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RESUMO

ZARAVIA, L. M. Sintese de Heteroaril Oxazolinas e Derivados Triazélicos
com Potencial Atividade Bioldgica. 2017. 169f. Dissertacdo (Mestrado) -
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo,
2017.

Fungos no ambiente podem ser patogénicos ou oportunistas, dependendo da
imunidade do hospedeiro. Existem varias espécies de fungos, por exemplo, Candida
albicans, Cryptococcus e Aspergillus. A primeira espécie fungica pode ser tratada
com o antifungico fluconazol, que € um composto que contém anéis heterociclicos
1,2,4-triazolicos. Além disso, existem cepas de fungos que séo resistentes a terapia
com fluconazol, que é o caso das Candida krusei, Candida tropicalis; entre outras. A
busca por novos tratamentos envolve o desenvolvimento de novas moléculas
sintéticas. Neste trabalho, sintetizamos uma biblioteca de compostos oxazolinicos e
seus derivados 1,2,3-triazélicos. A atividade microbiologica foi avaliada contra 10
tipos de Candida, 2 tipos de Cryptococcus e 2 tipos de Aspergillus. Além disso,
foram feitos os testes de hemdlise, citotoxicidade, combinacBes de drogas e
permeabilidade de membrana. Os resultados sugerem um alto potencial terapéutico

dos compostos e 0s propomos como potenciais novos antifingicos.

Palavras-chave: Candida, Oxazolina, Triazois, Fungos.



ABSTRACT

ZARAVIA, L. M. Synthesis of Heteroaryl Oxazolines and Triazolic
Derivatives with Potential Biological Activity. 2017. 169f. Dissertacdo (Mestrado)
— Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo,
2017.

Fungi in the environment may be pathogenic or opportunistic depending on
the immune status of the host. There are several species of fungi, for example,
Candida albicans, Cryptococcus and Aspergillus. The first fungal species can be
treated with the antifungal fluconazole, which is a compound containing 1,2,4-triazole
heterocyclic rings. In addition, there are strains of fungi that are resistant to
fluconazole therapy, which is the case of Candida krusei, Candida tropicalis; among
others. The search for new treatments involves the development of new synthetic
molecules. In this work, we synthesized a library of oxazoline compounds and their
1,2,3-triazole derivatives. Microbiological activity was evaluated against 10 types of
Candida, 2 types of Cryptococcus and 2 types of Aspergillus. In addition, hemolysis,
cytotoxicity, drug combinations and membrane permeability were performed. The
results suggest the high therapeutic potential of the compounds and we propose

them as potential new antifungals.

Key words: Candida, Oxazoline, Triazole, Fungi.
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1. INTRODUCAO

Desde o comeco dos tempos, os fungos e o homem tém evoluido em
conjunto ao longo da vida. Os fungos tém sido utilizados como alimentos,

alucinégenos e, inclusive, para a cura de doencgas.’

A descoberta deles remonta ao século XVIII, quando em 1729, Pietro Antonio
Micheli, botanico italiano, publicou o “Nova Plantarum Genera” ! ,Essa primeira
classificagdo moderna dos fungos. Nessa obra, Micheli defende que os esporos sao
as “sementes” dos fungos e que estes ndo surgem por geragado espontanea, como
muitos pensavam. Além dele, € conveniente citar o primeiro “grande mestre” da
micologia, Christian Hendrick Persoon (1755-1836), nascido na Africa, de pais
holandeses. Sua obra mais destacada foi a “Synopsis Methodica Fungorum”, na qual

classificou mais de 1.500 espécies de fungos.*

Os microrganismos flngicos sdo responsaveis por uma série de infeccoes,
fazendo com que a necessidade de tratamento fosse sempre evidente e
despertando o interesse constante da comunidade cientifica. Eles pertencem ao
Dominio Eukarya, Reino Fungi, e possuem enzimas que permitem sintetizar

compostos essenciais assim como defensivos para a sobrevivéncia.®
1.1 Epidemiologia

Estima-se cerca de 1,2 bilhdo de pessoas em todo o mundo sofrem de
alguma doenca fangica.>® A maioria dos casos séo infeccdes da pele ou da mucosa,
gue respondem prontamente a terapia, mas uma minoria substancial € invasiva ou
cronica e dificil de diagnosticar e tratar. Estima-se que de 1,5 a 2 milhfes de
pessoas morram de infec¢do fungica a cada ano, superando a mortalidade causada
por malaria ou tuberculose.* Vale destacar que a maior parte dessa mortalidade se
da por espécies pertencentes a quatro géneros de fungos: Aspergillus, Candida,
Cryptococcus e Pneumocystis. Embora grandes avancos tenham sido feitos na
década de 1990, o desenvolvimento de novas drogas caminha a passos lentos
desde entdo. Existem oportunidades para acelerar esse desenvolvimento,
particularmente na asma fungica e para tratar a aspergilose cronica e invasiva. A

terapia antifingica tornou-se progressivamente mais eficaz desde a segunda
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geracdo de azéis, equinocandinas e formulacdes lipidicas de anfotericina B, que
foram introduzidas a partir dos anos 90.*

No entanto, de 30% a 50% dos pacientes com aspergilose invasiva ainda
morrem, por razdes que incluem: diagnostico tardio; infeccdo de locais como o
cérebro, que ndo sao efetivamente tratados com drogas; e resisténcia aos farmacos.
A mortalidade por candidemia, uma infeccdo fungica principalmente tratada com
equinocandinas e fluconazol, também permanece elevada, em torno de 50%. Desde
2006, ndo sao aprovadas novas classes de antifungicos, o que é problematico tendo
em vista que os agentes atuais ndo sdo suficientemente ativos. Além de n&o
poderem ser administrados por via oral, possuem toxicidade especifica de farmaco,

de classe ou tém intera¢cdes medicamentosas importantes.?

Existe um vasto numero de espécies de fungos, sendo a Candida
provavelmente a espécie de maior relevancia clinica por estar disseminada pelo
mundo inteiro tanto em ambientes hospitalares como em ambientes nao
hospitalares. Esse fato levou ao surgimento de numerosas espécies mutantes

também relacionadas com infec¢des resistentes ao tratamento.’
1.2 Fungos de Relevancia Clinica

Muitos fungos séo intrinsecamente resistentes a certos antifingicos. Podemos
citar: Candida krusei (para fluconazol), Aspergillus terreus (para anfotericina B),
Cryptococcus spp. (para as equinocandinas) e Scedosporium spp. (para todos os
antifingicos atuais). Cerca de 20 anos atras, Candida albicans, sensivel aos agentes
azoicos, foi prevalente nas infecgbes, junto com outras espécies de Candida
raramente vistas. Candida glabrata é particularmente problematica: € a espécie de
Candida mais comumente isolada na Unido Européia (> 10%) e nos Estados Unidos
(> 20%) e tem altas taxas de resisténcia ao fluconazol e ao voriconazol, bem como
para as equinocandinas. As infec¢cdes por fungos intrinsecamente resistentes
também tém sido observadas com maior frequéncia, tais como zigomicetos e
Fusarium spp. A Candida glabrata resistente a azois e equinocandinas s6 pode ser
tratada com anfotericina B intravenosa, que muitas vezes € toxica e ndo penetra no
sistema renal, tornando algumas infeccbes intrataveis. Os zigomicetos apenas

respondem ao posaconazol e a anfotericina B, e ndo existem farmacos para
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Scedosporium. Além disso, 0 surgimento da resisténcia aos azois € um problema
crescente, particularmente nos Paises Baixos, onde o Aspergillus fumigatus

resistente aos az6is é agora comum.®

Ao contrario das bactérias, os fungos sdo conhecidos por nao transferirem
genes de resisténcia entre eles, nem a transmissdo de paciente para paciente é
comum. Areas com mais dinheiro, UE (New Drugs for Bad Bugs) e EUA (BARDA -
Broad Spectrum Antimicrobials) estimularam o investimento no desenvolvimento de
antibioticos, porém, ndo existem iniciativas semelhantes para os antifingicos. As
tentativas para lidar com a falta de investimento incluem a Food and Drug
Administration (FDA) Generating Antibiotics Incentives Now (GAIN) Act, que permite
uma extensdo de 5 anos de exclusividade de mercado para anti-infecciosos e
especificamente para espécies de Aspergillus, Candida e Cryptococcus, como
doencas qualificadoras. De certa forma, os desafios para o desenvolvimento de
antifingicos sdo mais pronunciados do que aqueles enfrentados pelo
desenvolvimento antibacteriano. Isso acontece porque, assim como os fungos, o0s
mamiferos sdo eucariotas e muitas proteinas que séo alvos potenciais para a terapia
também sdo encontradas em seres humanos, aumentando o risco substancial de
toxicidade de drogas. No entanto, existem algumas vantagens de trabalhar em
eucariotas, particularmente aqueles com um estdgio de vida dipléide. A
haploinsuficiéncia quimicamente induzida, uma tecnologia de genémica funcional,
tem sido utilizada em Céndida albicans e Saccharomyces cerevisiae para identificar
0 mecanismo de acdo de novos agentes antifungicos, produzindo muitos novos

alvos de drogas.®
1.3 Esterois essenciais e inibicdo enzimatica

Os esterois sdo biomoléculas derivadas de isoprenos e estdo presentes na
membrana da maioria das células eucarioticas. Sua caracteristica basica é
apresentar um nucleo esteroide com quatro anéis de carbono fundidos, trés deles

com seis atomos de carbono (A, B e C) e um com cinco atomos de carbono (D)’
(Fig.1).
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Figura 1. Estrutura do nucleo esteroide.

Sao importantes reguladores das propriedades fisicas da membrana
plasmatica, como a fluidez e a permeabilidade, e possuem um importante papel no
metabolismo aerébico e na regulacéo do ciclo celular.® Os produtos finais da via de
biossintese de esteréis podem variar. Mamiferos produzem colesterol, fungos e
protozoarios produzem 24-alquil-esterdis, como o ergosterol. O ergosterol (Fig. 2) é
um esterol responsavel por manter a estrutura e a funcdo da membrana plasméatica
de forma muito semelhante ao papel desempenhado pelo colesterol (Fig. 2) nas

células animais.®

Ergosterol Colesterol

Figura 2. Diferengas estruturais do ergosterol e colesterol.

O Esquema de tratamento para a infec¢do produzida por Candida albicans &,
por consenso, a droga 1,2,4-triazélica chamada fluconazol. Essa droga atua inibindo
a enzima citocromo CYPA51, 14-a demetilase, presente no citoplasma do fungo, que

é codificada pela familia de genes ERG, especificamente o gene ERG11 (Fig. 3).
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Farnesil Pirofosfato

ERGY9 l Escualeno sintase
Escualeno
ERG 1 Escualeno epoxidase Azdis
Escualeno Epdxido
ERG7T l Lanosterol sintase
Lanasterol
ERG 11 l Lanosterol C-14 demetilase
4 4_dimetilcolesta-8,14 24-trienol
ERG 24 l Esterol C-14 reductase
4 4_dimetilzimosterol
ERG 25 l Esterol C-4 metiloxidase
ERG 26 l Esterol C-3 desidrogenase
ERG 27 l Esterol C-3 ceto reductase
Zimosterol
ERG 6 l Esterol C-24 metiltransferase
Fecosterol
ERG 2 l Esterol C-8 isomerase
Episterol
ERG 3 l Esterol C-5 desaturase
Ergosta-5,7 24(28)-trienol
ERG5S l Esterol C-22 desaturase
Ergosta-5,7,22 24(28)-tetraenol
ERG 4 l Esterol C-24 reductase
Ergosterol

Figura 3. Rota biossintética do Ergosterol. 10

A enzima 14a-esterol demetilase (CYPAS1) é envolvida em uma etapa-chave
na biossintese do ergosterol, responsavel pela demetilagdo oxidativa de esterois

intermediarios por meio do grupamento heme.*°

A inibicdo dessa enzima ocorre mediante interacdo por coordenacdo de um
dos nitrogénios do anel azélico com o atomo de ferro do grupo heme da enzima.
Devido a essa interagdo, o sitio ativo da enzima ndo estd mais disponivel para a
ligagdo com o substrato natural, o que impede sua conversao catalitica.
Dependendo do tamanho e da natureza do substituinte ligado ao azol, o efeito de

inibicdo pode variar devido as interacdes com a parte proteica da CYPA51.*

A descoberta dos triazoéis inibidores da enzima CYPA51 de primeira geracao

foi resultado de um programa de pesquisa dirigido ao desenvolvimento de um
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agente antifungico com melhores propriedades farmacocinéticas. A modificacdo
molecular planejada pela substituicdo do nudcleo imidazol por triazol produziu
substancias metabolicamente mais estaveis devido a resisténcia desse
heteroaromatico a oxidacdo. Outro fato importante foi o ganho na propriedade
farmacodinamica. O nucleo triazélico complexa-se mais efetivamente com o Fe
heme da enzima, tornando-se mais especifico para a inibicdo da enzima CYPA51 e,
consequentemente, mais seletivo, exercendo assim menor influéncia no

metabolismo dos esteroides humanos, como, por exemplo, do colesterol.*?

1.4 Principais farmacos antifiungicos e resisténcia

O Fluconazol (Figura 4) é o representante mais importante da primeira
geracdo de triaz6is porque € um farmaco com bom perfil de seguranca, boa
biodisponibilidade, eficacia, seletividade e hidrossolubilidade. A inclusdo de dois
anéis triazéis idénticos foi feita para gerar um plano de simetria na estrutura que

elimina o centro estereogénico e torna a sintese menos custosa.™®

o

N—N
OH
F
N~N
\
S
F

Figura 4. Estrutura quimica do Fluconazol.

