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Resumo

O presente trabalho apresenta os resultados obtidos na sintese e no estudo da atividade
farmacologica de novas entidades quimicas bioativas (NCEs, New Chemical Entity) podem ser
compostos ao,w-bis-funcionalizados formados entre: compostos organossulfurados (sulfetos e
seus analogos sulféxidos e sulfonas) substituidos com tetrazois [Y(CH,).X-(CH,),Y; Y=tetrazol;
X=S5,50,50,; n=2,3] e com hidrazidas [Y(CH,),S-(CH,),Y], Y=CONHNH,, n=1,2]; tetra-
hidrofuranos-2,5-bis-funcionalizados com grupo S-tioureido (Y=SCNRNR, bioisdsteros de
amidinas) [YCH,X-CH,Y;Y=SCNRNR,, R=H,Me; X=2,5-THF-]. Outra classe também foi
estudada: os organossulfurados e bioisésteros diamino-substituidos complexados com platina.
Neste trabalho quarenta substdncias foram sintetizadas, por rotas classicas, a saber: dois
derivados dinitrila (1-2), dez derivados tetrazdlicos (3-12), quatro bis-ftalimidas (35-38),
quatro diaminas (21, 23, 39 e 40), trés di-haletos de alquila (31, 33 e 34), um complexo de
platina, dez derivados furanicos (46-51, 53-56), quatro derivados carboxilicos intermediarios
(carboxi, 63 e 64 e carbetdxi, 65 e 66) e duas hidrazidas (67 e 68); dentre estas substancias
14 sdo inéditas na literatura (4-6, 8-12, 41, 51, 53-57). Todos os precursores, intermediarios
e produtos finais foram devidamente caracterizados através das técnicas usuais de
caracterizagdo espectrométrica (IV, RMN 'H e 3C, ESI-MS) e fisico-quimica (determinacdo de
ponto de fusdo e Anadlise Elementar, quando necessaria). A atividade bioldgica destes
compostos a,w-bis-funcionalizados preparados foi investigada contra fungos patogénicos
(Candida albicans, C. dubliniensis, C. glabrata, C. krusei, C. parapsilosis, C. tropicalis,
Aspergillus clavatus, A. flavus, A. niger, A. fumigatus, A. tamarii; Cryptococcus neoformans, C.
gatti, Saccharomices cerevisae, Sporotrix schenkii e Paracoccocidioides brasiliensis). Os
derivados tetrazdlicos investigados e seus precursores dinitrilas mostraram amplo espectro de
acdo contra as cepas clinicas isoladas de P. brasiliensis, bem como contra as espécies de
Candida estudadas, exceto C. glabrata; cabe ressaltar que AMB, um antifingico padrdo na
clinica médica, ndo se mostra ativa contra P. brasiliensis; somente um dos derivados sulfoxido-
bis-tetrazodlico foi ativo contra C. gatii e as sulfonas-bis-tetrazolicas foram ativas contra C.
krusei, Aspergillus clavatus e A. niger. As hidrazidas sintetizadas, compostos de estrutura
simples e de facil obtengdo, foram ativas frente as espécies de Aspergillus, de Cryptococcus e
de Candida, destacando-se a atividade contra C. dubliniensis, C. glabrata e C. krusei que
costumam ser as espécies menos susceptiveis aos farmacos usuais. A atividade citotdxica dos
compostos foi investigada contra linhagem de células de rim de hamster bebé (BHK) e de
células cancerigenas (carcinoma mamario murino 4T1(M), adenocarcinoma de pulmdo (A549),
melanoma humano (MEWO) e glioma de rato (C6). Uma das nitrilas, bem como um dos bis-
tetrazodis-sulfeto e as sulfonas tiveram atividade contra cancer mamario (4T1), destaca-se a
atividade de uma delas (<107 mol.L!); ressalta-se que estes trés derivados mostraram baixa
toxicidade frente a células sadias; as dinitrilas e o derivado sulfeto-bis-tetrazélico foram ativos
contra células de melanoma, sendo que este Ultimo foi o Unico que apresentou atividade contra
glioma de rato (C6), nenhum dos tetrazdis ou nitrilas foram ativos contra cancer de pulmao
(A549).



Abstract

The present work presents the results obtained from the synthesis and the biological of several
bioactive NCEs (NCE= New Chemical Entity), novel a,w-bis-functionalized molecular hybrids
which were formed between: organosulfur compounds (sulphides and their corresponding
sulphoxides and sulphones) functionalized with tetrazolic rings [Y(CH,),X-(CH,),Y; Y=tetrazole;
X=S5,50,502; n=2,3] and with hydrazides [Y(CH,),S-(CH,),Y], Y=CONHNH,, n=1,2];
tetrahydrofurans-2,5-bis-functionalized with S-thioureido (Y=SCNRNR, bioisosters from
amidines) [YCH,X-CH,Y;Y=SCNRNR,, R=H,Me; X=2,5-THF-]. The preparation of the analogous
N-alkyl-w-S-thioureido-tetrazoles was also investigated. Since, the a,w-bis-dinitriles were
obtained as tetrazole precursors, the corresponding reduced amines were also prepared in order
to get a third a,w-bis-functionalized hybrid class: the organosulfur (and bioisosteric derivatives)
diamino-substituted compounds coordinated with platin, another very promising and with broad
pharmacological agent. It is noteworthy that all derivatives were previously planned through
rational design with molecular calculations and QSAR techniques. Then, via classical and well-
known synthetic routes, 40 compounds were synthesized, among them 14 are novel. These
synthesized a,w-bis-functionalized hybrids were tested against pathogenic fungi (Candida
albicans, C. dubliniensis, C. glabrata, C. krusei, C. parapsilosis and C. tropicalis; Aspergillus
clavatus, A. flavus, A. niger, A. fumigatus and A. tamarii; Cryptococcus neoformans and C.
gatti, Saccharomices cerevisae, Sporotrix schenkii and clinically isolates of Paracoccocidioides
brasiliensis). The investigated tetrazole hybrids and their corresponding dinitriles showed broad
action spectra against all clinically isolates from P. brasiliensis, such as against all Candida
species; it is remarkable that AMB, a standard antifungal agent, is not active against P.
brasiliensis; only one bis-tetrazole-sulphoxide was active against C. gatti and the tetrazole-
sulphones were active against C. krusei, Aspergillus clavatus e A.niger. The hydrazides, simple
and easily obtaining molecules, showed activity against all species of Aspergillus, Cryptococcus
and Candida, the susceptibility of C. dubliniensis, C. glabrata e C. krusei to these compounds is
really remarkable since these pathogenic fungi is usually less susceptible to the common
antifungal agents. The cytotoxic activity of the tetrazolic derivatives were evaluated against
baby hamster kidney cells (BHK) and against some cancer cells: murine mammarian carcinoma
- 4T1(M),lung adenocarcinoma- A549, human melanoma-MEWO and rat glyoma-C6. One nitrile,
one bis-tetrazole-sulfide and both sulfone-tetrazoles presented activity against 4T1, and one of
them at very low concentration (< 10-7 mol.L'!); it is noteworthy that these compounds
showed high selectivity and low toxicity to healthy cells (BHK). The dinitriles and one of the bis-
tetrazole-sulphide were activity against MEWO, and the latter compound was the only one

active against C6; none of the studied compounds were active against A549.
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A: Angstron (107° m)

AIDS: Acquired Immunodeficiency Syndrome

AMB: Anfotericina B

ASD: Agar Sabouraud Dextrose

ATCC: American Type Culture Collection

ATP: Trifosfato de adenosina

ATR: Attenuated total reflectance (Reflexao total atenuada)

Bax: Bcl2-associado com a proteina X, € uma proteina da familia dos genes bcl-2 que regulam a
permeabilidade da membrana externa da mitocondria sendo pro-apoptdticos. Portanto aceleram
a apoptose celular competindo propriamente com Bcl-2

Bcl-2: "B-cell lymphoma 2", "linfoma de células B 2", refere-se a uma familia de genes dos
mamiferos e as proteinas a que estes genes ddo origem. Estes regulam a permeabilidade da
membrana externa da mitocondria sendo anti-apoptoticos. Portanto reprimem a apoptose

BCNU: Carmustina

BDA: Agar Batata Dextrose

C: Concentragao Molar

CCD: Cromatografia de Camada Delgada

CDK: Cyclin-dependent kinases, familia de proteinas pertencentes a familia das quinases que
regulam o ciclo celular.

CDK: Quinases dependentes de ciclinas

CFM: Concentragdo Fungicida Minima



Ciclina A: Proteina necessaria para o progresso da fase S do ciclo celular

Ciclina E: proteina necessaria para a transicao da fase G1 para fase S do ciclo celular
CIM: Concentragdo inibitéria minima

cis-Pt: cis-Platina

CNT: transportador de nucleotideo concentrativo

COS: compostos organossulfurados

CTR1: proteina membranica integral homotrimerica que transporta cobre reduzido (Cu*)
Cy: ciclosporina

DADS: Dialil dissulfeto

DAS: Dialil sulfeto

DATS: Dialil trissulfeto

DBU:1,8 - diazabiciclo[5.4.0]Jundec-7-eno

DEPT: Distortionless Enhancement by Polarization Transfer - realce nao distorcido por
transferéncia de polarizagao

DIEs: Doengas Infecciosas Emergentes

DLso: Dose Letal para 50% de Indculo

DMF: Dimetilformamida

DMSO: dimetilsulféxido

DNA: Deoxyribonucleic Acid

DOX: Doxorubicina

DTU: 1,3-dimetil-2-tioureia

E: Eliminacao

EBIs: Inibidores da biossintese de ergosterol
EIDs: Emerging Infections Diseases

ERG1: Esqualeno Epoxidase

ERG11: Enzima citocromo P450 14a-demetilase
Ergl1lp: Lanosterol 14 —a -desmetilase

ERG2: A- redutase (delta-14-esterol redutase)

ERG24: A78- isomerase (C-8 Esterol isomerase)



ERG3: C-5 esterol redutase

ESI-MS: Espectrometria de massa por eletrospray
EtsN: Trietilamina

EtOH: etanol

F.M.: Férmula molecular

familia Exr: Familia de descricdo dos fatores do DNA, sendo genes que promovem a progressao
do ciclo celular

fase Gy: é a fase final do desenvolvimento em que a célula encontra-se no estado quiescente
(que é permanente para os neurénios) até o momento em que a mesma € estimulada por
fatores de crescimento

fase G;: as células aumentam de tamanho, produzem RNA e proteinas.

fase G,: a célula continua crescendo e produzindo proteinas e no final desta fase também agem
0s genes supressores de tumor.

fase S: ocorre a replicagdo do DNA.

FDA: Food and Drug Administration

FLC: Fluconazol

Gene mdrl: multi-drug resistance genes 1
Gene mdr2: multi-drug resistance genes 2

Gene p21: Cyclin-dependent kinase inhibitor 1, um inibidor de CDK, sendo um gene que regula
a progressdo da célula na fase G;, prevenindo a proliferacdao celular. A expressao deste gene é
controlada pela proteina p53. A mutacdo ou perda de expressdo de p21 ndo gera cancer
necessariamente, mas causa uma pré-disposicao.

Gene p53: proteina citoplasmatica responsavel, entre outras fungbes, pela verificacdo de
eventual mutagdo genética durante a replicagdo da célula. A mutacdo deste gene é responsavel
pela maior parte das ocorréncias de cancer no mundo.

genes FKS1 e FKS2: unidades cataliticas presentes em B-1,3-glucano-sintetase.
GP-P: Glicoproteina-P

GST: Glutationa S-transferase

HMF: Hidroximetilfurfural

IC: Culturas isoladas clinicamente

ICso: concentragao inibitoria de 50% (jug/mL)

IFIs: Infecgbes Flungicas Invasivas
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IGF: Interconvercao de Grupo Funcional

IV: Espectrometria na Regido do Infravermelho

J": Constante de Acoplamento

K,PtCl, tetracloroplatinato de potassio (K,PtCls)

LASELORG-QUIM: Laboratdrio de Sintese e Eletrosintese Orgéanica

LDso: Dose Letal - dose necessaria de uma dada substancia para matar 50% de uma populagdo
em teste

log P: Coeficiente de Particao
MARSA: Staphylococcus aureus multirresistente

MDR : Multi Drug Resistence termo utilizado para descrever o fenémeno de resisténcia que
alguns tumores apresentam diante de um determinado grupo de farmacos

MeOH: metanol

MET: Multidrug eflux transporter

MM: Massa molecular

mmol: milimol

MO: irradiagao de micro-ondas

MOPS: Acido-2-(N-morfolino)-propanossulfénico

MRP1, MRP2: Proteinas associadas a resisténcia aos farmacos;
MTT: Brometo de 3-(4', 5'-dimetiltiazol-2'-ila)-2,5-difeniltetrazol
MTU: 1-metil-2-tioureia

N.C.: Nao ocorreu crescimento no controle

N.E.: Experimento nao efetuado

NCCLS: National Committee for Clinical Laboratory Standards
NI: N@o inibiu nas concentragoes testadas

OAT: Transportadores de anions organicos,

OMS: Organizagao Mundial de Saude

P.M.: peso molecular

P45014DM: citocromo P450-dependente 14a-lanosterol demetilase

PF: Ponto de fusdao
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P-gp: Glicoproteina P ( ABCB1)

Pht: ftalimida

pKa: Logaritimo da constante de acidez

ppm: Partes por Milhao

proteina MRP1: Proteina resistente a multiplos farmacos
proteina p53: mesmo que gene p53

Proteinas ABC ou Transportadores ABC: superfamilia de proteinas transportadoras que utilizam
a energia da hidrdlise de ATP para transportar substdncias entre a membrana, tanto para
dentro como para fora.

PSC833, VX-710 e S9788

QSAR: Relagdes Quantitativas Estrutura-Atividade (Quantitative Structure Activity Relation
Ship)

R: Reducao

Rb: Gene retinoblastoma

rr. Fator de Retencao

RFC: carreador de folato reduzido conhecido como transportador metotrexato
RMN !3C: Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear de carbono treze
RMN H: Espectroscopia de Ressondncia Magnética Nuclear de hidrogénio
RNA: Ribonucleic Acid

ROS: Reactive Oxygen Species, moléculas reativas que contém oxigénio
RPMI: Roswell Park Memorial Institute

SBF: Soro Bovino Fetal

SIDA: sindrome de imunodeficiéncia adquirida

Sn: Substituicdo nucleofilica

Sn2: Substituicdo nucleofilica bimolecular

spp.: Varias espécies

subespectro de DEPT

t.a: temperatura ambiente

TAK-456: 1-[(1R,2R)-2-(2,4-difluorophenyl)-2-hydroxy-1-methyl-3-(1H-1,2,4-triazol-1-
yDpropyl]-3-[4-(1H-1-tetrazolyl)phenyl]-2-imidazolidinone
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THF: Tetrahidrofurano

TI: Topoisomerases I

TII: Topoisomerases II

TMS: Tetrametilsilano

transportadores ABC: mesmo que proteinas ABC
trans-Pt: trans-Platina

TU: tioureia

Tz: anel tetrazdlico

UFC: Unidade formadora de col6nia

UFMG: Universidade Federal de minas Gerais
US: irradiagao de ultrassom

VDP: Voltametria por Pulso Diferencial
vol/vol: Volume por Volume

VRP: Verapamil
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Sntroducio -

1 - Introducao

No quadro mundial de salde publica, que tem levado a mortalidade e morbidade,
destacam-se o cancer (neoplasia) e as doencas infecciosas; esta situacdo tem sido ainda pior
devido ao problema usual da grande toxidez dos farmacos clinicamente utilizados e para ambas
as doencas mencionadas ha um fator agravante que é o aumento vertiginoso da resisténcia
destes patdégenos aos farmacos usuais, o que tem motivado cada vez mais os cientistas a

desenvolverem novos farmacos antineoplasicos e antimicrobianos.

Com o objetivo da contextualizacdo deste tema importante, apresenta-se nesta introducao
um texto geral abordando este assunto de forma detalhada a seguir. Primeiramente abordar-
se-a a avaliacdo geral da situagdo das infeccGes microbianas e das neoplasias, seguindo-se com
abordagem mais especifica dos mecanismos de agdo que conduzem a resisténcia das patologias

citadas.

1.1 - Quadro mundial de infecgoes microbianas:

Nos ultimos anos a sociedade tem presenciado o aumento vertiginoso na incidéncia de
doencas ha muito tempo combatidas. Entre outras enfermidades, as doencas infecciosas
emergentes (DIEs) e as infecgdes flngicas invasivas (IFIs) fazem parte de um conjunto de

doencas que tem se tornado um grave problema no cenario mundial.

A emergéncia de infecgdes, cada vez mais graves e resistentes aos medicamentos
disponiveis no mercado, estd associada a inUmeros fatores sociais e comportamentais. Entre
estes, é possivel citar a chamada terapia empirica (administragdo de medicamentos que ndo
resultardo em resposta, ou seja, auto-medicagdo), descumprimento das determinagdes médicas
por parte do paciente (doses em excesso ou escassas, término prematuro da terapia, partilha
de medicamentos etc.), aumento da proporcao de populagdao idosa e imunossuprimida,
alimentos inadequadamente cozidos e/ou preservados, uso em larga escala de antibidticos em
animais na pecuaria, grande nimero de individuos doentes em hospitais e centros de terapias,
bolsbes de pobreza urbana, marginalizagdo social, falta de iniciativas governamentais,
ignorancia, um ritmo lento de poucas descobertas de compostos anti-infecciosos, excesso de
prescricdo de antibidticos, entre outros (Domagala e Sanchez, 1997; Mitscher et al., 1999;
Morens et al., 2004, Pfaller e Diekema, 2004).



Sntroducio -

Assim, surgem as doencgas infecciosas emergentes (DIEs, em inglés EIDs - Emerging
Infections Diseases) que apresentam um grande fardo para as economias globais e saude
publica gerando gastos com pacientes que prefiguram na ordem de dezenas de bilhdes de
ddlares por ano (Mitscher et al., 1999; Morens et al., 2004). Nos EUA, estima-se que o custo
anual para o tratamento de pacientes com infeccGes resistentes aos farmacos comuns seja de
33 bilhGes de ddlares (Pfaller e Diekema, 2004).

A gravidade e a emergéncia de DIEs é atribuida inclusive a fatores socio-econ6micos,
ambientais e ecoldgicos, pois uma grande parte das pessoas acometidas por tais enfermidades
estdo na faixa etaria economicamente ativa. No entanto, o fato que mais tem chamado atengao
na comunidade médico-cientifica € que nos ultimos anos tem aumentado a incidéncia de casos
de DIES em individuos sadios (Mehanna et al., 2004).

Infeccbes bacterianas e fungicas se tornaram grandes responsaveis pela mortalidade e
morbidade de pacientes imunocomprometidos, principalmente por tuberculose, cancer, SIDA
(sindrome de imunodeficiéncia adquirida) e pacientes recém-transplantados (Jones et al.,
2008). Esse grande problema é agravado pelo aparecimento de organismos multiresistentes aos
farmacos disponiveis no mercado (MDR - Multi-drug Resistant) além do amplo e indiscriminado
uso de agentes antimicrobianos classicos (Travis, 1994). Desta maneira, muitas espécies de
bactérias que pareciam estar sob controle tém causado infecgdes cada vez mais dificeis de
serem tratadas e apesar de serem consideradas comuns, tais como Staphylococcus,
Enterococcus, Pseudomonas aeruginosa, Mycobacterium e Pneumococci tém se mostrado
resistentes a maioria dos medicamentos, por exemplo, existem col6nias de Enterobacter
faecium e Pseudomonas cepium que ndo sdo sensiveis a nenhum dos farmacos disponiveis no
mercado (Mitscher et al., 1999).

A intensificacdo do aparecimento de infecgdes flngicas invasivas (IFIs) se deve
principalmente as seguintes espécies de fungos patdgenos: Candida albicans, Cryptococcus
neoformans e Aspergillus fumigatus (Groll et al., 1996; Shao et al., 2007; Fischbach e Walsh,
2009; Pfaller e Diekema, 2010). As infecgGes fungicas afetam bilhGes de pessoas no mundo,
embora a sua contribuicdo ao quadro epidemioldgico mundial ndo seja reconhecido, a incidéncia
das IFIs esta crescendo demasiadamente em todos os paises do mundo, ainda que haja
farmacos antifungicos eficazes (Brown et al., 2012). Apesar do numero limitado de classe de
medicamentos disponiveis para o tratamento contra tais fungos patdgenos, o uso indiscriminado
de antifungicos tem resultado na emergéncia de novas cepas de fungos resistentes,
principalmente das espécies Candida, além do mais ha poucos estudos com o desenvolvimento

de novos agentes antifungicos (Brown et al., 2012; Tobudic et al., 2012).
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Assim, devido ao uso indiscriminado de agentes antiflgicos, a epidemologia de IFIs tem
evoluido para outros fungos oportunistas, tais como fungos leveduriformes (por exemplo,
Trichosporon e Rhodotorula spp.) zigomicetos e bolores hialinos (por exemplo, Fusarium e
Scedosporium spp.) (Shao et al., 2007). Esses novos fungos emergentes sdo caracterizados
pela grande resisténcia aos farmacos disponiveis, causando grande interesse no
desenvolvimento de novos agentes antiflingicos e antibacterianos (Shao et al., 2007; Ruping et
al., 2008).

1.2 - Quadro mundial de incidéncia de cancer

O cancer esta ligado a um conjunto de quase 200 doencas que tém como caracteristicas
comuns: autossuficiéncia nos sinais de crescimento, insensibilidade aos sinais inibitérios de
multiplicagdo, evasdo de apoptose, angiogénese, ilimitado potencial de replicacdo, invasdao dos
tecidos e metastase (Gabriel, 2007; Ruddon, 2007). Céncer ou neoplasia faz parte de uma
designacdo a um conjunto de doencas genéticas resultantes de mutagBes acumuladas no
genoma, essas sao associadas ao descontrole de programas essenciais como proliferagao,
morte e diferenciagdo celular (de Almeida et al., 2005; Ruddon, 2007). Especialistas afirmam
gue células transformadas apresentam genoma instavel, assim ocorre aquisigdo acumulativa de
mutacdes que podem converter uma célula normal em célula cancerosa (Hanahan e Weinberg,
2000). Uma célula cancerigena adquire caracteristicas que podem interferir no tecido afetado e
é de conhecimento que células de mamiferos se reproduzem espontaneamente, mas com um
determinado tempo medido em horas; as células cancerigenas, por outro lado, podem se dividir
continuamente, descontrolada e rapidamente (Groll et al., 1996). Aliadas a essas caracteristicas
de células cancerigenas, a resisténcia a determinados farmacos pode estar associada ao fato de
gue células estdo sujeitas a processos oxidativos a todo momento e tal fato pode resultar em
mutacdo. Por exemplo, células de rato passam por cerca de 100.000 processos oxidativos por
dia, em humanos, esta taxa se reduz a cerca de 10.000 processos (Ames et al., 1993). A maior
parte dos danos causados por estas mutagoes é corrigida, mas o processo de recuperagdo nao é

perfeito e mutagdes ocorrem e se acumulam com a exposicao e o tempo (Ruddon, 2007).

Segundo levantamento feito pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS), o céncer é a
terceira causa de débitos no mundo, matando 6,0 milhGes de pessoas anualmente. Atualmente,
cerca de sete milhdes de pessoas morrem de cancer e cerca de 12 milhGes de novos casos sdo
diagnosticados a cada ano (Xia e Lee, 2010). Estima-se que no Brasil, em 2012, serao
diagnosticados mais de 500 mil novos casos (Silva, 2012). Um fator agravante é que os
agentes quimioterapicos antineoplasicos costumam atuar de forma ndo seletiva lesando nao
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somente as células malignas como as normais, particularmente, as células gastrointestinais,
capilares e as do sistema imunoldgico (que sdao de rapido crescimento) o que explica os efeitos
colaterais comuns da quimioterapia tais como: nauseas, perda de cabelo e maior suscetibilidade
a infecgdes que, no geral, também apresentam resisténcia aos farmacos antimicrobianos usuais
(Spence e Jonhston, 2001). Ja se relataram mecanismos de resisténcia a agentes antifungicos e
a agentes antitumorais com mecanismo de acgao similar (Neckers, 2002; Cowen et al., 2006).
Desta forma, este grande problema mundial de sadde tem levado pesquisadores do mundo todo
a estudar agentes quimioterapicos, ditos vulgarmente antitumorais ou anticancerigenos

(dependendo do estagio e classe), para o tratamento (Foye e Sengupta, 1996).

Atualmente, apesar de inUmeros agentes quimioterapicos usados para o tratamento do
cancer, estipula-se que devem existir cerca de 350 novos agentes quimioterapicos estudados e
aplicados experimentalmente em mais de 20 mil pacientes em todo o mundo, o que comprova

esta real necessidade da descoberta de novas entidades quimicas bioativas (WHO, 2011).

Assim, denota-se a importdncia de pesquisa e desenvolvimento de farmacos mais
potentes, ndo apenas para o controle das infecgées advindas de DIEs e de IFIs, como também
para prevengao e tratamento de complicagbes clinicas decorrentes de tratamentos

guimioterapicos como, por exemplo, cancer.

1.3 - Antifiangicos: Importancia, Mecanismos de Agao e

Resisténcia

Estudos mostram que a incidéncia de infecgGes fungicas sanguineas aumentaram de 2%
na década de 80 para, até 17% no final dos anos 90 (Fridkin e Jarvis, 1996; MacDonald et al.,
1998; Richards et al., 1999; Canuto e Gutierrez, 2002). No Brasil, casuisticas confirmam que as
trés espécies mais prevalentes isoladas de urina em pacientes hospitalizados sdo: Candida
albicans (35,5 a 70%), C. tropicalis (4,6 a 52,5%) e C. glabrata (7 a 8,8 %) (De Oliveira et al.,
2001; Passos et al., 2005; Menezes et al., 2009). Um outro aspecto a ser considerado é o
aumento da resisténcia a antifiUngicos que alerta para a necessidade do desenvolvimento de
estratégias que evitem a sua disseminagdo entre os fungos, como ja ocorreu com as bactérias,
0 que se encontra disseminado e fora de controle (Canuto e Gutierrez, 2002; Menezes et al.,
2009). Cabe ressaltar que outros pontos vém sendo observados quanto as principais falhas na
quimioterapia antifingica: doses inadequadas, deficiéncia de absor¢cdo ou metabolismo ou

distribuicdo do farmaco no organismo, interagbes medicamentosas, neutropenia grave,
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presenga de corpo estranho (outros tipos de infeccdes ou cancer) e emergéncia do fenémeno de

resisténcia aos antifingicos disponiveis (Canuto e Gutierrez, 2002; Boff et al., 2008).
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Figura 1. Alvos dos principais farmacos na célula fingica (Figura adaptada de Cowen, L.
E., 2008, Nature Reviews Microbiology, 2008, 6, 187-198).

Com o objetivo da melhor compreensdo deste sério problema de salde publica, é
necessario o entendimento dos mecanismos de agdo dos farmacos antifingicos utilizados. Os
alvos dos farmacos utilizados contra IFIs (Figura 1 e Tabela 1) se limitam na agdo contra a
célula do fungo (Cowen, 2008). No entanto, como ocorre em muitos outros casos de doencas,
por pré-disposicdo individual do proprio paciente ou pelo fato de que as células dos fungos
podem se tornar resistentes as substancias bioativas utilizadas (Figura 1). A resisténcia a um
antifungico pode ser definida como um ajuste estavel e hereditario pela célula do fungo a um

determinado agente antifingico. Uma forma de se mensurar quantitativamente o nivel de
5
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resisténcia de um microrganismo é utilizando o valor da concentragdo inibitdria a 50 % da

populagdo fungica (ICso (ug/mL)) pds-tratamento que é comparado ao ICsy antes do tratamento

(Vanden Bossche, 1997).

Assim,

medicamentos disponiveis para o tratamento destas IFIs.

denota-se a

necessidade de compreender os mecanismos de acgao dos

Na Tabela 1 se encontram

medicamentos e os mecanismos moleculares correspondentes de acao de cada um. No entanto,

o uso de cada farmaco é limitado pela peculiaridade de cada substancia bioativa, o que

corrobora, uma vez mais a necessidade do desenvolvimento de novos agentes antifiingicos.

Tabela 1. Mecanismos de acdao moleculares de agentes antifingicos (Vanden Bossche,
1997; Cowen, 2008; Vandeputte et al., 2012)

Alvo

Classe Quimica

Mecanismo de resisténcia

Agente

1. Sintese de DNA e
RNA

Defeito na enzima citosina

permease.

Deficiéncia ou falta de enzimas que

Flucitosina (5FC)

Pirimidina metabolizam 5FC.

Desregulacgao da etapa de

biossintese de pirimidina.
2. Interagdao com o Polienos Auséncia de ergosterol (mutagao) Anfotericina B e Nistatina
ergosterol
3. Biossintese do
Ergosterol
Esqualeno epoxidase Alilaminas Desconhecido Naftifina e terbinafina

Tiocarbamato

Desconhecido

Tolnaftato

14a-Demetilase Azéis Efluxo mediado por transportadores | Bifonazol, clotrimazol,
(citocromo P450 -14DM) de farmacos
(Imidazdis, econazol,
Triazéis) Perda de afinidade em Ergllp por | cetoconazol,miconazol
mutacdo de ERG11
Fluconazol,
Alteragbes na etapa biossintética do | itraconazol, Terconazol
ergosterol
A'#-Reductase e Morfolinas Morfolinas Amorolfina

A%7 Isomerase

4. Mitose
(microtubulos)

Nao Relatado

Griseofulvina

5. Bloqueio da Sintese
da parede celular

B-(1,3)-D-glucano
sintetase

Equinocandinas

Resisténcia intriseca em
Cryptococcus neformans devido a
composicdo da parede celular deste
fungo.

Micafungina,
Anidulafungina

caspofungina,
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1.3.1- Uso de 5-Flucitosina: Mecanismo de Agao e Limitacoes

Flucitosina, ou 5FC, foi sintetizada (em 1957) por Duschinsky e colaboradores,
inicialmente, como um agente antitumoral (Duschinsky et al., 1960). Em 1963, Grunberg
descobriu o potencial antifingico desta substancia que é utilizada com sucesso no tratamento
de meningite criptocdcica (causada por C. neoformans) (Grunberg et al., 1963). Tal farmaco
tem um amplo espectro de atuacdo, e vem sendo utilizado com sucesso no tratamento contra
Candida sp. e Cryptococcus sp.(Tassel e Madoff, 1968). Além de apresentar atividade contra os
géneros Phialophora, Cladosporium e Aspergillus, 5FC também apresenta atividade contra

protozoarios do género Leishmania e Acanthamoeba (Vandeputte et al., 2012).

A resisténcia das espécies do género Candida a 5FC varia em cada pais do mundo, alguns
especialistas afirmam que fungos que apresentam CIM > 25 ug/mL apresentam resisténcia a tal
farmaco. Entre as espécies que apresentam resisténcia a 5FC estdo C. tropicalis e C.
parapsilosis, para ambas as espécies cerca de 21 % das cepas isoladas apresentam resisténcia,
8 % dos isolados de C.glabrata e 2 % de C. neoformans apresentam resisténcia a 5FC (Polak,
1990; Vanden Bossche et al., 1994; Vanden Bossche, 1997).

Quanto ao mecanismo, 5FC penetra na célula do fungo pela acdao da enzima citosina
permease e imediatamente é convertida a 5-Fluouracil (5FU) pela citosina deaminase (Figura
2), a auséncia ou baixa atividade desta enzima no organismo dos mamiferos garante a baixa
toxicidade de 5FC no organismo humano. Consequentemente, 5FU é convertida a 5’-uridina
monofosfato pirofosforilase (5FUMP) em acido 5-fluorouridilico que é fosforilado (5-fluorouridina
difosfato — 5FUDP e 5-fluorouridina trifosfato - 5FUTP) e, em seguida incorporado pelo RNA,
resultando em um RNA danificado que inibe o crescimento do fungo. Simultaneamente, 5FU é
convertida a S-fluorodeoxiuridina monofosfato (5FdUMP), um potente inibidor de timidilato
sintetase e desta forma evita a sintese de DNA, o que justifica o efeito fungicida (Polak, 1990;
Vanden Bossche et al., 1994; Vanden Bossche, 1997).
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Timidilato Sintetase pnA Modificado

Figura 2. Mecanismo de acao de 5-Flucitosina (Figura adaptada de Vanden Bossche, 1994,

Journal of Medical and Veterinary Mycology, 32, 189-202).

A resisténcia a 5FC esta ligada a perda ou mutagdao de enzimas que atuam no influxo (ou
entrada) do farmaco no meio celular do fungo (citosina permease), no metabolismo do farmaco
pelo fungo ou na incorporacdo do farmaco (ou de derivados) no RNA do fungo (Figura 2)
(Vanden Bossche, 1997).

1.3.2- Uso de Anfotericina B (AMB): Mecanismo de Acao e Limitacoes

Mais de 200 moléculas pertencentes a classe dos polienos apresentam atividade
antifungica estudada, muitas destas, sdo produzidas pela bactéria do género Streptomyces
(Vandeputte et al., 2012). No entanto, apenas trés se destacam no uso clinico: anfotericina B,
nistatina e natamicina (Figura 3)(Vandeputte et al., 2012). Por causa da alta toxicidade,
principalmente devida a ndo negligenciavel afinidade com o colesterol, apenas a AMB ¢ utilizada

sistematicamente, ja nistatina e natamicina sdo utilizadas localmente (Vandeputte et al., 2012).

A AMB apresenta um amplo espectro de agdo contra a maior parte dos fungos patdégenos
(Candida, Aspergillus, Fusarium, Mucor, Rhizopus, Scedosporium, Trichosporon, Cryptococcus

etc.) e, devido a sua baixa absorcdo pelo trato gastrointestinal, ela é administrada
8
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intravenosamente. Disponivel como farmaco para uso sistémico, desde 1956, apesar da sua
conhecida toxicidade, AMB ¢é, largamente, utilizada na terapéutica das micoses (Boff et al.,
2008).

A seletividade de AMB diante de fungos se deve a interagdo com o ergosterol, presente na
membrana dos fungos (Vanden Bossche et al., 1994). A interacao deste farmaco com a
membrana impede a fungdo de barreira da membrana do fungo, levando a perda de potassio
intracelular e concomitante entrada de prétons na célula. A resisténcia a AMB tem sido
observada, particularmente, em espécies de Candida, entre elas: C. albicans, C. tropicalis e C.
lusitaniae. Algumas cepas isoladas de Candida sp. apresentaram menor teor de ergosterol na
membrana do que as espécies susceptiveis a AMB, tal alteragdo celular minimiza a poténcia de
tal farmaco (Vanden Bossche, 1997; Cowen, 2008). Além disso, algumas col6nias com tais
alteracGes na membrana tém sido encontradas em pacientes ndo-imunocomprometidos desde
1980 (Dick et al., 1980; Vanden Bossche et al., 1994; Vanden Bossche, 1997).
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Figura 3. Estrutura quimica de: (a) Anfotericina B, (b) nistatina e (c)

natamicina.
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1.3.3- Inibidores da Sintese de Ergosterol (Ergosterol Biossynthesis

Inibitors - EBIs): Mecanismos de Acao e Limitacoes

Os inibidores da biossintese de ergosterol (EBIs) sdo o0os mais importantes agentes
antifungicos utilizados, pela menor toxicidade, uso de administracdo oral, pela maior
estabilidade quimica molecular entre outros fatores. Todos os EBIs (Alilaminas, tiocarbamatos,
azois e morfolinas - Figura 4 e 6) inibem enzimas na sequencia pds-esqualeno na biossintese

do ergosterol (Figura 5).

Alilaminas (naftinina, terbinafina etc.) e tiocarbamatos (tolnaftato, tociclato etc.) (Figura
4) tém como alvo a enzima esqualeno epoxidase e, para estes antifungicos, ndo tem sido
reportada na literatura até o momento casos de resisténcia (Vanden Bossche, 1997;
Vandeputte et al., 2012). Contudo, algumas cepas de Saccharomyces cerevisiae e de Ustilago
maydis (patégeno de milho) apresentaram decréscimo na interacdo de terbinafina com a
enzima alvo ERG1 (Esqualeno epoxidase) além do comprometimento da absorcdo do farmaco
(Vanden Bossche, 1997). Além disso, uma cepa de C.glabrata, resistente a fluconazol também
apresentou resisténcia cruzada a terbinafina (Vanden Bossche, 1997). Estes agentes
antifungicos apresentam um amplo espectro de agdo e, por apresentarem uma série de efeitos
colaterais, sdo usados para tratamento contra infeccGes por dermatofitos causadores de

infeccdes nos membros inferiores como Tinea capitis, Tinea pedis (Vandeputte et al., 2012).

