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RESUMO

O numero crescente de infec¢des fangicas oportunistas associadas a comorbidades
que comprometem a resposta imunolégicas do hospedeiro e o surgimento de
espécies fungicas resistentes a farmacos consolidados na pratica ambulatorial, tém
contribuido para o aumentando da taxa de mortalidade de pacientes em todo
mundo. Deste modo, com o objetvo de encontrar novas opcgdes terapéuticas,
derivados tiazolilhidrazonas e tiadiazéis com potencial atividade antifangica foram
planejados e sintetizados no presente trabalho. Além disso, modelos de HQSAR
foram construidos com intuito de compreender a relacdo estrutura-atividade dessa
classe de compostos e auxiliar no planejamento de novas substancias com elevada
probabilidade de sucesso terapéutico, sendo os modelos 2q, 58p e 87t identificados
com as melhores capacidades preditivas. A sintese dos heterociclos ocorreu
mediante reacdo de condensacdo entre aldeidos e cetonas com a
tiossemicarbazida, seguida de reacdo de ciclizacdo intermolecular entre a
tiossemicarbazona correspondente com um dos seguintes reagentes: a-bromo-
acetofenonas, 4-cloroacetoacetato de etila, 2-cloroacetoacetato de etila ou anidrido
aceético. Os heterociclos obtidos foram avaliados in vitro contra Candida albicans, C.
glabrata, C. parapsilosis, C. tropicalis, C. krusei, C. auris, Cryptococcus neoformans
e C. gatti. As tiazolilhidrazonas 2a—2d, 2I-2q e 3d se destacaram por apresentarem
amplo espectro de acdo e alta poténcia, sendo a substancia 3d mais ativa que o

fluconazol contra todas as espécies de fungos testadas.

Palavras-chave: heterociclos; tiazolilhidrazonas; tiadiazol; HQSAR; antifingicos.



ABSTRACT

The growing number of opportunistic fungal infections associated with comorbidities
that compromise the immunological host defenses, and the emergence of resistance
to antifungal drug consolidated in clinical practice, have contributed to the increase in
the mortality rate of patients worldwide. Thus, with the aim of finding new therapeutic
options for the treatment of fungal infections, novel thiazolylhydrazone and
thiadiazole derivatives were designed and synthesized. In addition, HQSAR models
were built in order to understand the structure-activity relationship of this class of
compounds and to assist in the design of new substances with a high probability of
therapeutic success, with the 2q, 58p and 87t models identified with the best
predictive capabilities. The synthesis of the heterocycles occurred through a
condensation reaction between aldehydes and ketones with thiosemicarbazide,
followed by an intermolecular cyclization reaction between the corresponding
thiosemicarbazone with one of the following reagents: a-bromo-acetophenones,
ethyl-4-chloroacetoacetate, ethyl-2-chloroacetoacetate or acetic anhydride. The
obtained heterocycles were evaluated in vitro against fungal species of Candida
albicans, C. glabrata, C. parapsilosis, C. tropicalis, C. krusei, C. auris, Cryptococcus
neoformans and C. gatti. The thiazolylhydrazones 2a-2d, 2I-2q and 3d stood up for
having a broad spectrum of action and high potency, being the substance 3d more
active than fluconazole against all fungal species tested.

Keywords: heterocycles; thiazolylhydrazone; thiadiazole; HQSAR; antifungal.
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1 INTRODUCAO

Os fungos sdo micro-organismos eucariontes, heterotréficos, integrantes do reino
Fungi e se dividem em seres unicelulares ou pluricelulares. Esses micro-organismos
apresentam ampla distribuicdo geografica com diversidade de habitat, podendo ser
encontrados no solo, ambientes aquaticos, troncos apodrecidos e como integrantes
da microbiota de animais e plantas (SOUZA, 2018; RORIG et al., 2009).

Algumas espécies de fungos apresentam grande importancia para o microbioma
auxiliando na decomposicdo e reciclagem da matéria organica. Além disso, os
fungos detém importancia comercial na fermentagcéo de alimentos para producao de
paes, bebidas alcodlicas e como fonte direta de alimento na forma de cogumelos e
trufas. Porém, algumas espécies de fungos possuem potencial patogénico para

seres humanos provocando infeccdes de gravidade variavel (SOUZA, 2018).

As infec¢Bes fungicas, também conhecidas como micoses, podem ser classificadas
em superficiais, cutaneas, subcutdneas e sistémicas. As micoses superficiais
ocasionadas por dermatoéficos sao restritas a camada cornea da pele. Enquanto as
micoses cutaneas, resultantes de dermatofitoses e onicomicoses, acometem
mucosas, camadas mais profundas da epiderme e seus 6rgdos anexos como unhas
e a parte intrafolicular queratinizada dos pelos; sendo ambas observadas com maior
frequéncia em paises de clima tropical (quente e Umido), como o Brasil (SOUZA,
2018; CRIADO et al., 2011; ARAUJO et al., 2010; MURRAY et al., 2006).

Por outro lado, as micoses subcutaneas séo oriundas de traumas que possibilitam o
acesso de fungos patogénicos as camadas profundas da derme, provocando lesées
ulcerativas. As micoses sistémicas apresentam maior gravidade e sao, geralmente,
originadas pela inalagcdo de esporos que infectam os pulmdes, podendo ocorrer a
disseminacéo do fungo para outros tecidos e érgéos, caso, o tratamento apropriado
nao seja implementado (CAPONE et al., 2010; MURRAY et al., 2006).

Neste contexto, o potencial infectante dos fungos pode variar entre espécies.
Fungos que apresentam a capacidade de infectar individuos imunocompetentes séo
denominados patdégenos primarios e geralmente apresentam maior viruléncia. Por

outro lado, aqueles fungos que aproveitam da debilidade imunologica do hospedeiro
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sdo conhecidos como patdgenos oportunistas e apresentam manifestacfes clinicas
associadas a outras comorbidades (UKESSAYS, 2018; DIXON et al.,1996).

Algumas espécies de fungos, como a Candida, podem ser encontradas nha
microbiota humana, colonizando de forma simbiética, pele e mucosas (RORIG et al.,
2009). Os beneficios da relacdo comensal entre humanos e fungos tém possibilitado
0 estudo e a introducdo de leveduras, do género Saccharomyces, como probidtico
no tratamento de desordens intestinais (SANTOS et al., 2015; VILELA, 2005).

Porém, podem ocorrer alteragcdes nos mecanismos de defesa do hospedeiro que
ocasionem um desequilibrio desta relacéo, resultando em infeccdes oportunistas
comumente observadas em pacientes acometidos por doencas degenerativas,
neoplasicas e transplantados submetidos a terapia com corticoides e outros
medicamentos imunossupressores. Além disso, a pandemia global do virus da
imunodeficiéncia humana adquirida (HIV, do inglés, human immunodifeciency
adcquired) e o uso indiscriminado de antibidticos predisp6e um maior nimero de
ocorréncias de infec¢Bes fungicas dessa natureza (COLOMBO & GUIMARAES,
2003).

As infecc¢des fangicas oportunistas representam um importante problema de saude
publica pelo seu potencial incapacitante e numero de O6bitos decorrentes de
complicacBes clinicas, quando ndo diagnosticada e tratada oportunamente.
Aspectos relacionados a prevaléncia e patogenicidade de algumas cepas flngicas
destacam sua importancia epidemiolégica como observado na criptococose e
candidiase (GULLO et al., 2013; COLOMBO & GUIMARAES, 2003).

A criptococose, doenca ocasionada por fungos do género Cryptococcus, é uma
micose sistémica com relevante importancia médica que representa a terceira
principal causa de morte entre portadores do HIV (LANJEWAR, 2011; GULLO et al.,
2013). Do mesmo modo, a candidiase, infec¢cao provocada por espécies de fungo do
género Candida, é responsavel por cerca de 80% das internacfes hospitalares de
pacientes acometidos por infec¢des fungicas. Esses niumeros associados a outros
fatores abordados a seguir, demonstram a necessidade de acompanhamento da
evolucao epidemioldgica dessas espécies (COLOMBO & GUIMARAES, 2003).
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1.1Criptococose

A criptococose é uma micose sistémica oriunda da inalacdo de leveduras
encapsuladas do género Cryptococcus. Atualmente, s&o conhecidas
aproximadamente 75 espécies de Cryptococcus com ampla distribuicdo geografica.
Apesar da elevada variedade de espécies, 0s principais agentes etiolégicos
causadores de infeccbes em humanos sdo o Cryptococcus neoformans e
Cryptococcus gatti, representando os principais basidiomicetos com importancia
clinica do género (NEGRONI, 2012, DE SOUZA et al., 2011).

As espécies patogénicas de Cryptococcus sao classificadas nos sorotipos A, B, C, D
e AD, determinada com base em um polissacarideo capsular exclusivo da espécie -
a glucuronoxilomanana, que constitui um importante fator de viruléncia. As
variedades de cepas de C. neoformans encontram-se distribuidas entre os sorotipos
A, AD e D; enquanto C. gatti apresenta os sorotipos B e C (MAZIARZ & PERFECT,
2016; GRUMACH et al., 2008).

O C. neoformans possui ampla distribuicdo mundial, presente em substratos
organicos, principalmente em locais desprovidos de luz solar e com fontes
abundantes de nitrogénio como excretas de aves e cascas de arvores. Essa espécie
apresenta caracteristica oportunista, pois se manifesta como agente patogénico em
individuos com debilidade imunolégica, expostos a essa levedura (MAZIARZ &
PERFECT, 2016; NEGRONI, 2012; GRUMACH et al., 2008).

Em contrapartida, o C. gatti é tipico de regides tropicais e subtropicais e apresenta
como habitat natural detritos de arvores como folhas, trocos e galhos. Ao contrario
do C. neoformans, o C.gatti € um patégeno primario, pois apresenta a capacidade
de infectar individuos imunocompetentes (MAZIARZ & PERFECT, 2016; NEGRONI,
2012; GRUMACH et al., 2008).

As infeccdes ocasionadas por C. neoformans e C.gatti estdo geralmente associadas
a inalacdo de propagulos infecciosos que se depositam nos alvéolos iniciando o
processo patoldgico. A auséncia de uma intervencdo farmacolégica ou resposta
imune apropriada tem como resultado a proliferacdo destas cepas, seguida de

disseminacédo sistémica. A meningoencefalite € frequentemente observada em



27

evolucdes sistémicas da criptococose e esta presente em mais de 90% dos casos
de evolucdo aguda da Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS, do inglés,
Acquired Immunodeficiency Syndrome), podendo se desenvolver de forma grave ou
fatal em pacientes imunocomprometidos. A taxa de mortalidade da criptococose em
paises desenvolvidos € cerca de 10%, e em paises em desenvolvimento pode
alcancar 43% (NEGRONI, 2012; GRUMACH et al., 2008).

Os principais fatores que contribuem para a viruléncia relacionada a criptococose
incluem: capacidade de proliferacdo de C. neoformans e C.gatti ha temperatura de
37°C; presenca de capsula composta por polissacarideos de alto peso molecular
(glucuronoxilomanano e galactoxilomanano), que dificulta o processo de fagocitose,
inibe a ligacdo de anticorpos IgG e interfere na atuacao do sistema do complemento
sobre a célula fungica (NEGRONI, 2012; GRUMACH et al., 2008).

Além disso, a capacidade de producdo de melanina por C. neoformans e C.gatti
auxilia em sua protecado contra a fagocitose. A producdo de melanina por essas
cepas € catalisada pela acdo de enzimas como a fenoloxidase, que atua sobre
difendis como as catecolaminas (substancias abundantes no cérebro), o que pode
justificar o tropismo de C. neoformans e C.gatti pelo sistema nervoso nos casos de
meningoencefalite. Além do mais, essas espécies produzem enzimas, como:
proteases, fosfolipases e superéxido dismutase, que contribuem para o processo de
invasdo tecidual no hospedeiro (MAZIARZ & PERFECT, 2016; NEGRONI, 2012;
GRUMACH et al., 2008).

As espécies de C. neoformans e C. gatti representam importantes agentes
etiologicos a serem monitorados com relacdo a resisténcia antifingica, visto que
estudos demonstram o surgimento de cepas resistentes, derivadas de isolados
clinicos de pacientes submetidos a tratamento com derivados azolicos (GAST et al.,
2013; GULLO, et al.,, 2013) anfotericina B (JOSEPH-HORNE et al.,1996) e 5-
fluorocitosina (BLOCK et al., 1973).
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1.2 Candidiase

A candidiase é uma micose oportunista ocasionada por leveduras do género
Candida, que originam infec¢cdes cutaneomucosas ou invasivas. Atualmente, séo
conhecidas cerca de 200 espécies de Candida. Esta levedura pode colonizar de
forma comensal diversos sitios anatébmicos, integrando a microbiota natural do
organismo humano. Nos ultimos anos, o nimero de infec¢des fungicas oportunistas
tem apresentado um significativo aumento, sendo as infec¢des por Candida spp. as
mais frequentes (CARVALHO, 2015; GIOLO & SVIDZINSKI, 2010; COLOMBO &
GUIMARAES, 2003).

Apesar da grande variedade de espécies, as principais que apresentam interesse
clinico sado: Candida albicans, Candida glabrata, Candida parapsilosis, Candida
tropicalis, Candida krusei e mais recentemente, a Candida auris, decorrente de sua
multirresisténcia a diversas classes de farmacos antifiingicos (GARCIA et al., 2020;
GIOLO & SVIDZINSKI, 2010; COLOMBO & GUIMARAES, 2003).

A relacdo harménica existente entre espécies de Candida que compde a microbiota
de um individuo é desestabilizada por alteracbes nos mecanismos de defesa do
hospedeiro, como o rompimento de barreiras cuténeas, desordens metabdlicas e
fatores que proporcionem o comprometimento da resposta imunoldgica (BARBEDO
& SGARBI, 2010; GIOLO & SVIDZINSKI, 2010).

Além disso, as diferentes espécies de Candida apresentam fatores de viruléncia que
modulam a patogénese da candidiase, como a morfogénese, que envolve o
dimorfismo fangico, que pode ser induzido por mudancas nas condigbes ambientais
como, por exemplo, temperatura e pH. Esta morfologia possibilita adaptagdes como
a formacdo de hifas que favorecem a transposicdo de barreiras anatdbmicas e a
forma leveduriforme, que contribui para uma disseminacéo eficiente do patdégeno
(CARVALHO, 2015; BARBEDO & SGARBI, 2010; GIOLO & SVIDZINSKI, 2010).

Outros fatores de viruléncia envolvem a capacidade de adesdo as células do
hospedeiro por intermédio de adesinas; produgédo de hemolisinas; resisténcia a
fagocitose; producdo de toxinas; resisténcia a ambiente oxidativo; formacgéo de

biofime; liberagdo de enzimas fosfolipases e hidroliticas que degradam
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fosfoglicerideos e ligacdes peptidicas, respectivamente (BARBEDO & SGARBI,
2010; GIOLO & SVIDZINSKI, 2010).

As diferentes cepas fungicas, podem utilizar, simultaneamente, distintos fatores de
viruléncia, de modo a promover uma acao sinérgica desses mecanismos de
agressdo. O conhecimento de grande parte desses mecanismos de viruléncia esta
associado a estudos envolvendo a C. albicans, visto que a literatura carece de
informacBes mais aprofundadas sobre outras espécies (BARBEDO & SGARBI,
2010; GIOLO & SVIDZINSKI, 2010).

A C. albicans é a espécie encontrada com maior frequéncia em humanos,
constituindo 60% dos isolados clinicos em candidiase, responséavel por infeccdes
superficiais e sistémicas. Esta espécie é naturalmente sensivel a todos os farmacos
de utilizacdo sistémica, porém casos de resisténcia adquirida tém sido observados
em pacientes submetidos a terapias prolongadas com derivados azélicos (PEIXOTO
et al., 2014; BARBEDO & SGARBI, 2010).

A C. glabrata, diferente de outras espécies de Candida, ndo € um fungo dimérfico,
pois se apresenta no ambiente como agente etiolégico na forma de blastoconidio.
Apesar de demonstrar baixa viruléncia em modelos animais, a C. glabrata
representa o segundo ou terceiro principal agente causador da candidiase. Além
disso, apresenta baixa sensibilidade ao fluconazol e anfotericina B, sendo a maior
incidéncia epidemiologica deste patégeno em pacientes idosos (BARBEDO &
SGARBI, 2010; CASTRO et al., 2006; FIDEL et al., 1999).

A C. parapsilosis é um importante patdgeno nasocomial, que promove infec¢cdes
relacionadas, principalmente, a procedimentos invasivos ou insercdo de dispositivos
protéticos. Esta espécie esta frequentemente relacionada a fungemias sanguineas
em neonatos, pacientes transplantados e sob nutricdo parenteral. A patogénese da
C. parapsilosis esta associada a formacdo de biofilme e producdo de enzimas
hidroliticas, cujas manifestacdes clinicas incluem endocardites, artrites, peritonites e
endoftalmites. Estas cepas séo sensiveis a acdo de derivados azolicos e anfotericina
B (BARBEDO & SGARBI, 2010; TROFA et al., 2008).

Entre as espécies de Candida ndo albicans, a C. tropicalis disputa a segunda

colocacao com a C. glabrata em termos de prevaléncia em candidiase em adultos. A
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C. tropicalis esta frequentemente associada a comorbidades como diabetes mellitus,
linfomas, leucemia e outras complicacbes hematoldgicas, porém € pouco comum em
neonatos. Em infec¢des disseminadas e complicacdes hematoldgicas malignas a C.
tropicalis apresenta maior viruléncia que C. albicans, sendo os principais fatores
associados a esta viruléncia a formacao de biofilme, atividade hemolitica e producéo
de enzimas coagulases, fosfolipases e proteinases. A C. tropicalis geralmente
apresenta resisténcia a 5-fluorocitosina e sensibilidade a derivados azdlicos e
poliénicos, porém resisténcia adquirida aos azlis tem sido reportada
(DEORUKHKAR et al., 2014; BARBEDO & SGARBI, 2010; VANDEPUTTE et al.,
2005).

Apesar da baixa incidéncia epidemioldgica de fungemias por C. krusei, 0 nimero de
infeccbes causadas por esta espécie vem crescendo nos ultimos anos. Este fator
estd relacionado a resisténcia intrinseca ao fluconazol, baixa sensibilidade a
anfotericina B e 5-fluorocitosina (BARBEDO & SGARBI, 2010; CASTRO et al.,
2006).

A C. auris € uma levedura emergente que representa uma sé€ria ameaca a saude
global, por ocasionar graves infeccées invasivas multirresistente a diferentes classes
de antifingicos e surtos com alta mortalidade. O combate a disseminacdo da C.
auris € dificultado por estratégias inadequadas de desinfeccdo e caréncia de
meétodos rapidos e eficazes para a deteccdo precoce dessas infeccbes, 0 que
favorece a transmissdo nasocomial da doenca. Infec¢cdes sanguineas por C. auris
sdo as formas invasivas mais frequentes da espécie, com taxa de mortalidade de 30
a 60% (KORDALEWSKA & PERLIN, 2019; SARMA & UPADHYAY, 2017).

Além do mais, a baixa sensibilidade aos derivados azdlicos, poliénicos e
equinocandinas pode ser observada, simultaneamente, em algumas cepas de C.
auris (KORDALEWSKA & PERLIN, 2019; SARMA & UPADHYAY, 2017). Estes
fatores impulsionaram a divulgagéo pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria —
ANVISA do comunicado de risco n° 01/2017- GVIM/GGTES/ANVISA que relata os
surtos de C. auris em servi¢os de saude da Ameérica Latina (ANVISA, 2017).
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1.3 Mecanismos fungicos de resisténcia

Os mecanismos de resisténcia aos antifingicos de utilizacdo corriqueira em terapias
de combate a micoses superficiais e sistémicas apresentam sérias implicacdes na
morbimortalidade associada as infec¢cdes fungicas. Em geral, as formas de
resisténcia fungica podem ser atribuidas a caracteristicas intrinsecas de uma
espécie que a torna naturalmente tolerante a um farmaco (resisténcia primaria) ou
pelo desenvolvimento de resisténcia por meio da exposicdo ao agente antifungico
durante a terapia farmacoldgica (resisténcia secundaria) (ELIOPOULOS et al.,
2002).

Nesta perspectiva, a resisténcia secundaria constitui uma forma adaptativa
impulsionada pela utilizagdo indiscriminada de antimicrobianos ou exposi¢ao
prolongada a estes agentes, que promove a selecdo de cepas tolerantes ou a
inducdo de modificacbes génicas como forma de sobrevivéncia. Dentre o0s
mecanismos de resisténcia aos agentes fungicidas e fungistaticos estdo a presenca
de mutacdo, recombinacdo e hiperexpressdo de genes que originam alteragdes
estruturais na célula fangica, contribuindo com o aumento da tolerdncia aos
antifangicos (COWEN et al., 2015; PONTON & QUINDOS, 2006; VANDEPUTTE et
al., 2005).

Outros mecanismos de resisténcia envolvem: a) alteragcdes metabdlicas para
contornar os efeitos toxicos promovidos pelos antifiingicos como, por exemplo, o
aumento da quantidade de enzimas relacionadas com a sintese do ergosterol;
b) modificacbes no sitio de acdo dos farmacos, alterando a afinidade farmaco-
receptor, comprometendo sua eficacia terapéutica; c) utilizacdo de mecanismos para
reducdo da concentracdo efetiva do farmaco em seu local de agcédo, por meio da
ativacdo de bombas de efluxo, que reconhecem e eliminam substancias toxicas a
célula; d) formacgéo de biofilme constituido por uma matriz de carboidratos, proteinas
e acidos nucleicos, compostas por uma densa e organizada rede de leveduras que
atua como uma barreira sequestrando farmacos e outras moléculas nocivas as
células fungicas (CAMPOY & ADRIO, 2017; COWEN et al., 2015; VANDEPUTTE et
al., 2005).
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1.4 Farmacos antifungicos

O desenvolvimento de farmacos antifungicos seletivos e seguros representa um
grande desafio para obtencdo de novas opc¢des terapéuticas eficazes no controle de
infeccbes fungicas. Este fator esta relacionado com a alta similaridade estrutural e
bioguimica existente entre células fungicas e humanas, ambas eucariotas, o que
dificulta o direcionamento de farmacos para alvos especificos nas células fungicas
sem comprometer o sistema homeostatico do organismo humano (MAZU et al.,
2016).

Atualmente, os farmacos disponiveis para tratamento de infec¢cbes fangicas séo
agrupados conforme seu mecanismo de acdo, como: inibidores da sintese de acidos
nucleicos; inibidores da sintese de ergosterol; inibidores de mitose, inibidores da
sintese da parede celular e inibidores da estabilidade de membrana. Desse modo,
os principais alvos moleculares das células fungicas afetados por estas terapias sédo
enzimas e estruturas fundamentais aos processos de sobrevivéncia e replicacao
celular (Figura 1) (GOLAN, 2009).



33

Figura 1 — Principais alvos dos farmacos antifungicos
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Fonte: Autor, 2021.

1.4.1 Inibidor da mitose dos fungos

A griseofulvina (Figura 2) foi o primeiro farmaco utilizado como antifangico oral no
tratamento de infeccBes por dermatofitos. Este farmaco fungistatico, oriundo dos
processos metabdlicos do Penicillium griseofulvum, promove a inibicdo da mitose
fungica por meio da ligacdo a tubulina, comprometendo a organizacdo do fuso
mitotico. Além disso, a griseofulvina ocasiona a inibicdo da sintese de &cidos
nucleicos que interfere nos processos de replicagcdo celular (GOLAN, 2009;

DEVELOUX, 2001).
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Figura 2 — Estrutura da Griseofulvina
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Fonte: Autor, 2021.

A queratina esta entre as principais fontes nutricionais utilizadas por fungos
causadores de micoses superficiais. Sendo assim, a eficiéncia da griseofulvina no
tratamento de micoses superficiais esta associada a sua forte interacdo com a
queratina, resultando no acumulo deste farmaco em células produtoras de queratina,
0 que favorece o crescimento do extrato cérneo, cabelo e unhas livres de infecgéo
(GOLAN, 2009; DEVELOUX, 2001).

Atualmente, o uso da griseofulvina é bastante limitado, devido a disponibilidade de
antifngicos de utilizacdo topica e a opcao de medicamentos antifiingicos orais que
apresentam menor incidéncia de efeitos adversos. Além disso, o tratamento longo
gue pode durar meses ou até mesmo anos, as inumeras recidivas de infeccbes e os
efeitos adversos como cefaleia, letargia, vertigem e visdo embacada tém contribuido
para a diminuicdo do uso deste farmaco (GOLAN, 2009; DEVELOUX, 2001).
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1.4.2 Inibidores da estabilidade da membrana dos fungos (poliénicos)

Os farmacos poliénicos sdo produtos naturais derivados do metabolismo de
espécies de Streptomyces, representados pela anfotericina B e nistatina (Figura 3).
O mecanismo de acdo dos poliénicos envolve a ligacdo destes farmacos ao
ergosterol constituinte da membrana do fungo, o que origina a formacao de poros na
membrana. Essa desestabilizacdo da permeabilidade seletiva da membrana
citoplasmatica ocasiona o extravasamento do conteudo intracelular, resultando, com
base na quantidade de ergosterol presente na membrana da célula do fungo, em um

efeito fungicida ou fungistatico para a espécie (GOLAN, 2009).

A estrutura quimica dos poliénicos é constituida por um anel lacténico macrociclico,
que apresenta uma porcao rigida hidrofébica e uma parte flexivel hidrofilica, ambas
responsaveis por sua atividade biolégica. A anfotericina B, utilizada no tratamento de
micoses sistémicas graves, possui caracteristicas estruturais que dificultam a
absorcdo deste farmaco no trato gastrointestinal, limitando sua utilizacdo clinica em
razdo da necessidade de administracdo por via intravenosa. Além disso, a alta
toxicidade deste farmaco, dose dependente, incluem reacfes sistémicas imediatas,
efeitos hematolégicos e nefrotoxicidade que contribuem para uma maior cautela em
sua administracdo (GOLAN, 2009; NOBRE et al., 2002).

A nistatina apresenta elevada toxicidade quando administrada por via parenteral, por
isso é empregada no tratamento de micoses superficiais por ndo sofrer absorcao
sistémica quando utilizada topicamente, na pele e mucosas. A resisténcia aos
poliénicos ocorre por meio da reducdo do conteudo de ergosterol presente na
membrana da célula fungica ou pela sintese de outros esterdéis, que promovem uma
reducdo da afinidade do farmaco por seu alvo celular (VIEIRA & NASCIMENTO,
2017; GOLAN, 2009; NOBRE et al., 2002).
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Figura 3 — Estrutura quimica da nistatina e anfotericina B
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Fonte: Autor, 2021.

1.4.3 Inibidor da sintese de acidos nucleicos dos fungos

A flucitosina (Figura 4) é um pro-farmaco fungistatico utilizado com o objetivo de
bloquear a sintese de DNA e a divisdo celular, por intermédio da inibicdo da enzima
timidilato sintase. A inibicdo desta enzima, provoca o bloqueio da conversdo do
desoxiuridilato (dUMP) em desoxitimidilato (dTMP), essencial para a sintese de DNA
do fungo (GOLAN, 2009; BERGOLD & GEORGIADIS, 2004).

Esse processo inibitdrio inicia-se pela captacao seletiva da flucitosina por permeases
especificas expressas na membrana citoplasmatica dos fungos. A auséncia desses
transportadores em células humanas reduz os efeitos nocivos desse farmaco sobre
os tecidos, quando administrado por via intravenosa. Ao alcancar o interior da célula

do fungo, a flucitosina sofre desaminacéo por acdo da enzima citosina desaminase,
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sendo convertida no potente antimetabolico 5-fluoruracila (5-FU). Reacdes
metabdlicas posteriores catalisam a conversao da 5-fluoruracila em monofosfato de
5-fluorodesoxiuridina, que atua como inibidor da timidilato sintase (Figura 4)
(GOLAN, 2009; BERGOLD & GEORGIADIS, 2004; NOBRE et al., 2002).

Figura 4 — Processo de ativagdo da 5-Flucitosina
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Fonte: Autor, 2021.

A flucitosina é rapidamente absorvida no trato gastrointestinal e apresenta ampla
distribuicAo pelo organismo, atingindo altas concentracdes no liquido
cefalorraquidiano. Os efeitos adversos relacionados a administracdo oral da
flucitosina residem na capacidade de conversdo deste pré-farmaco, por fungos e
bactérias componentes da microbiota intestinal, em 5-fluoruracila. Ao ser absorvida
no trato gastrointestinal, a 5-fluoruracila pode acarretar efeitos toxicos como a
supressdo da medula éssea originando quadros de trombocitopenia, leucopenia,
diarreia e disfuncdo hepética em pacientes submetidos a esta terapia (GOLAN,
2009; BERGOLD & GEORGIADIS, 2004; NOBRE et al., 2002).
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No tratamento de micoses sistémicas, a flucitosina geralmente é administrada em
associacdo a anfotericina B. Esta associacdo tem como objetivo promover o
sinergismo de acdo desses dois farmacos, resultante da desestabilizacdo da
membrana celular provocada pela anfotericina B, que proporciona um aumento na
captacdo da flucitosina pela célula fungica. Os mecanismos de resisténcia a
flucitosina envolvem alteracbes em seu transportador de membrana (citosina
permease), reduzindo o influxo do farmaco para o meio intracelular. Além disso,
modificacdes estruturais da enzima citosina desaminase compromete o processo de
ativacdo da flucitosina, interferindo em sua eficacia terapéutica (GOLAN, 2009;
BERGOLD & GEORGIADIS, 2004).

1.4.4 Inibidores da sintese de parede celular dos fungos

A presenca de parede celular nos fungos representa uma das principais diferencas
estruturais entre células humanas e células fungicas. A parede celular dos fungos é
constituida por quitina, B-(1,3)-D-glicano, B-(1,6)-D-glicano e glicoproteinas que
representam alvos exclusivos para a terapia antifingica. Deste modo, os farmacos
da classe das equinocandinas exploram este alvo diferencial por meio da inibicéo
ndo competitiva da enzima B-1,3-glicano sintase, responsavel pela polimerizacdo da
glicose-uridina-difosfato (UDP-glicose) em B-(1,3)-D-glicano, o0 que garante
toxicidade seletiva a estes farmacos (GOLAN, 2009; PIGATTO et al., 2009).

Com isso, a inibicdo da sintese de B-(1,3)-D-glicano compromete a integridade da
parede celular fingica, que em resposta a grande pressdo osmética, resulta na lise
celular com extravasamento dos componentes citoplasmaticos. As equinocandinas
sdo lipopeptideos semissintéticos ciclicos, N-acilados com cadeia lateral lipidica
modificada (Figura 5). Farmacos dessa classe apresentam baixa biodisponibilidade
oral e, portanto, sdo administrados por via parenteral. As equinocandinas possuem
baixa incidéncia de efeitos adversos devido a sua toxicidade seletiva, sendo os mais
comuns os relacionados a infusdo intravenosa, como: cefaleia, febre e, raramente,
hemdlise (GOLAN, 2009; PIGATTO et al., 2009).
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A classe das equinocandinas é composta por farmacos com aprovacdo para
comercializacao relativamente recente, representados pela: caspofungina (2001),
micafungina (2005) e anidulafungina (2006) (Figura 5). Esses farmacos apresentam
atividade fungicida contra espécies de Candida e efeito fungistaticos contra espécies
de Aspergillus. Apesar da excelente atividade, algumas cepas fungicas, apos
exposicao a equinocandinas, tém demonstrado reducao de suscetibilidade, induzida
por modificacbes génicas que ocasionam a substituicdo de biopolimeros
constituintes da parede celular, por meio da reducgao de B-(1,3)-D-glicano e aumento
compensatério na sintese de quitina (RODRIGUES, 2018; CARRIZOSA, 2015;
PIGATTO et al., 2009).

Figura 5 — Estrutura quimica das Equinocandinas
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1.4.5 Inibidores da via de sintese do ergosterol

A biossintese do ergosterol envolve uma complexa via metabdlica estruturada por
enzimas que catalisam a sintese do ergosterol a partir de unidades de acetil-CoA.
Desse modo, a inibicdo de enzimas envolvidas nas etapas intermediarias desse
processo interrompe a via sintética do ergosterol, comprometendo a manutencéo da
integridade e da funcdo da membrana plasméatica dos fungos (Figura 6) (GOLAN,
2009).

Figura 6 — Alvos farmacoldgicos na via biossintética do ergosterol
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As alilaminas (terbinafina e naftifina) e benzilamina (butenafina) (Figura 7) séo
farmacos antifUngicos que atuam em etapas intermediarias da biossintese do
ergosterol e apresentam mecanismo de acdo baseado na inibicdo da enzima
esqualeno epoxidase (Figura 6). Este processo inibitério impede que o esqualeno
seja convertido em lanosterol, interrompendo o processo de biossintese do
ergosterol. O acumulo de metabolitos toxicos do esqualeno na célula fungica,
promove, geralmente, o efeito fungicida relacionado a estes farmacos (SOUZA,
2018; REZENDE et al., 2017; GOLAN, 2009).

Figura 7 — Estrutura quimica das alilaminas e benzilamina
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Fonte: Autor, 2021.

De modo semelhante, os derivados azoélicos apresentam como mecanismo de acdo
a inibicdo da enzima 14-a-esterol desmetilase (CYP51), que constitui um importante
alvo molecular da rota sintese do ergosterol (Figura 6). O processo de inibicdo da
enzima 14-a-esterol desmetilase ocorre pela interagéo por coordenac¢ao de um dos
nitrogénios do anel azélico com o atomo de ferro do grupamento heme da enzima,
enquanto a porcdo nao ligada da molécula do farmaco realiza interagbes
hidrofébicas e hidrofilicas com a parte proteica da enzima, resultando na inibicdo de
sua atividade (Figura 8) (SOUZA, 2018; FRACA et al., 2014).
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Figura 8 — Proposta de interacado entre o fluconazol e a enzima 14a-esterol
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Fonte: Adaptado de Souza, 2018.

Este processo provoca o bloqueio da conversdo do lanosterol em zimosterol e
resulta no acimulo de 14-a-metil-esteréis que desestabilizam os grupamentos de
fosfolipideos das membranas fungicas, comprometendo a permeabilidade seletiva
da membrana e a funcionalidade de enzimas associadas a sua estrutura (FRACA et
al., 2014; GOLAN, 2009).

