antifungicos azdis

Os antifingicos azdis, representados pelas classes dos imidazois e triazois,
interrompem a biossintese de ergosterol na etapa de desmetilacdo do
lanosterol, através da inibicdo da enzima 14-alfa-demetilase. Os antifungicos
triazois apresentam maior espectro de acao que os imidazois, exibindo assim,
efeito fungistatico contra leveduras e fungicidas para Aspergillus spp.
(GEISSEL et al., 2018) Para as IFls, somente os triazbis sdo usados na clinica.
Enquanto o fluconazol (Figura 2) e o itraconazol (Figura 3) sdo triazéis de
primeira geracdo, a segunda geracdo de triazbis, com perfis farmacoldgicos
aprimorados, inclui voriconazol (Figura 4), posaconazol (Figura 5) e
isavuconazol (Figura 6) (PING et al., 2013) .

O uso néo racional desses farmacos na terapia promoveu o surgimento de
resisténcia fangica aos medicamentos dessa classe, principalmente aos de
primeira geragdo. O mecanismo molecular envolvido na resisténcia ao triazol
inclui principalmente a super-expressdo do gene ERG11, alteragcdes na
proteina CYP51 (enzima pertencente a superfamilia dos citocromos P450),
ativacdo de bombas de efluxo associadas a membrana e ao desenvolvimento
de biofilmes fangicos (HOUST; SPIZEK; HAVLICEK, 2020; LIU et al., 2018).

Todos os triazois estdo disponiveis para aplicacdes orais e intravenosas.
Notavelmente, o isavuconazol € administrado por via intravenosa através do
seu pro-farmaco. Os triazois sdo geralmente bem tolerados e o efeito colateral
mais comum € a hepatotoxicidade. Comumente relata-se interacdes
medicamentosas aos farmacos dessa classe devido a sua capacidade de
interagir com a isoenzimas do CYP450 (GEISSEL et al., 2018; MELETIADIS et
al., 2007; PERLIN; RAUTEMAA-RICHARDSON; ALASTRUEY-IZQUIERDO,

2017) . As caracteristicas gerais desses farmacos sao apresentadas a seguir.

1.3.2.1. Fluconazol (FLC)

O fluconazol (Figura 2) estd entre os triazéis mais usados na clinica.
Possui biodisponibilidade por via oral, tolerabilidade e exibe bom perfil de

seguranca. E ativo contra Cryptococcus spp e Candida spp, exceto Candida
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glabrata, cuja atividade € bem limitada, e Candida krusei em que o farmaco néo
se mostra ativo. Também tem atividade contra fungos endémicos, incluindo
Histoplasma, Blastomyces, Coccidioides e Paracoccidioides spp. Ao contrario
de outros triazéis, o fluconazol é um substrato fraco para as enzimas do
CYP450 e, portanto, causa menor inibicdo dessas isoenzimas. Apesar disso,
ndo estd isenta a possibilidade de interacbes medicamentosas quando
associado a outros farmacos, demandando atencdo durante o0
acompanhamento pelo profissional da saude. O fluconazol € indicado
principalmente para o tratamento de esofagite por Candida, infec¢cédo fungica no

trato urogenital e vulvovaginite por Candida spp (TOON et al., 1990).

Figura 2. Estrutura quimica do fluconazol, antifungico da classe dos triazois.
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1.3.2.2. Itraconazol (ITC)

O itraconazol (Figura 3) tem espectro de atividade mais amplo do que o
fluconazol, particularmente contra fungos endémicos como Histoplasma e
Blastomyces. Também ¢é ativo contra Aspergillus spp, Candida spp (exceto
Candida Krusei), Sporothrix schenckii. Sua biodisponibilidade difere
substancialmente e a solugdo oral é preferivel a capsula por ser 30% mais
biodisponivel. Ao contrario do fluconazol, o itraconazol ndo € ideal para o
sistema nervoso central (SNC) ou infeccBes oculares, pois a eficacia nessas
regides é baixa devido a sua baixa penetracdo nesses tecidos. O itraconazol foi
aprovado pelo FDA para terapia de resgate para aspergilose invasiva e
também é farmaco de escolha em histoplasmose leve e crénica, bem como em
blastomicose leve a moderada (incluindo doencas de pele e 0sso0s). Também

pode ser usado para tratar coccidioidomicose, criptococose, candidiase

22



orofaringea e esofagica e aspergilose broncopulmonar alérgica. Apresenta
poucos efeitos colaterais, que incluem erupg¢des cutaneas, nauseas, vOmitos,
diarreia, tontura, dor de cabeca e edema. Os efeitos adversos mais graves
como a insuficiéncia cardiaca congestiva ou edema pulmonar sdo raros
(BOELAERT et al., 1988; CLISSOLD; GRANT, 1989).

Figura 3. Estrutura quimica do itraconazol, antifingico da classe dos triazéis.
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1.3.2.3. Posaconazol (POS)

Entre todos os azéis, o posaconazol (Figura 4) apresenta um dos mais
amplos espetros de atividade antiflingica. E ativo contra a maioria dos fungos,
incluindo Candida spp, Aspergillus fumigatus, Cryptococcus, Zygomycetes e
fungos endémicos (Histoplasma, Blastomyces e Coccidioides). Apresentacdes
em formulacbes orais e intravenosas podem ser encontradas na clinica.
Embora tenha atividade semelhante ao voriconazol contra Aspergillus spp e
Candida spp, os dados clinicos ainda séo limitados e, portanto, este antifingico
ndo possui uma recomendacdo priméria para o tratamento de nenhum desses
fungos. As indicacfes aprovadas pela FDA para posaconazol sédo, portanto, no
tratamento da aspergilose invasiva e candidiase disseminada em pessoas
gravemente imunocomprometidas. Além disso, o posaconazol demonstrou ser
eficaz na reducéo ou mesmo na cura da terapia para mucormicose, terapia de
resgate na aspergilose invasiva nos pacientes intolerantes ao voriconazol e na
reducdo de infeccdes intravasculares por espécies de Candida suscetivel ao

posaconazol, mas resistente ao fluconazol (COURTNEY et al., 2005).
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Figura 4. Estrutura quimica do posaconazol, antifingico da classe dos triazois.
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1.3.2.4. Voriconazol (VOR)

O voriconazol (Figura 5), em comparacdo com outros triazois, tem
atividade aumentada contra Candida spp e Aspergillus spp, sendo eficaz contra
Cryptococcus spp, Fusarium spp e fungos endémicos. As principais indicagdes
do voriconazol sdo o tratamento da aspergilose invasiva, meningite
criptocdcica, candidemia ndo neutropénica, candidiase esofagica, candidiase
disseminada e candidiase grave. Este medicamento é geralmente bem tolerado
e a maioria dos efeitos adversos comuns séo disturbios visuais (por exemplo,
percepcéo alterada da luz, acromatopsia e fotofobia) e alucinag¢des, variando
em efeitos leves e transitorios. Eles tendem a ser dependentes da dose, com
apenas alguns casos de insuficiéncia hepéatica e morte foram relatados.
Portanto, € recomendado monitorar a funcdo hepatica durante o primeiro més
de terapia (MALANI; KERR; KAUFFMAN, 2015).

Figura 5. Estrutura quimica do voriconazol, antifingico da classe dos triazéis.
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1.3.2.5. Isavuconazol (ISV)

O isavuconazol (Figura 6) € um dos mais recentes inibidores da enzima 14-
alfa-demetilase pertencente a classe dos triazéis. Possui amplo espectro de
acédo, e boa biodisponibilidade e tolerabilidade. Foi aprovado pelo FDA para o
uso de aspergilose invasiva e mucormicose. Os efeitos colaterais mais comuns
sdo nauseas, vomitos, diarréia, erupcéo cutanea e edema periférico. Embora
seja uma reacdo rara, a hepatotoxicidade deve ser monitorada por meio das
funcBes hepaticas, e atencdo especial deve ser dada aos pacientes com
doenca hepética grave que necessitem de tratamento com isavuconazol. Ao
contrario do voriconazol e posaconazol, a toxicidade renal ndo € um problema
comumente observado durante tratamento com o isavuconazol. Comumente, é
o farmaco de escolha para pacientes que néo toleram o voriconazol, na
aspergilose invasiva e como alternativa ao posaconazol no tratamento da
mucormicose. O isavuconazol também tem atividade in vitro contra
Cryptococcus spp, mas ainda ha poucos estudos sobre as diferentes espécies
(MICELI; KAUFFMAN, 2015).

Figura 6. Estrutura quimica do isavuconazol, antifingico da classe dos triazdis.
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1.3.3. Equinocandinas

As equinocandinas, representada pela caspofungina (Figura 7), micafungina
(Figura 8) e anidulafungina (Figura 9), bloqueiam a sintese de 8 - D - glucanos
localizados na parede celular dos fungos. O alvo molecular das equinocandinas
€ a UDP-glicose (1,3)-D-glucano-(3)-D-glucosiltransferase (comumente referido
como - (1,3)-D-glucano sintase), que é responsavel pela sintese de (1,3-D)-
glucano (homopolimero de -D-glucopiranose, ligado por conexdo - (1,3)-
glicosideo), um componente importante das paredes celulares de muitos
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fungos, que em conjunto com a quitina, conferem a forma e integridade da
parede celular. Essa classe € fungicida contra Candida sp e fungistatica contra
Aspergillus spp, respectivamente (PATIL; MAJUMDAR, 2017).

Equinocandinas sdo hexapeptideos ciclicos, em que a homotirosina
inibe a 1,3 - B - D - glucano sintase. Estruturalmente os residuos de prolina
aumentam a poténcia antifingica, e a substituicdo por um grupo hidroxila,
etilenodiamina e porcfes sulfatadas melhoram a solubilidade em agua. Estas
modificagbes possibilitaram o desenvolvimento de formulagcdes para

administragao intravenosa.

As equinocandinas causam toxicidade de forma seletiva porque a
parede celular € uma estrutura celular fungica ausente nas células humanas.
Devido ao seu amplo espectro de atividade, e poucos efeitos colaterais tém
sido recomendada para tratamento das IFIs, sendo o tratamento de primeira
linha em pacientes com infeccédo invasiva por Candida, particularmente em
pacientes hemodinamicamente instaveis ap0s tratamento prévio com triazéis
(AGUILAR-ZAPATA; PETRAITIENE; PETRAITIS, 2015). Dentre o0s
representantes da classe, a anidulafungina foi descoberta em 1970, e a
caspofungina e da micafungina foram descritos em 1989 e 1990,

respectivamente.

1.3.3.1. Caspofungina (CSF)

A agéncia de regulagao norte americana Food and Drug Administration (FDA)
aprovou a caspofungina em janeiro de 2001 como um medicamento usado
para prevenir infec¢des fungicas em pacientes adultos. Em julho de 2008, foi
aprovado para uso em criangcas com mais de 3 meses de idade. Este farmaco é
obtido pelo processo de semi-sintese a partir do derivado hexapeptideo de
ocorréncia natural isolado de Glarea lozoyensis. A partir desse intermediério,
sao realizadas modificacdes estruturais oriundas da adicdo da cadeia de acido
graxo N-acilado na cadeia lateral. A caspofungina € usada em pacientes
neutropénicos com febre alta e suspeita de infeccdo fungica. Pode ser usado
para tratar candidiase esoféagica, peritonite, abscesso intra-abdominal e
infecgBes cavitarias causadas por diferentes espécies de Candida. Além disso,

a caspofungina é usada como alternativa quando a terapia padrdo com triazois
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contra infeccBes causadas por Aspergillus spp. ndo sao eficazes (SANDHU et
al., 2005).

Figura 7. Estrutura quimica da caspofungina, antifingico da classe das equinocandinas.
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1.3.3.2. Micafungina (MCF)

Este farmaco foi aprovado pelo FDA em margco de 2005 para tratar
pacientes que sofrem de candidiase esofagica. Também é usada no tratamento
profilatico contra IFls causados por espécies de Candida em pacientes
submetidos a transplante de células-tronco hematopoéticas. Em 2013, este
farmaco foi aprovado para pacientes pediatricos com 4 meses ou mais que
sofrem de infec¢des por Candida. Além disso, foi recentemente aprovado para
o tratamento de candidiase invasiva em pacientes com menos de 4 meses
(“U.S. FDA Approves Supplemental New Drug Application (sNDA) for
Expanded Indication of MYCAMINE® (micafungin for injection) for the
Treatment of Invasive Candidiasis in Pediatric Patients Less Than 4 Months of
Age”, 2020).

Figura 8. Estrutura quimica da micafungina, antifingico da classe das equinocandinas.
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1.3.3.3. Anidulafungina (ANF)

A anidulafungina foi aprovado em 2006 pelo FDA para tratamento de
candidiase esofagica, candidemia e candidiase de tecidos profundos. Até o
momento, ndo ha muitos estudos sobre seguranca e eficacia em criangas e
pacientes com menos de 18 anos de idade. Um dos poucos estudos sobre o
uso em pacientes pediatricos (de 1 més a 2 anos) ndo relatou Obitos em
decorréncia do uso da anidulafungina, sendo os parametros farmacocinéticos
em criancas similares ao encontrados em adultos. Estudos epidemiolégicos
realizados nos Estados Unidos relatam que mais de 60% dos pacientes com
candidiase séo tratados com esse farmaco, que também é recomendada como
terapia de primeira linha contra Candida auris multirresistente. As
equinocandinas ndo sao utilizadas para infeccbes no trato renal ou urinério por
Candida auris, devido ao fracasso em atingir concentracbes terapéuticas
adequadas nos rins. Nos casos de infec¢des causadas por Aspergillus ssp, as
equinocandinas tém atividade fungistatica (CARMONA; LIMPER, 2017).
Apresenta efeitos colaterais semelhantes aqueles observados para fluconazol.
As complicagdes mais comuns diretamente associadas podem incluir rubor,
inchaco, erupcdo cutanea, coceira, tromboflebite, hipotensédo e febre. Esses
sintomas podem ser observados com as trés equinocandinas, variando de
paciente para paciente. As equinocandinas induzem toxicidade embrionaria; e

portanto, o uso desse farmaco deve ser evitado durante a gestacgao.

Figura 9. Estrutura quimica da anidulafungina, antifiingico da classe das equinocandinas.
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1.3.4. Anédlogo da pirimidina 5-fluorcitosina (5-FC)

O analogo da pirimidina, denominado 5-fluorcitosina (Figura 10) , afeta a
biossintese de proteinas e de &cido desoxirribonucleico (DNA) (CARMONA;
LIMPER, 2017). A 5-fluorcitosina foi planejada como antimetabdlito para o
tratamento do cancer, mas devido a baixa atividade antineoplasica, foi testado
em outros modelos, 0 que permitiu a descoberta da sua atividade na terapia
antifingica combinada (VERMES; GUCHELAAR; DANKERT, 2000). Em casos
de criptococcose, por exemplo, a 5-FC é preparada juntamente com a AmfB no
tratamento de meningite, infeccdo disseminada ou infeccdo pulmonar
moderada, associada ao fluconazol como terapia de consolidagdo (BADDLEY,
2020).

Quando em contato com o microrganismo, a 5-FC é transportada para o
meio intracelular fungico, onde é desaminada em 5-fluorouracil (5-FU) pela
citosina desaminase. Em seguida, € incorporada ao DNA, onde interfere na
sintese do DNA. Ademais, o 5-FC pode ser convertido em trifosfato de 5-
fluorouridina pelo monofosfato de 5-fluorouridina e difosfato de 5-fluorouridina,
sendo incorporado ao RNA do fungo e interrompendo a sintese de proteinas.
Nos Estados Unidos, o 5-FC est& disponivel apenas na formulagédo oral, mas
apresenta excelente biodisponibilidade com boa penetragcdo nos o0ssos, fluidos
peritoneal e sinovial. Deve ser evitado durante a gravidez, ja que é considerado
pertencente a classe C de risco para uso durante a gestacdo de acordo com o
FDA. Também néo se recomenda o0 uso de 5-FC durante a amamentacao. Os
efeitos colaterais mais comuns incluem erupg¢do cuténea, diarréia e elevacao
das enzimas hepaticas (VERMES; GUCHELAAR; DANKERT, 2000).

Figura 10. Estrutura quimica da pirimidina e seu analogo 5-fluorcitocina.
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1.4 Desenvolvimento de novos farmacos antifungicos

Embora nos dltimos anos alguns antifingicos apresentaram espectro de
acdo ampliado, questdes relacionadas a toxicidade, interacdes
medicamentosas, inconvenientes da via de administracdo (i.e. administracao
intravenosa), formacéo de biofilmes e surgimento de resisténcia demandam a

busca por novos farmacos.

Diversas estratégias sdo exploradas na descoberta de novos farmacos,
entre as quais se destacam: a triagem fenotipica, reposicionamento de
farmacos e o planejamento baseado no alvo. Nesta secao serdo apresentados
exemplos da descoberta de novos antifingicos utilizando cada uma dessas

estratégias.