Entretanto, como mencionado anteriormente, novas espécies de Candida
foram identificadas nas ultimas décadas, levando a uma crescente demanda de
novos compostos com fins terapéuticos. Em resposta a essa demanda, anfotericina
B e caspofungina (Fig. 5), as quais sdo produtos natural e semissintético,
respectivamente, foram descobertas e incluidas na terapéutica contra as cepas
resistentes ao fluconazol. Apesar disso, resisténcia a essas drogas tem sido

relatada’ por véarios grupos de pesquisa e também na clinica. Consequentemente, a
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demanda por novas drogas que possam ser usadas no tratamento de infeccOes
fangicas € novamente evidenciada. E nesse momento que a quimica sintética

desempenha um papel muito importante na tentativa de dar solu¢cdo ao problema.

Caspofungina

Figura 5. Estruturas quimicas da anfotericina B e da caspofungina.

Diversos mecanismos de resisténcia a anfotericina B (AMB) e azois tém sido
descritos.'?!* Alteracdes nos componentes de ergosterol da membrana, seguidos de
mutacdes nas rotas biossintéticas do ergosterol, parecem ser 0s mecanismos mais
recorrentes dos polienos no caso de Candida. Trés mecanismos que levam a
resisténcia contra azois foram descritos para Candida albicans: uma concentracdo
reduzida de azéis devida ao efluxo ativo mediante ATP-binding-cassette (ABC) ou
transportadores MDR1; alteracdo mediante mutacdo ou super expresséao de sitios de
ligacao (C14a-esterol demetilase, codificado pelo gene ERG11); e uma perda da

funcdo na mutacdo em vias inferiores na rota do ergosterol (defeito na D-5,6-
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desaturase codificada por ERG3), levando a um acumulo menor de esterois toxicos

(por exemplo 14a-metilfecolesterol) na presenca de azéis.™* *°

1.5 Outros compostos heterociclicos antifungicos - Oxazolina

Muitos compostos heterociclicos tém sido relatados com atividade antifungica
tais como macrolideos, flucitocina, taninos, polimeros de ndilon e oxazolina.
Compostos oxazolinicos mostraram ter atividades tais como antitumoral, anti-
inflamatoria, imunossupressor e também antifingica; o que levou nosso grupo a

comecar o trabalho com esta nova classe de agentes antigtnficos™® (Fig 6).

R = Cqs5Ha4
Brasilibactin A
BE-70016 HO™ V/O (Antimicrobiano)
(Antitumoral

S ~0
NY o/\
OH \
OH
) z

N7 o HO
B O:X—/'% HO \A\
HN HN =0
/H_¥N o \ﬁ o
N 0 SH N\/\/ o N

" \EO/ oi\y\ L-Vulnibactin
o L N (Antimicrobiano) g
N HN—{ H
R / —\\O Deflazacort®

. i

HO o
s Patellamide E (Anti-inflamatario,
d (Antitumoral) imunossupressor)

Figura 6. Exemplos de 2-aril oxazolinas bioativas.

Oxazolina é um composto quimico heterociclico de cinco membros contendo
um atomo de oxigénio e um de nitrogénio. Foi caracterizada pela primeira vez em
1891 e nomeada pelas regras de Hantzsch-Widman. Faz parte de uma familia de
compostos heterociclicos que existe entre o oxazol e a oxazolidina em termos de

saturacdo.'’

O anel oxazolinico, em si, ndo tem aplicagbes atuais, mas 0s compostos
contendo o anel tém uma grande variedade de utiliza¢des, particularmente como
ligantes na catalise assimétrica, como grupos protetores para os acidos carboxilicos
e, cada vez mais, como mondmeros para a producao de polimeros. Estruturas do

tipo 2-ariloxazolina foram as estruturas centrais de muitas moléculas biologicamente
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a b | 18c,d
)

ativas que apresentam efeito citotoxico,’®® antibacteriano,’®® antitumora

18l o anti-Alzheimer'®. Adicionalmente, esses grupos séo utilizados

antidepressivo
como intermediarios de sintese,'® grupos de protecdo® ou ligantes quirais auxiliares
em muitas transformacdes organicas.?* Muitas polioxazolinas sdo biomateriais Uteis
para a entrega de drogas e de genes, e tém sido desenvolvidos sistemas de

respostas de estimulos.?

Alguns métodos quimicos foram desenvolvidos para a sintese de derivados 2-
aril/heteroariloxazolina utilizando pB-hidroxi amidas, olefinas, acidos carboxilicos,

ésteres, nitrilas, aldeidos, ou outros compostos 0s quais sdo expostos na Tabela
1 23-27

Tabela 1: Substratos utilizados na preparacdo de oxazolinas

Compostos o
. Produto Referéncia
utilizados
Olefinas e _
amidas Oxazolina Minakata, S., Morino, Y. Chem. Commun. 2007, 3279-3281
Acidos e amino _
alcoois Oxazolina Cwik A, Hell Z. Tetrahedron Lett. 2002, 43, 3985-3987
Aldeidos e _
amino alcoois Oxazolina Karade N., Tiwari G. Synlett. 2007, 12, 1921-1924.
Nitrilas

. , . Prasad A., Satyanarayana B. Der Pharma Chemica. 2012, 4, 93-99.
amino éalcoois

Esteres e
amino alcoois Oxazolina Zhou P., Blubaum J. Tetrahedron Lett. 1997, 38, 7019-7020

Amidas Oxazolina Xu Q, Li, Z. Letters. 2009, 50, 6838—6840
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1.6 Métodos de sintese de Oxazolinas e catalisadores

Os meétodos que utilizam catalisadores de metais de transicdo (contendo
carbonila), como ciclizacdo com brometos de arila e 2-cloroetilamina, ou arilacédo
direta de ligacdes C-H de oxazolinas ndo aromaticas, muitas vezes exigem muitas
horas de reacdo, altas temperaturas (> 100 °C) e tém limitada variedade de

substratos.?>?°

Vérios catalisadores tém sido utilizados para a ativacdo de nitrilas, as quais
sofrerdo adi¢cdo nucleofilica por amino alcoois. Entre os principais catalisadores,
podemos citar: ZnCl,, Bi(lll), sais de ZrOCI,.H,O, argila, acido sulfarico celulose,
acido sulfurico silica, os complexos de Cu, e sais de S-Co(ll). Embora os métodos
acima (Esquema 1) sejam estratégias promissoras de sintese para 2-heteroaril
oxazolinas, a falta de aplicabilidade geral, o uso de reagentes caros e menos
abundantes, as condi¢des reacionais severas, as temperaturas de reacdo elevadas
e 0 tempo de reac&o limitam a sua aplicac&o.”’

O
R/U\O

H

Ho~ NH2
R

(e} R (0]
= R o HO/\/NHZ
RN, ;t - M
N

R R™H
R
NH,
—~
HO R
H,N OH 0
7_/
RCN Ph)LN/\/OH
o H
R)J\OEt

Esquema 1. Métodos de sintese de oxazolinas
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1.7 Reacdes de acoplamento — Ciclo catalitico

Um ciclo catalitico geral para a reacdo de acoplamento cruzado de
organometalicos, que envolve as sequéncias de adicdo oxidativa, transmetalacéo e
eliminacdo redutiva, esta representado no Esquema 2. Embora cada passo envolva
processos adicionais incluindo trocas de ligantes, ndo ha duvida sobre a presenca
dos intermediarios (A e B), os quais foram caracterizados por analises

espectroscopicas.?® #

E significativo que a grande maioria das reacdes de acoplamento cruzado
catalisadas por Ni(0), Pd(0) e Fe(ll) sejam racionalizadas em termos deste ciclo

catalitico comum.

R2X
R'l _R2 Pd(O)
R2"Pd(Il)-R’ R2Pd(I1)-X
B A
MX R'M

Esquema 2. O ciclo catalitico geral para o acoplamento cruzado

1.7.1 Ciclo Catalitico — Adicao Oxidativa

A Adigéo Oxidativa é frequentemente o passo determinante no ciclo catalitico.
A reatividade relativa diminui na ordem | > OTf > Br >> CI. Os haletos de arila e 1-
alquenila, ativados pela proximidade de grupos que retiram elétrons sao mais
reativos a adigdo oxidativa do que aqueles com grupos doadores, permitindo assim
a utilizagdo de cloretos tais como 3-cloroenona para a reagdo de acoplamento
cruzado. Pode-se utilizar uma gama de catalisadores ou precursores de Pd(0) para a
reacdo de acoplamento cruzado. Pd(PPh3); € mais comumente utilizado, mas
PdCI,(PPh3), e Pd(OACc), ou outros ligantes de fosfina também séo eficientes devido
a estabilidade ao ar e a serem facilmente reduzidos aos complexos ativos de Pd(0)

com organometalicos ou fosfinas utilizadas para o acoplamento cruzado. Os
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complexos de palddio que conttm menos de quatro ligantes de fosfina ou fosfinas
volumosas tais como tris(2,4,6-trimetoxifenil)fosfina sdo, em geral, altamente reativos
para a adicdo oxidativa devido a formacdo de espécies coordenadas de paladio

insaturado.*°
1.7.1 Ciclo Catalitico — Eliminacdo Redutiva

A Eliminacdo Redutiva dos derivados organicos de B reproduz o complexo de
paladio (0). A reacdo ocorre diretamente a partir de cis-B, e o trans-B reage apos a
sua isomerizagao para o correspondente complexo cis (exemplos 1 e 2, Esquemas
3, 4).

A ordem de reatividade é diaril->(alquil)aril->dipropil->dietil->dimetilpaladio(ll),
sugerindo a participacdo do orbital 1 do grupo arila durante a formacéo da ligacéo
(Esquema 3).>! Embora o passo de 1-alquenil ou 1-alquinilpaladio(ll) ndo tenha sido
estudado, observa-se um efeito semelhante na eliminagao redutiva de complexos de

platina(ll).%

— Ph-Ph+Pd(0)- L, (1)

trans cis

Esquema 3. Eliminacao redutiva do composto B

A termolise do cis-(dialquil)paladio(ll).L2, que € um intermediario no
acoplamento alquila-alquila, € inibida pelo excesso de fosfina (L), portanto se
considera que é iniciada pela taxa determinante de dissociagdo do ligante fosfina (L)
produzindo um complexo triplo coordenado cis-(dialquil)paladio(ll).L (mecanismo
dissociativo, exemplo 2, esquema 4).3 Assim, o efeito dos ligantes de fosfina é
comparavel a ordem da facilidade de sua dissociacdo: PEt; < PEt,Ph < PMePh, <
PEtPh, < PPh; (Esquema 4).
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L ‘L L
Me-Pd-Me —>= Me-Pd-Me
L
Me L Me
L_P(lj_Me - > L-Pd-Me — Me-Me + Pd(0)'L, (2)
L

Esquema 4. Termolise do cis-(dialquil)paladio(ll).

Embora o mecanismo da Adicdo Oxidativa e as sequéncias de eliminacéo
redutiva sejam razoavelmente bem compreendidos, além de serem processos
presumivelmente fundamentais para todas as reacdes de acoplamento cruzado de
organometalicos, € menos conhecido o passo de transmetalacdo porque o
mecanismo € altamente dependente de compostos organometalicos ou condicdes

de reacéo utilizadas para os acoplamentos.
1.8 Acoplamento de Sonogashira

O Acoplamento de Sonogashira surgiu nos ultimos anos como um dos
métodos mais gerais, confiaveis e eficazes para a sintese de alquinos substituidos.*
O acoplamento de acetiletos metalicos pré-formados (por exemplo, derivados de
Zn,* Mg,** B,*" AI*® e Sn*) com eletréfilos organicos fornece um acesso a alquinos
substituidos. No entanto, o protocolo de Sonogashira (Qque emprega sais de Cul
como co-catalisadores) € um dos métodos de alquinilagdo catalisados por paladio
mais amplamente utilizado, particularmente no contexto da sintese total, em grande

parte devido a sua ampla aplicabilidade e conveniéncia.
1.8.1 Principais aplicagdes e variantes

Uma das primeiras aplicacbes da reagdo de Sonogashira na sintese total
pode ser encontrada na via sintética generalizada para as lipoxinas biologicamente
significativas e eicosandides relacionados; iniciada pelo grupo de Nicolaou no inicio

dos anos 80.%
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Variantes do Acoplamento de Sonogashira permitiram a sintese de uma série
de outros produtos naturais eicosandides relacionados com a estrutura e a
biossintese, incluindo a familia de metabolitos secundarios da lipoxina. Por exemplo,
a (5S, 6S, 15S)-lipoxina A4 (F) foi obtida através da unido dos blocos de construcéo
C e D enantiomericamente puros, seguindo-se procedimentos de reducéo de Lindlar
e grupos de clivagem do grupo protetor (Esquema 5).

oTBS TBSQO OTBS
> CO,Me
/\WBr 4 XX 2
c D
HQ OH TBSQ OTBS
N CO,H NN CO,Me
| =l
P Me = Me
OH oTBS
F  (5S,65,15S)-lipoxina A E

Esquema 5. Aplicacdo da reagdo de Sonogashira no acoplamento
de um fragmento na sintese total de (5S,6S,15S)-lipoxina A4 (F)