Os antifungicos azdlicos podem ser divididos em: imidazolicos (exemplos:
cetoconazol, miconazol) e triazdlicos (exemplos: fluconazol, itraconazol).
Modificacdes na estrutura quimica destes farmacos modificam o perfil de
biotransformacgéo, espectro de acdo e toxicidade relacionadas a sua utilizagdo
terapéutica (Figura 9) (FRACA et al., 2014).
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Figura 9 — Relacgéo estrutura-atividade do fluconazol
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Fonte: Autor, 2021.

Apesar da alta seletividade para enzimas do citocromo P450 de células flngicas, os
derivados azolicos possuem a capacidade de inibir enzimas do sistema microssomal
hepatico humano, o que contribui para numerosas interacdes medicamentosas.
Atualmente, o fluconazol é o farmaco antifingico de maior utilizacdo terapéutica,
devido a sua alta biodisponibilidade oral, espectro de acdo e ampla distribuicdo no
organismo, sendo o farmaco de escolha no tratamento de candidiase sistémica e
meningite criptococica (SOUZA, 2018; GOLAN, 2009).

Além disso, o fluconazol apresenta uma menor incidéncia de efeitos adversos
relacionados a sua administracdo que incluem: ndusea, vomitos, dor abdominal e
diarreia. As espécies de Candida apresentam uma notavel capacidade de
desenvolver resisténcia aos derivados azolicos a partir de mutacdes no alvo de acao

desses farmacos e hiperexpressdo de bombas de efluxo que reduzem a
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concentracdo efetiva do farmaco no interior da célula fangica (GOLAN, 2009;
VANDEPUTTE et al., 2005).

1.5 Derivados Tiazo6licos

O anel tiazdlico apresenta caracteristicas fisico-quimicas peculiares que o torna um
dos mais importantes elementos na quimica de heterociclos (Figura 10). Essas
caracteristicas estruturais proporcionam sua empregabilidade como possivel
farmacoforo, grupo bioisostérico em estratégias de modificacdo molecular ou como
espacador entre unidades biologicamente ativas, contribuindo para o
desenvolvimento e aperfeicoamento farmacocinético e farmacodindmico de novos
candidatos a farmacos (AYATI et al., 2015).

Figura 10 — Estrutura do anel tiazdlico

Fonte: Autor, 2021.

Atualmente, com o objetivo de explorar o potencial farmacolégico apresentado pelos
derivados tiazélicos, diversos grupos de pesquisa tém promovido a investigacdo das
propriedades antifungicas (LINO et al., 2018), antitumoral (EGITO et al., 2014;
SANTANA et al., 2018), antioxidante (KAUR et al., 2016), antiparasitaria (COSTA,
2015), imunomoduladora (SANTOS et al., 2016), antibacteriana e anti-inflamatoria
(HOLLA et al., 2003), associadas a esses compostos. Tais fatores, demonstram que
essa classe merece ser melhor explorada e estudada na busca por novas opcgoes

terapéuticas para o tratamento de diversas patologias.
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Além disso, a ampla diversidade de acéo atribuida a esta classe de compostos pode
ser ilustrada com base na estrutura de farmacos disponiveis no mercado com
utilizacdo clinica consolidada para o tratamento de varias enfermidades. Como
exemplos, temos: a bleomicina (antitumoral), abafungina (antifingico), ritonavir
(antiviral), meloxicam (anti-inflamatdria), nitazoxanida (antiparasitaria), ceftriaxona
(antibacteriana) (Figura 11).

Figura 11 — Importantes farmacos que possuem nucleo tiazolinico
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Fonte: Autor, 2021.
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Neste contexto, os derivados tiazolicos tém apresentado inovacbes na area de
terapia antifangica com a aprovacdo, em 2019 pela ANVISA, do pro-farmaco do
isavuconazol, sulfato de isavuconazonio, indicado para o tratamento de aspergilose
e mucormicose invasivas em adultos. Modificacbes na estrutura molecular do
isavuconazol para o0 planejamento de um pré-farmaco aumentou,
consideravelmente, sua solubilidade em &gua, viabilizando sua administracao
intravenosa e absorcdo por via oral. No plasma, o pro-farmaco é rapidamente
hidrolisado por agcdo de enzimas esterases, em especial, a butirilcolinesterase,
sendo convertido em sua forma ativa (Figura 12) (ANVISA, 2019; RAUTIO, J. et al.,
2018, PEYTON et al., 2015).

Figura 12 — Bioconversdao do sulfato de isavuconaz6nio em isavuconazol
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Fonte: Adaptado de RAUTIO et al., 2018.
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A representatividade dos derivados tiazolicos na terapia antifngica esta prestes a
ser reforcada pelo pré-farmaco do ravuconazol, o fosravuconazol, que se encontra
em fase Il de testes clinicos (U. S. NATIONAL LIBRARY OF MEDICINE, 2020). O
isavuconazol e o ravuconazol foram planejados para aprimorar as caracteristicas de
seu protétipo fluconazol, ampliando o espectro de acdo, tempo de meia vida e
atividade contra espécies resistentes ao fluconazol, preservando o0 mesmo
mecanismo de acao de seu prototipo (Figura 13) (PEYTON et al., 2015; FRANCA et
al., 2014).

Figura 13 — Relagao estrutura-atividade isavuconazol e ravuconazol
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Fonte: Autor, 2021.



48

1.5.1 Tiazolilhidrazonas

O planejamento e desenvolvimento de novos farmacos como opcao terapéutica para
o tratamento de doencas provocadas por fungos representam uma emergente
necessidade de saude publica. O surgimento de espécies fungicas multirresistentes
as terapias de uso padréo representa uma ameaca global, principalmente associada
a grupos de risco sensiveis a complicacdes clinicas, induzidas por espécies fungicas
oportunistas que alteram significativamente o perfil de mortalidade associado a
essas comorbidades (KORDALEWSKA & PERLIN, 2019; ELIOPOULOS et al.,
2002).

Diante disso, derivados das tiazolilhidrazonas vem demonstrando atividade
antifingica promissora e amplo espectro de acdo. Estas moléculas apresentam em
sua estrutura a unido de dois grupos potencialmente farmacoféricos: o anel tiazdlico
e a porcao hidrazona (Figura 14). Com a unido desses dois grupos é possivel
potencializar a acdo bioldégica mediante o sinergismo de seus efeitos, o que torna
favoravel o planejamento e sintese de novos candidatos a farmacos antifingicos
dessa classe (LINO et al., 2018; SA et al., 2015; EGITO et al., 2014).

Figura 14 — Estrutura geral das tiazolilhidrazonas

Fonte: Autor, 2021.

Além disso, as tiazolilhidrazonas apresentam grande versatilidade em sintese
organica permitindo a introdugéo de substituintes em Ri1, R2, Rz e Ra (Figura 14) com
potencial atividade bioldgica, que possam contribuir com o aperfeicoamento dos
efeitos farmacoterapéuticos. Além do mais, alteragbes desses substituintes

possibilitam a modulacdo dos parametros associados a biodisponibilidade
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terapéutica do candidato a farmaco (LINO et al., 2018; SA et al., 2015; EGITO et al.,
2014).

Nesta perspectiva, nosso grupo de pesquisa vem desenvolvendo novos derivados
tiazolilhidrazonas com atividade antifingica bastante promissora (LINO et al., 2018;
SA et al., 2015). Vale ressaltar que algumas dessas tiazolilhidrazonas apresentaram
atividade similar ou superior a dos farmacos utilizados como controle positivo nos
experimentos e jA bem estabelecido como agentes antifungicos. Adicionalmente, a
citotoxidade das moléculas foi avaliada in vitro em células Vero, macréfagos murino,
linhagem de células embrionarias de rim humano (HEK-293), linhagem de células
renais epiteliais de rim de porco (LLC-PK1), linhagem de células de
hepatocarcinoma humano (HepG2), linhagem de células de carcinoma de pulmao
humano (A549), linhagem de células de neuroblastoma murino (NEURO-2A) e
linhagem de células mioblasticas de rato (H9C2) e, os resultados demonstraram
baixa citotoxicidade em todas as linhagens testadas. Além disso, a substancia Il
(Figura 15) foi submetida a testes de toxicidade aguda in vivo obtendo resultados
promissores (TONHOLO et al., 2020; LINO et al., 2018; SA et al. 2015).

Com base nesses resultados, pode-se observar a importancia da presenca do
nacleo tiazolilhidrazona para atividade dessas substancias, uma vez que o0s
derivados testados com a auséncia deste grupo foram inativos (LINO et al., 2018;
SA et al., 2015). A estrutura de algumas das moléculas mais ativas assim como 0s
seus respectivos valores de concentracao inibitéria minima (MIC) estéo ilustrados na

Figura 15.
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Figura 15 — Estrutura quimica de algumas das tiazolilhidrazonas sintetizadas

por nosso grupo de pesquisa (LINO et al., 2018; SA et al., 2015).
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Fonte: Autor, 2021.

De modo semelhante, Laczkowski e colaboradores (2016) realizaram a sintese de
novos derivados tiazolilhidrazonas e procederam a avaliacdo da atividade
antifangica desses compostos frente a diversas espécies de Candida spp., utilizando
o método de microdiluicdo em caldo, tendo como padrao o fluconazol. Os resultados
dos ensaios bioldgicos demonstraram atividade antifingica promissora para oS
derivados tiazolilhidrazonas, pois algumas moléculas apresentaram capacidade de
inibir a proliferacdo fuangica igual ou superior ao fluconazol. Esses autores avaliaram,
também, a atividade de analogos das tiazolilhidrazonas em que o &tomo de enxofre
do anel tiazélico foi substituido por um atomo de selénio, o que repercutiu em uma
significativa redugcdo da atividade antifungica (substancia VI vs VII), reforcando a

importancia deste anel para manutencao da atividade (Tabela 1).
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Tabela 1 — Estruturas e valores de MIC das tiazolilhidrazonas com melhor
atividade comparada ao padrao fluconazol e efeitos da modificacdo do nucleo

tiazolico na atividade antifungica (Laczkowski et al., 2016)

Concentracgao Inibitéria Minima - MIC (UM )

N N | Substancias C. albicans C.krusei
=y FN/] |
| | Vi 0,81 0,81
| 3 Vil 91,29 22,78
3 Fl " | | vill 4,38 1,07
| uconazo |
(Controle) 1 Fluconazol 6,36 102,00
E (CH3 (CH3 i
: 5 H
| 0O 0.0 | HC N\>/N\ o
5 N R H N N H | \(\\s N
1 \ '
I gt D=
E (V1) (Vi) 5 (Vi)

Fonte: Autor, 2021.

Ouf e colaboradores (2018) buscando avaliar o potencial antifingico das
tiazolilhidrazonas, sintetizaram 14 compostos que foram submetidos a avaliacdo de
atividade contra C. albicans, Microsporum gypseum e Trichophyton mentagrophytes,
por meio do método de difusdo em &gar. Os pesquisadores explorando a
versatilidade do anel tiazdlico, efetuaram substituicbes nas posicdes 2, 4 e 5 do anel.
Como resultado, observou-se que a atividade antifingica dos compostos era
modulada pelos substituintes do ndcleo tiazdélico, sendo os compostos com
substituintes aromaticos nas posicbes 4 e 5 aqueles com atividade antifungica
comparavel ou superior ao fluconazol. Esses autores observaram, também, que os
derivados com substituinte CHs ou OCHs na posi¢do para do anel aromatico eram
mais ativos quando comparados aqueles com NO:2 e Cl na mesma posi¢ao

(substancias Xl e Xlll vs X e XII), conforme ilustrado na Tabela 2.



52

Tabela 2 — Concentracdao inibitoria minima (MIC) das tiazolilhidrazonas mais

ativas comparadas ao fluconazol (OUF et al., 2018)
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Concentracéo Inibitoria Minima - MIC (uM )

Substéncias C.albicans M. gypseum T.mentagrophytes

IX 5,12 10,24 10,24
X 9,41 9,41 18,83
X1 4,94 9,88 9,88
Xl 18,37 18,37 36,74
Xl 4,74 9,51 9,51
XV 48,72 194,86 194,86
Fluconazol 26,12 26,12 52,24

Fonte: Autor, 2021.

1.5.2 Investigagdo do mecanismo de acao das tiazolilhidrazonas

Apesar da ampla atividade biol6gica apresentada pelas tiazolilhidrazonas, o
mecanismo de acdo dos compostos dessa classe permanece um mistério que tem
sido alvo de estudos, visando promover a elucidacdo desse mecanismo (SA et al.,
2019; PRICOPIE et al., 2019; SANTANA et al., 2018).

Desta forma, Santana e colaboradores (2018) investigaram o0s possiveis
mecanismos de acdo envolvendo o efeito antitumoral apresentado pelas
tiazolilhidrazonas. Como resultado do estudo, a atividade antiproliferativa da

tiazolilhidrazona XV (Figura 16) foi atribuida & inducdo da despolarizagédo
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mitocondrial, fragmentacédo do DNA e interrup¢éo do ciclo celular na fase G1, fatores

gue ocasionam a morte celular por apoptose (SANTANA et al., 2018).

Figura 16 — Estrutura quimica da substancia XV estudada por Santana e
colaboradores (2018)
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Fonte: Autor, 2021.
Sa e colaboradores (2019) demonstraram o efeito das tiazolilhidrazonas |, 1l e XVI

(Figura 17) sobre importantes fatores de viruléncia relacionados as espécies de
Cryptococcus spp. Os mecanismos de acao relatados foram decorrentes da reducéo
da atividade metabdlica de C. neoformans e C. gatti, com alteracdo da producéo de
biofilme, modificacbes na espessura da cépsula e no tamanho da célula fangica,
sugerindo interrupcdo da fase G1 do ciclo celular, o que esta de acordo com o
verificado por Santana e colaboradores (2018). Além disso, as tiazolilhidarazonas
auxiliaram na modulacdo da resposta imune e no processo de fagocitose de
macrofagos frente a espécies de Cryptococcus spp. (SA et al, 2019).
Adicionalmente, também foi demonstrado que esses compostos exibem atividade
antifangica por meio do aumento da producdo de espécies reativas de oxigénio no

interior das células do fungo (SA et al., 2017).
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Figura 17 — Tiazolilhidrazonas utilizadas nos estudos de Sa e colaboradores
(2019)
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Fonte: Autor, 2021.

Neste contexto, Pricopie e colaboradores (2019) investigaram, em um estudo
tedrico, o mecanismo de acdo molecular de tiazolilhidrazonas (Figura 18) utilizando
a enzima lanosterol-C14a-desmetilase (CYP51) como alvo molecular. O estudo in
silico realizado por acoplamento molecular (docking) demonstrou afinidade de
interacdo de substancias desta classe com o referido alvo. Porém, o modo de
ligacdo sugerido ndo acontece por coordenacao covalente com o grupo heme, como
observado nos antifingicos azolicos, mas sim por competicdo com o0 substrato
fisiologico da enzima CYP51 (PRICOPIE et al., 2019). Além disso, o estudo
demonstra que ferramentas de quimioinformatica vem adquirindo notoriedade na
comunidade cientifica por auxiliar na compreensdo das formas de interacédo
farmaco-receptor, bem como, no planejamento de novos iNSUMOS

farmacologicamente ativos.
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Figura 18 — Substancias mais promissoras analisadas por Pricopie e
colaboradores (2019)
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Fonte: Autor, 2021.

1.6 Quimioinformatica

Apesar das contribuicdes da Quimica Combinatdria na busca por novos farmacos,
por meio da utilizacdo de estratégias como a triagem bioldgica automatizada em alta
escala (HTS — High throughput screening), os avancos obtidos na descoberta de
novos principios farmacologicamente ativos, apresentaram como limitacdo a grande
exigéncia de recursos e materiais empregados por essas técnicas. Essas
estratégias, tradicionalmente utilizadas para obtencdo de novos farmacos estéo,
progressivamente, sendo substituidas por técnicas modernas de bio- e
quimioinformatica provenientes da combinacdo multidisciplinar de conhecimentos
advindos de diferentes areas da Quimica Medicinal (PICCIRILLO & AMARAL, 2018;
GUIDO & ANDRICOPULO, 2008).

A busca virtual de farmacos possibilita a selecdo de moléculas com caracteristicas
guimicas desejaveis sem o consumo de matéria-prima, uma vez que 0S ensaios sao
realizados em plataformas virtuais (in silico) ndo havendo, necessariamente, a
obrigatoriedade da existéncia fisica do composto analisado. Porém, neste processo
€ imprescindivel o conhecimento das propriedades quimicas responsaveis pelas
interacbes entre o composto e o alvo biolégico (PICCIRILLO & AMARAL, 2018;
RODRIGUES et al., 2012).
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As principais formas de predicao virtual da atividade biol6gica de um composto séo
realizadas com base na estrutura do ligante (LBDD, do inglés, Ligand Based Drug
Design) ou baseadas na estrutura do receptor (SBDD, do inglés, Structure Based
Drug Design). Deste modo, a construgdo de modelos de busca virtual com
capacidade preditiva satisfatoria apresenta dificuldades impostas pela alta
complexidade das analises de interacdes a nivel molecular, inerente as mdailtiplas
conformacdes e formas de interacdes estabelecidas pelo ligante e seu receptor.
Sendo assim, a busca virtual por farmacos dificiimente serd concluida com éxito
utilizando um Unico método computacional (PICCIRILLO & AMARAL, 2018; GUIDO
& ANDRICOPULO, 2008).

Ao analisar bancos de dados com grande numero de moléculas, efetua-se o
emprego de programas de selecdo que utilizam descritores em ordem crescente de
complexidade de célculo. Isso contribui para a condensacdo das moléculas de
interesse em um grupo menor ao qual seréo aplicados programas de filtragem mais
elaborados e com maior custo de maquina, de modo a selecionar moléculas com
elevado potencial de sucesso terapéutico (PICCIRILLO & AMARAL, 2018).

Nesta perspectiva, os descritores moleculares constituem uma representacéo
matematica resultante da codificacdo de informacfes quimicas e estruturais de uma
molécula, que serdo utilizados como base de calculo por um algoritmo
(RODRIGUES et al., 2012). Esses descritores podem ser unidimensionais (1D) se
baseados nas propriedades fisico-quimicas e na férmula molecular do composto,
bidimensionais (2D) quando descrevem propriedades relacionadas a
conectividade dos atomos ou tridimensionais (3D) baseado no arranjo espacial dos
atomos e no volume da molécula. Outros métodos de analise multidimensionais
foram desenvolvidos e serdo abordados posteriormente (PICCIRILLO & AMARAL,

2018; ALVES et al., 2017).

A partir das informagdes proporcionadas pelos descritores unidimensionais e
bidimensionais, a busca por moléculas com propriedades farmaco-similar (do inglés,
drug-like) e filtros de similaridade 2D puderam ser empregados na busca por
compostos com potencial farmacologico. Deste modo, caracteristicas desejaveis a
um candidato a farmaco como solubilidade e outras propriedades fisico-quimicas

relacionadas aos parametros de absorcdo, distribuicdo, metabolismo, excrecédo e
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toxicidade (ADMET) podem ser avaliados em etapas iniciais de selecéo,
possibilitando priorizar compostos com grandes chances de sucesso na fase clinica
e com viabilidade de administracdo oral (PICCIRILLO & AMARAL, 2018;
RODRIGUES et al., 2012).

Neste contexto, Lipinski e colaboradores (1997) determinaram alguns parametros
fisico-quimicos que estdo diretamente associados a caracteristicas que aumentam,
consideravelmente, a biodisponibilidade oral de farmacos. Estas caracteristicas
incluem: massa molecular <500 g/mol; logaritmo do coeficiente de particdo n-
octanol/agua (logP) <5; numero de atomos doadores de ligagao de hidrogénio (HBD)
<5 e numero de atomos aceptores de ligagdo de hidrogénio (HBA) <10. Quando dois
ou mais desses parametros ndo sao respeitados, as chances de absorcao oral
diminuem significativamente, pois essas caracteristicas exercem influéncia na

permeabilidade dos compostos através das membranas biolégicas.

No caso dos filtros de similaridade 2D sao utilizados descritores baseados em
fragmentos moleculares, como os fingerprints, que criam um tipo de “impressao
digital” da molécula por meio de uma construcdo de um cédigo binério, representado
por zero (0) na auséncia e por um (1) na presenca de determinado fragmento
estrutural (Figura 19). Os fingerprints sdo bastante utilizados por sua facilidade de
interpretacdo de resultados e aplicabilidade na compreenséo da relagcéo estrutura-
atividade de determinadas moléculas, uma vez que compostos com estrutura
guimica similar tendem a possuir atividade biolégica semelhante. Entretanto, a
desvantagem deste método reside na incapacidade de estabelecer uma correlacdo
de similaridade entre diferentes fragmentos moleculares que possuem equivaléncia
guimica, como observado em bioisdsteros, pois esta técnica ndo avalia o potencial
eletrostatico nem o volume espacial dos grupamentos moleculares (PICCIRILLO &
AMARAL, 2018; GUIDO & ANDRICOPULO, 2008).
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Figura 19 — Representacao do fingerprint molecular
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Fonte: Adaptado de PICCIRILLO & AMARAL, 2018.

Deste modo, como forma de contornar tais limitacdes, os descritores tridimensionais
possibilitaram a elaboracdo de parametros de busca baseados no formato (do
inglés, shape), como os modelos de busca farmacoférica. Estes modelos podem ser
construidos com informacdes proporcionadas pela estrutura dos ligantes (LBDD) ou
por meio da estrutura do complexo ligante-receptor (SBDD), que possibilitem o
mapeamento de regides de interacdo nao covalentes (regides doadoras e aceptoras
de ligacGes de hidrogénio, interacdes hidrofdbicas, eletrostaticas, cation-r e —r)
alinhadas no espaco tridimensional, desenhando um modelo farmacoférico dos
locais de interacbes responsaveis por desencadear a resposta biolégica
(PICCIRILLO & AMARAL, 2018; ALVES et al., 2017).

Como as tiazolilhidrazonas ndo possuem um mecanismo de acao definido, os
estudos da relagcdo estrutura-atividade quantitativo (QSAR do inglés, Quantitative
Structure-activity Relationship) podem ser desenvolvidos mediante a utilizacdo de
estratégias computacionais baseadas na estrutura dos ligantes (TEIXEIRA, 2019;
LINO et al., 2018)
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1.6.1 QSAR

A andlise da relagdo quantitativa entre a estrutura quimica e a atividade biolégica
(QSAR) constitui uma representacdo matematica que utiliza descritores moleculares,
com dimensionalidade variavel, com intuito de estabelecer uma relacdo entre a
estrutura quimica de determinados compostos e sua atividade biologica, construindo
um algoritmo capaz de predizer a atividade de compostos que carecem de
informacgdes experimentais (in vitro e in vivo) (ALVES et al., 2017).

As bases dos estudos de QSAR foram consolidadas por Hansch & Fujita (1964)
realizando a construcdo de uma equacdo linear que correlaciona diferentes
parametros fisico-quimicos associados a lipofilicidade e efeitos eletrénicos. Este

modelo ficou conhecido como Equagéo de Hansch:

(1) Log1/C=alogP+bo+c

Nesta equacdo, Log 1/C representa a poténcia biologica; a e b sdo coeficientes
determinados pela andlise de regresséo linear aplicada ao conjunto de dados; LogP
corresponde ao coeficiente de particdo; o a influéncia eletrénica e ¢ é atribuido ao

erro.

Neste contexto, Hansch propds, em 1969, adaptacbes em sua equacéo linear por
meio da introducdo de um termo quadratico relacionado a lipofilicidade, construindo
um modelo parabdlico (Equacao 2). Esta modificacdo, expressa o crescimento da
atividade biologica até um ponto maximo de lipofilicidade, a partir do qual se inicia
uma progressiva reducdo da atividade, descrevendo um perfil parabolico. Este
modelo busca representar os limites de dependéncia entre atividade biologica e
lipofilicidade, expressando mais adequadamente o comportamento destas moléculas
na biofase (TEIXEIRA, 2019; TAVARES, 2004).

(2) Log 1/C = a (LogP)? + b LogP + po + ¢
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Kubinyi, em 1977, desenvolveu o modelo bilinear que possui segmentos ascendente
e descendente com caracteristicas semelhantes ao modelo linear; por outro lado, na
por¢cdo maxima a curva assume o perfil do modelo parabdlico (Figura 20). Estas
caracteristicas sao atribuidas ao termo bilinear f (Equacéo 3), que estabelece a
probabilidade @ de  movimento dos compostos frente a @ sistemas

multicompartimentados, como se observa nos sistemas de barreiras bioldgicas.

(3) Logl/C=alogP-blLog(BP+1)+c

Figura 20 — Perfil dos modelos linear (a), parabdlico (b) e bilinear (c)

AB A AB A

Propriedades fisico-quimicas Propriedades fisico-quimicas
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AB: Atividade bioldgica

Fonte: TAVARES, 2004.

Deste modo, a execucédo de estudos de QSAR pode ser dividida em etapas como: (i)
selecdo de compostos com similaridade estrutural e atividade biologica definida sob
as mesmas condicOes experimentais, (ii) calculo dos descritores moleculares, (iii)
selecdo dos descritores com melhor representatividade por meio da aplicacdo de
métodos de selecdo de varidveis, (iv) selecdo de compostos para compor 0S

conjuntos de treinamento e teste, para construir e validar externamente os modelos,
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respectivamente, (v) construcdo e validacdo estatisticas dos modelos, (Vi)
interpretacdo dos resultados proporcionados pelos modelos escolhidos (TEIXEIRA,
2019).

A classificacdo das técnicas de QSAR pode ser estabelecida com base nos
descritores utilizados nos processos de analise, como: QSAR-2D que utiliza
descritores oriundos de parametros fisico-quimicos e calculos realizados com base
nas informacdes proporcionadas pela estrutura bidimensional (HANSCH & FUJITA,
1964) e QSAR-3D baseado em descritores que analisam os campos de interacdes
estéricas e eletrostaticas da estrutura tridimensional das moléculas (HOPFINGER et
al., 1997).

Com o intuito de contornar limitacdes inerentes ao QSAR-3D outros métodos
multidimensionais foram desenvolvidos, como: o QSAR-4D que permite a
consideracédo da flexibilidade conformacional dos ligantes (VEDANI et al., 2000); o
QSAR-5D que inclui diversos modelos de encaixe induzido (flexibilidade do ligante e
de seu alvo molecular) (VEDANI et al.,, 2005) e o0 QSAR-6D que estabelece a
inclusdo de modelos de solvatacdo ao sistema ligante-proteina (VEDANI; DOBLER,;
LILL, 2005).

Com base nessas informacdes, o estudo da relacdo estrutura-atividade para o
planejamento de novas tiazolilhidrazonas pode ser executado por intermédio da
técnica de HQSAR que utiliza como base os hologramas moleculares. Esta técnica é
apropriada, tendo em vista que estratégias de planejamento de farmacos baseadas
na estrutura do receptor (SBDD) ndo sdo apropriadas, pois esta classe néao
apresenta mecanismo de acdo elucidado, sendo a estrutura do alvo de acao
desconhecida. Desta forma, a técnica de HQSAR por explorar propriedades e
caracteristicas da estrutura quimica de ligantes bioativos possibilita a realizacéo de
estudos da relacao estrutura-atividade desses compostos, baseado na estrutura dos
ligantes (LBDD).
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1.6.2 HQSAR

A técnica QSAR por hologramas (HQSAR, do inglés, Hologram Quantitative
Structure-Activity Relationship) constitui uma andlise da relagdo estrutura-atividade
empregando uma forma estendida do fingerprint, em que a estrutura molecular é
fragmentada para formacdo de hologramas estruturais. Neste método, o
alinhamento molecular e a conformacdo do ligante ndo sdo pré-requisitos, sendo
exigido, apenas, a estrutura bidimensional dos compostos e suas respectivas
propriedades biologicas. Deste modo, os dados inerentes ao holograma molecular
estdo associados ao sistema binario de contagem, sendo seu tamanho definido pelo
namero de bins (nimero de fingerprints binarios), cujo conteddo demonstra a
presenca dos fragmentos moleculares (TEIXEIRA, 2019; NASCIMENTO, 2015).

O modelo de HQSAR pode ser afetado por parametros como tamanho do fragmento
(definido em numero de atomos), comprimento do holograma e distincdo de
fragmentos. O comprimento do holograma constitui um importante parametro por
influenciar na ocorréncia da colisdo de fragmentos, que € contornado por meio da
utilizacéo do algoritmo ciclico de verificacdo de redundancia (CRC, do inglés Cyclic
Redundancy Check) que evita o agrupamento de diferentes fragmentos na mesma
posicdo do holograma. Além disso, a distincdo de fragmentos pode ser realizada
com base nos tipos de atomos, tipos de ligacdo quimica, conectividade, quiralidade
e doadores/aceptores de ligacdo de hidrogénio; conforme descrito na Tabela 3
(NASCIMENTO, 2015).
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Tabela 3 — Parametros de distincdo de fragmentos em HQSAR

Parametros Definicéo
Atomo (A) Tipos de atomos
Ligante (B) Tipos de ligacdo quimica (simples, dupla, tripla e aromatica)
Conectividade (C) Hibridac&o dos atomos contidos no fragmento
Hidrogénio (HA) Presenca e nimero de atomos de hidrogénio
Quiralidade (Ch) Presenca de centros estereogénicos

Doador e Aceptor (DA) Presenca de atomos aceptores e doadores de ligacao de hidrogénio

Fonte: Adaptado de TEIXEIRA, 2019.

As variaveis independentes representadas pelos hologramas moleculares efetuam a
codificacdo da estrutura bidimensional, que sao relacionadas com as variaveis
dependentes, atribuida a atividade biolégica dos compostos (pKi, plCso, pECso),
utilizando o método de regressao por minimos quadrados parciais (PLS, do inglés,
Partial Least Squares). Com isso, 0s resultados provenientes do conjunto analisado
proporcionam a criacdo do modelo de HQSAR, que pode ser aplicado para predizer
a atividade bioldgica de outros compostos (Figura 21) ao quantificar variacdes
dentro de seus hologramas (MARTINS, 2018; NASCIMENTO, 2015).
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Figura 21 — Etapas de geracao dos hologramas moleculares e modelo HQSAR
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Fonte: Adaptado de NASCIMENTO, 2015.

Sendo assim, apods a criacdo do modelo de HQSAR é realizada a validacéo interna,
em que é analisada a capacidade de correlacdo para o conjunto de treinamento,
sendo um dos métodos aplicados o leave-one-out (LOO). Nesta metodologia, os
compostos integrantes do conjunto de treinamento séo retirados um a um para que
sua atividade seja predita individualmente utilizando o modelo gerado. Outra forma é
a validagcao externa, em que os compostos de um conjunto de teste, que ndo foram
utiizados na construcdo do modelo, tém sua atividade biologica predita
posteriormente (MARTINS, 2018).

O modelo de HQSAR proporciona uma avaliacao visual dos diferentes grupamentos
constituintes de uma molécula, atribuindo padrdes de coloracdo que permitem
avaliar a contribuicdo de cada regido para a atividade biolégica. Sendo assim, os
fragmentos com contribuicdo favoravel sdo destacados por cores entre o verde e 0
amarelo, enquanto as porgbes que contribuem negativamente apresentam-se com
coloracdo entre o vermelho e laranja (Figura 22). Com isso, 0 modelo de HQSAR
permite direcionar a selecdo de moléculas com as caracteristicas fisico-quimicas
desejadas em cada regido molecular, contribuindo para a otimizagéo e planejamento
de novas substancias bioativas (MARTINS, 2018; NASCIMENTO, 2015).
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Figura 22 — Resultados obtidos a partir de estudos de HQSAR
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Fonte: Autor, 2021.

1.6.3 Influéncia da quimioinforméatica no planejamento de farmacos

Os resultados promissores do planejamento de novas moléculas auxiliado por
computador (CAMD, do inglés, Computer-Aided Molecular Design), podem ser
demonstrados por intermédio da disponibilidade comercial dos farmacos
norfloxacino (antibiético), zolmitriptano (antienxaguecoso) e losartan (anti-
hipertensivo) desenvolvidos utilizando modelos de QSAR como estratégia LBDD.
Além disso, modelos computacionais baseados na estrutura do receptor
proporcionaram a descoberta dos farmacos dorzolamida (anti-hipertensivo ocular),
zanamivir (antiviral) e amprenavir (antiviral) (CLARK, 2006) (Figura 23). Estes
resultados demonstram a aplicabilidade e o potencial exercido por estas técnicas no

planejamento de novos farmacos.
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Figura 23 — Farmacos planejados com auxilio da quimioinformatica
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Fonte: Autor, 2021.

Com base no exposto, neste trabalho foi planejada a sintese de novos heterociclicos
tiazdis, tiadiazois e tiadiazolinicos com potencial atividade antifangica. Deste modo,
em continuidade aos estudos realizados pelo nosso grupo, foram propostas
modificacdes estruturais em protétipos com intuito de obter melhores propriedades

fisico-quimicas, visando a modulacéo da atividade e farmacocinética dessas classes

de compostos.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Efetuar o planejamento molecular e sintetizar novos derivados tiazolicos, avaliar

suas atividades antifungicas in vitro e construir modelos de HQSAR para predizer a

atividade biologica das substancias sintetizadas contra as espécies de C. albicans,

C. neoformans e C. gatti.

2.2 Objetivos especificos

a)

b)

d)

e)

Construir e validar modelos de HQSAR para estabelecer uma correlacao
entre estrutura quimica e atividade antifungica contra espécies de C. albicans,
C. neoformans e C. gatti, que possibilitem o planejamento de novos derivados

tiazolicos com potencial atividade antifungica;

Sintetizar novos derivados tiazolilhidrazonas via reacdo de ciclizagao
intermolecular entre tiossemicarbazonas e um dos seguintes reagentes: 2-
bromoacetofenonas para-substituidas, 2-cloroacetoacetato de etila ou 4-

cloroacetoacetato de etila;

Sintetizar heterociclos tiadiazolinicos por meio de reacdes entre

tiossemicarbazonas e anidrido acético;

Obter heterociclos tiadiazéis a partir da reacdo de oxidacdo de compostos
tiadiazolinicos com permanganato de potassio na presenca de peroxido de

hidrogénio;

Avaliar in vitro a atividade antifingica dos heterociclos sintetizados.
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3. PLANO DE SINTESE

O plano de sintese proposto para obtencdo dos derivados tiazélicos consistiu em
cinco rotas de sintese distintas, tendo, todas elas, um intermediario
tiossemicarbazona em comum (Figura 24), obtido a partir da reacdo de
condensacao entre a tiossemicarbazida e diferentes aldeidos
(ciclohexanocarboxialdeido e cloridrato de 1-etilpiperidina-3-carbaldeido) e cetonas

(4-hidroxi-2-butanona, piruvato de etila, acido levulinico e tetrahidro-4H-piran-4-ona).