1.4.1. Compostos descobertos por triagem fenotipica

A triagem fenotipica utiliza como base para o experimento uma cultura
de células. Por meio de um sistema robotizado é adicionado uma quantidade
especifica de células em um poco de uma placa de ensaio e logo em seguida é
adicionado o composto que sera testado e o patégeno. Esse experimento se
encerra com a adicdo de corantes no poc¢o para ser analisado o resultado no
microscopio. Com a leitura dessas imagens sao feitas analises para determinar
se um composto teve efeito ou ndo. Pode acontecer dos testes indicarem
“falsos positivos”, ou seja, compostos que parecem funcionar, mas na verdade
nao tiveram efeito, visto isso € preciso a repeticdo do experimento e uma
analise mais aprofundada. Além disso, uma desvantagem dos ensaios
fenotipicos € que nao é possivel saber qual 0 mecanismo de acdo do composto

usado naquele contexto.

A busca por farmacos seletivos como previamente antecipado € um dos
grandes desafios na descoberta de novos agentes antifungicos. Nesse sentido,
estratégias de triagem fenotipica vém sendo utilizadas para possibilitar futura
investigacdo de farmacos que atuem de forma seletiva contra o fungo, como
por exemplo, na biossintese de ergosterol ou da parede fungica (1,3-B-D-

glucano). Entre os agentes descobertos por triagem fenotipica com atividades
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contra estruturas presentes apenas nos fungos estéo os tetrazoéis VT-1129, VT-
1161 e VT-1598 (Figura 11) que sdo mais especificos para CYP51 fungica e
menos para as enzimas CYP450 de mamiferos.

VT-1129 € um novo inibidor de Cyp51 fungica com potente atividade in
vitro contra espécies de Cryptococcus spp. Em um estudo para avaliar a
eficacia in vivo de VT-1129 contra meningite criptocécica, bem como a carga
fungica e concentragcfes plasmaticas e cerebrais, foi observado que em doses
de 20,3 mg / Kg / dia , ap0s 7 e 14 dias, VT-1129 reduziu significativamente a
carga fungica do tecido cerebral em comparacdo com o controle utilizado
(fluconazol). A carga fungica também foi indetectavel na maioria dos
camundongos tratados com uma dose de 23 mg / Kg / dia, mesmo apés a
interrupcdo do tratamento, demonstrando um promissor potencial do VT-1129

no tratamento da meningite criptocécica (WIEDERHOLD et al., 2018).

Os outros inibidores especificos da Cyp51 flngica, VT-1161 e VT-1598
surgiram como novas terapias promissoras para combater infec¢des flngicas,
incluindo Candida spp. Para avaliar suas atividades in vitro em comparacao
com outros azolicos, foi conduzido um estudo para determinacdo da
Concentragcdo Inibitéria Minima (CIM) para VT-1161, VT-1598, fluconazol,
voriconazol, itraconazol e posaconazol contra 68 isolados clinicos de C.
albicans. Além disso, também foram avaliados contra cepas mutantes que
apresentavam mecanismos individuais de resisténcia aos azois. Os compostos
VT-1161 e VT-1598 demonstraram atividade potente (CIM <0,15 ug / mL)
contra isolados predominantemente resistentes ao fluconazol (=8 pg / mL)
(NISHIMOTO et al., 2019).
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Figura 11. Estrutura dos tetrazoéis descobertos por triagem fenotipica como promissores
antifungicos.
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A equinocandina, CD101 (Figura 12), foi identificada como promissor
protétipo antifGngico com a vantagem de apresentar meia-vida ampliada em
relagéo as outras equinocandinas disponiveis na clinica. O CD101 se mostrou
um novo composto util tratar infeccbes fungicas graves, incluindo candidiase
invasiva. Nos estudos, o CD101 foi avaliado contra cepas de Candida
suscetiveis e resistentes as equinocandinas. Os testes de sensibilidade
antifingica realizados em uma cole¢cdo de 95 cepas de Candida, incluindo 30
isolados resistentes a caspofungina contendo mutacdes fks, demonstraram
poténcia antifungica comparaveis do CD101 com a da micafungina (MCF). Em
um modelo murino de candidiase invasiva, CD101 exibiu eficacia superior em
relacdo ao MCF no tratamento de Candida albicans. Foi observado, também,
otimo perfil farmacocinético em camundongos ap6és uma dose Unica de CD101,
sugerindo assim que esse composto tem grande potencial ndo apenas no
tratamento de infec¢cBes invasivas por Candida, mas também como alternativa
ao tratamento com cepas resistentes as equinocandinas (KRISHNAN et al.,
2017).
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Figura 12. Estrutura quimica da equinocandina CD101.
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Em relacdo ao inibidor da glucano sintase SCY -078 (Figura 13), foi
investigado a atividade in vitro de SCY-078 (ibrexafungerp) contra C. auris. Os
valores de CIM desse composto contra isolados do fungo selecionado
mostraram valores de CIM de 0,5 mg / litro (0,06 a 2 mg / litro), demonstrando
atividade promissora contra C. auris, e também isolados resistentes a
equinocandinas. Atualmente esse candidato a farmaco antifungico estd em
estudos clinicos de fase 2 para avaliar sua eficacia e seguranca em pacientes
com candidiase causada por Candida auris (CARES) e em pacientes com
doencas fungicas refratérias ou intolerantes (FURI). Além disso, um estudo de
fase 3, multicéntrico, randomizado, duplo-cego, controlado por placebo, esta
em andamento para avaliar a efichcia e seguranca em individuos com
candidiase vulvovaginal aguda (VANISH) (ARENDRUP; JORGENSEN, 2020).

Figura 13. Estrutura quimica do composto SCY-078.
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Agentes com novos mecanismos de acdo também estdo em

desenvolvimento. Estes incluem o analogo do ferricromo sideréforo
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denominado VL-2397 (Figura 14). Além de possivelmente superar as limitacdes
dos antifiungicos atualmente disponiveis, esses novos agentes podem ser

mMenos suscetiveis aos mecanismos de resisténcia.

Figura 14. Estrutura quimica do composto VL-2397.
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As N-acilhidrazonas BHBM e D2 (Figura 15) foram identificadas como
inibidores de sintese de esfingolipideos fangicos por meio de triagem de uma
biblioteca comercialmente disponivel. Uma analise mais aprofundada de BHBM
e derivados D2 levou a identificacdo de um composto mais potente, D13
(Figura 15), que foi altamente ativo in vitro e teve melhor desempenho do que
BHBM em modelos in vivo de criptococose, candidiase e aspergilose pulmonar
(CRISTINA LAZZARINI, KRUPANANDAN HARANAHALLI, J. BRIAN
MCCARTHY, E JOHN MALLAMO, E IWAO OJIMA; MAURIZIO DEL POETAA,
2020; HARANAHALLI et al., 2020).

Figura 15. Estrutura quimica das N-acilhidrazonas aromaticas.
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1.4.2. Compostos descobertos por reposicionamento de farmacos

Entre as estratégias usadas para descoberta de farmacos, o
reposicionamento vem ganhando destaque. Essa estratégia busca testar
farmacos que ja existem com uma determinada finalidade para avaliar sua
atividade em outra terapia. No reposicionamento de farmacos, a seguranca ja
previamente estabelecida acelera o processo de desenvolvimento, reduzindo
custos e 0 tempo necessario para alcancar o estagio clinico. Na area dos
antifingicos, o0 reposicionamento visa principalmente o sinergismo, definido
pelo indice de concentracdo inibitria fracionaria (FICI). O sinergismo mede a
reposta farmacoldgica a partir da associacdo de dois ou mais farmacos para
analisar a atividade resultante dos mesmos a qual é definida através do valor
do FICI. Um valor de FICI < 0,5 significa sinérgico, 0,5 <FICl <4 significa

indiferente e um valor de FICI = 4,0 significa antagonico (WU et al., 2017).

Cammue e colaboradores examinaram 1.600 compostos na "biblioteca
de reposicionamento Pharmakon 1600" e identificou 8 “hits” que melhoraram a
atividade antibiofilme do miconazol (antimicotico) contra biofilmes maduros de
C. albicans. O artesunato (Figura 16), derivado semissintético da artemisinina
usado como antimalarico, foi utilizado nesse estudo em que obtiveram 6timos
resultados. Esse farmaco foi o Unico potenciador que teve um efeito sinérgico
com o miconazol (FICI < 0,069) e sem atividade antibiofilme quando utilizado
isolado. O sinergismo entre artesunato e o miconazol foi exclusivo a esta
combinacdo, porque este farmaco ndo aumentou as atividades antibiofiime
guando associado ao fluconazol, anfotericina B ou caspofungina.
Notavelmente, os derivados de artemisinina, di-hidroartemisinina e arteméter
também mostraram atividades sinérgicas com o miconazol, com valores de
FICI de 0,186; 0,145 e 0,112, respectivamente (WU et al., 2017).
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Figura 16. Estruturas quimicas do miconazol e derivados de artemisinina, compostos que
demonstraram assim como a artemisinina atividades sinérgicas com o miconazol. Fonte:
Adaptado de (WU et al., 2017).
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1.4.3. Compostos descobertos por planejamento baseado na estrutura do
alvo

Outra abordagem utilizada no desenvolvimento de agentes antifiingicos
€ o planejamento de farmacos baseado na estrutura do alvo. Essa abordagem
utiliza ferramentas computacionais, em que o processo de otimizagao pode ser
conduzido a partir da estrutura do alvo. Dentre os alvos fungicos é possivel
destacar aqueles envolvidos na biossintese de pirimidina fangica, os inibidores
da funcdo mitocondrial e glicofosfatidilinosotol (GPI) relacionado as proteinas

ancoradas em membrana.

O agente investigacional F901318 (F2G, Inc., Manchester, Reino Unido)
(Figura 17), membro da classe orotomida, inibe a enzima diidroorotato
desidrogenase. Essa enzima é uma oxidorredutase importante para a
biossintese da pirimidina. Embora as células de mamiferos também contenham
uma isoforma desta enzima, a atividade de F901318 parece ser especifica para
fungos, pois sua atividade contra A. fumigatus dihidroorotato desidrogenase
(IC50 44 nM) € significativamente mais potente em comparacdo com a dos
humanos (IC50> 100 uM). O composto F901318 demonstrou potente atividade
in vitro contra varios fungos incluindo Aspergillus, Scedosporium, Acremonium,
Histoplasma capsulatum. A potente atividade in vitro de F901318 contra

Isolados de A. fumigatus resistentes a azo6is também foi observada in vivo em
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um modelo murino de aspergilose invasiva (HOUST; SPIZEK; HAVLICEK,
2020; MOTA FERNANDES et al., 2021).

Figura 17. Estrutura quimica do composto da classe das orotomidas F901318.

Via mitocondrial fungica, tem-se a arilamidina T-2307 e o ilicicolin H
(Figura 18). O composto T2307, exibe atividade fungicida in vitro contra
Candida, Aspergillus e Cryptococcus spp., evitando infeccado disseminada em
camundongos infectados. Uma vez internalizado na célula fungica, o T-2307
inibe principalmente os complexos Il e IV da cadeia respiratéria, interrompendo
0 potencial da membrana mitocondrial (SHIBATA et al., 2012; YAMASHITA et
al.,, 2019). Curiosamente, apenas um efeito minimo nas mitocondrias de ratos
foi observado, destacando o potencial deste composto para atuar como um
inibidor seletivo (SHIBATA et al., 2012). Inicialmente estudado pela Fuijifilm
Toyama Chemical Co., o T-2307 foi licenciado para Appili Therapeutics em
novembro de 2019, onde foi renomeado ATI-2307. O composto foi bem
tolerado em estudos de fase 1 em humanos e esta atualmente sob analise pré-
clinica antes da fase 2, prevista para 2021 (https: [/ www
.appilitherapeutics.com / ati-2307). O composto llicicolin H € um policetideo
isolado do fungo Cylindrocladium ilicicola e apresenta atividade contra
Cryptococcus, Candida e Aspergillus spp. O mecanismo de acdo desse
composto envolve a inibicdo da redutase do citocromo bcl mitocondrial,
apresentando concentracao inibitéria minima 50% [ICso] de 2 a 3 ng / mL. No
modelo animal, este composto reduziu a carga fungica em camundongos

infectados com C. albicans e C. neoformans, exibindo uma baixa afinidade para
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mitocéndrias de rato (GUTIERREZ-CIRLOS; MERBITZ-ZAHRADNIK;
TRUMPOWER, 2004; SINGH et al., 2012).

Figura 18. Estruturas quimicas dos compostos llicolin H e T2307.
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Outros alvos avaliados pelo potencial contra fungos foi o inibidor de
histona deacetilase, MGCD290 (Figura 19). Este agente, altera a estrutura da
cromatina fangica, controlando por meios de mecanismos epigenéticos o nivel
de acetilacéo das histonas. Em associacdo, o MGCD290 demonstrou potente
sinergismo quando combinado com azodis e equinocandinas, incluindo contra
isolados resistentes previamente aos antifungicos. Infelizmente, os resultados
de um estudo clinico que testou MGCD290 combinado com fluconazol contra
candidiase vulvovaginal foi decepcionante, ja que a terapia combinada nao
conseguiu demonstrar algo significativo em comparacdo com o fluconazol
sozinho (HOUST; SPIZEK; HAVLICEK, 2020).

Figura 19. Estrutura quimica do inibidor de histona deacetilase MGCD?90.
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A Nicomicina (Figura 20) € um nucleosideo isolado de Streptomyces
tendae, inibe a sintese de quitina, um componente essencial da parede celular
fungica. Como a quitina estd ausente nas células de mamiferos, ela € um
excelente alvo antifingico e, por sua vez, torna a nicomicina com menos efeitos
citotoxicos ao hospedeiro. Pesquisadores da Universidade do Arizona que

estiveram envolvidos no desenvolvimento deste composto para o tratamento da
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coccidiomicose pulmonar relataram em 2014 que estavam sendo feitos
preparativos para um ensaio clinico de fase 2 (MOTA FERNANDES et al.,
2021; VAN DYKE et al., 2019).

Figura 20. Estrutura quimica do nucleosideo Nicomicina Z.
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O derivado de celecoxibe AR-12 (Figura 21) (Arno Therapeutics Inc.) foi
desenvolvido como um inibidor de proteina quinase (PKI) e foi inicialmente
usado como um agente anticancer em um ensaio de fase | (ClinicalTrials, n° de
registro NCT00978523). Como as proteinas quinases compartilham
semelhancas funcionais entre organismos distintos, os compostos de PKI
também foram avaliados quanto a atividade antibacteriana e antifiungica. AR-12
demonstrou inibir o crescimento de varios fungos, incluindo leveduras como
Candida e C. neoformans espécies filamentosas como A. fumigatus . Além
disso, na terapia combinatoria deste composto com fluconazol foi observada
reducdo da carga flngica no cérebro em um modelo de rato com criptococose.
Embora inicialmente caracterizado como um inibidor de PK1, o AR-12 n&o inibe
0 ortdlogo da quinase em C. neoformans. O progresso futuro do AR-12 em
ensaios clinicos para terapia antifingica permanece incerto, uma vez que a
Arno Therapeutics declarou faléncia em 2017 (KOSELNY et al., 2016).

Figura 21. Estrutura quimica do composto AR-12.
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Existem também alguns alvos que vém sendo explorados como ciclo do
glioxilato, sendo esta uma via que desempenha um papel importante a
sobrevivéncia fungica dentro dos macréfagos. Ademais, investigacdes vem
sendo conduzidas para identificar compostos bioativos que interfiram na via da
trealose. Esta Ultima € importante no armazenamento de energia e serve como
fonte de carbono, além de evitar a degradacdo de proteinas. Apesar do

potencial desses alvos, a maioria dos estudos ainda sao preliminares.

O ancoramento de glicofosfatidilinositol (GPI) a proteinas também é uma
via promissora na busca de alvos, haja visto que as proteinas ancoradas a GPI
participam de processos bioldgicos vitais para o fungo, incluindo aderéncia,
viruléncia e biossintese da parede celular contribuindo com o desenvolvimento
do biofilme (FUJITA2, 2015). Na sec¢éo a seguir sera apresentando o papel das
GPIs nos fungos e a importancia deste como alvo para desenvolvimento de

novos farmacos.