“WG “w/

TCW @T@

\/\N

o
(e)

bFigura 4. Estruturas moleculares de naftinina (a), terbinafina(b), tolnaftato (c),
tociclato(d) e amorolfina(e).
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Figura 5. Etapas da Biossintese do Ergosterol e Alvos Moleculares dos Farmacos

que atuam nesta biossintese.
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As morfolinas inibem duas enzimas na etapa de biossintese de ergosterol, A”8- isomerase
(ERG24) e AM- redutase (ERG2) (Figura 5)(Vanden Bossche et al., 1994; Vandeputte et al.,
2012). Nesta classe de compostos, destaca-se amorolfina (Figura 4) que é um fungicida
utilizado contra uma série de fungos em cereais além de apresentar amplo uso contra fungos
dermatdfitos. O mecanismo de resisténcia deste grupo de substancias ainda é desconhecido
(Vandeputte et al., 2012).

Os derivados azdlicos (Figura 6), também pertencentes a classe de EBIs, sdo os mais
amplamente utilizados, devido a sua boa tolerancia no organismo humano, no combate aos
fungos patdégenos (Vanden Bossche et al., 1994; Vanden Bossche, 1997). O primeiro azol
sintetizado em 1944 por Woolley (Woolley, 1944) foi o Benzimidazol, porém, somente, a partir
de 1958, que a comunidade cientifica comegou a considerar os azdis como potenciais
antifungicos (Vandeputte et al., 2012). Nos anos 60, clotrimazol, econazol e miconazol (Figura
6) comegaram a ser avaliados para tratamento, mas o uso destes ficou restrito a tratamento
externo devido a sua alta toxicidade quando administrados oralmente (Fromtling, 1988;
Vandeputte et al., 2012). Até os anos 80, casos de resisténcia a tais antifingicos eram raros,
no entanto, estudos de atividade mostraram diferengas no espectro de acdo de cada farmaco
azolico, ou seja, na susceptibilidade de algumas cepas da mesma espécie diante de um mesmo

farmaco (Vanden Bossche et al., 1994).

Todos os derivados azdlicos apresentam mecanismo de agdo relacionado a inibicdo da
enzima citocromo P450 14a-demetilase (ERG11) em uma etapa da biossintese do ergosterol
(Vanden Bossche, 1997; Vandeputte et al., 2012). Os azodis, desta maneira, blogueiam a
producdo de ergosterol e acumulam na célula flngica um intermediario do esterol que é muito
toxico (Carrillo-Mufioz et al., 2006; Cowen, 2008). A diferenga na agdao dos azois, imidazol ou
tetrazol, esta na espécie de fungo onde cada farmaco atua e, na diferenca entre influxo e efluxo

de cada agente antifungico naquela espécie (Vanden Bossche, 1997).

Dentre os derivados imidazodlicos citados, destaca-se o cetoconazol (Figura 6), que foi
desenvolvido por Heeres e colaboradores, e, em 1981, aprovado para uso clinico pelo érgao
americano FDA (Food and Drug Administration) (Heeres et al., 1979; Vandeputte et al., 2012).
Este farmaco foi utilizado durante 10 anos para o tratamento de infecgdes fungicas sistémicas,
no entanto, devido a sua baixa absorcao quando administrado oralmente, a formulagdo de
cetoconazol foi desenvolvida sempre para administragao intravenosa (Vandeputte et al., 2012).
Outros fatores limitantes do uso deste farmaco sdo: ele ndo pode cruzar a barreira
cerebroespinal, ser menos ativo em pacientes imunocomprometidos (Van Der Meer et al., 1980;
Brass et al., 1982; Perfect et al., 1982; Fromtling, 1988; Vandeputte et al., 2012) e apresenta

uma série de interagbes com outros farmacos (Vandeputte et al., 2012). Devido a esta série de

12



Sntroducio -

desvantagens apresentadas pelo imidazol cetoconazol, os triazdis, que sdo biososteros destes,

comecgaram a ser estudados (Vandeputte et al., 2012).
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Figura 6. Estrutura quimica dos principais antifingicos EBI’'s, cinco imidazois:
clotrimazol (a), econazol (b), miconazol (c), cetoconazol (d) e benzimidazol (e); cinco
triazois: itraconazol (f), fluconazol (g), voriconazol (h), posaconazol (i) e
ravuconazol (j). (Figura adaptada de Vandeputte, P. e colaboradores , Antifungal resistance

and new strategies to control fungal infections, Int J Microbio, 2012).

Em 1990, o fluconazol (Figura 6) comegou a ser utilizado clinicamente, apresentando
frente aos imidazdis uma série de vantagens (Vandeputte et al., 2012): o fluconazol é
altamente hidrossoluvel, pode ser facilmente administrado intravenosamente (Arndt et al.,
1988; Brammer et al., 1990; Vandeputte et al., 2012), é completamente absorvido pelo trato
gastrointestinal, se difundindo por todo o corpo, inclusive pelo liquido cefalorraquidiano.
Fluconazol é usado para tratamento de candidiases superficiais (orofaringe, es6fago e vaginal),
candidiases disseminadas, meningites criptococoicas, coccidioidomicosis e candidiases cutaneas
(Vandeputte et al., 2012). Devido a suas boas qualidades farmacocinéticas e ao amplo espectro

de atuacdo, fluconazol foi considerado durante os anos 90 “the gold-standard” para o
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tratamento de infecgGes fungicas, embora devido ao seu uso indiscriminado, ja foram

observados casos de resisténcia a este farmaco (Vandeputte et al., 2012).

O itraconazol (Figura 6) foi aprovado pela FDA em 1992, possui um amplo espectro de
atuacdo quando comparado com o cetoconazol e mais amplo do que fluconazol. Além de ser
menos toxico que cetoconazol, tendo substituido este farmaco no tratamento de histoplasmose,
blastomicose e paracoccidioidomicose (Vandeputte et al., 2012); o itraconazol também ¢é
utilizado no tratamento contra espécies do género Aspergillus e Sporotrix, fungos ndo-
susceptveis ao fluconazol (Espinel-Ingroff et al., 1984). No entanto, o itraconazol é mais

hidrofdobico e mais toxico que o fluconazol (Vandeputte et al., 2012).

Apesar das vantagens apresentadas pelo fluconazol e pelo itraconazol, eles nao sao
antifungicos perfeitos, pois apresentam interagdo com alguns farmacos utilizados no tratamento
de AIDS e em quimioterapia (Vandeputte et al., 2012). Além disso, ambos os farmacos ndo sao
efetivos no tratamento contra patdégenos emergentes como Scedosporium, Fusarium e
Mucorales e vem sido observado e amplamente divulgada a resisténcia a azdis (Denning et al.,
1997).

A nova geracdo de triazois, constituida por voriconazol e posaconazol (Figura 6), que
foram aprovados respectivamente, pela FDA, em 2002 e 2006 (Vandeputte et al., 2012),
apresentam uma ampla acdo contra espécies do género Candida, Aspergillus, Fusarium,
Penicillium, Scedosporium, Acremonium e Trichosporon, além de fungos dimoficos, dermatofitos
e Cryptococcus neoformans (Chiou et al., 2000; Sabo e Abdel-Rahman, 2000). Estes farmacos
também sdo mais efetivos contra Candida e Aspergillus, quando comparados com os triazdis
classicos (Chiou et al., 2000), porém as interacdes com outros farmacos sdo similares as
apresentadas pelo fluconazol e itraconazol e os fungos que apresentam resisténcia a estes
medicamentos também apresentam resisténcia cruzada aos triazéis de nova geracdo
(Vandeputte et al., 2012).

Uma vez conhecido o mecanismo de agao destes EBIs, se torna importante o conhecimento
dos fatores que levam a resisténcia a tais agentes antifiingicos. A resisténcia aos azéis muitas
vezes esta ligada a regulacao de algumas familias de proteinas responsaveis pelo transporte de
substancias para dentro da célula (classe facilitadora - em inglés: “major facilitator class”, uma
familia de proteinas que utiliza energia proveniente da remogdao de um préton para o transporte
de substratos através da membrana) (Cowen, 2008). Por exemplo, ja tem sido comprovado que
esta classe de proteinas tem sido responsavel pela resisténcia a fluconazol em espécies de
Candida e Aspergillus (da Silva Ferreira et al., 2004; Coste et al., 2007). Outra classe de
proteinas que conferem resisténcia a multiplos azdis e outros farmacos sdo os transportadores
ABC (ATP Binding Cassete) (Sanglard e Odds, 2002; Cowen, 2008), uma familia de proteinas
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gue mede a resisténcia via dependéncia da energia provinda da hidrolise de ATP (trifosfato de
adenosina) impedindo que o farmaco atinja a dose terapéutica na célula do fungo (Cowen,
2008).

Além destes fatores, a mutagdo genética pode gerar a resisténcia de algumas espécies, por
exemplo, tem sido relatada uma interessante mutagao de amplificacdo do gene que confere a
algumas cepas de C.albicans a resisténcia a azois (Selmecki et al., 2006; Cowen, 2008; Niimi et
al., 2010). Este mecanismo envolve a formagdao de um isocromossomo (um cromossomo
anormal que possui um centromero mediano e dois bracos idénticos), em que um braco do
cromossomo, que abriga ambos, possui um fator de transcricao que regula os transportadores
ABC e um alvo dos azois (ERG11) que é duplicado. Um outro fator que confere resisténcia a
célula fungica é alteracdo e amplificacdo do alvo do farmaco que minimiza a sua agdao na célula;
isto tem sido relatado em espécies de Candida e Aspergillus (Niimi et al., 2006). Alteracbes nos
genes responsaveis pela sintese do ergosterol conferem mudancas na etapas da biossintese do
mesmo e aumentam a resisténcia a azois; por exemplo, a perda de fungdo de ERG3, bloqueia o
acumulo do ergosterol toxico que pode ocorrer se ERG11 é acumulado (Figura 4) (Cowen,
2008).

1.3.4- Equinocandinas: Mecanismos de Acao e Limitacoes

Uma classe mais recente de agentes antifungicos tem sido utilizada clinicamente nos
ultimos 15 anos: a classe das equinocandinas (Vandeputte et al., 2012). Trés equinocandinas
sao aprovadas pela FDA para uso: caspofungina (desde 2001), micafungina (desde 2005) e
anidulafungina (desde 2006) (Figura 7). As equinocandinas sao derivados sintéticos de
lipopeptideos que sdo produzidos por uma série de fungos: Aspergillus Rugulovalvus, Zalerion
arboribcola, Papularia sphaerosperma (Vandeputte et al., 2012). Devido a sua alta massa
molecular estes farmacos s6 podem ser administrados intravenosamente (Vandeputte et al.,
2012). Estas moléculas apresentam baixa toxicidade (raros efeitos colaterais relatados), sdo
lentamente degradadas, uma dose diaria ja se mostra suficiente, ao contrario de outros
antifungicos, e apresentam baixa interacdo com outros farmacos (Denning, 2002; Vandeputte
et al., 2012).
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Figura 7. Estrutura quimica de trés equinocandinas utilizadas clinicamente:
micafungina (a), caspofungina (b) e anidulafungina (c); (d) grisefulvina. (Figura
adaptada de Vandeputte, P. e colaboradores , Antifungal resistance and new strategies to

control fungal infections, Int J Microbio, 2012).

Equinocandinas apresentam atividade contra a maior parte dos fungos, sendo a fungicida
contra Candida e fungistatica contra Aspergillus (Vandeputte et al., 2012). No entanto,
equinocandinas ndo apresentam atividade contra C. neoformans e espécies do género
Trichophyton e Fusarium (Feldmesser et al., 2000; Vandeputte et al., 2012). Mesmo assim,
equinocandinas sao uma boa alternativa para o tratamento da maior parte das infeccdes em
gue o tratamento com azdis e polienos falha (Vandeputte et al., 2012). Caspofungina é indicada
para a profilaxia no tratamento de candidemia e candidiase invasiva e para o tratamento de

aspergillose quando itraconazol, voriconazol ou AMB sdo ineficazes (Vandeputte et al., 2012).
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As equinocandinas sao inibidores ndao-competitivos de B(1,3)-glucano sintetase (Figura 2),
enzima que catalisa a polimerizacdo de B(1,3)-glucano, um componente estrutural responsavel
pela integridade e rigidez da parede celular do fungo (Pfaller, 2012). A inibicao de B(1,3)-
glucano sintetase leva a desabilitacdo da parede celular e o vazamento de componentes
intracelular, resultando na desintegracdo da célula (Stone et al., 2002; Vandeputte et al.,
2012).

De fato, a resisténcia a equinocandinas é rara, mas a mutacdo no alvo das equinocandinas
(FKS1) é um comum mecanismo de resisténcia a estes farmacos (Perlin, 2007; Cowen, 2008).
Tal mutacdo minimiza o impacto do farmaco na parede celular do fungo (Cowen, 2008). Este
mecanismo de resisténcia ja foi demonstrado para C. albicans, C. glabrata, C. krusei, C.
tropicalis e C. dubliniensis e gera uma resisténcia cruzada a toda a classe de equinocandinas
(Pfaller, 2012). Cabe ressaltar que a resisténcia de C. glabrata a equinocandinas tem sido
associada mutagbes no gene FKS2 (Katiyar et al., 2006). A resisténcia de C.neoformans a tais
farmacos ndo esta ligada a mutagdo de FKS1 e FKS2, mas sim a diferente composicdo de

polissacarideos da parede celular desta espécie (Vandeputte et al., 2012).

1.3.5- Griseofulvina: Mecanismos de Acao e Limitacoes

A griseofulvina é um antifingico, de uso limitado a fungos dermatdfitos, que foi
primeiramente isolada, em 1939, por Oxford e colaboradores a partir do fungo Penicillium
griseofulvum (Decarli e Larizza, 1988). Todavia, o maior interesse neste antiflingico se deve ao
seu diferenciado mecanismo de acdo que envolve a inibicdo da mitose celular, com alteragdao o
processo de escoamento dos microtubulos que é necessario para a separacdo dos cromossomos
(Decarli e Larizza, 1988). Apesar da baixa toxicidade, esta substdncia também tem o seu uso

limitado por seu efeito carcinogénico.(Decarli e Larizza, 1988)

1.3.6- Moduladores de Resisténcia a Antifangicos

Tendo em vista tudo o que foi exposto no contexto de resisténcia aos antifingicos, é
importante ressaltar o aparecimento de cepas que apresentam resisténcia a multiplos farmacos
(MDR - Multi Drug Resistence - termo utilizado para descrever o fendmeno de resisténcia que

alguns tumores que apresentam diante de um determinado grupo de farmacos), sendo este
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fendmeno relacionado, principalmente, a questdo da baixa concentragdo do farmaco no meio
celular devido a superexpressdo génica de transportadores ABC que aumentam o efluxo do
farmaco da célula patogénica. Destaca-se, o fendmeno de MDR nas infecgdes com C. glabrata
frente a 5FC, fluconazol e voriconazol, além disso, ha outros casos nos quais nenhum azol ou

mesmo AMB foram adequados para terapia contra esta espécie (Cowen, 2008; Pfaller, 2012).

A descoberta de que MDR também atuam na resisténcia a antifingicos é recente quando
comparada ao cancer e tem sido estudada, mundialmente, por pesquisadores na area de
micologia aplicada. Por exemplo, espécies de C. albicans expressam transportadores
responsaveis pelo efluxo de multiplos farmacos (MET, “multidrug efflux transporter”),
principalmente pertencentes a classe de transportadores ABC e proteinas pertencentes a
superfamilia "major facilitator” (MFS) presentes na parede celular do fungo. METs mediam o
efluxo de uma série de agentes antifungicos, entre tais, o fluconazol. Como veremos a seguir,
em mamiferos, a desrregulacdo de genes também pertencentes a familia ABC estdo

relacionados a MDR ao cancer (Marchetti et al., 2000).

Pesquisadores vém investigando o uso de terapia combinatéria na presenca de substancias
gue posam otimizar a atividade do farmaco mantendo a dose terapéutica pela modulacdao de
MDR. Marchetti e colaboradores (Marchetti et al., 2000) estudaram o uso de ciclorosporina (Cy-
modulador MDR conhecido) com fluconazol e mostraram que as linhagens de C. albincas
resistentes a FLC (fluconazol), que outrora apresentaram MICs >32 ug.L™ diminuiram para 0,5
ug.L!; este efeito s foi observacdo conjunta de Cy com FLC. Outras classes de compostos com
atividade moduladora de MDR para fungos patdégenos tem sido clorpromazina e fenotiazina
combinadas a oxpoconazol (Figura 8), um antifingico muito utilizado na medicina veterinaria
(Morita e Assumpgcao, 1986; Hayashi et al., 2003; Kolaczkowski et al., 2003).

A Ny u

(.

(a) (b) (c)
Figura 8. Estrutura quimica de duas substancias usadas como moduladores de

resisténcia a antifingicos: (a) clorpromazina, (b) fenotiazina e estrutura do
antifingico oxpoconazol (c).
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Assim, com a crescente limitagdo da capacidade de tratar IFIs com os farmacos
antifingicos usuais, especialmente nos casos sistémicos e com pequeno avanco no
desenvolvimento de novas terapias antifungicas, é imprescindivel e urgente o desenvolvimento
de novos agentes quimioterapicos ou de novas combinagdes de farmacos antifingicos que
possam ser eficientes e suplantar a resisténcia multipla antifingica que transforma as IFIs em
grave problema de morbidade e mortalidade em pacientes tratados clinicamente. Agentes
antineoplasicos ou anticancer podem ser bom candidatos para a descoberta de novos agentes
antifungicos, sendo assim pode-se investigar paralelamente a atividade antifungica e
antitumoral de novas entidades quimicas (Routh et al., 2011). E destacavel esta necessidade de
descoberta de novas entidades quimicas bioativas para o caso grave e emergente da resisténcia
multipla dos géneros Candida e Aspergillus que sao géneros patogénicos que provocam 95 %
das mais graves IFIs relacionadas a mortalidade (Sundriyal et al., 2006; Pfaller, 2012;
Vandeputte et al., 2012).

1.4 - Anticancerigenos: Importancia e Mecanismos de Agao e

Resisténcia

Um fator que aumenta o insucesso na terapia contra o cancer é a resisténcia aos farmacos
antineoplasicos convencionais (MDR - Multi Drug Resistence - termo utilizado para descrever o
fendmeno de resisténcia que alguns tumores apresentam diante de um determinado grupo de
farmacos) (Krishna e Mayer, 2000), esta resisténcia pode ser intrinseca (no inicio do
tratamento) ou adquirida (durante o tratamento). E digno destacar que a falha na quimioterapia
€ responsavel por 90 % dos casos de morte relatados no mundo (Huber et al., 2010), muitos
destes casos estdo relacionado a MDR. Existe uma série de mecanismos que descrevem MDR
em células de mamiferos que podem ser classificados como mecanismos celulares e ndo-

celulares e serao descritos no texto a seguir.

No entanto, primeiramente é preciso entender quais as diferencas basicas entre células
cancerigenas e células comuns. Assim, sera possivel entender como os farmacos
anticancerigenos agem e como eles falham. Estes pontos serdo abordados a partir do préximo

item.
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1.4.1 - Ciclo celular e caracteristicas bioquimicas da célula cancerigena

Uma célula comum dos mamiferos (eucariota) apresenta o ciclo celular descrito na Figura
9. Estas células sdo capazes de se dividir originando duas outras células filhas, o organismo
destes seres, por sua vez, apresenta uma capacidade de inibir a proliferacdo de células que
apresentam qualquer tipo de dano, este mecanismo é coordenado por um conjunto de enzimas
chamadas quinases dependentes de ciclinas (CDK) que regulam todo o ciclo. A fase Gg é a fase
final do desenvolvimento em que a célula encontra-se no estado quiescente (que é permanente
para os neurdnios) até o momento em que a mesma € estimulada por fatores de crescimento.
Células que param de dividir devido ao envelhecimento ou a algum tipo de dano sdo chamadas
sinescentes. Na fase G; as células aumentam de tamanho, produzem RNA e proteinas, ha nesta
fase um importante conjunto de genes que controla o crescimento denominado genes
supressores de tumor que checam se a célula esta apta para passar para a proxima etapa. Na
fase S ocorre a replicacdo do DNA. Na fase G, a célula continua crescendo e produzindo
proteinas e no final desta fase também agem os genes supressores de tumor. No final da fase
G, a célula entra em mitose (de Almeida et al., 2005; Gabriel, 2007).

FaseM
Genes Mitose
Supressores de
tumores Fase G,
Ciclina-CDK
Ciclina-CDK
Fase G,
Interfase
Genes
Supressores de
tumores
Ciclina-CDK FaseS
Fasede
Sintese

Figura 9. Visao geral do ciclo celular dos mamiferos.

A célula de cancer se divide e prolifera no organismo de maneira ndo controlada, o
contrario ocorre na célula comum (Figura 9), que apresenta mecanismos de controle que
podem detectar qualquer tipo de dano e provocar a morte programada da mesma por apoptose
(Gabriel, 2007). As ciclinas e quinases dependentes de ciclinas fazem parte de um conjunto de

proteinas localizadas no citoplasma que controlam o crescimento celular. A jungdo de ambas
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forma um complexo ciclina-CDK que € ativado para que a célula continue a dividir, no entanto,
quando um problema é detectado na célula a ativacdo deste ndo é completada. Uma vez
ativado o complexo, um fator de transcricdo também é ativado pela remocdo do fator de
inibicdo. Os fatores de transcricdo ativam genes necessarios para as proximas fases do ciclo

celular incluindo genes ciclina e CDK (Gabriel, 2007).

Existem genes supressores de tumor que previnem o crescimento excessivo da célula, os
mais conhecidos sdo o p53 e o gene retinoblastoma (Rb). Este Ultimo esta envolvido com o final
da fase G; do ciclo celular (Figura 10) e se liga a um fator de transcricdao conhecido como
familia E,r, responsaveis pela replicagdo do DNA s&o reprimidos, além de impedirem a formacéao
de ciclinas A e E, necessarias para o progresso no ciclo (Gabriel, 2007). A proteina p53 é
essencial contra o cancer, sendo que mais da metade dos casos de devem a mutacdo desta;
esta proteina sensibiliza o DNA danificado pondo um fim no ciclo celular. Se isto ndo ocorresse o
DNA, apesar de danificado, seria replicado na fase S, o que poderia gerar uma mutagao na
proteina. Novamente, a acdo das CDKs é crucial, primeiramente, em resposta a uma variedade
de sinais de estresse (um exemplo dano no DNA) e ativa a p53. A transcricao do gene p21, que
€ um inibidor de CDK, é desencadeada e assim o ciclo celular termina (Gabriel, 2007). A
proteina p53 estad ainda envolvida no final da fase G, (“checkpoint”) em casos onde o DNA foi
sintetizado incorretamente. Esta proteina liga-se a E, e previne a transcricdo de proto-
oncogenes, necessarios para a mitose e que sao importantes para promover o crescimento e
divisdo de uma célula normal, se estes sofrem mutacdo, sdao denominados oncogenes. Um
simples oncogene ndao pode causar cancer, mas pode causar perda dos controles inibitérios no
ciclo celular e também aumento da mitose. Quando a célula perde o controle sobre a mitose,
pode-se desencadear o desenvolvimento de céncer (Gabriel, 2007). Existem mecanismos que
podem reparar o DNA, mas quando estes falham a apoptose (também conhecida como a morte

programada da célula) é uma alternativa.
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Figura 10. Mecanismo normal de crescimento celular (Figura adaptada do livro de Gabriel,
J. e outros, The Biology of cancer, 22 edicdao, 2007).

Desta maneira, a célula comum tem mecanismos naturais para se defender da mutacdo.
No entanto, quando o cancer desenvolve existem uma série de tratamentos disponiveis; estes
dependem do estagio da doenca e das condicGes fisicas do paciente. Entre as terapias
disponiveis estdo: cirurgia, radioterapia, fotorradiagdo com derivados hematoporfirinicos, laser
e quimioterapia. No texto a seguir destacar-se-a o Ultimo método de terapia citado: a

guimioterapia antineoplasica (Krishna e Mayer, 2000).

1.4.2 - Quimioterapia: Uma alternativa para o tratamento de cancer

Em 2011, a Organizagdo Mundial da Saude (OMS) considerou 27 medicamentos como
sendo essenciais para o tratamento de cancer (Anexo III, pagina C) (WHO, 2011). O uso de
medicamentos contra cancer é avaliado levando-se em conta a razdo risco/beneficio e nesta
perspectiva, nos ultimos anos, tem sido desenvolvida uma ciéncia responsavel por avaliar a
viabilidade do uso clinico de uma determinada substancia: farmacoeconomia. Nesta ciéncia,
ambos os fatores, econ6micos e clinicos sdo levados em consideracdo quando se pensa em

utilizar determinado farmaco (Gabriel, 2007).
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Desta maneira, os medicamentos disponiveis para quimioterapia podem ser divididos em
alguns grupos: (1) agentes alquilantes, (2) antibidticos e amsacrina, (3) antimetabdlitos, (4)
vinca alcaldides e etoposideo, (5) taxanos, (6) camptotequinas, (7) agentes ndo-citotoxicos, (8)
proteossomo inibidores, (9) anticorpos monoclonais etc. Nesta tese sera destacado o
mecanismo de acao dos agentes alquilantes, complexos de platina, antibidticos e alcaloides da

vinca destacando a variedade de mecanismos de acdo dos medicamentos disponiveis.

A maior parte dos medicamentos até hoje utilizados foram introduzidos na metade do
século XX. Como ja citado anteriormente, estes agentes se mostravam toxicos ndo apenas
diante de células malignas, mas também contra células sadias, como foliculos capilares e
epitélio gastrico, além de apresentarem uma série de efeitos adversos como perda de cabelo e
mucosites (Spence e Jonhston, 2001; Gabriel, 2007). Assim, a necessidade de se entender os
aspectos moleculares, tanto do tipo de tumor como dos alvos de determinado farmaco, se
tornam importantes para viabilizar o desenvolvimento de um determinado medicamento. De
fato, o entendimento da bioquimica do céancer levou ao desenvolvimento de novos agentes
guimioterapicos, cada vez mais ativos e menos toxicos, além disso, como vimos no item 1.4.1,
o entendimento do ciclo celular tem uma enorme importancia para o desenvolvimento de novos

farmacos.

Os agentes alquilantes (Figura 11) sdo os antineoplasicos mais antigos empregados
para o tratamento de céncer até hoje. Como o prdéprio nome ja diz estes agentes sdao capazes
de adicionar grupos alquila no DNA e sdo designados como agentes ndo-especificos no ciclo
celular, ou seja, eles agem em mais de uma fase do ciclo, principalmente na fase S e bloqueia a
fase G2 (de Almeida et al., 2005). Tais farmacos podem ser utilizados para o tratamento de
varios tumores, entre eles de cérebro, linfomas, mama, leucemias, sarcomas etc (de Almeida et
al., 2005; Gabriel, 2007).

Mais detalhadamente, o mecanismo de acao dos agentes alquilantes (Figura 12)
envolve formacdo de ligacGes covalentes com o DNA, tais farmacos reagem, principalmente,
com a base nitrogenada guanina, além do fato da citosina e da adenina também poderem ser
afetadas. Desta maneira, estes alquilantes podem se ligar a dupla hélice do DNA impedindo a
replicacdo do mesmo. Além disso, o ataque das bases nitrogenadas pode resultar na
fragmentacdao do DNA pela acdo de enzimas reparadoras (de Almeida et al., 2005; Gabriel,
2007).
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Figura 11. Agentes alquilantes: (a) busulfan, (b) carmustina (BCNU), (c¢) clorambucil,

(d) ciclofosfamida, (e) mecloretamina e (f) Estramustina.

Os compostos de platina foram os primeiros a serem sintetizados (desde 1885), contudo,
a atividade anticancerigena foi reconhecida apenas na década 1960. A acdo dos compostos de
platina é analoga a dos agentes alquilantes, no interior da célula eles formam complexos
reativos que interagem com o DNA formando ligacOes intracadeia entre bases de guanina
(Figura 12). Esta classe é amplamente utilizada no tratamento de céncer de bexiga, coloretal,

gastrointestinal, ovario, cabega, pescoco e pulmao (Gabriel, 2007).

A classe dos agentes antibidticos (dactinomicina, daunorubicina, doxorubicina - Anexo
III) e amsacrina (Figura 13) sdo produtos naturais que de uma maneira geral podem ter como
mecanismo de acao: intercalacdo com o DNA, quebra do DNA, inibicao de topoisomerase II
(uma enzima responsavel por desenrolar e reparar o DNA danificado), podem ainda afetar a
atividade da enzima RNA polimerase etc. Amsacrina ndo é um antibidtico citotoxico, mas tem
um mecanismo de acao similar, ela promove a ruptura da cadeia de DNA por intercalagao,
principalmente por pares adenosina e timina, além de afetar principalmente a fase S do ciclo
celular. Esta classe de agentes anticancerigenos pode ser usada no tratamento de cancer de

ovario, melanoma, mama, coloretal, mieloma e prdstata (Gabriel, 2007).
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Figura 13. Estrutura molecular de amsacrina.

Os alcaloides da vinca (exemplo, vinblastina e vincristina - Anexo III) originalmente
sdao derivados da planta Catharanthus roseus. A atividade resulta da habilidade que esta classe
de compostos apresenta de se ligarem a proteinas microtubulares presentes no fuso mitético, o
que leva a cristalizacdo dos microtubulos e impedimento da mitose. Mas apesar desta atividade,
os alcaloides da vinca apresentam numerosos efeitos citotdxicos; esta classe de compostos é
usada no tratamento de uma variedade de tumores incluindo cérebro, mama, linfoma e pulmao
(Gabriel, 2007).

Apesar da imensa variedade de farmacos disponiveis para o tratamento de céancer, a
terapia tem sido limitada pela resisténcia a tais farmacos. A resisténcia a tais farmacos (MDR)
pode ser mediada por uma série de mecanismos. Porém, a natureza da resisténcia a
guimioterapia e a relagdo desta com genes envolvidos no transporte do farmaco ainda ndo é
muito clara. Existem varios fatores que podem determinar ou explicar a resisténcia a tais

compostos, a seguir far-se-a a exposicao de tais fatores por meio dos principais mecanismos de
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resisténcia relatados na literatura: Mecanismo de resisténcia ndo-celular e celular (Krishna e
Mayer, 2000; Xia e Lee, 2010).

1.4.3- Mecanismo de resisténcia nao-celular

O mecanismo de resisténcia ndo-celular envolve fatores extracelulares como
vascularidade limitada ou ambiente de crescimento celular. Tal mecanismo é um indicativo de
certos tipos de cancer que apresentam resisténcia (natural ou inerente) a quimioterapia desde a
primeira aplicacdo (Xia e Lee, 2010); por exemplo, tumores sdlidos podem apresentar baixa
vascularidade o que pode dificultar o acesso do farmaco ao alvo de acdo. Além disso, o
ambiente onde se encontram os tumores apresenta hipoxia, baixa nutricdo, ou um pH baixo
devido a alta concentracdao de acido lactico o que dificulta a acdo de farmacos na forma de base
fraca (Krishna e Mayer, 2000).

1.4.4- Mecanismo de resisténcia celular

O mecanismo de resisténcia celular (Figura 14) pode ser dividido em classico e ndo-
classico. O mecanismo nao-classico ¢ utilizado para descrever fenomenos de MDR que nao
dependem do transporte do farmaco no meio celular. Este tipo de resisténcia se relaciona, por
exemplo, com a alteracdo de algumas enzimas (como glutationa S-transferase, GST, e
topoisomerase), que diminuem a citotoxicidade do farmaco sem alterar a concentracdao do
mesmo no meio intracelular. Mudangas no balanco de proteinas que regulam a apoptose podem
reduzir a quimiossensibilidade a alguns farmacos cujo mecanismo de agdo atue nesta etapa do

ciclo celular (Krishna e Mayer, 2000; Xia e Lee, 2010).

A GST é uma enzima que atua na desintoxicagdo do organismo por meio da
biotransformacgdo principalmente de moléculas organicas que sdo conjugadas pela enzima com
a glutationa, resultando em moléculas mais polares e excretaveis(Xia e Lee, 2010). Entre outras
funcGes importantes, GST protege a célula de epdxidos toxicos e também protege a célula de
danos causados por radicais livres. Entre as substancias anticancerigenas metabolizadas por
GST as mostardas nitrogenadas, como BCNU (carmustina) e ciclofosfamidas (Figura 11).
Linhagens resistentes mostraram um aumento na atividade de GST, por exemplo no caso de

resisténcia a clorambucil (Krishna e Mayer, 2000).
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Quanto ao mecanismo de resisténcia celular envolvendo topoisomerase, existem dois
tipos de topoisomerase nas células dos mamiferos (Topoisomerase I e II), ambas envolvidas no
processo de replicacdo do DNA, por isso, estes sdo alvos para alguns farmacos. No entanto,
pode ocorrer resisténcia aos inibidores de topoisomerase II devido a mutagdo no gene de
topoisomerase II e/ou baixa expressdao da mesma. Por outro lado o aumento da expressao do
gene de topoisomerase I foi observado em células resistentes a inibidores de topoisomerase II
(Krishna e Mayer, 2000).

Farmacos anticancerigenos, geralmente, induzem as células a morte programada ou a
apoptose, esta forma de morte celular é caracterizada pela condensagao celular dentro da
célula, levando a fragmentacdo do DNA. O crescimento celular é regulado por uma série de
proteinas e genes e sugere-se que o gene supressor de tumor, p53, ndo apenas induz o
impedimento da fase G1 do ciclo celular e apoptose do DNA danificado, como também regula a
expressao de proteinas que promovem a apoptose, com bcl-2 e bax. A resisténcia neste caso
pode ocorrer pela perda de genes responsaveis pela morte celular como p53 ou aumento da

expressao de genes que bloqueiam a morte celular (Krishna e Mayer, 2000).

O mecanismo classico de MDR envolve a diminuicdo da concentracdo do farmaco
devido a acdo de uma série de proteinas, localizadas nas membranas celulares, responsaveis
pelo transporte de substdncias (Xia e Lee, 2010). Algumas linhagens de células tém
apresentado baixa concentragao do farmaco, o que impede que este atinja a dose terapéutica.
A resisténcia a multiplos farmacos, baseada nos transportadores classicos é um dos
mecanismos celulares mais estudados atualmente. A familia de proteinas ABC apresenta um
mecanismo de transporte dependente de ATP. Em células humanas os genes mdrl e mdr2 tém
sido caracterizados. O primeiro gene citado, mdrl, é expressado pela glicoproteina-P (GP-P),
que promove o efluxo do agente quimioterapico. Outra proteina transportadora associada ao
fenomeno de resisténca MRP1 (proteina resistente a multiplos farmacos), estd localizada

predominantemente na membrana plasmatica (Krishna e Mayer, 2000; Huber et al., 2010)
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Figura 14. Mecanismos celulares de MDR: OAT: transportadores de anions organicos,
CTR1: proteina membranica integral homotrimerica que transporta cobre reduzido
(Cu*), CNT: transportador de nucleotideo concentrativo, RFC: carreador de folato
reduzido conhecido como transportador metotrexato. Alvos para quimioterapia, DNA,
tubulina, topoisomerases I e II (TI e TII). ABC: ATP Binding cassete; MRP1, MRP2:
Proteinas associadas a resisténcia aos farmacos; P-gp: ABCB1 (Figura adaptada do artigo
de Xia Y., 2010, Biomolecules & Therapeutics, 18, 375-385).

Ja foi discutido que o cancer pode ser tratado, principalmente, por cirurgia, radioterapia
e quimioterapia. No entanto, uma grande parte deste conjunto de doencas apresenta
resisténcia diante do tratamento quimioterapico, o que dificulta a cura. Os casos de MDR ja
foram caracterizados, e, entre todos os citados, o mais amplamente estudado e importante
envolve o aumento da expressdo de GP-P (Xia e Lee, 2010). E digno de nota, que atualmente o
aumento da resisténcia aos farmacos tem sido o foco de estudo da comunidade cientifica,
destacando-se que os mecanismos celulares sdo os mais estudados em detalhe. As industrias
farmacéuticas tém investido em pesquisas no desenvolvimento de moduladores de resisténcia
baseados no mecanismo celular. Tais pesquisas envolvem principalmente o estudo de
moduladores da familia transportadores que €, na maior parte dos casos, a grande responsavel
pelos casos relatados de MDR: os transportadores ABC. Dentro desta familia a proteina mais
estudada é GP-P, desta maneira nos ultimos anos tem se intensificado o estudo de inibidores de

tal proteina, este tema sera abordado a seguir.
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1.4.5- Moduladores de resisténcia mediada por GP-P

Encontrar métodos que impecam o desenvolvimento de MDR tem sido o foco de uma
série de pesquisas no mundo inteiro e os compostos que apresentam a capacidade de reverter a
resisténcia sdo chamados de inibidores de MDR ou moduladores de MDR (Xia e Lee, 2010). Em
geral, o tratamento de cdncer que apresenta resisténcia se da com co-administragdo de um
agente modulador de MDR juntamente com o anticancerigeno e existem varios grupos de
substéancias que podem apresentar modulagdo de MDR de GP-P, entre estes: bloqueadores de
canais de calcio, vasodilatadores, alcaldides inddis, quinolinas, hormonios, ciclosporinas,
sufarctantes e anticorpos. Estes grupos de uma maneira geral sao classificados como de

primeira, segunda e terceira geragdes (Huber et al., 2010).