As tiossemicarbazonas obtidas na primeira etapa serdo empregadas em reacfes de
ciclizacdo intermolecular utilizando como reagentes: a) 2-bromoacetofenonas
substituidas ou ndo na posi¢éo para (R2= H, F, Cl, Br, CN e OCHs) com intuito de
obter as tiazolilhidrazonas propostas 2a—-2r (Rota A); b) 4-cloroacetato de etila para
a obtencao das tiazolilhidrazonas 3a—3d contendo um substituinte éster na posicéo 4
do anel tiazdlico (Rota B); c) 2-cloroacetoacetato de etila para a sintese das
tiazolilhidrazonas 4a—4c substituidas nas posicdes 2, 4 e 5 do anel tiazélico (Rota
C); d) anidrido acético para obtencéo dos derivados tiadiazolinicos 5a e 5b (Rota D)
e, por ultimo, e) permanganato de potassio na presenca de perdxido de hidrogénio

para obtencédo do tiadiazol 6a (Rota E).



Figura 24 — Esquematizacao do plano de sintese
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Estudos Computacionais

4.1.1 Modelos de HQSAR

A construcdo dos modelos para predicdo da atividade antifingica dos novos
derivados tiazélicos propostos foi efetuada utilizando o método bidimendional de
HQSAR. O desenvolvimento destes modelos foi realizado por meio da utilizacdo de
um conjunto de moléculas com atividade antifingica previamete determinada por
meio de ensaios biolégicos contra as espécies de C. albicans, C. neoformans e C.
gatti. Para isso, foram empregadas 52 substancias (LINO et al., 2018; SA et al.,
2015), das quais 38 foram avaliadas contra C. albicans e as 52 estruturas foram
testadas contra C. neoformans e C. gatti, sendo os valores de atividade expressos

em pMIC (logaritmo negativo da concentracao inibitéria minima).

O programa BIOVIA Discovery Studio Visualizer (BIOVIA, 2020) foi aplicado para a
construgéo tridimensional das 52 estruturas provenientes de artigos previamente
publicados por nosso grupo de pesquisa (LINO et al., 2018; SA et al., 2015) ou em
fase de elaboracdo. Essas substancias foram testadas sob as mesmas condicdes
experimentais, o que favorece a geracdo de modelos de HQSAR sem que haja
interferéncia de peculiaridades atribuidas a diferentes metodologias experimentais
nos resultados, que serdo utilizados para a constru¢cdo dos modelos.

Em seguida, a analise conformacional das moléculas foi realizada com auxilio do
programa OMEGA 2.5.1.4 (HAWKINS, et al.,, 2010; OPENEYE, 2010) a partir dos
calculos de conformacdo de menor energia das estruturas, empregando o campo de
forca “Merck Molecular Force Field” (MMFF94). Subsequentemente, os estados de
ionizacdo em pH 7,4 foram calculados utilizando o programa QUACPAC
(QUACPAC, 2020).
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ApoOs as adaptagbes estruturais necessarias, a plataforma “KNIME Analytics
Platform” (KNIME SOFTWARE, 2019) foi utilizada para a selecdo do conjunto
treinamento e conjunto teste. Neste processo de selecédo, foi efetuada uma andlise
dos compostos baseada em descritores estruturais, farmaco-similar (do inglés, drug-
like) e biolégicos (VERISSIMO et al., 2019).

Dessa forma, as informacfes estruturais foram obtidas pelo método de fingerprints
PubChem e as propriedades drug-like calculadas por meio da anélise de parametros
fisico-quimicos relacionados a grupos doadores e aceptores de ligacdo de
hidrogénio, massa molecular, nUmero de ligages rotacionaveis, fracdo de carbono
sp?, logP e topologia de area de superficie polar. Estes parametros estruturais e

drug-like foram determinados pelo programa CDK presente na plataforma KNIME.

Posteriormente, a plataforma aplicou a esses dados a técnica de PCA (do inglés,
Principal Components Analysis) para reducdo de dimensionalidade. Por fim, as
informacdes provenientes da analise estrutural, drug-like e os valores biol6gicos de
pMIC foram organizadas utilizando a técnica de agrupamento hierarquico - HCA (do
inglés, Hierarchical Cluster Analysis), que determina o distanciamento entre as
moléculas por meio de calculos de distancias euclidianas. Os resultados dessas
analises proporcionaram a distribuicdo de 80% das estruturas para 0 conjunto
treinamento, e os 20% restantes foram destinadas a composi¢ao do conjunto teste.

4.1.2 Construgéao e validagao dos modelos de HQSAR

Apos a distribuicdo das estruturas entre o conjunto treinamento e teste, a plataforma
SYBYL®-X 2.1.1 (TRIPOS, 2013) foi empregada para o desenvolvimento dos
modelos de HQSAR a partir do conjunto treinamento. A principio, a construcao
desses modelos foi estabelecida pela combinagdo entre os parametros fisico-
quimicos: A (&tomos), B (ligacbes), C (conexdes), Ch (quiralidade), HA (&tomos de
hidrogénio), e DA (doador e/ou aceptor de ligacdo de hidrogénio); associados a
invariabilidade do tamanho dos fragmentos, estabelecidos entre 4 a 7 atomos.
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Ao analisar os modelos de HQSAR gerados por meio da combinacdo dos diferentes
parametros fisico-quimicos, selecionou-se por validac&o interna os quatro modelos
mais robustos para cada espécie fangica, empregando como fundamento os valores
dos coeficientes de determinacéo da validacdo cruzada (g?), que define a correlacéo
entre a atividade biologica predita pelos modelos e o valor experimental (real),

conforme a equacéo a seguir:

Z (Yexp(treino) - Ypred (treino)) 2

Z (Yexp(treino) - V exp(treino)) 2

Dessa forma, os quatro modelos com maiores valores de (g2 para cada espécie
fungica, foram selecionados e submetidos a novas adaptacfes no intervalo de
tamanho dos fragmentos, que variaram entre: 4 —-7,1-4,2-5,3-6,5-8,6-9,7
-10,1-5,2-6,3-7,4-8,5-9,6-10,1-3,2-4,3-5,4-6,5-7,6-8,7
— 9, 8 — 10 atomos; com intuito de aperfeicoar a capacidade preditiva dos modelos

pré-selecionados.
4.1.3 Validacéo externa

Os modelos de HQSAR identificados com os quatro maiores valores de (g2) para
cada espécie fungica provenientes da etapa anterior, foram submetidos ao processo
de validacdo externa. Nesta fase, foi realizada a predicdo da atividade antifiingica
das moléculas pertencentes ao conjunto teste, que nao foram empregadas na
construcdo dos modelos. Neste procedimento, as predicdes foram realizadas
utilizando a plataforma SYBYL®-X 2.1.1 (TRIPOS, 2013) e o célculo das métricas
(Figura 25) efetuadas pela plataforma KNIME (KNIME SOFTWARE, 2019).
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Figura 25 — Métricas empregadas na validacéo externa
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com eixos invertidos; Ar?m: r?m - r’m'; AVGr2m: valor da média entre r?m e r?m'; RMSE: raiz quadrada média
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Fonte: Autor, 2021.
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4.1.4 Validacao interna

O processo de selecdo dos modelos de HQSAR com as melhores capacidades
preditivas ocorreram, inicialmente, por meio da validacédo interna pela aplicacdo do
método de validacdo cruzada leave-one-out (LNO). Este método realiza a retirada de
uma das moléculas do conjunto treinamento e cria um novo modelo, que € utilizado
para predizer a atividade biologica da molécula excluida. Este processo se repete
até que todas as estruturas do conjunto treinamento tenham sido retiradas e suas,
respectivas atividades antifingicas preditas pelos novos modelos desenvolvidos.
Deste modo, os modelos mais robustos de cada etapa, foram selecionados com
base nos valores do coeficiente de validacdo cruzada (g2), associados aos
respectivos erros de predicdo (SDEP, do inglés, standard deviation of error of
prediction), que proporcionam, desta forma, uma investigacdo completa sobre a

variacdo do modelo em relagéo ao conjunto treinamento.

De forma adicional, a técnica de validacdo cruzada LNO foi aplicada ao melhor
modelo identificado para cada espécie fangica, selecionado por sua maior
capacidade preditiva na etapa de validacdo externa. Com intuito de avaliar a
robustez destes modelos, foi efetuada a fragmentacdo do conjunto treinamento por
meio da retirada aleatéria de moléculas para a constru¢cdo de subgrupos. Desta
forma, a cada analise um subgrupo era excluido e os compostos remanescentes no
conjunto treinamento utilizados para gerar um novo modelo de HQSAR, empregado

para predizer a atividade antifungica das moléculas do subgrupo deixado de fora.

Este procedimento foi realizado por meio da fragmentacdo do conjunto treinamento
em 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35 e 40 subgrupos, para os modelos de HQSAR de C.
neoformans e C. gatti, sendo construido cindo modelos diferentes para cada um
desses subgrupos pela variagcdo de seus componentes. Por outro lado, os modelos
desenvolvidos para a espécie de C. albicans foram avaliados por meio da divisao do
conjunto treinamento em 5, 10, 15, 20, 25 e 30 subgrupos, e, de modo semelhante
as analises anteriores, cindo modelos diferentes foram construidos para cada

subgrupo pela variagéo de seus componentes.

Além disso, com intuito de averiguar a estabilidade dos modelos de HQSAR

produzidos, foi efetuada uma terceira validacéo, utilizando o método Y-scrambling,
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aplicada aos melhores modelos identificados, oriundos da selecdo ocorrida na etapa
validacdo externa. Deste modo, a verificacdo da possibilidade de geracdo de
modelos aleatorios foi averiguada por meio de permutacdes dos valores de pMIC
entre 0s compostos do conjunto treinamento. Este procedimento foi reproduzido
automaticamente de forma que, a cada modelo gerado, uma nova aleatorizacao
entre os dados do conjunto treinamento ocorria para a construcdo de um novo
modelo. Esta estratégia foi repetida vinte vezes para cada um dos trés modelos
selecionados. Este método de validacdo se torna util, uma vez que a presenca de
compostos com semelhancas estruturais pode gerar informacfes potencialmente

redundantes, comprometendo a eficiéncia dos modelos.

Com o auxilio da plataforma SYBYL®-X 2.1.1 (TRIPOS, 2013) os modelos mais
robustos identificados para as espécies de C. albicans, C. neoformans e C. gatti
foram empregados na construcdo de mapas de contribuicdo e na predicdo da
potencial atividade antifingica dos novos derivados tiazdlicos sintetizados.

4.2 Planejamento dos heterociclos tiazolilhidrazonas, tiadiazolinicos e
tiadiazois

O planejamento dos heterociclos sintetizados neste trabalho foi realizado com base
na estrutura dos prototipos previamente sintetizados e testados por nosso grupo de
pesquisa (I, Il e Ill), que demonstraram notdria atividade antifungica (LINO et al.,
2018; SA et al., 2015;) e, também, considerando as estruturas das substancias
sintetizadas por Xiabing e colaboradores XIX e XX (Figura 26) (XIABING et al.,
2016).

As estruturas dos novos heterociclos foram definidas por meio de modificacdes
moleculares amplamente utilizadas em quimica medicinal, levando-se em
consideracdo, entre outros parametros, a viabilidade sintética e disponibilidade de
reagentes. Essas modificagcdes foram planejadas com intuito de obter informacoes
sobre os grupos farmacoféricos, promover melhorias nas caracteristicas fisico-
quimicas, principalmente aquelas relacionadas a solubilidade, e ampliar a atividade

biolégica dos compostos sintetizados.
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Figura 26 — Proposta utilizada no planejamento dos heterociclos tiazolilhidrazonas, tiadiazolinicos e tiadiazol

Fonte: Autor, 2021.
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As substancias pertencentes ao Grupo A sdo provenientes de modificacdes
estruturais dos protétipos I, Il e lll; realizadas por meio de alteracbes dos
substituintes ligados ao anel aromatico e pela introdugdo de novos grupamentos na
por¢cdo hidrazona. Os grupamentos contendo a func¢éo acido carboxilico e amino na
forma de cloridrato auxiliam na melhoria da hidrossolubilidade desses compostos,
com possivel aumento da biodisponibilidade, tendo em vista que estudos realizados
por Silva e colaboradores (2020) demonstram log P = 5,42 e biodisponibilidade oral
de 38,6% para o prototipo Il (SILVA et al., 2020).

Por outro lado, os heterociclos localizados nos Grupos B e C sao originados de
alteracdes nas estruturas dos protétipos XIX e XX, respectivamente. Deste modo, 0s
compostos do Grupo B foram planejados para averiguar os impactos na atividade
biolégica dos novos heterociclos ao substituir o anel aromatico por um grupo éster
alifatico. J4 no Grupo C foram propostas modificacdes que permitam avaliar a

influéncia na atividade antifingica de um derivado tiazolilhidrazona trissubstituido.

De modo semelhante, os compostos tiadiazolinicos e tiadiazol (Grupo D) foram
planejados com intuito de substituir o heterociclo tiazol pelo bioiséstero tiadiazol,
permitindo avaliar as implicacbes desta alteracdo sobre a atividade biolégica dos
compostos. Espera-se que essas estratégias de modificacdo permitam ampliar o
conhecimento sobre a contribuicdo de cada grupamento para a atividade antifingica,
bem como, fornecer compostos com caracteristicas fisico-quimicas mais adequadas

para um candidato a farmaco.
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4.3 Sintese das substancias propostas

Para as cromatografias em camada delgada (CCD) utilizou-se silica gel 60 G Merck
em camadas de 0,25 mm de espessura sobre placas de vidro. Os reveladores
utilizados foram vapor de iodo e solucdo de 2,4-dinitrofenilidrazina 1% p/v em etanol

contendo 3% de acido sulfurico concentrado.

Todos os pontos de fuséo foram determinados em aparelho Microquimica MQAPF
301, sendo as andlises efetuadas no Laboratério de Quimica Farmacéutica da
Faculdade de Farmacia da UFMG.

Os espectros de RMN de 'H e de 3C e subespectro DEPT-135 foram realizados no
equipamento Bruker AVANCE DRX400 do Laboratério de Ressonancia Magnética
Nuclear de Alta Resolu¢cdo — LAREMAR, no Departamento de Quimica da UFMG,
usando tetrametilsilano (TMS) como o padrédo interno. Os desvios quimicos sao
expressos na escala & (ppm) e os valores J apresentados em Hz, sendo a
multiplicidade dos sinais referida como simpleto (s), dupleto (d), tripleto (t), quarteto
(q), dupleto duplo (dd), tripleto triplo (tt) e multipleto (m). Para o processamento dos
espectros foi empregado o programa TOPSPIN 3.6.2 — Bruker. Para atribuicdo dos
sinais dos espectros de RMN utilizou-se como base as referéncias Silverstein e
colaboradores e Pavia e colaboradores (SILVERSTEIN et al., 2005; PAVIA et al.,
2001).

Os mecanismos de reacédo e estruturas quimicas das moléculas foram desenhados

com auxilio do programa ChemDraw do pacote ChemOffice version 19.0.
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4.4 Metodologia geral para sintese das tiossemicarbazonas la — 1f

Em um baldo de fundo redondo de 50mL contendo 1 equivalente do aldeido ou
cetona solubilizado em etanol 95%, com pH corrigido entre 4 — 5 pela adicdo de
gotas de acido acético glacial, foi adicionado 1 equivalente de tiossemicarbazida. O
baldo de reagao foi acoplado a um condensador de reflluxo fechado com tubo de
cloreto de calcio e a mistura reacional foi mantida sob refluxo e agitagdo magnética.
A reacao foi monitorada por CCD, até constatar o consumo dos reagentes e
formacdo do produto. Apos o término da reacdo, a elaboracédo foi realizada da
seguinte maneira, exceto quando especificado diferente, o solvente foi eliminado sob
pressdo reduzida e o residuo formado foi lavado com éter dietilico e seco a

temperatura ambiente.

4.4.1 Sintese de 2-(4-hidroxibutan-2-ilideno)hidrazina-1-carbotioamida (1a)

NS
oot T
J\ N .23
Ho,NT N7 f
Ho HO
Isémero E Isdbmero Z
1a
Seguindo a metodologia geral da secdo 4.4, solubilizou-se 4,38 mmol de
tiossemicarbazida e 4,38 mmol de 4-hidroxi-2-butanona em 10 mL de etanol, apés 4
horas de reacao foram obtidos 658mg (93% de rendimento) do produto 1a, na forma
de um solido amarelo. Condi¢cdes utilizadas na CCD, eluente: acetato de
etila/hexano (8:2), reveladores: vapor de iodo e solucdo de 2,4-dinitrofenilhidrazina,

seguido de aquecimento.
FM: CsH11N3OS
MM: 161,22 g/mol

FF: 102,3-103,7 °C. Lit.: 142 — 145°C (PRESCOTT, 1967)
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RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds), d/ppm (mistura de isbmeros E/Z: ~1:0,4): 10,07
(0,4H, s, N-H’); 9,88 (1H, s, N-H); 8,00 (1,4H, s, 1x NH2 e 1x NH2); 7,52 (0,4H, s, 1x
NH2"); 7,49 (1H, s, 1x NH2); 5,18 (0,4H, t, Jon4 = 6,0 Hz, O-H); 4,53 (1H, t, Jon,4 =
6,0 Hz, O-H); 3,60 (2,8H, q, J43 = Jaon 6,0 Hz, 2x H-4 e 2x H-4"); 2,46 (0,8H, t, J3.4 =
6,0 Hz, 2x H-3'); 2,35 (2H, t, Js4 = 6,0 Hz, 2x H-3); 1,94 (1,2H, s, 3x H-1'); 1,89 (3H,
s, 3x H-1).

RMN de 13C (100 MHz, DMSO-ds), 8/ppm: 178,4 (C=S); 153,8 (C-2); 152,8 (C-2);
58,0 € 57,8 (C-4 e C-4); 41,6 (C-3); 34,2 (C-3"); 23,4 (C-1’) e 16,6 (C-1).

4.4.2 Sintese de etil-2-(2-carbamotioilhidrazinoilideno)propanoato (1b)

Seguindo a metodologia geral descrita na se¢ao 4.4, solubilizou-se 1,72 mmol de
tiossemicarbazona e 1,72 mmol de piruvato de etila em 10 mL de metanol, ap6s 3
horas de reacéo a temperatura ambiente foram obtidos 290 mg (97% de rendimento)
do produto 1b, na forma de um sélido branco. Condicdes utilizadas na CCD, eluente:
acetato de etila/lhexano (7:3), reveladores: vapor de iodo e solucdo de 2,4-
dinitrofenilhidrazina, seguido de aquecimento.

FM: CsH11N302S
MM: 189,23 g/mol
FF: 139,6-140,6 °C. Lit.: 145°C (CORREA et al., 2011)

RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds), 8/ppm: 10,57 (1H, s, N-H); 8,57 (1H, s, 1x NH2);
7,58 (1H, s, 1x NH2); 4,10 (2H, q, Ja5 = 8 Hz, 2x H-4); 2,01 (3H, s, 3x H-1); 1,16 (3H,
t, Js,4 = 8 Hz, 3x H-5).

RMN de 13C (100 MHz, DMSO-ds), &/ppm: 179,9 (C=S); 164,2 (C-3); 139,0 (C-2);
61,1 (C-4); 14,0 (C-1); 13,0 (C-5).
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4.4.3 Sintese do Acido 4-(2-carbamotioilhidrazineilideno)pentanoico (1c)

Conforme metodologia geral descrita na se¢cédo 4.4, solubilizou-se 4,30 mmol de
tiossemicarbazida e 4,30 mmol de acido levulinico em 10 mL de metanol, apés 3
horas de reacéo a temperatura ambiente foram obtidos 782 mg (96% de rendimento)
de 1c, na forma de um sélido branco. Condi¢Bes utilizadas na CCD, eluente: acetato
de etila, reveladores: vapor de iodo e solucdo de 2,4-dinitrofenilhidrazina, seguido de

aguecimento.

FM: CeH11N302S
MM: 189,23 g/mol
FF: 182,5-183,4 °C

RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds), d/ppm: 9,98 (1H, s, N-H); 8,04 (1H, s, 1x NH>);
7,27 (1H, s, 1x NH2); 2,42-2,35 (4H, m, 2x H-3 e 2x H-4); 1,83 (3H, s, 3x H-1).

RMN de 13C (100 MHz, DMSO-ds), 8/ppm: 178,7 (C=S); 174,5 (C-5); 152,4 (C-2);
33,3 (C-3): 30,1 (C-4); 17,0 (C-1).

4.4.4 Sintese de 2-(tetrahidro-4H-piran-4-ilideno)hidrazina-1-carbotioamida (1d)

Conforme metodologia geral descrita na secédo 4.4, solubilizou-se 0,99 mmol de
tiossemicarbazida e 0,99 mmol de tetrahidro-4H-piran-4-ona em 10 mL de etanol,
apos 3 horas de reacdo a temperatura ambiente foram obtidos 155 mg da

substancia 1d na forma de um sélido beje (89% de rendimento). Condi¢cdes
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utilizadas na CCD, eluente: acetato de etila/hexano (8:2), reveladores: vapor de iodo

e solucéo de 2,4-dinitrofenilhidrazina, seguido de aquecimento.
FM: CeéH11N3OS

MM: 173,23 g/mol

FF: 162,6-163,3 °C. Lit.: 161-162 °C (HANSCHKE, 1955)

RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds), &/ppm: 10,20 (1H, s, N-H); 7,95 (1H, s, 1x NH2);
7,51 (1H, s, 1x NH2); 3,65 (2H, t, J21 = 4 Hz, 2x H-2 ou 2x H-2’); 3,57 (2H, t, J21 =4
Hz, 2x H-2 ou 2x H-2'); 2,47 (2H, t, J12 = 4 Hz, 2x H-1 ou 2x H-1’); 2,26 (2H, t, J12 =
4 Hz, 2x H-1 ou 2x H-1).

RMN de 13C (100 MHz, DMSO-ds), &/ppm: 179,1 (C=S); 152,5 (C=N): 68,1 (C-2 ou
C-2); 66,4 (C-2 ou C-2'); 35,5 (C-1); 29,4 (C-1).

4.4.5 Sintese de 2-(ciclohexilmetileno) hidrazina-1-carbotioamida (1e)

2

N.
7N NH
H

1e

Conforme metodologia geral descrita na secdo 4.4, solubilizou-se 3,29 mmol de
tiossemicarbazida e 3,29 mmol de ciclohexanocarboxialdeido em 10 mL de etanol,
apos 4 horas de reacédo foi constatado o consumo do material de partida por CCD,
eluente: acetato de etila / hexano (8:2), reveladores: vapor de iodo e solucdo 2,4-
dinitrofenilhidrazina, seguido de aquecimento. Ao término da reacdo o solvente foi
eliminado em rotavapor e foram adicionados 15 mL de &agua destilada ao baléo,
sendo seu conteudo transferido para o funil de separacéo, procedendo extracdo com
acetato de etila (3x 20 mL). Posteriormente, a fase organica foi seca com sulfato de
sédio anidro, filtrada e o solvente eliminado sob presséo reduzida, resultando em um
produto oleoso de coloracdo amarelo-claro. Apds esfriamento a temperatura
ambiente, o produto foi lavado com hexano, originando 500 mg (82% de rendimento)

do produto 1e, na forma de um sdlido branco.
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FM: CsH1sN3S
MM: 185,29 g/mol
FF: 80,0-81,5 °C;

RMN de H (400 MHz, CDCla), &/ppm: 10,23 (1H, s, N-H); 7,31 (1H, d, J12 = 4 Hz, H-
1); 7,08 (1H, s, 1x NH2); 6,70 (1H, s, 1x NH2); 2,27-2,18 (1H, m, H-2); 1,83-1,65 (5H,
m, 4x H-3, 1x H-4); 1,36-1,13 (5H, m, 3x H-4, 2x H-5).

RMN de 13C (100 MHz, CDCla), &/ppm: 177,7 (C=S); 152,4 (C-1); 40,4 (C-2); 29,7(C-
3); 25,7 (C-4); 25,2(C-5).

4.4.6 Sintese do cloridrato de 2 - ((1-etilpiperidin-3-il) metileno) hidrazina-1-

carbotioamida (1f)

4 6 S
“Cli 2
NH N.
7( N N)J\NHz
3 H
8 H
1f

O produto foi sintetizado conforme a metodologia geral descrita na secdo 4.4,
solubilizou-se 1,42 mmol de tiossemicarbazida e 1,42 mmol de 1-etilpiperidina-3-
carbaldeido em 10 mL de etanol, apos 4horas de reagéo foram obtidos 320 mg (90%
de rendimento) de 1f, na forma de um 6leo amarelo. Condi¢des utilizadas na CCD,
eluente: acetato de etila/metanol (9:1), reveladores: vapor de iodo e solucdo de 2,4-

dinitrofenilhidrazina, seguido de aquecimento.
FM: CoH19CIN4S
MM: 250,79 g/mol

RMN de H (400 MHz, DMSO-ds), &/ppm: 11,17 (1H, s, N-H); 8,09 (1H, s, 1x NH2);
7,67 (1H, s, 1x NH2); 7,33 (1H, s, H-1); 3,60-3,55 (1H, m, 1x H-3); 3,40-2,70 (6H, m,
1x H-3, 2x H-4, 2x H-7 e H-2); 1,97-1,80 (3H, m, 1x H-5 e 2x H-6); 1,35-1,21 (4H, m,
1x H-5 e 3x H-8).
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RMN de 13C (100 MHz, DMSO-ds), 8/ppm: 178,3 (C=S); 145,9 (C-1); 52,8 (C-3); 51,8
(C-4); 51,3 (C-7); 36,4 (C-2); 26,5 (C-6); 22,3 (C-5); 9,2 (C-8).

4.5 Metodologia geral para sintese das tiazolilhidrazonas 2a — 2r

Em um baldo de fundo redondo de 50 mL contendo 1 equivalente da
tiossemicarbazona correspondente solubilizada em alcool isopropilico, foi adicionado
1 equivalente de a-bromoacetofenona substituida ou ndo na posicédo 4. O baldo de
reagao foi acoplado a um condensador de reflluxo fechado com tubo de cloreto de
calcio e a mistura reacional foi mantida sob agitacdo magnética a temperatura de 80
°C. A reacédo foi monitorada por CCD, até constatar o consumo dos materiais de
partida e formacédo do produto. Apds o término da reacéo, a elaboracao foi realizada
da seguinte maneira, exceto quando especificado diferente: o solvente foi eliminado
sob pressao reduzida e foram adicionados 5 mL de solucdo saturada de bicarbonato
de sédio e a mistura resultante foi filtrada a vacuo, lavada com agua destilada
gelada e o solido obtido foi deixado secar em recipiente aberto a temperatura

ambiente.

4.5.1 Sintese de 3-(2-(4-(4-fluorofenil)tiazol-2-il)hidrazineilideno)butan-1-ol (2a)

|l
1 5
HO NI /N\N)\s
4 2
3 N< g\s g M
-~ N ;
2 H 4
1 OH
Isbmero E Isbmero Z
2a

Seguindo a metodologia geral descrita na metodologia geral 4.5, solubilizou-se 0,93
mmol da tiossemicarbazona 1a e 0,93 mmol de 2-bromo-4-fluoroacetofenona em 10

mL de alcool isopropilico, a duracdo da reacéo foi de 2 horas, monitorada por CCD,
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eluente: acetato de etila/hexano (8:2), revelador: vapor de iodo. Ao término da
reacao o solvente foi eliminado em rotavapor e foram adicionados 5 mL de solucdo
saturada de bicarbonato de sédio e 10 mL de agua destilada ao baldo, sendo seu
conteudo transferido para o funil de separacéo, procedendo extracdo com acetato de
etila (3x 20 mL). Posteriormente, a fase organica foi seca com sulfato de sodio
anidro, filtrada e o solvente eliminado sob presséo reduzida, resultando em 120 mg

(77% de rendimento) de 2a na forma de um solido com coloragdo marrom.
FM: CisH14FN3OS

MM: 279,33 g/mol

FF:110,7-111,5°C

RMN de 'H (400 MHz, CDCIs), &/ppm (mistura de isbmeros E/Z: ~1:0,5): 7,73-7,67
(3H, m, 2x H-9 e 2x H-9’); 7,13-7,06 (3H, m, 2x H-10 e 2x H-10); 6,72 (1H, s, H-7);
6,66 (0,5H, s, H-7°); 3,94-3,90 (3H, m, 2x H-4 e 2x H-4%); 2,70 (1H, t, J34 = 8 Hz, 2x
H-3’); 2,57 (2H, t, J3.4 = 8 Hz, 2x H-3); 2,10 (1,5H, s, 3x H-1"); 2,01 (3H, s, 3x H-1).

RMN de C (100 MHz, CDCIs), d/ppm: 169,6 (C-5 e C-5); 159,1 (C-11 e C-11’);
154,8 (C-2 e C-27); 145,9 (C-6 e C-6'); 142,3 (C-8 e C-8’); 127,5 (d, Jc-oF = 8 Hz, 2x
C-9 e 2x C-9'); 115,9 (d, Jc-10,F = 22 Hz, 2x C-10 e 2x C-10’); 101,9 (C-7 e C-7’); 59,0
(C-4); 58,9 (C-4’); 40,3 (C-3); 36,0 (C-3’); 23,5 (C-1"); 17,4 (C-1).

4.5.2 Sintese de 3-(2-(4-(4-clorofenil)tiazol-2-il)hidrazineilideno)butan-1-ol (2b)

Isbmero E Isbmero Z

2b
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Seguindo a metodologia geral descrita na secao 4.5, solubilizou-se 0,62 mmol da
tiossemicarbazona la e 0,62 mmol de 2-bromo-4-cloroacetofenona em 10 mL de
alcool isopropilico, apés 2 horas de reacdo foram obtidos 147 mg (80% de
rendimento) de 2b, na forma de um sélido marrom. Condi¢bes utilizadas na CCD,

eluente: acetato de etila/hexano (8:2), revelador: vapor de iodo.
FM: C13H14CIN3OS

MM: 295,79 g/mol

FF: 130,9-131,8 °C

RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds), &/ppm (mistura de isbmeros E/Z: 1:0,3): 7,86
(2,6H, d, Jo,10 = 8 Hz, 2x H-9 e 2x H-9’); 7,48 (2,6H, d, J100 = 8 Hz, 2x H-10 e 2x H-
10’); 7,33 (1,3H, s, H-7 e H-7’); 3,71-3,63 (2,6H, m, 2x H-4 e 2x H-4’); 2,57 (0,6H, t,
J34 = 8 Hz, 2x H-3%); 2,43 (2H, t, J34 = 8 Hz, 2x H-3); 2,03 (0,9H, s, 3x H-1%); 1,97
(3H, s, 3x H-1).

RMN de 3C (100 MHz, DMSO-ds), &/ppm: 170,0 (C-5 e C-5’); 152,8 (C-2 e C-2);
147,6 (C-6 e C-6'); 132,8 (C-11 e C-11’); 132,1 (C-8 e C-8’); 128,6 (2x C-9 e 2x C-9’);
127,3 (2x C-10 e 2x C-10'); 104,4 (C-7 e C-7’); 58,4 (C-4) 57,5 (C-4"); 41,5 (C-3);
34,4 (C-3%); 23,3 (C-1°); 16,8 (C-1).

4.5.3 Sintese de 3-(2-(4-(4-bromofenil)tiazol-2-il)hidrazineilideno)butan-1-ol (2c)
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Seguindo a metodologia geral descrita na secao 4.5, solubilizou-se 0,93 mmol da
tiossemicarbazona l1a e 0,93 mmol de 2,4-dibromoacetofenona em 10 mL de alcool
isopropilico, apos 2 horas de reagédo foram obtidos 300 mg (95% de rendimento) do
produto 2c, na forma de um solido marrom. Condi¢des utilizadas na CCD, eluente:

acetato de etila/hexano (8:2), revelador: vapor de iodo.
FM: C13H14BrN3OS

MM: 340,24 g/mol

FF: 60,1-61,0 °C

RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds), d/ppm (mistura de isbmeros E/Z: ~1:0,4): 7,80
(2,8H, d, Jo,10 = 8 Hz, 2x H-9 e 2x H-9’); 7,59 (2,8H, d, J109 = 8 Hz, 2x H-10 e 2x H-
10’); 7,31 (1,4H, s, H-7 e H-7’); 3,70-3,62 (2,8H, m, 2x H-4 e 2x H-4’); 2,55 (0,8H, t,
J34 = 8 Hz, 2x H-3%); 2,41 (2H, t, J34 = 8 Hz, 2x H-3); 2,00 (1,2H, s, 3x H-1%); 1,95
(3,1H, s, 3x H-1).

RMN de 3C (100 MHz, DMSO-ds), &/ppm: 170,0 (C-5 e C-5"); 151,7 (C-2 e C-2);
148,6 (C-6 e C-6’); 133,7 (C-8 e C-8’); 131,4 (2x C-9 e 2x C-9’); 127,5 (2x C-10 e 2x
C-10%; 120,4 (C-11 e C-11"); 104,2 (C-7 e C-T7’); 58,4 (C-4); 57,5 (C-4’); 41,4 (C-3);
34,2 (C-3%); 23,2 (C-1’); 16,6 (C-1).

45.4 Sintese de 4-(2-(2-(4-hidroxibutan-2-ilideno)hidrazineil)tiazol-4-
ilbenzonitrila (2d)
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Seguindo a metodologia geral descrita na secao 4.5, solubilizou-se 0,93 mmol da

tiossemicarbazona 1la e 0,93 mmol de 2-bromo-4-cianoacetofenona em 10 mL de
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alcool isopropilico, apdés 2 horas de reacdo foram obtidos 260 mg (97% de
rendimento) do produto 2d, na forma de um sélido marrom. Condi¢Ges utilizadas na

CCD, eluente: acetato de etila / hexano (8:2), revelador: vapor de iodo.
FM: C14H14N4OS

MM: 286,35 g/mol

FF: 126,2-128,2 °C

RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds), d/ppm (mistura de isdbmeros E/Z: ~1:0,2): 10,80
(1H, s, N-H); 8,01 (2,4H, d, Ji09 = 8 Hz, 2x H-10 e 2x H-10’); 7,83 (2,4H, d, J9,20 = 8
Hz, 2x H-9 e 2x H-9%); 7,51 (1,2H, s, H-7 e H-7’); 3,64 (2,4H, t, Jas =8 Hz, 2x H-4 e
2x H-4’); 2,54 (0,3H, t, J34 = 8 Hz, 2x H-3’); 2,40 (2H, t, J34 = 8 Hz, 2x H-3); 1,97
(0,6H, s, 3x H-1%); 1,93 (2,9H, s, 3x H-1).