1.4.3.1. GPIs como alvos para o desenvolvimento de novos agentes
antifungicos

Os GPIs sdo uma familia de glicolipidos complexos que se ligam de
forma covalente ao carbono terminal das proteinas como modificacdo poés-
traducional Unica em células eucarioticas. Eles compartilham uma organizacao
estrutural comum consistindo de etanolamina fosfato (EtNP), trés manoses
(Man), uma glucosamina ndo N-acetilada (GIcN) e inositol fosfolipideo (Ino)
(Figura 22A) (WU et al, 2017). Os GPIs funcionam como ancoras de
superficie celular para vérias proteinas da parede celular em levedura via
ligacdo amida entre o grupo amino livre de EtNP e o grupo &cido carboxilico na
subunidade C-terminal da proteina ancorada. Os GPls e as proteinas
ancoradas por GPl (GPI-APs) desempenham um papel vital em diversos
processos biologicos. Nos fungos, as GPI-APs pertencem a familia das
manoproteinas da parede celular e sdo essenciais para a adesao ao epitélio

humano e manutencdo da homeostase da parede celular (YU et al., 2013).
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A biossintese do GPI é necessaria para o crescimento fangico. Dessa
forma, enzimas-chave envolvidas em etapas especificas da biossintese de
precursores de GPI podem servir como alvos antifingicos promissores. A via
biossintética do GPI nos fungos é diferente daquela nas células de mamiferos,
oferecendo possibilidades para descoberta de inibidores seletivos.
Especificamente, duas etapas de biossintese tém sido investigadas como alvos
para o desenvolvimento de antifingicos, a saber: a) enzima Gwtl, responsavel
pela transferéncia de proteina de parede ancorada por GPI através da acilacao
dependente de inositol e; b) enzima Manl, responsavel pela adicdo de EtNP
mediada por Mcd4 (do inglés: morphogenesis checkpoint dependent) ao nucleo
GPI (TSAI; LIU; SEEBERGER, 2012; YU et al., 2013).

A biossintese do GPI e sua ligagdo as proteinas alvo ocorrem na
membrana do reticulo endoplasmatico (RE). Nesta organela os GPls, que
possuem uma estrutura central conservada, sdo pré-montados através de
varias etapas antes de serem transferidos para as proteinas. A porgéo inositol
do GPI é frequentemente modificada com a insercdo de uma cadeia acila. Em
células de leveduras e mamiferos, a acilacdo do inositol ocorre em GIcN-PI
para gerar GIcN- (acil) PI, e a acilacdo procede normalmente a primeira
manosilacdo que gera Man-GIcN- (acil) PI (KAWAGOE et al., 1996)- Uma vez
adicionada, a cadeia acila ligada ao inositol permanece até o precursor GPI
completo ser transferido para uma proteina alvo no RE. Em muitas células de
mamiferos e em leveduras, a cadeia acil € removida pelo residuo de inositol
imediatamente apos a transferéncia do precursor GPl completo para uma
proteina no RE (VATS et al.,, 2005). A enzima Gwtl (Figura 22B), entdo,
catalisa essa etapa inicial do trabalho de glicosilfosfatidilinositol (GPI),

apresentando atividade do tipo aciltransferase.
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Figura 22. A) Estrutura da GPI fungica. B) Esquema da organizagéo estrutural das GPIs,
destacando a atividade das duas enzimas Gwtl e Mcd4 da via de GPIs. Fonte: Adaptado de
(MANN et al., 2015).

A 5 &9
H N\/JiO“F‘”U 0 T
N 0" ~0" jor.
T HO Man1
C |
ligacao HO 0 =
covalente  RsO m*@
a proteina %’20 Man2 s
} o B

OR. Man3 ! 4
RO .\ _OR; ot [
R,O ‘é\x‘ GleN
0 0
R1,2 3 4= sacarideos H'D”;N HO

) O
R 56.7 = fosfatos ONH Ino
o. OH

Legenda: Manose (Man); Glucosamina (GIcN); Inositol (Ino); AP (Proteina ancorada); Etalonaminafosfato (EtnP).

O blogueio da funcdo Gwtl, genética ou bioquimicamente, resulta em
efeitos pleitropicos devido ao mau funcionamento e a localizagdo das
manoproteinas, muitas das quais sao criticas para a integridade da parede
celular. Além disso, a deplecdo de manoproteinas da superficie celular em
leveduras revela a camada subjacente de b-glucanas, que sdo conhecidas por
serem altamente imunogénicas. Estudos também mostraram que o bloqueio de
Gwtl leva ao estresse do reticulo endoplasmatico, o que resulta em uma
resposta desdobrada das proteinas, possivelmente devido ao acumulo de
precursor da GPI-ancora. Essa resposta ao estresse leva a ativacdo de muitos
genes envolvidos na restauracdo da homeostase do reticulo endoplasmatico;
no entanto, a falha na correcdo do estresse pode resultar em apoptose / morte
celular. Foi demonstrado que a inibichio de Gwtl impede a localizacdo
adequada das manoproteinas da parede celular dos fungos, comprometendo a
integridade da parede celular, a formacédo de tubos germinativos, a formacao
de biofilmes e o crescimento de fungos (COVEL, J. A.; SOLTOW, Q. A;
KAPOOR, M.; MOLONEY, M. K.; WEBB, P. J.; TRZOSS, M.; SHARP, M.;
SHAW, 2019).
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Uma pesquisa publicada pela empresa farmacéutica Eisai Corporation
em 2003 descreveu uma combinacdo de ensaios que envolviam a triagem de
compostos que inibem a montagem da parede celular de manoproteinas
atingidas por GPI e a reducdo da aderéncia de C. albicans a células epiteliais
de mamiferos. Este trabalho revelou a importancia da proteina Gwtl, deu
informacfes sobre o mecanismo de acédo e levou a descoberta do primeiro
ligante de Gwtl, conhecido como BIQ (Figura 23). A benziquinolina BIQ (1) foi
o primeiro a diminuir a aderéncia de C. albicans a uma monocamada epitelial e

preveniu o crescimento de fungos com CIM de 5.20 pM.

Figura 23. Estrutura quimica do composto BIQ (1) descoberto como primeiro ligante de Gwtl
em um estudo publicado pela Eisai Co. em 2003.
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Estudos de triagem sistematizada em alta escala permitiram a
identificacdo das aminopiridinas como compostos inibidores da enzima
Gwtl.0Os derivados aminopiridinicos foram identificados a partir de estudos de
modificagdo molecular do protétipo (1). In vitro, este composto como vimos
anteriormente apresentou moderada atividade contra C. albicans (CIM = 5.20
MM) e auséncia de atividade contra A. fumigatus. Uma série de etapas de
otimizacdes moleculares permitiram a identificacdo dos compostos (2) e (3)
com valores de concentracdo inibitéria minima (CIM) contra C. albicans de 0.33

MM e 0.16 uM, respectivamente (Figura 24).

Além disso, ambos compostos apresentaram atividade contra A.
fumigatus com valores de CIM de 5.20 pM e 2.60 pM, respectivamente.
Estudos utilizando cepas de S. cerevisae super expressora de Gwtl
demonstraram diminuicdo de 128 vezes da atividade do composto (3)
sugerindo que a enzima Gwtl é o possivel alvo de acdo deste composto
(CARVER, 2004).

Processos de otimizacdo molecular também utilizando o composto (1)

como prototipo permitiram o planejamento do E1210 (Figura 24). Estudos

43



mostraram que o E1210 inibiu a atividade de acilacdo do inositol de C. albicans
e A. fumigatus com concentragdes inibitorias de 50% (C150) de 0,3 a 0,6 uM,
surgindo atividade contra outro fungo, Cryptococcus Neoformans, mas nao teve
atividade inibitoria contra o Pig-W humano, mesmo em concentra¢des elevadas
(100 pMm).

Além disso, o E1210 inibiu a formagdo de tubos germinativos, a
aderéncia as superficies de poliestireno e a formacédo de biofilmes de C.
albicans em concentracdes acima da sua CIM. Esses resultados sugeriram que
o E1210 inibiu seletivamente a acilacédo de inositol da GPI especifica do fungo,
gue seria catalisada por Gwtl, levando a inibicAo da maturagdo proteica
ancorada por GPI.

Figura 24. Modifica¢gdo molecular na identificacdo do derivado 2-aminopiridinico demonstrando

aumento de atividade contra as espécies fungicas C. albicans e A. fumigatus. Fonte: Adaptado
de (NAKAMOTO et al., 2010)
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Esse promissor composto foi licenciado em 2015 pela Amplyx
Pharmaceuticals e passou a ser chamado de APX001A ou Manogepix. A fim
de melhorar propriedades fisico-quimicas como a solubilidade em &gua foi
desenvolvido o pré-farmaco Fosmanogepix (Figura 25), contendo o grupo éster
de fosfato que permite incremento de solubilidade, e apés metabolizacdo pelas

fosfatases in vivo pode ser convertido no parental Manogepix. Este pré-farmaco
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estd em ensaios de fase clinica 2 (COVEL, J. A.; SOLTOW, Q. A.; KAPOOR,
M.; MOLONEY, M. K.; WEBB, P. J.; TRZOSS, M.; SHARP, M.; SHAW, 2019).

Figura 25. Estruturas quimicas do composto manogepix e fosmanogepix como inibidor da
enzima Gwtl, demonstrando também uma melhora na atividade em comparacdo aos
compostos anteriores, bem como o surgimento de atividade contra o fungo C. neoformans.
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A atividade in vitro do Manogepix (APX001A) foi avaliada em uma ampla
variedade de fungos incluindo varios patégenos dificeis de tratar. A Tabela 2
mostra os resultados em relacdo aos fungos que mais causam as IFIs
atualmente, em comparacdo com alguns dos agentes antifingicos

comercializados.

Tabela 2. Teste comparativo de suscetibilidade in vitro relacionando alguns farmacos do
tratamento atual e o composto E1210. Fonte: Adaptado de (COVEL, J. A. et al)

Concentragéo Inibitoria Minima (UM)

Fungos E1210 FLC ITR VRC AMB MIC
Candida albicans 0,01 0,83 0,05 0,01 1,6 0,05
Aspergillus fumigatus 0,43 >213,33 1,6 1,6 1,6 0,2
Cryptococcus neoformans 0,83 6,66 - 0,1 0,83 >106,66

Legenda: FLC (fluconazol); ITR (itraconazol); VRC (voriconazol); AMB (anfotericina B); MIC (micafungina).

Face aos resultados promissores deste composto, neste projeto,
propomos modificagdes moleculares no protétipo APXO001A visando a
otimizacdo da atividade e aumento de espectro de acdo antifingico de novos
derivados aminopiridinicos. Para tal, sera utilizado a estratégia de
bioisosterismo, em que o sistema 2-aminopiridinico sera substituido pelo

sistema benzofuroxano (Figura 26).
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O bioisosterismo € uma estratégia de modificacdo estrutural de
moléculas com atividade biolégica semelhante. Essa estratégia provém do
iIsosterismo que, em 1919 foi definido por Langmuir como “substituicdo de um
atomo ou grupo de atomos por outros semelhantes eletrbnica ou
estericamente”. Para isso foi estabelecida uma regra a ser aplicada em 1925
por Grimm como a Regra do Hidreto, onde diz que a adicdo de um hidreto a um
atomo fornece um pseudo-atomo com as mesmas propriedades fisicas
daqueles presentes na coluna seguinte da Tabela Periddica. Em 1932,
Erlenmeyer expandiu o conceito de isOGstero como também todos aqueles
elementos de uma mesma coluna da Tabela Periddica. E, portanto, os
bioisOsteros sdo definidos como substituintes ou grupos que apresentam
similaridades quimicas ou fisicas e possuem propriedades bioldgicas
semelhantes. A utilizacdo dessa estratégia no composto sujeito a modificacdo
molecular pode acarretar aumento da poténcia, seletividade, reducdo ou
redirecionamento do metabolismo bem como a eliminacdo ou modificacdo de
grupos toxicoféricos.

O bioisosterismo foi classificado em 1970 como classico e ndo classico.
No primeiro caso, esse tipo obedece as regras estipuladas por Grimm e
Erlenmeyer como j& mencionadas anteriormente. No segundo caso, € seguida
a ideia de que numero diferentes de atomos exibem propriedades estéreas e

eletronicas diferentes como a troca de um sistema ciclico por um nao ciclico.

Nesse projeto foi utilizado as duas classificagoes, onde o bioisosterismo
classico € encontrado na regido em que se pode substituir o anel aromatico por
uma piridina ou um benzeno. E na regido da troca do sistema aminopiridinico

pelo sistema benzofuroxano tem-se o padrdo néo classico.
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2.0BJETIVOS

Este trabalho visa o planejamento, sintese, isolamento, purificacdo e
caracterizagao estrutural de novos compostos derivados benzofuroxanos que

sejam analogos do APX001A como nova alternativa no tratamento das IFls.

3. MATERIAL E METODOS

3.1 Planejamento estrutural

Segundo apresentado na Figura 26, o sistema 2-aminopiridinico sera
substituido pelo sistema benzofuroxano. No aromatico azul sera explorada a
contribuicdo do benzeno e da piridina a atividade, assim como um padrao de
substituicdo com derivados sulfonados. Além disso, a regido dos
benzofuroxanos serd substituida por derivados de acidos carboxilicos para
investigar a contribuicdo eletrénica desses compostos . Aqui, a pesquisa visou
explorar e investigar a relacdo estrutura-atividade a fim de caracterizar os
requisitos estruturais necessérios para a atividade e identificar proto6tipos
benzofuroxanos com atividade antifingica que sejam analogos ao composto
APXO001A.

Figura 26. Bioisosterismo como estratégia na identificacdo do derivado 2-aminopiridinico
E1210, Manogepix licenciado pela Amplyx Pharmaceuticals como protétipo.
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O benzofuroxano tem atraido cada vez mais a atencdo da Quimica
Medicinal devido as suas propriedades farmacologicas, entre as quais €
possivel citar as atividades antiparasitaria, quimioterapica, antiviral, entre
outras. Eles também tém sido descritos como importante para atividade de
compostos antifungicos, pois essa subunidade é capaz de aumentar o estresse
oxidativo, gerando radicais livres que danificam as estruturas celulares e ativam
mecanismos de morte do fungo. Foi descrito em um estudo de 2014, a
atividade antimicrobiana/antifungica de compostos benzofuroxanicos (7-11)
(Figura 27), contra algumas bactérias e o fungo patogénico do tipo levedura
Candida albicans. Nesse estudo a CIM dos controles foram de 56 UM para
cetoconazol e 49 yM para nistatina, enquanto para os compostos 8,10 e 11
foram encontrados valores de CIM de 30, 41 e 19 uM, respectivamente
(GALKINA et al., 2014).

Figura 27. Estrutura quimica dos compostos derivados de benzofuroxanos, nistatina e

cetoconazol utilizados em um estudo de 2014 para demonstrar a atividade antimicrobiana.
Fonte: Adaptado de Fonte: Adaptado de (GALKINA et al., 2014)
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Esse sistema sofre um tipo de isomeria de funcdo chamada tautomeria
(Figura 28), em que os isbmeros coexistem em equilibrio dinAmico numa
mesma solucdo. No caso dos benzofuroxanos, podemos ver os dois

tautdbmeros na figura 27, esse equilibrio das suas estruturas pode depender de
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uma série de fatores como a natureza e posicdo do substituinte R bem como

condicOes de temperatura e o tipo de solvente.

Figura 28. Estrutura quimica dos tautdmeros do sistema benzofuroxano.

Além de todas informagfes jA& mencionadas anteriormente sobre esse
sistema, o composto 8 (figura 29) foi submetido a algumas avaliacbes em
pareceria com o laboratorio da professora Ana Marisa Fuosco do
Departamento de Analises Clinicas, onde a aluna de pdés-doutorado Kaila
avaliou a Concentragéo inibitoria minima de células planctonicas do biofilme de
Paracoccidioides brasiliensis (Pb18), a fim de indicar a capacidade de reduzir
pelo menos 50% das atividades metabdlicas do microrganismo estudado. Os
resultados foram significativos com valor de 62,5 ug/mL ~208 uM
demonstrando uma possivel atividade antifungica deste composto. Vale
lembrar que o fungo Paracoccidioides brasiliensis causa uma micose dimorfica
endémica chamada paraccocidiodimicose que afeta brasileiros (em torno de

4000 infectados por ano) e a taxa de mortalidade pode chegar em 27%.

Figura 29. Estrutura quimica do composto (8).
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Portanto, os derivados benzofuroxanos planejados neste projeto
poderiam atuar por um mecanismo dual de agdo, em que além da inibicdo da
enzima Gwtl, eles poderiam aumentar o estresse oxidativo celular, causando a

morte do fungo. Considerando que os resultados das atividades do composto
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APXO001A sao promissoras, a modificacdo proposta visa ainda otimizar a

atividade garantindo aos novos derivados maior efetividade contra os fungos.