Esses exemplos ilustrativos servem para destacar o fato de que a reacdo de
Sonogashira proporciona uma alternativa importante as reacdes de Stille e Suzuki
para a sintese estereosseletiva de sistemas poliénicos, por meio desse protocolo em
duas etapas de acoplamento alcino-alceno, seguidas de reducéo seletiva da tripla
ligacdo. Essa metodologia revela-se de particular utilidade quando os compostos de
organoestanho ou de organoboro, necessarios para as reagfes de acoplamento de
Stille ou Suzuki, respectivamente, ndo estdo disponiveis ou sdo instaveis para serem
sinteticamente Uteis. E importante notar que ambos os isbmeros correspondentes de
E e Z-alqueno podem ser preparados de um modo estereosseletivo a partir do
alquino. Assim, enquanto que o0s alquenos Z sao tipicamente preparados por
processos de hidrogenacéo catalitica, estdo disponiveis varias vias para a sintese
dos isémeros E correspondentes.** Os protocolos de hidrossililagdo desenvolvidos
pelos grupos de Firstner®* e Trost*® sdo métodos potencialmente convenientes e

guimiosseletivos.
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Uma das aplica¢cdes mais comuns da reacdo de Sonogashira na sintese total
€ a incorporacdo de residuos de alquino de dois carbonos em intermediarios
sintéticos, tanto como apéndices de anéis como um meio de alongamento de cadeia
aciclica. Trimetilsilili acetileno serve como um equivalente de acetileno
convenientemente modificado, com o beneficio adicional de que, uma vez que a
unidade de alquino terminal € bloqueada com o correspondente trimetilsilano, os
produtos de mono acoplamento sdo observados exclusivamente. Tal reacdo foi
aplicada por Isobe e colaboradores em uma juncgéo preliminar no decorrer de sua
sintese total assimétrica da tetradotoxina,** o famoso veneno do peixe baiacu que foi
chamado de "uma das grandes maravilhas da natureza".*> Assim, (trimetilsilil)
acetileno foi acoplado de forma branda ao iodeto de vinilico G por exposicdo a
guantidades cataliticas de Pd(OAc), (5 mol%), PPhz (10 mol%) e Cul (10 mol%) na
presenca de EtsN em benzeno a temperatura ambiente para proporcionar o enino H,
com rendimento quase quantitativo (Esquema 6). Esse produto foi submetido a

outros passos para completar a sintese total.

o ,OiPr
i TBSO
BSO o OiPr
N-""0H
N OH
I l
G y TVS
OH
07 ™o
HO O
HO OH
HN o i

HN

I (-)-tetradotoxina
Esquema 6. Uso da reacdo de Sonogashira na sintese enantioseletiva da (-)-tetradotoxina |

Algumas das aplicagdes mais destacadas da reacdo de Sonogashira podem
ser encontradas em abordagens sintéticas a varios membros da classe de
antibiéticos enedino, como relatado por diferentes grupos.*® O motivo caracteristico
(2)-1,5-diino-3-eno contido dentro dessa familia de produtos naturais parecia

prestar-se a formacao de ligacdo carbono-carbono catalisados por paladio e, de fato,
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provou ser um teste significativo para o acoplamento de Sonogashira na sintese

total.
1.9 Click Chemistry

Nos ultimos anos, a “Click Chemistry” regiosseletiva tem uma ampla aplicagéo
na quimica organica sintética e na quimica medicinal. A “Click Chemistry” tem sido
explorada como uma nova abordagem para a sintese regiosseletiva de derivados

1,2,3-triazélicos para o desenvolvimento de novos medicamentos.*’°

Assim como as oxazolinas preparadas, derivados 1,2,3-triaz6licos foram
também sintetizados. Devido as diversas atividades farmacol6gicas mencionadas
anteriormente, tornam-se compostos muito interessantes. Derivados 1,2,3-triazélicos
foram relatados com atividade antibacteriana, antituberculose, anticancerigena,
antiviral, anti-hipertensiva, anticolinérgica, anti-inflamatéria e antifingica,**> o que
reforca o interesse do nosso grupo para aprofundarmos a pesquisa desse tipo de

moléculas.
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2. OBJETIVOS

Obter novos derivados oxazolinicos e derivados 1,2,3-triazolicos de uma
forma simples e barata.

Avaliar a atividade antifngica dos compostos sintetizados.
Avaliar a toxicidade dos compostos sintetizados.

Realizar uma proposta de relagdo estrutura-atividade.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1 MATERIAIS

Todas as reacgdes sensiveis ao ar e/ou a agua foram realizadas sob atmosfera
de nitrogénio (N2) e em condi¢cbes anidras. O solvente CH2CI2 (diclorometano)
anidro utilizado nas reacbes foi coletado através da maquina de secagem de
solventes MBraun modelo MB-SPS-800-Auto. O restante dos solventes e dos
reagentes foram obtidos por fontes comerciais sem a necessidade de purificagao
antes do uso.

As placas de cromatografia delgada, ferramenta para acompanhamento das
reacoes, sao de silica gel UV254 (0,20 mm) marca Merck, obtidas comercialmente.
Solugéo acida de vanilina (5% de vanilina em 10% de acido sulfurico), com posterior
aguecimento para revelacdo, luz ultravioleta e uma cuba contendo iodo triturado
foram empregados na interpretacdo e revelacdo dos produtos aplicados e eluidos

nas placas de cromatografia delgada.

Para algumas extracdes foram utilizadas solu¢des saturadas de cloreto de
amonio, cloreto de sédio e bicarbonato de sddio. A purificacdo de produtos por meio
de cromatografia em coluna foi realizada utilizando colunas de vidro, silica gel 60
(230-400 mesh - Merck) e um solvente ou mistura de solventes com gradiente

adequado para cada produto.

Os dados de ressonancia magnética nuclear de *H RMN e *C RMN, foram
obtidos em um aparelho Bruker ADVANCE DPX-300 que opera na frequéncia de
300 e 75 MHz, respectivamente. Em experimentos de *H RMN, os deslocamentos
quimicos (&) foram expressos em ppm em relagdo ao tetrametilsilano (TMS),
utilizado como padrdo interno. Os espectros de '*C RMN foram calibrados
considerando o pico do CHCI;3 como 77,0 ppm (pico central) ou o pico do DMSO
como 39,5 ppm (pico central). Entre paréntese estdo dispostas informagdes
referentes a multiplicidade dos picos (s = simpleto, sl = simpleto largo, d = dupleto, t
= tripleto, quart = quarteto, quint = quinteto, sex = sexteto, m = multipleto, dd = duplo
dupleto, dt = duplo tripleto, td = triplo dupleto). A deducdo do numero de hidrogénios
foi realizada através da integracdo relativa e a constante de acoplamento (J)

expressa em Hertz (Hz).
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As reacdoes em ultrassom foram feitas em aparelho Bransonic Ultrasonic
Cleaner 3510R-DTH.

Para a remocéao dos solventes das solu¢cdes organicas, foram utilizados rota-
evaporadores marca Bichi, modelos R210 e R205, linha de vacuo equipada com

uma bomba de alto vdcuo, marca Boc Edwards, modelo RV8 Rotary Vane.

A espectrometria de massa de alta resolucédo (HRMS) foi obtida em aparelho
ESI-IT-ToF (Shimadzu Co., Japdo). Para injecdo manual foi utilizado injetor
Rheodyne, com fluxo constante de 50 pL/min; voltagem da interface 4,5 kV,
voltagem do detector 1,76 kV, e temperatura do CDL 200 °C. Os espectros
geralmente sdo obtidos na faixa de 50 a 2000 m/z. Outros compostos foram
analisados no aparelho MALDI modelo Axima Performance (Shimadzu Co., Japéo)
adquirido em modo positivo em matriz. As andlises foram realizadas no Instituto

Butantad da USP pelo Dr. Daniel C. Pimenta.
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3.2 METODOS
3.2.1 Sintese dos materiais de partida

Sintese do acido (2S,3R)-2-((amino(t-butoxicarbonila))-3-hidroxibutandico (2)

OH O OH O

O (0] NaOH
OH * OH
)\52}\ )(O)J\O)J\Ok Dioxano, H,0, t.a., 24 h o/'\HJ\
1 \i/o 2
Em um baldo de uma boca foram adicionados a L-treonina (119,12 mg; 1
mmol), NaOH (60 mg; 1,5 mmol), H,O (2 mL), 1,4-dioxano (2 mL) e Boc,0 (327 mg;

1,5 mmol), a mistura foi agitada vigorosamente a temperatura ambiente por 24

horas. Ap6s as 24 horas, a mistura foi concentrada sob presséo reduzida, e entéo,
acidificada com HCI 1% para pH 2, a mistura foi extraida com AcOEt, lavada com
NH,4Cl e secada com MgSO,4. O solvente foi removido sob presséo reduzida. O acido
(2S,3R)-2-((amino (t-butoxicarbonila))-3-hidroxibutandico (2) foi obtido na forma de
um 6leo incolor com rendimento de 98% (270 mg).>* RMN *H (300 MHz, CDCls) &
6,61 (s, 2H); 5,62 (d, J = 9,0 Hz, 1H); 4,37 — 4,29 (m, 1H); 4,21 (d, J = 8,8 Hz, 1H);
4,05 (q, J = 7,1 Hz, 1H); 1,38 (s, 9H); 1,22 — 1,14 (m, 3H). RMN **C (75 MHz, CDCls)
0 174,40; 156,62; 80,43; 77,43; 77,01; 76,58; 60,46; 58,66; 28,27; 19,29.

Sintese do (2S,3R)-2-amino-3-hidroxobutanoato de benzila (3)

OH O OH O

PAPA on oo™ PAP
+
oH EjA Benzeno, 115 °C, 24 h ©
NH; NH,
1 3

Em um baldo de duas bocas, previamente flambado, sob fluxo de nitrogénio,
e equipado com um aparelho de Dean-Stark, foi adicionado a L-treonina (238 mg; 2
mmol), e uma solucdo de 4:1 de benzeno (8 mL): alcool benzilico (2 mL) e em
seguida o TsOH (418 mg; 2,2 mmol), a mistura foi agitada vigorosamente a 115 °C
por 24 horas. A mistura foi resfriada a temperatura ambiente e o benzeno removido

sob presséo reduzida e extraida com H,O e AcOEt (2 x 20 mL), a fase aquosa foi
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separada (a qual contém o produto), e entdo a fase organica foi lavada com H,O (4 x
10 mL), toda a fase aquosa foi separada e basificada para pH acima de 9 utilizando
KOH. Apds a basificacdo, foi realizada a extracdo novamente com AcOEt, a fase
organica foi secada com MgSO, e o0 solvente removido sob pressdo reduzida e
bomba de vacuo. O (2S,3R)-benzil 2-amino-3-hidroxobutanoato (3) foi obtido na
forma de um sélido branco com rendimento de 74%.%> RMN *H (300 MHz, CDCls) &
7,32 (d, J = 4,5 Hz, 5H); 5,14 (s, 2H); 3,92 (s, 1H); 3,26 (s, 1H); 1,17 (d, J = 5,5 Hz,
3H). RMN *3C (75 MHz, CDCls) & 174,02; 135,52; 128,62; 128,41; 128,40; 128,30;
127,30; 126,88, 77,71; 77,28; 76,86; 68,32; 66,89; 64,64; 60,11; 19,92.

Sintese do t-butil-(3-hidroxi-1-oxo-1-(prop-2-in-1-ilamino)butan-2-il)carbamato

(4)

OH O
M Amina propargilica / N-metilmorfolina )\(m
N™
OH " Cloroformato de efila / THF / ta. 1 h H/\\
NHBoc NHBoc
2 4

N-metilmorfolina (1 equiv.) foi adicionado a uma solucdo de N-t-butoxicarbonil-
L-treonina (1 equiv.) em THF (5 mL) a temperatura ambiente. Cloroformato de etila
(1 equiv.) foi adicionado a solucdo para precipitar o cloridrato de N-metilmorfolina
como uma massa branca. Em seguida, propargilamina (1 equiv.) foi adicionado, e a
mistura resultante foi agitada a temperatura ambiente durante 1 h. O precipitado foi
removido por filtracdo, e o filtrado foi concentrado por rota evaporagdo. O residuo
resultante foi dissolvido em acetato de etila (40 mL) e lavou-se trés vezes com agua
e secou-se sobre MgSO, anidro. Apos filtragcdo, o solvente foi removido para se
obter o produto bruto. O t-butil-(3-hidroxi-1-oxo-1-(prop-2-in-1-ilamino)butan-2-
il\carbamato (4) foi obtido na forma de um sélido branco com rendimento de 85%.%°
RMN *H (300 MHz, CDCls-d) 8 7,36 (s, 1H); 5,84 (d, J = 8,0 Hz, 1H); 4,35 — 4,24 (m,
2H); 4,05 (s, 2H); 2,27 (s, 1H); 1,46 (s, 8H); 1,18 (d, J = 5,8 Hz, 3H). RMN *3C (75
MHz, CDCls-d) 6 171,00; 156,32; 80,20; 79,25; 71,60; 67,09; 60,32; 28,99; 28,24;
18,36.
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Procedimento geral para preparar as azidas aromaticas (6a-0)

B NH NaNO, / HCI B N3
= =
R NaN; R
5 6a-o

A uma suspensao sob agitacdo de 10,00 g de acido composto 5 em 250 mL
de agua a 0 °C, adicionou-se gota a gota 325 mL de &cido cloridrico 6 M frio durante
1 h. Depois adicionou-se gota a gota 4,96 g de nitrito de s6dio em 35 mL de 4gua ao
longo de 15 min, e a solucdo amarela brilhante resultante foi agitada durante 60 min
a0°C.”’