RMN de 13C (100 MHz, DMSO-ds), 8/ppm: 170,3 (C-5 e C-5); 151,5 (C-2 e C-2);
148,7 (C-6 e C-6"); 139,0 (C-8 e C-8'); 132,7 (2x C-10 e 2x C-10’); 126,1 (2x C-9 e 2x
C-9); 119,0 (C-12 e C-12); 109,4 (C-11 e C-11) 107,2 (C-7 e C-7°); 58,5 (C-4 e C-
4; 41,5 (C-3 e C-3); 16,6 (C-1 e C-1).

4.5.5 Sintese de 4-(4-bromofenil)-2-(2-(ciclohexilmetileno)hidrazinoil)tiazol (2e)

A sintese do composto 2e foi realizada conforme metodologia geral da secéo 4.5,
em que solubilizou 0,65mmol da tiossemicarbazona le e 0,65mmol de 2,4-
dibromoacetofenona em 10mL de alcool isopropilico, a duracdo do processo
reacional foi de 2 horas, obtendo-se como resultado 225mg (95% de rendimento) do
produto 2e, na forma de um sélido marrom. Condi¢fes utilizadas na CCD: acetato de

etila / hexano (8:2), revelador: vapor de iodo.
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FM: C16H18BrNsS
MM: 364,31 g/mol
FF: 168,0-169,2 °C

RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds), &/ppm: 11,55 (1H, s, N-H) 7,76 (2H, d, Ji0,11 = 8
Hz, 2x H-10); 7,56 (2H, d, J11,10 = 8 Hz, 2x H-11); 7,28 (1H, s, H-7); 7,26 (1H, d, J54 =
8 Hz, H-5); 2,25-2,16 (1H, m, H-4); 1,80-1,58 (5H, m, 1x H-2 e 4x H-3); 1,33-1,11
(5H, m, 2x H-1 e 3x H-2).

RMN de 3C (100 MHz, DMSO-ds), 8/ppm: 168,7 (C-6); 149,6 (C-5); 149,1 (C-8);
134,0 (C-9); 131,4 (2x C-10); 127,4 (2x C-11); 120,3 (C-12); 103,8 (C-7); 39,8 (C-4);
29,8 (2x C-3); 25,5 (C-1): 24,9 (2x C-2).

4.5.6 Sintese de 2-(2-(4-feniltiazol-2-il)hidrazinoilideno) propanoato de etila (2f)

12

9 10

8
N
|\7
5 No

I /NGS
3' N - o
o)}(/ﬂ O
2

1

Isbmero E Isbmero Z

2f

O produto 2f foi obtido conforme metodologia geral descrita na secdo 4.5,
solubilizou-se 0,56 mmol da tiossemicarbazona 1b e 0,56 mmol de 2-
bromoacetofenona em 10 mL de alcool isopropilico, a reagdo teve duracdo de 2
horas, sendo monitorada por CCD, eluente: acetato de etila/hexano (8:2), revelador:
vapor de iodo. Ao término da reacgéo, o solvente foi eliminado sob pressao reduzida
e foram adicionados 10 mL de agua destilada gelada ao baldo, sendo a mistura
filtrada a vacuo e o sélido obtido deixado secar em recipiente aberto a temperatura
ambiente. Como resultado foram obtidos 151 mg (92% de rendimento) de 2f, na

forma de um soélido branco.
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FM: C14H15N302S
MM: 289,35 g/mol
FF: 158,5-159,6 °C. Lit.: 154 °C (DEHURI et al., 1984)

RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds), d/ppm (mistura de isdmeros E/Z: ~1:0,5): 7,86
(2H, d, Ji0,11 = 8 Hz, 2x H-10 e 2x H-10); 7,43-7,37 (3H, m, H-7 e H-7’, 2x H-11 e 2X
H-11); 7,30 (1H, t, Ji211 = 8 Hz, 2x H-12 e 2x H-12’); 4,20 (2,3H, q, J2.1 = 8 Hz, 2x H-
2 e 2x H-2)); 2,11 (3H, s, 3x H-5); 2,07 (1,5H, s, 3x H-5°); 1,26 (3H, t, J12 = 8 Hz, 3x
H-1 e 3x H-1").

RMN de 3C (100 MHz, DMSO-ds), &/ppm: 168,5 (C-6 e C-6'); 164,0 (C-3 e C-3);
150,5 (C-8 e C-8’); 137,7 (C-4 e C-4); 134,4 (C-9 e C-97); 128,6 (2x C-10 e 2x C-10");
127,6 (2x C-12 e 2x C-12); 125,5 (C-11 e C-11’) 105,6 (C-7 e C-7’); 60,8 (C-2 e C-
2; 30,6 (C-5); 14,1 (C-5); 12,9 (C-1 e C-1).

4.5.7 Sintese de 2-(2-(4-(4-fluorofenil)tiazol-2-il)hidrazinoilideno) propanoato de
etila (29)
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A sintese do composto 2g foi realizada conforme metodologia geral descrita na
secdo 4.5, solubilizou-se 0,54 mmol da tiossemicarbazona 1b e 0,54 mmol de 2-
bromo-4-fluoroacetofenona em 10 mL de alcool isopropilico, a duracdo da reacéo foi
de 2 horas, sendo monitorada por CCD, eluente: acetato de etila/hexano (8:2),
revelador: vapor de iodo. Ao término da reacéo, o solvente foi eliminado sob presséo

reduzida e foram adicionados 10 mL de agua destilada gelada ao baldo, sendo a
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mistura filtrada a vacuo e o solido obtido deixado secar em recipiente aberto a
temperatura ambiente. Deste modo, foram obtidos 159 mg (96% de rendimento) de

29, na forma de um sdlido branco.
FM: C14H14rN302S

MM: 307,34 g/mol

FF: 160,2-161,3 °C

RMN de 'H (400 MHz, CDCIs), &/ppm (mistura de isbmeros E/Z: ~1:0,3): 7,80-7,70
(2,6H, m, 2x H-10 e 2x H-10’); 7,07 (2,6H, t, J11.F = J11,10= 8 Hz, 2x H-11 e 2x H-11’);
6,90 (1,3H, s, H-7 e H-7"); 4,31 (2,6H, q, J21 = 8 Hz, 2x H-2 e 2x H-2’); 2,18 (0,8H, s,
3x H-5%); 1,98 (3H, s, 3x H-5) 1,39-1,33 (3,9H, m, 3x H-1 e 3x H-1).

RMN de 3C (100 MHz, CDCIs), &/ppm: 168,0 (C-6 e C-6"); 164,1 (C-3 e C-3’); 162,5
(d, Jc-12,F = 246 Hz, C-12 e C-12’); 150,5 (C-8 e C-8’); 137,9 (C-4 e C-4’); 130,6 (C-9
e C-9); 127,5 (d, Jc-10F = 8 Hz, 2x C-10 e 2x C-10’) 115,6 (d, Jc-11,F = 22 Hz, 2x C-11
e 2x C-11%); 104,8 (C-7); 103,9 (C-7"); 61,6 (C-2) 61,4 (C-2’); 19,5 (C-5"); 14,1 (C-1);
14,0 (C-1’); 11,4 (C-5).

4.5.8 Sintese de 2-(2-(4-(4-clorofenil)tiazol-2-il)hidrazinoilideno) propanoato de
etila (2h)

Seguindo a metodologia geral descrita na secao 4.5, solubilizou-se 0,53 mmol da
tiossemicarbazona 1b e 0,53 mmol de 2-bromo-4-cloroacetofenona em 10 mL de
alcool isopropilico, apés 2 horas de reacdo, monitorada por CCD, eluente: acetato

de etila / hexano (8:2), revelador: vapor de iodo, foi constatado o término da reacao.
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Em seguida, o solvente foi eliminado sob presséo reduzida e foram adicionados 10
mL de agua destilada gelada ao baldo, sendo a mistura filtrada a vacuo e deixada
secar em recipiente aberto a temperatura ambiente. Deste modo, foram obtidos 171
mg (98% de rendimento) de 2h, na forma de um sdlido beje.

FM: C14H14CIN3O2S
MM: 323,80 g/mol
FF: 142,8-143,7 °C

RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds), 8/ppm: 7,87 (2H, d, Jio11 = 8 Hz, 2x H-10); 7,47-
7,43 (3H, m, H-7 e 2x H-11); 4,19 (2H, q, J21 = 8 Hz, 2x H-2); 2,10 (3H, s, 3x H-5);
1,25 (3H, t, J12 = 8 Hz, 3x H-1).

RMN de 3C (100 MHz, DMSO-ds), &/ppm: 168,7 (C-6); 164,0 (C-3); 149,4 (C-8);
137,9 (C-4); 133,3 (C-12); 132,1 (C-9);128,7 (2x C-10); 127,3 (2x C-11); 106,5 (C-7);
60,9 (C-2); 14,1 (C-5); 13,0 (C-1).

4.5.9 Sintese de 2-(2-(4-(4-bromofenil)tiazol-2-il)hidrazinoilideno) propanoato de
etila (2i)
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A sintese da substancia 2i foi realizada seguindo a metodologia geral descrita na
secdo 4.5, solubilizou-se 0,52 mmol da tiossemicarbazona 1b e 0,52 mmol de 2-
dibromoacetofenona em 10 mL de alcool isopropilico, o tempo de reacgéo foi de 2
horas, sendo monitorada por CCD, eluente: acetato de etila / hexano (8:2),
revelador: vapor de iodo. Ao término da reagéo, o solvente foi eliminado sob presséo
reduzida e foram adicionados 10 mL de agua destilada gelada ao baldo, sendo a

mistura filtrada a vacuo e deixada secar em recipiente aberto a temperatura
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ambiente. Deste modo, foram obtidos 190 mg (98% de rendimento) de 2i, na forma

de um sélido beje.
FM: C14H14BrN3O2S
MM: 368,25 g/mol
FF: 145,0-146,1 °C

RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds), 8/ppm: 7,82 (2H, d, Jio11 = 8 Hz, 2x H-10); 7,60
(2H, d, Ji110 = 8 Hz, 2x H-11); 7,49 (1H, s, H-7); 4,20 (2H, q, J21 = 8 Hz, 2x H-2);
2,11 (3H, s, 3x H-5); 1,26 (3H, t, J12 = 8 Hz, 3x H-1).

RMN de 3C (100 MHz, DMSO-ds), 8/ppm: 168,6 (C-6); 163,9 (C-3); 137,8 (C-4);
133,6 (C-8); 131,5 (2x C-10); 129,6 (C-9); 127,5 (2x C-11); 120,6 (C-12); 106,5 (C-7);
60,7 (C-2); 14,0 (C-5); 12,9 (C-1).

4.5.10 Sintese de 2-(2-(4-(4-metoxifenil)tiazol-2-il)hidrazinoilideno) propanoato
de etila (2))
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O produto 2 foi obtido conforme metodologia geral descrita na secao 4.5,
solubilizou-se 0,53 mmol da tiossemicarbazona 1b e 0,53 mmol de 2-bromo-4-
metoxiacetofenona em 10 mL de alcool isopropilico, o tempo de reacgéo foi de 2
horas, sendo a reagédo monitorada por CCD, eluente: acetato de etila / hexano (8:2),
revelador: vapor de iodo. Ao término da reacéo, o solvente foi eliminado sob presséo
reduzida e foram adicionados 10 mL de agua destilada gelada ao baldo, sendo a

mistura filtrada a vacuo e deixado secar em recipiente aberto a temperatura
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ambiente. Como resultado foram obtidos 168mg (99% de rendimento) do produto, na

forma de um sélido marrom.
FM: Ci1sH17N303S

MM: 319,38 g/mol

FF: 96,0-97,1 °C

RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds), 8/ppm: 7,79 (2H, d, Jioa1 = 8 Hz, 2x H-10); 7,22
(1H, s, H-7); 6,96 (2H, d, Ji1.10 = 8 Hz, 2x H-11); 4,19 (2H, g, J21 = 8 Hz, 2x H-2);
3,77 (3H, s, 3x H-13); 2,10 (3H, s, 3% H-5); 1,25 (3H, t, J12 = 8 Hz, 3x H-1).

RMN de 13C (100 MHz, DMSO-ds), &/ppm: 168,4 (C-6); 164,0 (C-3); 158,9 (C-12);
150,3 (C-8); 137,7 (C-4); 127,2 (C-9); 126,9 (2x C-10); 114,0 (2x C-11); 103,5 (C-7)
60,8 (C-2); 55,1 (C-13); 14,1 (C-5); 12,9 (C-1).

4.5.11 Sintese de 2-(2-(4-(4-cianofenil)tiazol-2-il)hidrazinoilideno) propanoato de
etila (2k)
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A sintese da substancia 2k foi realizada conforme metodologia geral descrita na
secdo 4.5, solubilizou-se 0,56 mmol da tiossemicarbazona 1b e 0,56 mmol de 2-
bromo-4-cianoacetofenona em 10 mL de alcool isopropilico, o tempo de reacéo foi
de 2 horas, sendo a reacdo monitorada por CCD, eluente: acetato de etila/hexano
(8:2), revelador: vapor de iodo. Ao término da reacdo, o solvente foi eliminado sob
pressdo reduzida e adicionados 10 mL de agua destilada gelada ao baldo, sendo a

mistura filtrada a vacuo e deixada secar em recipiente aberto a temperatura
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ambiente. Deste modo, foram obtidos 126 mg (71% de rendimento) do produto, na

forma de um sélido amarelo claro.
FM: Ci1sH14N4O2S

MM: 314,36 g/mol

FF: 155,0-156,7 °C

RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds), d/ppm (mistura de isbmeros E/Z: ~1:0,25): 8,03
(2,5H, d, Ji1,10 = 8 Hz, 2x H-11 e 2x H-11’); 7,85 (2,5H, d, J10,11 = 8 Hz, 2x H-10 e 2x
H-10’); 7,75 (0,25H, s, H-7°); 7,72 (1H, s, H-7); 4,26 (0,5H, q, J21 = 8 Hz, 2x H-2%;
4,19 (2H, q, J21 = 8 Hz, 2x H-2); 2,11 e 2,09 (3,75H, s, 3x H-5 e 3x H-5°); 1,31-1,23
(3,75H, m, 3x H-1 e 3x H-1).

RMN de 3C (100 MHz, DMSO-ds), &/ppm: 168,8 (C-6 e C-6'); 167,2 (C-3 e C-3);
163,9 (C-8 e C-8’); 148,9 (C-9 e C-9); 138,5 (C-4 e C-4"); 132,7 (2x C-11 e 2x C-117");
128,4 (C-13 e C-13’); 126,1 (2x C-10 e 2x C-10°); 118,9 (C-12 e C-12); 109,4 (C-7 e
C-7’); 61,6 (C-2); 60,8 (C-2); 19,5 (C-5’); 14,1 (C-5); 13,8 (C-1’); 13,0 (C-1).

4.5.12 Sintese do acido 4-(2-(4-feniltiazol-2-il)hidrazinoilideno) pentandico (2I)

12

Seguindo a metodologia geral descrita na secao 4.5, solubilizou-se 0,55 mmol da
tiossemicarbazona 1c e 0,55 mmol de 2-bromoacetofenona em 10 mL de alcool
isopropilico, a reacao teve duracdo de 2 horas, sendo monitorada por CCD, eluente:
acetato de etila’/hexano (9:1), revelador: vapor de iodo. Ao término da reacao houve
a precipitacdo do produto que foi filtrado a vacuo, lavado com alcool isopropilico e

mantido em recipiente aberto a temperatura ambiente para secagem. Deste modo,
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foram obtidos 150 mg (94% de rendimento) do produto 2l, na forma de um sélido

branco.

FM: C14H15N302S
MM: 289,35 g/mol
FF:170,2-171,1 °C

RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds), 8/ppm: 7,85 (2H, d, Jio11 = 8 Hz, 2x H-10); 7,39
(2,1H, t, Ji110 = Ji1.12 = 8 Hz, 2x H-11); 7,28 (1H, t, Ji211 = 8 Hz, H-12); 7,24 (0,8H, s,
H-7); 2,51 (4H, s, 2x H-3, 2x H-4); 1,95 (3H, s, 3% H-1).

RMN de 3C (100 MHz, DMSO-ds), 8/ppm: 173,8 (C-5); 170,3 (C-6); 150,7 (C-2);
150,2 (C-8); 134,9 (C-9); 128,5 (2x C-11); 127,3 (C-12): 125,4 (2x C-10); 103,4 (C-7);
32,7 (C-4); 29,8 (C-3); 17,0 (C-1).

45.13 Sintese do é&cido 4-(2-(4-(4-fluorofenil)tiazol-2-il)hidrazinoilideno)
pentandico (2m)

A sintese do produto 2m procedeu-se conforme a metodologia geral descrita na
secdo 4.5, solubilizou-se 0,51 mmol da tiossemicarbazona 1c e 0,51 mmol de 2-
bromo-4-fluoroacetofenona em 10 mL de alcool isopropilico, apés 2 horas foi
constatado o fim da reacdo monitorada por CCD, eluente: acetato de etila/hexano
(9:1), revelador: vapor de iodo. Ao término da reacdo, houve a precipitacdo do
produto que foi filtrado a vacuo, lavado com alcool isopropilico e mantido em
recipiente aberto a temperatura ambiente para secagem. Deste modo, foram

obtidos 140 mg (89% de rendimento) do produto, na forma de um sélido branco.
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FM: C14H14FN302S
MM: 307,34 g/mol
FF: 205,0-205,7 °C

RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds), d/ppm: 7,88 (2H, dd, Ji0,11 = 8 Hz, JioF = 4 Hz, 2X
H-10); 7,25-7,19 (3H, m, H-7 e 2x H-11): 2,51 (4H, s, 2x H-3, 2x H-4): 1,94 (3H, s, 3x
H-1).

RMN de 3C (100 MHz, DMSO-ds), 8/ppm: 173,8 (C-5); 170,4 (C-6); 162,7 (d, Jc12F
= 233 Hz, C-12); 150,6 (C-2); 149,3 (C-8); 131,6 (C-9); 127,4 (d, Jc.10F = 8 Hz, 2x C-
10); 115,3 (d, Jea1r = 22 Hz, 2x C-11): 103,2 (C-7); 32,7 (C-4); 29,8 (C-3); 17,0 (C-
1).

45.14 Sintese do acido 4-(2-(4-(4-clorofenil)tiazol-2-il)hidrazinoilideno)

pentandico (2n)

Isbmero E Isbmero Z
2n

O produto 2n foi sintetizado seguindo a metodologia geral descrita na secéo 4.5,
solubilizou-se 0,53 mmol da tiossemicarbazona 1c e 0,53 mmol de 2-bromo-4-
cloroacetofenona em 10 mL de &lcool isopropilico, a reagdo teve duracdo de 2
horas, sendo monitorada por CCD, eluente: acetato de etila/hexano (9:1), revelador:
vapor de iodo. Ao término da reacdo houve a precipitacdo do produto que foi filtrado
a vacuo, lavado com alcool isopropilico e mantido em recipiente aberto a
temperatura ambiente para secagem. Deste modo, foram obtidos 165 mg (95% de

rendimento) do produto, na forma de um sélido branco.
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FM: C14H14CIN30O2S
MM: 323,80 g/mol
FF: 191,6-192,5 °C

RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds), d/ppm (mistura de isdmeros E/Z: ~1:0,5): 8,47
(1,2H, s, H-7); 8,07 (2H, d, Jio11 = 8 Hz, 2x H-10); 7,85 (1H, d, Jio11 = 8 Hz, 2x H-
10’); 7,56 (2H, d, Ji1,10 = 8 Hz, 2x H-11); 7,50 (1H, d, Ji1,10 = 8 Hz, 2x H-11’); 2,70-
2,40 (6H, m, 2x H-4, 2x H-4’, 2x H-3 e 2x H-3); 1,99 (1,5H, s, 3x H-1°); 1,78 (3H, s,
3x H-1).

RMN de 3C (100 MHz, DMSO-ds), &/ppm: 175,8 (C-5 e C-5'); 173,7 (C-6 e C-6');
153,4 (C-2 e C-2’); 133,3 (C-8 e C-8'); 132,1 (C-12 e C-12’); 129,0 (2x C-10 e 2x C-
10°); 127,7 (2x C-11 e 2x C-11’); 118,7 (C-7 e C-7°): 104,5 (C-9 e C-9"); 32,7 (C-4');
31,6 (C-4); 29,8 (C-3'); 27,5 (C-3); 23,1 (C-1); 17,4 (C-1").

45.15 Sintese do &cido 4-(2-(4-(4-bromofenil)tiazol-2-il) hidrazinoilideno)

pentandico (20)

O produto 20 foi sintetizado seguindo metodologia geral descrita na secao 4.5,
solubilizou-se 0,50 mmol da tiossemicarbazona 1c e 0,50 mmol de 2,4-
dibromoacetofenona em 10 mL de alcool isopropilico, a reagéo teve duragéo de 2
horas e foi monitorada por CCD, eluente: acetato de etila / hexano (9:1), revelador:
vapor de iodo. Ao término da reacdo houve a precipitacdo do produto que foi filtrado
a vacuo, lavado com alcool isopropilico e mantido em recipiente aberto a
temperatura ambiente para secagem. Deste modo, foram obtidos 180 mg (98% de

rendimento) do produto 20, na forma de um solido branco.
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FM: C14H14BrN3O2S
MM: 368,25 g/mol
FF: 201,2-202,1 °C

RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds), &/ppm: 7,80 (2H, d, Ji011 = 8 Hz, 2x H-10); 7,58
(2H, d, J11.10 = 8 Hz, 2x H-11); 7,32 (1H, s, H-7); 2,50 (4H, s, 2x H-3 e 2x H-4); 1,94
(3H, s, 3x H-1).

RMN de C (100 MHz, DMSO-ds), 8/ppm: 173,8 (C-5); 170,4 (C-6); 150,7 (C-2);
149,1 (C-8); 134,1 (C-9): 131,4 (2x C-10); 127,4 (2x C-11); 120,2 (C-12); 104,3 (C-7);
32,7 (C-4); 29,8 (C-3); 17,0 (C-1).

4.5.16 Sintese do &cido 4-(2-(4-(4-metoxifenil)tiazol-2-il) hidrazinoilideno)
pentandico (2p)

A sintese do produto 2p procedeu-se conforme a metodologia geral descrita na
secdo 4.5, solubilizou-se 0,53 mmol da tiossemicarbazona 1c e 0,53 mmol de 2-
bromo-4-metoxiacetofenona em 10 mL de alcool isopropilico, apés 2 horas de
reacado foi constatado o consumo dos materiais de partida por meio de CCD,
eluente: acetato de etila/hexano (9:1), revelador: vapor de iodo. Ao término da
reacdo houve a precipitagdo do produto que foi filtrado a vacuo, lavado com &lcool
isopropilico e mantido em recipiente aberto a temperatura ambiente para secagem.
Deste modo, foram obtidos 155 mg (92% de rendimento) do produto, na forma de

um solido branco.

FM: C1sH17N303S
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MM: 319,38 g/mol
FF: 169,3-170,9 °C

RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds), &/ppm: 7,77 (2H, d, Ji011 = 8 Hz, 2x H-10); 7,08
(1H, s, H-7); 6,96 (2H, d, Ji1,10 = 8 Hz, 2x H-11); 3,78 (3H, s, 3x H-13); 2,51 (4H, m,
2x H-3 e 2x H-4); 1,94 (3H, s, 3x H-1).

RMN de 13C (100 MHz, DMSO-ds), &/ppm: 173,9 (C-5); 170,1 (C-6); 158,8 (C-12);
151,3 (C-2); 149,3 (C-8); 127,3 (C-9); 126,9 (2x C-10):113,9 (2x C-11); 101,4 (C-7);
55,1 (C-13); 32,7 (C-4); 29,8 (C-3); 17,1 (C-1).

45.17 Sintese do &cido 4- (2-(4-(4-cianofenil)tiazol-2-il)hidrazinoilideno)
pentandico (2q)

O produto 2q foi sintetizado seguindo a metodologia geral descritta na secéo 4.5,
solubilizou-se 0,54 mmol da tiossemicarbazona 1c e 0,54 mmol de 2-bromo-4-
cianoacetofenona em 10 mL de alcool isopropilico, a reacéo teve duracéo de 2 horas
e foi monitorada por CCD, eluente: acetato de etila/hexano (9:1), revelador: vapor de
iodo. Ao término da reacdo houve a precipitacdo do produto que foi filtrado a vacuo,
lavado com alcool isopropilico e mantido em recipiente aberto a temperatura
ambiente para secagem. Deste modo, foram obtidos 159 mg (94% de rendimento)

do produto, na forma de um sdlido branco.
FM: C15H17N303S
MM: 319,38 g/mol

FF:217,6-218,3°C
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RMN de *H (400 MHz, DMSO-ds), 8/ppm: 8,03 (2H, d, Ji1,10 = 8 Hz, 2x H-11); 7,87
(2H, d, Jio11 = 8 Hz, 2x H-10); 7,58 (1H, s, H-7); 2,52 (4H, s, 2x H-3 e 2x H-4); 1,96
(3H, s, 3x H-1).

RMN de 3C (100 MHz, DMSO-ds), &/ppm: 174,2 (C-5); 171,0 (C-6); 152,2 (C-2);
148,5 (C-8); 139,1 (C-9); 133,1 (2x C-11); 126,5 (2x C-10);119,4 (C-13); 109,9 (C-
12): 107,9 (C-7); 33,1 (C-4); 30,2 (C-3): 17,6 (C-1).

4.5.18 Sintese do cloridrato de 4-(4-bromofenil)-2-(2-((1-etilpiperidin-3-il

metileno)hidrazinoil)tiazol (2r)

O produto 2r foi sintetizado seguindo a metodologia geral descrita na secao 4.5,
solubilizou-se 0,43 mmol da tiossemicarbazona 1f e 0,43 mmol de 2,4-
dibromoacetofenona em 10 mL de etanol, ap6s 2 horas de reacéo foram obtidos 110
mg (60% de rendimento) do produto, na forma de um sdélido preto. CondicGes

utilizadas para CCD, eluente: acetato de etila, revelador: vapor de iodo.
FM: C17H22BrCIN4S

MM: 429,81 g/mol

FF: 82,5-83,9°C

RMN de 'H (400 MHz, acetona-ds), &/ppm: 7,81-7,78 (2H, m, 2x H-13); 7,56-7,51
(2H, m, 2x H-14); 7,38 (1H, m, H-8); 7,17 (1H, s, H-10); 3,62-3,55 (1H, m, 1x H-7);
2,92 (1H, d, J76 = 12 Hz, 1x H-7); 2,56-2,47 (1H, m, 1x H-3 ou 1x H-2); 2,43-2,36
(2H, m, 1x H-2 ou 1x H-3 e 1x H-3); 2,07-2,01 (2H, m, H-6 e 1x H-2); 1,87-1,50 (3H,
m, 2x H-4 e 1x H-5); 1,16-1,09 (1H, m, 1x H-5); 1,08-1,02 (3H, m, 3x H-1).
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RMN de 13C (100 MHz, acetona-ds), &/ppm: 169,6 (C-9); 150,5 (C-11); 148,0 (C-8);
135,1 (C-12); 132,1 (2x C-13); 128,2 (2x C-14); 121,3 (C-15); 104,2 (C-10); 57,1 (C-
2); 53,8 (C-3 ou C-7); 53,0 (C-3 ou C-7); 39,8 (C-6); 25,0 (C-4); 18,6 (C-5); 12,2 (C-
1).

4.6 Metodologia geral para sintese das tiazolilhidrazonas 3a — 3d

Em um baldo de fundo redondo de 50 mL contendo 1 equivalente da
tiossemicarbazona correspondente solubilizada em &lcool isopropilico, foi adicionado
1 equivalente de 4-cloroacetoacetato de etila. O baldo de reacao foi acoplado a um
condensador de reflluxo fechado com tubo de cloreto de célcio e a mistura reacional
foi mantida sob agitacdo magnética a temperatura de 80°C. A reacdo foi monitorada
por CCD, até constatar o consumo dos reagentes e formacdo do produto. Apés o
término da reacdo, a elaboracéo foi realizada da seguinte maneira, exceto quando
especificado diferente: o solvente foi eliminado sob presséo reduzida e adicionado 5
mL de solucéo saturada de bicarbonato de sddio, seguido do acréscimo de 10 mL de
adgua destilada & mistura obtida, que foi extraida com acetato de etila (3x 30 mL). A
fase organica foi seca com sulfato de sddio anidro, filtrada e o solvente evaporado

sob presséo reduzida.

4.6.1 Sintese de 2- (2-(2-(4-hidroxibutan-2-ilideno)hidrazinoil) tiazol-4-il) acetato
de etila (3a)
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Seguindo a metodologia geral descrita na secao 4.6, solubilizou-se 0,62 mmol da
tiossemicarbazona la e 0,62 mmol de 4-cloroacetoacetato de etila em 10 mL de
alcool isopropilico, apés 2 horas de reacdo foram obtidos 152 mg (90% de
rendimento) do produto 3a, na forma de um Oleo amarelo escuro. Condi¢cfes

utilizadas na CCD, eluente: acetato de etila’/hexano (8:2), revelador: vapor de iodo.
FM: C11H17N3O3S
MM: 271,34 g/mol

RMN de 'H (400 MHz, acetona-ds), &/ppm (mistura de isbmeros E/Z: ~1:0,4): 6,54
(1H, s, H-7 e H-7’); 4,17-4,08 (3,6H, m, 2x H-10, 2x H-10’, 1x OH, 1x OH’); 3,91-3,78
(2,4H, m, 2x H-4 e 2x H-4’); 3,56 (2,4H, s, 2x H-8 e 2x H-8’); 2,09-1,99 (4,2H, m, 3x
H-1 e 3x H-1°); 1,26-1,20 (4,2H, m, 3x H-11 e 3x H-11).

RMN de '3C (100 MHz, acetona-ds), d/ppm: 170,4 (C-5 e C-5); 170,0 (C-9 e C-9’);
150,9 (C-2 e C-2'); 145,5 (C-6 e C-6"); 105,6 (C-7 e C-7’); 60,6 (C-4 e C-4'ou C-10 e
C-10"): 59,6 (C-10 e C-10’ ou C-4 e C-4’); 48,8 (C-3'); 41,8 (C-3); 37,5 (C-8 e C-8");
24,6 (C-1); 16,2 (C-1); 14,1 (C-11 e C-11).

4.6.2 Sintese 2-(2-(2-(ciclohexilmetileno)hidrazinoil) tiazol-4-il)acetato de etila
(3b)
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A sintese do produto 3b ocorreu conforme a metodologia geral descrita na secao
4.6, solubilizou-se 0,53 mmol da tiossemicarbazona le e 0,53 mmol de 4-
cloroacetoacetato de etila em 10 mL de é&lcool isopropilico, a reacdo teve duracdo de
2 horas, sendo obtidos 144 mg (91% de rendimento) do produto 3b, na forma de um
sélido amarelo. Condi¢des utilizadas para CCD, eluente: acetato de etila/hexano
(8:2), revelador: vapor de iodo.
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FM: C14H21N302S
MM: 295,40 g/mol
FF:110,5-111,6 °C

RMN de 'H (400 MHz, CDCls), 8/ppm: 7,24 (1H, d, Js4 = 8 Hz, H-5); 6,43 (1H, s, H-
7); 4,17 (2H, q, Ji112 = 8 Hz, 2x H-11); 3,60 (2H, s, 2x H-9): 2,32-2,23 (1H, m, H-4);
1,86-1,65 (6H, m, 2x H-2 e 4x H-3); 1,30-1,23 (7H, m, 2x H-1, 2x H-2, 3x H-12).

RMN de 13C (100 MHz, CDCl3), &/ppm: 169,9 (C-6); 169,2 (C-10); 151,8 (C-5); 142,1
(C-8); 105,3 (C-7); 61,1 (C-11); 40,5 (C-4); 36,6 (C-9); 30,0 (2x C-3); 25,8 (C-1); 25,3
(2x C-2); 14,0 (C-12).

4.6.3 Sintese de 2-(2-(4-(2-etoxi-2-oxoetil)tiazol-2-il)hidrazinoilideno)
propanoato de etila (3c)
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O produto 3c foi sintetizado seguindo a metodologia geral descrita na secao 4.6,
solubilizou-se 0,52 mmol da tiossemicarbazona 1b e 0,52 mmol de 4-
cloroacetoacetato de etila em 10 mL de alcool isopropilico, a reacéo teve duracao de
2 horas, sendo obtidos 110 mg (70% de rendimento) do produto, na forma de um
0leo amarelo. Condi¢des utilizads para CCD, eluente: acetato de etila/hexano (8:2),

revelador: vapor de iodo.
FM: C12H17N304S

MM: 299,35 g/mol
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RMN de 'H (400 MHz, acetona-ds), &/ppm (mistura de isdbmeros E/Z: ~1:0,15): 6,85
(1H, s, H-7); 6,80 (0,15H, s, H-7’); 4,27 (2,3H, q, J2.1 ou11,12 = 8 Hz, 2x H-2 e 2x H-2’
ou 2x H-11 e 2x H-11°); 4,15 (2,3H, q, J21 ou11,12 = 8 Hz, 2x H-2 e 2x H-2’ ou 2x H-11
e 2x H-11’); 3,71 (2H, s, 2x H-9); 3,65 (0,3H, s, 2x H-9’); 2,26 (3H, s, 3x H-5); 2,16
(0,5H, s, 3x H-5’); 1,32 (3,5H, t, J120u 1211 = 8 Hz, 3x H-1 e 3x H-1" ou 3x H-12 e 3x
H-12°); 1,24 (3,5H, t, J120u12,11 = 8 Hz, 3X H-1 e 3x H-1" ou 3x H-12 e 3x H-12’).

RMN de 3C (100 MHz, acetona-ds), &/ppm: 169,7 (C-6 e C-6’); 164,3 (C-10 e C-10’
ou C-3 e C-3); 164,4 (C-3 e C-3 ou C-10 e C-10’); 143,0 (C-8 e C-8’); 140,7 (C-4 e
C-4); 108,3 (C-7e C-7"): 61,4 (C-2 e C-2’ ou C-11 e C-11’); 60,9 (C-2 e C-2’ ou C-11
e C-11’); 36,3 (C-9 e C-9°); 19,4 (C-5); 14,0 (C-1 e C-1’, C-12 e C-12); 12,7 (C-5).