3.2. Métodos de sintese
3.2.1. Descrigéo geral

Para obtencdo dos compostos finais foi explorada a rota sintética
convergente. Nessa rota, parte de um reagente interagindo com outros
compostos para formacdo de um produto, no qual serd reagente de outra
reacdo e assim sucessivamente. As Figuras 30 e 31 esquematizam as
principais reagdes envolvidas na sintese dos compostos. Na figura 30 podemos
observar no Bloco A, uma reacdo de substituicdo Nucleofilica Aroméatica
(SNAr), seguida de ciclocondensacao para obtencdo dos benzofuroxanos (8) e
(9); no Bloco B, uma reacdo de substituicdo Nucleofilica Bimolecular (SN2)
envolvendo os derivados fendlicos (10 e 11) para obtencdo dos éteres (13 e
14) seguida de uma reacdo de hidrélise do grupo acetamida em meio basico
para formar os derivados aminados (15 e 16) e por fim, no Bloco C, a formacao
dos produtos finais (17 e 18) contendo a funcdo amida por meio do uso de

agentes acoplantes.
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Figura 30. Etapas sintéticas para obten¢c&o dos compostos finais da série dos derivados
fendlicos (17) e (18).
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A Figura 31 explora outra rota para obtencdo dos produtos finais
derivados sulfonados, também contemplando uma sintese convergente, em
gue no Bloco D ocorreu a reagcdo SN2 por meio do tratamento do (19) com
cloreto de tosila (21) para formagdo do composto (22). Para formacédo dos
produtos finais, o benzofuroxano (8 ou 9) foi acoplado como demonstra o Bloco
E com a arilamina (22) para formar os produtos (23 e 24). Explorando reacdes
similares, derivados sem o nucleo benzofuroxano (25, 26 e 29) também foram
acoplados com amina (22), utilizando agentes acoplantes como indicam nos
Blocos G e H. Para o composto (25) contendo a fungdo nitro aromatica foi
realizada a reducdo em meio contendo ferro metalico e cloreto de aménio como

demonstrado no Bloco F.
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Figura 31. Etapas sintéticas para obtenc&do dos compostos finais da série dos derivados

sulfonados (23), (24), (27), (28) e (30).
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a) Tolueno, 106°C, 3h. b) CDI, acetonitrila, t.a, overnight. c) Ferro metalico, etanol, NH4CI/H20,

80°C, 3 dias.
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3.2.2. Procedimentos para sintese dos compostos

3.2.2.1. Sintese dos compostos (8) e (9)

Figura 32. Esquema da sintese do Bloco A.

BLOCO A -OBTENGCAO DOS BENZOFUROXANOS

o) o) -
O,N N
—~ a) N —~ b) \N/ X/

Cl” X 7 X
X =CH (4) X =CH (6) X = CH (8)
X =N (5) X=N(7) X =N(9)

a) Em um baldo de 125 mL, foi adicionado 4-cloro-3-nitro acido benzoico (4)
(ou 6-cloro-5-nitro &cido aminonicotinico (5) (5 g; 24,8 mmol) e azida de sédio
(1,75g; 9,41 mmol) em 80 mL DMSO em um baldo de 125 mL. A azida foi
adicionada ao meio lentamente e em pequenas por¢cdes para que a
temperatura ndo atingisse valores superiores a 75 °C. O acompanhamento
reacional foi feito por cromatografia em camada delgada (CCD) utilizando como
fase mével a mistura (1:1) éter de petréleo: diclorometano + 5% acido acético.
As placas cromatograficas foram posteriormente visualizadas sob luz
ultravioleta (254 nm). Apés 1h de reagdo houve consumo completo do reagente
visualizado na placa cromatogréfica sob luz ultravioleta (254 nm). Entdo, o
meio reacional foi resfriado por 1h. Decorrido este tempo, foi adicionado 40 mL
de 4gua a solucao. A fase aquosa foi lavada com acetato de etila (3 x 50 mL).
Apés, a fase organica foi coletada usando funil de separacao, e foi adicionado
sulfato de sddio anidro, seguido de uma etapa de filtragdo. Por fim, o solvente
foi evaporado a pressao reduzida, levando a obtencdo do composto 4-azida-3-

nitro acido benzoico (6) ou 6-azida-5-nitro &cido aminonicotinico (7).

b) Em um balédo reacional de 50 mL, foi dissolvido o composto (6 ou 7) em 50
mL de tolueno. Em seguida, o meio reacional foi mantido sob agitacdo em
refluxo por 3 h para formar os benzofuroxanos (8) e (9). Apés o tempo de
reacdo, o solvente foi evaporado e, em seguida, foi adicionado 20 mL de
acetato de etila juntamente com carvéo ativado. A mistura foi filtrada a fim de

remover o carvao ativado. Para o isolamento, foi adicionado 50 mL de éter de
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petréleo a fim de promover a precipitacdo do produto. Essa mistura foi deixada
em repouso no refrigerador por 12 h a fim de favorecer a precipitacdo do
produto desejado. O acompanhamento reacional foi feito por CCD utilizando a
mistura (1:1) diclorometano: éter de petrdleo + 5% acido acético como fase
movel. As placas cromatograficas foram posteriormente visualizadas sob luz
ultravioleta (254 nm). A purificacéo dos produtos foi realizada por cromatografia
em coluna (coluna 3 cm de didmetro), utilizando como fase estacionaria silica
flash (12 cm de altura) e fase mével éter de petréleo: diclorometano + 5% acido
acético (1:1, v/v) em modo isocratico. Por fim, o solvente foi evaporado a

pressao reduzida, para fornecer os compostos (8) e (9).

3.2.2.2. Sintese dos compostos (13), (14), (15) e (16)

Figura 33. Esquema da sintese do Bloco B.

BLOCO B - OBTENCAO DOS ETERES

X
N L H a 1
Y~ SOoH - H,N X
AT S S AT SO
— o) d)
(10) ° (13 - 14) (15 - 16)
Y =CH (11) _ 1 Y = CH (15)
Y=N(12) Vi Y =N (16)

Sintese dos compostos (13) e (14)

Em baldo de 50 mL, foi adicionado 100 mg (0,545 mmol) do reagente
cloreto de 4-acetamidobenzil (10), 60 mg (0,535 mmol) do fenol (11 e 12), 90
mg (0,542 mmol) de iodeto de potéssio, 188 mg (1,36 mmol) de carbonato de
potassio e 20 mL de butanona. A reacdo foi mantida sob agitacdo e refluxo
overnight. Apds, o solvente foi evaporado a pressédo reduzida, e ao baldo foi
adicionado agua gelada a fim de precipitar os compostos desejados. Em
seguida, foi realizada a filtracdo a vacuo. A fase aquosa, ainda contendo o
produto, foi lavada com acetato de etila (3 x 30 mL). A fase organica foi
coletada, e foi adicionado sulfato de sédio anidro, seguido de uma etapa de

filtracdo. O acompanhamento reacional foi feito por CCD utilizando a eluicéo
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(1:1) hexano:acetato de etila como fase mdvel e a visualizacéo foi realizada
sob luz ultravioleta (254 nm). A purificacdo do composto foi conduzida por
cromatografia em coluna (coluna 3 cm de diametro), utilizando como fase
estacionéria silica flash (10 cm de altura) e fase moével hexano: acetato de etila
(2:1, v/v) em modo isocratico. Por fim, o solvente foi evaporado a pressao
reduzida, levando a obtencédo dos produtos pretendidos como um sélido branco
(13) e amarelo (14).

Sintese dos compostos (15) e (16)

Em baldo de 25 mL, foi adicionado 100 mg (0,414 mmol ou 0,413 mmol)
do composto (13 ou 14, respectivamente) e 5 mL de solucdo de NaOH 40%. A
reacdo foi mantida a 80 °C overnight, sob agitacdo. Decorrido este tempo, foi
adicionado ao meio reacional cerca de 20 mL de 4gua. A fase aquosa foi
lavada com acetato de etila (3 x 30 mL). A fase organica foi coletada usando
funil de separacéo, e foi adicionado sulfato de sédio anidro, seguido de uma
etapa de filtracdo. O acompanhamento reacional foi feito por CCD utilizando a
eluicdo (8:2) acetato de etila:zhexano como fase moével e a visualizagdo foi
realizada sob luz ultravioleta (254 nm). A purificacdo do composto foi conduzida
por cromatografia em coluna (coluna 3 cm de diametro), utilizando como fase
estacionéaria silica flash (12 cm de altura) e fase movel hexano: acetato de etila
(2:8, v/v) em modo isocratico. Por fim, o solvente foi evaporado a pressao
reduzida, levando a obtencao dos produtos desejados (15) ou (16).

3.2.2.3. Sintese dos compostos (17) e (18)

Figura 34. Esquema da sintese do Bloco C.

BLOCO C - REACAO DE ACOPLAMENTO
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Y =N (16) g > X N
\N/ X/
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Y =N (18)
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Em um baldo de 10 mL, foi adicionado 100 mg do composto 7 (0,549
mmol), 232 mg do agente acoplante 1- [bis(dimetilamino) metileno] -1H-1,2,3-
triazolo [4,5-b] piridinio 3-6xido hexafluorofosfato - HATU (0,610 mmol), 110 pL
de N,N-Di-isopropiletilamina - Dipea (0,418 mmol) e 3 mL de dimetilformamida
(DMF) anidro a temperatura ambiente sob agitacdo por 30 minutos. Decorrido
este tempo, foi adicionado 132 mg do composto (15) (0,721 mmol) nas
mesmas condi¢des por 72 horas. O acompanhamento reacional foi feito por
CCD utilizando a mistura (1:1) hexano: acetato de etila como fase movel. As
placas cromatograficas foram posteriormente visualizadas sob luz ultravioleta
(254 nm). Apos, foi realizada a extracdo do produto adicionando 20 mL de agua
e 20 mL de solucao de cloreto de sodio. A fase aquosa foi lavada com acetato
de etila (3 x 50 mL). A fase organica foi coletada usando funil de separacéo, e
foi adicionado sulfato de sodio anidro, seguido de uma etapa de filtragdo. Por
fim, o solvente foi evaporado a pressédo reduzida, levando a obtencdo do

composto (17).

Sintese composto (18)

Em baldo de 25 mL, foi adicionado 96,3 mg (0,529 mmol) do acido (7) ,
110 mg (0,678 mmol) do agente acoplante carbonildiimidazol (CDI) e 3 mL de
acetonitrila anidra a temperatura ambiente sob agitacdo por 3 horas. Apoés, foi
adicionado 70 mg (0,351 mmol) da amina (16) e a reacdo foi mantida sob
agitacao por 72 horas. Ao término da reacéo, foi realizada a adicdo de 20 mL
de agua e 20 mL de solucdo saturada de cloreto de sddio. A fase aquosa foi
lavada com acetato de etila (3 x 30 mL). A fase organica foi coletada usando
funil de separacgdo, e foi adicionado sulfato de sddio anidro, seguido de uma
etapa de filtracdo. O acompanhamento reacional foi feito por CCD utilizando a
eluicdo (4:6) hexano:acetato de etila como fase mével e a visualizacdo foi
realizada sob luz ultravioleta (254 nm). A purificacdo do composto foi conduzida
por cromatografia em coluna (coluna 5 cm de diametro), utilizando como fase
estacionéria silica flash (10 cm de altura) e fase mével hexano: acetato de etila
(4:6, v/iv) em modo isocratico. Por fim, o solvente foi evaporado a pressao

reduzida, levando a obtencéo do produto (18).
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3.2.2.4. Sintese dos derivados sulfonados (22)

Figura 35. Esquema da sintese do Bloco D.

BLOCO D
Clgo Tles
(20) OH (21) CIJI H,N I
H2N\©/\OH \©ﬂo_§
(6]
a)

Em um baldo de 10 mL, foi adicionado o reagente 3-aminofenil metanol
(19) (200 mg; 1,62 mmol), em porcéo catalitica o acido p-toluenossulfénico (20)
(62 mg; 0,325 mmol), o cloreto p-toluenossulfonil (21) (310 mg; 1,63 mmol) em
8 mL de tolueno anidro a 106 °C agitando por 2h em refluxo. O
acompanhamento reacional foi feito por CCD utilizando a eluicao (4:6) hexano:
acetato de etila como fase movel. As placas cromatograficas foram
posteriormente visualizadas sob luz ultravioleta (254 nm). Apos 2h de reacédo
houve consumo completo do reagente visualizado por meio da CCD. Entao, o
meio reacional foi resfriado a temperatura ambiente. Decorrido este tempo, foi
adicionado 3 mL de solugdo NaOH 40% para corrigir o pH; em seguida, foi
adicionado 40 mL de agua a essa solucdo. A fase aquosa foi extraida com
acetato de etila (3 x 50 mL). A fase organica foi coletada usando funil de
separacao, e foi adicionado sulfato de sddio anidro, seguido de uma etapa de
filtracdo. Por fim, o solvente foi evaporado a pressdo reduzida, levando a

obten¢ao do composto 3-aminobenzil-4-metilbenzenossulfonato (22).

3.2.2.5. Sintese dos compostos (23), (24), (27), (28) e (30)

Figura 36. Esquema da sintese do Bloco E.
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Nessa etapa o0s compostos foram obtidos através de uma reacdo de
acoplamento usando como agentes acoplantes o HATU para o composto (23) e

0 CDI para o composto (24).
Sintese do composto (23)

Em um baldo de 10 mL, foi adicionado 100 mg do composto (8) (0,549
mmol), 232 mg do agente acoplante HATU (0,610 mmol), 110uL de DIPEA
(0,418 mmol) e 3 mL de DMF anidro. A reacao foi mantida sob agitacdo a
temperatura ambiente por 30 minutos. Decorrido este tempo, foi adicionado
200 mg do composto (22) (0,721 mmol) nas mesmas condi¢des por 6 horas. O
acompanhamento reacional foi feito por CCD utilizando a eluigédo (1:1) hexano:
acetato de etila como fase moével. As placas cromatogréficas foram
posteriormente visualizadas sob luz ultravioleta (254 nm). Ao término da
reacdo, foi realizada a adicdo de 20 mL de agua e 20 ml de solucéo saturada
de cloreto de sodio. A fase aquosa foi lavada com acetato de etila (3 x 30 mL).
A fase organica foi coletada usando funil de separacgéo, e foi adicionado sulfato
de sédio anidro, seguido de uma etapa de filtracdo. Por fim, o solvente foi

evaporado a pressao reduzida, levando a obtencéo do (23).
Sintese do composto (24)

Em um baldo de 10 mL, foi adicionado 100 mg do composto (9) (0,510
mmol), 94 mg do agente acoplante CDI (0,449 mmol) e 3 mL acetonitrila anidra
a temperatura ambiente sob agitacdo por 5h. Decorrido este tempo, foi
adicionado 100 mg do composto (22) (0,360 mmol) nas mesmas condi¢gdes por
12 horas. O acompanhamento reacional foi feito por CCD utilizando a eluicdo
(1:1) hexano: acetato de atila como fase mével. As placas cromatogréaficas
foram posteriormente visualizadas sob luz ultravioleta (254 nm). Ao término da
reacdo, foi realizada a adicdo de 20 mL de agua e 20 ml de solugéo saturada
de cloreto de sodio. A fase aquosa foi lavada com acetato de etila (3 x 30 mL).
A fase organica foi coletada usando funil de separacéo, e foi adicionado sulfato
de sodio anidro, seguido de uma etapa de filtracdo. Por fim, o solvente foi

evaporado a pressao reduzida, levando a obtencéo do composto (24).
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3.2.2.6. Sintese do composto (26)

Figura 37. Esquema de sintese do Bloco F.

BLOCO F
o) 0
L = L
—
cl NO, ¢ ¢l NH,
(25) (26)

Para reacao de reducéo do grupo nitro (25) em amina (26) foi adicionado
a um baldo de 10 mL, solucdo contendo 398 mg de cloreto de amoénio
(7,44mmol) em 1 mL de agua, 250 mg de ferro metalico (5,37 mmol) e 300 mg
(1,50 mmol) do composto (25) previamente solubilizado em em 5 mL de etanol.
Essa mistura reacional foi mantida sob agitagdo a 80°C por 72h. O
acompanhamento reacional foi feito por CCD utilizando a elui¢cao (2:8) hexano:
acetato de etila como fase movel. As placas cromatograficas foram
posteriormente visualizadas sob luz ultravioleta (254 nm). Decorrido este
tempo, filtrou-se a mistura reacional usando coluna preenchida com celite e 0
solvente foi evaporado a pressédo reduzida. Ao solido obtido foi adicionado
agua, sendo o produto precipitado nessa condi¢cdo. Apos a filtracdo a véacuo,

obteve-se o composto (26).

3.3 Métodos de purificacdo

e Cromatografia em coluna

A purificacdo dos compostos obtidos foi realizada através de cromatografia
com o uso do Biotage® Isolera ™, utilizando a coluna Biotage® SNAP ULTRA
10g (HP- Sphere 25 ym), por um método isocratico com hexano e acetato de
etila como eluentes, fluxo de 18 mL/min e detec¢cdo nos comprimentos de onda

variando entre 254 - 365 nm.