Os chamados moduladores MDR de primeira geracdo incluem compostos de diversas
estruturas e fungdes, como bloqueadores de canais de calcio (verapamil), imunossupressores
(ciclosporina A), antibidticos (eritromicina), alcaldides inddlicos (reserpina) antimalaria (quinina)
etc. Apesar das estruturas serem bem diferentes, estes compostos apresentam em geral
algumas semelhangas, como nitrogénio trissubstituido, muitas delas sdao moléculas anfipaticas,
apresentam um sistema planar ou um sistema de anéis (Figura 15). Os primeiros moduladores
de resisténcia foram desenvolvidos, em 1983, por Tsuro e colaboradores (como relatado por
Krishna e colaboradores) (Krishna e Mayer, 2000), estes autores demonstraram que verapamil
(VRP) bloqueia os canais de calcio revertendo a MDR e desta maneira VRP potencializa a

atividade anticancerigena de alguns agentes anticancerigenos como doxorubicina (DOX).
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Figura 15. Inibidores de MDR de primeira geragao: (a) verapamil, (b) ciclosporina A,

(c) reserpina, (d) quinina

Cabe ainda ressaltar que os moduladores de MDR de primeira geracao apresentam
outras atividades farmacoldgicas e ndao foram desenvolvidos especificamente com a finalidade
de inibir MDR. A afinidade com os transportadores ABC é baixa e por isso é necessaria uma alta
dose do farmaco, o que aumenta a sua toxicidade. Devido a essas principais limitagoes, foi
promovida a necessidade de desenvolver novos moduladores, mais potentes, menos toxicos e
mais seletivos a GP-P (Xia e Lee, 2010). Trés dos inibidores MDR de segunda geragdo (PSC833,
VX-710 e S9788 - Figura 16) progrediram para fases clinicas I e II, no entanto, tais
substancias mostraram sérias limitagdes:o bloqueio de GP-P resultou na elevacdo dos niveis de
anticancerigeno no plasma e alteraram as propriedades farmacocinéticas e de biodistribuicao
dos farmacos anticancerigenos, isto gerou elevacdo da toxicidade dos mesmos e necessidade de
reducao da dose administrada, a reducao da dose, entretanto, resultou na redugdo da eficiéncia

do anticancerigeno (Krishna e Mayer, 2000; Xia e Lee, 2010).

As moléculas de terceira geragdo, que atuam especificamente inibindo GP-P e ndo inibem
outros transportadores ABC, foram desenvolvidas para suprir as limitagdes dos moduladores de
segunda geracdo. Assim, tais substdncias podem ser administradas juntamente com os
anticancerigenos sem reduzir a dose terapéutica. Um promissor modulador MDR é o taquiridar

gue esta na fase III de testes clinicos (Xia e Lee, 2010).
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Figura 16. Moduladores MDR de segunda geracao: (a) PSC833, (b) VX-710, (c) S9788
e de terceira geracao (d) taquiridar.

E notdvel que a quimioterapia antineopldsica é complexa e uma série de fatores que
devem ser considerados para o uso clinico: primeiramente € preciso entender como o farmaco
pode atuar, depois entender as suas limitacdes e os fatores que podem limitar a agdao do
mesmo; por fim, pode-se planejar como melhorar a atividade bioldgica pelo uso de terapia

combinada com moduladores MDR.

Nesta tese visando justamente suplantar a MDR, buscou-se o desenvolvimento de novos
farmacos antitumorais mais potentes como um dos focos centrais. Mais particularmente,
buscou-se sintetizar compostos que possam vir a ser agentes antineoplasicos mais ativos e
menos toxicos do tipo tetrazdlicos, tioureido e a,w-diamino substituidos (com o objetivo se

sintetizar novos complexos de platina).
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2 - Justificativas, Relevancia e Objetivos

2.1 - LASELORG-QUIM: Histodrico do desenvolvimento de

substancias com atividade bioldgica

A busca de novas entidades quimicas bioativas (NCEs - New Chemical Entities) com
atividade potencializada e menor toxicidade é muito importante, como ja visto, pelo grave
problema de crescente resisténcia de tumores e de patdgenos aos quimioterapicos clinicos
usuais. Assim, o grupo de pesquisa LASELORG-QUIM (Laboratério de Sintese e Eletrossintese
Organica e Quimica Medicinal) tem se dedicado na sintese, caracterizacdo e estudo da atividade
bioldgica de novas classe de compostos, particularmente derivados a,«-bis-funcionalizados.
Estes compostos apresentam diversos grupos funcionais especificos para a atividade
farmacologica esperada e estrutura proposta com o prévio planejamento racional por
metodologias de modelagem molecular e de QSAR (de Almeida et al., 2010). Além do mais,
estas moléculas também ndo apresentam grande complexidade quimica ou estrutural para
facilitar a sua obtencdao. Mais especificamente, o LASELORG-QUIM tem se empenhado no
desenvolvimento de novos agentes farmacologicos para o tratamento de doencas diversas que
vém apresentando crescente incidéncia e resisténcia a quimioterapia disponivel, tais como o
cancer, as doencas infecciosas emergentes (DIEs) e principalmente as infecgdes flngicas

invasivas (IFIs).

2.2 - Objetivos Gerais e Especificos

O LASELORG-QUIM (grupo o qual pertence a autora) tem investigado diversas classes de
NCEs, o interesse inicialmente foi por compostos organossulfurados (COS) analogos aos
presentes no alho - de estrutura geral Y(CH,),S(O)n-(CH,),Y - que demonstraram atividade
antitumoral (Reina et al., 2002), contudo j& se tem observado que derivados similares
apresentam atividade antiflingica, entre outras (Iciek et al., 2009). Em outro trabalho também
realizado no LASELORG-QUIM, investigou-se a sintese e atividade antitumoral de derivados
azolicos, que sdo derivados heterociclicos com ampla atividade farmacoldgica (Melo et al.,
2004). Posteriormente, as pesquisas do grupo se voltaram para o estudo da atividade

farmacologica de derivados amidinicos - de estrutura geral R(C=NH)NH, - e seus bioisosteros
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(como, por exemplo, o grupo S-tioureido - R-S-(C=NH)NH,, hidrazidas (ou acil hidrazinas,
R(C=0)NHNH,), entre outros)(de Almeida et al., 2005). De fato, os tioureido-derivados, tém
apresentado destacavel atividade antifingica (Melo et al., 2004; Silva, 2005; Nogueira, 2006;
Nogueira et al., 2011; Oliveira et al., 2011) e na dissertacdo de mestrado, anteriormente
desenvolvida pela autora, também se constatou a atividade antifingica de derivados analogos
tioureido-funcionalizados (Oliveira et al., 2011). Ressalta-se que foi observado que a atividade
bioldgica destes compostos esta relacionada com a lipofilia e a topologia da estrutura quimica e
assim pretendeu-se, neste trabalho, ampliar o leque de outros possiveis grupos funcionais,
como os tetrazois e compostos organossulfurados e mesmo os tioureido-derivados e hidrazidas,
em outras estruturas do tipo a, wbis-funcionalizadas que pudessem ser investigadas como NCEs

com atividade antifingica e antitumoral.

Cabe ressaltar que, recentemente, os pesquisadores envolvidos no desenvolvimento de
novos farmacos vém também investigando novos derivados bis-funcionalizados procurando um
efeito sinérgico que aumente a seletividade e a poténcia, gerando menor toxidez e entre outras
estratégias, criou-se o conceito de hibridos (ou quimeras farmacoldgicas) (Tietze et al., 2003;
Rapposelli, 2010). Estes sdao derivados mistos, ligados quimicamente, formados por duas
substancias com efeitos quimioterapicos similares, com a finalidade de formar uma NCE bioativa
mais eficiente. Sendo assim, tornou-se de interesse, o estudo inédito da sintese e da atividade
antimicrobiana e antitumoral de novos compostos formados entre bioisdsteros de COS (sulfetos,
éteres e furanos, ou tetra-hidrofuranos) funcionalizados com tetrazodis e com bioisésteros de
amidinas (S-tioureidos e hidrazidas), que foram racionalizados previamente por estudos
preliminares de modelagem molecular e QSAR, como no estudo da atividade antifingica de
derivados furanicos reportado recentemente (Almeida, 2011). Porém, como para a sintese de
tetrazois, seriam preparadas a, w-dinitrilas, precursores de diaminas, que podem ser novos
ligantes complexados com platina e que vem demonstrando ndo sé aplicabilidade antitumoral,
mas também antifingica (Routh et al., 2011), decidiu-se investigar a sintese e o estudo da

atividade farmacoldgica destes.
Assim, os objetivos especificos do trabalho desenvolvido nesta tese séo:

a) Sintese (a partir de a,w-dinitrilas preparadas - 1 e 2) de novos derivados do tipo
sulfetos a,w-bis-tetrazdlicos 3-8 (Figura 17) com seus correspondentes isolamento e
caracterizacdo espectrométrica visando modificacGes moleculares bioisostéricas eficientes para
0 aumento da poténcia e a diminuicdo da toxidez, corroborados pelo prévio planejamento

racional por métodos de QSAR e Modelagem Molecular;
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Figura 17. Rota retrossintética de bis-tetrazoéis obtidos.

b) Sintese, isolamento e caracterizagdo espectrométrica de novos derivados do tipo

sulfetos a,w-bis-tetrazélicos-N-alquil-a,w-S-bis-tioureido-substituidos 17-20 (Figura 18 e

Figura 24), a partir dos correspondentes analogos N-alquil-a,w-di-hidréxi 9-12 e dos N-alquil-

a,w-dicloro 13-16 visando a formagao de outras novas quimeras pela introducao de unidades

S-tioureido-substituidos nos anéis tetrazdlicos;
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Figura 18. Retrossintese proposta para preparacdao de compostos bis-s-tioureidos-
tetrazodlicos.

C) Obtengdo de derivados a,w-diamino-substituidos funcionalizados na cadeia carbodnica
central (NH,CH,(CH,),X(CH,),CH,NH,- Figura 19, 20 e 24) - como sulfetos (X=S) 21-22,
sulfonas (X=S0,) 23-24, éteres (X=0) 25 e 39 e amina (X=NH) 26 e 40- a partir de duas
rotas sintéticas: i) Reducdo das nitrilas correspondentes (NC(CH,).X(CH,).CN, 1-2 (X=S), 27-
28 (X=S0,), 29 (X=0) e 30 (X=NH)); sendo os derivados 1-2 preparados a partir da reagao
de correspondentes 3-cloropionitrila e 4-clorobutironitrila (comerciais- Aldrich®); os derivados
27 e 28 obtidos através da oxidagdo de 1 e 2; os derivados 29 e 30 seriam obtidos a partir
dos correspondentes 31 e 32. ii) Metodologia de sintese de Gabriel partindo-se dos di-haletos
analogos 31 (X=0), 32 (X=NH), 33 (X=S), 34 (X=SO0,) tendo como intermediarios as bis-
ftalimidas 35 (X=S), 36 (X=S0,), 37 (X=0) e 38 (X=NH);

Na,S
X
[O] NC/H”\/ \/(A)n\crxj I:‘>Cl\/(4n\cN
X @W)X=8S,n=1 n=1
X /Hn\/ \/H\ @ (2)X=S,n=2 =
HZNM \/N”\NHz :> " @W)X=8n=1 - Sy i
@1)X=S,n=2 =S,n= X
(22)X=S,n=3 g)&”égjz . % a0 NN
— — = ,n=
gi))i;igjﬂ;i (28X = SOy, n = 2 (BYX=0,
(25X =0, n=2 (29X =0,n=1 (32) X =NH,
(26)X = NH, =2 (30X =NH, n=1

Figura 19. Retrossintese planejada para diaminas a partir de dinitrilas.
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Figura 20. Retrossintese para preparacao de diaminas via sintese de Gabriel.

d) Preparacdo e caracterizagdo de complexos de platina 41-44 (Figura 21 e 24) a partir

das diaminas 21-26 preparadas como citado no item c;

Hy Ha
) ) 22-X=S,n=3

41 -X=S,n=3 24- X=S0,, n=3

42- X=S0,, n=3 39-X=0,n=2

43-X=0,n=2 40-X=NH,n=2

44-X=NH,n=2
Figura 21. Retrossintese dos complexos planejados.
e) Sintese, isolamento e caracterizagdao espectrométrica de derivados furanicos (Almeida,

2011) (51-56, Figura 22 e 24) - precursores dos tetra-hidrofuranos desejados - através de
rota sintética partindo da frutose 45 e dos correspondentes derivados a,w-di-hidroxilados e
a,w-diclorados correspondentes (47-50, Figura 22 e 24);

f) Sintese, isolamento e caracterizacdo espectrométrica de novos derivados tetra-
hidrofurdnicos (57-62, Figura 22 e 24) pela hidrogenacdo dos derivados furanicos

correspondentes 51-56 preparados conforme item anterior e;
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+NHR

*NHR .
cr NHR
. ol o /JL\cr
58R=H, R'=CH
60-R=R'=H

59R = R crg
61-R=H, R'=CH
62-R = R'=CH}

R

NHR
*NHR .
NHR
CI
54 R=R'= H

52-R=H,R'=CH
55R=H,R'=CH 53R = R'=CH,
56-R = R'=CHj

ﬂ IGF
ﬂIGF
CI/\&]/\OS?Q/\CI Cl/\Q/\
ﬂlGF o ﬂ'GF
Ho/\@/\j:\@/\wé H)\@/\w c:HOW
ﬂ E

° OH
HO
OH
4

HO 45 oy

Figura 22. Rota retrossintética de compostos furanos e tetra-hidrofuranos.

0) Preparacdo e caracterizacdo de hidrazidas 67-68 (Figura 23 e 24), a partir de

derivados ésteres 65-66, que foram obtidos a partir de acidos carboxilicos 63-64;

)kwm* )%Aw* =

63-n=0 65-n=0
64-n=1 66-n=1
HzNHN)L@/\ /\Q)J\NHNHZ
67-n=0
68-n=1

Figura 23. Rota retrossintética de compostos hidroxilaminas.
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231 =3, X =SQ, Y=NH,
24-n =4, X =SQ, Y=NH,

45 - Frutose
46-Hidroxifurfuraldeido

Y X Y A TE 47+ =1, X =Furano, Y= OH
\(\’){ \Hn/ 250 =3, X =0, Y=NH 481 =1, X =Furano-O-Furano, Y= OH
261 =3, X =NH, Y=NH, 49 =1, X =Furano, Y= Cl
27 =2, X =8Q, Y=CN 50-n =1, X =Furano-O-Furano, Y= Cl
1-n=2,X =S, Y=CN ’ . .
2. nn :é X :S’ Y= CN 28 =3, X =SQ, Y=CN 51-n =1, X =Furano, Y= Tioureia
3n :2,’X :S,’Y:Tetrazol 291 =2, X =0, Y=CN 52-n =1, X =Furano, Y=1-me_ti|-2-'tio_ureia_
4-n =3, X =S, Y=Tetrazol 30 =2, X =NH, Y=CN gi'n fi § fllzurano,C\)(:Fl,?)-dlm(\e(tl_l-fll_(_)urelg
5-n =2, X =SO, Y=Tetrazol 31 =2, X =0, Y=CI N =1, 2 =rurano-b-rurano, Y= tioureia -
_ _ _ 55-n =1, X =Furano-O-Furano, Y= 1-metil-2-tioureia
6-n =3, X =S0O, Y=Tetrazol 3201 =2, X =NH, Y=ClI S ;
_ _ _ ! ! 56-n =1, X =Furano-O-Furano, Y= 1,3-dimetil-tioureia
7-n =2, X =SQ, Y=Tetrazol 33n =3. X =S. Y=ClI . : .
_ _ _ =3, ) 57 =1, X =Tetrahidrofurano, Y= Tioureia
8-n =3, X =SQ, Y=Tetrazol _ _ _ . . . .
_ _ _ 34n =3, X=SQ, Y=CI 58n =1, X =Tetrahidrofurano, Y=1-metil-2-tioureia
9-n =2, X =S, Y=Tetrazol-C,CH,OH - . T ;
- — _ 35 =3, X =S, Y=ftalimida 59 =1, X =Tetrahidrofurano, Y=1,3-dimetil-tioureia
10-n =2, X =S, Y=Tetrazol-CKCH,CH,OH S 60 =1, X =Tetrahidrof O-Tetrahidrof Y oliiei
11+ =3, X =S, Y=Tetrazol-ChCH,OH 36 =3, X =SQ, Y=ftalimida ©Y ==, A ="elrahicrolurano--- 1 etranicrolurano, v=ofireia =~
_ _ _ - — SEPSTINY 61-n =1, X =Tetrahidrofurano-O-Tetrahidrofurano, Y=etil-2-tioureia
12-n =3, X =S, Y=Tetrazol-CKCH,CH,OH 37+ =2, X =0, Y=ftalimida 62 =1, X =Tetrahidrof O-Tetrahidrof Y3 Hlimetil-ti :
13-n =2, X =S, Y=Tetrazol-ChCH,CI 381 =2 X =NH. Y=ftalimida -n =1, X =Tetrahidrofurano-O-Tetrahidrofurano, Y=3-timetil-tiourei
- - — ' ' 63-n =1, X =S, Y=C(O)OH
14-n =2, X =S, Y=Tetrazol-CKCH,CH,CI 39n =2, X =0, Y=NH,
_ _ _ ' ’ 64-n =2, X =S, Y=C(O)OH
15n =3, X =S, Y=Tetrazol-C5CH,CI 40+ =2. X =NH. Y=N
A v o v =2, X=NH, Y=NH, 65 =1, X =S, Y=C(O)OEt
16-n =3, X =S, Y=Tetrazol-CkCH,CH,CI _ _ _
_ _ _ ; . 41n =3, X =S, Y=NHPtCkL 66-n =2, X =S, Y=C(O)OEt
17-n =2, X =S, Y=Tetrazol-CKCH,Tioureia _ _ - 67 =1 X =S Y=C(O\NHNH2
18-n =2, X =S, Y:TetrazoI-CECHZCHZTioureia42‘” =3, X =5Q, Y=NH,P1Ch 68-n :2’ X :S, Y:C(O)NHNHZ
191 =3, X =S, Y=Tetrazol-ChCH, Tioureia 430 =2, X =0, Y=NHPtCl, 681 =2, X =S, Y=C(O)
20-n =3, X =S, Y=Tetrazol-CKCH,CH,Tioureia44n =2, X =NH, Y=NH,PtCkL
21-n=3, X =S, Y=NH
22-n =4, X =S, Y=NH

Figura 24. Estruturas das substancias propostas para estudo nesta tese, com
excessdo de 45 que &€ um precursor para sintese dos compostos furianicos e tetra-
hidrofuranicos.

h) Estudo da atividade antifungica “in vitro” (determinagdo de MIC) dos derivados
sintetizados contra Candida spp. (C. albicans, C. glabrata, C. dubliniensis, C. krusei, C.
parapsilosis e C. tropicalis), Cryptococcus neoformans, C.gatti, Saccharomyces cerevisiae;
Aspergillus spp. (A. clavatus, A. fumigatus (clinico), A. flavus, A. tamarii), e Paracoccidioides
spp. (isolados clinicamente MGO05, PB01, 18, B339, 608, 1017, MGO04) no laboratério de
micologia (ICB) com colaboragao da Profa. Ma. Aparecida Resende Stoianoff;

i) Estudo de citotoxicidade dos compostos obtidos frentes a linhagem de BHK feito no
laboratdrio de Farmacologia (ICB) com a colaboragdo da Profa. Miriam Tereza Paz Lopes;

) Avaliacdo da atividade antineoplasica dos compostos preparados frente a linhagens 4T1
(M) (carcinoma mamario murino), A549 (carcinoma de pulmdo humano), MEWO (melanoma
humano), C6 (glioma de rato) feita no laboratério de Farmacologia (ICB) com a colaboracédo da
Profa. Miriam Tereza Paz Lopes;

k) Triagem e avaliacao de atividade antibacteriana dos compostos contra Pseudomonas
aeruginosa (Gram negativa), Escherichia coli (Gram negativa, Staphylococcus aureus (Gram
positiva) e Staphylococcus aureus multirresistente (MARSA) (Gram positiva) efetuadas no
laboratorio de Microbiologia Oral e Anaerdbios (ICB), com a colaboracdo da Profa. Ma.

Auxiliadora Roque de Carvalho.
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3 - Resultados e Discussao

3.1 - Obtencao de Bis-tetrazois e COS

Azdis pertencem a uma classe de heterociclos com ampla atividade bioldgica conhecida,
entre elas, antiviral, antibacteriana, antifingica, antialérgica, anticonvulsiva e anti-inflamatoria
(Kumar et al., 2011). Estudos recentes demonstraram o desenvolvimento de um tetrazol com
grande potencial anticancer (Kumar et al., 2011). Além disso, é bastante difundido que
moléculas pequenas apresentam grande potencial na medicina, pois podem se ligar ao DNA e,
portanto, serem potenciais agentes anticancerigenos (Kumar et al., 2011). Ha importantes
derivados tetrazdlicos aprovados como medicamentos pela FDA (Food and Drug
Administration). Entre tais se encontram os anti-hipertensivos losartan, irbesartan e valsartan e
o agente antifingico TAK-456 (Figura 25)(Kumar et al., 2011).

(b)

OH
HN——N

[\
N\N

o N

Figura 25. Medicamentos que apresentam anéis tetrazolicos: (a) losartan, (b)
irbesartan, (c) valsartan e (d) TAK-456.

Além disso, como ja mencionado, é bem difundida a ampla atividade farmacoldgica de
compostos organossulfurados (Iciek et al., 2009) como os derivados de alilsulfeto e outros
compostos presentes no alho (O'Gara et al., 2000; Tsao e Yin, 2001) (Figura 26). Assim,
buscou-se sintetizar moléculas quiméricas (que podem ser moléculas formadas por dois grupos

farmacoféricos diferentes), que pudessem apresentar os dois grupos farmacoforicos
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(organossulfurado e tetrazol), visando um sinergismo de acdo farmacoldgica e que fossem

simétricas e pudessem ser obtidas por reagGes quimicas classicas, bem estabelecidas na

literatura.
(|3| (@) (b)

NN NS I NP NP
(c) (d)

Figura 26. Compostos organossulfurados presentes no alho com atividade bioldgica
comprovada: (a) Ajoeno, (b) Dialil sulfeto (DAS), (c) Dialil dissulfeto (DADS), (d)
Dialil trissulfeto (DATS).

Com esta finalidade os compostos bis-tetrazdlicos foram preparados segundo a rota

sintética da Figura 27. A seguir sera detalhada a discussdo dos resultados obtidos.

NaSOHO NH4C| NaN, LiF
! EtoH, EtO, refluxo 6-22 h DMF, 95°C 115-120 h
1

n=1 ou n=2 -n=1
2-n=2 "
/ N\ /N
/ Nalo, J N NN
// 7 e N | | N
ACN, H,0,-10°C, 2h  \ Y4
N ogh= N s N
- " "
O
5n=1
6-n=2
CHCOOH, HO,
ta. 23-24 h
N N
\ —
V4 \
N (@] | N
N\ I V4
N N
N S
" "
(e}
7-n=1
8-n=2
Figura 27. Rota sintética de bis-tetrazois obtidos.
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Dos produtos finais bis-tetrazdlicos, apenas os derivados 1,5-bis-(5-tetrazolil)-3-
tiapentano (3) e 1,5-bis-(5-tetrazolil)-3-dioxatiapentano (7) foram descritos na literatura,
sendo os demais inéditos. Todos os espectros para caracterizagdo destes compostos encontram-

se no Anexo II desta tese.

3.1.1- Obtencao de 1,5-bis-(5-dinitril)-3-tiapentano (1) e 1,7-bis-(7-
dinitril)-4-tiaheptano (2)

AN N&,S.9H,0 N% =
—_— >
Cl EtoH, E4O refluxo, 6-22 h s
n n n

Figura 28. Rota sintética de obtencao de dinitrilas 1 e 2.

A primeira etapa de sintese dos bis-tetrazdis envolveu a preparacdo dos precursores
dinitrila (1 e 2) que foram preparados em rendimentos de 77 a 93%, a partir da reagcao das
halonitrilas correspondentes com sulfeto de sédio em etanol. O procedimento de preparagdo foi
relatado na literatura por Nakrasov (Nakrasov, 1927), os tempos de refluxo foram de 6 h para
preparacdao do precursor 1 e de 22 h para o precursor 2; o mecanismo de reacao que deve
ocorrer é do tipo substituicao nucleofilica bimolecular (Sy2) que é bem estabelecido na literatura
(Figura 29).

&N
h Z" N\ WN\ !
& 4 ] N s
n=1,2

n=1,2 n=12

Figura 29. Mecanismo geral de reacao para preparacao de derivados dinitrilas.

Como ambos os produtos sdo conhecidos na literatura, compararam-se os dados fisico-
quimicos obtidos e fez-se uma caracterizagdo completa por espectrometria na regido do
infravermelho e RMN de 'H e de 3C (auxiliado pelo subespectro DEPT 135). Na Tabela 2
encontram-se os dados de RMN e das principais bandas do espectro na regidao do infravermelho
(espectros encontram-se no Anexo II, paginas V-VIII) dos produtos 1 e 2 que corroboram as
estruturas propostas para ambos os produtos obtidos nesta etapa. Na Tabela I, pagina I do
Anexo I encontram-se os dados de RMN para comparacdo dos deslocamentos quimicos de RMN.
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Tabela 2. Dados de espectros de RMN 'H e '3C e de espectro na regido do

infravermelho dos produtos (1) e (2).

Produto (CDCI5) IV (cm™)
RMN H RMN 13C
5 5

2
S
/\/ \/\ 2,65 (H2, t, Ji2 = 7, 4H) 19,0 (C2) | 2250 (v CEN)
N4 ! 3§N 2,84 (H1,t, J?= 7, 4H) 27,8 (C1) | 1419 (o CH,)
118,0(C3) | 757 (v C-S)
(1)1,5-Bis(5-dinitril)-3-tiapentano

S P 1,88 (H2, gt, 1’?=J"2=7 15,7 (€3) | 2246 (v(=N)
\\/\/S\;/\g// Hz, 4H) 24,7 (C€2) | 1423 (0 CH,)
2 4 2,47 (H3, t, J*° = 7, 4H) 30,1 (C1) | 765 (v C-S)

(2) 1,7-bis(7-dinitril)-4-tiaheptano 2,60 (H1, t, J?= 7 Hz, 4H) 118,9(C4)

N

**x*t=tripleto; gt=quinteto

3.1.2- Obtencao de 1,5-bis(5-tetrazolil)-3-tiapentano e (3) 1,7-bis(7-
tetrazolil)-4-tiaheptano (4)

N

N\ /N

N N

% 4'\' NH,CI, NaN,, LiF N// ‘ ‘ \N
—_

s DMF, 95°C, 115-120 h \N N//

n n H

1-n
2-n

™o
53 o»n
1
N

1
2

Figura 30. Rota sintética para obtencao de bis-tetrazois 3 e 4.

A segunda etapa de obtencdo dos bis-tetrazéis 3 e 4 (Figura 30) envolveu a reagdo de
cicloadicdo entre as bis-nitrilas precursoras 1 e 2 e azida de sddio. Ressalta-se que o
mecanismo da reagdo (Demko e Sharpless, 2001) para formacdo do anel tetrazoélico ocorre pela
reacao de cicloadicdo denominada adicao 1,3-dipolar que ocorre em duas etapas (Figura 31).
Moléculas 1,3-dipolares tém elétrons = distribuidos em um sistema isoeletronico a um &nion
alilico que consiste em dois orbitais cheios e um vazio;que, em reacbes de adicao 1,3-dipolar,
reagem com outro agente denominado dipolaréfilo, que pode ser um alqueno, um alquino ou

qualquer sistema com ligagbes multiplas (Carey e Sundberg, 2000; Smith e March, 2007).
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Mecanismo em duas Etapas

M
~
f\lq M\N/N Ond
nae:
2N M, HNg NP N "
R/\M// R NAA ~ / AN
n n R n s =R
n=1,2 n=12 n=12 "

N/N
/N MN 3 | ”|+ I \\N
Z ! N — e
R n n N n \
n=1,2 M

/N+

J

R—C==N:
-

X =LiouH

Figura 31. Mecanismo geral de preparacao de derivados tetrazoéis

Com o intuito de evidenciar os sistemas conjugados envolvidos nestas reacgdes de
preparagao de tetrazodis, podemos visualizar na Figura 32 um esquema que mostra o 1,3-
dipolo, o acido hidrazodico (gerado in situ pela reacdo de azida de sddio com cloreto de aménio)
que pode ser genericamente representado em uma sequéncia de trés atomos a-b-c, em que na
primeira extremidade, a, tem um sexteto de elétrons ndo estavel, na segunda, c com um par de
elétrons ndao-compartilhado. Este reagente sofrerd a reacdao de cicloadicdo para formagdo de
tetrazol que pode ser classificada como cicloadicdo [4ns + 2ns] ou [4+2], sendo que sdo quatro
elétrons n do acido hidrazdico e dois da nitrila, o dipolarofilo (Figura 33). Desta forma, este
mecanismo denominado concertado, envolve orbital ocupado de mais alta energia (HOMO) da
nitrila e o orbital molecular desocupado de mais baixa energia (LUMO) do acido hidrazodico
(Figura 33)(Carey e Sundberg, 2000; Smith e March, 2007).
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Estruturas de Ressonancia de Sistema 1,3-dipolo

N b
/ \C_ - +a/ \C_

a

Sistema 1,3-dipolo que envolve a formacdo de anel tetrazélico

N=—N—N—H <> -N—N—/—N—-"H
+ +

Figura 32. Sistema 1,3-dipolo para reacdes envolvendo formacgdo de anel tetrazélico.

LUMO do dcido hidrazéico

HOMO de acido hidrazéico

LUMO da nitrila

Figura 33. Duas maneiras de sobreposicdo de orbitais em uma cicloadicao térmica
[4+2](Smith e March, 2007).

Segundo a metodologia relatada na literatura por Kumar (Kumar, 1987) para obtencgao
de 3 a reacdo foi realizada em DMF (dimetilformamida) a temperatura de refluxo, na presenca
de NaNsz, NH4Cl e LiF; o produto era descrito como um 6éleo transparente teria sido purificado
apos separacdo cromatografica em uma coluna em silica. Cabe ressaltar que, embora neste
artigo até tenha sido divulgado estudo da atividade anticancerigena de 3 e de outros derivados,
ndo se conseguiu obter 3 em nenhuma das tentativas efetuadas com diversas modificagdes,
entre elas: variacdo da razao molar dos reagentes (de 2 a 3 mol/mol), variacao da temperatura
da mistura reacional, extracdao do produto com solventes, outras alteracbes na etapa de
elaboragdo como variagdo da concentracao e do tipo de acido usado etc. Desta forma, apds a
muitas tentativas, decidiu-se avaliar melhor esta preparagdo pela realizacdo de outra
metodologia reacional, como por exemplo, a descrita por Pedrosa (Pedrosa, 2003). Tal
metodologia apresenta alguns procedimentos semelhantes aos descritos por Kumar (inclusive

de extracdo), mas com auséncia de fluoreto de litio, uso de temperaturas mais suaves (90 - 95
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°C) e aumento do tempo de reacdo; todavia, mesmo com diversas alteracdes das condigdes
reacionais e dos procedimentos de tratamento da mistura reacional, o produto também n&o foi
obtido por este método. Em um relato de Satzinger (Satzinger, 1960), observou-se que: o
estado fisico destes derivados tetrazdlicos analogos ndo era liquido, mas sdlido (o que seria
esperado para compostos tdo polares como os planejados); a metodologia de tratamento da
mistura reacional descrevia, além do uso de NaN; e NH,Cl em DMF a refluxo mas com auséncia
de LiF, o uso de evaporacao de DMF, adicdo de agua e de hidroxido de sddio, extragdo com éter
etilico e cristalizagdo do produto com adicdo de solugdo de HCl 20 %. De fato, com esta
metodologia obteve-se o produto esperado, mas com rendimento menor que 20 %. Com este
ultimo resultado, mais promissor, decidiu-se utilizar, de novo, a metodologia descrita por
Satzinger (Satzinger, 1960), mas com as seguintes alteracdes: adicdo de LiF, uso de menor
temperatura (90-95 °C) para evitar a volatilizacdo de NH,Cl, precipitacdo do produto mediante a
adicdo de acido (sem a necessidade da extracdo com éter ou uso de NaOH); porém obteve-se o
produto desejado ainda ndo purificado pela presenca da dinitrila de partida. Finalmente, a
obtencdo do produto 3 puro (como um sélido cristalino) somente foi conseguida, apds a
retirada de DMF por evaporagdo a pressao reduzida, adigdo de agua, extracdo com cloroférmio
(que retira a dinitrila de partida e facilita a precipitagdao do produto) e acidificacdo. Assim, com
este produto em méos, as analises de espectrometria na regido do infravermelho, RMN de 'H e
de !3C, subespectro de DEPT e espectrometria de massas por eletrospray (baixa e alta
resolugdo) e analise elementar, comprovaram definitivamente a obtencdo do bis-tetrazol

desejado 3 (com rendimentos de 63-70%).

Com a obtencdo bem-sucedida de 3, através da ultima metodologia citada, realizou-se
igualmente a preparacdao de 4, que foi completamente caracterizado por espectrometria na
regido do infravermelho, RMN de 'H e de !*C (auxiliado pelo subespectro DEPT 135) e
espectrometria de massas por ionizacao por eletrospray (ESI-MS). Na Tabela 3 encontram-se
os principais dados obtidos na caracterizacdo destes compostos, além disso, na Tabela I do
Anexo I (pagina I) encontram-se os valores de deslocamento quimico para comparagao com os
demais compostos desta série (espectros de ambos os produtos encontram-se no Anexo II,
paginas IX-XVI).

Os espectros na regiao do infravermelho mostraram algumas bandas comuns para os
grupos funcionais presentes em ambas as estruturas, entre elas, aquela referente ao
estiramento de ligagdo C=N em 1544 cm™ que é caracteristica de compostos heterociclicos
tetrazolicos. Quanto aos espectros de RMN, estes mostraram os picos com valores de
deslocamento quimico (3) condizentes as estruturas esperadas. Para completa caracterizagdo
do composto 4 realizou-se também o experimento RMN HMQC (Anexo II, pagina XIV),

atribuindo os picos conforme Tabela 3. A confirmacdo da formagdo do sistema bis-tetrazdlico
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foi corroborada pela analise dos ions moleculares [M+Na]* e pela fragmentacdo observada nos

espectros de massas (ESI-MS); a fragmentacdo dos ions apresentaram o mesmo padrdo de

fragmentacdo, mostrando a quebra do anel tetrazodlico, é digno de nota que simulacGes em

programa computacional especifico realmente indicam que, para os compostos sulfetos, a

guebra no anel tetrazolico é energeticamente favorecida (Oliveira et al., 2012). Os resultados

da caracterizacdo destes e dos demais compostos bis-tetrazoélicos foram relatados em artigo

especifico da area pela autora desta tese (Oliveira et al., 2012). O mecanismo proposto para

esta fragmentacdo encontra-se na Figura 34.

Tabela 3. Dados de espectros de RMN 'H e '3C e de espectro na regidao do

infravermelho dos produtos (3) e (4).