Procedimento geral para a sintese dos triazois (7a-0)

OH O
OH O . o N N,
Azida / CuSO, / Ascorbato de sédio H | N
N S NHBoc N
H O CH,Cly / HyO / 30 min / MW
NHBoc 74 \
- —X
4 7a-o R

CuSOq4 (1 equiv.) e ascorbato de sodio (1,5 equiv.) foram adicionados a uma
solucéo de composto 4 e a azida correspondente em CH,Cl, (5 mL) e H,O (5 mL). A
solucéo resultante foi colocada no reator de micro-ondas e deixou-se reagir por 30
min. A mistura da reacdo foi diluida com H,O (10 mL), em seguida, extraiu-se com
CH.Cl, (10 mL x 3). As fases organicas combinadas foram secas sobre Na,SOy,

filtradas e concentradas. O residuo foi purificado por cromatografia em coluna.>®

t-Butil-(3-hidroxi-1-(((1-(4-metoxifenil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)amino)-1-

oxobutan-2-il)carbamato

O produto foi obtido como um sélido branco com
rendimento de 79%: RMN *H (300 MHz, CDCls-d) & 7,85
H/\E\{\/N (s, 1H); 7,47 (d, J = 8,9 Hz, 2H); 6,87 (d, J = 9,0 Hz, 2H);
NHBoc N 5,73 (d, J = 8,2 Hz, 1H); 4,50 (s, 1H); 4,10 (d, J = 6,8 Hz,
1H); 1,32 (s, 9H); 1,12 (t, J = 7,3 Hz, 4H). RMN *C (75
OCH; MHz, CDCls-d) 6 171,66; 159,77; 156;28; 145,14; 130,27;
7a 121,95; 120,60; 80,20; 67,18; 59,18; 55,53; 34,89; 28,23,
18,79. HRMS calcd. para [C19H27NsOs5 + H]™: 406,4559.

Encontrado: 406,1897.

OH O
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t-Butil-(3-hidroxi-1-(((1-(3-metoxifenil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)amino)-1-
oxobutan-2-il)carbamato

O produto foi obtido como um solido branco com
rendimento de 78%: RMN *H (300 MHz, CDCl;-d) & 8,00
OH O (s, 1H); 7,61 (s, 1H); 7,45 — 7,12 (m, 4H); 6,94 (d, J = 8,2
NHBO@“[’:ZN Hz, 1H); 5,75 (d, J = 7,8 Hz, 1H); 4,78 — 4,49 (m, 2H); 4,38
Qows (d, J =5,8 Hz, 2H); 3,85 (s, 3H); 1,41 (s, 9H); 1,19 (d, J =
59 Hz, 4H). RMN *3C (75 MHz, CDCls-d) & 171,71;
160,54; 156,30; 145,24; 137,85; 130,44; 120,53; 114,64;
112,30; 106,22; 67,12; 58,99; 55,58; 34,88; 28,24; 18,70.
HRMS calcd. para [CigH2;NsOs + H]: 406,4559.
Encontrado: 406.1890.

7b

t-Butil-(3-hidroxi-1-(((1-(2-metoxifenil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)Jamino)-1-
oxobutan-2-il)carbamato

O produto foi obtido como um sdlido branco com
rendimento de 85%: RMN 'H (300 MHz, CDCls-d) & 8,08

OH O (s, 1H); 7,68 (d, J = 9,3 Hz, 1H); 7,40 (t, J = 7,9 Hz, 1H);
N

N N . - . —

NHBO%&[N'N - 7,16 — 6,94 (m, 2H); 5,81 (d, J = 8,1 Hz, 1H); 4,61 (d, J =

@ ® 5,3 Hz, 3H); 4,46 — 4,30 (M, 2H); 3,84 (s, 3H); 1,41 (s, 9H);

1,25 (t, J = 7,1 Hz, 2H). RMN *C (75 MHz, CDCls-d) &

7c 171,07; 151,08; 143,90; 130,13; 126,07; 125,31; 124,28;

121,04; 112,23; 80,01; 67,18; 60,30; 55,86; 34,87; 28,20.
HRMS calcd. para [CigH27NsOs + H]": 406,4559.
Encontrado: 406,1897.



38

t-Butil-(1-(((1-(2-clorofenil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)amino)-3-hidroxi-1-
oxobutan-2-il)carbamato

O produto foi obtido como um 6leo amarelo com
rendimento de 53%: RMN *H (300 MHz, CDCls-d) & 7,99

oH O N (s, 1H), 7,73 — 7,48 (m, 4H); 7,50 — 7,37 (m, 2H): 5,75 (d, J
N N
NHBO@&EN«N . = 7,9 Hz, 1H); 4,64 (d, J = 8,4 Hz, 2H); 4,46 — 4,27 (m, 2H);
@ 1,41 (s, 9H); 1,17 (d, J = 6,0 Hz, 5H). RMN C (75 MHz,
CDCls-d) & 171,60; 156,27; 144,41; 134,74: 130,80;
7d

130,71; 128,61; 127,86; 127,73; 124,27; 80,22; 67,12;
58,91; 34,86; 28,25; 18,57. HRMS calcd. para
[C18H24CIN5O4 + H]™: 410,8750. Encontrado: 410,1405.

t-Butil-(1-(((1-(3-clorofenil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)amino)-3-hidroxi-1-

oxobutan-2-il)carbamato

O produto foi obtido como um sélido branco com
OH © rendimento de 85%: RMN *H (300 MHz, CDCls-d) & 8,01
NHBO@“[“"}N (s, 1H); 7,74 (s, 1H); 7,60 (d, J = 5,6 Hz, 1H); 7,45 (d, J =
8,1 Hz, 3H); 5,63 (d, J = 7,9 Hz, 1H); 4,65 — 4,51 (m, 3H);
@C' 4,39 (d, J = 6,1 Hz, 2H); 1,42 (s, 9H); 1,19 (d, J = 6,3 Hz,
7e 5H). RMN **C (75 MHz, CDCls-d) & 171,83; 156,39;
137,71; 135,57; 130,78; 128,84; 120,66; 120,34; 118,36;
67,01; 60,36; 34,90; 28,26; 18,63. HRMS calcd. para

[C18H24CIN5O4 + H]™: 410,87506. Encontrado: 410,1396.
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t-Butil-(1-(((1-(4-clorofenil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)amino)-3-hidroxi-1-
oxobutan-2-il)carbamato

OH O

N

N N
)\‘)J\H/\[ IN

NHBoc N

Q

Cl

7f

O produto foi obtido como um soélido amarelo com
rendimento de 86%: RMN *H (300 MHz, CDCls-d) & 7,99
(s, 1H); 7,73 — 7,48 (m, 4H); 7,50 — 7,37 (m, 2H); 5,75 (d, J
=7,9 Hz, 1H); 4,64 (d, J = 8,4 Hz, 2H); 4,46 — 4,27 (m, 2H);
1,41 (s, 9H); 1,17 (d, J = 6,0 Hz, 5H). RMN *C (75 MHz,
CDCls-d) & 171,60; 156,27, 144,41; 134,74; 130,80;
130,71; 128,61; 127,86; 127,73; 124,27, 80,22; 67,12;
58,91; 34,86; 28,25; 18,57. HRMS calcd. para
[C18H24CIN5O4 + H]™: 410,8750. Encontrado: 410,1381.

t-Butil-(1-(((1-(4-bromofenil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)amino)-3-hidroxi-1-

oxobutan-2-il)carbamato

OH O

)\/U\ N N\\
H | N
NHBoC N

Q

Br

78

O produto foi obtido como um solido branco com
rendimento de 79%: RMN *H (300 MHz, CDCls-d) 5 8,07 (s,
1H); 7,80 (s, 1H); 7,57 (s, 4H); 5,87 (d, J = 7,5 Hz, 1H);
4,58 (s, 3H); 4,46 — 4,30 (m, 4H); 4,21 (s, 1H); 1,40 (s, 9H);
1,24 — 1,08 (m, 6H). RMN **C (75 MHz, CDCls-d) & 171,75;
156,31; 145,68; 135,73; 132,78; 122,35; 121,67; 120,48;
80,22; 67,21; 60,35; 34,84, 28,24; 18,85. HRMS calcd. para
[C1gH24BrNsO4 + H]™: 455,3260. Encontrado: 454,0928.
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t-Butil-(3-hidroxi-1-(((1-(4-iodofenil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)amino)-1-
oxobutan-2-il)carbamato

OH O

/\)LN N,
H || N
NHBoc N

Q

7h

O produto foi obtido como um solido laranja com
rendimento de 83%: RMN *H (300 MHz, CDCls-d) & 8,05 (s,
1H); 7,78 (d, J = 8,6 Hz, 2H); 7,43 (d, J = 8,6 Hz, 2H); 5,81
(d, J =7,6 Hz, 1H); 4,58 (d, J = 12,6 Hz, 1H); 4,44 — 4,29
(m, 2H); 1,40 (s, 9H); 1,18 (d, J = 6,0 Hz, 4H). RMN *3C (75
MHz, CDClIs-d) & 171,79; 156,30; 145,65; 138,76; 136,40;
121,79; 120,34, 93,65; 80,24; 67,18, 60,36; 34,85; 28,26;
18,82. HRMS calcd. para [CigH24INsO4 + H]': 502,3265.
Encontrado: 502,0803.

t-Butil-(3-hidroxi-1-oxo-1-(((1-(4-(trifluorometil)fenil)-1H-1,2,3-triazol-4-
illmetil)amino)butan-2-il)carbamato

OH O

)\HK N N
Hoo|
NHBoc N

3

CF;

7i

O produto foi obtido como um sdlido branco com
rendimento de 78%: RMN *H (300 MHz, CDCls-d) 5 8,09 (s,
1H); 7,86 (d, J = 8,5 Hz, 3H); 7,77 (d, J = 8,6 Hz, 3H); 5,63
(d, J = 8,0 Hz, 1H); 4,75 — 4,52 (m, 3H); 4,40 (d, J = 6,4 Hz,
1H); 1,42 (s, 9H); 1,19 (d, J = 6,3 Hz, 5H). RMN *C (75
MHz, CDCls;-d) & 171,84; 156,40; 145,87; 139,24; 131,00;
130,56; 127,01; 125,27; 121,66; 120,33; 80,46; 67,10;
58,99; 34,87; 28,24; 18,66. HRMS calcd. para
[C19H24F3NsO4 + H]: 444,4279. Encontrado: 444,7101.
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t-Butil-(1-(((1-(2-fluorofenil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)amino)-3-hidroxi-1-
oxobutan-2-il)carbamato

O produto foi obtido como um solido amarelo com
rendimento de 85%: RMN *H (300 MHz, CDCls-d) & 8,00

OH 0O (s, 1H); 7,61 (s, 1H); 7,45 — 7,12 (m, 4H): 6,94 (d, J = 8,2
N
N N
NHBOg&[N,N i Hz, 1H); 5,75 (d, J = 7,8 Hz, 1H); 4,78 — 4,49 (m, 2H); 4,38
@ (d, J = 5,8 Hz, 2H); 3,85 (s, 3H); 1,41 (s, 9H); 1,19 (d, J =
5,9 Hz, 4H). RMN *C (75 MHz, CDCls-d) & 171,71;
7 160,54; 156,30; 145,24; 137,85; 130,44; 120,53; 114,64;

112,30; 106,22; 67,12; 58,99; 55,58; 34,88; 28,24; 18,70.
HRMS calcd. para [C18H24FN504 + H]+: 394,4204.
Encontrado: 394,1703.

t-Butil-(1-(((1-(benzo[d]tiazol-6-il)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)amino)-3-hidroxi-1-
oxobutan-2-il)carbamato

oH O O produto foi obtido como um sdélido bege com
T ”A[N\\,N rendimento de 41%: RMN *H (300 MHz, CDCls-d) 5 9,08
N (s, 1H); 8,30 (d, J = 2,1 Hz, 1H); 8,22 — 8,06 (m, 2H);

Q\j 7,83-7,61 (m, 2H); 5,80 (d, J = 8,1 Hz, 1H); 4,62 (dt, J =

N

16,1, 8,1 Hz, 2H); 4,42 (dd, J = 6,6, 2,5 Hz, 1H); 1,42 (s,
8H); 1,27 (d, J = 7,1 Hz, 2H). RMN *3C (75 MHz, CDCls-
d) & 171,10; 156,34; 155,85; 134,33; 124,44; 118,98;
113,86; 80,28; 67,14; 60,34; 34,93; 28,25; 18,80. HRMS
calcd. para [C1gH24N6O4S + H]": 433,5044. Encontrado:
433,1455.