Outro método de purificacdo empregado foi o uso de cromatografia em
coluna de bancada utilizando eluentes como éter de petrdleo, diclorometano,

hexano, acetato de etila (fase mével) e silica flash como fase estacionaria. A
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altura e didmetro da coluna usados para cada composto foram especificados

nos metodos para obtencédo de cada composto.

3.4. Métodos analiticos
3.4.1 Cromatografia em camada delgada (CCD)

As analises por cromatografia em camada delgada (CCD) foram
realizadas em cromatoplacas de aluminio (AL TLC- Merck®) de silica-gel 60
F254 para o acompanhamento das reacdes. A visualizagcdo das substancias foi

realizada em camara de luz ultravioleta (254 e 365 nm).

3.4.2 Determinacéo da faixa de fuséao

As faixas de fusdo dos compostos intermediarios e finais foram
determinadas em um equipamento de ponto de fusdo capilar Melting Point
Apparatus SMP3, Stuart Scientific®.

3.4.3 Espectroscopia de absorcao naregido do infravermelho (1V)

As analises de espectrofotometria foram realizadas na faixa de absorgao
de 4.000 a 400 cm?, regido do infravermelho (IV), através de um

espectrofotdmetro IR Prestige-21 Shimizu®, utilizando pastilhas KBr.

3.4.4 Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

As andlises de RMN de 'H e '3C uni e bidimensionais (Bruker 600 e
Bruker 300, operando a 600 MHz e 300 MHz, respectivamente, para o nucleo
de 'H e TMS como referéncia interna e a 150 MHz e 75 MHz para 3C) foram
realizadas utilizando solvente deuterado (DMSO-de ou acetona-de). O

equipamento esté localizado no Instituto de Quimica da UNESP de Araraquara.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Todos os espectros de RMN de H, 3C e de infravermelho (IV) dos
compostos sintetizados foram inseridos na secédo de Apéndice deste trabalho.
A discusséo da parte quimica sera dividida nos sete blocos (A-H) usados para

preparagao dos produtos finais.

4.1. Bloco A —sintese dos benzofuroxanos (8) e (9)

A formacédo do derivado 6-carboxibenzo|c][1,2,5]oxadiazol-1-N-6xido (8)
ocorreu em duas etapas . A primeira etapa consiste na reacéo entre 4-cloro-3-
nitro acido benzoico (4) e azida de sodio em DMSO, levando a obtencdo do
acido 4-azida-3-nitro benzoico (6). Esta etapa ocorre por meio de uma reacao
de substituicdo nucleofilica aromatica (SNAr), em que o atomo de cloro (4) é
substituido por um grupo azida em uma reacdo do tipo adicdo-eliminacéo
(Figura 38). Nesse tipo de reacdo a presenca do nitro, como forte grupo
retirador de elétrons na posicao orto, auxilia na reacdo por tornar o carbono
ligado ao cloro mais deficiente em elétrons. O mesmo mecanismo reacional €

observado para (7).

Figura 38. Esquema proposto para a primeira etapa de reacédo de Substituicdo Nucleofilica
Aromatica realizada na formacéo de (8) e (9).
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Devido a presenca do heteroatomo (nitrogénio) no composto (9), as
estruturas canodnicas diferem em comparacdo aquela encontrada para o
composto (8) que apresenta carbono. Além do efeito eletroatrator induzido pelo
nitrogénio em (9), esse sistema apresenta trés contribuintes de ressonancia

(Figura 39) carregados positivamente, diferentemente do benzeno (8).

Figura 39. Estrutura dos contribuintes de ressonancia carregados positivamente do sistema
piridinico.

+
7 X
e AR M
N/ \N + N~ N~ !\!_

Na segunda etapa reacional, os intermediarios apresentando a funcgéo
azida foram aquecidos sob refluxo, em meio contendo tolueno como solvente,
durante 3 horas para ocorrer um rearranjo intramolecular (ciclocondensacéao)
gue levou a formacao dos derivados benzofuroxanicos (8) e (9) (Figura 40). O
acompanhamento reacional foi realizado por CCD utilizando a eluicdo (1:1) éter
de petréleo:diclorometano + 5% acido acético como fase mébvel. O
benzofuroxano (8) apresentou nessa CCD fator de retencdo (Ry) de 0,44. Apés
purificacdo, o composto (8) foi obtido como um soélido de coloragdo amarelo
com rendimento de 89 %. A faixa de fusdo deste composto encontrada para (8)
foi de 98-108°C.

Figura 40. Esquema proposto para reagdo de ciclo-condensacao.
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X= CH (8)
X= CH (6) X=N (9)
X= N (7)

A caracterizacdo quimica do composto (8) foi realizada por
espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN H). A
Tabela 3 apresenta os deslocamentos quimicos desse composto e 0 espectro
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de RMN de 'H é apresentado na secdo de anexo. Os hidrogénios do anel
aromatico Hs e Hes apresentam -se como dupletos, cada um integrando para um
hidrogénio em & 7.90 (Jorto = 8,4 Hz) € & 8,55 (Jmeta = 1,9 Hz), respectivamente.

O hidrogénio Hs4 apresentou-se como um duplo dupleto integrando para
um hidrogénio em & 8,29 (Joro = 8,4; Jmeta = 2,0 Hz) devido ao seu acoplamento
com os hidrogénios Hs em orto e He em meta. O hidrogénio da fungédo &cido
carboxilico ndo aparece no espectro devido a troca com atomos de deutério do

solvente deuterado.

7

Na Figura 41 é apresentado o espectro de RMN de 'H dos dois
benzofuroxanos (8) (Figura 41A) e (9) (Figura 41B). Além dos efeitos de
desprotecdo induzidos pela maior eletronegatividade do nitrogénio em (9),
observamos a definida multiplicidade dos hidrogénios aromaticos (Figura 41B),
que diferentemente do benzofuroxano (8) (Figura 41A) ndo apresenta

tautomeria.

No caso, a diferenca entre (8) e (9) pode estar relacionada, em partes,
as estruturas canbnicas dos aromaticos benzeno e piridina. A maior
eletronegativade do 4&tomo de nitrogénio faz com que os elétrons do orbital p
estejam mais ‘presos’, e isso pode explicar a ndo ocorréncia de tautomeria.
Assim, a presenca do par de elétrons ndo compartilhados no nitrogénio

piridinico bloqueia a possiblidade de tautomerismo para (9) (Figura 41).

Figura 41. A) deslocamentos quimicos dos hidrogénios do composto (8) demonstrando a
multiplicidade de sinais na regido aromatica devido ao sistema tautomérico. B) Sinais dos
hidrogénios do composto (9), em que ndo se observa essa mesma multiplicidade
provavelmente devido a ndo ocorréncia de tautomeria nas condi¢des experimentais utilizadas.
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A caracterizacdo quimica do composto

foi realizada por

espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN 1H)

(Tabela 3). Os hidrogénios do anel aromatico Hz e Hs apresentam-se como

dupletos, cada um integrando para um hidrogénio em & 9,20 (Jmeta = 1,5 Hz) €

8,57 (Jmeta = 1,5 Hz), respectivamente. Em comparagdo ao composto (8),

devido ao anel piridinico, ndo se vé mais o hidrogénio Hs ligado ao carbono do

anel. Da mesma forma que (8), o hidrogénio da funcdo acido carboxilico ndo

aparece no espectro devido a troca com atomos de deutério do solvente

deuterado. O benzofuroxano (9) apresentou nessa CCD fator de retencéo (Ry)

de 0,25. ApoOs purificacdo, o composto (9) foi obtido como um solido de

coloracdo amarelo com rendimento de 40 %. A faixa do ponto de fusdo deste

composto foi de 157-162°C.

Tabela 3. Deslocamentos quimicos de RMN 1H dos compostos (8) e (9).

- (@) O O
O\ + 4 5 \N+ 1 5
N 8 N = ~ 8
NT N7 4 N™ > N74
3 3
Composto 8 Composto 9
Posigio 5 5H
1 - -
2 - -
3 7,90 (d, J= 8,4 Hz, 1H) -
4 8,28 (dd, J= 8,4 Hz, J=1,9Hz, 1H) 9,20 (d, J= 1,5 Hz, 1H)
5 - -
6 8,54 (d, J= 1,9 Hz, 1H) 8,90 (d, J=1,5 Hz, 1H)
7 - -
8 - -

As propriedades fisico-quimicas dos compostos (8) e (9) estédo

representadas na Tabela 4.
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Tabela 4. Propriedades fisico-quimicas dos compostos (8) e (9).

Cor Rendimento Faixa de fusdo Rf*
0 fo)
Nt
N
@ Amarelo 89% 98°C-108°C 0,44
-0 (o]
N= N/
© Amarelo 40% 157°C-162°C 0,25

*fase moével: eluicdo (1:1) éter de petroleo:diclorometano + 5% &cido acético.

Percebe-se nesse Bloco em que se obtém os benzofuroxanos, a
diferenca de rendimento do composto (8) e (9), embora tenham sido
submetidos a mesma metodologia. Ao fim da reacédo de ciclocondensagao do
composto (8), ao evaporar o solvente, o sélido foi solubilizado em acetato de
etila e adicionado uma espatula de carvao ativado afim de tirar algumas
impurezas como resquicios do reagente (6) e facilitar a purificacdo. Apds esse
procedimento, a solucéo foi filtrada e levada ao freezer. O composto (9) quando
submetido ao mesmo procedimento ndo era obtido no filtrado, uma das
justificativas € porque o nitrogénio da piridina pode estar carregado
positivamente e ficar retido no carvao, com isso esse procedimento foi cortado
para esse composto e isso acabou dificultando a purificacdo e
consequentemente o rendimento ndo foi muito bom comparado ao do

composto (8).

A caracterizacdo por espectroscopia na regidao do infravermelho (1V)
demonstrou a presenca dos principais estiramentos relativos aos grupos
guimicos dos derivados benzofuroxanicos (8) e (9), representados na Tabela 5.

Os espetros de infravermelho sdo encontrados na se¢ao de anexo.
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Tabela 5. Estiramentos observados nos espectros de infravermelho dos compostos (8) e (9).

Tipos de estiramento em cm™ (8) (9)
v C-H (arométicos) 3012,81 3039,81
v C=C (aromaticos) 1614,42 1608,83
v C=0 (acido carboxilico) 1685,76 1697,36
v C-O (&cido carboxilico) 1301,59 1267,23
v O-H (acido carboxilico) 3238,55 3118,90
v N-O (benzofuroxano) 1523,76 1531,48

v estiramento axial

4.2. Bloco B —sintese das arilaminas

A sintese das arilaminas foi realizada em duas etapas. Inicialmente, a
formacédo dos compostos (13) e (14) ocorreu por meio de uma reacdo de
substituicdo nucleofilica bimolecular (Figura 42). O carbonato de potassio,
funcionando como uma base, abstrai o hidrogénio do derivado fendlico,
tornando-o mais nucleofilico, o que facilita o ataque ao carbono metilénico
ligado ao iodo no composto 12. Para a reacao se tornar mais efetiva, o papel
do iodeto de potassio foi importante por permitir a interconversao de grupo
funcional, substituindo o atomo de cloro do reagente pelo iodo. A ligacéo
carbono-iodo é mais fraca que a ligacdo carbono-cloro, e ainda, o iodo
acomoda melhor a carga negativa que o cloro, sendo um melhor grupo

abandonador.

Figura 42. Esquema proposto para reagdo de Substituicdo Nucleofilica Bimolecular.

=
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(10) §= ﬁ §12; X=N (14)

66



A caracterizacdo quimica dos compostos (13) e (14) foi realizada por
espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN H) . A
Tabela 6 apresenta os deslocamentos quimicos do composto (13). A soma das
integrais dos sinais apresentados é de 15 hidrogénios. Os hidrogénios da
metila do grupo acetamida apresentam-se como simpleto, integrando para 3
hidrogénios em & 2,04. O hidrogénio ligado ao nitrogénio da amida apresenta-
se como um simpleto integrando para 1 hidrogénio em & 9,98. Os hidrogénios
aromaticos podem ser visualizados entre & 6,84 a & 7,64, apresentando-se
como multipletos e sem constante de acoplamento devido a sobreposi¢dao dos
sinais. Por fim, temos em & 5,04 o deslocamento dos hidrogénios do carbono
metilénico, apresentando-se como um simpleto e integrando para 2
hidrogénios. Comparado aos deslocamentos dos hidrogénios do reagente
cloreto de 4-acetamidobenzil que aparecem em & 4,68, os dados sugerem a
obtencéo do (12).

A Tabela 6 apresenta os deslocamentos quimicos do composto (14).
Para o composto (14), os hidrogénios da metila da funcdo acetamida podem
ser visualizados como simpleto, integrando para 3 hidrogénios em & 2,01. O
hidrogénio ligado ao nitrogénio da amida apresenta-se como um simpleto
integrando para 1 hidrogénio em & 9,94. Os hidrogénios aromaticos aparecem
como multipletos na regido entre & 6,19 a & 7,8 integrando para oito
hidrogénios. Somente para os hidrogénios Hi1 e His, integrando para 1
hidrogénio cada, € possivel determinar as constantes de acoplamento como
sendo de 6,6 Hz e 1,4 Hz, respectivamente. Em relacdo a multiplicidade, Hi1 e
His foram encontrados como triplo dupleto e duplo dupleto. Por fim temos em &
5,01 o deslocamento dos hidrogénios do carbono metileno, apresentando-se
como um simpleto e integrando para 2 hidrogénios, sugerindo a formacao do
produto desejado. Esses sinais séo distintos daqueles encontrados no espectro
de RMN de 'H para o reagente cloreto de 4-acetamidobenzil, cujo

deslocamento é de 6 4,68.

A hidrélise do grupo acetamida de (13) e (14) foi conduzida em meio
basico para formar as aminas desejadas (15) e (16) em rendimentos que
variaram de 68 % - 75 %, respectivamente. Para o composto (15) a soma das
integrais dos sinais apresentados é de 13 hidrogénios. Em comparacao ao
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composto (13) que tinha uma funcdo acetamida na molécula, para (15) néo
observamos mais o sinal préximo de & 10-11 bem como a auséncia do sinal em
0 2,01 dos hidrogénios da metila, sugerindo a hidrolise desse grupo. Ademais,
em (15) temos um sinal em & 5,21 como singleto largo, integrando para 2
hidrogénios, relativo a formacéo da amina primaria. A maioria dos hidrogénios
aromaticos aparecem como multipletos na regido entre 6 6,34 a & 7,14, e por
isso, sem constante de acoplamento definidas. Entretanto, para Hio e Hii1, a
constante de acoplamento encontrada foi de Joro= 8,2 Hz € Jmeta= 1,9 Hz. Por
fim, em & 4,85 foi possivel visualizar o deslocamento dos hidrogénios do

carbono metilénico integrando para dois hidrogénios.

As Figuras 43 e 44 mostram os espectros de 'H dos compostos (13) e
(15), respectivamente. Conforme previamente comentado, nestes é possivel
observar a auséncia do sinal da amida (destacado em vermelho na Figura 43),
e o surgimento na Figura 44 do sinal em & 5,21 ppm (em vermelho), relativo a
conversédo do grupo funcional amida (13) para amina (15). Outro destaque € a
auséncia em (15) (Figura 44) dos 3 hidrogénios da metila do composto (13)

(em verde; Figura 43) na regido de & 2,04 ppm.

Figura 43. Espectro de RMN de *H (DMSO-ds, 300 MHz) do intermediario (13).
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Figura 44. Espectro de RMN de H (DMSO-ds, 300 MHz) do intermediario (15).
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Para o composto (16) a soma das integrais dos sinais apresentados é de
12 hidrogénios. Os hidrogénios da amina apresentam-se como simpleto,
integrando para 2 hidrogénios em & 5,08. Alguns dos hidrogénios aromaticos
estdo entre d 6,04 a 7,14, apresentando-se como multipletos e sem constante
de acoplamento definidas devido a sobreposicdo dos sinais. Porém, assim
como o composto anterior, para alguns hidrogénios foi possivel identificar a
constante de acoplamento, a exemplo do Hs em & 6,37 que apresenta-se como
duplo dupleto com Jmeta= 1,9 Hz, € 0 Hs com Joro= 9,1 Hz em relag&o ao Ha. O
Hs integra para 1 hidrogénio e apresenta-se como dupleto em & 6,51 e com
constante de acoplamento Jmeta= 2 Hz, indicando seu acoplamento em meta
com o Ha. O Hip integra para um hidrogénio com & 7,67 e apresenta-se como
duplo dupleto indicando seu acoplamento em orto (Joro= 6,7 Hz) com o Hi1 e
em meta (Jmeta= 2,1 Hz) com Hiz. O Hi2 é visualizado em & 7,35 integrando
para um hidrogénio, e apresenta-se como um duplo duplo dupleto com
acoplamento em orto com os hidrogénios Hiz e Hi1 (Joro= 6,5 Hz € Joro= 8,9
Hz) e em meta com o hidrogénio Hio (Jmeta= 2,1 Hz). No anel piridinico, temos o

hidrogénio Hiz em & 6,49 como um duplo dupleto integrando para um
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hidrogénio e acoplando na posi¢éo orto (Jorto= 8,4 Hz) com o hidrogénio Hi2 e
em meta (Jmeta= 1,9 Hz) com o hidrogénio Hii. Por fim, temos em & 4,87 o
deslocamento dos hidrogénios do carbono metilénico, apresentando-se como
um singleto e integrando para 2 hidrogénios. A Tabela 6 apresenta os

deslocamentos deste composto.
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Tabela 6.Deslocamentos quimicos de RMN 1H dos compostos (13), (14), (15) e (16).