Produto

2

N\N HN/N

N/NY\/S\I/YN\N N// \ \\N
\ / AN )\/\/SM /
N—NH HN—N N N
(32) (4)
Analise 1,5-bis(tetrazolil)-3-tiapentano 1,7-bis(7-tetrazolil)-4-tiaheptano
RMN 'H | 2,92 (H1, ¢t J*?= 7, 4H); 3,17 (H2, t, | 1,93 (H2, gt, J*?= 7, 4H); 2,55 (H1, t,J"’=
. 3 J¥2=7, 4H) 7, 4H)
2 2,95 (H3, t, J*°= 7, 4H)
E o| RMN **cC | 23,6 (C1); 28,3 (C2); 154,8 (C3) 21,9 (€3); 27,0 (€2); 30,1 (C1); 155,7
o 5 (C4)
IV (cm™) 3353 (v N-H), 1639, 1544 (v C=N) 3193(v N-H), 2947(v C-H), 1641, 1544(v

C=N)

ESI-MS (m/z)

227 [M+H],
[M+M+Na]*

249 [M+Na]* e 475

255 [M+H]*, 277[M+Na]*

ESI-MS-MS (m/z)

227 [M+H]*, 129 [M+H-CHCH,Tz]"
249 [M+Nal*, 221 [M+Na-N,]*, 206
[M+Na-HN;]*

255 [M+H]*, 185 [M+H-Tz]*, 111 [M+H-
SCH,CH,Tz]*

277 [M+Na]*,249 [M+Na-N,]*,234 [M+Na-
HN;]*, 191 [M+Na-2HNs]*, 133 [M+Na-
SCH,CH, CH,Tz]*

***Tz: anel tetrazdlico; t=tripleto; gt=quinteto

H—y N Nt N .
R/\/<\NZ\\\N> TIN’ R/\/QN e
2

e} Na*
R/\/QN(/\N )

HNg

N

pZ
RM

Na"

Figura 34. Mecanismo geral de fragmentacdo do anel tetrazélico, proposto para as

fragmentacgdes do adulto [M+Na]* de 3.
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3.1.3- Obtencao de 1,5-bis-(5-tetrazolil)-3-oxatiapentano (5) e 1,7-bis-
(7-tetrazolil)-4-oxatia-heptano (6)

N//N\|N _ N, \
\NJ\M/\ /\6%)\// ACN, H,0, \CN, 50, -10°C, 2 h \ J\M/\ /\6%\//
" an |
5n

=1
6-n=2

Figura 35. Rota sintética de obtencao de sulféxidos bis-tetrazois 5 e 6.

Os sulfoxidos 5 e 6 foram obtidos (60-70 %) a partir da reagdo de oxidagdo seletiva dos
sulfetos correspondentes com periodato de sddio, em agua e acetonitrila, a temperaturas entre
-5 a 0 °C. Estudos cinéticos sugerem que no mecanismo desta reagdo envolve o ataque do

enxofre ao oxigénio do periodato (Figura 36) (Ruff e Kucsman, 1985; Ferenc et al., 2009).

o #
& & |
R——S--0—I—O
Lo
Estado de Transicao onde R:
N/N\ n;
M ecanismo: \
N—NH
(o]
|| R n :1,2

G e | IS
R—S o_|| ] N o + |O3-

Pyl
o—
T—__

Figura 36. Mecanismo geral da reacao para obtengao de sulféxidos a partir da

oxidagao de sulfetos com periodato.

Além do mais, os sulfoxidos sdo bases de Lewis (Darwish e Tomilson, 1968) e realizam
ligacGes n originadas da sobreposicdo de orbitais 2p do oxigénio com orbitais 3d do enxofre, tal
sobreposicdo explica a fraca interagdo S-O que favorece a basicidade (Figura 37) e faz com
que a hibridizacdo do atomo de enxofre seja sp® gerando um centro assimétrico que
transforma os grupos metilénicos vizinhos em grupos diasterotopicos aumentando a

multiplicidade dos sinais em RMN H.
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n—~0

SN

= R RY

Figura 37. Estruturas de ressonancia de um sulfoxido.

A primeira confirmagdo da obtencdo bem-sucedida do sulféxido, para ambos os produtos
5 e 6, foi a observacdo da banda caracteristica de vs_o em 1050 cm™. Pela andlise do espectro
de RMN de 'H do produto 5 (Anexo II, pagina XVII) n3o foi possivel a atribuicdo segura dos
sinais de ressonancia, pois, os hidrogénios metilénicos sdo apresentados como multipletos: d
2,62, 2,56, 2,52, e 2,48 ppm devido ao fato, jd mencionado, que os sulféxidos causam
desdobramento de sinais vizinhos. Assim, foi feita a simulacdo do RMN 'H desta estrutura no
programa Chem Draw e os calculos tedricos de deslocamento quimico para H-1 e H-2 da
estrutura mostram que realmente os valores de deslocamento quimico dos hidrogénios de 5
devem estar muito préximos, respectivamente, d 2,90 ppm e d 2,89 ppm (Anexo II, pagina
XVII). No entanto, para melhor atribuicdao dos sinais observados nos espectros de RMN de 6
(Tabela 4, pagina 49) foi necessario realizar o experimento HMQC (Anexo II - Figura XXXIV,
pagina XXI).

O espectro de massas ESI-MS mostrou os picos referentes ao ion molecular de 5 como
[M+Na]* (m/z 265), [M+Na-H,0]* (m/z 247, formado segundo Figura 38). A fragmentacdo de
[M+Na]* formou o ion de fragmentagdo m/z 169, originario de maneira analoga a ilustrada na
Figura 38 (pagina 49) o que confirmou a obtencdo do composto com a estrutura de 5. O
espectro ESI-MS de 6 apresenta padrdao de fragmentacdo analogo ao do produto 5, ou seja, o
ion com maior intensidade relativa (Anexo II — Figura XXXVI, pagina XXII) é formado de
maneira analoga a mostrada na Figura 39 (pagina 50), cabe ressaltar que os produtos gerados
desta fragmentacdo ndo sdo energeticamente favorecidos. Uma hipotese para o favorecimento
deste produto € a que o estado de transicdo para o produto de fragmentacdo tenha menor
energia quando comparado ao estado de transicdo da quebra do anel tetrazélico (Figura 34,
pagina 36) (Oliveira et al., 2012).
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Tabela 4. Dados de espectros de RMN 'H e '3C e de espectro na regido do

infravermelho dos produtos 5 e 6

[e]
Produto || //N\i\l |C|) \\
S N N
/ X / \
\N NG 4\N/
H
N———NH HN\N (6)
(5) 1,7-bis-(7-tetrazolil)-4-oxatia-heptano
1,5-bis-(5-tetrazolil)-3-oxatia-
Analise pentano
RMN'H |2,62-2,48 (H1 e H2, m) 2,05 (H2, gt, J*?= 7, 4H); 2,78 (H3, t, J?= 7,
) 3 4H); 2,98 (H1,t, J*°= 7, 4H)
A RMN *3*C | 47,7 (C1); 16,9 (C2); 154,5(C3) 19,9 (C2); 21,4 (C1); 49,3 (C3); 155,5(C4)
~ 5
IV (cm™) 1630 cm? (v C=N para hetero- | 1632 cm™ (v C=N para heterociclicos), 1053-1000
ciclicos), 1065-1045 cm™ (v S=0 de | cm™v S=0 de sulféxido) e 722 cm™ (v C-S).
sulféxido) ea 719 cm™ (v C-S).
ESI-MS (m/z) | 265 [M+Na]*, 247 [M+Na-H,0]* 293 [M+Na]*
ESI-MS-MS | 265 [M+Na]*, 169 [M-CHCH,Tz]* 293 [M+Na]*, 237 [M+Na-2N,]*, 207 [M+Na-
(m/z) 2HN;]*, 183 [M+Na-CHCH,CH,Tz]*

**xTz: anel tetrazdlico; t=tripleto, gt=quinteto

O Na*
N\NH m/z 2;/\'\‘(~N
Na+
>/\/m/2 265 N
N\NH N o TTNH
OH2
>/\/m/z 265 \
\_/ //

N\>/\/m/z:5/\( //
\ //N<— >/\1>m/z;35/\( //

Na* -

N——N

N——N

>/\/m/z:7/\( //

N——N

Figura 38. ESI: ions moleculares [M+Na]* m/z 269 e [M-H20+Na]*m/z 247 para o

composto 5.
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N
o Na* Na o'
>/\/ \ >/\/m/z 265 \
N\NH m/z 265 N N N\ N ,\{/

N N\N Ho/S \N
Ty W

m/z 265 \ // miz 169 N—N

N— N/

Figura 39. Formacao do ion m/z 169 originado a partir da fragmentacdao de m/z 265.

3.1.4- Obtencao de 1,5-bis(tetrazolil)-3-bisoxatiapentano (7) e 1,7-
bis(tetrazolil)-4-bisoxatiaheptano(8)

// CH{COOH, 1O, N// \|N N|/ \N
J\M/\ /\6%)\// ta., 2324h \NJ\M/\ /\6%)\,(/

1
2

n—o0

S5 3 0

7-
8-

Figura 40. Rota sintética de obtencao de sulfonas bis-tetrazdis 7 e 8.

As sulfonas 7 e 8 (Figura 40) foram obtidas, com rendimentos em torno de 62-70 %, a
partir da reacdo de oxidagdo completa dos sulfetos correspondentes com peroxido de hidrogénio
(30 %) em acido acético glacial, a temperatura ambiente, por 24 h; o mecanismo esta descrito

na Figura 41 e discutido a seguir.

O mecanismo de oxidacao é parcialmente fornecido na literatura (Shaabani e Rezayan,
2007; Smith e March, 2007) e encontra-se proposto na Figura 41. A primeira etapa de
oxidagdo ocorre rapidamente a partir da formagdo do acido peracético que, em uma etapa
seguinte, reage com o sulfeto. Inicialmente, o sulfeto age como um nucledfilo atacando o acido
percarboxilico formando-se o cation hidroxissulfonio que é rapidamente convertido ao sulféxido.

A segunda etapa € mais lenta e ocorre com tendo o enxofre do sulféxido formado na primeira
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etapa como nucledfilo, agindo sobre o 4acido peracético, com a saida de acetato e

desprotonacdo, ocorre a formacdo da sulfona desejada.

Primeira Etapa:

1) Q
Y ® :
ol H - . -
SN — —_— _— )J\
oy TH o) OH ‘OH, -H,0 OOH
HOOX O
~, O\H
R
N )X\ \3/OH onde R:
5 - CH,COO /
P

R R
N
{ %ﬁ
e 4 N
g k)\m CH,COH 50 n=1.2

R

Sequnda Etapa:

ﬁ

R/.S.\\_/ ﬂ)k Tongoo /\5“\\/OH
- 1 m )k croor R/\\ d

o

Figura 41. Mecanismo geral proposto de oxidacdao de sulfeto a sulfona na presenca de

peroxido de hidrogénio e acido acético glacial.

O produto 7, inédito na literatura, apresentou-se como um soélido branco, com ponto de
fusdo na faixa de 252-254 °C. Os dois produtos sulfénicos obtidos foram caracterizados pelas
mesmas técnicas mencionadas anteriormente e os dados se encontram na Tabela 5. Destaca-
se a caracterizacdo pela espectrometria na regido do infravermelho (Anexo II, paginas XXIII e
XXVI) que inicialmente confirmou obtencdo do grupo sulfona, para 7 e 8, pela presenca
caracteristica de bandas intensas relacionadas as vibragbes de estiramento simétrico (Vse
=1137 e 1118 cm™) e n&o-simétrico (Vs> =1328 e 1335 cm™ ) deste grupo funcional. Os dados
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de RMN !H e 13C (Anexo II, paginas XXIII-XXIV e XXVI-XXVII) confirmaram a obtencdo das
sulfonas sem a contaminacdo dos sulféoxidos correspondentes, pois os deslocamentos quimicos
foram alterados para valores maiores e sem a multiplicidade maior geralmente observada para
sulféxidos. Além do mais, a analise dos valores de deslocamentos quimicos €, no caso do RMN

'H, das integrais relativas confirmam a obtencdo de um composto sulfona bis-tetrazdlico, como

esperado (Tabela 5).

Tabela 5. Dados de espectros de RMN 'He '*CedeIVde 7 e 8

Produto 0 N—, o on—N
N L W || \
7N | Z N\ S ~ /
N\ I 3 //N N ” L7237 4 Sy
\N""’NH HN— 0
4
_ @ (8)
Analise 1,5-bis-(5-tetrazolil)-3-bisoxa- 1,7-bis-(7-tetrazolil)-4-bisoxatiaheptano
tiapentano
RMN 'H | 3,37 (H2, 1= 7, 4H), 3,70 (H1, | 2,14 (H2, gt, J*?= 7,7, 4H); 3,04 (H3, t, J'°=
) 5 I12=7, 4H) 7, 4H)
7] 3,24 (H1, t, J*°=7, 4H)
E RMN *3C | 16,5 (C2); 49,3 (C1); 153,9 (C3) | 19,5(C2); 21,5 (€C3); 50,7 (C1); 155,1 (C4)
~ o
IV (cm™) 1547 cm™(v C=N para | 1561 cm™ (v C=N para heterociclicos), 1118 e
heterociclicos), 1328 e 1066 cm™ (v | 1335 cm™(vSO, de sulfona) e 751 cm™ ( vC-
SO, de sulfona) e a 765 cm™ (v C- | S).
S).
ESI-MS (m/z) | 259 [M+Na]*, 281 [M+Na]* 287 [M+H]*, 309 [M+Na]*
ESI-MS-MS | 281 [M+Na]*, 253 [M+Na-N,]*, 185 | 309 [M+Na]*, 281 [M+Na-N,]*, 253 [M+Na-
(m/z) [M-CHCH-Tz]* 2N,1%,

***Tz: anel tetrazdlico; t=tripleto; gt=quinteto

Cabe aqui discutir que, geralmente, na analise dos dados espectrométricos dos
compostos tetrazolicos investigados, ndao houve problemas de atribuicdo dos dados para
confirmagéo estrutural. Por exemplo, na andlise dos dados de espectros de RMN 'H (Tabela I -
Anexo I), observa-se pelo valor crescente de & (ppm), que os efeitos elétron-atraentes
comparativos entre os grupos sulfanil, sulfinil e sulfonil ocorrem como esperado; contudo
avaliando-se os dados de & (ppm) obtidos pelos espectros de RMN 3C (Tabela I - Anexo I)
ndo ha esta linearidade, ou seja, ocorre um outro efeito, além do elétron-atraente atuando na
blindagem dos atomos envolvidos. Pode-se sugerir, como ja citado, que como o grupo sulféxido
apresenta maior basicidade do que a esperada, podendo acontecer uma ligacdo de hidrogénio

intramolecular com o hidrogénio H5 do anel tetrazdlico, o que pode alterar a simetria do
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sistema e os efeitos anisotrdpicos ao redor, variando, de forma inesperada os valores de
(ppm) para RMN '3C.

3.2 - w-Halo-a-alquilacao de bis-tetrazois: Tentativas de obtencao

Com o objetivo de se obter compostos que tivessem possivel efeito sinérgico foram
planejados novos analogos tetrazolicos substitituidos com o grupo funcional S-tioureido (17-
20) que seriam sintetizados conforme analise retrossintética apresentada anteriormente
(Figura 18). Para preparacgao destes, realizou-se uma etapa de alquilagdo, em meio aquoso,
dos derivados sulfetos 3 e 4 na presenca, respectivamente, de 1-cloro-2-etanol (para obtencao
de 9 e 11) ou 1-cloro-3-propanol (para 10 e 12). Apds a reacdao e remogdo do solvente a
pressao reduzida a mistura reacional foi submetida a coluna cromatografica em silicagel,
obtendo-se um liquido levemente amarelado que quando submetido a analise cromatografica

por cromatografia por camada delgada (CCD) mostrou apenas uma mancha.

Os espectros na regido do infravermelho (Figura LI - Anexo II, pagina XXX)
confirmaram a introdugdo de unidades metileno-hidroxilicas pelo aparecimento das bandas em
torno de 3300 cm™ e 1100 cm’, caracteristicas de estiramento O-H e deformacdo C-O,
respectivamente. A analise deste produto por ESI-MS (Anexo II - Figura LVI, pagina XXXIV)
mostrou apenas os picos de ion molecular referentes aos adutos entre o produto dialquilado
[M+H]* e/ou [M+Na]*, ou seja ter-se-ia obtido apenas um produto dialquilado. Contudo, a
analise dos dados obtidos de espectro de RMN 'H e '3C mostrou um perfil ndo-condisente a
obtencdo de um composto puro. A literatura cientifica indica que, nestes casos, obtém-se uma
mistura de trés isOmeros cuja separagdo ndo pode ser conseguida (Finnegan e Henry, 1962;
Chafin et al., 2008). Na verdade, este resultado, a principio insatisfatorio, pode ser explicado
por trabalhos descritos na literatura que relatam que a dificuldade de sintese destes compostos
se encontrava na separacdao dos possiveis isomeros obtidos de alquilacdo nao-seletiva (Figura
42).
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Figura 42. Rota sintética de obtencdo de bis-tetrazéis dialquilados preparados: uma
exemplificacdao dos isOmeros obtidos para o produto 9.

A presenga de diferentes isbmeros foi constatada pela analise detalhada dos resultados
dos espectros de RMN 'H e 3C, que mostram o nimero de sinais maior do que o esperado,
como por exemplo: no espectro de RMN 'H de 9 (Figura LII — Anexo II, pagina XXXI)
somente os sinais referentes aos hidrogénios H1 (1,8-2,0 ppm; vizinhos ao atomos de S) e H4
(4,3-4,7 ppm; vizinhos ao grupo OH) que sdo, respectivamente, os mais blindados e
desblindados, podem ser atribuidos com menos incerteza, todos os demais sinais aparecem
acumulados na regido entre 2,4 e 3,9 ppm dificultando muitissimo a atribuicdo. Cabe ressaltar
gue nem mesmo a literatura ja citada realiza a atribuicdo dos sinais (Chafin et al., 2008). Como
€ possivel observar na Figura 42, dos trés isomeros possiveis, dois deles sdo simétricos: 9a
(dialquilada nos Na) e 9c (dialquilada nos NB); o derivado 9b ndo é simétrico, por ser alquilado
nos Na e NB. Assim, os sinais nos espectros de RMN 3C serdo tanto mais desdobrados quanto
mais proximos estiverem dos atomos de N alquilados :i) dois sinais dos carbonos tetrazolicos
(155 ppm e 165 ppm) se referem aos trés possiveis isdmeros, pois s6 é possivel a diferenciacdo
entre uma alquilagdo Na e Np; ii) quatro sinais se devem aos dois carbonos da cadeia tia-
pentdnica que se desdobram em quatro (21,4, 23,7, 26,6, 27,5 ppm) pela influéncia das
diferentes alquilacdes Na e NB; iii) os dois carbonos do grupo a-tetrazolil-w-hidroxil-etila sao
mais sensiveis ao diferente ambiente quimico proporcionado pelas diferentes alquilacdes (Na e
NB) e se desdobram em 6 sinais diferentes por causa dos trés possiveis isomeros alquilados
(30,0, 49,3, 55,3, 59,0, 59,6 e 62,8 ppm). O espectro de correlacgdo HMQC (Figura LV -

Anexo II, pagina XXXII) corrobora com esta atribuicdo e toda uma discussdo analoga a esta
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efetuada pode ser igualmente aplicada aos outros compostos tetrazolicos alquilados preparados.

Além disso, na preparagdo do composto 11 também detectou-se a presenca de um produto

trialquilado, por meio da espectrometria de massas ESI-MS.

Tabela 6. Dados de Espectros obtidos dos produtos 9-12

Analis RMN!H /5
RMN 3C /3 IR (cm™) ESI -MS
Produto (m/z)
9 | 1,89 -2,00 (H1 e H1’, m), | *3C (DMSO-d®): 21,4 (C2'), | 3320 (v O-H), 2926 | [M+H]* =
2,49 -2,63 (H2’, m), 23,7 (C2"), 26,6 (C1), 27,5 | (v C-H), 1642 (v 315
2,87-3,00 ( H2, m) (C1"), 30,0 (C2), 49,3 (C4), | C=N), 1067 (v C- [M+Na]*=
3,38 (H4, s), 3,75-3,77 55,3 (C5), 59,0 (C5’), 59,6 | O) 337
(H5’, m), 3,87-3,89 (H6, | (C5'), 62,8 (C4), 155,5
m), 4,38 (H4', t) (€3"), 165,3 (C3)
4,61 (H5, t)
10 | 2,30-2,58 (H1 e H1', m), | *3C (DMSO-d®): 21,0 (€C2’), | 3358 (v O-H), [M+Na]*=
3,37-3,49 e 2,99-3,14 23,6 (C2"), 26,2 (C5), 27,4 | 2932, 2877 (v C- 365
(H2 e H2", m) (€C5"), 29,9 (€2), 31,9 (C1), | H),1640 (v C=N),
3,87 (H7), 4,14(HS5, t), 35,2 (C1"), 42,3 (C4"), 43,5 | 1055 (v C-0)
4,90 (H4, t), 5,10-5,18 (C6), 49,6 (C4), 57,1 (C6’),
(H6, m) 57,2 (C6"), 57,3 (C6"),
154,3 (€3’), 165,3 (€3)
11 | 1,97 (H2 e H2, m), 2,59 | '3C (DMSO-d®): 21,4 (€C3"), | 3329 (v O-H), 2939 | [M+H]*=
(H1 e H1’, m), 2,93 (H3 | 23,7 (C3), 26,5 (C1"), 27,5 | (v C-H), 1644(v 343
e H3’, m), 3,39 (H5, s), (C1), 30,0 (C2), 49,22 C=N), 1067 (v C- [M+Na]*=
3,49 (H7, m), 3,88-3,75 (C5"), 55,3 (€5’), 59,0 0) 365
(H6, m), 4,38 (H5’, m), (C6), 59,6 (C6’), 62,8 (C5), [M+M+Na]*
4,62 (H5, m) 155,5 (C4"), 165,3 (C4) = 707
12 | 1,76-2,07 (H2, H2’, H6, 13c (DMSO-d®%): 21,1 (C4), 3369 (v O-H), 2926 | [M+H]*=
H6’, m), 2,50-2,56 (H1 e | 23,6 (C3), 26,3 (C1"), 27,4 | (v C-H), 1645 (v 371
H1’, m), 2,79-2,96 (H3 e | (C1), 29,9 (C2’), 31,9 (C2), | C=N), 1057 (v C- [M+Nal*=
H3’, m), 3,35-3,66 (H7 e | 35,2 (C5’), 43,5 (C5), 49,6 | O) 393

H7’), 4,33 e 4,61 (H5' e
H5,t)

(€7), 57,2 (€7’), 57,3 (C7)’,
154,6 (C4'), 165,3 (C4)

Todavia, como Finnegan (Finnegan e Henry, 1962) havia relatado uma reagdo similar da

formacdo de haletos de alquila a partir de isbmeros tetrazdlicos analogos aos preparados neste

trabalho, e ainda tentando-se obter os derivados tioureidos substituidos correspondentes

propostos, procurou-se mesmo com a mistura de isdmeros hidroxilados, preparar o cloreto de

alquila 13, a partir de 9, pelas reacdes com cloreto de tionilla (SOCI,) ou com cloreto de tionila

na presencga de lutidina. Mesmo assim ndo foi possivel obter o produto esperado, pois durante a

reacdo observava-se o escurecimento do substrato por possivel formagdo de produtos

poliméricos escuros e hidrossollveis que ndo puderam

caracterizados.

ser

nem

isolados tampouco
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3.3 — Obtencao de a,m-diaminas e Complexos de Platina

Dentre os grupos farmacoféricos mais comuns na clinica médica para tratamento de
determinadas enfermidades, entre elas o cancer e IFIs, destacam-se os compostos que
apresentam interacdo com o DNA, como ja citado anteriormente no texto desta tese (Figuras
11 e 12, paginas 24 e 25), dentre eles os conhecidos como agentes alquilantes e os complexos
de platina (Rajski e Williams, 1998; Gabriel, 2007). Embora a cis-platina tenha sido descrita ha
mais de 150 anos, € ainda reconhecidamente, um potente agente antitumoral (Rajski e
Williams, 1998). Cis-Pt tem conhecida atividade contra uma série de linhagens de cancer, mas o
seu uso € limitado devido a variedade de efeitos adversos (nefrotoxicidade, mielossupresséo,
vOmitos etc.), por isso, outros complexos analogos a cis-Pt tém sido investigados desde os anos
80. Assim, tem sido planejados novos complexos de platina que possam diminuir MDR e
aumentar a atividade do farmaco, tais complexos foram planejados modificando-se ligantes ou
mesmo modificando-se os grupos abandonadores cloretos (Hibbert et al., 1929; Finnegan e
Henry, 1962). Entre outros derivados de complexos de platina destacam-se os complexos
dinucleares de platina que tem se mostrado muito promissores (Farrell e Qu, 1989; Farrell et
al., 1995) e esta grande potencialidade tem crescido tanto que atualmente pode-se inclusive
afirmar, como em importante artigo de revisdo, (Kelland, 2007) que ha um ressurgimento da

guimioterapia antineoplasica baseada em novos complexos de aminas e platina.

Com a finalidade de obtengdao dos complexos que se encontram na Figura 43, baseamo-
nos em Farrel e Qu (Farrell e Qu, 1989) que prepararam complexos similares aos que foram
planejados, no entanto a partir de cis-Pt e trans-Pt. Todavia, esta preparagao se mostrou um
tanto quanto longa, resolveu-se preparar complexos a partir de K,PtCl, obtendo-se entdo os

complexos que se encontram na Figura 43.

(:|\ /C' (:|\ /CI
Pt Pt
a” \N/€>n\x/®n\r\1/ ¢
H, Hp
n=2,3

X=§, 80, S@ O, NMe

Figura 43. Complexos derivados de a,w-diaminas propostos para a tese.

Visando a sintese de novos complexos de platina com a,w-diaminas, buscou-se sintetizar
estes ligantes nitrogenados (Figura 44). Cabe ressaltar que estas unidades estruturais foram
racionalizadas previamente por calculos preliminares de modelagem molecular por
colaboradores do grupo LASELORG-QUIM. A rota sugerida no inicio do projeto se baseava em
duas propostas que envolviam a preparagdo de aminas a partir reducdo de precursores dinitrila
(Figura 44), sendo que as dinitrilas 1 e 2 ja haviam sido preparadas e caracterizadas como

56



Resuttades e Didewssio

citado anteriormente; mas, cabe aqui destacar que a obtencdo da dinitrila éter 29 a partir do
di-haleto (Harrison e Diehl, 1955) como descrito na Figura 44 ndo foi bem-sucedida em

nenhuma das tentativas efetuadas.

Na,S

X
O e SN i TN A,
X (HX=8,n=1 n=1
A SN I:> NC/H"\/ \/Hn\cwﬂ (@)X=S,n=2 =2
H,N NH, ) -
(21)X=S,n=2 (1)X=S,n=1 S «
(22)X=8,n=3 @x=sn=2 NN
- — = ,n=
gz))i - 2% : - ; (28)X =80, n=2 (g;) § = (’\3“,_'
(25X=0,n=2 (29X=0,n=1 (32) X = NH,
(26)X=NH, n=2 (30)X =NH, n=1

Figura 44. Retrossintese de aminas propostas para a tese.

Com estas nitrilas, tentou-se, primeiramente a reducao direta aos derivados aminicos 21
e 22, utilizando o método de Osby com Co,B (Osby et al., 1986), também utilizando a técnica
descrita por Taki com NaBH, em a&cido trifluoracético e o método Brown na presenca de
tricloreto de aluminio e diglima (Brown e Rao, 1956; Taki et al., 2008). A principio, estas
metodologias se mostraram promissoras, pois o tempo reacional era baixo e os rendimentos
relatados eram altos; contudo, as diversas tentativas a partir de dinitrilas (algumas mostradas
na Tabela 7, na pagina 58) apresentavam baixo rendimento reacional, além disso algumas
delas até mesmo ndo produziram os produtos desejados, ou mesmo as reacbes nao se
completavam. Estas reagbes devem envolver a formacgdo in situ de boreto de cobalto (Co,B)
como catalisador, ou a ativagdo da nitrila para redugdo por meio de acido trifluoracético (Figura
45) (Osby et al., 1986; Taki et al., 2008)

[
H
_ N
R——C=—=N NaBH4 (-”l P4 B. —_— H,
+ 1
X i
7777
catalisador
X =Co,BouH

Figura 45. Mecanismo de reacao proposto por Osby e colaboradores (Osby et al., 1986).
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Tabela 7. Tentativas de preparacao de aminas a partir de precursores nitrilas

Amina Reagentes Condicoes Método de Separacdo [Referéncia]
CoCl,: 1,83 g (14 mmol) Solvente: Metanol 2 mL de NH,OH
21 | NaBH4: 2,6 g (68 mmol) | Temperatura: ambiente Centrifugacao (Osby et
1*: 0,5 g (3,6 mmol) Tempo: 6 h Evaporacgao al., 1986)
Extracdo com agua e cloroférmio
CoCl,: 0,46 g (3,6 mmol) Solvente: Metanol Filtragem
21 | NaBH4: 0,65 g (68 mmol) anidro 2 mL de NH,OH (Osby et
1*: 0,5 g (3,6 mmol) Temperatura: ambiente Extragdo com agua e cloroférmio al., 1986)
Tempo: 6 h
CF;COOH: 22 uL (0,4 Solvente: THF 1 mL de NH4,0OH (Taki et al.,
21 mmol) Micro-ondas Extragdo com agua e cloroférmio 2008)
NaBH4: 1,0 g (27 mmol) Tempo: 3,5 min
1*: 0,59 (3,6 mmol)
CF3;COOH: 6 uL (0,1 Solvente: THF HCleonc (Taki et al.,
21 mmol) Temperatura: ambiente Filtragem 2008)
NaBH4: 4,6 g (121 mmol) Tempo: 21 h NaOH (6 M)
1*: 2,09 (14 mmol) Extracdao com acetato de etila
CoCl,: 1,8 g (14 mmol) Solvente: Metanol 10 mL de NH,OH (Osby et
21 NaBH4: 4,61 g (122 anidro Extracdo com acetona, diclorometano al., 1986)
mmol) Temperatura: ambiente
1*:1,0g (7,1 mmol) Tempo: 2 h
CoCl,: 173 mg (0,7 Solvente: THF e 1,5 mL NH,OH (Osby et
21 mmol) Agua Filtragem al., 1986)
NaBH4: 1,1 g (29 mmol) | Temperatura: ambiente Extragdo com diclorometano
1*:1,0g (7,1 mmol) Tempo: 5 h Recristalizacdao em etanol
21 | NaBH4: 0,4 g (11 mmol) Solvente: Diglima Nao reagiu (Brown e
AlCl3: 0,3 (2,4 mmol) Temperatura: ambiente Rao, 1956)
1*: 0,59 (3,6 mmol) Tempo: 2 h
NaBH4: 0,4 g (11 mmol) Solvente: Diglima HCl (Brown e
21 AICl3:0,3 (2,4 mmol) Temperatura: 50 °C Evaporagao do solvente Rao, 1956)
1*: 0,5 g (3,6 mmol) Tempo: 18 h Recristalizagdo com isopropanol e
agua
Extracdao com diclorometano
Co,B: 76 mg (0,59 Solvente: THF: 2 mL de NH,OH (Osby et
22 mmol) Metanol Centrifugacgao al., 1986)
2*: 0,59 (3,0 mmol) (2:1) Evaporagao
Temperatura: Ambiente Extragdo com agua e cloroformio
Tempo: 22 h
CH3COOH(glacial): 361 Solvente: THF 2 mL de NH4OH (Taki et al.,
22 ML (6 mmol) Temperatura: ambiente Extracdo com cloroférmio e éter 2008)
NaBH,: 0,9 g (24 mmol) Tempo: 48 h etilico
2*: 0,59 (3,0 mmol)
CoCly: 3,9 g (30 mmol) Metanol anidro 10 mL de NH,OH (Osby et
22 | NaBH4: 5,7 g (150 mmol) | Temperatura: ambiente | Extracdo com éter etilico, cloroférmio al., 1986)

2*%:1,0 g (6,0 mmol)

Tempo: 4h

e agua

**1,5-bis(nitril)-3-tiapentano: 1, Figura 28 ** 1,7-bis(7-dinitril)-4-tiaheptano : 2, Figura 28

Perante o insucesso, apds exaustivas tentativas destas reagoes,

buscaram-se na

literatura rotas alternativas para sintese de aminas primarias: a sintese de Gabriel (Gabriel,

1887; Mitsunobu, 1991), que é uma forma de se obter aminas primarias a partir de haletos de

alquila primarios através de alquilacdo de ftalimida potassica. Assim a rota foi modificada

conforme rota sintética na Figura 46 (pagina 59), assim as etapas de sintese desta nova rota

sintética serdo detalhadas a seguir.
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Q 0
X
X
a0 Pk, DME NN
38-X=Sn=2 ey \ V, 1 -NH,NH,.H,0/ MeOH -2h-20h
Hoxoorh? 90-110°C o BX=sn=z g 2 -HCI, H,0/ MeOH 3h-72h
32-X=NH,n=1 20-24h 37-X;O,r21'212
38-X=NH, n=1
X
+H3N/‘A)N/ \ANH;
Cr crr
22-X=S,n=2
24-X=S0,n=2
39-X=0,n=1

40-X=NH,n=1

Figura 46. Rota sintética geral de aminas preparadas para a tese.

O mecanismo da reacdo de Gabriel (Figura 47) envolve a formacdo de bis-ftamilda a
partir de uma reagdo de substituicdo nucleofilica do tipo Sy2, na segunda etapa ocorre uma
substituicdo carbonilica. No caso dos compostos preparados, notou-se a formagao de sal de
diamino hidrazinaftalico, no entanto a separacdo deste sal ocorreu por adicdo de solugao de

acido cloridrico concentrado (Edwards et al., 1990).

Primeira Etapa o

N <
R/\&u + Nijij -

Segunda Etapa

(O) R P *NH,NH R’\ @HN
/_\ /\_N NP,

H,N——NH, N o
F/\N [
—_—
—_—
(6]
(e}
/\ NH,* HCI /\
. +
R NH —_ R NHy Cf
NH

(6]

Figura 47. Mecanismo proposto para sintese de Gabriel.
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A primeira etapa da sintese de Gabriel (Figura 47) envolve uma reagdo de substituigdo
nucleofilica entre o derivado haleto de alquila e ftalimida de potassio, esta reagcdo ocorre em
temperaturas altas (100-120 °C) e o tempo de reagdo ficou em torno de 18-24 h. Todas as
preparagdes nesta etapa sdo portanto muito longas, existindo na literatura uma série de
procedimentos descritos que indicam que as reacdes podem ocorrer em menor intervalo de
tempo, no entanto, as mesmas ndo se completam em menos de 24 h. Além disso, hd uma
grande dificuldade de retirar o excesso de ftalimida, por isso é importante manter a proporgao
2:1 (ftalimida/dihaleto) mais préxima possivel. Os rendimentos obtidos prefiguram na ordem de
60 a 70 % nesta etapa (Tsiakopoulos et al., 2002). Quanto aos reagentes e produtos obtidos
(Figura 46), ¢ importante ressaltar que, dos precursores di-haleto, apenas o reagente 32 foi

adquirido comercialmente, todos os outros (31, 33 e 34) foram preparados.

A segunda etapa da reacdo envolve a clivagem hidrolitica na presenca de hidrato de
hidrazina, seguida pela adicdo de acido cloridrico. Todos os derivados aminicos 22, 24, 39 e 40

foram preparados por esta rota.

Para preparacao dos dihaletos 31, 33 e 34 foram utilizados métodos ja estabelecidos na
literatura e ja efetuados anteriormente no grupo LASELORG-QUIM. A preparacgao do dihaleto 33
se baseou em uma reacgao de substituicdo nucleofilica entre 1-bromo-3-cloropropano e sulfeto
de sddio em agua e etanol (Furukawa et al., 1984), este precursor foi caracterizado apenas por
espectroscopia na regido do infravermelho e RMN 'H, *3C e DEPT (Anexo II, paginas XLIX-L). O
precursor 31 foi obtido a partir de dietilenoglicol utilizando-se um procedimento muito bem
estabelecido na literatura que envolve o uso de cloreto de tionila na presenca de piridina. O
derivado sulfona 34 foi obtido pelo método semelhante, mas devido a sua baixa solubilidade
decidiu-se primeiramente preparar a bis-ftalimida 35 que foi entdo oxidada formando a sulfona
bis-ftalimida 36 (Figura 46) (Hibbert et al., 1929; Finnegan e Henry, 1962; Levanova et al.,
2008).