4.6.4 Sintese do acido 4-(2-(4-(2-etoxi-2-oxoetil)tiazol-2-il)hidrazinoilideno)

pentandico (3d)
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Seguindo a metodologia geral descrita na secao 4.6, solubilizou-se 0,52 mmol da
tiossemicarbazona 1c e 0,52 mmol de 4-cloroacetoacetato de etila em 10 mL de
alcool isopropilico, a reacéo teve duracdo de 2 horas, sendo monitorada por CCD,
eluente: acetato de etila/lhexano (8:2), revelador: vapor de iodo. Durante a
elaboracdo da reacdo ndao houve adicdo da solugdo saturada de bicarbonato de
sodio, sendo mantido os demais procedimetos. Deste modo, foram obtidos 130 mg
(82% de rendimento) do produto 3d, na forma de um sélido amarelo claro.

FM: C12H17N304S

MM: 299,35 g/mol
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FF:119,8 -120,9 °C

RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds), d/ppm (mistura de isbmeros E/Z: ~1:0,25): 6,61
(1H, s, H-7 e H-7’); 4,12-4,04 (2,5H, m, 2x H-11 e 2x H-11"); 3,60 (2,5H, s, H-9 e H-
9); 2,48 (5H, s, 2x H-3, 2x H-3’, 2x H-4, 2x H-4’); 2,10 (0,8H, s, 3x H-1’); 1,92 (3H, s,
3x H-1); 1,22-1,15 (3,8H, m, 3x H-12 e 3x H-12)).

RMN de 3C (100 MHz, DMSO-ds), &/ppm: 173,8 (C-5 e C-5’); 173,7 (C-10 e C-10’);
169,8 (C-6 e C-6’); 105,6 (C-7e C-7'); 60,3 (C-11 e C-11’); 37,5 (C-9 e C-9); 32,7
(C-30uC-4eC-4); 29,8 (C-30uC-4eC-4), 27,7 (C-3); 17,1 (C-1 e C-1’); 14,1 (C-
12 e C-12).

4.7 Metodologia geral para sintese das tiazolilhidrazonas 4a — 4c

Em um baldo de fundo redondo de 50 mL contendo 1 equivalente da
tiossemicarbazona correspondente solubilizada em alcool isopropilico, foi adicionado
1 equivalente de 2-cloroacetoacetato de etila. O baldo de reacao foi acoplado a um
condensador de reflluxo fechado com tubo de cloreto de célcio e a mistura reacional
foi mantida sob agitacdo magnética a temperatura de 80°C. A reac¢ao foi monitorada
por CCD, até constatar o consumo dos reagentes e formacédo do produto. Apos o
término da reacdo, a elaboracédo foi realizada da seguinte maneira, exceto quando
especificado diferente: o solvente foi eliminado sob pressao reduzida e adicionado 5
mL de solugcdo saturada de bicarbonato de sédio e 10 mL de &gua destilada a
mistura obtida, sendo a mistura filtrada a vacuo, lavada com agua destilada gelada e
o residuo obtido mantido em recipiente aberto a temperatura ambiente para

secagem.
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4.7.1 Sintese de 2-(2-(1-etoxi-1-oxopropan-2-ilideno)hidrazinoil)-4-metiltiazol-5-

carboxilato de etila (4a)
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Seguindo a metodologia geral descrita na secao 4.7, solubilizou-se 0,52 mmol da
tiossemicarbazona 1b e 0,52 mmol de 2-cloroacetoacetato de etila em 10 mL de
alcool isopropilico, apés 2 horas de reacdo foram obtidos 95 mg (60% de
rendimento) do produto 4a, na forma de um soélido verde. Condi¢des utilizadas pra

CCD, eluente: acetato de etila / hexano (8:2), revelador: vapor de iodo.
FM: Ci12H17N304S

MM: 299,35 g/mol

FF: 126,3-127,6 °C

RMN de H (400 MHz, DMSO-ds), 8/ppm: 4,17-4,07 (4H, m, 2x H-2 e 2x H-11); 2,37
(3H, s, 3x H-8); 1,99 (3H, s, 3x H-5); 1,26-1,18 (6H, m, 3x H-1 e 3x H-12).

RMN de 13C (100 MHz, DMSO-ds), &/ppm: 178,8 (C-6); 165,9 (C-3); 162,5 (C-10);
159,2 (C-7); 137,0 (C-4); 106,1 (C-9); 59,9 (C-2 ou C-11); 59,3 (C-2 ou C-11); 17,5
(C-5): 14,4 (C-8): 13,2 (C-1 e C-12).

4.7.2 Sintese de 2-(2-(ciclohexilmetileno)hidrazinoil)-4-metiltiazol-5-carboxilato
de etila (4b)
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A sintese da substancia 4b ocorreu conforme a metodologia geral descrita na se¢ao
4.7, solubilizou-se 0,51 mmol da tiossemicarbazona le e 0,51 mmol de 2-
cloroacetoacetato de etila em 10 mL de alcool isopropilico, apds 2 horas de reacéo
foram obtidos 130 mg (85% de rendimento) do produto, na forma de um solido
branco. Condi¢des utilizadas para CCD, eluente: acetato de etila/hexano (8:2),

revelador: vapor de iodo.
FM: C14H21N302S

MM: 295,40 g/mol

FF: 159,1-160,6 °C

RMN de 'H (400 MHz, CDClz), d/ppm: 7,21 (1H, d, Js4 = 4 Hz, H-5); 4,28 (2H, q,
Ji1,12 = 8 Hz, 2x H-11); 2,54 (3H, s, 3x H-8); 2,33-2,24 (1H, m, H-4); 1,89-1,66 (5H,
m, 1x H-1 e 4x H-3); 1,37-1,23 (8H, m, 1x H-1, 4x H-2, e 3x H-12).

RMN de 13C (100 MHz, CDCls), &/ppm: 170,9 (C-6); 162,7 (C-10); 157,5 (C-7); 152,5
(C-5); 110,5 (C-9); 60,4 (C-11); 40,6 (C-4); 30,1 (2x C-3); 25,8 (C-1); 25,3 (2x C-2);
17,3 (C-8); 14,3 (C-12).

4.7.3 Sintese de 4-metil-2-(2-(tetrahidro-4H-piran-4-ilideno)hidrazinoil)tiazol-5-
carboxilato de etila (4c)

O produto 4c foi sintetizado seguindo a metodologia geral descrita na secéao 4.7,
solubilizou-se 0,57 mmol da tiossemicarbazona 1d e 0,57 mmol de 2-
cloroacetoacetato de etila em 10 mL de alcool isopropilico, a duragéo da reacao foi
de 2 horas, sendo por CCD, eluente: acetato de etila/hexano (8:2), revelador: vapor
de iodo. Ao término da reacdo, o solvente foi eliminado em rotavapor e foram
adicionados 5 mL de solucdo saturada de bicarbonato de sodio e 10 mL de agua

destilada ao baldo, sendo seu conteudo transferido para o funil de separacao,
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procedendo extracdo com acetato de etila (3x 20 mL). Posteriormente, a fase
organica foi seca com sulfato de sodio anidro, filtrada e o solvente eliminado sob
presséo reduzida, resultando em 138 mg (85% de rendimento) do produto na forma

de um sdlido com coloragéo alaranjada.
FM: C12H17N303S
MM: 283,35 g/mol
FF:97,0-98,7 °C

RMN de 'H (400 MHz, acetona-ds), &/ppm: 4,26 (2H, q, Jo,10 = 8 Hz, 2x H-9); 3,82
(1H, t, J12 = 8 Hz, 2x H-1); 3,78 (1H, t, J1,2 = 8 Hz, 2x H-1); 2,71 (1H, t, J21 = 8 Hz, 2x
H-2); 2,52-2,45 (4H, m, 2x H-2 e 3x H-6); 1,32 (3H, t, J10,9 = 8 Hz, 3x H-10).

RMN de 3C (100 MHz, acetona-ds), &/ppm: 170,1 (C-4); 162,3 (C-8); 156,1 (C-5);
155,2 (C-3); 110,2 (C-7); 68,5 (C-1); 66,8 (C-1); 60,9 (C-9); 35,7 (C-2); 29,9 (C-2)
16,1 (C-6); 14,4 (C-10).

4.8 Metodologia geral para sintese dos compostos tiadiazolinicos 5a e 5b

Em um baldo de fundo redondo de 50 mL contendo 1 equivalente da
tiossemicarbazona correspondente, foram adicionados 5 equivalentes de anidrido
acético. O baldo de reacéao foi acoplado a um condensador de reflluxo fechado com
tubo de cloreto de calcio e a mistura reacional foi mantida sob agitacdo magnética a
temperatura de 90°C. A reacdo foi monitorada por CCD, até constatar 0 consumo
dos reagentes e formacdo do produto. Apos o término da reacdo, a elaboracéo foi
realizada da seguinte maneira, exceto quando especificado diferente: foram
adicionados 15 mL de agua destilada a mistura reacional ocorrendo a precipitacédo
do produto que foi filtrado a vacuo e lavado com éter de petroleo.
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4.8.1 Sintese de N-(4-acetil-5-(2-hidroxietil)-5-metil-4,5-di-hidro-1,3,4-tiadiazol-2-

illacetamida (5a)

Seguindo a metodologia geral descrita na secao 4.8, solubilizou-se 1,24 mmol da
tiossemicarbazona la em 6,20 mmol de anidrido acético, o tempo da reacdo para
sintese do produto 5a foi de 1 hora e 30 minutos, sendo a reacdo monitorada por
CCD, eluente: acetato de etila/hexano (9:1), revelador: vapor de iodo. Ao término da
reacao, foram adicionados 5 mL de solucdo saturada de bicarbonato de sodio e
10mL de agua destilada ao baldo, sendo seu conteudo transferido para um funil de
separacao, procedendo extracdo com acetato de etila (3x 20 mL). Posteriormente, a
fase orgéanica foi seca com sulfato de sédio anidro, filtrada e o solvente eliminado
sob pressao reduzida, resultando em 183 mg (60% de rendimento) do produto na
forma de um 6leo amarelo. Resquicios de anidrido acético pode ser observado no

espectro de RMN do produto.
FM: CoH15N3O3S
MM: 245,30 g/mol

RMN de 'H (400 MHz, acetone-ds), d/ppm: 10,44 (1H, s, N-H); 4,34 (1H, s, 1x H-4);
4,13 (1H, s, 1x H-4); 2,93-2,90 (1H, m, 1x H-3); 2,31-2,25 (1H, m, 1x H-3), 2,22-2,09
(6H, m, 3x H-6 e 3x H-9), 2.01-1.94 (3H, m, 3x H-1).

RMN de 13C (100 MHz, acetone-ds), d/ppm: 170,5 (C-5 ou C-8); 169,3 (C-5 ou C-8);
142,9 (C-7); 78,6 (C-2); 61,3 (C-4); 37,8 (C-3); 28,4 (C-1); 23,7 (C-6 ou C-9); 20,4 (C-
6 ou C-9).
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4.8.2 Sintese de N- (4-acetil-5-ciclohexil-4,5-di-hidro-1,3,4-tiadiazol-2-il)

acetamida (5b)

A substancia 5b foi sintetizada conforme a metodologia geral descrita na secéo 4.8,
solubilizou-se 1,07 mmol da tiossemicarbazona 1le em 5,39 mmol de anidrido
acético, apos 2 horas de reacdo foram obtidos 250 mg (86% de rendimento) do
produto, na forma de um soélido branco. Condicfes utilizadas para CCD, eluente:

acetato de etila / hexano (9:1), revelador: vapor de iodo.
FM: Ci12H19N302S

MM: 269,36 g/mol

FF: 227,3 — 228,2°C

RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds), 8/ppm: 11,56 (1H, s, N-H); 5,75 (1H, d, Js.4 = 4 Hz,
H-5); 2,12 (3H, s, 3x H-7); 2,03 (3H, s, 3x H-10); 1,88-1,78 (1H, m, 1x H-4); 1,73-1,50
(4H, m, 4x H-3); 1,48-1,40 (1H, m, 1x H-1); 1,20-1,02 (4H, m, 4x H-2), 0,99-0,88 (1H,
m, 1x H-1).

RMN de '3C (100 MHz, DMSO-ds), &/ppm: 169,2 (C-6 ou C-9); 167,7 (C-6 ou C-9);
147,1 (C-8); 69,7 (C-5); 41,9 (C-4); 27,3 e 25,7 (2x C-3); 25,3 e 25,2 (2x C-2); 24,9
(C-1); 22,6 (C-7); 21,8 (C-10).

4.9 Metodologia para sintese de N- (5-ciclohexil-1,3,4-tiadiazol-2-il) acetamida
(6a)
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Em um baldo de fundo redondo de 50 mL contendo 1,51 mmol da substancia 5b
solubilizada em 9,10 mmol de acido acético, foram adicionados em porc¢des, 3,02
mmol de permanganato de potassio (KMnOas). A mistura reacional foi mantida sob
agitacdo magnética, em banho de gelo, a temperatura de 0 °C por 1 hora. Em
seguida, foi acrescentado a mistura reacional 1,66 mmol de perdxido de hidrogénio
(H202) e 10 mL de agua destilada, sendo a reacdo mantida sob agitagdo em
temperatura ambiente por 16 horas. A reacdo foi monitorada por CCD, eluente:
acetato de etila, revelador: vapor de iodo, até constatar o consumo dos reagentes e
formacao do produto. Ao término da reacado, houve a precipitacdo do produto que foi
filtrado a vacuo e lavado com agua destilada gelada, sendo o produto mantido em
recipiente aberto para secagem a temperatura ambiente. Desta forma, foram obtidos

120 mg de um sélido branco com 35% de rendimento.
0

N Y=
N S\>6—NH °
4
1 3 Ga

2

FM: C10H1sN30S
MM: 225,31 g/mol
FF: 202,1-202,9 °C

RMN de 'H (400 MHz, CDClz), d/ppm: 13,42 (1H, s, N-H); 3,08 (1H, tt, Jazaxiai = 12
Hz, J43equatorial = 4 Hz, H-4); 2,48 (3H, s, 3x H-8); 2,16-2,11 (2H, m, 2x H-3); 1,89-1,72
(2H, m, 2x H-3); 1,79-1,73 (1H, m, H-1); 1,63-1,25 (5H, m, H-1 e 4x H-2).

RMN de 13C (100 MHz, CDCls), 8/ppm: 170,3 (C-6); 168,8 (C-7); 160,0 (C-5); 39,6
(C-4); 33,5 (2x C-3); 25,8 (2x C-2); 25,6 (C-1); 23,1 (C-8).

4.10 Avaliacdo da atividade antifungica
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A atividade antifangica dos compostos sintetizados foi avaliada por meio da
determinacdo da concentracao inibitdria minima (MIC), realizada sob coordenacéo

da Professora Susana Johann do Instituto de Ciéncias Bioldgicas (ICB) da UFMG.

A realizacdo dos ensaios in vitro foram baseados nas diretrizes preconizadas pelo
CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute) — M27 A3 (WAYNE, 2008). Para a
realizacdo do experimento que ocorreu em duplicata, as espécies fungicas de C.
albicans ATCC18804, C. parapsilosis ATCC22019, C. krusei ATCC20298, C.
tropicalis ATCC750, C. glabrata ATCC2001, C. auris (CBS 10913), C. neoformans
ATCC24067 e C. gatti ATCC24065; foram utilizadas na avaliacdo do potencial
antifangico dos novos derivados azélicos sintetizados. Neste processo, as leveduras
foram previamente crescidas em &gar Sabourad e ressuspendidas em solugéo
salina (0,9%), sendo a concentracdo flingica ajustada em 5x10° ufc/mL com auxilio

de um espectrofotémetro.

Em seguida, as substancias a serem testadas foram solubilizadas em N,N-
dimetilsulfoxido (DMSO) ocorrendo sucessivas diluigbes no intervalo de
concentracdo de 125 - 0,12 uM. Este procedimento foi realizado em placas de 96
pocos acrescidas com 100 pL de meio RPMI (Meio do Istituto Roswell Park
Memorial). As diluicbes seriadas ocorreram de modo que, a cada etapa, as
concentracfes iniciais eram reduzidas pela metade até atingir a concentracao
minima de 0,12 pM. Na sequéncia, foram acrescentados 100 pL da suspenséao
fungica em cada um dos pocos. Por fim, as placas foram encubadas em estufa a
37°C por 24 horas e os resultados avaliados por leitura visual, sendo o MIC
determinado como a menor concentragdo da substancia em que ndo houve

crescimento fangico.

Além disso, com o0 objetivo de atestar a esterilidade do meio, as placas foram
preenchidas apenas com o meio RPMI, no controle negativo do teste. Por outro lado,
no controle positivo utilizou-se o meio RPMI acrescido do fungo, sem 0os compostos.
Além do mais, o fluconazol foi utilizado como farmaco padrédo, por ser um principio
ativo bem estabelecido na terapéutica antifingica, permitindo instituir critérios

comparativos de poténcia com os compostos sintetizados.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 HQSAR

5.1.1 Selecao dos conjuntos teste e treinamento

O processo de selecdo do conjunto teste e treinamento ocorreram com base nos
resultados provenientes das andlises correlacionadas aos parametros estruturais,
drug-like e biolégicos do conjunto inicial de moléculas oriundas de publicacdes do
nosso grupo de pesquisa. As informacdes provenientes dessa andlise foram
organizadas pela técnica de cluster hierarquico (HCA) mediante a construcao de
dendrogramas. Deste modo, 0 programa reuniu as estruturas em grupos, cuja
disposicdo das moléculas reflete a similaridade hierarquica das estruturas por
proximidade, de modo que a distincdo de cada composto aumenta com o

distanciamento, como mostrado nas Figuras 27, 28 e 29.
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Figura 29 — Dendrograma gerado pelo cluster hierarquico para analise dos

parametros bioldgicos do conjunto geral de moléculas
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Com base nas informacgBes proporcionadas pelo cluster hierarquico, foram
selecionadas, utilizando a plataforma “KNIME Analytics Platform” (KNIME
SOFTWARE, 2019), amostras de cada um dos agrupamentos, para obter 20%
das estruturas que possuam uma melhor representatividade do conjunto de
dados, para compor o conjunto teste. Deste modo, os 80% das estruturas
restantes foram destinados a formacdo do conjunto treinamento, conforme

mostrado nas Figuras 30 e 31.
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Figura 30 — Conjunto treinamento composto por 41 moléculas testadas contra C. neoformans, C. gatti

e 30 avaliadas contra C. albicans, e seus respectivos valores de pMIC pMIC (-Log da Concentragdo Inibitéria Minima)
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Figura 31 — Conjunto teste composto por 11 moléculas testadas contra C. neoformans, C. gatti e 8
avaliadas contra C. albicans, e seus respectivos valores de pMIC

77777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777 pMIC (-Log da Concentragdo Inibitéria Minima)
/ S N Moléculas C. neoformans C. gatti C. albicans
1 N=g :
' 7 N 2 |
1 N \ :
i R1©/( b | Tel 4,807 4,807 ND
: 3 Te2 3,602 3,602 3,602
: T T : Te3 5,409 6013 5409
1 = = OCHj3 i
| Tet:Ry=H R,= Te6:Ry=H R,= o | Ted 5,721 6,046 5,409
. 3 Tes 3,602 3602  ND
: e, 3
! Te2:R;=Cl R,= H2N©—< Te7:R;=Cl Rp= H™ F | Te6 3,602 3,602 3,602
: 3 Te7 3,602 3,602 3,602
! on :
1 Ted:Ry=CH; R;= >€IH Te8:R;=H R;= Eg : Te8 >721 >721 ND
! Te4:R;=0CH, R, = : Te9 3,602 3,602 3,602
3 \ Vs : Te10 3,602 3,602 3,602
3 Te5:R;=H R, = N@"/( }
! / H : Tell 3,602 3,602 3,602

[ R . . ND: N&do determinado

| < | N=N

a \J 1 | A 1

! 0] "pfv ‘ :

: N : ‘R, = R, = :

' Te9: Ry = NO, R, = HN)/—JN : Te10: Ry = CHj 2 Ho/\{\/)f1 :

| o} 1 i Tel1: R, = NO, R, = Ho/\/LLg ;

o ]

Fonte: Autor, 2021.



119

5.1.2 Construcéo e validacdo dos modelos de HQSAR

A partir do conjunto treinamento foram construidos 32 modelos de HQSAR
para cada espécie fungica (Apéndice Al), por meio da combinacdo dos
parametros fisico-quimicos A, B, C, Ch, HA e DA, associados & manutencéo do
comprimento dos fragmentos estabelecido entre 4 a 7 atomos. Deste modo, 0s
melhores modelos foram identificados com base nos valores mais elevados de

(g?) e estdo dispostos nas Tabela 4 — 6.

Tabela 4 — Principais resultados de validacao interna dos modelos de
HQSAR gerados para a espécie de C. albicans com tamanho de fragmento

de 4 a7 4&tomos

Modelos HQSAR (C. albicans)

Modelo Dfrag Tfrag q° SEP r SEE HL CP
1 A 4a7 0828 0512 0929 0329 59 6
2 A B 4a7 0816 0,498 0,908 0,353 199 3
7 AB,C 4a7 0819 049 0909 0,351 151 3
9 A,B,Ch 4a7 0831 0478 0904 0,360 61 3
16 A,Ch,DA 4a7 0,780 0580 0,965 0,230 151 6
18 A,B,HA,Ch 4a7 0,670 0695 0881 0418 61 5
22 A,HA,Ch,DA 4a7 0545 0,834 0954 0,266 307 6

Dfrag: distingao dos fragmentos — atomos (A), ligacdes (B), conectividade (C), quiralidade (Ch),
atomos de hidrogénio (HA), doador e/ou aceptor de ligacéo de hidrogénio (DA); Tfrag: tamanho
dos fragmentos (nimeros de atomos); q?: coeficiente de determinacdo da validacdo cruzada;
SEP: erro padrdo de predicdo; r% coeficiente de calibracdo; SEE: erro padrdo estimado; HL:
comprimento do holograma molecular (bins); CP: numero de varidveis latentes ou

componentes principais da PLS.

Fonte: Autor, 2021.
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Tabela 5 — Principais resultados de validacao interna dos modelos de

HQSAR gerados para a espécie de C. neoformans com tamanho de

fragmento de 4 a 7 atomos

Modelos HQSAR (C. neoformans)

Modelo Dfrag Tfrag q° SEP r SEE HL CP
38 A, DA 4a7 0,626 0,746 0,867 0,444 61 6
39 AB,C 4a7 0695 0,694 0937 0,315 59 8
47 AHA,DA 4a7 0541 0,803 0,775 0,562 199 4
55 A,B,C,Ch 4a7 069 0,699 0936 0,318 59 8
58 A,B,C,DA 4a7 0,724 0,650 0,946 0,287 59 7
61 A,B,C,Ch,DA 4a7 0,715 0,670 0952 0,274 71 8
62 A,B,C,HA,DA 4a7 0,647 0,746 0956 0,264 97 8

Dfrag: distingdo dos fragmentos — &tomos (A), ligacdes (B), conectividade (C), quiralidade (Ch),

atomos de hidrogénio (HA), doador e/ou aceptor de ligacdo de hidrogénio (DA); Tfrag: tamanho

dos fragmentos (nimeros de atomos); g?: coeficiente de determinacdo da validacdo cruzada;

SEP: erro padrdo de predicdo; r2 coeficiente de calibracido; SEE: erro padrdo estimado; HL:

comprimento do holograma molecular

componentes principais da PLS.

(bins); CP:

nimero de variaveis

latentes ou

Fonte: Autor, 2021.
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Tabela 6 — Principais resultados de validacao interna dos modelos de
HQSAR gerados para a espécie de C. gatti com tamanho de fragmento de
4 a7 atomos

Modelos HQSAR (C. gatti)

Modelo Dfrag Tfrag q° SEP r SEE HL CP
70 A, DA 4a7 0,658 0,727 0,787 0574 59 3
71 AB,C 4a7 0,754 0,626 0,876 0,445 59 4
79 A,HA,DA 4a7 058 0811 0,801 0,562 199 4
87 A,B,C,Ch 4a7 0,751 0,667 0949 0,302 59 8
90 A,B,C,DA 4a7 0,751 0,657 0954 0,282 59 7
93 A,B,C,Ch,DA 4a7 0,780 0,627 0970 0,231 71 8
96 A,B,C,HA,Ch,DA 4a7 0,653 0,787 0,963 0,259 401 8

Dfrag: distincao dos fragmentos — atomos (A), ligacdes (B), conectividade (C), quiralidade (Ch),
atomos de hidrogénio (HA), doador e/ou aceptor de ligacdo de hidrogénio (DA); Tfrag: tamanho
dos fragmentos (nimeros de atomos); g2: coeficiente de determinacéo da validacéo cruzada;
SEP: erro padrdo de predicdo; r% coeficiente de calibracdo; SEE: erro padrdo estimado; HL:
comprimento do holograma molecular (bins); CP: numero de variaveis latentes ou

componentes principais da PLS.

Fonte: Autor, 2021.

Com base nos resultados mostrados nas Tabelas 4-6, os
modelos 1, 2, 7 e 9 apresentaram 0s maiores valores de (q2) para a espécie
de C. albicans, enquanto os modelos 39, 55, 58 e 61 demonstraram valores de
(g% mais elevados para C. neoformans. De modo semelhante, os melhores
modelos de HQSAR para C. gatti 71, 87, 90 e 93 apresentaram 0S mesmos
padrées de descritores dos modelos selecionados para C. neoformans, com
distingcdo apenas nos valores de (g?). Estes dados demonstram que os atomos,
os tipos de ligacdo (simples, dupla e tripla), conectividade (estado de
hibridizacdo), quiralidade e a presenca de grupos doadores e/ou aceptores de
ligacdes de hidrogénio exercem influéncia sobre a atividade antifingica desses

compostos.

Neste contexto, a exclusdo do parametro (HA) dos modelos 22, 47 e 79 com

pior desempenho para as espécies de C. albicans, C. neoformans e C. gatti,
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respectivamente, foi capaz de fornecer melhores modelos (modelo 22 vs 16,
modelo 47 vs 38 e modelo 79 vs 70). Além disso, a eliminacdo de (HA) das
combinag¢des do modelo 18 (A, B, HA, Ch); 62 (A, B, C, HA, DA) e 96 (A, B, C,
HA, Ch, DA), resultou nos modelos 9 (A, B, Ch), 58 (A, B, C, DA) e 93 (A, B, C,
Ch, DA), que demostraram os mais altos valores de (g?) para as cepas de C.
albicans, C. neoformans e C. gatti, nesta sequéncia. Estes resultados indicam
gue o descritor (HA) contribuiu para uma perda de eficiéncias dos modelos que

utilizaram este parametro.

Com o intuito de explorar as possibilidades de aperfeicoamento da capacidade
preditiva dos quatro melhores modelos identificados para cada espécie fungica,
novos modelos de HQSAR foram construidos a partir da variagdo do
comprimento dos fragmentos desses modelos selecionados, dando origem a
240 modelos (Apéndices A2, A3 e A4). Nesta etapa, os treze modelos
apontados com a maior capacidade preditiva, selecionados com base nos
valores mais altos de coeficiente de validagdo cruzada, estdo destacados na
Tabela 7.
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Tabela 7 — Resultados de validacao interna dos melhores modelos de
HQSAR identificados para as espécies de C. albicans, C. neoformans e C.
gatti com variagdes no tamanho de fragmento

Modelos HQSAR - C. albicans

Modelo Dfrag Tfrag q° SEP r? SEE HL cP
2q A, B 5a7 0,833 0476 0912 0345 199 3
2r A, B 6a8 0,842 0,471 0926 0,323 71 4
9k A,B,Ch 5a9 0,832 0,48 0,917 0,342 59 4
9r A,B,Ch 6a8 0,840 0,474 0,927 0,321 71 4

Modelos HQSAR - C. neoformans

Modelo Dfrag Tfrag q’ SEP r? SEE HL CP
39i A,B,C 3a7 0,758 0,618 0,946 0,292 61 8
55i A,B,C,Ch 3a7 0,748 0,630 0,946 0,293 61 8
58j A,B,C,DA 428 0,754 0,623 0,959 0,254 71 8
58p A,B,C,DA 4a6 0,753 0,624 0,954 0,271 59 8

Modelos HQSAR - C. gatti

Modelo Dfrag Tfrag q° SEP r? SEE HL cP
71t A,B,C 8a10 0,781 0,626 0,953 0,289 71 8
87t ABC,Ch  8al0 0,780 0627 0960 00267 401 8
93  ABCChDA 4a7 0780 0,627 0970 0,231 71 8
93p AB,CChDA 4ab6 0,783 0,623 0,969 0,237 59 8

93q A,B,C,Ch,DA 5a7 0,780 0,627 0,969 0,237 71 8
Dfrag: distingdo dos fragmentos — atomos (A), ligacdes (B), conectividade (C), quiralidade (Ch),

atomos de hidrogénio (HA), doador e/ou aceptor de ligacdo de hidrogénio (DA); Tfrag: tamanho
dos fragmentos (nimeros de atomos); g2: coeficiente de determinacéo da validagdo cruzada;
SEP: erro padrdo de predicdo; r? coeficiente de calibracédo; SEE: erro padrdo estimado; HL:
comprimento do holograma molecular (bins); CP: nimero de variaveis latentes ou

componentes principais da PLS.

Fonte: Autor, 2021.
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A variacdo no comprimento dos fragmentos ocasionou o aperfeicoamento da
capacidade preditiva de alguns modelos em comparagcdo com o fragmento
padrdo de 4 a 7 atomos. Neste contexto, ao ser selecionado os modelos mais
robustos para cada espécie fungica, destacados na Tabela 7, observam-se que
as variacbes no tamanho dos fragmentos maximizaram a eficiéncia dos
modelos 2q, 2r, 9k e 9r para a espécie de C. albicans e dos modelos 39i, 55i,
58) e 58p para C. neoformans. Por outro lado, estas modificacdes
proporcionaram melhorias aos modelos 71t, 87t e 93p para C. gatti, sendo que
o modelo 939 reportou a mesma capacidade preditiva que o modelo 93, que
possui 0 tamanho de fragmento padrdao. Com base nesses resultados, os treze
modelos mais robustos identificados foram submetidos ao processo de

validacéo externa.

5.1.3 Validacé&o externa

O processo de validacao externa dos treze modelos mais robustos identificados
(Tabela 7) foi realizado utilizando o conjunto teste, contendo moléculas que
nao foram empregadas na geracdo dos modelos de HQSAR. Esta estratégia
permite confrontar os resultados de predicdo com os valores experimentais de
atividade biolégica do conjunto teste, que proporciona dados importantes para
analisar a capacidade preditiva dos modelos diante de compostos externos. Os

resultados do processo de validagcéo externa estdo expressos na Tabela 8.
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Tabela 8 — Resultados de validacao externa dos melhores modelos de

HQSAR para as espécies fungicas de C. albicans, C. neoformas e C. gatti

Modelos HQSAR - C. albicans

Modelos Q%) Q% Q) i o AP, AVGr%, RMSE  MAE
2q 0712 0555 0819 0639 0644 0005 0641 052 0401
2 045 0158 0658 0346 0343 0003 0345 0718 0462
9 0627 0424 0766 065 0489 0162 0569  059% 0432
or 0592 0369 0744 0438 0429 0009 0433 0621 0,389

Modelos HQSAR - C. neoformans

Modelos Q7 Q) Q) % ' A, AVGr%, RMSE MAE
39i 0,910 0,881 0,935 0,887 0,797 0,090 0,842 0,311 0,192
55i 0,909 0,879 0,934 0,890 0,790 0,100 0,840 0,314 0,171
58 0,913 0,885 0,937 0,788 0,865 0,077 0,826 0,306 0,242
58p 0,958 0,944 0,970 0,874 0,921 0,048 0,898 0,213 0,171

Modelos HQSAR - C. gatti

Modelos Q7 Q) Q3) P 2y AP, AVGr%, RMSE MAE
71t 0706 0637 0766 0513 0623 0111 0568 0620 0371
87t 080 087 088 0718 082 0114 0775 0428 0,287
93 082 080 080 0683 080 0147 0757 0424 0307
93p 0804 0759 0844 0571 0759 018 0665 0506 0,370
93q 0,869 0,838 0,896 0,687 0,830 0,143 0,759 0,414 0,301

Q21 R? preditivo; Q22 g2 (SCHUURMANN et al., 2008); Q%rz): g2 (CONSONNI et al., 2009):
r’m: parametro para acessar o poder preditivo do modelo (ROY et al., 2015); r2y': poder
preditivo calculado com eixos invertidos; Ar?m: r2m - r2m'; AVGr?m: valor da média entre r2m e r2m';

RMSE: raiz quadrada média do erro; MAE: média do erro absoluto.

Fonte: Autor, 2021.

A definicdo do melhor modelo de HQSAR em quesito de predi¢éo de atividade
contra cada espécie fangica foi atribuida com base nas métricas de validagéo
externa da Figura 25 (pag. 70). Deste modo, o modelo 2q, oriundo da
combinacdo dos parametros fisico-quimicos A, B (atomos e ligacdo) com
comprimento de fragmento de 5 a 7 atomos, apresentou os melhores

resultados para C. albicans. Para esta espécie, o0 modelo 2g demonstrou valor
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de Q?r2) igual a 0,555, ndo atendendo ao valor minimo para esta métrica que é
de 0,6. Apesar disso, para as demais métricas analisadas, o modelo reportou
resultados satisfatérios com valor de 0,712 para Q?r1y e 0,819 para Q?r3),
sendo estes superiores a 0,6. Além disso, as métricas r’m, r’m' e AVGr’m foram
maiores que 0,5 e Ar’m menor que 0,2; associados a baixos valores de RMSE e
MAE. Os demais modelos avaliados para C. albicans apresentaram pelo
menos duas métricas com valores insatisfatorios, destacados em vermelho na
Tabela 8.

Por outro lado, todos os modelos analisados para C. neoformans exibiram
valores de métricas dentro dos padrdes estabelecidos. Contudo, o modelo 58p
constituido pela combinacdo dos descritores A, B, C, DA (atomos, ligacoes,
conectividade e doador e/ou aceptor de ligacdo de hidrogénio) e tamanho de
fragmento de 4 a 6 4&tomos demonstrou resultado superior aos demais. Este
modelo reportou os maiores valores de coeficiente de correlacdo entre os
modelos HQSAR, com Q?%rFy, Q?r2 e Q?r3) iguais 0,958; 0,944 e 0,970,
respectivamente. Neste contexto, o modelo apresentou valores de r’m, ’m' e
AVGr?m superior a 0,5 e Ar’m menor que 0,2 (0,874; 0,921; 0,898 e 0,048, nesta
sequéncia). Além disso, o0 modelo exibiu os menores valores de RMSE (0,213)
e MAE (0,171).