7k
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t-Butil-(3-hidroxi-1-(((1-(2-nitrofenil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)amino)-1-
oxobutan-2-il)carbamato

OH O

MN N,
aedd LN
N No,

71

O produto foi obtido como um solido laranja com
rendimento de 57%: RMN *H (300 MHz, CDCls-d) &
8,06 (d, J =7,9 Hz, 1H); 7,88 (s, 1H); 7,77 (d, J = 7,7
Hz, 1H); 7,70 (d, J = 7,8 Hz, 1H); 7,61 (d, J = 7,8 Hz,
1H); 5,60 (d, J = 8,1 Hz, 1H); 4,68 — 4,53 (m, 2H); 4,37
(d, J = 5,2 Hz, 1H); 1,43 (s, 8H); 1,18 (d, J = 6,1 Hz,
4H). RMN *3C (75 MHz, CDCls-d) 5 171,81; 156,39;
145,23; 144,39; 133,83; 130,78; 130,12; 127,88; 125,53;
123,86; 80,40; 67,08; 34,82; 28,27; 18,58. HRMS calcd.
para [CigH24NeOs + H]": 421,4275. Encontrado:
421,1620.

t-Butil-(3-hidroxi-1-(((1-(3-nitrofenil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)amino)-1-

oxobutan-2-il)carbamato

OH O
N
N N
NHBoc N
O

7m

O produto foi obtido como um sélido marrom com
rendimento de 81%: RMN *H (300 MHz, CDCls-d) & 8,58 (s,
1H); 8,28 (d, J = 8,2 Hz, 1H); 8,18 (s, 1H); 8,15 (d, J = 8,2
Hz, 1H); 7,75 (d, J = 8,2 Hz, 1H); 5,63 (d, J = 8,0 Hz, 1H);
4,72 — 4,47 (m, 2H); 4,40 (d, J = 5,5 Hz, 1H); 1,43 (s, 8H);
1,20 (d, J = 6,3 Hz, 3H). RMN **C (75 MHz, CDCls-d) &
171,89; 156,43; 148,92; 146,16; 137,60; 130,94, 125,79;
123,19; 120,52; 115,20; 80,54; 67,08; 34,90; 28,25; 18,68.
HRMS calcd. para [CigH2NegOs + H]": 421,4275.
Encontrado: 421,1620.
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t-Butil-(3-hidroxi-1-(((1-(4-nitrofenil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)amino)-1-

oxobutan-2-il)carbamato

OH O

)\HJ\ N N\\N
H ||
NHBoc N

3

NO,

7n

O produto foi obtido como um sélido branco com
rendimento de 89%: RMN *H (300 MHz, CDCls-d) & 8,40 —
8,28 (m, 1H); 7,99 (s, OH); 7,96 (s, OH); 5,84 (d, J = 7,6 Hz,
OH); 4,62 (d, J = 4,7 Hz, 1H); 4,43 — 4,30 (m, 1H); 1,41 (s,
3H); 1,26 (t, J = 7,2 Hz, OH). RMN *3C (75 MHz, CDClz-d) &
171,19; 156,38; 147,15; 146,34; 140,94; 125,42; 120,74,
120,36; 80,39; 60,37; 59,24; 34,84; 28,22; 18,84. HRMS
calcd. para [CigHNgOs + H]": 421,4275. Encontrado:
421,1628.

t-Butil-(3-hidroxi-1-oxo-1-(((1-fenil-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)amino)

butan-2-il)carbamato

OH O
N
N R
Mﬁ{ .
NHBoc N

70

O produto foi obtido como um soélido branco com
rendimento de 84%: RMN *H (300 MHz, CDCls-d) 5 8,09 (s,
1H); 7,99 — 7,69 (m, 6H); 7,49 (d, J = 6,1 Hz, 1H); 5,63 (d, J
= 8,1 Hz, 1H); 4,75 — 4,52 (m, 3H); 4,40 (dt, J = 6,4, 3,2 Hz,
1H); 1,42 (s, 10H); 1,19 (d, J = 6,5 Hz, 4H). RMN *3C (75
MHz, CDCl;-d) & 171,76; 156,37; 145,28; 136,89; 129,70;
128,80; 120,46; 80,36; 67,07; 34,91; 28,26; 18,66. HRMS
calcd. para [CigH2sNsO4 + H]: 376,43. Encontrado:
376,1768.
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Procedimento geral para a sintese das amidas (9a-j)

8aj

OH
OH O OH O
OBn
©)J\OH + /'\)J\OBn EDC, HOBt, N-MM @)LH

| X
NH, CH,Cl,, ))), ta. 2 h AP o

3 9a-j

Em um baldo de uma boca, foi adicionado o derivado do &cido salicilico 8a-j (1
mmol), a L-treonina substituida (1 mmol), EDC (250 mg, 1,3 mmol), HOBt (162 mg,

1,2 mmol), N-metilmorfolina (165 pL, 1,5 mmol) e foram dissolvidos em CH.Cl, (5

mL). A reacdo foi mantida a temperatura ambiente em banho ultrassénico até o

consumo total do material de partida (CCD) (1 — 2,5 h). A mistura reacional foi diluida

em AcOEt e lavada com solucéo de NH4Cl (3 x 20 mL). A fase organica foi recolhida,

seca com MgSQ,, filtrada e o solvente removido sob vacuo. O residuo foi purificado

por cromatografia de coluna utilizando silica flash com mistura de solventes de
AcOEt/hexano (5-10% de AcOEt em hexano).*

(2S,3R)-Benzil 3-hidroxi-2-(2-hidroxibenzamido)butanoato

OH
OBn
N
@)&H

(@)

9a

O produto foi obtido como um 6leo incolor com rendimento
de 60%: RMN *H (300 MHz, CDCls-d) & 11,99 (s, 1H); 7,55
(d, J=7,9 Hz, 1H); 7,39 (d, J = 8,0 Hz, 6H); 7,02 (d, J = 8,3
Hz, 1H); 6,89 (t, J = 7,6 Hz, 1H); 5,35 — 5,16 (m, 2H); 4,85
(d, J = 10,7 Hz, 1H); 4,50 (s, 1H); 1,30 (d, J = 6,5 Hz, 3H).
RMN C (75 MHz, CDCls-d) & 170,65; 170,39; 161,58;
135,09; 134,65; 128,70; 128,23; 125,95; 118,85; 118,56;
113,84; 68,11; 67,62; 57,16; 20,17. HRMS calcd. para
[C1gH19NOs + H]™: 329,13. Encontrado: 328,080.
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(2S,3R)-Benzil 2-(4-azido-2-hidroxibenzamido)-3-hidroxibutanoato

O produto foi obtido como um 6éleo incolor com rendimento
de 52%: RMN *H (300 MHz, CDCls-d) 3 11,69 (s, 1H); 7,36

on (s, 5H); 7,26 (dd, J = 8,0, 3,5 Hz, 1H); 7,17 — 7,12 (m, 1H);

OH O
N\,g(o.gn 6,94 (dd, J = 9,1, 4,7 Hz, 1H); 5,24 (d, J = 5,4 Hz, 2H); 4,81
N R (d, J = 8,7 Hz, 1H); 4,49 (d, J = 5,1 Hz, 1H); 1,27 (d, J = 6,4

3

Hz, 3H). RMN *3C (75 MHz, CDCls;-d) & 170,62; 169,28;
160,56; 137,35; 128,74; 128,69; 128,58; 128,29; 120,46;
115,3; 110,44, 68,06; 67,81; 57,27; 20,23. HRMS calcd.
para [C1gH1gN4Os + H]*: 370,13. Encontrado: 371,176.

9b

(2S,3R)-Benzil 2-(4-bromo-2-hidroxibenzamido)-3-hidroxibutanoato

O produto foi obtido como um 6leo incolor com rendimento
de 59%: RMN *H (300 MHz, CDCls-d) & 12,11 (s, 1H); 7,37
o (d, J=9,0 Hz, 5H); 7,17 (d, J = 1,8 Hz, 1H); 7,09 (d, J = 8,4
/&)?\N\,;(om Hz, 1H); 6,99 (dd, J = 8,5, 1,8 Hz, 1H); 5,34 — 5,13 (m, 2H);
Br "o 4,80 (d, J = 8,6 Hz, 1H); 4,47 (d, J = 6,2 Hz, 1H); 1,26 (d, J
9c = 6,4 Hz, 3H). RMN *C (75 MHz, CDCls-d) & 170,54;
169,87; 162,20; 135,00; 128,72; 128,66; 128,63; 128,23;
126,98; 122,20; 121,72; 112,77, 68,04; 67,72; 57,18; 20,21.
HRMS calcd. para [C1gH1sBrNOs + H]*: 407,04. Encontrado:

406,105.
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(2S,3R)-Benzil 3-hidroxi-2-(2-hidroxi-4-iodobenzamido)butanoato

O produto foi obtido como um 6leo incolor com rendimento
de 52%: RMN *H (300 MHz, CDCls-d) & 12,05 (s, 1H); 7,57
— 7,04 (m, 7H); 5,26 (d, J = 5,7 Hz, 2H); 4,83 (dd, J = 8,6,
2,0 Hz, 1H); 4,50 (d, J = 5,6 Hz, 1H); 1,28 (d, J = 6,4 Hz,
3H). RMN *3C (75 MHz, CDCls-d) & 170,51; 170,02;
161,72; 128,72; 128,66; 128,24; 128,05; 127,87; 126,74,
113,30; 68,05; 67,72; 57,16; 20,21. HRMS calcd. para
[C1gH18INOs + H]": 455,02. Encontrado: 456,082.

(2S,3R)-Benzil 3-hidroxi-2-(2-hidroxi-5-metoxibenzamido)butanoato

OCH,

O produto foi obtido como um 6leo incolor com rendimento
de 60%: RMN *H (300 MHz, CDCls-d) & 7,38 (s, 4H); 7,15
(d,J=7,1Hz, 1H); 7,06 (d, J = 8,4 Hz, 2H); 6,95 (d, J = 8,6
Hz, 1H); 5,45 — 5,14 (m, 2H); 4,85 (d, J = 8,6 Hz, 1H); 4,64
— 4,37 (m, 1H); 3,78 (s, 3H); 1,29 (d, J = 6,4 Hz, 3H). RMN
13C (75 MHz, CDCls-d) & 170,68; 170,09; 155,60; 151,93;
135,09; 128,69; 128,59; 128,23; 121,53; 119,26; 113,74;
110,30; 68,12; 67,64; 57,26; 56,11; 20,18. HRMS calcd.
para [C1gH2:NOg + H]": 359,14. Encontrado: 360,176.
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(2S,3R)-Benzil 2-(5-fluoro-2-hidroxibenzamido)-3-hidroxibutanoato

of

O produto foi obtido como um 6leo incolor com rendimento
de 53%: RMN *H (300 MHz, CDCls-d) & 11,69 (s, 1H); 7,36
(s, 5H); 7,26 (dd, J = 8,0, 3,5 Hz, 1H); 7,14 (s, 1H); 6,94
(dd, J = 9,1, 4,7 Hz, 1H); 5,24 (d, J = 5,4 Hz, 2H); 4,83 (d, J
= 1,9 Hz, 1H); 4,49 (d, J = 5,1 Hz, 1H); 1,27 (d, J = 6,4 Hz,
3H). RMN *3C (75 MHz, CDCls-d) 3 170,58; 169,52; 157,69;
128,73; 128,68; 128,28; 122,14, 121,84; 119,79; 119,70;
113,60; 111,85; 111,54, 68,07; 67,76, 57,23; 20,18. HRMS
calcd. para [CigH1gFNOs + H]": 347,12. Encontrado:
348,034.

(2S,3R)-Benzil 2-(5-bromo-2-hidroxibenzamido)-3-hidroxibutanoato

Br

O produto foi obtido como um 6leo incolor com rendimento
de 58%: RMN 'H (300 MHz, CDCls-d) & 11,69 (s, 1H); 7,36
(s, 5H); 7,26 (dd, J = 8,0, 3,5 Hz, 1H); 7,17 — 7,12 (m, 1H);
6,94 (dd, J = 9,1, 4,7 Hz, 1H); 5,24 (d, J = 5,4 Hz, 2H); 4,81
(d, J=8,7Hz, 1H); 4,49 (d, J =5,1 Hz, 1H); 1,27 (d, J =6,4
Hz, 3H); RMN *3C (75 MHz, CDCls-d) & 170,62; 169,28;
160,56; 137,35; 128,74, 128,69; 128,58; 128,29; 120,46;
115,35; 110,44, 68,06; 67,81; 57,27; 20,23. HRMS calcd.
para [C1gH1sBrNOs + H]*: 407,04. Encontrado: 406,105.
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(2S,3R)-Benzil 3-hidroxi-2-(2-hidroxi-6-metoxibenzamido)butanoato

OH
OH O
OBn
N
Hoo
OCHs

9h

O produto foi obtido como um 6leo incolor com rendimento
de 76%: RMN *H (300 MHz, CDCls-d) 8 9,15 (d, J = 6,9 Hz,
1H); 7,65 — 6,99 (m, 6H); 6,63 (d, J = 8,4 Hz, 1H); 6,41 (d, J
= 8,3 Hz, 1H); 5,24 (s, 2H); 4,82 (d, J = 8,1 Hz, 1H); 4,43 (s,
1H); 3,91 (d, J = 2,0 Hz, 3H); 1,27 (d, J = 6,4 Hz, 3H). RMN
13C (75 MHz, CDCls-d) & 170,69; 164,41; 159,00; 133,75;
128,67; 128,52; 128,21; 111,68; 103,71; 101,18; 68,15;
67,41; 57,50; 56,36; 20,14. HRMS calcd. para [C19H21NOg +
H]": 359,14. Encontrado: 360,173.

(2S,3R)-Benzil 2-(4-cloro-2-hidroxibenzamido)-3-hidroxibutanoato

O

OH
OH O 1}/
OBn
N
/@)&H

Cl

9i

O produto foi obtido como um 6leo incolor com rendimento
de 48%: RMN *H (300 MHz, CDCls-d) 5 7,55 (d, J = 8,4 Hz,
1H); 7,31 (d, J = 32,8 Hz, 5H); 7,03 (s, 1H); 6,85 (d, J = 8,3
Hz, 1H); 5,22 (s, 2H); 5,02 (s, 2H); 1,34 (d, J = 5,3 Hz, 3H).
RMN *3C (75 MHz, CDCls-d) 5 168,87; 167,09; 160,82;
139,53; 135,03; 129,21; 128,68; 119,26; 117,23; 70,14;
67,23; 15,96. HRMS calcd. para [CigH1gCINOs + HJ™:
363,09. Encontrado: 364,135.
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(2S,3R)-Benzil 3-hidroxi-2-(2-hidroxi-5-iodobenzamido)butanoato

O produto foi obtido como um 6leo incolor com rendimento
de 45%: RMN *H (300 MHz, CDCls-d) 8 12,17 (s, 1H); 7,46
OH (d, J = 8,5 Hz, 1H); 7,35 (s, 5H); 6,99 (s, 1H); 6,83 (d, J =
P j/\n/OBn 8,5 Hz, 1H); 5,34 — 5,13 (m, 2H); 4,81 (d, J = 8,6 Hz, 1H);
o 4,48 (d, J = 6,1 Hz, 1H); 1,26 (d, J = 6,3 Hz, 3H). RMN *3C
! (75 MHz, CDCls-d) & 162,31; 134,98; 128,74; 128,68;
oI 128,25; 119,36; 118,62; 112,36; 68,06; 67,74; 57,17; 20,22.
HRMS calcd. para [CigH1gINOs + H]": 455,02. Encontrado:

456,864.