Como ja salientado, uma vez formadas as bis-ftalimidas, partiu-se para a preparacgao de
diaminas planejadas. Na literatura, alguns pesquisadores utilizam apenas acido cloridrico (em
substituicdo de monohidrato de hidrazina) concentrado para esta etapa, no entanto, muitas
vezes, a reacdo é extremamente lenta (se completa em, no minimo 48 h), ou simplesmente nado
completa. Algumas tentativas foram feitas para esta série utilizando-se apenas acido cloridrico,
sendo que apenas o composto 20 foi obtido apds 48 h em rendimentos de 80 %. Uma maneira
de otimizar o tempo e o rendimento destas reagdes € utilizando-se hidrato de hidrazina em
metanol e refluxo; no caso dos compostos aqui apresentados, todos eles foram obtidos apos
refluxo de até 16 h e para completar-se a reagdo utilizou-se acido cloridrico concentrado entre
3-12 h.
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Todos os precursores sintetizados (di-haletos 31, 33 e bis-ftalimidas 35-38), bem como
as diaminas obtidas 22, 24, 39 e 40 nesta etapa foram submetidos a caracterizagdo
espectrométrica. Os di-haletos ja eram conhecidos na literatura e tiveram sua estrutura
comprovada através dos espectros de RMN 'H, 3C (Anexo II) e espectrometria na regido do
infravermelho. As bis-ftalimidas (35-38) também ja eram descritas com excecdo de 36 e a sua
caracterizacdo espectrométrica foi efetuada com andlise dos espectros na regido do
infravermelho (Anexo II) que mostraram bandas de v C=0 caracteristicas de ftalimidas (01695
cm?) e dos espectros de RMN 'H e '3C que mostraram, respectivamente, os picos
correspondentes ao perfil esperado de um sistema ftalimidico N-metilenoalquilado: sinais de
hidrogénios aromaticos na regido de 7,7 ppm e os sinais metilénicos entre 1,9 e 3,8 ppm
(dependendo do derivado - Tabela 8, na pagina 62); um sinal de carbonila ftalimidica em 168
ppm, trés sinais dos carbonos aromaticos ftalimidicos (em 123, 132, 134 ppm) e os
correspondentes aos carbonos metilénicos (Tabela 8, na pagina 62). Cabe ainda ressaltar que

os dados comparativos de RMN 'H e 13C encontram-se na Tabela II do Anexo I.

Os espectros de massas ESI-MS (Anexo II) também confirmaram a obtencdo das bis-
ftalimidas, pois as massas das substancias foram observadas na forma de adutos e/ou dimeros
protonados e/ou sodiados: [M+H]*, [M+Na]'e [M+M+Na]*(Tabela 8, na pagina 62). A
obtencdo bem-sucedida das diaminas desejadas foi confirmada pelo perfil caracteristico dos
espectros na regiao do infravemelho, que se mostraram totalmente diferentes dos precursores
ftalimidicos; bem como através da analise dos espectros de RMN 'H e 3C que evidenciaram a
auséncia de sinais caracteristicos de ftalimidas precursoras, além da presenga dos picos
caracteristicos de diaminas protonadas. Finalmente andlise dos dados de espectro de massas
ESI-MS mostraram os picos referentes aos adutos de diaminas [M+H]*(Tabela 8, na pagina
62).
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Tabela 8. Dados de espectros obtidos dos produtos dicloretos, bis-ftalimidas e

diaminas
Analis Solvente
RMNH /5 IV (cm™) ESI -MS
Produto RMN 3C /3 (m/z)

33 | 'H (CDCl5): 1,97 (H2, gt, J*?= 7, 4H), 2,67 (H3, ¢, 2956, 2917 (v C-H); -
Ji2=7, 4H), 3,65 (H3, t, J*?=7, 4H) 1244 (3 CH,-Cl); 761 (v C-Cl)
13c(CcDCl3): 28,9 (€1), 32,0 (€2), 43,3 (€C3)

31 | 'H (CDCl5): 3,6 (H2, J*?=5,5, 4H); 3,8 (H1, J*?=5,5, | 2963, 2863 (v C-H); 1120 (3 -
4H) CH,-Cl); 665 (v C-Cl)
13C (CDCl3): 42,6 (€2); 71,3 (C1)

35 | 'H (CDCl5): 1,92 (H2, gt, J>3=7, 4H), 2,57 (H1, ¢, 1695 (v C=0 de ftalimidas); [M+H]*
Jt2=7, 4H); 3,79 (H3, t, J*?=7, 4H), 7,73 (H7, m, 1395 (v C-N); 716 (vC=C anel 409
Jt2=7, 4H), 7,81 (H6, m, J**= 7, 4H) aromatico) [M+Na]l*
13¢ (cDCls): 28,1 (€1), 29,1 (€2), 36,9 (€3), 123,0 431
(C6), 131,9 (C7), 133,8 (C5), 168,1 (C4)

36 | 'H (DMSO-d®): 1,94 ( H2, m, J*3=5, 4H); 3,16 ( H1, 1699 (v C=0 de ftalimidas); [M+Na]*
m, J*? =5, 4H); 3,64 (H3, m, J*? = 5, 4H); 7,8 (H6 | 1393 (v C-N); 717 (vC=C anel 463
e H7, 8H) aromatico) [M+M+Na]*
13¢ (DMSO-d®): 20,6 (€2); 36,1 (C3); 49,3 (C1); 903
122,9 (C6); 131,7 (C5); 134,2 (C7); 167,9 (C4)

37 | 'H (CDCl5): 3,73 (H1, t, J*?=4,8, 4H); 3,85 (H2, t, 1706 (v C=0 de ftalimidas ); [M+Na]*
J'2=4,8, 4H); 7,70 ( H5, H6, d, 8H) 1361 (v C-N); 720 (vC=C anel 387
13¢ (CDCl5): 37,2 (€C2); 67,4 (C1); 123,1 (C5); 132,0 | aromatico) [M+M+Na]*
(C4); 133,7 (€6); 168,1 (C3) 751

38 | 'H (CDCl5): 2,96 (H1,t, J*?= 6, 4H); 3,77 (H2, t,4H- | 1702 (v C=0 de ftalimidas ); [M+H]*
Jt2=6, 4H); 7,69 (H5, H6, m, 8H) 1394 (v C-N); 718 (vC=C anel 364
13¢ (CcDCl3): 37,5 (€2); 47,1 (C1); 123,1 (C5); 132,1 | aromaético) [M+Nal*
(C4); 133,7 (C6); 168,4 (C3) 386

[M+M+Na]*
750

22 | *H (D,0): 1,79 (H2, gt, J*3=7, 4H); 2,50 (H1, t, 2960, 2888 (v N-H amina
Jt2=7, 4H); 2,93 (H3, t, J**=7,4H ) protonada); 2042 (banda de [M+H]*
13¢ (D,0): 26,2 (C1); 27,4 (€C2); 38,3 (C3) combinacdo N-H); 1621, 1490 149

(8 NH3")

24 | 'H (D,0): 2,0 (H2, gt, J*? = 7,5, 4H); 2,5 (H3, ¢, 3371, 2931 (v N-H amina
J*3=7,5, 4H), 2,9 (H1, t, J*3=7,5, 4H) protonada); 2069 (banda de [M+H]*
13¢ (D,0): 19,2 (€2), 37,7 (C3), 49,0 (C1) combinagdo N-H); 1615, 1508 181

(& NH5%), 1285, 1116 (v SO,
simétrico e ndo-simétrico)

39 | 'H (D,0): 3,1 (H2, 4H); 3,7 (H1, 4H) 3375, 2883 (v N-H amina [M+H]*
13¢ (D,0): 39,1(C2); 66,3 (C1) protonada); 2000 (banda de 105

combinagdo N-H); 1490, 1096 [M+M+H]*
(& NH5Y) 209

40 | 'H (D,0): 3,13(H2, 4H); 3,67(H1, 4H) 2940, 2892(v N-H amina [M+Na]*

13¢ (D,0): 39,0 (€C2); 66,2 (C1) protonada); 2820 a 2440 126

(banda de combinagdao N-H);
1530, 1011 (3 NH3")

*x*d= dupleto , t= tripleto, m= multipleto, gt = quinteto

Uma vez sintetizadas as diaminas desejadas, foram preparados os correspondentes

complexos de platina a partir da reagao das diaminas com K,PtCl, em metanol e agua. O

método de preparacdo foi andlogo ao de Farrel e Qu (Farrell e Qu, 1989), substituindo-se a

base citada pelos autores, trietilamina (EtsN) por uma base menos complexante,

1,8-

diazabiciclo[5.4.0]Jundec-7-eno (DBU) (Figura 48, na pagina 63). Para a preparacao destes
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complexos contou-se com a colaboracdo da professora Maria Helena de Araljo (setor de
Quimica Inorganica do DQ/UFMG).

Cl
/@\ /@\ CI\PI/ CI\Pt/CI
H,N n X n NH, % CI/ \N/€>n\x/€9n\N/ \C|
DBU Fe e
22-n=3,X=S MeOH/H,O 41-n=3,X=S
24-n=3,X=SQ t.a. 42-n=3,X=SQ
39-n=2,X=0 43-n=2,X=0
40-n=2,X=NH 44-n=2, X=NH

Figura 48. Rota sintética proposta para obtencdo dos complexos.

Inicialmente, as reagdes de complexacgao foram feitas com o derivado sulfeto diamina 22
e obteve-se um solido amarelado que foi caracterizado como sendo o derivado 41a (Figura
49). Entre as técnicas espectrométricas utilizadas para caracterizagdo, ESI-MS (Figuras CXXI
e CXXII - Anexo II) foi a mais importante e (til, pois mostrou, em primeiro lugar a pureza do
composto obtido; além do mais, observou-se o pico principal com m/z 379,05, compativel com
a estrutura 41a (razdo platina(I)/ligante 22 1:1 monocloreto 41a). Contudo, uma analise
detalhada do perfil de picos satélites mostra cinco sinais principais, sendo que a platina
apresenta trés isétopos principais, a saber: 193, 96 (M-1, 97 %), 194,96 (M, 100 %), 195,96
(M+1, 75 %) e o cloro, 34,97 (M, 100 %) e 36,96 (M+2, 32 %), assim em um complexo de
platina como proposto (para 41a) ha uma contribuicdo no espectro de massas para um perfil
com seis picos satélites principais M-1, M, M+1, M+2, M+3 e M+4. Apesar do espectro
apresentar um perfil similar, a razao entre as alturas dos picos nao € igual a esperada, sendo
assim, pode-se propor que, talvez haja também a presenga de um outro tipo de complexo no
qual tem-se platina(l)/ligante 22 2:2 dicloreto 41b; é digno de nota que, apesar deste dimero
proposto apresentar massa molecular de 756,6 ele apresenta duas platinas Pt(I) e carga 2+,
portanto a relagcdo m/z 379 conforme estrutura 41b. Cabe destacar que a fragmentagdo do ion
molecular de maior abundancia m/z 379,05 gerou os seguintes picos principais: 361,93 [M-
NH51*, 342,97 [M-2NH]*, 325,93 [M-NH,CI]*.

Todavia a total caracterizacdo estrutural do composto obtido nesta ultima reacdo so6 sera
possivel com realizacdo de espectro de RMN de Pt e espectro na regido do infravermelho de
baixa frequéncia para observagdo das bandas da ligacdo metal-ligante, medidas de
condutimetria, e caso se obtenha um monocristal deste composto, por cristalografia de Raio - X.
Cabe destacar que analise TG (termogravimetria) e DTG (termogravimetria diferencial)
efetuada em atmosfera de nitrogénio mostrou que a decomposicdo ocorre em quatro estagios
principais: primeiramente ocorre desidratagdo (43,5 °C), depois ocorrem perdas de massa em

236 °C (9,1 %), 273 °C (16,3 %) e 346 °C (28,5 %) o complexo se mostrou estavel até 180 °C
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e deve haver produgdo de platina metdlica em temperaturas préximas a 406 °C (Figura
CXXIII, Anexo II).

\/\ Pt
NH, N |\N

41a (m/z379) 41b (m/z 379 (100%))

Figura 49. Possiveis estruturas do composto obtido pela reacdao de complexacdo entre
22 e K,PtCl,.

Visando a preparacao dos demais complexos (42-44 - Figura 48), foram feitas diversas
tentativas (Tabela 9, na pagina 65): utilizando condi¢Ges similares as da preparacdo do
complexo 41; utilizando DBU como base, ou mesmo, preparando in situ o ligante desejado; em
sistema com oxigénio; em sistema com atmosfera inerte; alterando a proporcgdo ligante: metal
etc. Entretanto, observou-se que, em todos os demais casos, ocorreu a formagdo de um sélido
preto proveniente da oxidagdo da platina. Como é possivel observar, com todas as tentativas
feitas apenas um complexo foi sintetizado e caracterizado, 41, pois todas as outras tentativas
de preparacdo levaram a oxidacdo da platina. E digno de nota que tem-se tentado
exaustivamente otimizar os métodos para que a preparagdo dos complexos propostos seja

efetivada.
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Tabela 9. Tentativas de preparacao de complexos compostos por platina.

Ligante: K,PtCl,

(Proporcao) Condigoes Produto Obtido
22 : K,PtCl, Sobre solugao de K,PtCl, em 5 mL de agua adicionou-se durante 2 41
0,48 mmol : 0,48 mmol h 22 em 5 mL de solugdo 1:1 MeOH/agua.
Agitacdo, temperatura ambiente, 2 h. Recristalizagdo do sélido na
geladeira.
24 : K,PtCl, Sobre solugdo de K,PtCl, em 5 mL de dgua adicionou-se durante 2 42

0,24 mmol : 0,24 mmol

h 24 em 72 yL DBU 5 mL de solugdo 1:1 MeOH/agua.
Agitacdo, temperatura ambiente, 2 h. Recristalizagdo do sélido na
geladeira.

Nao observado,
com oxidagao de
platina

24 : K,PtCl,

0,12 mmol : 0,12 mmol

Sobre solugdo de K,PtCl, em 5 mL de &gua/MeOH (1:1) adicionou-
se durante 2 h 24 em 53 pL solugao NaOH (18 %) e 10 mL de
solugdo 1:1 MeOH/agua.

42
Nao observado,
com oxidagao de

Agitacdo, temperatura ambiente, 2 h. Recristalizagdo do sélido na platina
geladeira.
39 : K,PtCl, Sobre solugdo de K,PtCl, em 1 mL de MeOH adicionou-se durante 43

0,24 mmol : 0,24 mmol

2h 39 em 72 yL DBU e 5 mL de solugdo 1 mL MeOH.
Agitacdo, temperatura ambiente, ambiente inerte (N,), 24 h.

Solido marrom,
platina oxidada

39 : K,PtCl,

0,48 mmol : 0,48 mmol

Sobre solucdo de K,PtCl, em 5 mL de dgua adicionou-se durante 2
h 39 em 5 mL de solugdo 1:1 MeOH/agua. Agitacdo, temperatura
ambiente, 2 h.

43
Sélido marrom,
platina oxidada

39 : K,PtCl,

0,12 mmol : 0,12 mmol

Sobre solucao de K,PtCl, em 1 mL de MeOH adicionou-se durante
2 h 39 em 5 mL de solugao 1 mL MeOH. Agitacao, temperatura
ambiente, ambiente inerte (N,), 2 h.

43
Solido marrom,
platina oxidada

39 : K,PtCl,

0,12 mmol : 0,12 mmol

Sobre solugdo de K,PtCl, em 1 mL de MeOH adicionou-se durante
2 h 39 em 5 mL de solugao 1 mL MeOH. Agitacao, temperatura
ambiente, ambiente inerte (N,), 2 h.

43
Sélido marrom,
platina oxidada

39 : K,PtCl,

0,48 mmol : 0,48 mmol

60 pL de monohidrato de hidrazina, 1 mL de MeOH refluxo por 40
minutos, retirada do solvente a pressao reduzida. Solubilizacdo
em 5 mL de solucdo 1:1 MeOH/4agua. Adicdo lenta sobre a mistura
de K,PtCl, em 5 mL de agua. Agitacdo por 4 h.

43
N&o observado,
com oxidagao de
platina

39 : K,PtCl,

0,12 mmol : 0,12 mmol

Sobre solugdo de K,PtCl, em 5 mL de dgua/MeOH (1:1) adicionou-
se durante 2 h 39 em 53 pL solugao NaOH (18 %) e 10 mL de
solugdo 1:1 MeOH/agua.

Agitacdo, temperatura ambiente, 2 h. Recristalizagdo do sélido na
geladeira.

a3
Sélido marrom,
platina oxidada

40 : K,PtCl,

0,48 mmol : 0,48 mmol

Sobre solucdo de K,PtCl, em 5 mL de dgua adicionou-se durante 2
h 40 em 5 mL de solugdo 1:1 MeOH/agua. Agitacdo, temperatura
ambiente, 24 h.

44

N&ao observado,

com oxidagdo de
platina

40 : K,PtCl,

0,24 mmol : 0,48 mmol

Sobre solugao de K,PtCl, em 5 mL de agua adicionou-se durante 2
h 40 em 5 mL de solugdo 1:1 MeOH/agua. Agitacdo, temperatura
ambiente, 48 h.

a4

N&o observado,

com oxidagao de
platina

40 : K,PtCl,

0,24 mmol : 0,24 mmol

Sobre solucdo de K,PtCl, em 2,5 mL de agua adicionou-se durante
2 h 40 em 72 mmol de bicarbonato de sédio, 2,5 mL de solucao
1:1 MeOH/agua.

Agitacdo, temperatura ambiente, ambiente inerte (N,), 48 h.

44

N&ao observado,

com oxidagdo de
platina

40 : K,PtCl,

0,24 mmol : 0,24 mmol

Sobre solugao de K,PtCl, em 2,5 mL de acetona adicionou-se
durante 2 h 40 em 2,5 mL de solucao acetona. Agitacao,
temperatura ambiente, ambiente inerte (N,), 48 h.

a4

N&o observado,

com oxidagao de
platina
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3.4 - Sintese e Caracterizacao dos Compostos Bis-tioureidos:
Precursores de Analogos Tetra-hidrofuranos

Em trabalhos anteriores do grupo de pesquisas (LASELORG-QUIM) foram feitos
compostos do tipo éter aciclico a,w-bis-S-tioureido substituido a e furanicos b (Figura 50)
estes apresentaram boa atividade antifingica, além disso, foram feitos estudos com outros
compostos bioisostéricos tipo amina e sulfeto a,w-bis- que além de terem apresentado
atividade antifiUngica, também apresentaram atividade antineopldsica (Nogueira, 2006;
Almeida, 2011).

Assim, pretendia-se estudar a hidrogenagdo dos derivados furanicos para obtencdo de

derivados tetra-hidrofuranicos e testar a atividade farmacolégica destes derivados.

3\\ o~ ° /K 3\\ ’ //Z|
H>N ® ° NH, HaN S/\@/\S NH,
(a) (b)

Figura 50. Compostos do tipo S-tioureido estudados anteriormente: (a) 1,5- bis- S-
tioureido-3-oxapentano (b) 2,5-bis-(S-tioureidometil)-furano.

Para preparacdao dos produtos planejados para esta série de compostos tetra-
hidrofuranicos (Figura 22, na pagina 37), foi planejada a rota sintética partindo-se da frutose
(45) que foi desidratada por catalise acida ao composto L-Hidroximetil-5-furano-2-
carboxialdeido (HMF- 46). Ha uma série de propostas para a preparacao deste precursor, no
entanto, a preparagdo de Hajj e colaboradores (Hajj et al., 1987), entre todas as estudadas se
mostrou mais reprodutivel (Almeida, 2011). Mesmo assim o rendimento reacional ndo é
satisfatério (30-40 %), além disso, em temperaturas pouco acima de 80 °C a resina utilizada
(DOWEX-X2-200 mesh) decompde-se facilmente, o que compromete muito o rendimento
reacional (Figura 51). Desta maneira, em 16 h de reacdo e apo6s coluna cromatografica em
alumina neutra obteve-se o HMF puro, um sélido cor-de-laranja com ponto de fus&do 37-39 °C
comparavel ao obtido na literatura 34-35 °C (Reichstein, 1926).

(0]

OH o on
HO DOWEX 50x2400
OH e \ /

isobutilmetilcetona, KD

HO OH

Figura 51. Rota sintética de obtencao de 46.
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Figura 52. Esquema de obtencgdo de 46 e 47.

Durante uma das preparacdes do diol 2,5-bis-hidroximetil-furano (47) - a partir da
reducdo de 46 na presenca de borohidreto de so6dio em etanol seco - observou-se, apos a
recristalizacdo de 47, a formacdo de um sdélido que surgiu apdés 72 h de repouso na geladeira,
este solido era o produto dimérico 1,3-bis-[2-furan-(5-hidroximetil)-furanil]-2-oxa-propano (ou
5,5’-[oxibis(metileno)]bis-2-furanometanol - 48) (Figura 52). Assim, ambos os didis 47 (3,75
mmol -21 %) e 48 (4,1 mmol - 23 %), foram obtidos e purificados por recristalizacao seletiva
em cloroférmio. Ambos os compostos sdo sélidos brancos e apresentam, respectivamente, os
seguintes faixas de pontos de fusdo: 68-70 °C e 57-59 °C. O mecanismo de reducdo nesta
etapa € conhecido (Figura 53), sendo que a reacdo de reducdo envolve transferéncia de
hidreto ao grupo carbonila e a reacdo com borohidreto procede na presenga de alcool e até
mesmo de agua, sendo que os intermedidrios sdo rapidamente solvatados levando aos
derivados hidroxilados (Carey e Sundberg, 2000), além disso, com este agente redutor Na*

parece nao participar do estado de transicao (Smith e March, 2007).

H
i |
—_— R/\OH + /O+ BH; + EtO R/\OH + OEt—BHj3; + EtOH
‘\ H
Et

Figura 53. Mecanismo proposto para reducgdo do grupo aldeido.

Os compostos di-halogenados (49 e 50 - Figura 54) correspondentes a 47 e 48, que
sdo os intermediarios precursores dos produtos finais tioureido-substituidos, sdo instaveis
(conforme foi possivel constatar pelos espectros de RMN) e por isso ndo foram isolados, assim,
tais haletos foram obtidos a partir da reacdo do alcool correspondente com cloreto de tionila e
lutidina (Timko et al., 1977). O mecanismo desta reacdo também é muito difundido na
literatura e envolve a substituicdo do grupo hidroxila pelo atomo de cloro presente no cloreto de
tionila (Smith e March, 2007).
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socl,
HO/\X/\OH —_— > CI/\X/\Cl

Lutidina, AcOEt

SO KA, S0 Y
47 -X = ;\@/ 49X = 5\@}%

48—\X: . o 'ai 50 -X = ] .
o — > _—
Figura 54. Rota sintética de obtencdo de 49 e 50.

Para preparacdao dos compostos S-bis-tioureidos (Figura 55), as fases hexéanicas obtidas
na preparacao dos haletos (49 e 50) foram adicionadas sobre uma solugdao de tioureia (ou
metil-tioureia, ou 1,3-dimetil-tioureia) em uma mistura 1:1 (vol/vol) de metanol e agua. A
reacdo € muito rapida (O 1 h), sendo que a solugdo hexdanica, que era amarelada, se torna
completamente transparente. O mecanismo proposto para esta reacdo é do tipo Syl, pois o

haleto esta ligado a um carbono a-heteroaromatico (Smith e March, 2007).

5 5 5 5
PN SOCh o
Cl X Cl "Lutidina, ACOEt v Ty
49 X = S}é o ) X ~ o) ‘7?1' Y= NHR*
1\ 4%1‘ 1\ 4 J]\
/ ; / RHN s—%—
2 3 3 ;
51-R=R'=H
53-R=R'=CH3
Y= NHR*
50'X:\§$ O. X = - o 7
@/\O ?ﬁ/ ; @ ° R'HN s-%—
/4 |/ e |
2 23
54-R=R'=H
55-R = H, R' = CH3
56 -R=R'= CH3

Figura 55. Rota sintética de obtencgao de bis-tioureidos.

Todos os intermediarios sintéticos, com excecdo dos di-haletos, foram caracterizados por
métodos espectrométricos usuais (Tabela 10). Como é de notar, a caracterizagdo
espectrométrica do derivado 46 é muito simples, sendo que no espectro de infravermelho
(Anexo II) observam-se as bandas caracteristicas de grupo aldeido e de grupo hidroxila: v C-
Haldeido) €M 2849 cm™, v C=O(aigeidoy 1666 cm™ e v O-H 3300 cm™; bem como apresentam os
espectros de RMN 'H e 3C com o perfil padrdo de um sistema furénico 2,5-dissubstituido ndo-

simétrico. A partir de 47, obtido da reducdo de 46 obtém-se, nos espectros de RMN de H e 3C
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(Tabela 10, na pagina 70), além dos sinais referentes aos grupos metileno-substituidos, os
sinais de sistemas furénicos 2,5-dissubstituidos simétricos, assim nos espectros de RMN 'H ha
em todos os sucessivos derivados desta série um sinal referente aos dois hidrogénios
heteroaromaticos H2 e H3 (B- e 3-) magneticamente equivalentes (Tabela III — Anexo I,
Espectro CXXIX- Anexo II) e nos espectros de RMN 3C (Espectro CXXX- Anexo II) dois
sinais referentes aos carbonos heteroaromaticos €2 (B-) e €3 (3-). O espectro no IV (Espectro
CXXVIII- Anexo II) de 47 mostrou o perfil caracteristico de compostos hidroxilados (banda
larga e intensa 0 3300 cm™) além da auséncia da banda referente a carbonila do aldeido de
partida 46 e banda caracteristica de anel heteroaromatico furénico (0970 cm™); o dimero bis-
hidroxilado 48 também mostrou perfil espectral similar na regido do infravermelho. Cabe
ressaltar que a obtencdo do dimero 48 foi confirmada pelo espectro de RMN '3C (Espectro
CXXXIV - Anexo II), pois surpreendentemente, o citado perfil de 2,5-furano-substituidos-
simétricos ndo foi observado: ao invés de trés sinais observaram-se seis sinais pareados (55,8
(C5) e 63,1 (C7); 109,0 (C2) e 111,4 (C3); 150,6 (C1) e 154,2 (C4)). O espectro de IV de 48
apresentava duas bandas em 1200 e 1023 cm™ usualmente atribuidas a grupo éter, assim

sugeriu-se que este composto tivesse a estrutura de um éter bis-furanico diol.

Entdo, devido a instabilidade de 49 e 50, ndo foi possivel caracteriza-los, mas a
obtencdo dos derivados bis-tioureidos 51-56 pode ser confirmada inicialmente pela
caracterizagdo do grupo tioureido com bandas em: 3200 e 2900 cm™ (deformacdo axial n3o-
simétrica e simétrica de NH protonado), 1620 cm™ (deformacdo axial C=N) e 710 cm™
(deformacdo axial C-S). Nos espectros de RMN de '3C a caracterizagdo destes derivados
tioureido-substituidos foi evidenciada pelos sinais caracteristicos de carbonos iminicos em 167
ppm e pelos sinais caracteristicos de metilenas ligadas ao atomo de enxofre em 28 ppm, os
dados comparativos de RMN 'H e '3C encontram-se na Tabela III (Anexo I). Além do mais, a
espectrometria de massas ESI-MS confirmou a obtencao destes derivados tioureidos pela
observagdo nos espectros (Anexo II) dos sinais referentes aos ions moleculares protonados
[M+H]" (Tabela 10, na pagina 70).
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Tabela 10. Dados de métodos espectrométricos e espectroscopicos da série de
furanos obtidos.

Analis Solvente
RMN'H /5% IV (cm™) ESI -MS
Produto RMN 3C /5 (m/z)

46 | 'H ( CDCl5): 4,64 (H6, s, 2H), 6,58 (H3, d, | 3110 (v C-H); 2849 (v C-H NR
J**= 3,6, 1H), 7,22 (H2, d, ’*= 3,6, 1H), | aldeido); 1666 (v C=0+v C=C)

9,63 (H5, s, 1H)
13¢ ( CDCl5): 64,6 (C6), 111,9 (C3), 122,0
(C2), 152,8 (C1), 157,2 (C4),177,7 (C5)

47 | 'H ( D,0): 4,45 (H5, s, 4H), 6,25 (H2, s, 3227 (v O-H), 1000 (v C-0O), 969 NR
2H) (6 C=C anel furanico),
13¢( D,0): 55,7 (C5), 109,0 (€C2), 153,6
(C1)

48 | 'H ( D,0): 4,46 (H5,H7,s, 8H), 6,29 3331 (v O-H), 1200 e 1023 (3 C- NR
(H2,H3, m, 4H) 0-C), 1063(3 O-H) e 974 (
13¢ ( D,0): 55,8 (C5), 63,1 (C7), 109,0 C=C anel furénico)

(C2), 111,4 (€3), 150,6 (C1), 154,2 (C4)

49 Imediatamente utilizado - -

50 Imediatamente utilizado - -

51 | 'H ( D,0): 3,23 (H7,s,1H), 4,35 (H5, s, 3172 (v N-H), 2367(v N-H [M+H]*
4H), 6,33 (H2, s, 2H) protonado combinacao ), 1643 ( 244
3¢ ( D,0): 27,9 (C5), 110,7 (C2), 148,6 v C=N), 1603 (v C=C anel
(C1),170,1 (C6) aromatico), 1403 e 1347(v anel

furanico), 1066 ( ® C-H do anel
aromatico), 970 (d C=C anel
furanico)

53 | 'H (D,0): 2,86 (HS8, s, 6H), 2,93 (H9, s, 2925(v N-H), 2278(v N-H [M+H]*
6H), 4,32(H5, s, 4H), 6,30 (H2, s, 2H) protonado combinacao ), 1611( v 301
13¢ (D,0): 28,5 (€5),29,9(C9), 30,9(C8), | C=N),1449 e 1404(v anel
110,9(C2), 148,5 (C1), 166,4 (C6) furanico), 1042 ( d C-H do anel

aromatico), 970 (d C=C anel
furanico)

54 | 'H( D,0): 4,42 ( H5, s, 4H), 4,49 (H7, s, 3264, 3168(v N-H), 2539, 2410 | [M+H]*
4H), 6,40 (H2, H3, s, 4H) (v NH*), 2358 (v C=NH"), 355
13¢( D,0): 28,0 (C5), 63,2 (C7), 110,6 1609(v C=N), 1398 (v anel
(C2), 111,7 (C3), 148,3 (C1), 151,5 (C4), furanico), 1083 ( d C-H do anel
170,2 (C6) aromatico), 970 (8 C=C anel

furadnico)

55 | 'H ( D,0): 2,67 (HS8, s), 2,85 (H9, s), 4,31 2925(v N-H), 1603 (v C=N), [M+H]*
(H5,s5,4H), 4,40 (H7, s, 4H), 6,30 (H2, H3, | 1297 (v anel furanico), 1017 ( d 383
s,4H) C-H do anel aromatico), 969 (d
13¢ (D,0): 28,6 (€5), 30,1 (C9), 63,0 (C7), C=C anel furénico)

110,3 (€C2), 111,6 (C3), 148,8 (C1), 151,2
(C4), 166,2 (C6)

56 | 'H ( D,0): 2,78-2,92 ( H9-H11, m), 3246, 2934 (v N-H), 1603(v [M+H]*

4,30(H5, s), 4,40 (H7, s), 6,30 (H2, H3, s) | C=N), 1391, 1271(v anel 411

13¢ (D,0): 28,6 (C5), 29,9 (C11), 30,87
(€9), 63,0 (C7), 110,5 (C2), 111,7 (C3),
148,5 (C4), 151,4 (C1), 166,5 (C6)

furanico), 1018 ( d C-H do anel
aromatico), 930 (d C=C anel
furadnico)
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o Formiato de Amonio

O,
OH -
) pac 0T ok
MeOH: THF (1:1)

Figura 56. Rota sintética de tentativa de reducao de furanos.

Na tentativa de obtencdo de compostos tetra-hidrofurdnicos, a partir da hidrogenacao
dos correspondentes furanos, utilizou-se primeiramente um composto modelo (46 - HMF) para
constatacao experimental da seletividade da redugcdao do grupo aldoxila e do anel
heteroaromatico. A metodologia utilizada foi a de Nandy (Andrade e Silva, 2006; Nandy et al.,
2008) e colaboradores que visa a formacgdo de tetrahidrofuranos pela hidrogenacgdo catalitica
dos furanos correspondentes na presenca de formiato de amoénio (Figura 56). Inicialmente,
quando a reacgdo foi efetuada conseguiu-se observar, através da analise dos espectros de RMN
de 'H e !3C, a obtencdo do tetra-hidrofurano desejado e reducdo adicional do grupo aldoxila.
Contudo, apds alguns dias, constatou-se, por meio de espectros de RMN (*H e 3C), que essa
substancia ndo era estavel. Assim, tentou-se efetuar a reagdo de hidrogenagdo em maior
guantidade de furano e de catalisador (Pd/C) para acelarar a reducao, mas aparentemente a
decomposicdo do produto ocorria primeiro. Ainda tentou-se reproduzir aquele método anterior,
onde se conseguiu isolar o produto tetra-hidrofurdnico, procurando efetuar o isolamento mais
rapidamente e em maior quantidade, todavia, também observou-se que os proprios precursores
furanicos decompdem-se apds semanas ou meses da sua preparacao. Assim sendo, embora os
derivados furanicos tenham apresentado certa atividade farmacoldgica (de Almeida et al., 2010;
Almeida, 2011), decidiu-se ndo mais prosseguir com a sintese destes derivados tetra-

hidrofuranicos e furanicos.

3.5 - Sintese e Caracterizacdao dos Compostos hidrazidas

O estudo de atividade bioldgica de hidrazidas (ou acil-hidrazinas) ndao é muito comum na
literatura mundial, entre tais pesquisas encontram-se atividades antibacterianas e anti-hepatite
(Danila, 1980; Waitzberg e Gayotto, 1982; Montanari et al., 1997). A aplicabilidade maior
destes compostos é na sua utilizagdo como intermediarios sintéticos para a producdo de

oxadiazdis (Panneerselvam e Ganesh, 2011).
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Cl | OH HZO ta
63-n=0
64-n=1
)‘\@/\ /\9)‘\ NHZNHZ 20 J\H/\ /\Q)J\
H2NHN NHNH,
65-n=0 67-n=0
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Figura 57. Rota sintética de compostos hidrazidas.

A sintese dos derivados sulfetos a,w-di-hidrazinas (67-68) foi efetuadas segundo a
andlise sintética da Figura 57: partindo-se dos derivados carboxilicos (63-64)
correspondentes e passando pelos dietil-ésteres (65-66) que foram, por sua vez, convertidos
nas hidrazidas. A primeira etapa da sintese que envolveu a preparacdo dos diacidos (63 e 64)
correspondentes a partir da reagdo entre, respectivamente, o acido cloroacético ou acido
cloropropionico com sulfeto de sdédio na presenga de hidroxido de sodio em &agua com
rendimentos em torno de 74 -78 %. Cabe ressaltar que a etapa da esterificacao foi otimizada
pelo uso da irradiagdao de micro-ondas, sendo que o tempo reduz significativamente para cerca
de 24-72 h, pelo método de aquecimento convencional, para 20 a 30 minutos. O mecanismo
de esterificagdo é bem estabelecido na literatura (Carey e Sundberg, 2000) e envolve a
ativacdo da carbonila pela presenga de acido (acido sulflirico) e etanol, que &, também o
solvente da reagdo. Apds a purificagcdo do respectivo éster, foram preparadas hidrazidas na
presenca de hidrato de hidrazina e irradiacdo ultrassOGnica conforme relatado na literatura
(Dabholkar e Gavande), pois, a refluxo, reacdes similares levam em torno de 5 h para
completarem, no entanto, por irradiacdo de ultrassom as reagdes terminaram em 37 minutos
para 67 e 10 minutos para 68. Além disso, o mecanismo reacional é similar ao mecanismo de
esterificacdo, no entanto ndo ha presenca de acido para a ativagao da carbonila, mas sim a
presenca de uma base forte que atacara o carbono da carbonila (Carey e Sundberg, 2000).
Cabe ressaltar que o derivado hidrazida 67 ja foi relatado na literatura como intermediario

sintético para a sintese de tiodihidrazonas com atividade antimicrobiana (Kumar et al., 2011).