De modo semelhante, todos os modelos avaliados para C. gatti apresentaram
valores de métricas que atendem aos requisitos propostos. Para esta espécie,
o modelo 87t foi o mais robusto, formado pela combinagdo dos descritores
A,B,C,Ch (atomos, ligacdo, conectividade e quiralidade) com comprimento de
fragmento de 8 a 10 atomos. Apesar de este modelo apresentar os valores dos
coeficientes de correlacdo QZ?r1), Q%rF2) e Q?r3) levemente inferiores aos dos
modelos 93 e 93¢, uma maior quantidade de métricas do modelo 87t (r’m, r’m',

AVGr?m ,Ar’m e MAE) exibiram nimeros mais satisfatorios.

Ao analisar os modelos com a melhor capacidade preditiva para cada espécie
fungica destacados na cor azul na Tabela 8. De modo geral, observa-se que o
modelo 58p de C. neoformans e o modelo 87t para C. gatti, demonstraram
valores estatisticos superiores ao modelo 2q para a espécie de C. albicans.
Esta diferenca nos parametros estatisticos pode estar associada a maior

quantidade de informacOes estruturais proporcionadas pelo conjunto
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treinamento das espécies de Cryptocoocus, que contavam com uma
quantidade superior de moléculas quando comparado ao conjunto treinamento
utilizado para a construgcdo dos modelos de HQSAR de C. albicans. Apesar
disso, os baixos valores residuais fornecidos ao confrontar os resultados de
predicdo desses modelos com os valores experimentais de atividade biologica
(resultado experimental — valor predito), indicam que todos os modelos
selecionados séo bastante assertivos, conforme mostrado nas Tabelas 9 — 11.

Tabela 9 — Valores de atividade experimental e preditiva (pMIC) e residuos
calculados para o conjunto teste utilizando o modelo de HQSAR 2q para a

espécie de C. albicans

Modelo 2q - C. albicans (pMIC)

Compostos Experimental Predito Residuo

Tel ND ND ND
Te2 3,602 4,435 -0,833
Te3 5,409 5,467 -0,058
Te4d 5,409 5,733 -0,324
Te5 ND ND ND
Te6 3,602 3,957 -0,355
Te7 3,602 4,634 -1,032
Te8 ND ND ND
Te9 3,602 3,189 0,413
TelO 3,602 3,697 -0,095
Tell 3,602 3,696 -0,094

Residuo: pMIC experimental - pMIC predito; ND: ndo determinado

Fonte: Autor, 2021.



128

Tabela 10 — Valores de atividade experimental e preditiva (pMIC) e

residuos calculados para o conjunto teste utilizando o modelo de HQSAR

58p para a espécie de C. neoformans

Modelo 58p - C. neoformans (pMIC)

Compostos

Experimental

Predito Residuo

Tel
Te2
Te3
Te4d
Te5
Te6
Te7
Te8
Te9
TelO
Tell

4,807
3,602
5,409
5,721
3,602
3,602
3,602
5,721
3,602
3,602
3,602

4,872
3,967
5,682
5,630
3,488
3,550
3,980
5,568
3,903
3,533
3,621

-0,065
-0,365
-0,273
0,091
0,114
0,052
-0,378
0,153
-0,301
0,069
-0,019

Residuo: pMIC experimental - pMIC predito; ND: ndo determinado

Fonte: Autor, 2021.
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Tabela 11 — Valores de atividade experimental e preditiva (pMIC) e
residuos calculados para o conjunto teste utilizando o modelo de HQSAR

87t para a espécie de C. gatti

Modelo 87t - C. gatti (pMIC)

Compostos Experimental Predito Residuo

Tel 4,807 4,701 0,106
Te2 3,602 4,371 -0,769
Te3 6,013 6,184 -0,171
Ted 6,046 5,704 0,342
Te5 3,602 3,535 0,067
Teb 3,602 3,682 -0,080
Te?7 3,602 4,686 -1,084
Te8 5,721 5,825 -0,104
Te9 3,602 3,379 0,223
TelO 3,602 3,465 0,137
Tell 3,602 3,672 -0,070

Residuo: pMIC experimental - pMIC predito; ND: ndo determinado

Fonte: Autor, 2021.

As informac@es descritas nas Tabelas 9 — 11, demonstram a proximidade dos
valores de pMIC previstos em relacdo aos obtidos a partir dos resultados dos
ensaios biolégicos. O desvio padréo dos residuos é de 0,33 unidades
logaritmicas para as espécies de Cryptocoocus e 0,35 para a cepa de C.
albicans, sendo que 5 desses compostos apresentaram valores preditivos
inferiores ao desvio padréo calculado para C. albicans; 9 para C. neoformans e
8 para C. gatti, indicando uma baixa dispersdo dos resultados em torno da
meédia de predicao.
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5.1.4 Validacéao interna

O processo de validacédo interna dos modelos de HQSAR ocorreu em trés
etapas. Inicialmente, os modelos construidos por intermédio da combinacao
dos descritores fisico-quimicos A, B, C, Ch, HA e DA (Tabelas 4 — 6) e 0s
modelos oriundos da etapa subsequente obtidos pela variagcdo do comprimento
dos fragmentos dos modelos mais robustos identificados na etapa anterior

(Tabela 7), foram validados pelo método leave-one-out.

A segunda forma de validacdo interna foi efetuada mediante a aplicacdo da
técnica de validacdo cruzada leave-N-out (LNO) aos modelos 2q, 58p e 87t,
selecionados por sua maior capacidade preditiva na etapa de validagéo
externa. Desta forma, a criacdo de novos modelos de HQSAR a partir dos
parametros de distincdo de fragmentos utilizados pelos modelos originais
permitiu avaliar a robustez dos modelos selecionados, como ilustrado na

Figura 32.
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Figura 32 — Resultados de validacdo dos modelos 2q, 58p e 87t pelo método leave-N-out
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SEERE WWHH !
0,7 - % 0,7 + L
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Grupos de Compostos
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Grupo de Compostos

Fonte: Autor, 2021.
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Portanto, os resultados graficos da Figura 32 apontam que 0s novos modelos
construidos a partir dos descritores utilizados pelos modelos originais séo
consistentes, preservando todos os coeficientes de validagdo cruzada
superiores a 0,6. Além disso, a diferenca entre os valores de (g% dos melhores
modelos de HQSAR e de seus respectivos modelos de validacdo foram

inferiores a 0,1 unidade logaritmica.

Com o objetivo de averiguar a estabilidade dos modelos 2q, 58p e 8T7t,
oriundos da selecdo ocorrida na etapa de validacdo externa, uma terceira
validacdo empregando o método Y-scrambling foi executada. Neste método, 20
novos modelos foram construidos por meio da aleatorizacdo dos valores de
pMIC do conjunto treinamento, empregando 0S mesmos parametros de
distincdo de fragmentos dos modelos originais o que permiteu determinar se 0s

modelos ndo foram construidos ao acaso, como ilustrado na Figura 33.
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Figura 33 — Resultados de validacao dos modelos 2q, 58p e 87t pelo

método Y-scrambling
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Fonte: Autor, 2021.

Por conseguinte, as informacdes expostas nos gréaficos (Figura 33) apontam

que os modelos 2q, 58p e 87t ndo foram construidos de forma aleatoria, pois

os resultados de (g?) apresentados pelos modelos de validacdo foram bastante

inferiores aos demonstrados pelos modelos originais. Além disso, o erro padrdo

de predicdo dos modelos com Y aleatorizado foram muito superiores quando

comparados aos modelos originais.
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5.1.5 Mapas de Contribuicéo

A selecdo dos melhores modelos de HQSAR 2q, 58p e 87t proporcionada
pelos processos de validacéo interna e externa permitiram a criacdo de mapas
de contribuicdo, que oferecem um panorama geral para a interpretacdo dos
resultados da relacdo estrutura-atividade identificados por estes modelos. Para
a elaboracdo dos mapas de contribuicdo foram selecionadas trés moléculas
que apresentaram boa atividade antifUngica e trés estruturas com baixos
valores de pMIC para cada espécie fungica analisada (Figura 34 — 36). Desta
forma, os mapas de contribuicdo destacaram com diferentes cores, grupos ou
regibes moleculares que exercem influéncia sobre a atividade antifungica
dessas moléculas. Deste modo, as informacdes proporcionadas por estes
mapas podem ser utilizadas para a identificacdo de grupamentos que
contribuem de forma negativa ou positiva para a atividade biologica, auxiliando

no planejamento de novos candidatos a farmacos.
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Figura 34 — Mapas de contribuicdo gerados pelo modelo 2g para a espécie

de C. albicans
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Fonte: Autor, 2021.
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Figura 35 — Mapas de contribuicdo gerados pelo modelo 58p para a

espécie de C. neoformans
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Figura 36. Mapas de contribui¢cdo gerados pelo modelo 87t para a espécie
de C. gatti
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Fonte: Autor, 2021.

Em vista disso, os mapas de contribuicdo gerados pelo modelo 2q, 58p e 87t
para a espécies fungicas de C. albicans, C. neoformans e C. gatti (Figuras 34
— 36); demonstram a importancia da manutencédo do heterociclo tiazélico para a
atividade antifungica desses compostos, visto que a substituicdo bioisostérica
deste grupamento pelos heterociclos tiadiazol (Tr37), tetrazol (Tr33 e Tr36) e
oxadiazol (Tr40) resultaram em expressiva perda de atividade para estas

moléculas.

Outro fator importante evidenciado pelos mapas de contribuicdo € a
contribuicdo estérica positiva do anel aromatico presente como substituinte na

posicdo 4 do anel tiazdlico (Tr2, Tr7 e Tr9). Esta vantagem pode ser resultante
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de uma interacdo deste grupamento com um bolso hidrofobico, que confere
uma maior interacdo destas moléculas com o possivel sitio de ligacdo. Além
disso, a ampliagéo do sistema de conjugacdo na porcao hidrazona, ocasionada
pela insercdo de grupamentos aroméaticos, resultou em impactos negativos
para a atividade antifingica desses compostos (Trll, Tr23 e Tr29). Algo
interessante a ser investigado seria a introducdo de um substituinte mais
volumoso na posi¢cdo 5 do anel tiazélico como sugerem os modelos para 0s
compostos Tr2, Tr3, Tr7, Tr8 e Tr17.

5.2 Sintese e caracterizacdo dos novos heterociclos tiazolilhidrazonas,
tiadiazolinicos e tiadiazol

Para obtencdo dos novos heterociclos tiazélicos, a rota de sintese foi proposta
em duas etapas. Inicialmente, foram obtidas tiossemicarbazonas empregadas
como intermediario-chave para a sintese dos derivados tiazélicos. Na segunda
etapa, submeteu-se as tiossemicarbazonas a reacBes de ciclizacdo
intermolecular com bromoacetofenonas substituidas, 2-cloroacetoacetato de
etila e 4-cloroacetoacetato de etila para formacdo das tiazolilhidrazonas
correspondentes. Por outro lado, os heterociclos tiadiazolinicos foram
sintetizados a partir de reacdes entre tiossemicarbazonas correspondentes e

anidrido acético.

5.2.1 Sintese das tiossemicarbazonas la — 1f

Na primeira etapa de sintese, aldeidos e cetonas foram submetidos a reacao
de condensacdo com a tiossemicarbazida para obtencdo de suas
correspondentes tiossemicarbazonas, utilizando etanol como solvente. Nesta
fase, as condi¢cdes de pH do meio exercem influéncia sobre a velocidade da
reacdo. Deste modo, o acido acético, empregado como catalisador, contribuiu

para obtencdo de uma faixa de pH compreendida entre 4 — 5, favorecendo a
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ocorréncia da reacdo. Essa faixa de pH torna-se ideal, pois, em condi¢cdes de
pH superior ndo ocorreria a ativacdo da carbonila do aldeido ou da cetona por
meio de sua protonacao. Por outro lado, intervalos de pH inferiores resultariam
na protonagdo do nitrogénio N-1 (Figura 37) da tiossemicarbazida
impossibilitando sua atuacdo como nucledfilo (LINO, 2015; SOLOMONS e
FRYHLE, 2006).

Figura 37 — Rota de sintese e estruturas da tiossemicarbazida e

tiossemicarbazonas sintetizadas
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Fonte: Autor, 2021.

O mecanismo da reacao de formacao das tiossemicarbazonas tem inicio com a
protonacdo da carbonila do aldeido ou da cetona, conferida pelo catalisador
acido, o que a torna mais suscetivel ao ataque nucleofilico pelo nitrogénio N-1
da tiossemicarbazida. Em seguida, a formacéo de uma ligagéo covalente entre

o nitrogénio e o carbono da carbonila é estabelecida, originando um

intermediario hemiaminal. Posteriormente, a hidroxila é protonada tornando-se
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um bom grupo abandonador, que resulta em um processo de desidratacdo com
formacdo da tiossemicarbazona e consequente regeneracdo do catalisador
(LINO, 2015; SOLOMONS & FRYHLE, 2006), conforme mecanismo proposto
na Figura 38.

Figura 38 — Mecanismo proposto para a sintese das tiossemicarbazonas
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Fonte: Autor, 2021.

As tiossemicarbazonas sintetizadas la — 1f foram obtidas com rendimentos

que variaram de 82 — 97%.

O acompanhamento do processo reacional foi monitorado por CCD, utilizando
como reveladores o vapor de iodo e solugéo de 2,4-dinitrofenilhidrazina. Dessa
forma, o consumo do material de partida pode ser detectado de forma
qualitativa ao empregar a solugdo de 2,4-dinitrofenilhidrazina, pois este
composto € capaz de reagir com a carbonila de aldeidos e cetonas obtendo
como produto uma hidrazona, que resulta na formacdo de uma mancha na
CCD de coloracao variando entre amarelo e o vermelho. Tonalidades mais
intensas sdo esperadas em compostos carbonilicos que apresentem um
sistema aromatico capaz de ampliar o sistema de conjugacdo da 2,4-
dinitrofenilhidrazina, que atuam como cromoforos absorvendo energia na

7z

regido do visivel. O mecanismo desta reagdo €& bastante semelhante ao
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descrito para obtencdo das tiossemicarbazonas e um esquema simplificado

desta reacao estéa representado na Figura 39.

Figura 39 — Reacéo do revelador 2,4-dinitrofenilhidrazina com aldeidos ou

cetonas

HoN

NH

NO,

NO,

+

“NH

O EtOH/H,S0,

A

R{” "R,

NO,

NO,

5.2.1.1 Caracterizagao das tiossemicarbazonas la — 1f

As

tiossemicarbazonas sao compostos que apresentam uma

Fonte: Autor, 2021.

intensa

deslocalizacdo eletrbnica ocasionada pela formacdo de um sistema de

conjugacao. Deste modo, o arranjo estrutural destas moléculas é influenciado

por fatores eletrénicos e estéricos, que contribuem para uma maior prevaléncia

do atomo de enxofre na posicdo antiperiplanar em relacdo ao atomo de

nitrogénio (N-4) da funcéo hidrazona (Figura 40). Este arranjo proporciona uma

maior estabilidade a estrutura pela formacdo de ligacdo de hidrogénio

intramolecular envolvendo o nitrogénio da por¢éo hidrazona e os hidrogénios
do grupo NH: da tiossemicarbazona (TENORIO, 2005).
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Figura 40 — Representacao das configuracdes sin e antiperiplanar das

tiossemicarbazonas

Antiperiplanar Sinperiplanar
H H \
R4 N2 S R 2 NHz
—— 3\% 4
=i ] i
R2 /H/N\H R
Ligacéo de j 2
Hidrogénio
Intramolecular

Fonte: Adaptado de TENORIO, 2005.

Para elucidacédo estrutural das tiossemicarbazonas la — 1f contou-se com o

auxilio da espectrometria de RMN de 'H e °C.

Os sinais de RMN referentes aos hidrogénios -NH2 da porcéo
tiossemicarbazona séo diasterotdpicos, uma vez que aparecem como Sinais
ndo equivalentes. Esta condigcdo se manifesta em decorréncia do carater
parcialmente duplo da ligagdo C-NHz, resultante do processo de ressonancia
com a tiocarbonila (C=S) que restringe a rotacéo desta ligacdo (TENORIO et
al., 2005). Esta condicdo pode ser evidenciada nos valores de deslocamento
quimico referentes aos sinais dos hidrogénios de NH e -NH:2 das

tiossemicarbazonas sintetizadas, que estdo expressos na Tabela 12 a seguir.
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Tabela 12 — Deslocamento dos sinais de RMN H da porcéo

tiossemicarbazona

S5 _H
0
L /U\/\OH )Jj( ~
E S 1 . 0
: 4 2 ; (1a) (1b) (1e)
RNEETR R o
: ! i AUH
Tiossemicarbazonas ! )J\/\’//o Ejj
______________________ ’ OH Ccl-
o *NH
1c 1d
(1) (1d) an |
Substancias NH - NH2
la 10,07 e 9,88 8,00-7,52e7,49
1b 10,57 8,57 - 7,58
1c 9,98 8,04 - 7,27
1d 10,20 7,95-7,51
le 10,23 7,08 - 6,70
1f 11,17 8,09 - 7,67

Fonte: Autor, 2021.

Além disso, o espectro de RMN 'H da substancia 1a demonstra a presenca de
uma mistura de isbmeros Z e E em uma proporcao aproximada de (3:7). Neste
contexto, Tendrio e colaboradores (2005) afirmam que tiossemicarbazonas
derivadas de cetonas assimétricas podem ser obtidas em diferentes
propor¢cdes isoméricas influenciadas pelos grupos substituintes da porcao
carbazona (C=N). Por outro lado, o0s autores demonstram que

tiossemicarbazonas derivadas de aldeidos tendem a formar



144

predominantemente o isbmero E por sua maior estabilidade termodinamica, o
que pode ser observado nos espectros de RMN das substancias 1e e 1f com

uma Unica forma isomérica.

De acordo com Tenchiu et al. (2009), o sinal atribuido ao NH aparece no
intervalo de 9 a 12 ppm para o isomero E e de 14 a 15 ppm para o isobmero Z.
Com base nessas informacdes, observa-se uma predominancia da forma
isomérica E para as tiossemicarbazonas la — 1f, conforme evidenciado pelos
dados de RMN de 'H (TENCHIU et al., 2009).

Ao analisar os deslocamentos quimicos dos sinais de carbono no espectro de
RMN de 3C das tiossemicarbazonas la — 1f, observa-se que os sinais
referentes ao grupo C=S estdo compreendidos entre 178,3 — 179,9 ppm. O
sinal referente ao carbono da ligacdo C=N das tiossemicarbazonas la — 1f é
observado na regido de 139,0-153,8 ppm e sdo importantes indicadores da
formacao das tiossemicarbazonas a partir da condensacdo dos reagentes. As
tiossemicarbazonas 1b e 1c apresentaram sinais de carbono carbonilico de
éster e acido carboxilico em 164,2 e 174,5 ppm, respectivamente. Além disso,
sinais de deslocamento quimico caracteristicos de ligacdes C-O podem ser
observados no intervalo de 57,8-68,1 ppm para as substancias 1a, 1b e 1d. De
forma aproximada, os sinais relativos ao carbono C-N do composto 1f estdo
compreendidos entre 51,3-52,8 ppm. Os sinais alusivos aos carbonos C=N e
C-O da substancia la estao duplicados decorrente da formacéo de isbmeros Z

e E, conforme dados expressos na Tabela 13.
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Tabela 13 — Principais valores de deslocamentos quimicos dos sinais no

espectro de RMN de 13C das tiossemicarbazonas l1a — 1f

#SH
0
7777777777777777777777 )J\/\OH )J\m ~
: s . 0
i JC N, i (1a) (1b) (1e)
NN TR TRy = —
L . : i S
+ Tiossemicarbazonas | )J\/\y//o
(U )
OH cl”
0 “NH
1
(1c) (1d) (1)
Substancias C=S C=0 C=N C-O0 C-N
la 178,4 - 153,8; 152,8 58,0; 57,8 -
1b 179,9 164,2 139,0 61,1 -
1c 178,7 174,5 152,4 - -
1d 179,1 - 152,5 68,1; 66,4 -
le 177,7 - 152,4 - -
1f 178,3 - 145,9 - 51,3;51,8; 52,8

Fonte: Autor, 2021.

5.2.2 Sintese das tiazolilhidrazonas 2a — 2r, 3a— 3d e 4a — 4c

Com a obtencéo das tiossemicarbazonas de interesse para serem empregadas
como intermediario-chave, foi dado inicio a sintese das tiazolilhidrazonas.
Neste processo, as tiossemicarbazonas foram submetidas a reacdo de
ciclizagdo intermolecular com haletos orgénicos carbonilados (a-
bromoacetofenonas substituidas, 2-cloroacetoacetato de etila e 4-

cloroacetoacetato de etila) a temperatura de 80 °C, utilizando alcool isopropilico
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como solvente. Desta forma, os heterociclos foram obtidos com rendimentos

que variaram entre 60 — 99%.

As tiazolilhidrazonas 2a-2r provenientes de reacdes envolvendo
tiossemicarbazonas e a-bromoacetofenonas substituidas ou ndo na posicao
para (H, F, Cl, Br, CN e OCHs), possibilitaram a sintese de heterociclos
tiazdlicos contendo um anel aromatico como substituinte na posicao 4 (Figura
41). O volume e as caracteristicas fisico-quimicas deste grupo podem permitir
interacdes com bolsos hidrofébicos existentes no possivel sitio de ligacdo, e os
diferentes substituintes do anel aromético podem introduzir pontos de
interacOes adicionais que contribuam para o aumento do namero de ligacdes e
da forca de interacdo com o possivel alvo molecular, por meio de ligacdes de
Van der Waals e da atuacdo como aceptores de ligacdes de hidrogénio. Além
disso, substituintes como o cloro e o flor auxiliam na modulacdo de
parametros farmacocinéticos, podendo bloquear possiveis reacdes metabdlicas
no anel aromatico contribuindo para o aumento do tempo de meia e
consequente elevacdo do tempo de acdo destes compostos (LINO, 2015;
CLAYDEN et al., 2012).
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Figura 41 — Rota de sintese e estruturas quimicas das tiazolilhidrazonas

2a — 2r sintetizadas

R,
0
S Br
X o
HNTNNR, R, 4
H [\/j N\
2 5
(1a-1f) i-PrOH R(/N'N/ks
H
A Ro=H(2f)
Ry=F(2a) | iR £ H §R1= R, = F (20)
‘Ri= Ry=Cl(2b) | | L O R2=Cl(2h)
1 R, = Br (2¢) 3 i R2=Br(2e)3 3 O) R, = Br (2i) ‘
OH R,=cN (2d) | | | R; = OCHs (2)) |
e R, = CN (2K)
R,=H (2l)
R,=F (2 !
R, = 2 =F (2m) R = H ‘
R, = CI (2n) ; Ry = Br (2r) |
OH R, = Br (20) | *‘Nﬁl
(@) R, = OCHj; (2p) ! ‘
‘ Ry=CN (2q) |  “m---me-mommomeomoooooooood
””””””””””””””””” Rendimento: 60 - 99%

Fonte: Autor, 2021.

Por outro lado, as tiazolilhidrazonas 3a—3d, obtidas a partir da reacdo das
tiossemicarbazonas correspondentes com o0 4-cloroacetoacetato de etila,
apresentam um substituinte acetato éster alifatico na posicao 4 do anel tiazélico
(Figura 42).
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Figura 42 — Rota de sintese e estruturas quimicas das tiazolilhidrazonas

3a — 3d sintetizadas

Ry = Ri= &A_H |
; (3a) @3b)
s o/ OH
N 1 !

0]
H,N" NTUR, CI\)K/COOEt N 0 > | |
X > 2l e PR = Ry = 3
S o
| oH

(1a, 1b, 1c, 1e) i-PrOH

Rendimento: 70 - 91%

Fonte: Autor, 2021.

Acredita-se que as caracteristicas fisico-quimicas destas tiazolilhidrazonas
sejam mais adequadas a um candidato a farmaco, em razdo da menor
hidrofobicidade destas moléculas em comparacdo as tiazolilhidrazonas
sintetizadas previamente, conforme aponta a predicdo de log P (Tabela 14)
realizado pelo programa ChemDraw Ultra (comparar 3a vs 2c, 3b vs 2e, 3c vs
2i, 3d vs 20).



Tabela 14 — Pedicdo do log P das substancias 3a — 3d, 2c, 2e, 2i e 20

utilizando o programa ChemDraw Ultra

Br
Rqi= Ri= A
N~ E E
Ns : ;
/N\Nél\s : OH |
R K 5 (2c, 3a) (2e,3b) !
(2c, 2e, 2i, 20)
'Ry = Ry = 5
5 o :
! o} :
o/ ) OH |
o
l\/l 4\ O (i, 3c) (20,3d) |
5 | .. A
RfN\N}kS
H
(3a-3d)
Substéncias Log P Substancias LogP
2C 4,08 3a 1,68
2e 5,69 3b 3,28
2i 4,21 3c 1,81
20 4,15 3d 1,75
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Fonte: Autor, 2021.

Além disso, a presenca de grupos ésteres na estrutura das tiazolilhidrazonas

3a — 3d torna possivel que essas substancias atuem como pro-farmacos, tendo

em vista que grupos ésteres sdo facilmente hidrolisados in vivo por acdo de

esterases (Figura 43). Porém, para a confirmagcdo dessa hipOtese seria

necessario sintetizar os acidos carboxilicos correspondentes para avaliacdo da

sua possivel atividade antifungica, além da necessidade de realizacdo de
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estudos de farmacocinética para confirmar se esses produtos de hidrdlise

serao realmente formados in vivo.

Figura 43 — Proposta de hidrolise da substancia 3c catalisada por enzimas

esterases

0 N O
l\/l 3\ » N /l A\ + 2 CH3CH,OH
N. Z °N S
I H S Esterases I H
0 oK (3c) 0™ 00 pH = 7,4

Fonte: Autor, 2021.

Reacdes de ciclizacdo envolvendo o 2-cloroacetoacetato de etila e as
tiossemicarbazonas sintetizadas resultaram na obtencdo dos heterociclos
tiazolicos 2,4,5-trissubstituidos 4a — 4c (Figura 44). A finalidade da introducao
desses novos substituintes no anel tiazolico é obter informacdes que auxiliem
na compreensao da relacéo estrutura-atividade destes compostos ao se utilizar
diferentes grupamentos, com tamanho e caracteristicas fisico-quimicas
distintas, que exploram novas possibilidades de intera¢des intermoleculares
com o possivel alvo biolégico, alterando a poténcia e afinidade dessas
substancias com o local de ligacdo. Além disso, a variacdo de substituintes da
porcdo hidrazona contribui para a modulacdo da atividade antifingica e de
parametros farmacocinéticos relativos a absorcdo e biodisponibilidade das

tiazolilhidrazonas.
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Figura 44 — Rota de sintese e estruturas quimicas das tiazolilhidrazonas

4a - 4c sintetizadas

- A H
s cl § )HTO\/
HsC COOEt 7 .0
H N)LN'N"R 3 \H/‘\/ [\/j \s 0 :
2 | I N2l — | (4a) (4b)
H -~ RFENTS |
(1b-1e) i-PrOH A 3
0
1 (4c)

Rendimento: 60 - 85%

Fonte: Autor, 2021.

O mecanismo proposto para a reacdo de formacdo das tiazolilhidrazonas
(Figura 45) tem inicio com o ataque nucleofilico do enxofre ao carbono
halogenado de um dos seguintes reagentes: a-bromoacetofenona, 2-
cloroacetoacetato de etila ou 4-cloroacetoacetato de etila, dando origem a um
intermediéario catibnico, que € desprotonado por uma base conjugada presente
no meio reacional. Simultaneamente, acontece a protonacdo da carbonila,
adjacente ao carbono ligado ao 4tomo de enxofre, 0 que a torna suscetivel ao
ataque nucleofilico intramolecular do nitrogénio N-4 terminal, resultando na
formacdo de um intermediario ciclico hemiaminal protonado. Em sequéncia, o
hidrogénio, ligado ao nitrogénio endociclico protonado, € abstraido por uma
base conjugada. Na etapa final do processo, a hidroxila ligada ao anel de cinco
membros captura um préton do meio, tornando-se um bom grupo
abandonador, o que favorece a etapa de desidratacdo, com consequente
formacdo de um sistema de aromatico, levando a formacao da tiazolilhidrazona

de interesse (LINO, 2015; HATZSCH & WEBER, 1887).
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Figura 45 — Mecanismo geral proposto para formacéao das

tiazolilhidrazonas
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Fonte: Autor, 2021.

5.2.2.1 Caracterizacao das tiazolilhidrazonas 2a — 2r, 3a — 3d e 4a — 4c

As tiazolilhidrazonas sintetizadas foram caracterizadas pela determinacéo de
sua faixa de fusdo e por meio da andlise de seus espectros de RMN de 'H e
13C. As principais informacbes referentes aos espectros de RMN que
comprovam a formagéao dos heterociclos tiazolilhidrazonas 2a—2r, 3a—3d e 4a—
4c, estdo mostradas na Tabela 15.
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Tabela 15 - Principais dados dos espectros de RMN de *H e 3C indicativos da formacéo das tiazolilhidrazonas 2a-2r, 3a-3d e 4a—4c

Substancias H-5 C-2 C-4 C-5 C=N Cc=0 C-N C-0
2a 6,72 169,6 145,9 101,9 154,4 - - 59,0 e 58,9
2b 7,33 170,0 147,6 1044 152,8 - - 58,4 e 57,5
2c 7,31 170,0 148,6 104,2 151,7 - - 58,4 e57,5
2d 7,51 170,3 148,7 107,2 1515 - - 58,5
2e 7,29-724 168,7 149,1 103,8 149,6 - - -
2f 7,43-733 168,5 150,5 105,6 137,7 164,0 - 60,8
29 6,90 168,0 150,5 104,8 137,9 164,1 - 61,6e61,4
2h 747 -743 168,7 1494 106,5 137,9 164,0 - 60,9
2i 7,49 168,6 133,6 106,5 137,8 163,9 - 60,7
2j 7,22 168,4 150,3 103,5 137,7 164,0 - 60,8
2k 7,75e7,72 168,8 163,9 109,4 138,5 167,2 61,6 € 60,8
2l 7,24 170,3 150,2 1034 150,7 1738 - -
2m 7,25-7,19 1704 149,3 103,2 150,6 1738 - -
2n 8,47 173,7 133,3 118,7 1534 175,8 - -
20 7,32 170,4 149,1 104,3 150,7 1738 - -
2p 7,08 170,1 149,3 1014 151,3 1739 - -
2q 7,58 171,0 148,5 107,9 152,2 174,2 - -
2r 717 169,6 148,0 104,2 150,5 - 57,1;53,8e 53,0 -
3a 6,54 170,4 1455 105,6 150,9 170,0 - 60,6 e 59,6
3b 6,43 169,9 142,1 105,3 151,8 169,2 - 61,1
3c 6,85 € 6,80 169,7 143,0 108,3 140,7 164,3e164/4 - 61,4 e 60,9
3d 6,61 169,8 - 105,6 - 173,8 € 173,7 - 60,3
da - 178,8 159,2 106,1 1370 1659e1625 59,9 e 59,3
4b - 170,9 157,5 110,5 1525 162,7 - 60,4
4c - 170,1 156,1 110,2 155,2 162,3 - 68,5; 66,8 € 60,9

e
R, = F (2a)
Ry = R, = Cl (2b)
N 4 R, = Br (2c)
N, 2l s OH
RF ” S R, = CN (2d)
77777777777777777777777777  Re=HE@H
3 P Ro=F (20)
'Ry = H IRy =
P A 3 ;R1 : ;:o R, = Cl (2h)
f Rp=Br(2e) | | 0 R, = Br (2i)
| L ) Ry = OCH; (2)) |
! R, = CN (2k)
C Re=H@)
3R_ Ry =F (2m) R, = y
1 Ri=
1 Re = Cl (2n) Ry = Br (2r)
oH R, = Br (20) +Nﬁ|’
3 o} R, = OCHj (2p) W
1 Ry=CN (2q) | “-==---m-mmmmmmmmmoomeooee
Ry = Ri=ALH |
(3a) (3b) |
o/ OH
) !
N O
| \ 5 Ry = Ry =
R1/N H&ks %:Oé:o
) OH
(3¢) O (3d)
Ry = %gz Ry = A
: E
o
4 (4a) (4b)
N
Nl e P )
R H ° O\\ Ry =
!
(4c)
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Um dos dados indicativos da formacédo do anel tiazdlico é a presenca do sinal
do hidrogénio H-5 (CH=C) no espectro de RMN de 'H das tiazolilhidrazonas
sintetizadas, registrado como simpleto. No espectro de RMN das substancias
2e, 2f, 2h e 2m, o sinal referente a H-5 foi registrado sobreposto aos sinais dos
hidrogénios aromaticos. Por outro lado, as substancias 2k e 3c, devido a
formacéo de isbmeros, possuem 2 sinais relativos a H-5 referentes a cada um
dos isébmeros. No caso dos espectros das tiazolilhidrazonas 4a—4c ndo ha
registro dos sinais referentes a H-5, o que confirma a presenca de um

substituinte na posicdo 5 do anel tiazdlico.

No espectro de RMN de 13C das tiazolilhidrazonas 2a-2r, 3a—-3d e 4a-4c
observa-se a presenca de sinais referentes aos carbonos C-2, C-4 e C-5 do
anel tiazélico como um dos principais indicadores da formacdo deste
heterociclo. Ao analisar os deslocamentos quimicos (Tabela 15) referentes aos
sinais dos carbonos C-2 (168,0-178,8 ppm) e C-5 (101,4-110,5 ppm) é
possivel observar que estdo localizados num valor préximo nos espectros de
todos os derivados tiazolilhidrazonas. Por outro lado, os sinais relativos ao
carbono C-4 apresentaram grande variacdo de deslocamento quimico (133,3 —
163,9 ppm), o que pode ser atribuido aos diferentes grupos substituintes
ligados a este carbono, que podem exercer um efeito doador ou retirador de

densidade eletrénica alterando os padrdes de blindagem de C-4.