Procedimento geral para a sintese das oxazolinas (10a-j)

OH O OH OH O O
@ALH S CH,Cly, 24 h, rt | ST N oH
R

9a-j

Na,CO; R
10a-j
Em um baldo de duas bocas de 25 mL, previamente flambado, sob fluxo de
nitrogénio, foi adicionado 9a-j (1 mmol) e CH,CI, (5 mL), em seguida o SOCI, gota a
gota (2,9 mL, 40 mmol), a mistura reacional foi agitada vigorosamente a temperatura
ambiente por 48 horas. Em seguida, foi adicionado NaHCO3; até que a solucdo se
tornasse basica. O sdlido inorganico foi removido por filtragcdo, e a fase organica foi
concentrada sob pressédo reduzida. O residuo foi purificado por cromatografia de
coluna utilizando silica flash (hexano/AcOEt 9:1).%°
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(4R,5R)-Benzil-2-(2-hidroxifenila)-5-metila-4,5-dihidrooxazole-4-carboxilato

O produto foi obtido como um sélido laranja com
rendimento de 86%: RMN *H (300 MHz, CDCls-d) & 11,85
&/CL}{; (s, 1H): 7,68 (d, J = 6,5 Hz, 1H); 7,41 (s, 6H); 7,06 (d, J =
7,9 Hz, 1H); 6,90 (s, 1H); 5,26 (s, 2H); 5,07 (s, 2H); 1,38 (s,
10a 3H). RMN *3C (75 MHz, CDCls-d) 3 169,04; 167,61; 160,20;
135,15; 133,89; 128,64; 128,58; 128,32; 118,62; 116,96;
110,24; 70,31; 67,13; 15,99. HRMS calcd. para [C13H17NO4

+ H]": 311,12. Encontrado: 312,086.

(4R,5R)-Benzil-2-(4-azido-2-hidroxifenila)-5-metila-4,5-dihidrooxazole-4-
carboxilato

O produto foi obtido como um soélido laranja com

s rendimento de 60%: RMN *H (300 MHz, CDCls-d) & 7,40 (d,

/©/(\N -rlu/(OBn J = 8,5 Hz, 1H); 7,29 (s, 5H); 6,37 (s, 1H); 6,27 (d, J = 8,0

. Hz, 1H); 5,14 (s, 2H); 4,91 (d, J = 2,6 Hz, 2H); 1,25 (d, J =

5,5 Hz, 3H). RMN *C (75 MHz, CDCls-d) 5 168,65; 166,59;

160,99; 159,80; 134,08; 128,89; 127,59; 106,18; 102,58;

102,04; 69,06; 66,20; 14,95. HRMS calcd. para
[C1gH16N4O4 + H]™: 352,12. Encontrado: 352,146.

(4R,5R)-Benzil-2-(4-bromo-2-hidroxifenila)-5-metila-4,5-dihidrooxazole-4-
carboxilato
O produto foi obtido como um solido branco com
o os o rendimento de 87%: RMN *H (300 MHz, CDCls-d) & 11,97
D/L\N ""'/<OBn (s, 1H); 7,48 (d, J = 8,4 Hz, 1H); 7,36 (s, 5H); 7,27 — 7,19
B (m, 1H); 7,00 (dd, J = 8,4, 1,8 Hz, 1H); 5,22 (d, J = 1,7 Hz,
10c 2H); 5,10 — 4,90 (m, 2H); 1,33 (d, J = 5,9 Hz, 3H). RMN *C
(75 MHz, CDCl;-d) & 168,79; 167,17; 160,75; 135,05;
129,27; 128,65; 127,90; 122,10; 120,27; 109,28; 70,18;
67,22; 15,94. HRMS calcd. para [CigH16BrNOs + HJ™:
389,03. Encontrado: 390,072.
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(4R,5R)-Benzil-2-(2-hidroxi-4-iodofenila)-5-metila-4,5-dihidrooxazole-4-
carboxilato

O produto foi obtido como um solido branco com
OH O\/i....,/{o rendimento de 81%: RMN *H (300 MHz, CDCls-d) & 7,43 (d,
N gy J = 21,0 Hz, 6H); 7,33 (s, 1H); 7,27 (d, J = 8,0 Hz, 1H); 5,25
| (s, 2H); 5,04 (s, 2H); 1,37 (s, 3H). RMN *C (75 MHz,
10d CDCls-d) 6 168,77; 167,31; 160,29; 135,05; 129,12; 128,65;
127,99; 126,34; 109,82; 100,31; 70,22; 67,21, 15,94.
HRMS calcd. para [CigH16INO4 + H]™: 437,01. Encontrado:
438,024.

(4R,5R)-Benzil-2-(2-hidroxi-5-metoxifenila)-5-metila-4,5-dihidrooxazole-4-

carboxilato

. O produto foi obtido como um solido lilas com rendimento

oH 0\ 9 de 71%: RMN 'H (300 MHz, CDCls-d) 3 7,29 (s 5H); 7,05
N oen (s, 1H); 6,90 (d, J = 11,3 Hz, 2H); 5,30 — 5,08 (m, 2H); 4,95

(s, 2H); 3,69 (s, 3H); 1,27 (s, 3H). RMN *C (75 MHz,
CDCls-d) 8 169,03; 167,46; 154,64; 151,83; 135,16; 128,59;
121,79; 117,89; 111,12; 109,75; 77,46; 70,43; 67,13; 55,94;
16,02. HRMS calcd. para [CioH1gNOs + H]™: 341,13.

Encontrado: 342,150.

OCH,

10e

(4R,5R)-Benzil-2-(5-fluoro-2-hidroxifenil)-5-metil-4,5-dihidrooxazole-4-

carboxilato

O produto foi obtido como um solido laranja com
on 03 o rendimento de 76%: RN IH (300 MHz, CDCls-d) & 7,65 —
dN on 7,19 (m, 6H); 7,11 (td, J = 8,5, 8,1, 3,1 Hz, 1H); 6,96 (dd, J
I = 9,1, 4,5 Hz, 1H); 5,22 (s, 2H); 5,03 (s, 2H); 1,34 (d, J =
10f 5,4 Hz, 3H). RMN **C (75 MHz, CDCls-d) & 168,84; 156,43;
156,41; 135,05; 128,67; 121,28; 120,97; 118,14; 118,04;
113,94; 113,61; 110,20; 77,63; 70,33; 67,24; 15,97. HRMS
calcd. para [CigHisFNO, + H]": 329;11. Encontrado:

330127.
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(4R,5R)-Benzil-2-(5-bromo-2-hidroxifenil)-5-metil-4,5-dihidrooxazole-4-

carboxilato

OH O 0
oY
N OBn

Br

10g

O produto foi obtido como um soélido rosa com rendimento
de 49%: RMN *H (300 MHz, CDCls-d) 5 7,67 (d, J = 2,4 Hz,
1H); 7,51 — 7,21 (m, 6H); 6,83 (d, J = 8,9 Hz, 1H); 5,14 (s,
2H); 4,95 (s, 2H); 1,26 (d, J = 5,8 Hz, 3H). RMN *3C (75
MHz, CDCl;-d) & 167,72; 165,56; 158,18; 135,54; 133,97;
129,59; 127,63; 117,88; 110,74; 109,21; 69,19; 66,21;
14,92. HRMS calcd. para [CigH16BrNOs + H]": 389,03.
Encontrado: 390,158.

(4R,5R)-Benzil-2-(2-hidroxi-6-metoxifenila)-5-metila-4,5-dihidrooxazole-4-

carboxilato
NS
OH O\ -"|1/<
N OBn
OCH;
10h

O produto foi obtido como um sélido marrom com
rendimento de 40%: RMN *H (300 MHz, Metanol-d,) & 7,85
(d, J = 7,9 Hz, 1H); 7,42 — 7,27 (m, 6H); 6,67 (d, J = 8,1 Hz,
1H); 5,22 (s, 3H); 3,97 (s, 2H); 3,31 (s, 3H); 1,24 (d, J = 5,8
Hz, 3H). RMN *3C (75 MHz, MeOD-d.) & 171,83; 168,12;
162,03; 143,33; 137,16; 129,58; 129,30; 129,14; 126,84;
105,37; 103,57; 101,40; 68,42; 68,21; 68,03; 59,49; 57,32;
20,78. HRMS calcd. para [CigHigNOs + H]": 341,13.
Encontrado: 342,150.

(4R,5R)-Benzil-2-(4-cloro-2-hidroxifenila)-5-metil-4,5-dihidrooxazole-4-

carboxilato

OH O o]
o
N 0Bn

Cl

10i

O produto foi obtido como um sdélido rosa com rendimento
de 50%: RMN *H (300 MHz, CDCls-d) & 7,55 (d, J = 8,4 Hz,
1H); 7,31 (d, J = 32,8 Hz, 5H); 7,03 (s, 1H); 6,85 (d, J = 8,3
Hz, 1H); 5,22 (s, 2H); 5,02 (s, 2H); 1,34 (d, J = 5,3 Hz, 3H).
RMN *3C (75 MHz, CDCls-d) 5 167,09; 160,82; 139,53;
135,03; 129,21; 128,68; 119,26; 117,23; 70,14; 67,23;
15,96. HRMS calcd. para [CigH16CINO, + H]": 345,08.
Encontrado: 346,042.
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(4R,5R)-Benzil-2-(2-hidroxi-5-iodofenila)-5-metila-4,5-dihidrooxazole-4-
carboxilato
O produto foi obtido como um solido branco com
on 05,...40 rendimento de 60%: RMN *H (300 MHz, CDCls-d) & 7,92 (s,
N OBn 1H), 7,63 (d, J = 8,8 Hz, 1H); 7,36 (s, 5H); 6,80 (d, J = 8,8
©/L Hz, 1H); 5,22 (s, 2H); 5,02 (s, 2H); 1,34 (d, J = 5,2 Hz, 3H).
RMN *3C (75 MHz, CDCls-d) 5 168,76; 166,47; 159,90;
142,31; 136,61; 135,02; 128,70; 119,40; 112,51; 77,70;
70,20; 67,25; 15,97. HRMS calcd. para [CigH16INO, + H]™:
437,01. Encontrado: 438,063.

10j

Protecéo dos grupos hidroxi com brometo de benzila

OH O OBn O

/@)kOH BnBr/K,CO, MOB“
Br Br

Acetona / refluxo / 6h
11 12

O é&cido 4-bromosalicilico foi dissolvido em acetona e K,CO3e o brometo de benzila
foi adicionado. A mistura foi refluxada for 10 h. O solvente foi removido mediante
pressdo reduzida e o residuo foi dissolvido em H,O e extraido com AcOEt. A fase
organica foi secada com MgSO, e o solvente evaporado no rotaevaporador.® O
produto foi obtido como um soélido branco com rendimento de 91%: RMN *H (300
MHz, CDCls-d) & 7,65 (d, J = 8,3 Hz, 1H); 7,38 — 7,32 (m, 2H); 7,33 — 7,14 (m, 8H);
7,11 (d, J = 1,7 Hz, 1H); 7,06 (dd, J = 8,3, 1,7 Hz, 1H); 5,25 (s, 2H); 5,05 (s, 2H).
RMN *3C (75 MHz, CDCls-d) & 165,51; 158,77; 135,90; 133,14; 128,61; 128,52;
128,23; 128,14, 128,04; 127,60; 127,17; 123,84; 119,63; 117,24; 71,02; 66,89.
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Reacao de acoplamento de Sonogashira

OBn O \sl,i/ OBn O
Pd(PPhs),Cl, / Cul / EtsN OBn

Br H

ACN / refluxo
12 | 13

A solucéo do composto bromado e o trimetilsil acetileno (TMS) foram preparadas em
acetonitrila (ACN) em atmosfera de N,, seguidamente se adicionaram a base Et3N,
Cul, e a fonte de paladio. A mistura foi refluxada por 15 horas. Em seguida, aquela
mesma mistura foi deixada alcancar a temperatura ambiente e AcOEt/H,O foram
adicionados. A fase organica foi subsequentemente separada, lavada com H,O e
secada com Na,S0,.%? O produto foi obtido como um sélido preto com rendimento
de 66%:

RMN *H (300 MHz, CDCls-d) 8 7,82 (d, J = 7,9 Hz, 1H); 7,57 — 7,25 (m, 10H); 7,22 —
7,05 (m, 2H); 5,36 (s, 2H); 5,17 (s, 2H); 0,30 (s, 9H). RMN *3C (75 MHz, CDCl;) &
165,89; 158,12; 136,43; 136,12; 132,06; 128,69; 128,41; 128,25; 128,04; 127,31;
124,39; 120,87; 116,96; 104,16; 97,33; 70,96; 67,02; -0,00.

Sintese geral dos 1,2,3-triazéis

OBn O OBn O
OBn o Na TBAF / Cul / DIPEA y R OBn
+ = ) -
U A RS MeOH / MW / 120 °C / 5 min /N
i NN
13 6a-j 14a-

Todos os compostos foram adicionados ao vial e colocados no reator do micro-
ondas sob N, e a irradiacao foi feita durante 5 minutos a 120 °C. O sélido obtido foi
filtrado e lavado com hexano. Quando o produto de reacgédo era liquido, realizou-se a
extragdo 3 vezes com uma solugdo de NH4Cl e AcOEt para depois secar com

MgSO, e remover o solvente mediante evaporacdo no rotaevaporador.®
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Benzil-2-(benziloxi)-4-(1-fenil-1H-1,2,3-triazol-4-il)benzoato

OBn O

O produto foi obtido como um solido branco com
rendimento de 67%: RMN *H (300 MHz, CDCls-d) & 8,16 (s,
1H); 7,88 (d, J = 8,0 Hz, 1H); 7,72 (d, J = 5,3 Hz, 3H); 7,45
(dd, J = 12,3, 6,9 Hz, 6H); 7,30 (dd, J = 19,7, 7,2 Hz, 8H);
5,25 (d, J = 25,5 Hz, 4H). RMN *3C (75 MHz, CDCls-d) &
165,90; 158,95; 147,27; 136,90; 136,46; 136,10; 135,36;
132,78; 129,84; 129,02; 128,53; 128,25; 128,07; 127,84;
127,23; 120,62; 120,23; 118,61; 117,70; 110,87; 70,86;
66,78. HRMS calcd. para [CogH23N3Os + H]: 461,17.
Encontrado: 462,237.