Composto (13)

Composto (14)

H,N 2.5
2 0%
2 4

Composto (15)

Composto (16)

Posicéo 6 6 6 H 65

1 - - - -

2 6,84 — 7,64 (m) 7,2-7,8(m) 6,66 — 6,34 (m) 6,37 (dd; J= 9,1Hz; J= 1,4 Hz, 1H)

3 6,84 — 7,64 (m) 7,2-7,8(m) 7,14 - 7,02 (m) 7,13 — 6,66 (M)

4 6,84 — 7,64 (m) 7,2-7,8(m) 7,14 — 7,02 (m) 7,13 — 6,86 (M)

5 - - - -

6 6,84 — 7,64 (m) 7,2-7,8(m) 6,66 — 6,34 (m) 6,51 (d; J= 2 Hz, 1H)

7 5,01(s, 2H) 5,01 (s, 2H) 4,85 (s, 2H) 4,87 (s, 2H)

8 6,84 — 7,64 (m) - - .

9 6,84 — 7,64 (m) - 7,00 - 6,81 (m) -

10 6,84 — 7,64 (m) 7,2—-7,8(m) 7,27 (ddd; J= 8,4Hz; J= 1,9Hz; 2H) 7,67 (dd; J= 6,7Hz; J= 2,1Hz; 1H)
11 6,84 — 7,64 (m) 6,22 (td; J= 6,6Hz; J= 6,6Hz; J=1,4Hz) 7,00 — 6,81 (M) 6,26 — 6,04 (M)

12 6,84 — 7,64 (M) 7,2-7,8(m) 7,27 (ddd; J= 8,4Hz; J= 1,9Hz; 2H) 7,35 (ddd; J= 6,5 Hz; J= 6,5HZ; J=2,1Hz; 1H)
13 6,84 — 7,64 (m) 6,40 (dd; J= 6,6Hz; J=1,4Hz; 1H) 7,00 - 6,81 (m) 6,49 (dd; J= 6,5Hz; J= 2,1Hz)
1 9,98 (s, 1H) 9,94 (s, 1H) 5,21 (s, 2H) 5,08 (s, 2H)

2 - -

3 2,04 (s, 3H) 2,01 (s, 3H)
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Na Tabela 7 sdo apresentadas as propriedades fisico-quimicas dos
compostos (13), (14), (15) e (16).

Tabela 7. Propriedades fisico-quimicas dos compostos (13), (14), (15) e (16).

Cor Rendimento Faixa de fusao Rf*

T,

Pt

(14) Amarelo 72% 200,6°C-206,8°C 0,41

H2N\©/\O©
(15)

Branco 65% 120°C-128°C 0,36

Amarelo 68% 131°C-137,2°C 0,64
0
(16) Amarelo 75% 215,8°C-220,6°C 0,5

*fase mével: eluicdo (1:1) hexano: acetato de etila.

4.3. Reagéao de acoplamento para formacéao dos produtos finais contendo
a funcdo amida

Na ultima etapa para obtencdo dos produtos finais (17), (18), (23), (24),
(27), (28) e (30), ocorreu a reacdo de acoplamento entre a funcdo acido
carboxilico dos benzofuroxanos (8) e (9) com as aminas previamente obtidas
no bloco B. Os produtos finais foram obtidos como sélidos e em rendimentos
que variaram de 21% a 25%. As faixas de fusdo dos produtos finais foram

caracterizadas e estao apresentadas na Tabela 8.
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Para essas reacfes de acoplamento foram utilizados dois agentes
acoplantes a saber, o CDI e 0 HATU. A diferenca no uso entre esses agentes
ocorreu porque durante o desenvolvimento da metodologia sintética ndo foi
possivel identificar um Unico agente acoplante que permitisse a obtencdo dos

produtos com rendimentos adequados.

Os mecanismos reacionais envolvidos com o0 uso dos agentes
acoplantes sao apresentados a seguir nas Figuras 45 e 46. Para o agente
acoplante 1,1° — carbonildiimidazole (CDI), os elétrons livres do nitrogénio
imidazolico atuam como base abstraindo o préton da hidroxila do acido. O
carboxilato formado é nucleofilico e realiza o ataque a carbonila do CDI,
levando a formacdo de um intermediério tetraédrico que sofre rearranjo para
formagéo da amida, conforme apresentado na Figura 45 (STAAB, 1966).

Figura 45. Esquema proposto para o mecanismo de reagdo envolvendo o agente acoplante
CDI para formacéo da amida.
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Com agente acoplante (1-[bis(dimetilamino)metileno]-1H-1,2,3-triazol
[4,5-b]piridino 3-N-6xido hexafluorofosfato (HATU) foram obtidos os compostos
(17), (23) e (27) com rendimentos de 21%; 21,5% e 22%, respectivamente. O
HATU é um agente acoplante da classe dos sais de urénio, muito empregado
em metodologias de formacdo de ligacdes peptidicas. A formacdo de um
intermediario éster 7-aza-benzotriazol-1-il durante a reacdo favorece o ataque
nucleofilico das aminas, sendo sua reatividade associada a capacidade de
gerar uma catalise bésica pela presenca do anel piridinico em sua estrutura,
conforme destacado na Figura 45 (MONTALBETTI; FALQUE, 2005).

Figura 46. Esquema proposto para o mecanismo de reag¢do envolvendo o agente acoplante
HATU para formag&o da amida.
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Para o composto (17), a soma das integrais dos sinais apresentados é
de 15 hidrogénios. Para a ligacdo peptidica, observa-se em & 10,49 um
simpleto integrando para 1 hidrogénio referente a amida. Os hidrogénios
aromaticos aparecem como multipletos na regido entre & 6,58 a 8,07. Para
estes ha sobreposicdo, inclusive, dos hidrogénios Hs e Hs do sistema
benzofuroxano. O H: pode ser visualizado em & 8,25 como um dupleto,
integrando para um hidrogénio, e acoplamento na posicdo meta com o
hidrogénio Ha (Jmeta= 2 Hz). No espectro de RMN de 3C do composto (17)
destacam-se o carbono metilénico Cis com deslocamento em & 46,36 ligado a
um atomo de oxigénio, deslocamento este que normalmente encontrado entre
® 40 — & 80. Destacam-se também no intervalo de 112,43 — & 138,02 os
carbonos referentes aos anéis aromaticos presentes na molécula. O carbono
C7em 0 155, 29 refere-se a carbonila do grupo funcional amida, em que a faixa
de deslocamento deste grupo varia entre & 155-185, o que sugere a formacéo

deste grupo funcional.

Para o composto (18), a soma das integrais dos sinais apresentados é
de 18 hidrogénios. Para a ligacdo peptidica, observa-se em & 10,49 um
simpleto integrando para 1 hidrogénio referente a amida. Os hidrogénios
aromaticos aparecem como multipletos na regidao entre & 7,26 a 7,72. Os
hidrogénios do sistema benzofuroxano Hz, Hs e Hs também podem ser
visualizados nesse espectro. Em & 8,29 tem-se o hidrogénio H2 como dupleto
acoplando em meta com o hidrogénio Hs (Jmeta= 2HZ). Em & 7,77 tem-se o
hidrogénio Ha como duplo dupleto acoplando em orto com o hidrogénio Hs
(Jorte= 8 Hz) e em meta com o hidrogénio Hz (Jmeta= 2 Hz). Em & 7,79 é
possivel visualizar o hidrogénio Hs como dupleto acoplando em orto com o Ha
(Jorto= 8,4 Hz). Por fim temos os hidrogénios His, Hig € H2o do anel piridinico.
Em © 6,26 € possivel visualizar o hidrogénio His integrando em orto com o0s
hidrogénios Hi7 € Hio (Jorto= 6,4 HZ) € em meta com o hidrogénio Hzo (Jmeta= 1,4
Hz). Em & 7,43 tem-se o0 hidrogénio Hig como duplo duplo dupleto acoplando
na posi¢ao orto com os hidrogénios His € H2o (Jorto= 8,9 Hz; Jorto= 6,6 Hz). Para
o0 hidrogénio Hzo € possivel o visualizar em & 6,43 como duplo dubleto
acoplando em orto com o hidrogénio Hio (Joro= 8,6 Hz) e em meta com o
hidrogénio His (Imeta= 1,4 Hz).
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No espectro de RMN de **C do composto (18) destacam-se o carbono
metilénico Cis com deslocamento em & 67,17. Destacam-se também no
intervalo de 8106,20 — 140,58 os carbonos referentes aos anéis aromaticos
presentes na molécula. O carbono C7 em & 161,90 refere-se a carbonila do

grupo funcional amida, o que sugere a formacéo deste grupo funcional.

Para ilustrar, podemos destacar alguns pontos importantes das
estruturas. A Figura 47 traz o espectro de *H do intermediario aminado (16) e a
Figura 48, o composto final (18). Neste € possivel identificar a auséncia do
sinal da amina (destacado em vermelho na Figura 46). No espectro da Figura
47, verifica-se o surgimento de um sinal na regidao de & 10,49 ppm (destacado

em vermelho), sugerindo a formacao da amida.

Figura 47. Espectro de RMN de *H (DMSO-ds, 300 MHz) do intermediario (16).
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Figura 48. Espectro de RMN de *H (DMSO-ds, 300 MHz) do produto final (18).
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A formacdo do composto 3-aminobenzil-4-metilbenzenossulfonato (22)
ocorreu por meio da reacao de tosilacdo, cujo mecanismo esta representado na
Figura 49. A reacdo de tosilacdo é uma reacao de substituicdo nucleofilica
bimolecular, em que o nucledfilo (19) faz o atague ao centro positivo
representado pelo enxofre do grupo tosil, promovendo o rompimento da ligacao
sp? enxofre-oxigénio. Ao reestabelecer a dupla ligacdo, o cloro é eliminado
como CI-. Em seguida, este atuando como base captura o hidrogénio ligado ao

O* para estabelecer o octeto, como apresentado no mecanismo da Figura 49.

O acompanhamento reacional para formagédo de (22) foi realizado por
CCD utilizando como fase movel a eluicdo (4:6) hexano: acetato de etila, e a
visualizacdo das placas cromatogréficas foi realizada sob luz ultravioleta (254
nm), sendo que o Rt obtido para o composto (22) foi de 0,76. O composto (22)
foi obtido como um soélido de coloragdo marrom com rendimento de 66,7 %. A

faixa do ponto de fusédo deste composto foi de 95,2 - 100°C.
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Figura 49. Esquema proposto para mecanismo de reacado de tosilacao.

A caracterizacdo quimica do composto (22) foi realizada por
espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN H). A
Tabela 8 apresenta os deslocamentos quimicos do (22) e o espectro de RMN
de 'H é apresentado na se¢do de anexo. Os hidrogénios do anel aromatico Hs
e He apresentam-se como dupletos, cada um integrando para um hidrogénio
em 8 7.90 (Joto = 8,4 Hz) e & 8,55 (Imeta = 1,9 Hz), respectivamente. O
hidrogénio Has apresentou-se como um duplo dupleto integrando para um
hidrogénio em & 8,29 (J = 8,4; 2,0 Hz), devido ao seu acoplamento com o0s
hidrogénios Hs em orto e He meta. O hidrogénio da funcdo &cido carboxilico
ndo aparece no espectro devido troca com atomos de deutério do solvente

deuterado.

Tabela 8. Deslocamentos quimicos de RMN 'H do composto (22).

1 0] 14 13

HN2 N : O—§3®&15
4
Composto (22)
Posicido 5
1 5,23 (s)
2 -
3 6,92 (dd; J= 7,8 Hz;1,5Hz 1H)
4 7,12 (t; J= 7,8 Hz, 1H)
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5 6,95 (dd, J=1,5 Hz; 7,8 Hz 1H)
6 -

7 7,09 (s)

8 4,37 (s)

9 -

10 7,65 (d; J= 8,2 Hz; 1H)
11 7,29 (d; J= 8,2 Hz; 1H)
12

13 7,30 (d; J= 8Hz; 1H)
14 7,65 (d; J= 8 Hz, 1H)
15 2,27 (s)

A Tabela 9 apresenta os deslocamentos quimicos dos compostos (17),
(18), (23), (24), e a Tabela 10, os deslocamentos quimicos dos compostos (27),
(28) e (30). Os espectros de RMN de 'H e 3C sdo apresentados na secéo de

anexo.

No composto (23), os hidrogénios do anel aromatico do sistema p-
toluenofenil que se encontram na posicdo Hiz e Hig bem como His € H2o séo
visualizados como dupletos, integrando para dois hidrogénios em & 7.66 (Jorto =
8,1 Hz) e & 7,29 (Joro = 8,1 Hz), respectivamente. Da mesma forma, esses
hidrogénios podem ser visualizados como dupletos, integrando para dois
hidrogénios em & 7.66 (Jorto = 7,9 Hz) € & 7,31 (Jorto = 8,1 Hz) para o composto
(24); dupletos, integrando para dois hidrogénios em & 7.63 (Jorto = 8,2 Hz) € ©
7,29 (Joro = 7,9 Hz) para o composto (27); dupleto & 7.62 (Joo = 8 Hz) e
multipleto 7,29-7,21 (m, 3H) para o composto (28); dupleto & 7.62 (Jorto = 8 Hz)
e multipleto 7,29-7,21 (m, 3H) para o composto (30).

O restante da molécula ndo é diferente do espectro anterior (22). A
presenca dos hidrogénios das amidas se apresentam como um singleto em &
10,35 para os compostos (23), (24) e 6 10,33 para (27), (28) e (30). Para o
composto (23) no sistema benzofuroxanico os hidrogénios Hs (& 7.24), Ha (©
7.79) e Hes (0 7.90) apresentam-se como dupleto (Joro= 8 Hz), duplo dupleto
(Jorto= 8 Hz, 2 Hz), dupleto (Joro= 2 HZz).
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Para o composto (24) os dois hidrogénios nas posi¢des Ha (& 9.20) e He
(® 7.66) apresentam-se como dupleto (Jmeww= 1,9 Hz) e dupleto (Jorno= 8,66 Hz),
respectivamente. Se compararmos com 0 benzofuroxano (23), o0s
deslocamentos de hidrogénio do (24) sdo maiores devido a maior desblidagem

induzida pelo anel piridinico, conforme previamente discutido.

Os compostos (27), (28) e (30) ndo possuem o sistema benzofuroxanico.
Para o composto (27), tem-se presenca dos hidrogénios nas posi¢cdes Hi, Hs e
Hz apresentando-se como dupletos com constantes de acoplamento Jorto = 8,3
Hz; Jmeta= 1,9 Hz; Jono= 8,3 Hz, respectivamente, e integrando para um
hidrogénioem 6 7.91 e 5 8.28 e 6 7,95.

Para o (28), esses mesmos apresentam-se como duplo dupleto,
multipleto e dupleto em & 6.57 € 6 7.07-6.99 e 6 7,10. Para o composto (30), os
mesmos apresentam-se como duplo dupleto, multipleto e dupleto em & 6.57 e &
7.07-6.99 e & 7,10. Porém, diferente do composto (27), nesses compostos (28)
e (30) pode ser observado a presenca dos hidrogénios da amina que no

espectro aparecem como singletos em & 6,90.

No espectro de RMN de '3C dos compostos (23) e (24) é possivel
destacar o deslocamento do carbono C22 em & 21,93 - mais desblindado por
conta do efeito de retirada de elétrons do sistema benzofuroxanico -, e o

carbono da metila em 6 21,14.