Os sinais alusivos a ligacdo C=N da porcao carbazona também apresentaram
um intervalo mais amplo de deslocamento quimico compreendido entre 137,0—
155,2 ppm. Porém, um padrdo de atribuicdo para esses sinais pode ser
identificado ao comparar as tiazolilhidrazonas derivadas da mesma
tiossemicarbazona, por apresentarem o mesmo substituinte nessa regiao
como, por exemplo: 2a — 2d e 3a (150,9 — 154,4 ppm); 2e, 3b e 4b (149,6 —
152,5 ppm); 2f — 2k, 3c e 4a (137,0 — 140,7 ppm); 2| — 2q (150,6 — 153,4 ppm).
Deste modo, observa-se que as tiazolilhidrazonas 2f — 2k, 3c e 4a que
apresentam um substituinte aromético em C=N da por¢éo carbazona, possuem
o sinal desse carbono mais blindado e, portanto, mais proximo do TMS quando

comparado aos demais com substituinte alifatico.
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Nos espectros de RMN de 3C dos compostos 2f — 2k, 3a — 3d e 4a — 4c,
apresentando substituintes ésteres ou acidos carboxilicos, pode-se observar
sinais compativeis com os de carbono carbonilico (C=0) de éster (164,0 —
167,2 ppm) ou de &cido carboxilico (173,8 — 174,2 ppm). Os sinais de carbono
ligado a oxigénio (C-O) referentes a funcdo alcool sdo observados nos
espectros das substancias 2a — 2d e 3a (57,5 — 59,6 ppm), havendo duplicacéo
desses sinais para os compostos 2a — 2c pela formacéo de isdmeros. De modo
semelhante, nos intervalos de 59,3 — 61,6 ppm observa-se 0s sinais relativos a
C-O da funcdo éster das substancias 2f — 2k, 3a — 3d e 4a — 4c, com
duplicacdo desses sinais para os compostos 2g e 2k oriundos da formacéo de
isdmeros. Além disso, nos espectros de RMN de 3C do composto 4c estédo
presentes em 68,5 e 66,8 ppm os sinais de C-O referentes a funcao éter do
heterociclo tetrahidro-2H-pirano. Além do mais, o composto 2r apresentou 3
sinais (60,9; 66,8 e 68,5 ppm) que podem ser atribuidos aos carbonos ligados
ao nitrogénio (C-N), estes sinais estdo mais desblindados que o esperado, pelo
efeito retirador de eletréns exercido pelo nitrogénio protonado na forma de sal.

Com base nos dados proporcionados pela analise dos espectros de RMN das
tiazolilhidrazonas sintetizadas é possivel observar uma regioseletividade na
formacdo do anel tiazdlico 2,4-dissubstituido (regioisdbmero A) em detrimento
ao isdbmero 2,5-dissubstituido (regioisbmero B), que pode ser constatado por
meio da simulacdo de deslocamento quimico dos sinais referentes aos
carbonos do anel tiazdlico, empregando o programa ChemDraw Ultra (Figura
46). Deste modo, ao comparar, por exemplo, os resultados de predicdo com 0s
deslocamentos quimicos reais presentes no espectro de RMN de 3C da
substancia 2f € possivel confirmar a regiosseletividade de formacdo do
regioisbmero A. Tendo em vista que a ligacdo de um atomo de hidrogénio a C-
4 acarretaria em uma maior blindagem deste carbono (~137,7 ppm), ao
contrario de um &tomo mais eletronegativo como um carbono sp?, que
resultaria em um deslocamento aproximado em 150,2 ppm, compativel com o

sinal presente no espectro de RMN de 2f para C-4 (150,5 ppm).
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Figura 46 — Valores preditos de deslocamento quimico para C-4 e C-5do
anel tiazodlico dos regioisdmeros A e B da substancia 2f comparados aos
registrados no espectro de RMN de®3C (400MHz, DMSO-ds) desta
substancia
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Fonte: Autor, 2021.

Esta regiosseletividade pode ser atribuida ao carater mais nucleofilico do
enxofre em comparagdo com o nitrogénio, considerando 0 mecanismo
mostrado na Figura 45. Além disso, apesar da maior eletronegatividade do

oxigénio do alcool utilizado como solvente, em reacbes de substituicdo
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nucleofilica em carbono sp3, o enxofre, também, atua melhor como nucledfilo
gue o oxigénio devido a maior facilidade de interacdo dos elétrons de valéncia
do enxofre com o orbital antiligante do carbono saturado, exigindo uma menor
energia de ativacdo para que a reagdo ocorra (CLAYDEN et al.,, 2012),

conforme ilustrado na Figura 47.

Figura 47— Esquema de comparacao de nucleofilicidade do oxigénio vs

enxofre
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Fonte: Adaptado de CLAYDEN et al., 2012.

Durante a sintese das tiossemicarbazonas foi observada a formacao de
isdmeros geométricos Z e E. Essa mistura isomérica, quando em soluc¢éo, ha
uma tendéncia de conversdo do isbmero Z para E, buscando alcancar uma
maior estabilidade termodindmica para o composto (TENORIO et al., 2005).
Deste modo, a formacdo de uma mistura de isbmeros Z e E, também foi
observada nos espectros de RMN de 'H e 13C dos derivados tiazolilhidrazonas
2a — 2d, 2f, 2g, 2k, 2n, 3a — 3d, evidenciados pela presenca de sinais
duplicados. Porém, ndo houve separagdo destes isdmeros devido a baixa

estabilidade destes compostos em cromatografia em coluna de silica e pela
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possibilidade da interconverséo entre as formas isomeéricas Z e E (LINO, 2015;
TENORIO et al., 2005).

Utilizando como exemplo a substancia 2g (Figura 48), quanto maior a
proximidade da ligagdo C=N da por¢ao carbazona, maior o desdobramento do
sinal dos carbonos adjacentes a esta ligacdo, como € possivel perceber nos
sinais dos carbonos C-5 e C-5 com aproximadamente 10 ppm de diferenca
entre eles. Essa discrepancia acentuada no deslocamento quimico do sinal
desses carbonos nos dois isdbmeros pode estar associada ao efeito de
compressédo estérica dos hidrogénios metilicos e o nitrogénio (N-H) da por¢éo
hidrazona, que resulta na desblindagem dos hidrogénios, com consequente
blindagem do carbono C-5 do isbmero E. Este efeito é amenizado com o
distanciamento da ligacdo C=N, em que o desdobramento se torna menos
pronunciado (C-1 vs C-1" e C-2 vs C-2’) (SILVERSTEIN et al., 2005; PAVIA et
al., 2001).
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Figura 48 — Representacao dos isomeros Z e E da substancia 2g e de seu
espectro de RMN 3C (400MHz, CDCls)
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Fonte: Autor, 2021.

Além disso, ao analisar os espectros de RMN de 'H e 13C da
tiossemicarbazona 1b precursora do composto 2g, observa-se a
predominéncia de uma unica forma isomérica. Em contrapartida, o espectro de
RMN de 3C da substancia 2g (Figura 48) demonstra a presenca das formas
isoméricas Z e E. Uma hipOtese para tal circunstancia seria a formacgéo
predominante do isdbmero Z da tiossemicarbazona 1b, que origina um anel de

seis membros estabilizado por ligacdo de hidrogénio, entre o oxigénio do grupo
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éster e o hidrogénio ligado ao nitrogénio da porcéo hidrazona. Apos a sintese
do heterociclo 2g a estabilizacdo da forma isomeérica Z, por ligacdo de
hidrogénio, pode ser comprometida pela ionizacdo do hidrogénio (N-H) da
porcdo hidrazona, tendo em vista que a simulacdo de pKa utilizando o
programa Marvin sketch 16.10.3 (CHEMAXON, 2021) apresentou valor de pKa
= 5,7 para este hidrogénio. Deste modo, esse processo de ionizacéo
possibilida a ocorréncia das duas formas isoméricas, por interconversao, para o

composto 2g, conforme demonstrado na Figura 49.

Figura 49 — Proposta de formacao dos isdmeros Z e E para a substancia
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Fonte: Autor, 2021.

As tiazolilhidrazonas 2a, 2g e 2m apresentam um acoplamento heteronuclear
13C -19F, por conterem um atomo de fltor ligado a um atomo de carbono-13.
Este tipo de ligacdo tem como resultado o desdobramento do sinal na forma de
dupleto, pois o flior possui 0 mesmo spin nuclear de um préton. Além disso,
podem ocorrer acoplamentos a longa distancia (orto e meta) entre carbono e
flior, como observado nos espectros de RMN de 2C desses compostos
(TEIXEIRA, 2019; SILVERSTEIN et al., 2005; PAVIA et al., 2001). Utilizando-se
como exemplo o composto 2g (Figura 48), percebe-se 0 acoplamento

heteronuclear *3C -19F, associado a uma reducdo nos valores das constantes
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de acoplamento, a medida que ocorre o distanciamento dos carbonos com

relacdo ao atomo de fldor do sistema aromatico.

Além disso, a tiazolilhidrazona 2r apresenta um centro quiral que ocasiona o
desdobramento dos sinais de hidrogénios diasterotépicos adjacentes (CH2) ao
carbono assimétrico, aumentando significativamente a complexidade de seu
espectro de RMN de 'H. De modo semelhante, esse efeito pode ser observado
no espectro de RMN de 'H da tiossemicarbazona 1f, precursora dessa

substancia.

5.2.3 Sintese dos heterociclos tiadiadiazolinicos e tiadiazol 5a, 5b e 6a

Os heterociclos tiadiazéis foram propostos com objetivo de averiguar a
influéncia da porcédo tiazolilhidrazona sobre a atividade antifingica das
substancias sintetizadas, além de possibilitar a analise da potencial atuacao
deste grupo como farmacoforo. Deste modo, ao substituir o grupamento
tiazolilhidrazona pelo heterociclo tiadiazol é possivel atestar as implicacdes
desta modificacdo sobre a atividade bioldgica, além de permitir a eventual
identificacdo de bioisGsteros capazes de aperfeicoar as caracteristicas drug-like
dessa classe de compostos.

Neste contexto, a obtencdo dos novos derivados tiadiazolinicos (Figura 50)
ocorreu via reacdo de acetilacdo das tiossemicarbazonas empregando o
anidrido acético como reagente. Neste processo, a ciclizacdo intramolecular é
impulsionada com consequente formacdo do heterociclo tiadiazolinico, a

temperatura de 90° C.
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Figura 50 — Rota de sintese e estruturas quimicas dos compostos

tiadiazolinicos 5a e 5b
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Fonte: Autor, 2021.

O mecanismo de formacédo dos derivados tiadiazois tem inicio com o ataque
nucleofilico do nitrogénio N-1 da tiossemicarbazona a carbonila do anidrido
aceético. Em seguida, com a protonacao do nitrogénio N-1 desencadeia-se um
processo de ciclizagdo intramolecular, impulsionado pelo aumento da
polarizacéo da ligagcdo C=N que torna este carbono mais suscetivel ao ataque
nucleofilico do enxofre. Posteriormente, o nitrogénio endociclico protonado tem
seu hidrogénio abstraido pela base conjugada do acido acético, ocorrendo
simultaneamente uma nova acetilagdo da amina primaria exociclica, que apos
desprotonada origina o novo derivado tiadiazol de interesse (Figura 51) (SHIH
& WU, 2005).
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Figura 51 — Mecanismo proposto para formacéao dos heterociclos

tiadiazolinicos
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Fonte: Autor, 2021.

O rendimento proporcionado por esta reacao foi de 60% para a substancia 5a e
86% para 5b.

Com intuito de explorar as caracteristicas estruturais da substancia 5b, esta
molécula foi submetida a uma nova reacdo na presenca de agentes oxidantes
KMnOs e peréxido de hidrogénio (H202) com o objetivo de promover a
desacetilacdo do nitrogénio endociclico estabelecendo um sistema aromético
no heterociclo tiadiazol. A partir dessas modificacdes, as potenciais implicacdes
para a atividade biolégica deste composto foram averiguadas. Como resultado

desse procedimento foi obtido a substancia 6a com 35% de rendimento.
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5.2.3.1 Caracterizacao dos heterociclos tiadiazolinicos e tiadiazol 5a, 5b e 6a

A caracterizacdo dos compostos tiadiazolinicos foi realizada por determinacao

de sua faixa de fuséo, bem como, a interpretacdo dos espectros de RMN de 'H

e 13C. Os principais dados dos espectros de RMN que comprovam a formacéo

dos heterociclos tiadiazois estéo representados na Tabela 16.

Tabela 16 — Principais sinais no espectro de RMN de H e de 13C

indicativos da formacao dos heterociclos tiadiazois 5a, 5b e 6a

3
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N,
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SN >
S
1

M2 NH
HO\/VNL s i s>_ : A
2/>~g 1
1
5a 5b 6a
Rendimento: 35 - 86%
Substancias N-H C-2 C-5 C=0 CH2-OH

5a 10,44 78,6 1429 170,5e 169,3 61,3
5b 11,56 69,7 147,1 169,2 e 167,7 -

62 13,42 160,0 170,3 168,8 -

Fonte: Autor, 2021.

Os sinais referentes aos carbonos C-2 e C-5 sé@o os principais indicadores da

formacado dos heterociclos tiadiazolinicos e tiadiazol. Ao analisar os sinais dos

carbonos C-2 das substancias 5a (78,6 ppm) e 5b (69,7 ppm), percebe-se uma

acentuada diferenca no deslocamento quimico destes carbonos, decorrente da

influéncia exercida pelos substituintes do carbono ipso da substancia 5a. Além

disso, a formacédo do centro quiral em C-2 nos compostos 5a e 5b ocasionam o
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desdobramento dos sinais dos hidrogénios diasterotopicos adjacentes
formando multipletos. Por outro lado, os sinais do carbono C-5 dos compostos
5a e 5b apresentaram valores de deslocamento quimico de 142,9 e 147,1 ppm,
respectivamente. Neste contexto, um sinal com deslocamento quimico
compativel com carbono oxigenado de grupo alcool (61,3 ppm) foi observado
no espectro de RMN de '3C de 5a e sinais referentes a carbonila de amida
(C=0) (167,7 — 170,5 ppm) foram identificados nos espectros dos trés
derivados tiadiazéis. Além disso, nos espectros de RMN de 'H é possivel
visualizar o sinal de N-H pertencentes ao grupo amida com deslocamentos

superiores a 10 ppm.

Com base nos espectros de RMN de 'H e 13C da substancia 6a, observa-se a
formacdo de um sistema aromético no anel tiadiazélico com base no
deslocamento quimico dos sinais na regido de aromaticos atribuido ao carbono
C-2 (160,0 ppm) e desacetilacdo do nitrogénio endociclico pela auséncia do
sinal referente a uma das carbonilas e aos grupos metilicos, quando

comparado com os espectros da substancia precursora 5b.

5.3 Ensaios bioldgicos

A atividade antifingica das substancias sintetizadas foi avaliada pela equipe da
Profa. Susana Johan do Instituto de Ciéncias Biolégicas (ICB) da UFMG. As
substancias foram testadas contra oito espécies de fungos patogénicos de
relevancia clinica. As moléculas que apresentaram MIC superior a 125 uM

foram consideradas inativas, sendo os resultados expressos na Tabela 17.



Tabela 17 — Resultados de concentracao inibitéria minima — MIC (uM) dos heterociclos sintetizados

Concentracéo Inibitéria Minima - MIC (uM)

Substancias C. albicans C. parapsilosis C. glabrata C. tropicalis C.krusei C. auris C.neoformans C. gatii
2a 1,72 6,98 3,47 6,98 1,72 0,21 3,47 347
2b 3,28 6,59 1,62 3,28 0,41 0,81 6,59 6,59
2c 0,71 1,41 1,41 2,85 1,41 0,18 2,85 2,85
2d 6,81 3,39 6,81 13,62 1,68 0,42 0,42 0,42
2e >343,12 >343,12 >343,12 >343,12 >343,12 >343,12 >343,12 >343,12
2f >432,00 >432,00 >432,00 >432,00 >432,00 >432,00 >432,00 >432,00
29 >406,71 >406,71 >406,71 >406,71 101,68 2541 >406,71 >406,71
2h >386,04 >386,04 >386,04 >386,04 193,02 >386,04 >386,04 >386,04
2i 42,42 42,42 10,59 10,59 5,30 10,59 42,42 42,42
2j >391,38 >391,38 >391,38 >391,38 >391,38 >391,38 >391,38 >391,38
2k 24,84 12,41 49,69 99,41 49,69 12,41 24,84 12,41
2l 1,66 6,74 1,66 1,66 6,74 1,66 3,35 3,35
2m 1,56 0,78 1,56 3,16 0,78 0,20 1,56 1,56
2n 0,74 0,19 0,74 3,00 0,74 0,19 1,48 0,74
20 0,16 0,65 0,16 1,30 0,65 0,16 1,30 0,65
2p 0,19 0,75 0,75 3,04 0,19 0,19 0,75 0,19
2q 1,53 3,09 3,09 3,09 0,76 0,19 1,53 1,53
2r 18,21 145,76 2,26 4,55 1,12 9,10 72,88 72,88
3a 57,57 57,57 7,19 28,78 1,77 57,57 115,17 115,17
3b 26,44 26,44 0,81 3,28 0,41 26,44 52,88 52,88
3c 52,18 52,18 52,18 52,18 6,51 52,18 104,39 104,39
3d 0,20 0,20 0,40 0,40 0,40 0,20 1,60 1,60
4a >417,57 >417,57 >417,57 52,18 >417,57 208,79 >417,57 104,39
4b >423,15 >423,15 >423,15 >423,15 >423,15 >423,15 >423,15 >423,15
4c >441,15 >441,15 220,58 >441,15 110,29 >441,15 >441,15 >441,15
5a >509,58 >509,58 >509,58 >509,58 >509,58 >509,58 >509,58 >509,58
5b >464,06 >464,06 >464,06 >464,06 >464,06 >464,06 >464,06 >464,06
6a >509,58 >509,58 >509,58 >509,58 >509,58 >509,58 >509,58 >509,58

Fluconazol 1,63 3,27 13,06 0,82 104,48 208,97 26,12 52,24

Ro B ————— ‘
: R, = F (2a)
IRi= R = CI (2b)
4 |
N w R, = Br (2c)
\ ' 2
N, 2l Ds :
s ; OH R,=cN ¢
[
,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, | Ry = H (2f)
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R,=Br(2e) | |
2=Brize) i c> R, = Br (2i)
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Fonte: Autor, 2021.



167

Com intuito de comparar o potencial farmacolégico dos novos heterociclos
sintetizados, utilizou-se o fluconazol como controle positivo por este ser um
farmaco bem estabelecido na terapéutica antifungica. Deste modo, 0s
heterociclos sintetizados que apresentaram poténcia superior ao fluconazol,
frente a determinadas espécies fungicas, estdo destacados na cor azul na
Tabela 17, sendo a substancia mais ativa para cada espécie destacada na cor

vermelha.

No grupo dos compostos 2a — 2r, observa-se que as substancias 2a — 2d e 2| —
2q, que possuem na por¢cdo hidrazona um grupo alifatico com extremidade
polar apresentaram amplo espectro de acdo contra as espécies fungicas
testadas associado a alta poténcia. Desse grupo, ao comparar os heterociclos
com porcao hidrazona similar, observa-se que 0s compostos 2c e 2o,
apresentando um substituinte bromo na posicdo para do anel aromatico,

exibiram atividade antifingica superior contra a maioria das cepas fungicas.

Para a substancia 2e era esperado uma alta atividade bioldgica, tendo em vista
0 notério desempenho antifingico de seus analogos estruturais anteriormente
sintetizados por nosso grupo de pesquisa. Em detrimento disso, novas analises
foram efetuadas para compreender os motivos dessa perda de atividade,
ficando constatado por meio de espectrometria de RMN a degradacédo da
substancia anteriormente caracterizada. Posteriormente, quantidades

adicionais da substancia 2e sera sintetizada para repeticdo dos ensaios.

Os compostos 2f — 2k que possuem um grupo éster na por¢ao hidrazona,
resultando em um sistema conjugado nessa regido, ocasionou, de modo geral,
uma significativa perda de atividade, quando comparado as substancias 2a —
2d e 2| — 2q. Especula-se que este fato possa estar relacionado ao aumento da
acidez do hidrogénio ligado ao nitrogénio da porcéo hidrazona, que se torna
ionizdvel em pH fisiolégico (~ 7,4) favorecido pela estabilizacdo da base
conjugada formada. Deste modo, ao comparar as substancias 2b, 2h e 2n que
se diferem apenas pelo substituinte da porcdo hidrazona, observa-se que a
reducdo da acidez desse hidrogénio repercutiu em um aumento da atividade

dos compostos 2b e 2n quando comparados a 2h, conforme indicado pela
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simulacdo de pKa realizada utilizando o programa Marvin sketch 16.10.3
(CHEMAXON, 2021) (Figura 52).

Figura 52 — Comparacéao de valores de predicdo de pKa das substancias

2b, 2h e 2n pelo programa Marvin sketch
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2b 2h 2n

Fonte: Autor, 2021.

A substituicdo do anel aromatico dos compostos 2a — 2r na posicdo 4 do anel
tiazdlico pelo grupo éster nos compostos 3a — 3d, demonstrou uma 6tima
influéncia no espectro de acao e poténcia para a substancia 3d. Entretanto, tais
modificacdes restringiram a poténcia das substancias 3a, 3b e 3c,
principalmente contra as espécies de Cryptococcus.

A introducédo do substituinte metilico na posicdo 4 e do grupo éster na posi¢ao
5 do anel tiazélico das substancias 4a—4c ocasionou uma completa perda de
atividade. De modo semelhante, a substituicdo do grupo tiazolilhidrazona pelo
heterociclo tiadiazol nas substancias 5a, 5b e 6a resultou na perda da
atividade, demonstrando a importancia da porcao tiazolilhidrazona como

farmacoforo.

Ao analisar a atividade antifungica dos heterociclos sintetizados frente a
espécie fungica de C. auris, temida pela multirresisténcia a varias classes de
antifangicos, destacam-se os compostos 2a — 2d, 2m — 2q e 3d com alta

capacidade de inibicho do crescimento e proliferacdo desta espécie. A



169

concentracdo inibitéria  minima alcancada para essas substancias esta
compreendida na faixa de nanomolar, muito superior ao padrao fluconazol que
se demonstrou, pelos critérios adotados, inativo contra C. auris, evidenciando o

potencial terapéutico desta classe de compostos.

Ao empregar os modelos de HQSAR 2q, 58p e 87t para predizer a atividade
antifangica dos novos heterociclos sintetizados contra as espécies de C.
albicans, C. neoformans e C. gatti, respectivamente; foram obtidos os

resultados expressos na Tabela 18.
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Tabela 18 — Valor de atividade antifungica experimental vs predita (pMIC)
dos heterociclos sintetizados contra as espécies de C. albicans, C.
neoformans e C. gatti gerados pelos modelos 2q, 58p e 87t,

respectivamente

Concentragao Inibitéria Minima - p MIC

C.albicans (2q) C.neoformans (58p) C. gatti (87t)
Substéancias
Experimental Predito Residuo  Experimental Predito Residuo  Experimental Predito Residuo
2a 6,32 5,92 0,40 6,01 6,84 -0,83 6,01 6,69 -0,67
2b 6,01 ’ 5,69 0,32 571 6,74 -1,03 571 6,37 -0,66
2c 6,62 5,73 0,89 6,01 6,82 -0,80 6,01 6,13 -0,11
2d 571 5,29 0,42 6,92 6,67 0,25 6,92 6,13 0,79
2e 3,90 5,56 -1,66 3,90 5,61 -1,70 3,90 5,562 -1,62
2f 3,90 5,54 -1,64 3,90 5,23 -1,32 3,90 5,31 -141
29 3,90 5,65 -1,75 3,90 5,49 -1,59 3,90 5,87 -1,96
2h 3,90 543 -1,52 3,90 5,39 -1,49 3,90 5,54 -1,64
2i 4,81 5,47 -0,66 4,81 5,47 -0,66 4,81 5,31 -0,50
2k 3,90 5,02 -1,12 3,90 5,32 -141 3,90 5,31 -141
2j 511 5,42 -0,32 511 5,27 -0,16 541 5,31 0,10
2m 6,32 5,90 0,42 6,01 6,03 -0,02 6,01 6,59 -0,57
2 6,32 5,79 0,53 6,32 577 0,55 6,32 6,03 0,29
2n 6,62 5,68 0,94 6,32 5,93 0,39 6,62 6,26 0,36
20 7,22 5,72 1,51 6,32 6,01 0,31 6,62 6,03 0,59
2p 7,22 5,27 1,95 6,62 5,86 0,76 7,22 6,03 1,19
2q 6,32 5,67 0,64 6,32 5,81 0,51 6,32 6,03 0,29
3a 511 5,30 -0,20 4,51 5,97 -1,46 4,51 4,96 -0,46
2r 4,81 5,26 -0,45 4,51 5,59 -1,08 4,51 5,27 -0,76
3b 511 5,14 -0,03 4,81 4,78 0,03 4,81 4,53 0,28
3c 4,81 5,04 -0,23 4,51 4,61 -0,11 4,51 4,41 0,10
4a 7,22 4,89 2,33 6,32 4,16 2,16 6,32 4,23 2,09
3d 3,90 5,29 -1,39 3,90 5,16 -1,25 4,51 4,88 -0,37
4b 3,90 4,99 -1,09 3,90 4,32 -0,42 3,90 4,32 -0,41
4c 3,90 5,05 -1,15 3,90 5,76 -1,85 3,90 4,90 -1,00
5a 3,90 3,84 0,06 3,90 4,02 -0,12 3,90 3,77 0,13
5b 3,90 3,62 0,28 3,90 3,67 0,24 3,90 4,43 -0,53
6a 3,90 4,68 -0,78 3,90 4,08 -0,18 3,90 4,57 -0,66

Fonte: Autor, 2021.
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Com base nos valores residuais de cada modelo, calculados pela diferenca
entre |resultado experimental — valor predito| é possivel estabelecer o erro de

predicdo dos modelos para cada molécula. Ao analisar esses resultados,
observa-se que o valor residual médio foi inferior a uma unidade logaritmica
para os trés modelos, sendo de 0,88 (desvio padrdo 0,63) para o modelo 2q,
0,81 (desvio padréo 0,63) para 58p e 0,75 (desvio padrao 0,57) de média para
0 modelo 87t. Esses resultados indicam que os modelos apresentaram
capacidade preditiva satisfatoria e os valores de desvio padrdo demonstram

uma baixa disperséo dos resultados em torno da média de predicéao.

Deste modo, valores residuais de predicdo muito superiores a uma unidade
logaritmica, atribuidos a determinados heterociclos sintetizados, pode ser
justificado pela auséncia de grupamentos similares nas moléculas utilizadas no
conjunto treinamento para construcdo dos modelos. Como exemplo, 0s grupos
acido carboxilico e éster ndo estavam presentes nas estruturas utilizadas para
treinar os modelos de HQSAR, sendo formulado, nesses casos, uma estimativa
de valores pelo modelo para esses grupos; o que pode explicar o valor residual
de predicdo superior a 1,5 para as substancias 2f — 2h, 20, 2p, 4a e 4c que

apresentam um ou ambos os grupos em sua estrutura.

6 CONCLUSAO

Para compreensao da relacado estrutura-atividade e auxilio no planejamento de
novos derivados tiazolicos, foram construidos um total de 336 modelos de
HQSAR distribuidos em 3 grupos de 112 modelos; sendo cada grupo destinado
a predizer a atividade dos compostos sintetizados frente as espécies de C.
albicans, C. neoformans e C. gatti. Com base nos resultados proporcionados
pela validacdo interna e externa, foram selecionados os modelos 2q para C.
albicans, 58p para C. neoformans e 87t para C. gatti, por se destacarem com

as melhores capacidades preditivas frente a essas espécies.

O processo de sintese proporcionou a obtencdo de 34 substancias (6
intermediarios e 28 produtos finais), sendo 20 inéditas: 1f, 2a, 2b, 2c, 2d, 2g,
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21, 2m, 2n, 20, 2p, 2q, 2r, 3a, 3c, 3d, 4a, 4c, 5a e 5b. As substancias foram
sintetizadas com rendimentos igual ou superior a 60%, com excecdo do

composto 6a que foi obtido com 35% de rendimento.

Os heterociclos sintetizados foram avaliados in vitro contra as espécies
fungicas de Candida albicans, C. glabrata, C. parapsilosis, C. tropicalis, C.
krusei e C. auris; além das espécies de Cryptococcus neoformans e C. gatti. As
substancias 2a — 2d, 2| — 2g e 3d apresentaram amplo espectro de acgéo e
poténcia superior ao fluconazol contra, pelo menos, cinco das oito as espécies
fungicas testadas. Vale ressaltar, que o composto 3d apresentou atividade
superior ao fluconazol contra todas as cepas fungicas avaliadas. Além do mais,
apesar da alta resisténcia atribuida a espécie de C. auris, as substancias 2a —
2d, 2m — 2q e 3d se destacaram pela poténcia em inibir essa espécie, com
valores de MIC na faixa de nM.

Além disso, observou-se que a porc¢éo hidrazona contendo um grupo alifatico
com extremidade polar contribuiu para ampliar o espectro de acao e a poténcia
contra as espécies fangicas analisadas. Em contrapartida, a presenca de
grupos, que ampliem o sistema de conjugacao na porcao hidrazona, ocasionou
uma perda de atividade biolégica. De modo semelhante, a substituicdo da
porcao tiazolilhidrazona por um heterociclo tiadiazol acarretou na completa

perda de atividade antifingica.

Os resultados de predicdo gerados pelos modelos 2qg, 58p e 87t para os
heterociclos sintetizados demonstraram satisfatoria capacidade preditiva, com

média de valores residuais inferiores a uma unidade logaritmica.

Os resultados dessa pesquisa indicam um potencial antifiungico promissor para
as tiazolilhidrazonas, e abrem novos horizontes por meio da exploracdo da
versatilidade sintética dessa classe de compostos, permitindo a modulacao de
parametros farmacocinéticos e farmacodinamicos, que ao serem associados ao
emprego de tecnologias na area de quimioinformatica, maximizam as chances

de obtencao de produtos com elevada probabilidade de sucesso terapéutico.
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APENDICE A — RESULTADOS DE VALIDACAO DOS MODELOS DE HQSAR

Tabela Al — Resultados de validacéo interna dos modelos de HQSAR das espécies de C. albicans, C. neoformans e C. gatti com tamanho de

Modelos HQSAR (C. albicans)

fragmento de 4 a 7 &tomos

Modelos HQSAR (C. neoformans)

Modelos HQSAR (C. gatti)

185

Modelo Dfrag Tfrag q° SEP r? SEE HL  CP | |Modelo Dfrag Tfrag q° SEP r? SEE HL  CP ||Modelo Dfrag Tfrag ' SEP r? SEE HL cP
1 A 4a7 0828 0512 0929 0329 59 6 33 A 4a7 0621 0739 0808 0527 59 5 65 A 4a7 0692 0709 0838 0515 59 5
2 A B 4a7 0816 0498 0908 0,353 199 3 34 A B 4a7 0661 0681 0806 0514 151 3 66 A B 4a7 0731 0645 0849 0483 151 3
3 AC 4a7 0784 0541 0900 0368 97 3 35 AC 4a7 0673 0668 0823 0491 97 3 67 AC 4a7 0746 0626 0864 0459 97 3
4 A HA 4a7 0628 0723 0844 0469 71 4 36 A HA 4a7 0568 0826 0898 0402 199 8 68 A HA 4a7 0633 0764 0803 0560 257 4
5 A, Ch 4a7 078 0568 0952 0270 151 6 37 A Ch 4a7 0594 0800 0865 0462 59 8 69 A, Ch 4a7 0654 0763 0852 0499 59 6
6 A DA 4a7 0731 0641 0965 0230 151 6 38 A DA 4a7 0626 0746 0867 0444 61 6 70 A DA 4a7 0658 0727 0787 0574 59 3
7 AB,C 4a7 0819 0495 0909 0351 151 3 39 AB,C 4a7 069 0694 0937 0315 59 8 71 AB,C 4a7 0754 0626 0876 0445 59 4
8 AB,HA 4a7 0646 0692 0,789 0535 151 3 40 AB,HA 4a7 0665 0727 0923 0348 151 8 72 AB,HA 4a7 0676 0761 0933 0347 151 8
9 AB,Ch 4a7 0831 0478 0904 0360 61 3 41 AB,Ch 4a7 0652 0690 0812 0506 257 3 73 AB,Ch 4a7 0717 0671 0873 0450 257 4
10 AB,DA 4a7 0757 0597 0961 0238 401 5 a2 AB,DA 4a7 0667 0674 0805 0516 53 3 74 AB,DA 4a7 0737 0646 0881 0435 53 4
1 ACHA 4a7 0625 0727 0825 049 151 4 43 ACHA 4a7 0612 0782 0916 0363 257 8 75 AC,HA 4a7 0649 0747 0801 0563 61 4
12 AC,Ch 4a7 078 0538 0900 0368 53 3 a4 AC,Ch 4a7 0667 0725 0929 0334 53 8 76 AC,Ch 4a7 0724 0662 0875 0446 53 4
13 AC,DA 4a7 0705 0644 0945 0277 151 4 45 AC,DA 4a7 0665 0667 0771 0552 401 2 77 AC,DA 4a7 0723 0646 0815 0528 401 2
14 AHA,Ch 4a7 0631 0736 0870 0436 83 5 46 AHACh 4a7 058 0760 0765 0574 83 4 78 AHACh 4a7 0643 0753 0799 0565 83 4
15 AHADA 4a7 0577 0804 0939 0305 199 6 47 AHADA 4a7 0541 0803 0,775 0562 199 4 79 AHADA 4a7 058 0811 0801 0562 199 4
16 A,Ch,DA 4a7 0780 0580 0965 0230 151 6 a8 A.Ch,DA 4a7 0593 0801 0875 0445 59 8 80 A.Ch,DA 4a7 0642 0755 0824 0529 59 4
17 AB,CHA 4a7 0600 0751 0,823 0500 257 4 49 AB,C,HA 4a7 0633 0761 0914 0368 307 8 81 AB,C,HA 4a7 0659 0736 0816 0540 257 4
18 ABHACh  4a7 0670 0695 0881 0418 61 5 50 AB,HA,Ch 4a7 0649 0744 0921 0353 61 8 82 AB,HA,Ch 4a7 0684 0752 0930 0355 61 8
19 ABChDA 4a7 0784 0563 0937 0304 53 5 51 AB,Ch,DA 4a7 0678 0672 0850 0459 53 4 83 AB,Ch,DA 4a7 0737 0647 0878 0441 53 4
20 ACHACh 4a7 0617 0734 0823 0499 151 4 52 AC,HACh 4a7 0624 0716 0754 0580 83 3 84 AC,HACh 4a7 0660 0735 0803 0560 61 4
21 AC,ChDA 4a7 0717 0631 0942 0287 151 4 53 AC,Ch,DA 4a7 0667 0713 0957 0257 97 7 85 AC,Ch,DA 4a7 0692 0691 0870 0449 61 3
22 AHAChDA 4a7 0545 0834 0954 0266 307 6 54 AHA,Ch,DA 4a7 0542 0802 0,764 0575 199 4 86 AHA,Ch,DA 4a7 0601 079 0806 0555 199 4
23 AB,C,Ch 4a7 0815 0500 0910 0350 151 3 55 AB,C,Ch 4a7 069 0699 0936 0318 59 8 87 AB,C,Ch 4a7 0751 0667 0949 0302 59 8
24 ABHADA 4a7 0597 078 0928 0332 61 6 56 AB,HADA 4a7 0630 0765 0946 0292 307 8 88 AB,HA DA 4a7 0656 0760 0886 0437 61 6
25 ACHADA 4a7 0609 0714 0,786 0529 353 2 57 AC,HADA 4a7 0645 0749 0950 0282 151 8 89 AC,HADA 4a7 0660 0,780 0958 0276 151 8
26 AB,C,DA 4a7 0760 0594 0961 0240 71 5 58 AB,C,DA 4a7 0724 0650 0946 0287 59 7 90 AB,C,DA 4a7 0751 0657 0954 0282 59 7
27 AB,CHACh 4a7 0604 0747 0823 0499 257 4 59 ABCHACh 4a7 0633 0761 0915 0365 307 8 91 AB,CHACh 4a7 0661 0734 0818 0538 257 4
28 ABHAChDA 4a7 0606 0744 0814 0512 71 4 60 ABHAChDA 4a7 0638 038 0908 0381 61 8 92 ABHAChDA 4a7 0666 0761 0906 0403 61 7
29 AB,CChDA 4a7 0771 0579 095 0227 71 5 61 AB,CChDA 4a7 0715 0670 0952 0274 71 8 93 AB,C,ChDA 4a7 0780 0627 0970 0231 71 8
30 AB,CHADA 4a7 0618 0764 00960 0246 97 6 62 ABCHADA 4a7 0647 0746 0956 0264 97 8 9 AB,CHADA 4a7 0673 0742 0917 0374 97 6
31 ACHAChDA 4a7 0632 0693 0,79 0515 353 2 63 ACMHAChDA 4a7 0640 0754 0952 0274 307 8 95 ACHAChDA 4a7 0658 0782 0959 0272 151 8
32 ABCHAChDA 4a7 0614 0769 0948 0282 151 6 64 ABCMHAChDA 4a7 0637 0757 0952 0275 401 8 9% ABCMHAChDA 4a7 0653 0787 0963 0259 401 8