Benzil-2-(benziloxi)-4-(1-(2-fluorofenil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)benzoato

OBn O
F OBn

O

N=N

14b

O produto foi obtido como um sélido amarelo com
rendimento de 55%: RMN *H (300 MHz, CDCls-d) & 8,36 (d,
J = 2,4 Hz, 1H); 8,00 (dd, J = 17,9, 7,7 Hz, 2H); 7,79 (s,
1H); 7,54 — 7,32 (m, 14H); 5,38 (s, 2H); 5,30 (s, 2H). RMN
13C (75 MHz, CDCls-d) & 165,89; 158,92; 147,06; 136,45;
136,08; 135,23; 132,77; 128,52; 128,22; 128,06; 127,83;
127,23; 125,34; 124,84; 120,26; 117,77, 117,23; 116,96;
110,94; 70,87; 66,76. HRMS calcd. para [Cz9H2,FN3O3 +
H]™: 479,16. Encontrado: 478,421.

Benzil-2-(benziloxi)-4-(1-(4-iodofenil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)benzoato

OBn O
OBn

s
N=N

14c

O produto foi obtido como um sélido amarelo com
rendimento de 95%: RMN *H (300 MHz, CDCls-d) & 8,29
(s, 1H); 7,97 (d, J = 8,0 Hz, 1H); 7,92 — 7,68 (m, 3H); 7,61
— 7,27 (m, 13H); 5,40 (s, 2H); 5,30 (s, 2H). RMN *3C (75
MHz, CDCls-d) & 165,86; 158,93; 147,50; 137,70; 136,40;
136,06; 135,70; 135,03; 132,78; 130,92; 129,04; 128,52,
128,24, 128,08; 127,85; 127,23; 120,78; 120,41; 118,53,
117,73; 110,91; 70,88; 66,80. HRMS calcd. para
[C29H22IN3O3 + H]*: 587,07. Encontrado: 588,241.



Benzil-2-(benziloxi)-4-(1

OBn O
OBn

Br\Q\N\ x

N=N

14d

Benzil-2-(benziloxi)-4-(1

OoBn O
Cl OBn

S

N=N

14e

Benzil-2-(benziloxi)-4-(1

OBn O
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-(4-bromofenil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)benzoato

O produto foi obtido como um soélido amarelo com
rendimento de 67%: RMN *H (300 MHz, CDCls-d) & 8,30
(d, J = 6,0 Hz, 1H); 8,02 — 7,95 (m, 1H); 7,77 (d, J = 8,8
Hz, 3H); 7,57 — 7,32 (m, 13H); 5,38 (s, 2H); 5,30 (s, 2H).
RMN *3C (75 MHz, CDCls-d) & 165,88; 158,93; 147,49;
136,43; 136,08; 135,36; 135,13; 134,81; 132,77; 130,02;
128,53; 128,25; 128,10; 127,85; 127,24, 121,73; 120,35;
118,60; 117,73; 110,92; 70,92; 66,83. HRMS calcd. para
[C29oH22BrNz03 + H]*: 539,08. Encontrado: 540,156.

-(2-clorofenil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)benzoato

O produto foi obtido como um sélido branco com
rendimento de 78%: RMN *H (300 MHz, CDCls-d) 5 8,17 (s,
1H), 7,88 (d, J = 8,0 Hz, 1H); 7,71 (s, 1H); 7,61 — 7,48 (m,
2H); 7,46 — 7,18 (m, 13H); 5,29 (s, 2H); 5,21 (s, 2H). RMN
13C (75 MHz, CDCls-d) & 165,90; 158,97; 146,53; 136,46;
136,10; 135,31; 134,75; 132,80; 130,99; 130,86; 128,63;
128,53; 128,24; 128,07, 128,03, 127,84, 127,75; 127,23;
122,56; 120,24; 117,78; 110,95; 70,89; 66,77. HRMS calcd.
para [Ca9H22CIN3O3 + H]": 495,13. Encontrado: 496,237.

-(3-clorofenil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)benzoato

O produto foi obtido como um sélido amarelo com
rendimento de 78%: RMN *H (300 MHz, CDCls-d) 8,29 (s,
1H); 7,97 (d, J = 8,0 Hz, 1H); 7,92 — 7,68 (m, 3H); 7,61 —
7,27 (m, 13H); 5,40 (s, 2H); 5,30 (s, 2H). RMN **C (75
MHz, CDCl;-d) & 165,86; 158,93; 147,50; 137,70; 136,40;
136,06; 135,70; 135,03; 132,78; 130,92; 129,04; 128,52;
128,24; 128,08; 127,85; 127,23; 120,78; 120,41; 118,53;
117,73; 110,91; 70,88; 66,80. HRMS calcd. para
[C29H2>CIN3O3 + H]*: 495,13. Encontrado: 496,251.
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Benzil-2-(benziloxi)-4-(1-(4-clorofenil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)benzoato

O produto foi obtido como um sélido branco com
©Bn O rendimento de 81%: RMN *H (300 MHz, CDCl5-d) & 8,30
y - %" (d, J = 6,0 Hz, 1H); 8,02 — 7,95 (m, 1H): 7,77 (d, J = 8,8
N=N Hz, 3H); 7,57 — 7,32 (m, 13H), 5;38 (s, 2H), 5;30 (s, 2H).
14g RMN *3C (75 MHz, CDCl;-d) & 165,88; 158,93; 147,49;
136,43; 136,08; 135,36; 135,13; 134,81; 132,77; 130,02;
128,53; 128,25; 128,10; 127,85; 127,24; 121,73; 120,35;
118,60; 117,73; 110,92; 70,92; 66,83. HRMS calcd. para
[C29H22CIN3O3 + H]™: 495,13, Encontrado: 496,242.

Benzil-2-(benziloxi)-4-(1-(2-metoxifenil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)benzoato

O produto foi obtido como um solido ambar com

i rendimento de 88%: RMN H (300 MHz, CDCls-d) & 8,39 (s,

OCHZ " 1H): 7,99 (d, J = 8,1 Hz, 1H): 7,90 — 7,80 (m, 2H): 7,57 —
“NeN 7,31 (m, 12H): 5,40 (s, 2H): 5,32 (s, 2H); 3,95 (s, 3H). RMN
14h 13C (75 MHz, CDCls-d) & 165,99; 158,98; 151,17; 146,14;

136,56; 136,16; 135,92; 132,73; 130,34; 128,51; 128,23;
128,04; 127,80; 127,24; 126,18; 125,50; 122,73; 121,34;
119,86; 117,70; 112,37; 110,86; 70,86; 66,73; 56,09.
HRMS calcd. para [C3oH2sN30,4 + H]': 491,18. Encontrado:
492,147.
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Benzil-2-(benziloxi)-4-(1-(3-metoxifenil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)benzoato

H,CO

N=N

14i

OBn O

OBn

O produto foi obtido como um soélido cinza com
rendimento de 88%: RMN *H (300 MHz, CDCl;-d) d 8,23
(s, 1H); 8,17 (d, J = 8,1 Hz, 1H); 7,87 (s, 1H); 7,30 (ddd,
J=325; 22,5; 12,0 Hz, 13H); 6,94 (d, J = 8,1 Hz, 1H);
5,33 (s, 2H); 4,62 (s, 2H); 3,82 (s, 3H). RMN **C (75
MHz, CDCI;-d) & 165,03; 160,73; 157,97; 140,92;
137,76; 136,80; 134,47; 134,23, 130,69; 129,26; 129,17,
128,53; 128,20; 127,61; 126,97; 119,34, 117,59; 114,90;
112,46; 110,19; 106,57; 72,55; 65,34; 55,70. HRMS
calcd. para [CsoH2sN3Os + HJ™: 491,18. Encontrado:
492,198.

Benzil-2-(benziloxi)-4-(1-(4-metoxifenil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)benzoato

H5CO

N=N

14j

OBn O

OBn

O produto foi obtido como um soélido branco com
rendimento de 80%: RMN *H (300 MHz, CDCls-d) &
8,21 (s, 1H); 7,97 (d, J = 8,0 Hz, 1H); 7,74 — 7,33
(m, 14H); 7,06 (d, J = 8,8 Hz, 2H); 5,38 (s, 2H);
5,30 (s, 2H); 3,89 (s, 3H). RMN *C (75 MHz,
CDCls-d) 6 165,93; 160,03; 158,94; 147,04; 136,49;
136,11; 135,55; 132,75; 130,31; 128,51; 128,23;
128,06; 127,81; 127,23; 122,24; 120,07; 118,94;
117,67; 114,87; 110,83; 70,86; 66,80; 55,66. HRMS
calcd. para [CaoH2sN304 + H]™: 491,18. Encontrado:
492,173.
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Preparagcdo dos compostos hidrolizados

OBn O OBn O
R OBn R OH
; NaOH 6% / CH3;0H ;
2 NS S\ENGS
— N _ refluxo /3 h — N _
N=N N=N
14a-j 15aj

Os triazéis foram refluxados numa mistura de NaOH 6% e MeOH por 3 h. Em
seguida a mistura foi acidificada com solucédo de HCIl 6% a pH 1. O solido resultante
foi filtrado, lavado com H,O, recristalizado com AcOEt, filtrado e secado no alto

vacuo.*®

Sintese geral das amidas triazolicas

HO
OBn O OBn O
OH O o)
OH EDC / HOBt / N-MM N
+ /H)\osn H

7 4 OBn
RQ\N\ = NH, CH,Cl,/))) /6 h R,\\ N

N:N N:N
15aj 3 16a-

O procedimento foi o mesmo utilizado para a sintese dos compostos 7a-j.*?

(2S,3S)-Benzil-2-(2-(benzloxyi)-4-(1-fenil-1H-1,2,3-triazol-4-il)benzamido)-3-

hidroxibutanoato

O produto foi obtido como um sélido amarelo com
rendimento de 83%: RMN *H (300 MHz, CDCls-d) 5 8,54

Q8n OHOIfo (d, J = 8,4 Hz, 1H); 8,30 (s, 1H); 8,26 (d, J = 8,1 Hz,

Q - N Do 1HY; 7,87 (s, 1H); 7,83 — 7,73 (m, 2H); 7,61 — 7,24 (m,
N=n 15H); 5,27 (s, 2H); 5,22 — 5,03 (m, 2H); 4,80 (dd, J =

16a 8,4; 2,6 Hz, 1H); 4,26 (s, 1H); 1,06 (d, J = 6,4 Hz, 3H).

RMN *3C (75 MHz, CDCls-d) & 170,85; 165,47; 157,65;
147,51; 135,56; 135,42; 135,31; 134,88; 134,74; 133,23,
130,12; 128,95; 128,87; 128,66; 128,42; 128,21; 121,78;
121,12; 118,75; 118,62; 109,87; 71,68; 68,08; 67,18;
58,19; 20,09. HRMS calcd. para [CasH3oN4sOs + HI':
562,22. Encontrado: 563,077.
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(2S,3S)-Benzil-2-(2-(benziloxi)-4-(1-(2-fluorofenil)-1H-1,2,3-triazol-4-
ilbenzamido)-3-hidroxibutanoato

16b

O produto foi obtido como um sélido amarelo com
rendimento de 83%: RMN *H (300 MHz, CDCls-d) &
8,54 (d, J = 8,4 Hz, 1H); 8,30 (s, 1H), 8;26 (d, J =8,1
Hz, 1H); 7,87 (s, 1H); 7,79 (d, J = 7,3 Hz, 2H); 7,61 —
7,24 (m, 14H); 5,27 (s, 2H); 5,23 — 5,05 (m, 2H),
4;80 (dd, J = 8,4, 2,6 Hz, 1H), 4;26 (s, 1H), 1,05 (s,
3H). RMN *3C (75 MHz, CDCls-d) & 170,85; 165,48;
157,68; 155,09; 151,77; 147,14; 135,60; 135,37;
134,87; 133,29; 130,62; 130,52; 128,96; 128,88;
128,67; 128,42; 128,22; 125,52; 125,47, 124,94;
121,84; 121,73; 121,13; 118,71; 117,37; 117,11,
109,95; 71,74; 68,13; 67,17; 58,14, 20,05. HRMS
calcd. para [CazH29FN4Os + H]*: 580,21. Encontrado:
581,121.