Todos os reagentes de partida, intermediarios e produtos finais, (63-68) foram
preparados e caracterizados pelas técnicas espectrométricas usuais (Tabela 11). Pelos
espectros na regido do IV foi possivel verificar as diferencas entre os grupos funcionais acido
carboxilico, com bandas em torno de 3300-3000 cm™ (v O-H), 1680 cm™ (v C=0), 1400 cm™ (v
C-0), 1290 cm™ (8 O-H); etil-éster com bandas em 2986-2864 cm™ (v C-H), 1725 cm™ (v
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C=0), 1267 cm™ (v O-C-C), 1130 cm™ e hidrazida com as bandas caracteristicas em 1120 cm™
(v C-C(=0)-0); 3300 cm™ e 3200 cm™ (v N-H), 1625 cm™ ( v C=0), 1527 cm™, 1000 cm™ (&
N-H) e 950 cm™ (v C-N). Os dados dos espectros de RMN 'H e !3C de todos estes derivados sdo
compativeis com o esqueleto carbbnico de derivados de acido tiadiglicdlico e de tiadipropidnico,
observando-se a variacdo dos sinais somente nos derivados carbetoxilicos pela presenca dos
sinais correspondentes (para 65 e 66), respectivamente: RMN 'H - 1,26 ppm (6H) e 1,27 ppm
(6H); 4,20 ppm (4H) e 4,16 ppm (4H); RMN 3C -14,0 ppm, 61,4 ppm e 169,7 ppm; 14,0 ppm,
61,5 ppm e 171,6 ppm. Os espectros de massas ESI-MS para ambas as hidrazinas 66 e 67
preparadas mostram os adutos [M+H]* e [M+Na]" com as massas moleculares condizentes com

as estruturas propostas.

Tabela 11. Dados obtidos de analises espectrométricas e espectroscépicas dos

precursores 63 a 68.

Analis Solvente
RMN!H /5 IR (cm™) ESI -MS
roduto RMN 3C /3 (m/z)
63 | 'H (D,0): 3,30 (H1) 3300-3000 (v O-H), 1682 (v -
13¢ (D,0): 33,8 (C1), 173,9 (C2) C=0), 1406 (v C-0), 1294 (5 O-
H)
64 | H (D,0): 2,62 (H2, t, J*?= 6,4, 4H), 2,76 (H1, | 3300-3000 (v O-H), 1685 (v -
t, J*?= 6,4, 4H) C=0), 1400 (v C-0), 1190 (d O-
13¢ (D,0): 26,0 (C1), 34,0 (C2), 176,5 (C3) H)
65 | *H(CDCl5): 1,26 (H4, t, J*?= 7, 6H), 3,35 (H1, | 2986-2864 (v C-H), 1726 (v -
s, 4H),4,20 (H3, g, J*?=7, 4H) C=0), 1267 (v O-C-C), 1120 (v
13¢ (cDCls): 14,0 (€4), 33,5 (C1), 61,4 (C3), C-C(=0)-0)
169,7 (C2)
66 | *H (CDCl5): 1,27 (H5, t, J*?= 7, 6H), 2,60 (H2, | 2978, 2937 (v C-H), 1725 (v -
t, J2=7, 4H), 2,81 (H1, t, J?= 7, 4H), 4,16 C=0), 1268 (v O-C-C), 1130 (v
(H4, g, J*?= 7, 4H) C-C(=0)-0)
13c(cDCls): 14,0 (€5), 26,8(C1), 34,6 (C2),
60,5 (C4), 171,6 (C3)
67 | *H (D,0): 3,19 (H1) 3280, 3196 (v N-H), 1623 (v [M+H]*=
13¢ (D,0): 33,4 (C1), 170,4 (C2) C=0), 1525, 1009 (3 N-H), 951 179
(v C-N) [M+Nal*=
201
68 | 'H (D,0): 2,43 (H2, t, J*?= 6,4, 4H), 2,68 3303, 3286(v N-H), 1626 (v [M+H]*=
(H1, ¢t J'?= 6,4, 4H) C=0), 1530, 993 (5 N-H), 947 (v 207
13¢ (D,0): 26,7 (C1), 33,5 (C2), 173,1 (C3) C-N) [M+Nal*=
229

*q = quarteto

73



4 - Parte Experimental

4.1 - Caracterizacao dos Compostos

As faixas de fusdo foram determinadas em aparelho MQAPF-301 aparelho digital de

ponto de fusdo da marca Micro-quimica.

Os espectros na regido do infravermelho foram registrados no aparelho Thermoscientific
Nicolet 380 FT-IR por ATR (Reflectancia Total Atenuada), tanto para os compostos liquidos
como para os solidos. Para a atribuicdo de bandas no infravermelho utilizaram-se como

referéncia Silverstein e colaboradores (Silverstein et al., 1991; Tools, 2012).

Os espectros de RMN 'H e '3C foram registrados nos espectrémetros BRUKER DPX 200

(Departamento de Quimica, UFMG). Como referéncia interna foi utilizado o tetrametilsilano.

Para CCD foi utilizada silica gel 60 G Merck, com espessura de 0,25 mm sobre placas de
vidro e para cromatografia em coluna foram utilizadas silica gel 60 Merck (tamanho de particula
0,063-0,200 mm - 70-230 mesh ASTM).

Os espectros de massas por ionizagdo por eletrospray foram registrados no

espectrometro LQC Fleet Thermo Scientific no programa Xcalibur ™ 2.0.7.

Para analise elementar foi utilizado o analisador CHN Perkin-Elmer (Departamento de
guimica UFMG).

Para analise termogravimétrica foi utilizado o aparelho TG-DTG-60 Shimadzu.

4.2 - Purificacao de solventes e preparacao de reagente

4.2.1 - Dimetilformamida Anidra (DMF)

Em um Erlemeyer de 2 L foi colocado 1 L de DMF, adicionaram-se 10 g de sulfato de magnésio
anidro e agitou-se a temperatura ambiente por 24 h. Filtrou-se, adicionaram-se 5 g de sulfato

de cobre anidro e destilou-se a pressao reduzida (Perrin et al., 1980).
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4.2.2 - Etanol Anidro

Em um baldo de fundo redondo monotubulado de 1 L acoplado a um condensador de refluxo,
foram adicionados 75 mL de etanol e deixou-se aquecer por alguns minutos. Em seguida,
adicionaram-se 5,00 g de magnésio metalico e deixou-se aquecer por mais 10 minutos.
Adicionou-se 0,50 g de iodo ressublimado e manteve-se o0 aquecimento por aproximadamente
80 minutos. Adicionou-se mais 0,50 g de iodo ressublimado e aqueceu-se até o
desaparecimento completo do iodo na solucdo. Adicionaram-se mais 500 mL de etanol e
adaptando-se a aparelhagem para destilagdo fracionada, destilou-se o etanol anidro (Morita e

Assumpcao, 1986).

4.2.3 - Ftalimida de Potassio

Em um baldo monotubulado com condensador para refluxo foram colocados 40 g (0,27 mol) de
ftalimida e 800 mL de etanol anidro a mistura foi aquecida gradualmente, por cerca de 15
minutos, para que a maior quantidade possivel de ftalimida dissolvesse. Adicionou-se entdo
15,25 g (0,27 mol) de hidréoxido de potassio. O precipitado, ftalimida de potassio foi
imediatamente filtrado. A mistura foi mantida em agitagdo até que atingisse a temperatura
ambiente e o precipitado branco obtido foi filtrado. Ambas os sdlidos obtidos sdo constituidos
por ftalimida de potassio, que foi secada no dessecador com P,0s desta maneira foram obtidos
43 g (86 % de rendimento) (Salzberg e Supniewski, 1927).

4.3 - Reagentes Utilizados nas Preparacoes

A Tabela 12 na pagina 76 mostra as principais especificacbes dos reagentes utilizados

nesta tese.
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Tabela 12. Lista de reagentes utilizados e marcas dos mesmos.

Marca Reagentes
3-cloropropionitrila, 4-clorobutironitrila, frutose, DOWEX 50Wx2-400, DOWEX
50Wx2-200, Tioureia, 1-metil-2-tioureia, 1,3-dimetil-2-tioureia, 1-cloroetanol,
1-cloro-3-propanol, dietilenoglicol, 1-bromo-3-cloropropano, ftalimida, ftalimida de

Sigma-Aldrich potassio, acido cloropropionio, acido cloroacético

Vetec Sulfeto de sodio nonahidratado, fluoreto de litio, periodato de sddio e Sulfato de
sédio anidro, pentéxido de fosforo

Merck Azida de sddio, monohidrato de hidrazina

Synth Hidréxido de sddio, acido acético glacial, perdxido de hidrogénio

4.4 - Preparacoes e Sinteses

4.4.1 - Sintese de bis-tetrazois

4.4.1.1 - Preparacao de 1,5-bis-(nitril)-3-tiapentano (1) (Nakrasov,

1927)

/\/CN /\/5\/\
al +  NaS —® \C CN

Em um baldo monotubulado, dotado de agitagcdo magnética e acoplado a condensador para

refluxo solubilizaram-se 16,0 g (66,7 mmol) de sulfeto de sédio em 25 mL de etanol e

adicionaram-se 25 mL de éter etilico. Manteve-se esta mistura em banho de gelo a 0 °C e

adicionaram-se, lentamente, 11,9 g (133 mmol) de 3-cloropropionitrila. Manteve-se sob refluxo

por 6 h, filtrou-se, evaporou-se e o dleo obtido foi dissolvido em agua fervente. Apds ser levado

ao freezer por 1 noite, descongelou-se a mistura levando-se-a a geladeira por 1 h, e apés

filtracdo a baixa temperatura (a vidraria era resfriada previamente na geladeira) foram obtidos

7,16 g (77%) de um solido transparente de baixo ponto de fusédo.

Aspecto fisico: sélido até 25 °C FM: CgHgN,S MM: 148,3 g.mol™*

IV (Figura I, Anexo II); RMN de 'H (Figura II, Anexo II); RMN de 3C (Figura III,

Anexo II): Os dados encontram-se na Tabela 2, na pagina 42 e na Tabela I do Anexo I.
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4.4.1.2 - Preparacao de 1,7-Bis-(nitril)-4-tia-heptano (2)

Cl CN NC S CN
N + Na,S —» DG P\

Seguindo-se o procedimento descrito em 4.4.1.1 reagiram-se 16,0 g (66,7 mmol) de sulfeto de
sodio nonahidratado solubilizados em 50 mL de etanol e 50 mL de éter etilico com 13,8 g
(126 mmol) de 4-clorobutironitrila. Apds refluxo de 22 h, filtragem, evaporacdo do solvente,
solubilizacdo em agua quente e resfriamento overnight, foram obtidos 10,42 g (93 %) de um

6leo amarelado.
Aspecto fisico: liquido FM: CgH.oN,S MM: 168,3 g.mol™

IV (Figura V, Anexo II); RMN de 'H (Figura VI, Anexo II); RMN de '3C (Figura VII,

Anexo II): Os dados encontram-se na Tabela 2, na pagina 42 e na Tabela I do Anexo I.

4.4.1.3 - Preparacao de 1,5-bis-(tetrazolil)-3-tiapentano (3) (Satzinger,
1960; Kumar, 1987; Pedrosa, 2003)

. . N/NY\/S\/\(N\N
Nc/\/ \/\CN \\N N\\N//

_—NH

Em um baldo monotubulado, dotado de agitagdo magnética e acoplado a condensador para
refluxo solubilizaram-se 1,25 g (8,93 mmol) de 1 em 10 mL de DMF anidra (item 4.2.1),
adicionou-se 0,22g (8,48 mmol) de fluoreto de litio. Agitou-se por 10 min e adicionaram-se
2,23 g (34,3 mmol) de azida de sddio, 1,78 g (33,3 mmol) de cloreto de aménio e 10 mL de
DMF. Aqueceu-se a 95°C por 115 h. Evaporou-se a mistura a pressdo reduzida, acrescentaram-
se 50 mL de agua destilada e acrescentou-se solucdao 3,0 mol/L de acido sulfirico até pH= 1.
Extraiu-se 3 x 100 mL de cloroférmio para retirar completamente o reagente de partida 1; a
fase aquosa foi aquecida até fervura, para solubilizar a massa solida grumosa, e apos

recristalizacdo lenta obtiveram-se 1,52 g (75 %) um sdlido ap0ds filtracdo e secagem.
Aspecto fisico: Sdlido branco PF: 148-150 °C FM: C¢H:1oNgS  MM: 226,1 g.mol™
Dados de Analise Elementar obtidos: % C: 31,94, % H: 4,50, % N:49,53

Dados de Analise Elementar esperados: % C: 31,85, % H: 4,45, % N: 49,52, % S: 14,17
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IV(Figura IX, Anexo II); RMN de 'H (Figura X, Anexo II); RMN de '3C (Figura XI,
Anexo II); ESI - MS (Figura XIII, Anexo II): Os dados encontram-se na Tabela 3, na

pagina 46 e na Tabela I do Anexo I encontram-se os valores comparativos de RMN 'H e *3C.

4.4.1.4 - Preparacao de 1,7-bis(7-tetrazolil)-4-tia-heptano (4)

x
Z%/\
A

N
NC\/\/S\/\/CN > \
N
H

Seguindo-se o procedimento descrito em 4.4.1.3 reagiram-se 1,50 g (8,93 mmol) de 2 com
0,22 g (8,5 mmol) de fluoreto de litio, 2,23 g (34,3 mmol) de azida de sodio, 1,78 g

(33,3 mmol) de cloreto de amo6nio em 20 mL de DMF(item 4.2.1). Aqueceu-se a 95°C durante

120 h e, apds evaporagao do solvente, acidulagdo, extracdo, filtragem e recristalizagao, foram

obtidos 2,17 g (96 %) de um soélido branco.
Aspecto fisico: Sdlido branco PF: 125-127 °C  FM: CgH14NgS
MM: 254,1 g.mol?

Dados de Analise Elementar obtidos: % C: 37,79, % H: 5,49, % N:44,33

Dados de Analise Elementar esperados: %C: 37,78, % H: 5,55, % N: 44,06, % S: 12,61

IV (v /cm™) (Figura XVI, Anexo II); RMN de 'H (Figura XVII, Anexo II); RMN de '3C
(Figura XVIII, Anexo II); ESI - MS (Figura XXI, Anexo II): Os dados encontram-se na

Tabela 3, na pagina 46 e na Tabela I do Anexo I encontram-se os valores comparativos de

RMN H e 3C.

4.4.1.5 - Preparacao de 1,5-bis(5-tetrazolil)-3-oxatiapentano (5)(Ogura

et al., 1980)

s H u H
N/NY\/ \/\rN\N o N/NW \/\(N\N
\ L/ N |/

N/NH
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Em um baldo monotubulado, dotado de agitagdo magnética e banho criogénico, com gelo e sal,
de modo que o banho manteve-se entre -10 a -5 °C adicionou-se 0,40 g (1,77 mmol) de 3
solubilizado em 10 mL de acetonitrila. Adicionou-se, lentamente, 0,38 g (1,78 mmol) de
periodato de sddio solubilizado em 1,0 mL de agua destilada. Agitou-se por 2 h, filtrou-se para
retirada do iodato de sodio formado, secou-se a solugdo filtrada com sulfato de sddio anidro,
evaporou-se-a sobre baixa pressdo até cristalizacdo, obtendo-se apods secagem do sdlido
filtrado 0,34 g (79%) de sélido branco.

Aspecto fisico: Sélido branco PF: 161-163 (decomposicdo) °C FM: CgH1oNsOS
MM: 242,1 g.mol™*

IV (Figura XXIV, Anexo II); RMN de 'H (Figura XXV, Anexo II); RMN de '3C (Figura
XXVI, Anexo II); ESI — MS (Figura XXIX, Anexo II): Os dados encontram-se na Tabela 4,
na pagina 49 e na Tabela I do Anexo I encontram-se os valores comparativos de RMN 'H e
13

C.

4.4.1.6 - Preparacao de 1,7-bis(tetrazolil)-4-oxatia-heptano (6)

N—_ O __N
//N\N HN/N\\ N// N HN \\N
N\NMSMN/N - \NMHMN/

Seguindo-se o procedimento descrito em 4.4.1.5 reagiu-se 0,31 g (1,22 mmol) de (4)
solubilizado em 6,5 mL de acetonitrila com 0,26 g de periodato de sddio solubilizado em 3 mL
de agua destilada. Reagiu-se por 2 h e com procedimento experimental idéntico ao descrito,

obteve-se 321 mg (95%) de um sélido amarelo.
Aspecto fisico: Sélido amarelo PF: 142-143°C (decomposicdo) FM: CgH14NgOS
MM: 270,3 g.mol?

IV (Figura XXXI, Anexo II); RMN de 'H (Figura XXXII, Anexo II); RMN de '3C (Figura
XXXIII, Anexo II); ESI - MS (Figura XXXV, Anexo II): Os dados encontram-se na Tabela
4, na pagina 49 e na Tabela I do Anexo I encontram-se os valores comparativos de RMN 'H e
13

C.
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4.4.1.7 - Preparacao de 1,7-bis(5-tetrazolil)-3-bisoxatia-heptano
(7)(Drabowicz et al., 1983)

jH/\/\/\( —>N\<NN/7H/\/\/\EN/>N

Em um baldo monotubulado, dotado de agitagdo magnética e banho de gelo e sal adicionou-se

n—U2~-0

o

0,45 g (1,97 mmol) de (3) e 3,9 mL (66 mmol) de acido acético glacial, a mistura foi mantida a
0 °C. Adicionaram-se, lentamente, 1,2 mL (10 mmol) de perdxido de hidrogénio 30%. Agitou-se
a temperatura ambiente por 23 h. Filtrou-se o sélido formado lavando-se este com solugdo de
acido cloridrico 2,0 mol/L (50 mL), depois com éter etilico (50 mL) e deixou-se secando ao ar.
Obtiveram-se 392 mg de sédlido branco que foi recristalizado em agua e etanol (9:1) obtendo-se
299 mg (59%) de solido branco.

Aspecto fisico: Sélido branco PF: 252-254 °C (decomposicdo) FM: CgHioNs O5S

MM: 258 g.mol™

Analise Elementar obtidos: % C: 28,13, % H: 3,83, % N:43,31

Analise Elementar esperados: % C: 27,90, % H: 3,90, % N: 43,39, % 0O: 12,39, % S:12,42

IV (Figura XXXVII, Anexo II); RMN de 'H (Figura XXXVIII, Anexo II); RMN de *3C
(Figura XXXIX, Anexo II); ESI - MS (Figura XLI, Anexo II): Os dados encontram-se na
Tabela 5, na pagina 52 e na Tabela I do Anexo I encontram-se os valores comparativos de
RMN 'H e °C.

4.4.1.8 - Preparacao de 1,7-bis(tetrazolil)-4-bisoxatia-heptano (8)

[ N\
)\/v\/\/j\/ - \/K/Vﬁ\/\//\}N

Seguindo-se o procedimento descrito em 4.4.1.7 reagiu-se 0,50 g (1,97 mmol) de 4 em 3,9 mL
(66 mmol) de acido acético glacial com 1,2 mL (10 mmol) de peréxido de hidrogénio 30%.
Agitou-se por 24 h, apds filtragem, lavagem com solucdo de acido cloridrico 2,0 mol/L e com

éter e secagem, foram obtidos 347 mg (62 %) de sdlido branco.
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Aspecto fisico: Sélido branco PF: 230 °C (decomposig&o) FM: CgH4NgO,S
MM: 286,3 g.mol!
Dados de CHN obtidos: % C: 33,44, % H: 4,63 % N: 38,52

Dados de CHN esperados: % C: 33,56, % H: 4,93, % N: 39,14, % 0O: 11,18, % S: 11,20

IV (Figura XLIII, Anexo II); RMN de 'H (Figura XLIV, Anexo II); RMN de '3C (Figura
XLV, Anexo II); ESI - MS (Figura XLIX, Anexo II): Os dados encontram-se na Tabela 5,

na pagina 52 e na Tabela I do Anexo I encontram-se os valores comparativos de RMN 'H e

13C.

4.4.2 - Sintese de bis-tetrazois alquilados:

4.4.2.1- Preparacao de 1,5-bis-[1-(2-hidroxietil)-1H-tetrazol-5-il]-3-
tia-pentano (9)(Chafin et al., 2008)

/NY\/S\/\(H\ N s N
N \ N N/ W W \N
\\N/NH N\N// \\ //

N/N\/\ \\/N\N

OH

Em um baldo monotubulado, sobre banho de gelo, dotado de agitacdo magnética contendo uma

suspensdo contendo 1,5 g (6,6 mmol) de 3 em 15 mL de agua, adicionou-se hidréxido de sodio

0,53 g (13,3 mmol) até dissolugdo; adicionou-se lentamente 1,19 mL (13,3 mmol) de 1-

cloroetanol, entdo a solucao foi aquecida a refluxo por 24 h, foi resfriada, o solvente foi retirado

a pressdo reduzida e o cloreto de sédio foi precipitado pela adicdo de etanol. Este sdlido foi

entdo filtrado, e o extrato etandlico foi evaporado. O produto final foi obtido apds coluna

cromatografica em silicagel 60 (fracdo: 10 % de metanol em acetona). Foram obtidos 2,1 g

(72 % de rendimento) de um liquido amarelado, que é constituido da mistura de isdbmeros de

alquilagao.
Aspecto fisico: liquido amarelado FM: C;gH;sNg0,S
MM: 314,37 g.mol!

IV (Figura LI, Anexo II); RMN de 'H (Figura LII, Anexo II)
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RMN de 3C (Figura LIII, Anexo II); ESI - MS (Figura LVI, Anexo II): Os dados

encontram-se na Tabela 6, na pagina 55.

4.4.2.2 - Preparacao de 1,5-bis-[1-(3-hidroxipropil)-1H-tetrazol-5-il]-
3-tia-pentano (10)

YV\/\(/_» WV\(

- oy )

Seguindo-se o procedimento geral descrito no item 4.4.2.1 reagiram-se 1,0 g (4,4 mmol) de 3

N/N

em 5 mL de agua com 460 mg (11 mmol) de hidréxido de soédio e 1,47 mL de 1-cloro-3-
propanol. Apds 48h de reagdo, tratamento similar da mistura reacional como descrito acima e
separacao por coluna cromatografica, da fracdo com 20 % de metanol em acetona, foram

obtidos 698 mg de uma mistura de isbmeros (46 %).

Aspecto fisico: liquido amarelado FM: C;,H,,Ng0,S

MM: 342,42 g.mol™!

IV (Figura LVII, Anexo II); RMN de 'H (Figura LVIII, Anexo II)

RMN de '3C (Figura LIX, Anexo II); ESI - MS (Figura LXI, Anexo II): Os dados

encontram-se na Tabela 6, na pagina 55.

4.4.2.3 - Preparacao de 1,7-bis-[1-(2-hidroxietil)-1H-tetrazol-5-il]-4-
tia-heptano (11)

— — v A\
N<NJ\NSMN>“ T N<NQJ/\/\/ SV\/\L)N> N

Seguindo-se o procedimento geral descrito no item 4.4.2.1 reagiram-se 2,5 g (9,8 mmol) de 4
em 15 mL de agua com 735 mg (18,4 mmol) de hidréxido de sodio e 1,46 mL de 1-cloroetanol.
ApOs 48h de reacdo, tratamento similar da mistura reacional como descrito acima e separagao

por coluna cromatografica, da fracdo com 20 % de metanol em acetona foram obtidos 790 mg
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de uma mistura de isbmeros e da fragdo com 30 % de metanol em acetona foram obtidos 890

mg de um produto tri-alquilado.

Aspecto fisico: liquido amarelado FM: C;,H,,Ng0,S

MM: 342,42 g.mol™!

IV (Figura LXII, Anexo II); RMN de 'H (Figura LXIII, Anexo II)

RMN de '3C (Figura LXIV, Anexo II); ESI — MS (Figura LXVII, Anexo II): Os dados

encontram-se na Tabela 6 , na pagina 55.

4.4.2.4 - Preparacao de 1,7-bis-[1-(3-hidroxipropil)-1H-tetrazol-5-il]-
5-tia-heptano (12)

N—_
N— HN—N //

o A
N/< )k/stN>N _’ N\N/K/\/ SV\//\L)} N

Seguindo-se o procedimento geral descrito no item 4.4.2.1 reagiram-se 1,0 g (4,4 mmol)c de 3
em 5 mL de agua com 460 mg (11 mmol) de hidréxido de soédio e 1,47 mL de 1-cloro-3-
propanol. Apds 24h de reacdo, tratamento similar da mistura reacional como descrito acima e
separacao por coluna cromatografica da fragdo com 100 % de acetato de etila foram obtidos

698 mg de um liquido amarelado (46 % de rendimento).

Aspecto fisico: liquido amarelado FM: C;,H,,Ng0,S

MM: 342,42 g.mol™!

IV (Figura LXVIII, Anexo II); RMN de 'H (Figura LXIX, Anexo II)

RMN de !3C (Figura LXX, Anexo II); ESI - MS (Figura LXXII, Anexo II): Os dados

encontram-se na Tabela 6, na pagina 55.
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4.4.3 - Sintese de complexos de Platina:

4.4.3.1 - Preparacio de Eter bis-(2-cloroetil) etilico (31)

NN - NN
HO OH py cl cl
Em um baldo monotubulado de 250 mL, sobre banho de gelo, foram colocados 13,27 g (125
mmol) de dietilenoglicol em 23 mL de piridina recém-destilada. Adicionaram-se lentamente
22 mL (303 mmol) de cloreto de tionila recém-destilado. A mistura foi mantida a refluxo por
3 h, apos resfriamento, o produto foi extraido com éter dietilico (3 x 100 mL). O extrato etilico
obtido foi neutralizado com bicarbonato de sddio, secado com sulfato de sddio anidro, filtrado e

evaporado, obtendo-se assim 14,22 g de um liquido pouco viscoso (80 % de rendimento).

Aspecto fisico: liquido transparente FM: CcHgClL0

MM: 143,01 g.mol™*

IV (Figura LXXXII, Anexo II); RMN de 'H (Figura LXXXIII, Anexo II); RMN de '3C
(Figura LXXXIV, Anexo II): Os dados encontram-se na Tabela 8, na pagina 61 e na Tabela
II do Anexo I.

4.4.3.2 - Preparacao de 1,7-dicloro-3-tia-heptano (33)

/\/\ Na,S /\/\ /\/\
Cl Br - Cl S Cl

Em um baldo monotubulado de 500 mL, dotado de agitacdo magnética e condensador de
refluxo, contendo uma solugdao de 1-bromo-3-cloropropano (15 g, 96 mmol) em etanol (83 mL)
adicionou-se sulfeto de sédio nonahidratado (13,7 g, 46,2 mmol) em 40 mL de agua. Apos 18 h
de refuxo, remocdo do etanol, extragdo com cloroférmio (3 x 100 mL), secagem com sulfato de
sodio anidro, retirada do solvente a pressdo reduzida e secagem em dessecador contendo
pentdéxido de fésforo, foram obtidos 8,21 g de um liquido levemente amarelado que foi destilado

a pressao reduzida obtendo-se 6,72 g (78 % de rendimento).
Aspecto fisico: liquido translicido FM: CcH5ClLS
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MM: 187,13 g.mol*

IV (Figura LXXXV, Anexo II); RMN de 'H (Figura LXXXVI, Anexo II); RMN de 3C
(Figura LXXXVII, Anexo II): Os dados encontram-se na Tabela 8, na pagina 61 e na Tabela
II do Anexo I.

4.4.3.3 - Preparacao de de 1,7-dicloro-3-bis-oxatia-heptano (34)

ﬁ
ﬁ

(o}

CI/\/\S/\/\CI H,0, N CI/\/\

Acido acético glacial

NN

Em um baldo monotubulado de 500 mL acoplado a condensador para refluxo, dotado de
agitagdo magnética e sobre banho de gelo, colocaram-se 20,0 g (107 mmol) de 33
adicionaram-se 200 mL (3,3 mol) de acido acético glacial. Adicionou-se durante 45 minutos
60 mL (530 mmol) de perdéxido de hidrogénio (30 %). Agitou-se por 20 h, o sélido precipitado
foi filtrado apds 24 h de cristalizacdo na geladeira e secado no dessecador contendo P,0s
(72,5 %). O sdlido é insoluvel em todos os solventes que tinhamos para anaise de RMN e por

isso, a rota foi modificada.

Aspecto fisico: solido branco Ponto de fusdo: 120-123 °C.

4.4.3.4 - Preparacao de sulfeto de 3,3'-Tio-bis-(1-ftalimidopropano)
(35)(Edwards et al., 1990; Tsiakopoulos et al., 2002)

e U NWaFaN DMF ; :N/\/\S/\/\N: \<\

Em um baldo monotubulado de 100 mL acoplado a condensador para refluxo e dotado de
agitagdo magnética foram colocados 7,20 g de (38,5 mmol) de 33, 14,3 g (77,2 mmol) de
ftalimida de potassio (item 4.2.3) e 35 mL de DMF (item 4.2.1), a mistura foi aquecida a
105 °C por 20 h. Apds o refluxo a mistura foi resfriada a temperatura ambiente, diluida em
cloroférmio (100 mL), o extrato orgénico foi lavado com 100 mL de solucdo de hidrdxido de
sodio (2 N) e solugdo saturada com cloreto de sddio (3 x 100 mL); entdo a fase aquosa foi
extraida com cloroférmio (2 x 100 mL). As fases organicas foram misturadas, secadas com

sulfato de sodio anidro, evaporadas a pressdo reduzida, o solido obtido foi solubilizado em uma
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mistura de 1:5 éter/metanol para purificacdo final por recristalizacdo, filtrado e secado em
dessecador contendo P,0s. Foram obtidos 11,9 g de um sélido branco (75 % de rendimento).
Aspecto fisico: solido branco Ponto de fusdo: 89-91 °C.

FM: Cy,H,oN>,04S MM: 408,47 g.mOl_l

IV (Figura LXXXVIII, Anexo II); RMN de 'H (Figura LXXXIX, Anexo II); RMN de '3C
(Figura XC, Anexo II); ESI - MS (Figura XCII, Anexo II): Os dados encontram-se na

Tabela 8, na pagina 61 e na Tabela II do Anexo I encontram-se os valores comparativos de
RMN 'H e *3C.

4.4.3.5 - Preparacao de 3,3'-dioxatia-bis-(1-ftalimidopropano) (36)

o
o
o |
” DMF N/\/\S/\/\N
o >SN, — & I
| o
° o o

Seguindo-se o procedimento geral descrito em_4.4.3.4 reagiram-se 2,1 g (9,6 mmol) de 34
com 3,6 g de ftalimida de potassio (item 4.2.3) em 3,6 g (19,4 mmol) em 10 mL de DMF

(e}

(item 4.2.1). Aqueceu-se a 110 °C por 48 h. Repetiram-se os mesmos procedimentos de
elaboragdo do item 4.4.3.4 obtendo-se um sdlido branco, pouco solivel em solventes

organicos. A analise por ESI-MS deste produto mostrou uma massa diferente da esperada.

o o

Em um baldo monotubulado de 100 mL, dotado de agitagdo magnética, sobre banho de gelo,
foram colocados 1,73 g (3,9 mmol) de 35, 7,88 mL (130 mmol) de acido acético glacial
2,36 mL (20 mmol) de perdxido de hidrogénio 30%. Agitou-se a temperatura ambiente por 24
h. O sdlido obtido foi filtrado e lavado com agua (3 x 50 mL). Apds secagem no dessecados
com P,0s foram obtidos 1,55 g de um soélido branco (83 %) de rendimento.

Aspecto fisico: solido branco Ponto de fusdo: 155-156 °C.

FM: C,; H,oN>O0gS MM: 440,47 g.l'nOl_1

IV (Figura XCIII, Anexo II); RMN de 'H (Figura XCIV, Anexo II); RMN de 3C (Figura
XCV, Anexo II); ESI - MS (Figura XCVII, Anexo II): Os dados encontram-se na Tabela 8,
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na pagina 61 e na Tabela II do Anexo I encontram-se os valores comparativos de RMN 'H e
13
C.

4.4.3.6 - Preparacao de 3,3'-oxa-bis(1-ftalimidoetano) (37)

PN DMF, PhtK N/\/O\/\N
cl cl E— \ /

Seguindo-se o procedimento geral descrito em_4.4.3.4 reagiram-se 5,5 g de (38,5 mmol) de
31, 14,3 g (77,2 mmol) de ftalimida de potassio (item 4.2.3) e 35 mL de DMF (item 4.2.1), a
mistura foi aquecida a 105 °C por 20 h. Apds refluxo a mistura foi resfriada a temperatura
ambiente, diluida em cloroférmio, lavada com 100 mL solugdo de hidréxido de sodio (2 N) e
solucdo saturada com cloreto de sddio (3 x 100 mL), repetiu-se esta extracdo por duas vezes.
Secou-se a fase organica com sulfato de sddio anidro, evaporou-se o solvente a pressao
reduzida e triturou-se o sodio obtido em éter etilico e repousou-se no freezer por 18 h. Apds

filtracdo e secagem, foram obtios 11,1 g de um sélido branco (80 % de rendimento).
Aspecto fisico: solido branco Ponto de fusdo: 151-157 °C.
FM: CyoH16N>05 MM: 364,35 g.mOl_l

IV (Figura XCVIII, Anexo II); RMN de 'H (Figura XCIX, Anexo II); RMN de '3C (Figura
C, Anexo II); ESI - MS (Figura CII, Anexo II): Os dados encontram-se na Tabela 8, na

pagina 61 e na Tabela II do Anexo I encontram-se os valores comparativos de RMN 'H e 3C.

4.4.3.7 - Preparacao de Hidrocloreto de 1,5-diftaloil-3-dietilenotriamina
(38)

(e}
H N
2
N /\/ \/\
CI/\/_CI\/\C' N .Cl N
(e} (e}

Em um baldo monotubulado de 500 mL, dotado de agitacdo magnética e acoplado a
condensador para refluxo, foram colocados 10,3 g (57,7 mmol) de hidrocloreto de 2,2’-
dicloroetilamina, 32, 37,7 g (203,5 mmol) de ftalimida de potassio (item 4.2.3) em 125 mL de
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DMF (item 4.2.1). Aqueceu-se entre 90-110 °C por 24 h, com a solugdo ainda quente
derramou-se lentamente 125 mL de agua gelada, 125 g de gelo e 12,5 g de carbonato de
potassio. Apds 1 h de agitagcdo o precipitado foi filtrado a pressdo reduzida, lavado com agua
gelada. O sodlido foi entdo dissolvido em cloroférmio e o excesso de ftalimida foi retirado
lavando-se uma vez mais com 100 mL de agua e trés vezes com 100 mL de dgua saturada com
cloreto de sddio. A fase organica foi secada com sulfato de sddio, filtrada e evaporada. O sdlido
rosaceo obtido foi secado em dessecador na presenca de P,0s, foram obtidos 13,9 g (66 %

rendimento).

Aspecto fisico: solido rosa Ponto de fusdo: 172-177 °C.

FM: CyoH;5CIN;O, MM: 399,83 g.mol™*

IV (Figura CIII, Anexo II); RMN de 'H (Figura CIV, Anexo II); RMN de !3C (Figura CV,

Anexo II); ESI - MS (Figura CVII, Anexo II): Os dados encontram-se na Tabela 8, na

pagina 61 e na Tabela II do Anexo I encontram-se os valores comparativos de RMN 'H e *3C.

4.4.3.8 - Preparacao de 1,7-diamino-4-tia-heptano (22) (Edwards et al.,
1990; Tsiakopoulos et al., 2002)

o [e]
N/\/\S/\/\N NH,NH,.H,0 /\/\ /\/\
B ———————————— H,N S NH,
MeOH
[ o)

Uma suspensao contendo 2,7 g (6,6 mmol) de 35 em 15 mL de metanol e 825 pL de
monohidrato de hidrazina foi aquecida a refluxo por 1 h. O sélido obtido foi filtrado, a solucdo
filtrada foi evaporada a pressao reduzida e desta obteve-se o produto planejado na forma de
um liquido amarelado bem viscoso (470 mg - 48% de rendimento), cujo espectro de massas

apresenta a massa do produto esperado, mas o espectro de RMN ficou com sinais desdobrados.

FM: CgHgN,S MM: 148,27 g.mol*
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4.4.3.9 - Preparacao de di-hidrocloreto de 1,7-diamino-4-tia-heptano
(22)(Edwards et al., 1990)

o) o
N/\/\S/\/\N NH NHy H,0
- . HQN/\/\S/\/\NHZ
. 2HCI
o o

Em um baldo monotubulado de 250 mL acoplado a condensador para refluxo e dotado de
agitagdo magnética foram colocados 2,7 g (6,6 mmol) de bisftalimida e 825 yL (13,2 mmol) de
hidrato de hidrazina em 15 mL de metanol. A mistura foi aquecida por 20 h, o solvente foi
retirado a pressao reduzida, ao sélido obtido foram adicionados 20 mL de metanol, 20 mL de
agua e 40 mL de acido cloridrico concentrado, refluxou-se por 3 h. A mistura foi resfriada,
filtrada, a solucdo foi concentrada a pressdo reduzida e desta foi obtido um liquido amarelo

extremamente viscoso (1,24 g, 85 % de rendimento).