Ja para os compostos (27), (28) e (30) o carbono Cz23 correspondente a
metila pode ser visualizado nos deslocamentos em & 21,35; 6 21,43 e & 21,07,
mais blindado por conta da presenca da amina no sistema piridinico. Em &
67,17 para o composto (23) e & 67,12 para o (24) tem-se o carbono metilénico
Cisligado a um atomo de oxigénio. O correspondente a ele nas estruturas (27),
(28) e (30) o Cis apresenta os deslocamentos em & 67,92; & 65,88 e 6 65,19
respectivamente. Destacam-se também no intervalo de 6117,57 — 144,05 (23);
0119,00 — 143,81 (24); 6119,62 — 149,34 (27); 105,04 — 159,95 (28); 6107,61
— 152,47 (30) os carbonos referentes aos anéis aromaticos presentes nas
moléculas. O carbono C7em & 164,04 (23) e 8162,64 (24); e o Csem 6163,82
(27); ©166,66 (28); 6166,47 (30) referem-se a carbonila do grupo funcional
amida, sugerindo a formacdo da amida nestes compostos.
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A caracterizacdo por espectroscopia na regido do infravermelho (1V)
demonstrou a presenca de bandas de absorcao indicando grupos quimicos
caracteristicos dos compostos derivados p-toluenosulfonil (23), (24), (27), (28)
e (30), como por exemplo, o surgimento de um estiramento axial por volta de
1640 — 1700 cm representando a carbonila da amida formada bem como o
estiramento axial referente a ligagdo S=O por volta de 1300 — 1375 cm™

referente ao grupo tosil.
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Tabela 9. Deslocamentos quimicos de RMN H e *C dos compostos (17), (18), (23) e (24).
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21 18
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16 17

o 20__19
1]
s O_ISI21
13 N2 o 16 17
0 fo) 1
\N+1 6 14
NN 10
O\N/ P Hg o

Composto (24)

Posicéo

5 H

613C

& H

61C

&61H

813C

5 H

81C

©oO~NOOUODdWNRE

7,92 - 7,80 (m)
8,07 — 7,92 (m)

8,25 (s, 1H)

10,49 (s)
6,72 — 6,58 (m)
7,72 = 7,58 (m)
7,23 = 7,13 (m)
7,72 - 7,88 (m)

3,80 (s)

6,72 — 6,58 (m)
7,72 - 7,58 (m)
7,23 = 7,13 (m)
7,04 — 6,96 (m)

7,04 — 6,95 (m)

112,43 - 138,02
112,43 - 138,02
112,43 - 138,02
112,43 - 138,02
112,43 - 138,02
112,43 - 138,02
155,29
112,43 - 138,02
112,43 - 138,02
112,43 - 138,02
112,43 - 138,02
112,43 - 138,02
112,43 - 138,02
46,36

112,43 - 138,02
112,43 - 138,02
112,43 - 138,02
112,43 - 138,02
112,43 - 138,02

112,43 - 138,02

7,79(d, J= 8,4Hz; 1H)
7,77(dd, J= 8,4Hz,J= 2 Hz,1H)

8,29(d; J= 2Hz; 1H)

10,59 (s)
7,72 -7,67 (m)
7,34 - 7,26 (m)
7,34 - 7,26 (m)

7,72 - 7,67 (m)

5,61 (s)
7,31-7,26 (m)
6,26 (td; J= 6,7Hz; J=1,4Hz; 1H)
7,43 (ddd; J=6,7; J= 6,7Hz; J=1,7; 1H)

6,43 (dd; J= 6,7Hz; J=1,4Hz; 1H)

106,20 — 140,58
106,20 — 140,58
106,20 — 140,58

106,20 — 140,58  7,79(dd; J= 8Hz; J= 2Hz, 1H)

106,20 — 140,58
106,20 — 140,58
161,90
106,20 — 140,58
106,20 — 140,58
106,20 — 140,58
106,20 — 140,58
106,20 — 140,58
106,20 - 140,58
51,06
106,20 — 140,58
106,20 — 140,58
106,20 — 140,58
106,20 — 140,58

106,20 — 140,58

7,9 (d; J=2Hz; 1H)

10,35 (s)
7,27 -7,22 (m)
7,27 - 7,22 (m)
7,11 -7,01 (m)

7,27 -7,22 (M)

5,20 (s)
7,66(d; J=8,1 Hz; 2H )
7,29(d; J=8,1Hz; 2H)
7,29 (d; J=8,1 Hz; 2H)
7,66 (d; J= 8,1Hz; 2H)

2,29 (s)

117,57 — 144,08
117,57 — 144,08
117,57 — 144,08
117,57 — 144,08
117,57 - 144,08
117,57 — 144,08
164,04
117,57 — 144,08
117,57 — 144,08
117,57 — 144,08
117,57 — 144,08
117,57 — 144,08
67,17
117,57 — 144,08
117,57 — 144,08
117,57 — 144,08
117,57 — 144,08
117,57 — 144,08
117,57 — 144,08

117,57 — 144,08

21,93

9,20 (d; J= 1,9Hz; 1H)
8,66(d; J=1,9Hz; 1H)

10,36 (s)
7,25 (dd; J= 8,1 Hz, J= 2Hz, 1H)
7,16 (d; J= 8,1Hz; 1H)
7,06(dt; J= 7,9Hz,J=2,2 Hz; 1H)
7,60 (dt; J= 7,9Hz; J= 2,2Hz; 1H)
7,23 (d; J=1,9 Hz; 1H)

5,32 (s)
7,66 (d; J=7,9 Hz; 2H)
7,31 (d; J=7,9Hz; 2H)
7,66(d; J= 8,1Hz; 2H)
7,31 (d; J=8,1Hz; 2H)

2,31 (s)

119,00 - 143,81
119,00 - 143,81
119,00 - 143,81
119,00 — 143,81
119,00 -143,81
119,00 - 143,81
162,64

119,00 — 143,81
119,00 - 143,81
119,00 - 143,81
119,00 - 143,81
119,00 — 143,81
119,00 - 143,81
67,12
119,00 - 143,81
119,00 - 143,81
119,00 - 143,81
119,00 - 143,81
119,00 - 143,81

119,00 - 143,81

21,14
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Tabela 10. Deslocamentos quimicos de RMN H e *3C dos compostos (27), (28), e (30).

21 20
q 22 19 0 2 2019 Q 2221 19
16 —g 23 o 08 zz< > 2 16 O—§4©7 23
13 o
o ™ p 7 o 13 12O v 18 o ™ 3 L, T
1 1 P 1 7 15 " K 15
8°N A N 1
9 4
cl 234!\202 CI72 4 NH, "é ’;‘Hz
Composto (27) Composto (28) Composto (30)
Posicéo &5 H 5=C & H &1C 5 'H &5EC
1 7,92 (dd; J=8,3Hz; 2Hz, 1H) 119,62 - 149,34 6,57 (dd; J=8,7Hz; J= 2,1Hz; 1H) 105,04 — 159,95 7,23 -7,16 (m) 107,61 — 152,47
2 - 119,62 — 149,34 - 105,04 - 159,95 8,24(dd; J=7,5Hz; J=1,7Hz; 1H) 107,61 — 152,47
3 8,28 (d; J= 2Hz; 1H) 119,62 — 149,34 7,07 — 6,99 (m) 105,04 — 159,95 - -
4 - 119,62 — 149,34 - 105,04 - 159,95 - 107,61 - 152,47
5 - - - - 7,08 - 7,03 (m) -
6 - 119,62 — 149,34 - 105,04 — 159,95 - 107,61 - 152,47
7 7,95(d; J=8,3Hz; 1H) 119,62 — 149,34 7,19 (d; J= 8,7 Hz; 1H) 105,04 — 159,95 8,04(dd; J= 7,5Hz; J=1,7Hz; 1H) 107,61 — 152,47
8 - 163,82 - 166,66 - 166,47
9 10,33 (s) - 10,33 (s) - 10,34 (s) -
10 7,05 (dt; J=7,9 Hz; J=2,2Hz; 2H) 119,62 — 149,34 7,69 (d; J=8,6Hz; 1H) 105,04 — 159,95 7,29 - 7,16 (m) 107,61 - 152,47
11 7,23 (dd; J=7,9 Hz; 2H) 119,62 — 149,34 7,29 -7,22 (m) 105,04 — 159,95 6,66 (dd; J=8 Hz ; 1H) 107,61 - 152,47
12 7,05 (dt; J=7,9 Hz; J=2,2Hz; 2H) 119,62 — 149,34 7,07 — 6,99 (m) 105,04 — 159,95 7,29 - 7,16 (m) 107,61 — 152,47
13 - 119,62 — 149,34 - 105,04 - 159,95 - -
14 7,16 (d; J= 1,9Hz; 1H) 119,62 — 149,34 6,87 (d; J=2,1 Hz, 1H) 105,04 — 159,95 7,29-7,16 107,61 - 152,47
15 - 119,62 — 149,34 - 105,04 — 159,95 - 107,61 - 152,47
16 5,24 (s) 67,92 5,19 (s) 65,88 - -
17 7,63 (d; J= 7,9 Hz, 2H) 119,62 — 149,34 7,62(d; J=8Hz; 2H) 105,04 — 159,95 7,61 (d; J= 8,2 Hz; 2H) 107,61 - 152,47
18 7,29 (d; J=7,9Hz, 2H) 119,62 — 149,34 7,29 -7,21 (m) 105,04 — 159,95 7,29 -7,16 (m) 107,61 — 152,47
19 - 119,62 — 149,34 7,29 - 7,21 (m) 105,04 — 159,95 7,61 (d; J= 8,2 Hz; 2H) 107,61 — 152,47
20 7,29 (d; J= 8,2Hz, 2H) 119,62 — 149,34 7,29 -7,21 (m) 105,04 — 159,95 7,29 -7,16 (m) 107,61 — 152,47
21 7,63 (d; J= 8,2Hz, 2H) 119,62 — 149,34 7,62(d; J=8Hz; 2H) 105,04 - 159,95 7,29 -7,16 (m) 107,61 — 152,47
22 - 119,62 — 149,34 - 105,04 - 159,95 - 106,61 — 152,47
23 2,29 (s) 21,35 2,28 (s) 21,43 2,28 (s) 21,07
Hz
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A caracterizacdo por espectroscopia na regido do infravermelho (1V)
demonstrou a presenca de bandas de absor¢cao indicando os grupos quimicos
caracteristicos dos compostos obtidos neste Bloco C. As tabelas 11 e 12

mostram os dados dessa caracterizacéo.

Tabela 11. Bandas de absor¢éo dos compostos (17) e (18) na caracterizagdo por
espectroscopia na regido do infravermelho.

Tipo de vibracédo / (cm™) (17) (18)
vC-H (aromaticos) 2924,09 3076,46
vC=C(aromaticos) 1500,62 1606,70

vC=0 (amida) 1618,28 1654,92
v N-H (amida) 3412,06 3290,56
b N-H (amida) 1550,77  1577,77

v N-O (benzofuroxano) 1529,55 1535,34

v estiramento axial; &: estiramento angular.

Tabela 12. Bandas de absor¢éo dos compostos (23), (24), (27), (28) e (30) na caracterizacao
por espectroscopia na regido do infravermelho

Tipo de vibragcao (23) (24) (27) (28) (30)
/ (cm™)

vC-H (arométicos) 2922,16  2931,80 2920,23 2924,09 2924,09
vC=C(aromaticos) 1614,42  1593,20 1597,06  1614,42 1610,56
C=0 (amida) 1726,29  1735,93 1734,01 1697,36 1697,36

v N-H (amida) 3261,81  3508,52  3269,34 3500,80 348151

b N-H (amida) 1614,42 1531,48 1541,12 1506,41 1466,28
S=0 1332,81 1346,31 1350,17 1338,60 1338,60

C-N (amina) 1091,71 1089,78

v: estiramento axial; &: estiramento angular

Os dados dos espectros na regido do infravermelho destes compostos
(23, 24, 27,28 e 30) sdo apresentados na secdo de anexo. E possivel destacar
um estiramento axial por volta de 1700 — 1640 cm™ referente a carbonila da

amida. Nos intermediarios do bloco A, havia nessa regido a carbonila do acido



carboxilico com estiramento axial por volta 1725 — 1700 cm™, que nos produtos
finais esta ausente. Também se nota a auséncia do estiramento referente a
ligagdo C-N do grupo funcional amina por volta de 1000 — 1100 cm, sugerindo
0 sucesso do acoplamento desta com os acidos, resultado da formacédo da
amida. Esse mesmo estiramento aparece nos compostos (28) e (30), pois

estes apresentam a amina na posi¢ao orto em relacdo a amida formada.

Na Tabela 13 encontram-se as propriedades fisico-quimicas dos 7
compostos obtidos no Bloco C. Para os compostos (17), (18), (23), (24), (27),
(28) e (30) os rendimentos variaram de 21% a 49%. Todos foram obtidos como
sélidos de coloracdo amarelo ou marrom. Os valores de Rf usando como fase
mével (1:1) hexano: acetato de etila, variaram de 0,45 — 0,83. O composto (18)
foi aquele que apresentou mais alta faixa de fusdo (188°C-192,6°C).

Tabela 13. Propriedades fisico-quimicas dos compostos (17), (18), (23), (24), (27), (28) e (30).

Cor Rendimento Faixa de fusdo Rf
(0]
o _ H
N
an Amarelo 21% 81°C-85,4°C 0,83
X
| N
O
N+
N
(18) Amarelo 25% 188°C-192,6°C 0,69
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Marrom 21,5% 58,7°C-60,4°C 0,70
Q C
O-S
(ID\
-0 (]
NTN? @4 Amarelo 49% 151°C-155,5°C 0,74
Q C
O-S
6
(0]
ioe.
(27)
cl NO, Amarelo 22% 61,7°C-65°C 0,80
Q C
0-S
6
(0]
jou.
(28)
c NH, Amarelo 49% 72,3°C-76°C 0,78
9 C
0O-S
(I)I
(o]
CLH on
NH; Marrom 37% 54,5°C-58,5°C 0,45

*fase movel: eluicdo (1:1) hexano: acetato de etila.

Os dados de caracterizacao estrutural sugerem a obtencéo dos produtos
finais (17), (18), (23), (24), (27), (28) e (30). Para estes produtos finais, outros
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métodos de caracterizacdo como espectrometria de massas e andlise

elementar serdo ainda realizados.

5.CONCLUSAO

Este trabalho visou o planejamento, sintese e caracterizagdo estrutural
de novos compostos derivados do APX001A como nova alternativa no
tratamento IFls utilizando a estratégia da estrutura baseada no alvo enzima
Gwtl. Neste estudo foram obtidos 7 produtos finais baseados na estrutura do
APXO001A. Os produtos finais (bloco C), tiveram seus rendimentos variando de
21% a 49%. Além disso, foram sintetizados também 7 intermediarios, 0s quais
tiveram seus rendimentos variando entre 40% a 89%. A caracterizacéo
estrutural realizada por meio de RMN unidimensional e espectroscopia de

infravermelho, sugere a obtencdo dessas moléculas.

A Tabela 14 apresenta todas as estruturas obtidas nessa pesquisa, tanto
dos intermediarios quanto dos produtos finais. Como perspectiva, outros
métodos de caracterizacdo estrutural serdo utilizados, e estes produtos serdo
avaliados quanto a atividade antifiangica em parceria com a professora Ana
Marisa Fusco do Laboratorio de Analises Clinicas da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas. Os compostos serdo testados frente a cepas de Candida
albicans (ATCC 90028), Candida glabrata (ATCC 90030), Candida tropicalis
(ATCC 750), Histoplasma capsulatum (EH-315) e Cryptococcus neoformans
para determinacdo da CIM e da Concentracdo Fungicida Minima, bem como
avaliar a atividade antibiofiime de Candida albicans. Para determinacao da CIM
e da CFM seréo utilizados controles positivo (Anfotericina B, Caspofungina e
Itraconazol) e negativo (sem tratamento), seguindo o Protocolo Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI) M27- A3 (2008) para C. albicans, C.
glabrata, C. tropicalis e H. capsulatum CLSI (M27-A3) com modificacdes
propostas por Ren-Kai Li et al. (2000), Wheat et al. (2001) e Kathuria et al.
(2014).
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Tabela 14. Compostos obtidos no projeto. Intermediarios dos blocos A e B e produtos finais do
bloco C, E, G e H.

INTERMEDIARIOS BLOCO A INTERMEDIARIOS BLOCO B PRODUTOS FINAIS

0 0
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N
o} B or \[o( \©/\O
N~ (13)

(0]
o 20
NE
N

(7

HoN
-0 o
(15) N+

% Q
| 0-$
H2N o \N
16 NLA
" ST
N (24)

9
eV
(¢]
(0]
N
d” (27)
cl NO,
9
e
(0]
[e]
N
H o (29
Cl NH,
9
3O
(e]
(e}
N
CLY e

NH,

88



6. REFERENCIAS

AGUILAR-ZAPATA, D.; PETRAITIENE, R.; PETRAITIS, V. Echinocandins: The
Expanding Antifungal Armamentarium. Clinical Infectious Diseases, v. 61, n.
Suppl 6, p. S604-S611, 2015.

ALSPAUGH, J. A. New Spins on Old Drugs: Enhancing Activity of Antifungals.
Cell Chemical Biology, v. 27, n. 3, p. 255-256, 2020.