Dfrag: distingdo dos fragmentos — atomos (A), ligagbes (B), conectividade (C), quiralidade (Ch), &tomos de hidrogénio (HA), doador e/ou aceptor de ligacdo de hidrogénio (DA);
Tfrag: tamanho dos fragmentos (nimeros de atomos); g%: coeficiente de determinacdo da validacdo cruzada; SEP: erro padrdo de predicdo; r: coeficiente de calibracdo; SEE:
erro padrdo estimado; HL: comprimento do holograma molecular (bins); CP: nimero de varidveis latentes ou componentes principais da PLS.
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Tabela A2 — Resultados de validacéo interna dos modelos de HQSAR selecionados para as

espécies de C. albicans com variagc6es no tamanho de fragmento

Modelos HQSAR (C. albicans)

2

2

2

2

Modelo Dfrag Tfrag q SEP r SEE HL CP ||Modelo Dfrag Tfrag q SEP r SEE HL cpP
1 A 4a7 0,828 0,512 0,929 0,329 59 6 7 A,B,C 4a7 0,819 0,495 0,909 0,351 151 3
1a A la4d 0,613 0,710 0,756 0,564 59 2 7a A,B,C la4d 0,746 0,623 0,958 0,255 257 6
1b A 2a5s 0,682 0,656 0,820 0,493 61 3 7b A,B,C 2a5 0,760 0,570 0,882 0,399 83 3
1c A 3a6 0,752 0,580 0,867 0,424 71 3 7c A,B,C 3a6 0,792 0,520 0,866 0,418 53 2
1d A 5a8 0,806 0,544 0,957 0,257 151 6 7d A,B,C 5a8 0,799 0,522 0,920 0,328 401 3
le A 6a9 0,807 0,521 0,926 0,323 53 4 7e A,B,C 6a9 0,782 0,543 0,903 0,362 199 3
1f A 7a10 0,767 0,584 0,951 0,267 257 5 7f A,B,C 7a10 0,772 0,567 0,918 0,340 71 4
1g A 1la5 0,694 0,685 0,946 0,287 59 6 78 A,B,C 1la5s 0,768 0,560 0,886 0,393 83 3
1h A 2a6 0,756 0,586 0,905 0,365 71 4 7h A,B,C 2a6 0,790 0,533 0,887 0,392 53 3
1i A 3a7 0,775 0,575 0,902 0,378 59 5 7i A,B,C 3a7 0,804 0,536 0,940 0,297 71 5
1j A 4a8 0,804 0,536 0,924 0,334 71 5 7 A,B,C 4a8 0,792 0,531 0,914 0,342 353 3
1k A 5a9 0,794 0561 0948 0283 53 6 7k A,B,C 5a9 0,783 0542 0912 0345 401 3
1 A 6a10 0,788 0,557 0,952 0,265 257 5 71 A,B,C 6a10 0,770 0,558 0,913 0,344 307 3
im A la3 0,656 0,670 0,764 0,554 59 2 7m A,B,C la3 0,740 0,605 0,925 0,326 61 4
1n A 2a4 0,598 0,724 0,783 0,532 257 2 7n A,B,C 2a4 0,711 0,665 0,959 0,250 257 6
10 A 3a5 0687 0677 0935 0310 151 5 70 A,B,C 3a5 0759 0571 0,890 0,385 83 3
1p A 4a6 0,786 0,573 0,934 0,317 59 6 7p A,B,C 4a6 0,805 0,523 0,928 0,319 71 4
1q A 5a7 0,828 0,512 0,932 0,323 59 6 79 A,B,C 5a7 0,818 0,497 0,902 0,364 83 3
1r A 6a8 0,803 0,549 0,957 0,256 307 6 r A,B,C 6a8 0,802 0,551 0,957 0,255 53 6
1s A 7a9 0,786 0,572 0,958 0,254 83 6 7s A,B,C 7a9 0,785 0,574 0,963 0,237 53 6
1t A 8a1l0 0,777 0,572 0,933 0,313 97 5 7t A,B,C 8a1l0 0,764 0,566 0,921 0,327 401 3
2 A B 4a7 0,816 0,498 0,908 0,353 199 3 9 A,B,Ch 4a7 0,831 0,478 0,904 0,360 61 3
2a A B 1a4 0777 058 0934 0317 59 6 9% A,B,Ch l1a4 0,765 0,600 0,940 0,304 59 6
2b A, B 2a5 0,768 0,584 0,938 0,302 71 5 9b A,B,Ch 2a5 0,811 0,538 0,952 0,270 71 6
2c A B 3a6 0,807 0,531 0,928 0,325 83 5 9c A,B,Ch 3a6 0,795 0,537 0,914 0,349 83 4
2d A B 5a8 0,827 0,484 0,917 0,336 353 3 9d A,B,Ch 5a8 0,823 0,489 0,917 0,336 353 3
2e A, B 6a9 0,809 0,519 0,916 0,343 59 4 9e A,B,Ch 6a9 0,830 0,499 0,936 0,306 59 5
2f AB 7a10 0,776 0,573 0,929 0,322 71 5 9f A,B,Ch 7a10 0,782 0,565 0,931 0,318 71 5
2g A B 1a5 0,769 0,559 0,889 0,387 53 3 9 A,B,Ch 1la5s 0,785 0,573 0,951 0,275 199 6
2h A B 2a6 0795 0,560 0946 0287 83 6 oh A,B,Ch 2a6 0,782 0578 0931 0,325 59 6
2i A, B 3a7 0,812 0,505 0,913 0,344 199 3 9i A,B,Ch 3a7 0,823 0,490 0,903 0,362 61 3
2j A B 4a8 0,820 0,494 0,913 0,343 353 3 9j A,B,Ch 4a8 0,817 0,497 0,914 0,342 353 3
2k A B 5a9 0,804 0,514 0,909 0,352 401 3 9k A,B,Ch 5a9 0,832 0,486 0,917 0,342 59 4
2 A, B 6a10 0,794 0,549 0,932 0,316 71 5 9l A,B,Ch 6a10 0,805 0,524 0,919 0,337 71 4
2m A B la3 0,736 0,636 0,943 0,295 199 6 9m A,B,Ch la3 0,734 0,637 0,943 0,296 199 6
2n A B 2a4 0,771 0,592 0,933 0,321 59 6 9n A,B,Ch 2a4 0,772 0,591 0,939 0,306 59 6
20 A B 3a5 0767 0561 0876 0410 53 3 9% A,B,Ch 3a5 0,800 0554 0,943 0,295 71 6
2p A, B 4a6 0,813 0,534 0,943 0,296 83 6 9p A,B,Ch 4a6 0,792 0,530 0,885 0,394 61 3
2q A, B 5a7 0,833 0,476 0,912 0,345 199 3 9q A,B,Ch 5a7 0,829 0,481 0,900 0,369 61 3
2r A B 6a8 0,842 0,471 0,926 0,323 71 4 9r A,B,Ch 6a8 0,840 0,474 0,927 0,321 71 4
2s A, B 7a9 0,798 0,544 0,929 0,322 59 5 9s A,B,Ch 7a9 0,814 0,522 0,935 0,309 59 5
2t A, B 8a10 0,756 0,586 0,912 0,352 257 4 9t A,B,Ch 8a10 0,759 0,594 0,935 0,309 71 5

Dfrag: distingdo dos fragmentos — atomos (A), ligacbes (B), conectividade (C), quiralidade (Ch), &tomos de hidrogénio
(HA), doador e/ou aceptor de ligacdo de hidrogénio (DA); Tfrag: tamanho dos fragmentos (nimeros de atomos); g
coeficiente de determinacéo da validagéo cruzada; SEP: erro padrdo de predicdo; r2: coeficiente de calibracdo; SEE: erro
padrédo estimado; HL: comprimento do holograma molecular (bins); CP: nimero de variaveis latentes ou componentes
principais da PLS.
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Tabela A3 — Resultados de validacéo interna dos modelos de HQSAR selecionados para as

espécies de C. neoformans com variagcfes no tamanho de fragmento

Modelos HQSAR (C. neoformans)

2

2

2

2

Modelo Dfrag Tfrag q SEP r SEE HL CP ||Modelo Dfrag Tfrag q SEP r SEE HL cpP
39 A,B,C 4a7 0,695 0,694 0,937 0,315 59 8 58 A,B,C,DA 4a7 0,724 0,650 0,946 0,287 59 7
39 A,B,C 1a4 0651 0,700 0836 048 83 4 58  A,B,C,DA 1a4 0669 0672 0833 0478 71 3
3% A,B,C 2a5s 0,701 0,687 0,944 0,297 83 8 58b A,B,C,DA 2a5 0,674 0,706 0,939 0,306 257 7
39c A,B,C 3a6 0,691 0,641 0,794 0,523 53 2 58c A,B,C,DA 3a6 0,732 0,651 0,956 0,265 59 8
39d A,B,C 5a8 0,676 0,704 0,924 0,341 61 7 58d A,B,C,DA 5a8 0,713 0,673 0,959 0,254 71 8
3% A,B,C 6a9 0,659 0,692 0,855 0,452 61 4 58e A,B,C,DA 6a9 0,677 0,703 0,959 0,250 97 7
39f A,B,C 7a10 0,677 0,714 0,943 0,299 71 8 58f A,B,C,DA 7a10 0,703 0,684 0,969 0,223 353 8
39 A,B,C 1la5 0,704 0,684 0,943 0,300 83 8 58g A,B,C,DA 1la5s 0,661 0,732 0,944 0,297 59 8
3% A,B,C 2a6 0,697 0,635 0,809 0,504 53 2 58h A,B,C,DA 2a6 0,740 0,630 0,950 0,276 59 7
39i A,B,C 3a7 0,758 0,618 0,946 0,292 61 8 58i A,B,C,DA 3a7 0,680 0,700 0,943 0,295 59 7
39j A,B,C 4a8 0,670 0,671 0,829 0,483 353 3 58j A,B,C,DA 4a8 0,754 0,623 0,959 0,254 71 8
39k A,B,C 5a9 0,666 0,685 0,82 0440 61 4 58k  A,B,C,DA 5a9 0677 0,714 0962 0,245 61 8
391 A,B,C 6a10 0,667 0,675 0,810 0,509 307 3 58l A,B,C,DA 6a10 0,706 0,681 0,968 0,224 353 8
39m A,B,C la3 0,646 0,695 0,796 0,528 53 3 58m A,B,C,DA la3 0,671 0,670 0,828 0,485 53 3
39n A,B,C 2a4 0,654 0,696 0,837 0,477 83 4 58n A,B,C,DA 2a4 0,661 0,709 0,927 0,329 401 6
3% A,B,C 3a5 0,714 0,672 0,942 0,302 83 8 580 A,B,C,DA 3a5 0,692 0,686 0,936 0,313 59 7
39 A,B,C 4a6 0,702 0,638 0,831 0,480 59 3 58p A,B,C,DA 4a6 0,753 0,624 0,954 0,271 59 8
39q A,B,C 5a7 0,695 0,693 0,937 0,315 61 8 58q A,B,C,DA 5a7 0,687 0,653 0,836 0,473 71 3
39r A,B,C 6a8 0,719 0,666 0,936 0,318 61 8 58r A,B,C,DA 6a8 0,731 0,641 0,956 0,260 71 7
39s A,B,C 7a9 0,656 0,685 0,804 0,518 71 3 58s A,B,C,DA 7a9 0,722 0,662 0,964 0,238 97 8
39t A,B,C 8a1l0 0,719 0,666 0,938 0,312 71 8 58t A,B,C,DA 8a1l0 0,720 0,654 0,956 0,258 97 7
55 A,B,C,Ch 4a7 0,690 0,699 0,936 0,318 59 8 61 ABCChDA 4a7 0,715 0,670 0,952 0,274 71 8
55a ABCCh 1a4 0647 0,704 0836 0479 83 4 6la ABCChDA 1la4 0,644 0,716 0,900 0,380 71 5
55b AB,CCh 2a5 0,698 0,690 0,942 0,302 83 8 6lb A,B,C,.Ch,DA 2a5 0,668 0,724 0,945 0,295 71 8
55c A,B,C,Ch 3a6 0,692 0,648 0,825 0,489 59 3 6lc A,B,C,Ch,DA 3a6 0,726 0,657 0,957 0,262 59 8
55d A,B,C,Ch 5a8 0,660 0,672 0,773 0,549 71 2 61d A,B,C,Ch,DA 5a8 0,662 0,731 0,966 0,232 401 8
55e AB,CCh 6a9 0,651 0,690 0,802 0,520 307 3 6le A,B,CChDA 6a9 0,691 0,688 0,960 0,247 97 7
55f AB,C,Ch 7al0 0,682 0,708 0,941 0,306 71 8 61f A,B,C,Ch,DA 7a10 0,719 0,666 0,962 0,244 97 8
558 A,B,C,Ch 1a5 0,694 0,695 0,940 0,307 83 8 61g A,B,C,Ch,DA 1a5 0,650 0,732 0,939 0,306 71 7
55h  AB,CCh 2a6 0700 0632 0807 0506 53 2 6lh ABCChDA 2a6 0,744 0,635 0,957 0,261 59 8
55i A,B,C,Ch 3a7 0,748 0,630 0,946 0,293 61 8 61i AB,C,Ch,DA 3a7 0,675 0,716 0,952 0,274 71 8
55j A,B,C,Ch 4a8 0,670 0,671 0,803 0,519 151 3 61j AB,C,Ch,DA 4a8 0,624 0,770 0,966 0,232 401 8
55k A,B,C,Ch 5a9 0,657 0,684 0,787 0,539 151 3 61k A,B,C,Ch,DA 5a9 0,663 0,718 0,962 0,242 97 7
551 AB,CCh 6al0 0,667 0,674 0,811 0,508 307 3 61l AB,CChDA 6al0 0,709 0,667 0,965 0,231 199 7
55m ABCCh 1a3 0,646 0,695 0,796 0,528 53 3 6lm AB,C,Ch,DA 1la3 0,659 0,682 0,821 0,495 53 3
55n  A,B,C,Ch 2a4 0,652 0,699 0,838 0,476 83 4 6ln A,B,C,Ch,DA 2a4 0,652 0,680 0,778 0,544 53 2
550 AB,CCh 3a5 0715 0671 0940 0308 83 8 6lo AB,CChDA 3a5 0673 0697 0936 0309 257 6
55p AB,CCh 4a6 0,707 0,633 0,831 0,481 59 3 6lp A,B,CChDA 4a6 0,737 0,644 0,954 0,270 59 8
559 A,B,C,Ch 5a7 0,674 0,717 0,938 0,314 61 8 61qg A,B,C,Ch,DA 5a7 0,704 0,683 0,950 0,281 71 8
55r A,B,C,Ch 6a8 0,707 0,681 0,936 0,318 61 8 61r AB,C,Ch,DA 6a8 0,650 0,692 0,837 0,471 71 3
55s AB,.CCh 7a9 0,669 0,663 0,794 0,523 97 2 61s AB,CChDA 7a9 0,736 0,646 0,967 0,230 97 8
55t AB,CCh 8al0 0,715 0,671 0,939 0,311 71 8 61t A,B,C.Ch,DA 8a1l0 0,731 0,652 0,964 0,237 97 8

Dfrag: distingdo dos fragmentos — atomos (A), ligacdes (B), conectividade (C), quiralidade (Ch), a&tomos de hidrogénio
(HA), doador e/ou aceptor de ligacdo de hidrogénio (DA); Tfrag: tamanho dos fragmentos (nimeros de atomos); g
coeficiente de determinacéo da validagéo cruzada; SEP: erro padrdo de predicdo; r2: coeficiente de calibracdo; SEE: erro
padrédo estimado; HL: comprimento do holograma molecular (bins); CP: nimero de variaveis latentes ou componentes
principais da PLS.



Tabela A4 — Resultados de validacao interna dos modelos de HQSAR selecionados para as

espécies de C. gatti com variacdes no tamanho de fragmento

Modelos HQSAR (C. gatti)

188

Modelo Dfrag Tfrag q° SEP r? SEE HL  CP |[Modelo Dfrag Tfrag q° SEP r? SEE HL CP
71 A,B,C 4a7 0,754 0,626 0,876 0,445 59 4 90 A,B,C,DA 4a7 0,751 0,657 0,954 0,282 59 7
71a A,B,C la4d 0,710 0,679 0,866 0,462 83 4 90a A,B,C,DA la4d 0,743 0,648 0,925 0,351 71 5
71b A,B,C 2a5 0,740 0,681 0,954 0,288 83 8 90b A,B,C,DA 2a5 0,717 0,700 0,944 0,311 97 7
71c A,B,C 3a6 0,746 0,627 0,868 0,452 59 3 90c A,B,C,DA 3a6 0,747 0,663 0,958 0,271 59 7
71d A,B,C 5a8 0,741 0,671 0,942 0,316 61 7 90d A,B,C,DA 5a8 0,751 0,621 0,870 0,448 71 3
71e A,B,C 6a9 0,708 0,723 0,948 0,304 61 8 90e A,B,C,DA 6a9 0,699 0,712 0,959 0,262 401 6
71f A,B,C 7a10 0,753 0,664 0,961 0,263 307 8 90f A,B,C,DA 7al0 0,716 0,701 0,966 0,244 353 7
71g A,B,C 1a5 0,742 0,679 0,952 0,293 83 8 90g A,B,C,DA 1la5s 0,711 0,660 0,807 0,540 257 2
71h A,B,C 2a6 0,743 0,622 0,827 0,511 53 2 90h A,B,C,DA 2a6 0,762 0,643 0,957 0,271 59 7
71 AB,C 3a7 0,764 0649 0956 0281 61 8 9i ABCDA  3a7 0730 0646 0864 045 71 3
71j A,B,C 4a8 0,732 0,644 0,842 0,495 151 3 90j A,B,C,DA 4a8 0,756 0,640 0,947 0,297 71 6
71k A,B,C 5a9 0,731 0,694 0,948 0,306 61 8 90k A,B,C,DA 5a9 0,709 0,700 0,958 0,265 401 6
711 A,B,C 6al10 0,736 0,687 0,960 0,267 401 8 90l A,B,C,DA 6a10 0,717 0,700 0,965 0,245 353 7
71m A,B,C la3 0,708 0,681 0,869 0,457 401 4 90m A,B,C,DA la3 0,728 0,641 0,850 0,475 59 2
71n A,B,C 2a4 0,713 0,675 0,866 0,461 83 4 90n A,B,C,DA 2a4 0,734 0,659 0,926 0,348 71 5
710 A,B,C 3a5 0,751 0,667 0,952 0,294 83 8 900 A,B,C,DA 3a5 0,721 0,706 0,951 0,296 97 8
71p A,B,C 4a6 0,760 0,601 0,845 0,483 59 2 90p A,B,C,DA 4a6 0,776 0,624 0,956 0,275 59 7
71q A,B,C 5a7 0,738 0,684 0,952 0,293 61 8 90q A,B,C,DA 5a7 0,744 0,629 0,867 0,454 71 3
71r A,B,C 6a8 0,775 0,635 0,953 0,291 61 8 90r A,B,C,DA 6a8 0,765 0,639 0,960 0,265 59 7
71s A,B,C 7a9 0,710 0,720 0,962 0,261 307 8 90s A,B,C,DA 7a9 0,710 0,709 0,961 0,260 97 7
71t A,B,C 8a10 0,781 0,626 0,953 0,289 71 8 90t A,B,C,DA 8a10 0,724 0,692 0,966 0,243 353 7
87 A,B,C,Ch 4a7 0,751 0,667 0,949 0,302 59 8 93 A,B,C,Ch,DA 4a7 0,780 0,627 0,970 0,231 71 8
87a AB,C.Ch la4d 0,705 0,685 0,866 0,461 83 4 93a ABCChDA 1a4 0,728 0,667 0,929 0,342 71 5
87b ABCCh 2a5 0739 0684 0954 0288 8 8 93b AB,CChDA 2a5 0728 0698 092 0261 71 8
87c AB,CcCh 3a6 0,759 0,603 0,834 0,500 59 2 93c A,B,CChDA 3a6 0,732 0,693 0,969 0,237 59 8
87d A,B,C,Ch 5a8 0,735 0,689 0,949 0,301 61 8 93d A,BCChDA 5a8 0,716 0,702 0,960 0,263 83 7
87e A,B,C,Ch 6a9 0,708 0,722 0,963 0,257 307 8 93e A,BCChDA 6a9 0,721 0,706 0,976 0,206 307 8
87f ABCCh 7al0 0,759 0,657 0,955 0,283 71 8 93f A,B,C,ChDA 7al0 0,729 0,666 0,951 0,283 97 5
87g A,B,C,.Ch la5s 0,737 0,686 0,951 0,295 83 8 93g ABCChDA 1a5 0,720 0,676 0,941 0,310 71 5
87h  A,B,C,Ch 2a6 0,745 0,619 0,820 0,521 59 2 93h ABCChDA 2a6 0,767 0,645 0,969 0,236 59 8
87i ABCCh 3a7 0,757 0,660 0955 0283 61 8 93i ABCChDA 3a7 0751 0667 0971 0229 71 8
87j A,B,C,Ch 4a8 0,734 0,641 0,843 0,492 151 3 93j AB,CChDA 4a8 0,690 0,723 0,950 0,289 83 6
87k  A,B,C,Ch 5a9 0,724 0,703 0,947 0,307 61 8 93k A,B,CChDA 5a9 0,727 0,699 0,977 0,205 307 8
871 A,B,C,Ch 6al0 0,741 0,681 0,961 0,263 307 8 93 AB,CChDA 6al0 0,712 0,718 0,977 0,204 353 8
87m A,B,C,Ch la3 0,708 0,681 0,869 0,457 401 4 93m A,B,CChDA 1a3 0,715 0,673 0,891 0,416 53 4
8n A,B,C,Ch 2a4 0,709 0,680 0,867 0,460 83 4 93n  A,B,CChDA 2a4 0,700 0,701 0,930 0,338 71 5
870 A,B,C,Ch 3a5 0,752 0,667 0,951 0,296 83 8 930 A,B,CChDA 3a5 0,728 0,698 0,962 0,259 71 8
87p AB,CCh 4a6 0,763 0,597 0,852 0,473 59 2 93p A,BCChDA 4a6 0,783 0,623 0,969 0,237 59 8
87q A,B,C,Ch 5a7 0,722 0,656 0,844 0,491 83 3 93q A,B,CChDA 5a7 0,780 0,627 0,969 0,237 71 8
87r AB,CCh 6a8 0,766 0,646 0,952 0,292 61 8 93r ABCChDA 6a8 0,694 0,688 0,862 0,462 71 3
87s AB,C.Ch 7a9 0,721 0,707 0,962 0,260 307 8 93s AB,CChDA 7a9 0,734 0,689 0,971 0,228 97 8
87t A,B,C,Ch 8al0 0,780 0,627 0,960 0,267 401 8 93t A,B,C,Ch,DA 8al0 0,723 0,673 0,952 0,281 97 5

Dfrag: distingdo dos fragmentos — atomos (A), ligacbes (B), conectividade (C), quiralidade (Ch), &tomos de hidrogénio
(HA), doador e/ou aceptor de ligagdo de hidrogénio (DA); Tfrag: tamanho dos fragmentos (nimeros de atomos); g
coeficiente de determinacéo da validagéo cruzada; SEP: erro padrdo de predicdo; r2: coeficiente de calibracdo; SEE: erro
padrédo estimado; HL: comprimento do holograma molecular (bins); CP: nimero de variaveis latentes ou componentes
principais da PLS.
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— ESPECTROS DE RMN DE 'H, 3C E DEPT

APENDICE B

Figura B1 — Espectro de RMN de H de 1a (400 MHz, DMSO - ds)
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Figura B2 — Espectro de RMN de *C e DEPT de 1a (100 MHz, DMSO - ds)
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Figura B3 — Espectro de RMN de 'H de 1b (400 MHz, DMSO - ds)
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Figura B5 — Espectro de RMN de 'H de 1c (400 MHz, DMSO - de)
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Figura B7 — Espectro de RMN de 'H de 1d (400 MHz, DMSO - ds)
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Figura B9 — Espectro de RMN de H de 1e (400 MHz, CDCls)

0L9—

80°L
0F' L.
€L

€0l

FIT
STT-w
91—
81T —
61—
[l B
Wi
CTT—
91—
Le1—"
6T

wT—
w1

S

61T
07T~
12T~
wi—
£TT
CTT—
9T

7.30  ppm

7.32

ppm

1.30

1.35

ppm

1.7

1.8

220 ppm

225

0e6'F

S o"
=1
=
-

ppm

6

T
10

086
806

“RF60

|

£68°0

L)
2
O
()]
@)
N
T
=
o
m_ RTCT -,
2 e
(0]
— [ —
(&)
©
-
o
1]
(&) R90L
00 LL—+
D L~
O
™
]
(&)
©
Z
=
0
(&)
©
o
P -
..Plv. SHIET—
()
o
n
L
I SLLET—
(@)
—
m
]
LS.
>
2
LL

20 10 PPm

30

60

70

30

100

G0

110

120

40 130

150

160

180

170

190

RTCT-
PLCT
£L6T

e or—

Tl —

180 170 160 150 140 1300 1200 110 100 %0 80 T0 60 30 40 30 20 10 ppm

190



194

Figura B11 — Espectro de RMN de *H de 1f (400 MHz, DMSO - ds)
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Figura B13 — Espectro de RMN de H de 2a (400 MHz, CDCl3)
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Figura B17 — Espectro de RMN de *H de 2¢ (400 MHz, DMSO - ds)

ppm

S50 245

2

— .\\
61— _—T
000" — T
|
00c— =
oFT— ﬂ.\\\
>
WwT— ——
ST-— =
,.
|
i
$T— <
FET— 2
«we— <

\\
1€0~ £0E =
8CL~ CoE— —_—
09°L—— 00°¢ —— =
6L L7 ) -
18727 69°€ &

/
8L ==
0L — =

~

|
/
— w\
6LL— -
187, =
Y
N,

2.55

ppm

3.65

ppm

7.60

SPL'T

0L6T

86'C

U U\

)

[

10

11

Figura B18 — Espectro de RMN de 3C e DEPT de 2c (100 MHz, DMSO - de)
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Figura B19 — Espectro de RMN de *H de 2d (400 MHz, DMSO - de)
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Figura B20 — Espectro de RMN de 3C e DEPT de 2d (100 MHz, DMSO - ds)
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Figura B21 — Espectro de RMN de *H de 2e (400 MHz, DMSO - ds)
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Figura B23 — Espectro de RMN de *H de 2f (400 MHz, DMSO - ds)
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Figura B24 — Espectro de RMN de 3C e DEPT de 2f (100 MHz, DMSO - ds)
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Figura B25 — Espectro de RMN de *H de 2g (400 MHz, CDCl3s)
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Figura B27 — Espectro de RMN de *H de 2h (400 MHz, DMSO - de)
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Figura B29 — Espectro de RMN de 'H de 2i (400 MHz, DMSO - ds)
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Figura 30 — Espectro de RMN de 3C e DEPT de 2i (100 MHz, DMSO - de)
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Figura B31 — Espectro de RMN de 'H de 2j (400 MHz, DMSO - ds)
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Figura B32 — Espectro de RMN de 3C e DEPT de 2j (100 MHz, DMSO - de)

204



205

Figura B33 — Espectro de RMN de *H de 2k (400 MHz, DMSO - ds)

b4
°0
o
|} g
L B JI B
T~ — L
LT~ —
- B
. L0
9T 2L
0g'1-" \
b)
607 — — g
D] | =
Mi— = MHH;\
N
\
I =]
/I E
I"l‘\“.nw =
= }ka
— a
Shm
1“; -
DR
J L m
[ b=
‘_ ~ m
— ||\\IL\ m...
—
)b
_ L~
N\ ~

PRL——

98'L—

w08
€08
P8
P8~

ppm

e

—ToLE

T08L°€

_/000°C
0TS0

/2880
€10
LEETT

\ECCT

Figura B34 — Espectro de RMN de 3C e DEPT de 2k (100 MHz, DMSO - de)
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Figura B35 — Espectro de RMN de 'H de 2| (400 MHz, DMSO - ds)
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Figura B37 — Espectro de RMN de *H de 2m (400 MHz, DMSO - de)
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Figura B39 — Espectro de RMN de *H de 2n (400 MHz, DMSO - de)
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Figura B40 — Espectro de RMN de 3C e DEPT de 2n (100 MHz, DMSO - ds)
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Figura B41 — Espectro de RMN de *H de 20 (400 MHz, DMSO - de)
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Figura B43 — Espectro de RMN de *H de 2p (400 MHz, DMSO - de)

=2 384 &= a3
~ - ~ oo [ag] (o] -
\ vl
YARRNY |
S g g3
o~ o~ ~ =¥-3
) [ .
i [ N
W | | |
I j\ I 13
J V) 1 PCHs
/ /
\ /N / \ 12
_ \ N\ -
_ 1
T T ;
7.80 ppm 7.1 7.0 ppm 10
L ,J L) L J
el FT v
[=] - <f
< < =
(o] Ll (o]
|l | m
UL S VA ——
12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0 ppm
L JIL ) L)
g [z g = g‘
< QT ] = =
ol —le o wy g}

o] 50 — o> oo =) o0
o = w &AM o & =N ~x mel O S ®s~g
=] =) 0~ ] — — oo R e =
M~ ~ Ys] vy =+ ol ey — L=t OO oIy
— — — —_— —_ —_ Wl —
i ) L S S I ) 1
‘ ‘ - , Lok | e
[ I wE -

Wl T T " T T T T

T T T T T T i
200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 0 90 80 70 GO 50 40 30 20 10 ppm

(=3

= =~ [
* =N A el ]
o i = = =R -
1 — =] ) ol o ~
— = = " e e —
|
13 |
i
OCHs
12
1"

T T T T T T T T T T T
200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 ppm



211

Figura B45 — Espectro de RMN de *H de 2q (400 MHz, DMSO - de)
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Figura B47 — Espectro de RMN de *H de 2r (400 MHz, acetona — ds)

16—
6'T—

9¢°E
1676
LE'E
8CE——
65E—
09¢—"-
19°¢~

ppm

755 ppm ppm 3.60

ppm

1.7 1.6 ppm

1.8

ppm

ppm 2.1

24

—

ES
ol
ol

&
ol
el

ppm

0.0

4.0 35

45

55

6.0

7.5

8.0

85

9.0

Figura B48 — Espectro de RMN de 3C e DEPT de 2r (100 MHz, acetona — de)

9THOL

01T —

RTRTL
PITEL——
FIEEL -

Q0'8FT —
PeOCT -

9691

00'90T

ppm

10

40

8T —

S0°EC—-
08°8C —

08’6

66'TS -
8YEC
6rLs

YTHOl—

LUST] -
€reel —

YOr8FL

210

ppm

10

i

190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60

200

220



213

Figura B49 — Espectro de RMN de *H de 3a (400 MHz, acetona — de)
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Figura B51 — Espectro de RMN de *H de 3b (400 MHz, CDCls)
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Figura B52 — Espectro de RMN de 3C e DEPT de 3b (100 MHz, CDCls)
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Figura B53 — Espectro de RMN de *H de 3c (400 MHz, acetona — de)
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Figura B55 — Espectro de RMN de *H de 3d (400 MHz, DMSO - de)
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Figura B57 — Espectro de RMN de *H de 4a (400 MHz, DMSO - ds)
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Figura B59 — Espectro de RMN de *H de 4b (400 MHz, CDC
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Figura B60 — Espectro de RMN de 3C e DEPT de 4b (100 MHz, CDCls)
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Figura B61 — Espectro de RMN de *H de 4c (400 MHz, acetona — de)
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Figura B62 — Espectro de RMN de 3C e DEPT de 4c (100 MHz, acetona — de)
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Figura B63 — Espectro de RMN de *H de 5a (400 MHz, acetona — de)
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Figura B65 — Espectro de RMN de *H de 5b (400 MHz, DMSO - de)
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Figura B67 — Espectro de RMN de *H de 6a (400 MHz, CDCI
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Figura B68 — Espectro de RMN de 13C e DEPT de 6a (100 MHz, CDCls)
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