Aspecto fisico: liquido amarelado

FM: CgH5CIoNSS MM: 221,19 g.mol™*

IV (Figura LXXIII, Anexo II); RMN de 'H (Figura LXXIV, Anexo II); RMN de '3C (Figura
LXXV, Anexo II); ESI — MS (Figura LXXVII, Anexo II): Os dados encontram-se na Tabela

8, na pagina 61 e na Tabela II do Anexo I encontram-se os valores comparativos de RMN 'H

e 13C.

4.4.3.10 - Preparacao de di-hidrocloreto de 1,7-diamino-4-bisoxatia-
heptano (24) (Edwards et al., 1990)

(e} (e}
(0]
N ﬁ N PN Fot HZN/\/\S/\/\NH2
o] MeOH I
o o O 2HcCI

Seguindo-se o procedimento geral 4.4.3.9 reagiram-se 0,5 g (1,0 mmol) de bisftalimida com
825 pL (13,2 mmol) de hidrato de hidrazina em 15 mL de metanol. Seguiram-se todos os
procedimentos descritos no item mencionado. Um liquido amarelado (200 mg-79 %) foi obtido.
FM: C¢H;g CIoN,05S MM: 253,19 g.mol™!
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IV (Figura LXXVIII, Anexo II); RMN de 'H (Figura LXXIX, Anexo II); RMN de 3C
(Figura LXXX, Anexo II); ESI - MS (Figura LXXXI, Anexo II): Os dados encontram-se na
Tabela 8, na pagina 61 e na Tabela II do Anexo I encontram-se os valores comparativos de
RMN 'H e 3C.

4.4.3.11- Preparacao de di-hidrocloreto de 1,5-diamino-3-oxa-pentano
(39)

N/\/o\/\N HCl
\ / HZN/\/O\/\NHZ
. 2HCI

Seguindo-se o procedimento geral 4.4.3.9 reagiram-se 2,4 g (6,6 mmol) de bisftalimida com
825 pL (13,2 mmol) de hidrato de hidrazina em 15 mL de metanol. Foram realizados todos os
procedimentos seguintes prescritos no item mencionado. O sodlido amarelo obtido foi
recristalizado em uma mistura 1:1 de isopropanol e agua, desta maneira foram obtidos 712 mg

(61 %) de um solido branco bastante higroscépico.

Aspecto fisico: solido branco Ponto de fusdo: 100-112 °C
FM: C,H4CI,N,0 MM: 177,07 g.mol*!
IV (Figura CVIII, Anexo II); RMN de 'H (Figura CIX, Anexo II); RMN de '3C (Figura CX,

Anexo II); ESI - MS (Figura CXII, Anexo II): Os dados encontram-se na Tabela 8, na

pagina 61 e na Tabela II do Anexo I encontram-se os valores comparativos de RMN 'H e *3C.

4.4.3.12 - Preparacao de Tris-hidrocloreto de 1,5-diamino-3-aza-

pentano (40)

(@] H (@]
N H
N/\/ \/\N ., 9y N/\/N\/\NH
HCl 2 2
.3 HCI
(@] (@]

Uma suspensdo contendo 2,00 g (5,00 mmol) de bis-ftalimida 38 em 11 mL de solugdo de
acido cloridrico (6 M) foi refluxada por 72 h. A mistura foi deixada por 1 noite, foi entdo filtrada

a pressao reduzida e lavada quatro vezes com 5 mL de solugdo de HCI (6 M). Apds evaporagao
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da solugao, secagem em dessecador contendo P,Os e filtracdo foram obtidos 872 mg (82 % de
rendimento) de um sélido amarelado.

Aspecto fisico: solido branco Ponto de fusdo: 199-200 °C

FM: C4HcCI3N3 MM: 212,55 g.mol!

IV (Figura CXIII, Anexo II); RMN de 'H (Figura CXIV, Anexo II); RMN de !3C (Figura
CXV, Anexo II); ESI - MS (Figura CXVII, Anexo II): Os dados encontram-se na Tabela 8,

na pagina 61 e na Tabela II do Anexo I encontram-se os valores comparativos de RMN 'H e
13
C.

4.4.3.13 - Preparacao de 1,9-diamino-propil-5-sulfanil-cloro-platina
(41)

KoPtCl, + _NH,

ZN/\/\S/\/\NHZ I Pt—CI
NH2

Em um baldo monotublado de 10 mL dotado de agitagdo magnética preparou-se uma solucdo

contendo 0,2 g de K,PtCl, (0,48 mmol) e 5 mL de agua. Adicionou-se, lentamente (durante 2 h)

sobre a mesma uma solucao contendo 71 mg (0,48 mmol) de diamina em 2,5 mL de metanol e

2,5 mL de agua. Apds mais 2 h de agitagdo a mistura ficou em repouso na geladeira por 18 h;

apos filtracdo e secagem foram obtidos 201 mg de um sdlido amarelo claro (82 % de

rendimento).

Aspecto fisico: solido amarelo claro Ponto de fusdo: 179-180 °C.

FM: C¢HcCIN, PtS MM: 378,8 g.mol!
A discussao dos dados espectrais encontra-se na pagina 63 desta tese.

IV (Figura CXVIII, Anexo II); RMN de 'H (Figura CXIX, Anexo II) RMN de *3C (Figura
CXX, Anexo II)
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4.4.4 - Sinteses de derivados furanico Bis-tioureido-substituidos

4.4.4.1 - Preparacao de L-Hidroximetil-5-furano-2-carboxialdeido (45)

(@]
O
OH
DOWEX 50%2400
T\
isobutilmetilcetona, 50

Em um baldo bitubulado de 1, 00 L, acoplado a condensador para refluxo e com agitacao
magnética, colocaram-se 12,5 g (69,40 mmol) de frutose e 7,00 mL de agua destilada.
Adicionaram-se 46,9 g de resina DOWEX® e 500 mL de isobutilmetilcetona. A mistura foi
refluxada e, a cada 2 horas de reagdo, a fase organica foi recolhida, seca com sulfato de sddio
anidro, filtrada e evaporada. O produto obtido nesta etapa foi submetido a purificacdo por
cromatografia em coluna com alumina neutra (26 g) e cloroférmio como eluente. Obtiveram-se

3,024 g (35%) de um sdlido cor-de laranja com ponto de fus&o de 37-39 °C.
Aspecto fisico: Sdélido Laranja PF: 37-39 °C. FM: CcHgOs3
MM: 126,1 g.mol™*

IV (Figura CXXIV, Anexo II); RMN de 'H (Figura CXXV, Anexo II); RMN de '3C (Figura
CXXVI, Anexo II): Os dados encontram-se na Tabela 10, na pagina 69 e na Tabela III do

Anexo I encontram-se os valores comparativos de RMN 'H e 3C.

4.4.4.2 - Preparacao de 2,5-bis-hidroximetil-furano (47) e 1,3-bis-[2-
(5-hidroximetil)-furanil]-2-oxa-propano (48)

AT S D i
NaBH,
H
\ / EtOH
Em um baldo tritubulado de 250 mL, acoplado a condensador para refluxo e agitacao
magnética, colocaram-se 2,25 g (17,86 mmol) de L-Hidroximetil-5-furano-2-carboxialdeido 45
e 100 mL de etanol seco. Adicionou-se 0,56 g (14,74 mmol) de NaBH, agitou-se a temperatura
ambiente por 48 h. A mistura foi adicionado &cido cloridrico concentrado até pH=2 e em
seguida ela foi imediatamente neutralizada com solugdo de bicarbonato de sédio e filtrada. A

solucdo secada com sulfato de sédio anidro, filtrada novamente e o solvente foi evaporado, com
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a adicdo a mistura de cloroférmio fervente ocorre instantanea cristalizagdo gerando, apés
filtracdo e secagem, 0,525g (53 %) de 2,5-furanometanol 47. Apds 72 h de cristalizacdo da
solucdo filtrada anteriormente, ocorre outra cristalizacdo, da qual apds filtracdo e secagem
obtém-se 0,893 g (47 %) do dimero 48.

Aspecto fisico: Sélidos branco PF(41): 57-59 °C PF(42): 68-70 °C
FM(41): C¢HgOs MM (41): 128,1 g.mol™!

IV (Figura CXXVIII, Anexo II); RMN de 'H (Figura CXXIX, Anexo II); RMN de '3C
(Figura CXXX, Anexo II): Os dados encontram-se na Tabela 10, na pagina 69

FM(42): C;-H1,05 MM (42): 238,2 g.mol™!

IV (Figura CXXXII, Anexo II); RMN de 'H (Figura CXXXIII, Anexo II); RMN de '3C
(Figura CXXXIV, Anexo II): Os dados encontram-se na Tabela 10, na pagina 69 e na

Tabela III do Anexo I encontram-se os valores comparativos de RMN 'H e 3C.

4.4.4.3 - Preparacao de 2,5-bis-[S-tioureidometil]-furano(51) (Timko et
al., 1977)

Primeira Etapa: Preparacao de 2,5-bis-clorometil-furano (49)
o) cocl, o)
HO/\MOH o /\MQ
Lutidina, AcOEt

Em um baldo monotubulado de 100 mL, dotado de agitagdo magnética, colocou-se 130 mg

(1,0 mmol) de 47 em 0,3 mL (2,5 mmol) de lutidina. Adicionou-se, lentamente, 0,20 mL (2,5
mmol) de cloreto de tionila (recém-destilado) diluido em 1,50 mL de acetato de etila. Apds 1 h
de agitacdo obteve-se uma mistura alaranjada. Acompanhou-se a reagao por CCD, tendo como
eluente acetato de etila (r.f. do reagente = 0,85 r.f. do produto = 0,23). Apds o tempo de
mistura, adicionaram-se 10,0 mL de agua e extraiu-se a fase aquosa formada com 10,0 mL de

hexano e este extrato orgéanico foi reservado para uso imediato na proxima etapa.

Segunda Etapa: Obtencdo de 2,5-bis-[S-tioureidometil]-furano(51)
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O, /u\ Cl NH;

al HoN NH;

\ / : )J\ 0 cl
2. H,0, EtOH, " s

Em um baldo monotubulado de 50 mL, dotado de agitacdo magnética, solubilizaram-se 155 mg
(2,0 mmol) de tioureia em 1,00 mL de dgua e 1,0 mL de etanol. Adicionou-se, sobre esta
mistura, a fase organica obtida na etapa anterior com o di-haleto 49 bruto. As fases ficam
separadas, no entanto, a coloracdo da fase aquosa fica amarelada enquanto a fase organica fica
transparente. Entdo, agitou-se por 1 h e separaram-se as fases obtidas na mistura reacional.
Solubilizou-se a fase aquosa em metanol e evaporou-se em pressao reduzida. Ressolubilizou-se
em metanol e aguardou-se 72 h para cristalizacao da tioureia, filtrou-se em membrana milipore

obtendo-se obtendo-se 121 mg (38%) de um liquido amarelo extremamente viscoso.
Aspecto fisico: liquido amarelado FM: CgH14CI,N,0OS,
MM: 317,3 g.mol?

IV (Figura CXXXVI, Anexo II); RMN de 'H (Figura CXXXVII, Anexo II); RMN de '3C
(Figura CXXXVIII, Anexo II); ESI — MS (Figura CXL, Anexo II): Os dados encontram-se
na Tabela 10, na pagina 69 e na Tabela III do Anexo I encontram-se os valores

comparativos de RMN 'H e 3C.

4.4.4.4 - Preparacao de 2,5-bis-[N,N-dimetil-S-tioureidometil]-furano
(53)

o) 1. Lutidina, AcOEt, SOCI, c] NHCH,

HO NHCH,
\ / OH o cl
2. H0, EtOH, H.CHN S
H;CHN S \ / S NHCH,
NHCH,

Seguindo-se o procedimento geral descrito no item 4.3.3.3 repetiu-se a primeira etapa com as
seguintes quantidades: 130 mg de 47, 0,3 mL de lutidina e 0,2 mL de SOCl, em 1,5 mL de
acetato de etila. Apds adigdo de agua e hexano separou-se a fase organica. Diluiu-se 0,23g
(2,23 mmol) de 1,3-dimetil-tioureia em 1,00 mL de agua e 1,00 mL de etanol. Repetindo-se os
mesmos procedimentos de reacdo e extragdo foram obtidos 182 mg (52 %) de um liquido

VisSCoso.

Aspecto fisico: liquido amarelado FM: C;,H>,CI,N,0S,
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MM: 373,4 g.mol™!

IV (Figura CXLI, Anexo II);RMN de 'H (Figura CXLII, Anexo II); RMN de '3C (Figura
CXLIII, Anexo II); ESI — MS (Figura CXLV, Anexo II): Os dados encontram-se na Tabela
10, na pagina 69 e na Tabela III do Anexo I encontram-se os valores comparativos de RMN
1 13

He ~C.

4.4.4.5 - Preparacao de 1,3-bis-[2-(S-tioureidometil)-5-furanil]-2-oxa-
propano (54)

Primeira Etapa: Preparacao de 1,3-bis-[2-(clorometil)-5-furanil]-2-oxa-propano (50)

HOWoWOH soch C.A@onc.

Lutidina, AcOEt

Seguindo-se o procedimento geral descrito no item 4.3.3.3 repetiu-se a primeira etapa com as
seguintes quantidades: 50,0 mg (2,1 mmol) de 48, 1,20 mL (10 mmol) de lutidina e 0,80 mL

(10 mmol) de SOCl, em 2,5 mL de acetato de etila A fase organica foi imediatamente utilizada.

Segunda Etapa: Obtencao de 1,3-bis-[2-(S-tioureidometil)-5-furanil]-2-oxa-propano

(54)
(o) o A cl NH,
CI/\(J/\O \ cl _ HN s ° 0, )kCI
/ H,0, EtOH ’ \ / 0/\E>/\S NH,
Seguindo-se o procedimento geral descrito no item 4.3.3.3 repetiu-se a segunda etapa com as
seguintes quantidades: se 0,65 g (8,60 mmol) de tioureia em 2,00 mL de agua e 4,00 mL de

etanol. Repetindo-se os mesmos procedimentos de extracdao, foram obtidos 510 mg (57 %) de

um liquido amarelo extremamente viscoso.

Aspecto fisico: liquido amarelado FM: C,4H50CI.N4,05S,

MM: 427,4 g.mol!

IV (Figura CXLVI, Anexo II); RMN de 'H (Figura CXLVII, Anexo II); RMN de '3C (Figura
CXLVIII, Anexo II); ESI - MS (Figura CL, Anexo II): Os dados encontram-se na Tabela
10, na pagina 69 e na Tabela III do Anexo I encontram-se os valores comparativos de RMN
'H e 3C.
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4.4.4.6 - Preparacao de 1,3-bis-[2-((N-metil)-S-tioureido-metil)-5-
furanil]-2-oxa-propano (55)

NH,
NH,

1. Lutidina, AcOEt, SOGI ClI
O o Cl
H,CHN S o)
2. HZO EtOH, \ / \ / s NHCH,

NHCH,

Seguindo-se o procedimento geral descrito no item 4.3.3.3 repetiu-se a primeira etapa com as
mesmas quantidades. Adicionou-se 0,783g (8,7mmol) de 1-metil-2-tioureia em 3,00 mL de
agua e 4,00 mL de etanol . Repetindo-se os mesmos procedimentos de reagdo e extragdo

foram obtidos 900 mg (94%) de um liquido viscoso.

Aspecto fisico: liquido amarelado FM: C;cH»4CI.N405S,

MM: 455,4 g.mol!

IV (Figura CLI, Anexo II); RMN de 'H (Figura CLII, Anexo II); RMN de 3C (Figura
CLIII, Anexo II); ESI - MS (Figura CLV, Anexo II): Os dados encontram-se na Tabela 10,

na pagina 69 e na Tabela III do Anexo I encontram-se os valores comparativos de RMN 'H e
13
C.

4.4.4.7- Preparacao de 1,3-bis-[2-((N,N-dimetil)-S-tioureido-metil)-5-
furanil]-2-oxa-propano (56)

NHCH;
1. Lutidina, AcOEt, SOQI Cl NHCHg
0, o cl
T o s o
2. H,0, EtOH, \ / \ s NHCH,
HaCHN /

NHCH,

Seguindo-se o procedimento geral descrito no item 4.3.3.3 repetiu-se a primeira etapa com as
mesmas quantidades. Apds adicdo de 0,905g (8,7mmol) de 1,3-dimetil-2-tioureia em 3,00 mL
de agua e 4,00 mL de etanol e repetindo-se os mesmos procedimentos de reagdo e extragdo
foram obtidos 585 mg de um liquido viscoso (rendimento de 56 %).

Aspecto fisico: liquido amarelado FM: C;gH»5CI.N4,05S,

MM: 483,5 g.mol!

IV (Figura CLVI, Anexo II); RMN de 'H (Figura CLVII, Anexo II); RMN de 3C (Figura
CLVIII, Anexo II); ESI - MS (Figura CLX, Anexo II): Os dados encontram-se na Tabela
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10, na pagina 69 e na Tabela III do Anexo I encontram-se os valores comparativos de RMN
1 13
He ~°C.

4.4.5 - Sinteses de Hidrazidas

4.4.5.1 - Preparacao de acido tioglicélico ou tio-bis-acético (63)

O  NaOH/HO © ©

Cl

NapS
OH OH OH
Em um baldo monotubulado de 100 mL, dotado de agitagdo magnética, foram adicionados 15 g
(160 mmol) de acido cloro-acético e 20 mL de agua, adicionaram-se, lentamente, 35 mL (160
mmol) de solucao NaOH (18%) e agitou-se por 20 minutos. Esta mistura foi adicionada
lentamente sobre uma mistura contendo 19 g (79 mmol) de sulfeto de sddio nonahidratado em
15 mL de agua. A reacgdo foi acompanhada por CCD tendo como eluente acetato de etila em
hexano (7:2). Apds 28 h de agitacdo, acidulou-se a mistura com acido sulfdrico concentrado até
pH = 1, o produto foi extraido em éter (3 x 150 mL) e diclorometano (3 x 150 mL), as fases
organicas foram misturadas, secadas com sulfato de sédio anidro e o solvente foi retirado a

pressao reduzida. Foram obtidos 8,85 g de um sdlido branco (74 % de rendimento).

Aspecto fisico: solido branco PF: 123,5-126,5 °C FM: C4H0,4S

MM: 150,1 g.mol?

IV (Figura CLXI, Anexo II); RMN de 'H (Figura CLXII, Anexo II); RMN de 3C (Figura
CLXIII, Anexo II): Os dados encontram-se na Tabela 11, na pagina 72 e na Tabela IV do

Anexo I encontram-se os valores comparativos de RMN 'H e 3C.

4.4.5.2 - Preparacao de Acido tio-dipropidnico (64)

O O O

/\)L e )k/\ /\)k
E——
cl OH NapS HO s OH

Seguindo-se os mesmos procedimentos descritos no item 4.3.4.1 e utilizando-se as seguintes

quantidades: 20 g de acido cloropropionico (184 mmol), 35 mL de agua, 41 mL (184 mmol) de
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solugdo de NaOH 18 %, 22,5 g de Na,S.9H,0. Utilizando os mesmos eluentes descritos

anteriormente e utilizando os mesmos métodos de elaboragdo, foram obtidos 12,5 g de um

so6lido branco (76 % de rendimento).

Aspecto fisico: solido branco PF: 118-120 °C FM: CcH1004S

MM: 178,2 g.mol!

IV (Figura CLXIV, Anexo II); RMN de 'H (Figura CLXV, Anexo II); RMN de '3C (Figura
CLXVI, Anexo II): Os dados encontram-se na Tabela 11, na pagina 72 e na Tabela IV do

Anexo I encontram-se os valores comparativos de RMN 'H e 3C.
4.4.5.3 - Preparacao de dietiléster do acido tioglicdlico (65)

(@) O
(@) O
Y\S/Y EtOH - HZSOZL Y\S/Y
OH OH OEt OEt

Em um baldo monotubulado de 100 mL, acoplado a condensador para refluxo, foram colocados
2,0 gde 63 (13,5 mmol) em 25,0 mL (259 mmol) de etanol anidro (item 4.2.2) com 0,756 g

(7,7 mmol) de acido sulfurico. Aqueceu-se a mistura em poténcia maxima em micro-ondas
modificado com pulsos de 2 em 2 minutos. Acompanhou-se a reagao por CCD, apds 16 minutos
resfriou-se a mistura até 0 °C e adicionou-se 100 mL de éter etilico, adicionou-se 14 mL de
solucdo supersaturada de bicarbonato de sddio, até pH=7. Extraiu-se com 3 x 100mL de éter
etilico e secou-se sulfato de sédio anidro, obtendo-se 2,08 g de um dleo levemente amarelado

gue foi seco em dessecador contendo pentoxido de fosforo (Rendimento de 75%).

Aspecto fisico: liquido levemente amarelado FM: CgH,,0,4S

MM: 206,2 g.mol™!

IV (Figura CLXVIII, Anexo II); RMN de 'H (Figura CLXIX, Anexo II); RMN de '3C
(Figura CLXX, Anexo II): Os dados encontram-se na Tabela 11, na pagina 72 e na Tabela

IV do Anexo I encontram-se os valores comparativos de RMN 'H e !3C.
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4.4.5.4 - Preparacao de dietiléster do acido tio-bispropionico (66)

O O (0] (e}
)k/\ /\)J\ E— )k/\ /\)J\
_—
HO S OH EtO S OEt

Seguindo-se a metodologia descrita em 4.3.4.3 reagiram-se 2,21 g (12,4 mmol) de 64 em 25,0
mL de etanol anidro (item 4.2.2) com 0,294 g (3,00 mmol) de acido sulflrico. Apds 26
minutos de reagdo e extragdo, obteve-se um dleo amarelado(2,2 g - Rendimento de 70%).
Aspecto fisico: liquido levemente amarelado FM: C,oH1504S

MM: 234,3 g.mol™!

IV (Figura CLXXII, Anexo II); RMN de 'H (Figura CLXXIII, Anexo II); RMN de 3C

(Figura CLXXIV, Anexo II): Os dados encontram-se na Tabela 11, na pagina 72 e na Tabela

IV do Anexo I encontram-se os valores comparativos de RMN H e 13C.

4.4.5.5 - Preparacao de bis-hidrazida do acido tioglicolico (67)(Dabholkar

e Gavande)
0 0
0 0
Y\S/\’/ NH NH,. H,0 ]
MeOH
OEt OEt

NHNH, NHNH,

Em um baldo de 100 mL foram adicionados 1,0 g (4,9 mmol) de 65, 1,068 mL (17,1 mmol) de
hidrato de hidrazina e 50 mL de metanol. Esta mistura foi submetida a sonicacdao por 37
minutos e a reagdo foi acompanhada por CCD tendo como eluente metanol, acetato de etila e
isopropanol (7:2:1). O solvente foi evaporado até ficar com 1/3 do volume inicial e o produto foi
cristalizado por 24 h em geladeira, filtrado e secado. Assim, foram obtidos 726 mg de produto

(93 % de rendimento).

Aspecto fisico: solido transparente PF: 104-106 °C FM: C4H;0 N4O,S

MM: 178,2 g.mol™!

IV (Figura CLXXVI, Anexo II); RMN de 'H (Figura CLXXVII, Anexo II); RMN de 3C
(Figura CLXXVIII, Anexo II); ESI - MS (Figura CLXXIX, Anexo II): Os dados encontram-
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se na Tabela 11, na pagina 72 e na Tabela IV do Anexo I encontram-se os valores

comparativos de RMN 'H e 3C.

4.4.5.6 - Preparacao de bis-hidrazida do acido bis-propionico (68)

(o] (0]
)k/\ /\)J\ NH2NH2 HZO )k/\ /\)J\
MeOH HoNHN S NHNH,

Utilizando os mesmos procedimentos descritos no item 4.3.4.7 e os mesmos métodos de
purificacdo, foram usadas as seguintes quantidades: 1,0 g (4,3 mmol) de 66, 1,068 mL (17,1
mmol) de hidrato de hidrazina, 50 mL de metanol. A mistura foi sonicada por 10 minutos, apos

semelhante elaboracdo, foram obtidos 626 mg de sdlido transparente (71 %).
Aspecto fisico: solido transparente PF: 76,6-79,9 °C FM: C¢Hqs N4OSS
MM: 206,3 g.mol™!

IV (Figura CLXXX, Anexo II); RMN de 'H (Figura CLXXXI, Anexo II); RMN de 3C
(Figura CLXXXII, Anexo II); ESI — MS (Figura CLXXXIV, Anexo II): Os dados encontram-
se na Tabela 11, na pagina 72 e na Tabela IV do Anexo I encontram-se os valores

comparativos de RMN 'H e 13C.
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5 — Resultados e Discussao da Atividade Bioldgica Investigada

5.1 - Estudos de Atividade Antifiingica

Para os estudos de atividade antifingica dos compostos preparados 1-8 (compostos

tetrazédlicos e dinitrilas precursoras), 41 (complexo de platina), 67-68 (hidrazidas) utilizou-se o

protocolo padronizado CLSI (National Committee for Clinical Laboratory Standards) de 2002 e

2008 (Rex et al., 2008), que determina que a concentracdo inibitéria minima (CIM) é

determinada a partir da producdo de reducao de 80 % das colonias em comparacdo com o

controle. A atividade bioldgica dos compostos foi avaliada levando-se em conta a menor

concentragdo em que foram detectadas visualmente a reducao de 80-100% dos fungos

estudados; cabe ressaltar que quanto menor o valor de CIM, maior a atividade farmacoldgica.

As CIMs para colénias de Candida spp. (C. glabrata, C. krusei, C. parapsilosis e C. tropicalis) e

Sacharomyces cerevisae foram determinadas apos 24 h e 48 h de inoculagdo do fungo. Para o

teste com Paracoccidioides brasiliensis foram feitas leituras de trés, cinco e sete dias.

Tabela 13. CIM dos farmacos utilizados como padroes de comparagao

Espécie
omposto C. albicans C. glabrata C. krusei C. parapsilosis C. tropicalis C. dubliniensis
AMB (pg.mL™) 0,25 NI 1,00 0,5 1,00 NC
(mol.L'Y) (2,71.107) (1,08.10°) (5,41.107) (1,08.10°)
FLC (pg.mL™?) 1,95 1,00 1,00 0,9 16 NC
(mol.L!) (6,37.10°) (3,27.10) (3,27.10) (2,94.10) (5,23.10)
Espécie P. brasiliensis | P. brasiliensis P.brasiliensis 18 P.brasiliensis A. flavus A. Clavatus
01 MGO5 1017
Composto
AMB (pg.mL™) NI NI NI NI 1,00 0,25
(mol.L'") (1,08.10°) (2,71.107)
FLC (pg.mL™?) 4 8 8 8 >128 >128
(mol.L'Y) (1,31.10%) (2,61.10°) (2,61.107) (2,61.107) (4,2.10 (4,2.10)
Espécie A.niger A. fumigatus A. fumigatus IC A. tamarii C. neoformans C. gatti
omposto
AMB (pg.mL™) 1,00 1,00 0,25 0,25 NI NI
(mol.L'") (1,08.10°) (1,08.10°) (2,71.107) (2,71.107)
FLC (pg.mL™?) >128 >128 >128 >128 1,00 NI
(mol.L'Y) (4,2.10) (4,2.10) (4,2.10%) (4,2.10%) (6,54.10°)
Espécie S. cerevisae S. schenkii
omposto
AMB (pg.mL™) NI NI
(mol.L?)
FLC (pg.mL™?) 1,00 1,00
(mol.L'") (6,54.10°) (6,54.10°)

* NI: ndo inibe ; AMB: Anfotericina B; FLC: Fluconazol
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Tabela 14. Concentragao inibitéria minima (CIMgo.190) dos compostos 1-8.

Composto/ 1 2 3 4 5 6 7 8
CIM pg.mL™ pug.mL™ pg.mL™ pg.mL™ pug.mL* pg.mL™ pug.mL™ pg.mL™
Espécie | (mol.L?) (mol.L?) (mol.L?) (mol.L?) (mol.L*) | (mol.L'?) (mol.L) (mol.L?)
C. albicans 128 128 128 128 N.C. N.C. N.C. 128
(9,14.10%) (7,62.10%) (5,66.10%) | (5,04.10%) (4,48.10%)
C. glabrata >256 >256 >256 >256 >256 >256 >256 >256
(1,83.1073) (1,52.1073) (1,13.10%) | (1,01.103) | (1,01.10%) | (1,06.107) | (9,92.10%) | (8,95.10™)
C. krusei 64 128 128 128 >256 >256 256 128
(4,57.10%) (7,62.10%) (5,66.10%) | (5,04.10%) | (1,01.10%) | (1,06.1073) | (9,92.10®) | (4,48.10%)
C. parapsilosis 128 128 128 128 >256 >256 >256 128
(9,14.10%) (7,62.10%) (5,66.10%) | (5,04.10%) | (1,01.10%) | (1,06.107) | (9,92.10%) | (4,48.10™%)
C. tropicalis 64 128 64 64 >256 >256 >256 64
(4,57.10%) (7,62.10%) (2,83.10%) | (2,52.10%) | (1,01.10%) | (1,06.1073) | (9,92.10®) | (2,24.10%)
C. dubliniensis N.C. N.C. N.C. N.C. NE NE NE N.C.
P. brasiliensis 01 64 64 64 64 NE NE NE 64
(4,57.10%) (3,81.10%) (2,83.10%) | (2,52.10%) (2,24.10%)
P. brasiliensis 64 64 64 64 NE NE NE 64
MGO5 (4,57.10%) (3,81.10%) (2,83.10%) | (2,52.10%) (2,24.10%)
P. brasiliensis 18 64 64 64 64 NE NE NE 64
(4,57.10%) (3,81.10%) (2,83.10%) | (2,52.10%) (2,24.10%)
P. brasiliensis 64 64 64 64 NE NE NE 64
1017 (4,57.10%) (3,81.10%) (2,83.10%) | (2,52.10%) (2,24.10%)
A. flavus >256 >256 >256 >256 >256 >256 >256 >256
(1,83.10%) | (1,52.10%) | (1,13.10%) | (1,01.103) | (1,06.103) | (9,48.10%) | (9,92.10%) | (8,95.10™)
A. clavatus >256 >256 256 256 >256 >256 256 256
(1,83.107) (1,52.1073) (1,13.10%) | (1,01.103) | (1,06.103) | (9,48.10%) | (9,92.10%) | (8,95.10™)
A. Niger >256 >256 256 256 >256 >256 256 256
(1,83.1073) (1,52.1073) (1,13.10%) | (1,01.103) | (1,06.103) | (9,48.10%) | (9,92.10%) | (8,95.10™)
A. fumigatus >256 >256 >256 >256 >256 >256 >256 >256
(1,83.1073) (1,52.1073) (1,13.10°) | (1,01.103) | (1,06.10%) | (9,48.10%) | (9,92.10™) | (8,95.10%)
A. fumigatus IC >256 >256 >256 >256 >256 >256 >256 >256
(1,83.1073) (1,52.1073) (1,13.10%) | (1,01.103) | (1,06.103) | (9,48.10%) | (9,92.10%) | (8,95.10™)
A. tamarii >256 >256 >256 >256 >256 >256 >256 >256
(1,83.1073) (1,52.1073) (1,13.10%) | (1,01.103) | (1,06.10%) | (9,48.10%) | (9,92.10®) | (8,95.10%)
C. neoformans >256 >256 >256 >256 NE NE NE NE
(1,83.1073) (1,52.1073) (1,13.10%) | (1,01.103)
C. Gatti >256 >256 >256 >256 128 >256 >256 >256
(1,83.1073) (1,52.1073) (1,13.10%) | (1,01.103) | (5,29.10%) | (9,48.10%) | (9,92.10%) | (8,95.10™%)
S. cerevisae >256 >256 >256 >256 >256 >256 >256 >256
(1,83.1073) (1,52.1073) (1,13.10°) | (1,01.103) | (1,06.10%) | (9,48.10%) | (9,92.10®) | (8,95.10%)
S .schenkii >256 >256 >256 >256 >256 >256 >256 >256
(1,83.107) (1,52.107) (1,13.10%) | (1,01.103) | (1,06.103) | (9,48.10%) | (9,92.10%) | (8,95.10™)

* N.E.=ndo efetuado ainda, experimentos em andamento, N.C.= N&o houve crescimento no controle
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Para Aspergilus spp. (A. flavus, A. clavatus, A. niger, A. fumigatus, A. fumigatus clinico, A.
tamarii) foi feita uma leitura apds 48 h de inoculagdo do fungo. Para determinacdo de CIM para
Cryptococcus spp. (C. neoformans, C. gatti) foram feitas leituras apds 24 h, 48 h e 72 h de
inéculo. Finalmente, para leitura de CIM para Sporotrix schenkii foram feitas leituras de 3 e de 5
dias. Antes de mais nada mediram-se as CIMs para os antifingicos usuais considerados como
padroes: anfotericina B (AMB) e fluconazol (FLC) (Tabela 13). As CIMs para os compostos
estudados se encontram em tabelas (Tabelas 14 e 15) a seguir sendo que as mesmas foram

determinadas sempre no ultimo dia estabelecido pelo protocolo CLSI.

5.1.1- Resultados da Avaliacao da Atividade Antifingica (fungistatica)

de Derivados Tetrazolicos e Precursores

As dinitrilas 1 e 2, bem como os derivados bis-tetrazdlicos sulfeto e sulfona 3, 4 e 8,
mostraram-se ativos contra todas espécies de Candida exceto C. glabrata e também foram
ativas contra todos os isolados clinicos de Paracoccidioides brasiliensis (Tabela 14, na pagina
anterior), pode-se destacar que a prépria AMB ndo apresenta atividade contra este fungo
(Tabela 13). Os sulféxidos 5 e 6 ndo se mostraram ativos contra nenhuma espécie dos fungos
com excecao do sulféxido 5 que se mostrou ativo contra C. gatti, sendo que para esta série ele
foi o Unico composto ativo para esta espécie. A sulfona bis-etilénico-tetrazodlica 7 somente
mostrou atividade contra C. krusei e A. clavatus e A. niger; o derivado sulfona homdlogo
superior 8 também se mostrou ativo contra A. clavatus e A. niger. Nenhum dos compostos
estudados desta série mostrou-se ativo contra A. flavus, A. fumigatus, A. fumigatus IC, A.

tamarii, C. neoformans, S. schenkii.

5.1.2- Estudos de Atividade Fungicida de derivados tetrazolicos e

precursores dinitrilas

Com os resultados de atividade fungistatica obtidos para os derivados tetrazolicos (3-8)
e precursores dinitrilas (1 e 2) partiu para os ensaios visando avaliar a concentracdo fungicida
minima dos compostos testados contra C. albicans, C. krusei, C. parapsilosis e C. tropicalis,
inicialmente. Observou-se que os compostos que ja apresentavam resultados mostrando sua
atividade fungistatica também apresentaram atividade fungicida em concentragdes comparaveis

ou ligeiramente menores (64-128 pg.L'!) (Tabela 15).
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Tabela 15. Concentracao fungicida minima (CFM) dos compostos testados.

C. albicans C. krusei C. parapsilosis C. tropicalis
Espécie pug.mL*(mol.L'') | pg.mL*(mol.L') | pg. mL? (mol.L'?) | pg.mL*(mol.L”
CFM D)
Composto
1 64 (4,57.10%) 64 (4,57.10%) 128 (9,14.10%) 64 (4,57.10%
2 64 (3,81.10% 64 (3,81.10 128 (7,62.10) 64 (3,81.10
3 64 (2,83.10% 256 (1,13.1073) 128 (5,66.10-4) 64 (2,83.10-4)
4 64 (2,52.10%) 128 (5,04.10™%) 128 (5,04.10™%) 64 (2,52.10%
8 64 (2,24.10% 128 (4,48.10) 128 (4,48.10) 128 (4,48.10)
AMB 1,95 (6,37.10°%) 1,00 (3,27.10°%) 0,90 (2,94.10%) 16 (5,23.107)
FLC Ndo é fungicida

5.1.3 - Resultados da avaliacao da atividade antifiingica (fungistatica)
de derivados tipo hidrazida e complexo de platina

As hidrazidas preparadas mostraram amplo espectro de acdo antifingica, de 3,1-7,2 10™
mol.L'! (Tabela 16) contra todos os fungos que apresentaram crescimento nos ensaios
efetuados. E digno de nota, que FLC ndo apresentou atividade antifingica frente as espécies
Aspergillus estudadas (Tabela 13), mas as hidrazidas aqui estudadas apresentam atividade
frente a este fungo. Porém a AMB ainda mostra uma atividade antifingica bem mais expressiva

contra os fungos testados (escala de 10°M).