ARENDRUP, M. C.; JGRGENSEN, M. In Vitro Activity of Ibrexafungerp (SCY -
078) against Candida auris Isolates as Determined by EUCAST Methodology
and Comparison with Activity against C. albicans and C. glabrata and with the
Activities of Six Comparator Agents. v. 64, n. 3, p. 1-6, 2020.

BADDLEY, J. W. Cryptococcosis. 2020.

BALASOPOULOU, A. et al. Symposium Recent advances and challenges in the
management of retinoblastoma Globe - saving Treatments. BMC
Ophthalmology, v. 17, n. 1, p. 1, 2017.

BERGAMO, V. Z. et al. Novas tendéncias de combate ao biofilme de Candida
em proteses dentarias. Clinical & Biomedical Research, v. 38, n. 2, p. 155—
166, 2018.

BLACKWELL, M. The fungi: 1, 2, 3 ... 5.1 million species? American Journal
of Botany, v. 98, n. 3, p. 426-438, 2011.

BOELAERT, J. et al. Itraconazole pharmacokinetics in patients with renal
dysfunction. Antimicrobial Agents and Chemotherapy, v. 32, n. 10, p. 1595—
1597, 1988.

CARMONA, E. M.; LIMPER, A. H. Overview of Treatment Approaches for
Fungal Infections. Clinics in Chest Medicine, v. 38, n. 3, p. 393-402, 2017.
CARVER, P. L. Micafungin. Annals of Pharmacotherapy, v. 38, n. 10, p.
1707-1721, 2004.

CHANG, C. C,; LEVITZ, S. M. Fungal immunology in clinical practice: Magical
realism or practical reality? Medical Mycology, v. 57, p. S294-S306, 2019.

CLISSOLD, S. M.; GRANT, S. P. Itraconazole A Review of its
Pharmacodynamic and Pharmacokinetic Properties, and Therapeutic Use in
Superficial and Systemic Mycoses. Drugs, v. 37, p. 310-344, 1989.

COURTNEY, R. et al. Posaconazole pharmacokinetics, safety, and tolerability
in subjects with varying degrees of chronic renal disease. Journal of Clinical
Pharmacology, v. 45, n. 2, p. 185-192, 2005.

COVEL, J. A.; SOLTOW, Q. A.; KAPOOR, M.; MOLONEY, M. K.; WEBB, P. J.;
TRZOSS, M.; SHARP, M.; SHAW, K. J. The Discovery of
manogepix/fosmanogepix and other Gwtl inhibitors for the treatment of
invasive fungal infections. Foster City, California, U.S.A.: Infectious diseases.

89



Gilead Sciences, Inc., 2019.

CRISTINA LAZZARINI, KRUPANANDAN HARANAHALLI, J. BRIAN
MCCARTHY, E JOHN MALLAMO, E IWAO OJIMA, D.; MAURIZIO DEL
POETAA. Preclinical Evaluation of Acylhydrazone SB-AF-1002 as a Novel.
Antimicrobial Agents and Chemotherapy, v. 64, n. 9, p. 1-14, 2020.

DENNING, D.; JUGESSUR, J. Hidden crisis : How 150 people die every hour
from fungal infection while the world turns a blind eye. Global Action Fund and
Fungal Infections, p. 1-3, 2016.

FUJITA2, T. K. AND M. Biosynthesis of GPIl-anchored proteins: special
emphasis on GPI lipid remodeling. Journal of lipid research, v. 57, n. 1, p. 6—
24, 2015.

GALKINA, I. V et al. Synthesis and Antimicrobial Activity of Bis-4 , 6-
sulfonamidated 5 , 7-Dinitrobenzofuroxans. v. 2014, 2014.

GEISSEL, B. et al. Azole-induced cell wall carbohydrate patches kill Aspergillus
fumigatus. Nature Communications, v. 9, n. 1, p. 1-13, 2018.

GUTIERREZ-CIRLOS, E. B.; MERBITZ-ZAHRADNIK, T.; TRUMPOWER, B. L.

Inhibition of the Yeast Cytochrome bcl Complex by llicicolin H, a Novel Inhibitor
that Acts at the Qn Site of the bcl Complex. Journal of Biological Chemistry,
v. 279, n. 10, p. 8708-8714, 2004.

HARANAHALLI, K. et al. SAR Studies on Aromatic Acylhydrazone-Based
Inhibitors of Fungal Sphingolipid Synthesis as Next-Generation Antifungal
Agents. Journal of Medicinal Chemistry, v. 62, n. 17, p. 8249-8273, 2020.
HOUST, J.; SPIZEK, J.; HAVLICEK, V. Antifungal drugs. Metabolites, v. 10, n.
3, 2020.

KAWAGOE, K. et al. Glycosylphosphatidylinositol-anchor-deficient mice:
Implications for clonal dominance of mutant cells in paroxysmal nocturnal
hemoglobinuria. Blood, v. 87, n. 9, p. 3600-3606, 1996.

KOSELNY, K. et al. The celecoxib derivative AR-12 has broad-spectrum
antifungal activity in vitro and improves the activity of fluconazole in a murine
model of cryptococcosis. Antimicrobial Agents and Chemotherapy, v. 60, n.
12, p. 7115-7127, 2016.

KRISHNAN, B. R. et al. CD101, a novel echinocandin with exceptional stability
properties and enhanced aqueous solubility. Journal of Antibiotics, v. 70, n. 2,
p. 130-135, 2017.

KUMAR, A. et al. Fungicidal versus fungistatic therapy of invasive Candida
infection in non-neutropenic adults: a meta-analysis. Mycology, v. 9, n. 2, p.
116-128, 2018.

LATGE, J. P. The pathobiology of Aspergillus fumigatus. Trends in

90



Microbiology, v. 9, n. 8, p. 382-389, 2001.

LIU, N. et al. Emerging New Targets for the Treatment of Resistant Fungal
Infections. Journal of Medicinal Chemistry, v. 61, n. 13, p. 5484-5511, 2018.

MAHALAXMI, I.; JAYARAMAYYA, K.; VENKATESAN, D. Since January 2020
Elsevier has created a COVID-19 resource centre with free information in
English and Mandarin on the novel coronavirus COVID- 19 . The COVID-19
resource centre is hosted on Elsevier Connect , the company ’ s public news
and information . n. January, 2020.

MALANI, A. N.; KERR, L. E.; KAUFFMAN, C. A. Voriconazole: How to Use This
Antifungal Agent and What to Expect. Seminars in Respiratory and Critical
Care Medicine, v. 36, n. 5, p. 786-795, 2015.

MELETIADIS, J. et al. Differential fungicidal activities of amphotericin B and
voriconazole against Aspergillus species determined by microbroth
methodology. Antimicrobial Agents and Chemotherapy, v. 51, n. 9, p. 3329—
3337, 2007.

MICELI, M. H.; KAUFFMAN, C. A. Isavuconazole: A New Broad-Spectrum
Triazole Antifungal Agent. Clinical Infectious Diseases, v. 61, n. 10, p. 1558
1565, 2015.

MONTALBETTI, C. A. G. N.; FALQUE, V. Amide bond formation and peptide
coupling. Tetrahedron, v. 61, n. 46, p. 10827-10852, 2005.

MOTA FERNANDES, C. et al. The Future of Antifungal Drug Therapy: Novel
Compounds and Targets. Antimicrobial agents and chemotherapy, v. 65, n.
2,2021.

NAKAMOTO, K. et al. Synthesis and evaluation of novel antifungal agents-
guinoline and pyridine amide derivatives. Bioorganic and Medicinal
Chemistry Letters, v. 20, n. 15, p. 4624-4626, 2010.

NICOLE M. REVIE1,t, KALI R. IYER1,T, NICOLE ROBBINS1, AND L. E. C.
Antifungal Drug Resistance: Evolution, Mechanisms and Impact. Curr Opin
Microbiol., v. 45, p. 70-76, 2018.

NISHIMOTO, A. T. et al. In vitro activities of the novel investigational tetrazoles
vt-1161 and vt-1598 compared to the triazole antifungals against azole-resistant
strains and clinical isolates of Candida albicans. Antimicrobial Agents and
Chemotherapy, v. 63, n. 6, 2019.

PARK, B. J. et al. Estimation of the current global burden of cryptococcal
meningitis among persons living with HIV/AIDS. Aids, v. 23, n. 4, p. 525-530,
2009.

PATIL, A.; MAJUMDAR, S. Echinocandins in antifungal pharmacotherapy.
Journal of Pharmacy and Pharmacology, v. 69, n. 12, p. 1635-1660, 2017.

91



PERLIN, D. S.; RAUTEMAA-RICHARDSON, R.; ALASTRUEY-IZQUIERDO, A.
The global problem of antifungal resistance: prevalence, mechanisms, and
management. The Lancet Infectious Diseases, v. 17, n. 12, p. €383—-e392,
2017.

PERLROTH, J.; CHOI, B.; SPELLBERG, B. Nosocomial fungal infections:
Epidemiology, diagnosis, and treatment. Medical Mycology, v. 45, n. 4, p.
321-346, 2007.

PIANALTO, K. M.; ALSPAUGH, J. A. New horizons in antifungal therapy.
Journal of Fungi, v. 2, n. 4, p. 10-12, 2016.

PING, B. et al. Second- versus first-generation azoles for antifungal prophylaxis
in hematology patients: A systematic review and meta-analysis. Annals of
Hematology, v. 92, n. 6, p. 831-839, 2013.

PYRGOS, V. et al. Epidemiology of Cryptococcal Meningitis in the US: 1997-
2009. PLoS ONE, v. 8, n. 2, 2013.

RAAD, I.; HANNA, H.; MAKI, D. Intravascular catheter-related infections:
advances in diagnosis, prevention, and management. Lancet Infectious
Diseases, v. 7, n. 10, p. 645-657, 2007.

SANDHU, P. et al. Hepatic uptake of the novel antifungal agent caspofungin.
Drug Metabolism and Disposition, v. 33, n. 5, p. 676-682, 2005.

SHIBATA, T. et al. T-2307 causes collapse of mitochondrial membrane
potential in yeast. Antimicrobial Agents and Chemotherapy, v. 56, n. 11, p.
5892-5897, 2012.

SINGH, S. B. et al. Antifungal spectrum, in vivo efficacy, and structure-activity
relationship of ilicicolin H. ACS Medicinal Chemistry Letters, v. 3, n. 10, p.
814-817, 2012.

STAAB, H. A. Uber den Mechanismus der Reaktion von N.N’-Carbon yl- di-
azolen rnit Carbonsauren. v. 4596, n. 1 960, p. 2955-2961, 1966.

TERRERO-SALCEDO, D.; POWERS-FLETCHER, M. V. Updates in laboratory
diagnostics for invasive fungal infections. Journal of Clinical Microbiology, v.
58, n. 6, p. 1-11, 2020.

TOON, S. et al. An assessment of the effects of impaired renal function and
haemodialysis on the pharmacokinetics of fluconazole. British Journal of
Clinical Pharmacology, v. 29, n. 2, p. 221-226, 1990.

TREMBLAY, Y. D. N.; HATHROUBI, S.; JACQUES, M. Les biofilms bactériens:
Leur importance en santé animale et en santé publiqgue. Canadian Journal of
Veterinary Research, v. 78, n. 2, p. 110-116, 2014.

TSAI Y. H.; LIU, X.; SEEBERGER, P. H. Chemical biology of

92



glycosylphosphatidylinositol anchors. Angewandte Chemie - International
Edition, v. 51, n. 46, p. 11438-11456, 2012.

U.S. FDA Approves Supplemental New Drug Application (SNDA) for
Expanded Indication of MYCAMINE® (micafungin for injection) for the
Treatment of Invasive Candidiasis in Pediatric Patients Less Than 4
Months of Age. Disponivel em: <https://www.prnewswire.com/news-
releases/us-fda-approves-supplemental-new-drug-application-snda-for-
expanded-indication-of-mycamine-micafungin-for-injection-for-the-treatment-of-
invasive-candidiasis-in-pediatric-patients-less-than-4-months-of-age-
30098380>.

VAN DYKE, M. C. C. et al. The Rise of Coccidioides: Forces Against the Dust
Devil Unleashed. Frontiers in Immunology, v. 10, n. September, 2019.

VATS, D. et al. Reduction of cell surface glycosylphosphatidylinositol
conjugates in Entamoeba histolytica by antisense blocking of E. histolytica
GIcNAc-phosphatidylinositol deacetylase expression: Effect on cell proliferation,
endocytosis, and adhesion to target cells. Infection and Immunity, v. 73, n. 12,
p. 8381-8392, 2005.

VERMES, A.; GUCHELAAR, H. J.; DANKERT, J. Flucytosine: A review of its
pharmacology, clinical indications, pharmacokinetics, toxicity and drug
interactions. Journal of Antimicrobial Chemotherapy, v. 46, n. 2, p. 171-179,
2000.

WARDLE, D. A.; LINDAHL, B. D. Ecology. Disentangling global soil fungal
diversity. Science (New York, N.Y.), v. 346, n. 6213, p. 1052-1053, 2014.

WIEDERHOLD, N. P. et al. The fungal cyp51 inhibitor vt-1129 is efficacious in
an experimental model of cryptococcal meningitis. Antimicrobial Agents and
Chemotherapy, v. 62, n. 9, p. 1-10, 2018.

WU, S. et al. Tackling Fungal Resistance by Biofilm Inhibitors. Journal of
Medicinal Chemistry, v. 60, n. 6, p. 2193-2211, 2017.

YAMASHITA, K. et al. The novel arylamidine T-2307 selectively disrupts yeast
mitochondrial function by inhibiting respiratory chain complexes. Antimicrobial
Agents and Chemotherapy, v. 63, n. 8, p. 1-10, 2019.

YU, S. et al. Recent progress in synthetic and biological studies of GPI anchors
and GPIl-anchored proteins. Current Opinion in Chemical Biology, v. 17, n. 6,
p. 1006-1013, 2013.

ZOTCHEV, S. Polyene Macrolide Antibiotics and their Applications in Human
Therapy. Current Medicinal Chemistry, v. 10, n. 3, p. 211-223, 2012.

93



APENDICE - Caracterizac&o dos intermediarios sintéticos

Figura 50. Espectro de RMN de 'H (Acetona-ds, 300 MHz) do intermediério (8).
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Figura 52. Espectro de RMN de *H (Acetona-ds, 300 MHz) do intermediério (9).
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Figura 53. Espectro de infravermelho do intermediario (9).
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Figura 54. Espectro de RMN de *H (DMSO-ds, 300 MHz) do intermediario (13).
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Figura 56. Espectro de RMN de *H (DMSO-ds, 300 MHz) do intermediario (15).
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Figura 57. Espectro de RMN de *H (DMSO-ds, 300 MHz) do intermediario (16).
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Figura 58. Espectro de RMN de *H (DMSO-ds, 300 MHz) do intermediario (22).
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Figura 60. Espectro de RMN de *H (DMSO-ds, 300 MHz) do produto final (17).

1 (et

c 3
2 . :
ML~
]
c ol 2
s B |
3
.! :L'J,I. -G (0]
?.I.‘."_ L]
AfH x| |0 Fim) | | Him) B (s
e ax || e 719 685 L
&
”
5 |
L W
=
g
= S
! = k |
| L
M _l ol A N l"' _.f.*._,_._"J__ i hala ‘J’L\_L i
. Ty .
g % &8 €3 =
=] i SN oo e
G s 100 95 a0 as L1} 5 70 L] 6 25 p1-] 45 40 15 i 5 b1} 15 1 as 1]
1 (g
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Figura 62. Espectro de infravermelho do produto final (17).
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Figura 63. Espectro de RMN de *H (DMSO-ds, 300 MHz) do produto final (18).
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Figura 64. Espectro de RMN de **C (DMSO-ds, 600 MHz) do produto final (18).
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Figura 65. Espectro de Infravermelho do produto final (18).
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Figura 66. Espectro de RMN de *H (DMSO-ds, 300 MHz) do produto final (23).
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Figura 67. Espectro de RMN de *3C (DMSO-ds, 600 MHz) do composto final (23).
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Figura 68.Espectro de Infravermelho do produto final (23).
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Figura 70. Espectro de RMN de *3C (DMSO-ds, 600 MHz) do composto final (24).
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Figura 72. Espectro de RMN de H (DMSO-ds, 300 MHz) do composto final (27).
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Figura 73. Espectro de RMN de **C (DMSO-ds, 600 MHz) do composto final (27).
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Figura 74. Espectro de infravermelho do composto final (27).
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Figura 76. Espectro de RMN de 3C (DMSO-d6, 600 MHz) do composto final (28).
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Figura 77. Espectro de infravermelho do composto final (28).
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Figura 78. Espectro de RMN de H (DMSO-d6, 300 MHz) do composto final (30).
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Figura 79. Espectro de RMN de 3C (DMSO-d6, 600 MHz) do composto final (30).
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Figura 80. Espectro de infravermelho do composto final (30).
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