O complexo de platina 41 também apresentou um amplo espectro de agado tendo sido
ativo na inibigdo contra todos os fungos cujas colonias mostraram desenvolvimento. Cabe
ressaltar que complexos de platina apresentam atividade anticancerigena bastante difundida na
comunidade médico-cientifica, no entanto, como ja mencionado substancias utilizadas como
agentes antitumorais sdo boas candidatas a agentes antiflingicos, inclusive a propria cis-Pt foi
investigada como agente inibitério da C. albicans (Routh et al., 2011), assim, visando-se um
composto de platina que pudesse ser usado como padrdo de comparacao, também efetuou-se

os ensaios antifingicos com a cis-Pt (Tabela 16).
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Tabela 16. Atividade antifiingica de hidrazidas e complexos de platina

Compost 67 68 41 Cis-pt

pg.mL™? pg.mL™? pg.mL™? pg.mL™?
Espécie (mol.L'*) | (mol.L™) (mol.L™")

C. glabrata 64 64 64 64
(3,6.10% | (3,1.10 (2,1.107)

C. krusei 64 64 64 64
(3,6.10%) | (3,1.10%) (2,1.107)

C. dubliniensis 64 64 64 64
(3,6.10%) | (3,1.10%) (2,1.107)

C. parapsilosis N.C. N.C. N.C. N.C.

C. albicans 64 64 64 64
(3,6.10%) | (3,1.10%) (2,1.107)

C. neoformans 64 64 64 64
(3,6.10%) | (3,1.10%) (2,1.107)

C. Gatti 64 64 64 64
(3,6.10%) | (3,1.10%) (2,1.107)

C. tropicalis N.C. N.C. N.C. N.C.

Aspergillus (IC*) 128 128 128 128
(7,2.10%) | (6,2.10%) (4,2.107)

A. fumigatus 128 128 128 128
(7,2.10%) | (6,2.10) (4,2.107)

A. Niger 64 N.C. 64 64
(3,6.10™%) (2,1.107)

A. tamarii 64 64 128 64
(3,6.10%) | (3,1.10™) (2,1.107)

A. clavus 128 128 128 128
(7,2.10%) | (6,2.10™) (4,2.107)

*IC: Isolado clinico

N.C.: nao ocorreu crescimento no controle
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5.2 - Estudos de Atividade Antibacteriana de derivados tetrazoélicos

Para os estudos de atividade antibacteriana dos compostos preparados 1-8 utilizou-se o
protocolo padronizado CLSI (National Committee for Clinical Laboratory Standards) (Standards,
P.a. 2009). Os compostos foram testados contra: Pseudomonas aeruginosa (Gram negativa -
ATCC 27853), Escherichia coli (Gram negativa - ATCC 25922), Staphylococcus aureus (Gram
positiva - ATCC 29313) e S. aureus multirresistente (MARSA) (Gram positiva - ATCC 33591).

Os diametros dos halos foram mensurados considerando-se o diametro do disco (Figura
58), como padrao de comparacao foi utilizado disco de amoxicilina. Os compostos estudados
nao mostraram halos de inibicdo contra E. coli, S. aureus e MARSA, mas os compostos 1-8
mostraram halos sutis contra P. aeruginosa, esta espécie de bactéria é encontrada comumente
associada com Candida albicans, sendo que ambos sdo organismos patdégenos ao homem

(McAlester et al., 2008). Os halos de inibicao foram medidos e estdao na Tabela 17.

Figura 58. Figura ilustrativa de teste de disco difusao.
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Tabela 17. Halos de inibicdao para P. aeruginosa dos compostos 1-8

1 2 3 4 5 6 7 8 Amoxicilina
Composto
Inibicao 6,8 7,2 6,2 6,3 6,2 6,3 6,2 6,2 24,0
(£mm)

Assim deu-se continuidade para o teste de CIM dos compostos apenas contra P.
aeruginosa. A concentragdo inicial estudada foi de 512 pg.mL' e os compostos n&o
apresentaram CIM até tal concentracdo, ou seja P. aeruginosa, bem como as demais espécies

de bactérias estudadas ndo apresentam susceptibilidade frente aos compostos investigados.

5.3 - Estudos de Atividade Anticancerigena de derivados tetrazodlicos

Os compostos tetrazdlicos (1-4, 7 e 8) e seus precursores dinitrilas (1-2) foram
submetidos a ensaios farmacoldgicos para avaliacdo da atividade citotoxica (ou antitumoral)
contra algumas linhagens de células sadias (BHK) e de células cancerigenas (carcinoma
mamario murino 4T1(M), adenocarcinoma de pulmdo A549, melanoma (MEWO) e glioma de
rato C6). Os resultados obtidos estdo na Tabela 18. Quanto a toxicidade, esta foi avaliada em
células epitélio de rim de hamster bebé (BHK21). A dinitrila 2 mostrou citotoxicidade contra
carcinoma mamario humano e melanoma, apresentando esta atividade mais de cem vezes
maior do que a toxicidade contra células sadias (BHK). A sulfona 7 e o sulfeto 3 mostraram
atividade antitumoral e seletividade similar a 2 somente contra carcinoma mamario e a sulfona
8 foi ainda mais seletiva e mais ativa contra este mesmo tipo de cincer ICs,<10”. O sulfeto
bis-tetrazdlico 4 também foi o Unico derivado ativo contra glioma de rato bem como foi ativo
para melanoma, mas a sua toxicidade contra células sadias € comparavel. Cabe ressaltar que os

compostos 5 e 6 ainda nao foram testados, mas os estudos estao em andamento.

Tabela 18. Concentracoes de atividade in vitro linhagens de células BHK, 4T1, A549,
MEWO e C6 para os compostos 1-4, 7 e 8.

Compos 1 2 3 4 7 8
ICso ICso ICso ICso ICso ICso
mol.L™? mol.L™* mol.L™? mol.L™* mol.L™* mol.L?
inhagem

BHK | >1,00.10* >1,00.10" >1,00.10% | 5,20.10° | >1,00.10% | 9,40.10°
4T1(M) | >1,00.107 4,79.10° 2,40.10° | >1,00.10*| 8,32.10° | <1,00.107
A549 | >1,00.10" >10" >1,00.10* | >1,00.10*| >1,00.10* | >1,00.10™
MEWO 2,1.10™% 8,32.10° >1,0010 2,19.107 >1,00.10" >1,00.10"*

c6 >1,00.10" >1,00.10"* >1,00.10" 2,88.107 >1,00.10"* >1,00.10"*
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6 - Parte Experimental — Ensaios Bioldgicos
6.1 - Estudos de Atividade Antifiingica

6.1.1 - Consideracoes Gerais

Os testes de atividade antifiUngica foram realizados no Laboratério de Micologia do
Departamento de Micologia no Instituito de Ciéncias Bioldgicas da UFMG (ICB-UFMG), sob
coordenagcao da Professora Maria Aparecida Resende Stoianoff, co-orientadora do trabalho
desenvolvido nesta tese. Os testes foram realizados pela autora com a ajuda dos alunos Thais

Magalhaes (mestrado) e Luciano José Nogueira (pds-doutorado).

6.1.2 - Procedimentos para Determinacao da Concentracao Inibitoria

Minima

Na determinagdo da Concentragcao Inibitéria Minima (CIM) foram utilizadas placas
plasticas estéreis de 96 orificios (Figura 59), onde foram adicionados 200 puL de RPMI 1640 em
cada orificio da primeira coluna (A), para o controle negativo de crescimento da levedura e
controle de esterelidade. Na coluna (B) adicionaram-se 100 pL de RPMI 1640 e 100 pL de
inoculo da levedura correspondente ao ensaio, para o controle positivo de crescimento do fungo
testado. No momento da leitura, o crescimento de microorganismos no controle positivo (pogo
B), mostra a viabilidade da cultura usada e seu crescimento é comparado visualmente, ao
crescimento verificado nos pogos referentes as diferentes concentracdes testadas (pogo nimero
1 até 10). No controle negativo (pogo A), pela auséncia de inéculo ndo pode haver crescimento

de outros microorganismos, garantindo a ndo contaminacao durante o experimento.
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Figura 59. Placa de Elisa de 96 orificios: Distribuicdo das concentracoes de duas
substancias e quatro espécies de fungos testadas por placa.

Fizeram-se duplicatas das concentragbes para os compostos sintetizados e os
antifungicos utilizados e como controles foram utilizadas as seguintes substancias: Anfotericina
B (AMB) e Fluconazol (FLC). Nas colunas correspondentes as concentragdes testadas de
composto, com uma pipeta de microdiluicdo de 12 canais (utilizando apenas 10 canais), foram
distribuidos em cada orificio 100 yL do indculo correspondente. Na preparacdo de cada
microorganismo, utilizou-se, inicialmente, uma diluicdo em solugao salina esterilizada, e depois
diluicdo em RPMI-1640. Esta preparacao da solugdo de indculo é realizada para se obter o dobro
da concentracdo final desejada, visto que esta serd posteriormente adicionada a igual volume

da solugdo contendo o composto a ser examinado.

Em seguida, foram adicionados, em cada orificio, 100 pL do composto na coluna
correspondente a sua concentracao, resultando, com diluicdo do composto num total de 200 pL,
em uma concentracdo final de que varia de 256 a 0,5 pg/mL. A placa foi selada com um papel
filme, incubada a 35 °C pelo tempo estabelecido para cada espécie e a leitura feita visualmente.
As CIMs foram consideradas como a menor concentragdo do composto testado ou antifiingico
gue inibiu 80-100% o crescimento do microrganismo, em relagdo ao controle de crescimento

apds a incubagdo e foram expressas em pg.mL™* e mol.L™.
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Os compostos sintetizados testados foram dissolvidos em &gua destilada estéril ou
dimetilsulféxido (DMSO) obtendo solucdes estoque (concentracdo de 1000 pg.mL!). Com o uso
de quatro tubos falcons estéreis com tampa, transferiu usando um pipetador de 1000 pL, o
RPMI 1640 para os falcons. Fez-se uma diluicdao seriada de todos os compostos testados,
transferindo-se o volume calculado previamente da solucdao estoque do composto
correspondente (1024 pL de solugao estoque em 976 pyL de RPMI) para o primeiro falcon,
resultando na primeira solugdo com concentracdo de 512 pg.mL™’. Desta primeira diluigdo, foi
transferido 1,0 mL da primeira solugao para o para o segundo falcon que ja continha 1,0 mL de
RPMI, resultando a segunda solugdo e, assim, sucessivamente, até a quarta solucdao (Figura
60). Assim, os compostos foram testados em dez concentragdes que variaram de 256 a 0,5

Mg/mL.
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Figura 60. Demonstracao da diluicao seriada dos compostos testados.

Para obtencdo das solugdes padrdo, com antifingicos usados clinicamente, apagou-se a
luz, devido ao fato de a AMB ser foto instavel, e procedeu-se com a mesma metodologia
descrita acima, mas resultando em 10 concentracdes previamente calculadas e de acordo com a

literatura. O mesmo procedimento foi realizado para o FLC com a luz acessa.

6.1.3- Meio de Cultura

Na manutencao das culturas fungicas e no preparo dos indculos para determinacdo das

CIMs foram utilizados:
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Caldo de Agar Sabouraud Dextrose (ASD - Oxoid, Basingstoke, UK) foi utilizado para os

ensaios com a maioria dos indculos;

Meio RPMI 1640 (Sigma) para Sporothrix schenkii foi suplementado com 5 % de
dextrose;

O meio RPMI 1640 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), desenvolvido no Roswell Park
Memorial Institute, tamponado para pH 7,0 com &acido-2-(N-morfolino)-propanosulfénico
(MOPS), 0,165 molL? (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA) foi utilizado na execucdo da
determinacdo da CIM para todas espécies;

As amostras de Paracoccidioides brasiliensis foram mantidas em meio sdlido Fava-Netto
e incubadas a 37 °C para se obter a fase de levedura. Foram realizados repiques semanais com
o objetivo de manter as amostras viaveis;

O meio Agar Batata Dextrose (BDA - Difco Laboratories, Detroit, MI, USA) foi utilizado

para obtengao dos esporos utilizados no inéculo do género Aspergillus.

6.1.4- Origem dos Microrganismos

Todos os microorganismos sdo pertencentes a Colecdo de Microorganismos do Laboratério
de Micologia/Departamento de Microbiologia da UFMG. Os microorganismos utilizados nos ensaios
para determinagdo das CIMs sao Microorganismos ATCC (“American Type Culture Collection” -
ATCC): Candida albicans - ATCC 18804; Candida glabrata — ATCC 2001; Candida krusei — ATCC
200298; Candida parapsilosis — ATCC 22019; Candida tropicalis - ATCC 22019; Aspergillus
fumigatus - ATCC 16913; Aspergillus flavus — ATCC 36612; Cryptococcus neoformans - ATCC
32608; Sporothrix schenckii — ATCC 10212. Foram também utilizados os segintes microrganismos
isolados clinicamente (IC): Candida dubliniensis (CD28); Aspergillus clavatus; Aspergillus fumigatus;
Aspergillus tamarii; Aspergillus niger; Paracoccidioides brasiliensis (MG05, PB01, PB18,

PB1017); Cryptococcus gatti.

6.1.5- Preparacgao do Indculo

As preparagoes dos indculos e também condi¢des da determinacdo da CIM foram
realizadas seguindo documento M27 para fungos leveduriformes e M38 para fungos
filamentosos todos de acordo com as normas internacionais estabelecidas pelo CLSI (Clinical
and Laboratory Standards Institute)(Rex et al., 2008; Jorgensen e Ferraro, 2009).

As espécies foram subcultivadas em meio especifico ASD/BDA, sendo mantidas em
tempos especificos e temperaturas especificas (NCCLS - National Committee for Clinical

Laboratory Standards). Preparou-se uma suspensdo, usando-se um tubo falcon grande estéril,
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contendo 5 mL de solugdo salina estéril 0,85%, e transferiu-se para esse falcon a cultura, com
auxilio de uma alga estéril. Ajustou-se a concentracdo desta suspensdo salina com o
espectrofotometro (modelo Micronal B542) a 520 nm, até obter transmitancia especifica. O
inodculo de cada levedura foi preparado transferindo-se 300 pL da suspensdo salina da levedura
correspondente, para um falcon estéril grande com 14,7 mL de RPMI 1640, obtendo-se uma
suspensdo de 1 x 10® a 1 x 10* ufc/mL (Chan, 2002). Para diferentes volumes finais de
suspensdo, dependendo das espécies de cada ensaio e da quantidade de compostos testados,

efetuou-se procedimento similar sendo calculados os volumes proporcionais ao descrito acima.

6.1.6- Estudo da Atividade Fungicida

ApOs determinacdo da CIM, 10 pL das solugdes inoculadas presentes na placa de elisa
(as mesmas onde foram determinadas CIMs) foram transferidas com o auxilio de uma pipeta de
microduluicdo multicanal para uma placa de petri contendo ASD (Figura 61). Foram
aguardados cerca de 15 minutos até que o RPMI do subcultivo evaporasse e levou-se a placa a
estufa de 35°C com a finalidade de determinar a concentragdo fungicida minima (CFM ) apds
24 h de cultivo.

Figura 61. Placa de petri subcultivada em duplicata para diferentes concetracoes em
Hg/mL, A, controle de esterilidade (negativo) e B é o controle de crescimento
(positivo).

6.2 - Estudos de Atividade Antibacteriana

6.2.1- Consideracoes Gerais

Os testes de atividade antibacteriana foram realizados pela autora desta tese no
Laboratério de Microbiologia Oral e Anaerdbios do Departamento de Micologia no Instituito de
Ciéncias Biolégicas da UFMG (ICB-UFMG), sobre coordenagdo da Professora Maria Auxiliadora

Roque de Carvalho e auxilio da estudante de mestrado Simone Cristina Coutinho.
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6.2.2- Aparelhos Utilizados

Purificador de agua Milli-Q Plus (Millipore); Balanga analitica Micronal AB 204.

6.2.3- Origem das Linhagens e Meio de Cultura

Os microorganismos utilizados nos ensaios para o teste de sensibilidade a antimicrobianos
por disco-difusdao sao Microorganismos ATCC (American Type Culture Collection (ATCC):
Escherichia coli (ATCC 25922), Staphylococcus aureus (ATCC 29313), Staphylococcus aureus
multirresistente, MARSA (ATCC 33591), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853).

6.2.4- Materiais

Os materiais utilizados para os experimentos foram: Agar Mieller-Hinton pH entre 7,2 e 7,4
a temperatura ambiente apds solidificagdo; placas de petri caldo Mueller-Hinton; salina 0,85%;

tubos falcons; ponteiras (1000 mL e 100mL); pincas estéreis; Swab.

6.2.5- Procedimentos para teste de susceptibilidade em disco-difusao

As bactérias foram descongeladas e incubadas em placa de elisa por 18 h. Apds este
tempo foi realizado o teste de Gram, apods o teste as mesmas foram incubadas em caldo
Mueller-Hinton por 18 h. Regulou-se a concentracdo de bactérias pela escala de Mc Farland
(0,5). Fez-se solugBes aquosas contendo 256 pg.mL? de cada composto a ser testado e

também do solvente Tween 20.

Primeiramente foi efetuado um teste de potencialidade bactericida em placa de petri
denominado Disco-difusdo. Para tal teste foram feitas solucbes aquosas dos compostos 3-8 e
solugdo em TWEN 20 com os compostos 1-2 na concentracdo de 256 pg.mL™? , 10 pL destas
foram colocados sobre discos na placa de elisa ja contendo cada bactéria a ser estudada em
Agar de Mueler Hinton. Molhou-se o Swab na cultura de bactérias e estriou-se na placa de petri.
Aplicou-se discos com o auxilio de pincas sobre o biofilme e, sobre cada um deles, adicionou-se

10 pL de solugdo de cada composto, a cultura foi submetida a incubacdo por 18 h.
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6.2.6- Procedimentos para determinacao da concentracao inibitoria
minima

Para determinagdo da concentracdo inibitéria minima (CIM) foram utilizadas placas elisa
estéreis de 96 orificios (Figura 62), onde foram adicionados 200 pL de caldo Mueller-Hinton em
cada orificio das colunas 6 e 12 , para o controle negativo de crescimento da levedura e
controle de esterelidade. Nas colunas 5 e 11 foram adicionados 190 uL de caldo Mieller-Hinton
e 10 pL de indéculo de bactéria correspondente ao ensaio, para o controle positivo de
crescimento da bactéria. No momento da leitura, o crescimento de microrganismos no controle
positivo (poco 6 ou 12), mostra a viabilidade da cultura usada e seu crescimento é comparado
visualmente, ao crescimento verificado nos pocos referentes as diferentes concentragdes
testadas (pogo nimero 2 até 5, para substancia 1 ou poco nimero 8 até 11, para substancia 2).
No controle negativo (pogos 1 e 7), pela auséncia de indculo ndo pode haver crescimento de

microrganismos contaminantes.
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Figura 62. Modelo da placa de Petri de 96 orificios utilizada para determinacao CIM
das substancias sintetizadas.
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Preparou-se as solugbes de maneira similar a feita para CIM para fungos, foram
distribuidos 100 pL das solucdes contendo respectivamente 1024 pg.L?, 512 pg.L?, 256 pg.L™
e 128 pg.L! de cada composto diluido em caldo Mieller-Hinton, a cultura de P.aeruginosa
contendo >2.10° UFC.mL™* foi inoculada e incubada a 37 °C por 24 h.
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6.3 - Estudos de Atividade Anticancerigena

6.3.1- Consideracoes Gerais

Os testes de citotoxicidade foram realizados pelos estudantes de doutorado Ana Céandida
Aradjo e Silva, Dalton Dittz JUnior e Katia Michelle Freitas no Laboratério de Substéncias
Antitumorais do Departamento de Farmacologia no Instituito de Ciéncias Bioldégicas da UFMG
(ICB-UFMG), sobre coordenacdo da Professora Miriam Teresa Paz Lopes. A autora desta tese
apenas acompanhou alguns procedimentos.

6.3.2- Aparelhos Utilizados

Estufa de CO, (Sanyo); Fluxo laminar (Veco); Leitor de Elisa Biorad modelo 2550;
Microscopio 6ptico (Olympus CK 2); Aparelho ultra-som Thornton T14; Purificador de agua Milli-

Q Plus (Millipore); Balanga analitica Micronal AB 204.

6.3.3- Origem das Linhagens e Meio de Cultura Celular

A linhagem celular derivadas de melanoma humano (MeWo) foi cedidas pelo Dr. Ricardo R.
Bretani do Instituto Ludwig de pesquisa sobre o cancer, de Sdo Paulo. A linhagem carcinoma
de pulmado humano (A549) foi cedida pela professora Moénica Cristina de Oliveira da Faculdade
de Farmacia da UFMG. As demais linhagens: e epitélio de rim de hamster (BHK21) e glioma de
rato (C6) sdo pertencentes a Colegdo do Laboratério de Substancias Antitumorais do
Departamento de Bioquimica da UFMG. A linhagem celular 4T1(M) de carcinoma mamario
murino é pertencente ATCC: 4T1(M)ATCC-CRL-2539.

Para o meio de cultura, tem em cada 1,0 L de meio: 10,4 g de RPMI 1640 (Sigma-
Aldrich) em &gua deionizada; 1,2 g de bicarbonato de sodio (Grupo Quimica Industria Ltda.); 10
pumol.L' de Hepes pH 7,4 (INLAB); 0,1 g de Ampicilina (wyeth); 0,1 g de Estreptomicina
(Sigma-Aldrich); 0,05 g de Gentamicina (Farmacia HC - FMUSP); 0,0025 g de Anfotericina B
(Bristol - Myers Squibb). O meio foi filtrado através de membranas de 0,2 py de porosidade

(Micro Filtration Systems) garantindo sua esterilizagdo. O Soro Fetal Bovino (SFB) (Cultilab) foi
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Inativado a 56 °C por 30 minutos e esterilizado por filtragdo através de membranas de 0,2 ym

de porosidade (Micro Filtration Systems).

6.3.4- Ensaios Colorimétricos

Para a medida do crescimento e da viabilidade celular, ha trés alternativas de ensaios in
vitro, consideradas pelo NCI (National Céncer Institute) (Boyd, 1989; Bellamy, 1992). Duas
consistem em ensaios de metabolismo celular, onde sais de tetrazdlio (MTT e XTT) sdo
reduzidos a produtos coloridos. Nestes ensaios colorimétricos, a viabilidade celular é avaliada
por meio de uma reacdo bioldgica catalisada por desidrogenases. Em células viaveis, essas
enzimas estdo ativas e tém a capacidade de reduzir o sal de tetrazoélio a formazana, um produto
colorido. Os cristais de formazana, de cor roxa, que se formam com a metabolizagdo do MTT
sdo insolUveis em meio aquoso, e devem ser solubilizados em dimetilsulfoxido (DMSQ), antes
da leitura (Figura 63) (Bellamy, 1992). No entanto a metabolizacao do XTT produz cristais de
formazana, de cor laranja, que sao sollveis em agua, dispensando a etapa de solubilizagdo, o
gue torna o ensaio mais simples e rapido. Por outro lado, ha relatos que varias linhagens
celulares tumorais metabolizam o XTT de forma menos eficiente que o MTT e, por isso, esse
ultimo ainda é preferido (Scudiero et al., 1988). A absorbancia dos produtos formazanas,
medida espectrofotometricamente, é diretamente correlacionada com o numero de células
ativas metabolicamente. Sendo assim, valores de absorbancia altos indicam uma elevada
producdo de formazana (roxo ou laranja), o que significa, em outras palavras, uma alta

atividade enzimatica e, portanto, presenga de um grande nimero de células viaveis.
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Figura 63. Redugao do MTT e do XTT a formazana.

6.3.5- Procedimentos Gerais

As células foram cultivadas, rotineiramente, em meio RPMI 1640 a 5 % v/v de soro fetal
bovino (SFB) e incubadas em atmosfera Umida com 2,5 % de CO, a temperatura de 37 °C, no
escuro. Antes de atingirem confluéncia as células foram subcultivadas da seguinte maneira: as
células foram lavadas com PBS-EDTA, adicionou-se uma solugdo de tripsina 0,2 %, apods o
descolamento das células da superficie da garrafa, foi feita a inativacdo da tripsina pela adicao
de meio RPMI 1640 a 5 % v/ v de SFB. As células em suspensdo foram distribuidas para novas
garrafas ou placas nas densidades desejadas ou ainda estocadas em nitrogénio liquido (na
presenca de 10 % de DMSO e 30 % de SFB).

Suspensoes celulares foram distribuidas em micro placas de 96 cavidades contendo 1,0
x 103 células/pogo. As culturas foram incubadas em atmosfera Umida a 5 % de CO,, a 37 °C.
Apds 48 h foram adicionados os compostos, dissolvidos em DMSO, nas concentragdes de 107 a
10* mol/mL. O DMSO utilizado foi 1 % e este ndo afetou a metabolizagdo celular na
concentragdo utilizada. O MTT foi adicionado 4 h antes das leituras (0,05 mg/cavidade), sendo
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estas realizadas cinco dias apds a adicdo dos compostos. As leituras foram realizadas em
espectrofotometro (Leitor de Elisa), a 600 nm. Antes da adicdo do MTT, o meio RPMI 1640 a 5
% de v/v de soro fetal bovino (SFB) foi trocado para se evitar qualquer interagdo entre os
compostos analisados e o MTT. Os cristais de formazana formados, devido a metabolizacao do
MTT, sdo insollveis em meio aquoso, e por isso foram solubilizados em 150 pL de
dimetilsulfoxido (DMSO), antes das leituras.

Para controle positivo dos ensaios, ndo se utilizou nenhum antineoplasico. Em cada
micro placa de 96 pogos, o branco, utilizado para zerar o espectrofotometro, foi apenas com
meio RPMI 1640 a 5 % v/v de SFB e MTT. O crescimento celular foi acompanhado pelo controle
negativo, composto apenas de células em meio RPMI 1640 a 5 % v/v de SFB. As médias
aritméticas das densidades Opticas (absorbéancia) obtidas para os controles foram consideradas
como 100 % de viabilidade celular, sendo assim, as porcentagens de células viaveis foram
calculadas pela formula: B/A x 100, onde A= média aritmética da densidade 6ptica do controle
e B= densidade optica na presenca de amostra. A porcentagem de inibicdo da viabilidade
celular foi determinada subtraindo-se de 100 % o valor.
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7 — Conclusoes e Perspectivas

Neste trabalho, das 67 substancias propostas, quarenta delas foram sintetizadas, por
rotas classicas, a saber: dois derivados dinitrila (1-2), dez derivados tetrazédlicos (3-12), quatro
bis-ftalimidas (35-38), quatro diaminas (21, 23, 39 e 40), trés di-haletos de alquila (31, 33 e
34), um complexo de platina, dez derivados furanicos (46-51, 53-56), quatro derivados
carboxilicos intermediarios (carboxi, 63 e 64 e carbetdxi, 65 e 66) e duas hidrazidas (67 e
68); dentre estas substancias 14 sdo inéditas na literatura (4-6, 8-12 (sendo que os
compostos 9-12 sdo mistura de isdmeros), 41 (provavelmente uma mistura de complexos),
51, 53-56).

Op
N S N
N\/ S /a N >N
\ /
N—NH 4 h=2, =0 NN
5-n=1,n=1
6-n=2,n=1
8-n=2,n=2
HZT
S\ NH2 Cl\Pt

Estrutura Geral dos compostos-56:

v x>y
X= < Y = NHR* _ Y = NHR™*
Ao _
UE; R'HN)J\S-E— 5@/\0&@)@ R'HNJ\s—g—
33 R-R - CHa SR=R=H

55-R=H, R"=CH3
56- R=R' =CHS3
Figura 64. Estrutura dos compostos inéditos preparados.
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Relativamente aos métodos sintéticos utilizados para preparacdo de derivados a,w-
bisfuncionalizados, pode-se concluir que: i) a preparagdo das dinitrilas de partida foi possivel
para a obtencdo dos sulfetos dinitrila (1,2), pois passava pela alquilagdo de sulfeto de sédio
com w-cloro-alquilnitrilas correspondentes, contudo, a preparacao do derivado dinitrila-éter
funcionalizados (29) a partir de a,w-di-haletos correspondentes nao foi eficiente, pois sempre
se recuperava o di-haleto de partida, a obtencdo deste derivado e de outro analogo (30) talvez
somente seja possivel na presenca de éter-coroa; ii) a rota escolhida para a formacdo de
sistemas a,w-bis-tetrazodlicos (3-8) é satisfatéria, porém a formacdo dos derivados alquilados
correspondentes conduz a formacdo de misturas de isdbmeros N-alquilados (9-12) ndo passiveis
de separacdo até o momento, como também descrito na literatura, o que impossibilitou a
preparagdo dos correspondentes derivados clorados (13-16) e tioureido-substituidos (17-20);
iii) a rota sintética usada para obtengdo das a,w-diaminas envolvendo a reducdo de dinitrilas (1
e 2) analogas (com uso de Co,B, NaBH, com acido trifluoracético, NaBH, com AICl; em diglima)
nao produziram diaminas como esperado, embora a preparacdo do sulfeto diamina 21 tenha
sido relatada com o uso de NaBH, com Aacido trifluoracético (Taki et al., 2008), além do mais,
nao se obteve a amina 22 a partir da dinitrila 2 por estas reducdes; assim como estas redugdes
nao foram eficazes, as dinitrilas 27, 28, 29 e 30 nao foram preparadas e assim também né&o se
obteve as diaminas correspondentes as trés Ultimas dinitrilas citadas 24, 25 e 26 iv) a rota
sintética para as a,w-diaminas via sintese de Gabriel mostrou-se mais eficaz, gerando as
diaminas 21, 23, 39 e 40 em bons rendimentos apesar do longo tempo reacional; v) as
reacbes de complexacdao das a,w-diaminas com platina (K,PtCL;) mostraram-se satisfatérias
somente para o derivado sulfeto-amina com a obtencdo da mistura de complexos 41a e 41b.
Para outros substratos a reagdo foi de dificil execucdo gerando produtos de oxidacdo de platina
e estas sinteses merecem ser revisitadas para otimizacdao de novas metodologias para obtengao
dos complexos 42-44; vi) a rota sintética para obtencdo dos derivados tetrahidrofuranicos (57-
62), partindo-se da hidrogenacdo dos analogos furanicos (51-56) ndo foi eficiente e, além do
mais, revelou a instabilidade tanto destes produtos hidrogenados como de seus precursores
heteroaromaticos, mostrando a dificuldade de manipulacdo destes produtos como possiveis
farmacos; vii) a rota de preparacdo das hidrazidas (67-68) a partir dos correspondentes

analogos carboxilicos (63-64) foi a mais simples, pratica, eficiente e rapida.

Todos os precursores, intermediarios e produtos finais foram devidamente caracterizados
através das técnicas usuais de caracterizacdo espectrométrica (IV, RMN 'H e 13C, ESI-MS) e
fisico-quimica (determinacdo de ponto de fusdo e Anadlise Elementar, quando necessaria).
Dentre as técnicas espectrométricas utilizadas ESI-MS foi a mais destacavel para a
caracterizacdo dos sistemas tetrazélicos 3-8, pois tal estudo detalhado gerou artigo cientifico
em revista, de alto impacto, especializada na area correspondente (Oliveira et al., 2012). Neste
artigo demonstra-se que esta técnica espectrométrica é importante ndo sé para caracterizagao
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de sistemas tetrazolicos como também para a investigacdo de compostos organossulfurados
com diferentes estados de oxidagdo no atomo de enxofre, pois cada um destes grupos
funcionais apresenta um padrao de fragmentacgao diferente que pode ser inclusive simulado por

técnicas computacionais especificas.

Dentre os derivados tetrazodlicos investigados 3-8 e seus precursores dinitrilas 1-2, cabe
ressaltar, quanto aos estudos de atividade antifingica e antitumoral, que: viii) as dinitrilas 1 e
2, bem como os derivados sulfetos-bis-tetrazdis 3 e 4, mostraram amplo espectro de acdo
contra todas as cepas clinicas isoladas de Paracoccocidioides brasiliensis, bem como contra
todas as espécies de Candida estudadas, exceto C. glabrata, cabendo ressaltar que AMB, um
antifungico padrdao na clinica médica, ndo se mostra ativa contra P. brasiliensis; o sulféxido 5 foi
o Unico produto que foi ativo contra Cryptococus gatii, as sulfonas 7 e 8 foram ativas contra C.
krusei, Aspergillus clavatus e A.niger, sendo que a sulfona 8 ainda é ativa contra C. albicans, C.
parapsillosis, C. tropicallis e todos os isolados de P. brasiliensis ; ix) a dinitrila 2 , bem como os
bis-tetrazdis 3 (sulfeto), 7 e 8 (sulfonas) tiveram atividade contra cancer mamario murino
(4T1), dentre estes destaca-se a atividade de 8 (<1077 mol.L™?), estes trés derivados mostraram
baixa toxicidade frente a células sadias; os derivados 1, 2 e 4 (sulfeto) foram ativos contra
células de melanoma, sendo que este Ultimo foi o Unico que apresentou atividade contra glioma
de rato (C6); nenhum dos tetrazdis ou nitrilas foram ativos contra cancer de pulmao (A549); x)
os tetrazois e precursores nitrilas 1-8 somente mostraram halos sutis no teste de difusdo em
agar frente a Pseudomonas aeruginosa, porém o CIM foi maior que 512 p.L?, evidenciando a
ndo susceptibilidade desta bactéria aos compostos estudados, estes compostos também foram

inativos contra Escherichia coli, Staphylococcus aureus e S. aureus multirresistente (MARSA).

As hidrazidas sintetizadas 67 e 68, que sdo compostos de estrutura simples e de facil
obtencdo, tiveram somente a atividade antifingica investigada. Assim, ambas as hidrazidas
foram ativas frente a todas as espécies de Aspergillus, de Cryptococcus e de Candida estudadas
que cresceram no controle, destacando-se a atividade contra C. dubliniensis, C. glabrata e C.

krusei que sdo as espécies menos suscetiveis aos farmacos usuais.

E digno de destaque que todas as espécies de Candida foram suscetiveis a acdo
antifingica dos compostos estudados, o que ressalta a potencialidade destes com novas
entidades quimicas bioativas como possiveis compostos lideres para o desenvolvimento de

novos agentes antifungicos mais eficientes e menos toxicos.

No que tange a avaliagdo de atividade antitumoral até o momento mostra que os
compostos estudados sdo ativos e seletivos a algumas linhagens de cancer, no entanto em
concentragdes muito altas: da ordem de 10#-10"° mol.L™*. Pode-se concluir parcialmente, pelas

convengdes atuais, que estes ndao podem ser considerados candidatos como agentes
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antineoplasicos, exceto o composto 8 que apresentou notavel atividade contra células de céncer

mamario e baixa toxicidade frente a células sadias.

Ao final deste texto, pode-se dizer que estes compostos investigados se mostraram
como possiveis novas entidades quimicas bioativas, principalmente para o desenvolvimento de
novos agentes antifungicos de alta eficiéncia e de baixa toxicidade para enfrentar o grave
problema de salde publica das doencas infecciosas emergentes (DIEs) e infecgdes flngicas
invasivas (IFIs) principalmente nos casos das infecgdes relacionadas a multirresisténcia aos

antifungicos clinicos usuais.
Finalmente, como perspectivas futuras e imediatas deste trabalho tém-se:

O estudo da sintese e da atividade antifUngica e antitumoral de novos derivados
similares as nitrilas e aos sistemas tetrazédlicos, tais como os derivados bioisostéricos
tipo éter e amino a,w-di-nitrilas e a,w-bis-tetrazdlicos;

O estudo da sintese e da atividade antitumoral e antifiUngica de complexos de platina
com os derivados bioisostéricos a,w-diamina éter, amino, sulféoxido e sulfona;

O estudo da sintese e da atividade antitumoral e antifingica de novos derivados
bioisostéricos a,w-di-hidrazidas: a,w-diamina éter, amino, sulféxido e sulfona;

O estudo da sintese e da atividade antitumoral de novos derivados a,w-dissubstituidos
com grupos funcionais bioisostéricos as hidrazinas, tais como hidroxilamina, ureia,
oxadiazol e guanidina;

O estudo do mecanismo de acdo por ensaios bioquimicos especificos estd sendo
desenvolvido em colaboragdo com o laboratério de Substancias Antitumorais que é
coordenado pela professora Miriam Tereza Lopes;

O estudo global dos dados de atividade farmacoldgica por técnicas computacionais e e
metodologias de QSAR para o estabelecimento definitivo de critérios de efeito da
estrutura sobre a atividade e proposicdo de novos derivados que sejam ainda mais

promissores como novas entidades quimicas bioativas.
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