(2S,3S)-Benzil-2-(2-(benziloxi)-4-(1-(4-iodofenil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)benzamido)-
3-hidroxibutanoato

O produto foi obtido como um sélido amarelo com
rendimento de 74%: RMN *H (300 MHz, CDCls-d) &
8,53 (d, J = 8,4 Hz, 1H); 8,30 (s, 1H); 8,23 (d, J =8,1
Hz, 1H); 7,96 — 7,74 (m, 3H); 7,69 — 7,16 (m, 14H);
5,25 (s, 2H); 5,23 — 5,05 (m, 2H); 4,78 (dd, J = 8,4,
2,8 Hz, 1H); 4,35 — 4,17 (m, 1H); 1,06 (d, J = 6,4 Hz,
3H). RMN *3C (75 MHz, CDCls-d) & 170,74; 165,35;
157,56; 147,46; 138,95; 136,47; 135,46; 135,21;
134,61; 133,16; 128,85; 128,78; 128,56; 128,32;
128,11; 122,01; 121,06; 118,53; 118,40; 109,78;
93,91; 71,61, 67,99; 67,08; 58,05; 19,97. HRMS
calcd. para [CasH29IN4Os + H]*: 688,12. Encontrado:
689,961.
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(2S,3S)-Benzil-2-(2-(benziloxi)-4-(1-(4-bromofenil)-1H-1,2,3-triazol-4-
iul)benzamido)-3-hidroxibutanoato

O produto foi obtido como um sdélido branco com
rendimento de 84%: RMN *H (300 MHz, CDCls-d) &
8,53 (d, J = 8,3 Hz, 1H); 8,29 (s, 1H); 8,24 (d,J =8,1
Hz, 1H); 7,96 — 7,11 (m, 16H); 5,26 (s, 2H); 5,24 —
5,05 (m, 2H); 4,79 (d, J = 8,4 Hz, 1H); 4,45 — 4,13
(m, 1H); 1,06 (d, J = 6,4 Hz, 3H). RMN *3C (75 MHz,
CDCls-d) & 170,74; 165,35; 157,56; 147,45; 135,80;
135,45; 135,20; 134,61; 133,16; 133,01, 128,86;
128,84; 128,78; 128,56; 128,32; 128,11; 122,69;
121,92; 121,06; 118,52; 109,78, 71,61; 67,99; 67,08;
58,04; 19,96. HRMS calcd. para [C33H29BrN4Os +
H]": 640,13. Encontrado: 641,142.

(2S,3S)-Benzil-2-(2-(benziloxi)-4-(1-(2-clorofenil)-1H-1,2,3-triazol-4-
i)benzamido)-3-hidroxibutanoato

Cl

AT

~

N

N

OBn OHO

16e

OBn

O produto foi obtido como um sélido branco com
rendimento de 85%: RMN *H (300 MHz, CDCls-d) &
8,47 (d, J = 8,4 Hz, 1H); 8,28 — 8,13 (m, 2H); 7,82 (s,
1H); 7,64 — 7,57 (m, 1H); 7,57 - 7,51 (m, 1H); 7,45 —
7,24 (m, 12H); 5,23 (s, 2H); 5,16 — 5,01 (m, 2H);
4,73 (dd, J = 8,4, 2,6 Hz, 1H); 4,30 — 4,13 (m, 1H);
1,00 (d, J = 6,4 Hz, 3H). RMN *3C (75 MHz, CDCls-
d) 6 170,72; 165,36; 157,61; 135,50; 135,28; 134,85;
133,19; 130,99; 130,88; 128,84; 128,82; 128,64;
128,55; 128,29; 128,09; 128,03; 127,75; 122,57,
121,03; 118,61; 109,90; 71,67; 68,04; 67,04; 58,02;
19,93. HRMS calcd. para [CzsH29CINsOs + H]™:
596,18. Encontrado: 597,100.



62

(2S,3S)-Benzil-2-(2-(benziloxi)-4-(1-(3-clorofenil)-1H-1,2,3-triazol-4-
ilbenzamido)-3-hidroxibutanoato

O produto foi obtido como um sélido amarelo com
rendimento de 85%: RMN *H (300 MHz, CDCls-d) &
8,53 (d, J = 8,4 Hz, 1H); 8,32 (s, 1H); 8,24 (d,J =8,1
Hz, 1H); 7,85 (d, J = 2,5 Hz, 2H); 7,71 (dt, J = 7,6,
1,8 Hz, 1H); 7,51 — 7,26 (m, 13H); 5,26 (s, 2H); 5,22
— 5,05 (m, 2H); 4,79 (dd, J = 8,4, 2,7 Hz, 1H); 4,26
(s, 1H); 1,06 (d, J = 6,4 Hz, 3H). RMN *3C (75 MHz,
CDCls-d) 6 170,74; 165,36; 157,55; 147,43; 137,67;
135,67; 135,45; 135,21; 134,56; 133,15; 130,93;
129,03; 128,84; 128,77; 128,55; 128,31; 128,10;
121,07; 120,74; 118,64; 118,53; 118,48; 109,79;
71,59; 67,98; 67,08; 58,08; 33,58; 19,97. HRMS
calcd. para [CssH29CIN4Os + H]": 596,18.
Encontrado: 597,018.

(2S,3S)-Benzil-2-(2-(benziloxi)-4-(1-(4-clorofenil)-1H-1,2,3-triazol-4-
i)benzamido)-3-hidroxibutanoato

~

N=N

16g

OBn OHO

N
H

L

OBn

O produto foi obtido como um sdlido verde com
rendimento de 56%: RMN *H (300 MHz, CDCls-d) &
8,55 (d, J = 8,4 Hz, 1H); 8,38 (d, J = 2,6 Hz, 1H);
8,27 (d, J = 8,1 Hz, 1H); 8,01 (s, 1H); 7,87 (s, 1H);
7,54 — 7,43 (m, 4H); 7,40 — 7,35 (m, 4H); 7,32 (s,
4H); 5,29 (s, 2H); 5,16 (d, J = 6,5 Hz, 2H); 4,94 —
4,69 (m, 1H); 1,07 (d, J = 6,4 Hz, 3H). RMN C (75
MHz, CDCls-d) & 170,74; 165,35; 157,56; 147,45;
135,80; 135,46; 135,20; 134,61; 133,16; 133,01;
128,86; 128,78; 128,56; 128,32; 128,11; 122,69;
121,92; 121,06; 118,52; 109,78; 71,61; 67,99; 67,08;
67,05; 58,05; 19,96. HRMS  calcd. para
[C33H29CIN4Os + H]™: 596,18. Encontrado: 597,103.
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(2S,3S)-Benzil-2-(2-(benziloxi)-4-(1-(2-metoxifenil)-1H-1,2,3-triazol-4-
ilbenzamido)-3-hidroxibutanoato

O produto foi obtido como um 6leo amarelo com
rendimento de 85%: RMN *H (300 MHz, CDCls-d) &
8,56 (d, J = 8,4 Hz, 1H); 8,41 (s, 1H); 8,26 (d, J =8,1
Hz, 1H); 7,96 — 7,75 (m, 2H); 7,53 — 7,25 (m, 12H);
7,13 (t, J = 7,8 Hz, 2H); 5,30 (s, 2H); 5,23 — 5,07 (m,
2H); 4,80 (dd, J = 8,4, 2,7 Hz, 1H); 4,26 (s, 1H); 3,93
(s, 3H); 1,07 (d, J = 6,4 Hz, 3H). RMN **C (75 MHz,
CDCls-d) 6 170,75; 165,48; 157,59; 151,12; 146,08;
135,51; 135,42; 135,34; 133,05; 130,36; 128,83;
128,72; 128,55; 128,29; 128,09; 126,11; 125,45;
122,79; 121,31; 120,62; 118,50; 112,34; 109,73;
71,59; 68,02; 67,03; 58,03; 56,09; 19,95. HRMS
calcd. para [CzsH3oN4O6 + H]™: 592,23. Encontrado:
593,220.

(2S,3S)-Benzil-2-(2-(benziloxi)-4-(1-(3-metoxifenil)-1H-1,2,3-triazol-4-
i)benzamido)-3-hidroxibutanoato

HsCO

/

N

16i

OBn OH
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O produto foi obtido como um sélido branco com
rendimento de 85%: RMN *H (300 MHz, CDCls-d) ) &
8,56 (d, J = 8,4 Hz, 1H); 8,29 (d, J = 9,1 Hz, 2H);
7,89 (s, 1H); 7,54 — 7,33 (m, 13H); 7,03 (d, J = 6,6
Hz, 1H); 5,31 (s, 2H); 5,18 (d, J = 7,1 Hz, 2H); 4,83
(d, J = 10,9 Hz, 1H); 3,92 (s, 3H); 1,10 (d, J = 6,4
Hz, 3H). RMN *C (75 MHz, CDCls-d) & 170,73;
165,38; 160,70; 157,57; 147,15; 137,89; 135,50;
135,28; 134,88; 133,14; 130,62; 128,82; 128,74;
128,54; 128,29; 128,09; 121,00; 118,76; 118,53;
114,79; 112,45; 109,82; 106,50, 71,62; 68,02; 67,05;
58,06; 55,67; 19,93. HRMS calcd. para [Cz4H32N4O6
+ H]": 592,23. Encontrado: 593,218.
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(2S,3S)-Benzil-2-(2-(benziloxi)-4-(1-(4-metoxifenil)-1H-1,2,3-triazol-4-
ilbenzamido)-3-hidroxibutanoato
O produto foi obtido como um sdlido branco com
rendimento de 56%: RMN *H (300 MHz, CDCls-d)
5 8,56 (d, J = 8,4 Hz, 1H); 8,41 (s, 1H); 8,26 (d, J
oBn g © = 8,1 Hz, 1H); 7,96 — 7,75 (m, 2H); 7,53 — 7,25
HQO (m, 12H); 7,13 (t, J = 7,8 Hz, 2H); 5,30 (s, 2H);
HCO N " 523 - 507 (m, 2H): 4,80 (dd, J = 8,4, 2,7 Hz,
" 1H); 4,26 (s, 1H); 3,93 (s, 3H); 1,07 (d, J = 6,4
Hz, 3H). RMN *C (75 MHz, CDCls-d) & 170,75;
165,48; 157,59; 151,12; 146,08; 135,51; 135,42;
135,34; 133,05; 130,36; 128,83; 128,72; 128,55;
128,29; 128,09; 126,11, 125,45; 122,79; 121,31;
120,62; 118,50; 112,34; 109,73; 71,59; 68,02;
67,03; 58,03; 56,09; 19,95. HRMS calcd. para
[C34H32N406 + H]™: 592,23. Encontrado: 593,080.

16j

Sintese geral das oxazolinas triazolicas

HO
OoBn O OoBn O O
o Y,
N SOCI, / CH,Cl, N OBn
4 H OBn
YOS ta. 24 h 7\
RA— \ R N
N=N ‘N:N
16a-j 17a-j

O procedimento foi o mesmo utilizado para a sintese dos compostos 8a-j.3*

(4R,5R)-Benzil-2-(2-(benziloxi)-4-(1-fenil-1H-1,2,3-triazol-4-il)fenil)-5-metil-4,5-
dihidrooxazole-4-carboxilato

O produto foi obtido como um soélido branco com
rendimento de 86%: RMN 'H (300 MHz, CDCls-d) &

OBn O/>\ /O
Sy <OB 8,17 (s, 1H); 7,85 (d, J = 6,2 Hz, 1H); 7,77 — 7,61 (m,
QN N 3H): 7,47 (t, J = 6,8 Hz, 4H); 7,42 — 7,14 (m, 10H);
- 5,22 (s, 2H); 5,16 (d, J = 3,8 Hz, 2H); 4,96 (s, 2H);

-
17a 1,25 (s, 3H). HRMS calcd. para [CasHzsN4O4 + HI*:
544,21. Encontrado: 545,177.
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(4R,5R)-Benzil-2-(2-(benziloxi)-4-(1-(2-fluorofenil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)fenil)-5-
methyl-4,5-dihidrooxazole-4-carboxilato

F A

OBn 0\

N=N

17b

O
Y,
OBn

O produto foi obtido como um sélido amarelo com
rendimento de 70%: RMN *H (300 MHz, CDCls-d) &
8,26 (d, J = 2,4 Hz, 1H); 8,04 — 7,79 (m, 2H); 7,68 (s,
1H); 7,48 (d, J = 7,3 Hz, 2H); 7,44 — 7,16 (m, 12H);
523 (d, J = 7,8 Hz, 2H); 5,16 (d, J = 4,4 Hz, 2H);
4,97 (s, 2H); 1,25 (d, J = 4,9 Hz, 3H). RMN *3C (75
MHz, CDCls-d) & 169,74; 165,66; 158,36; 154,99;
151,66; 147,23; 136,73; 135,42; 134,48; 132,39;
130,41; 130,31; 129,81; 128,64; 128,57; 128,43;
128,36; 127,68; 127,09; 125,37; 125,32; 124,86;
121,53; 121,42; 118,03; 117,22; 116,95; 110,98;
70,95; 66,90; 16,11. HRMS calcd. para
[C33H27FN4O4 + H]™: 562,20. Encontrado: 563,079.

(4R,5R)-Benzil-2-(2-(benziloxi)-4-(1-(4-iodofenil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)fenil)-5-
metil-4,5-dihidrooxazole-4-carboxilato

0Bn 0\

0
ol
\Z)Bn

O produto foi obtido como um sdlido bege com
rendimento de 66%: RMN *H (300 MHz, CDCls-d) &
8,17 (s, 1H); 7,98 — 7,73 (m, 3H); 7,64 (s, 1H); 7,47
(d, J = 7,7 Hz, 4H); 7,40 — 7,06 (m, 9H); 5,18 (d, J =
11,8 Hz, 4H); 4,95 (s, 2H); 1,37 — 1,13 (m, 3H). RMN
13C (75 MHz, CDCls-d) & 169,76; 158,33; 147,64;
138,92; 136,66; 136,52; 135,38; 134,34; 132,40;
128,65; 128,57; 128,46; 128,36; 127,70; 127,07,
122,02; 118,26; 117,97; 110,90; 93,80; 71,45; 70,92;
66,93; 16,12. HRMS calcd. para [Ca3H27IN4O4 + H]™:
670,11. Encontrado: 670,976.
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(4R,5R)-Benzil-2-(2-(benziloxi)-4-(1-(4-bromofenil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)fenil)-5-
metil-4,5-dihidrooxazole-4-carboxilato

O produto foi obtido como um solido branco com

rendimento de 61%: RMN *H (300 MHz, CDCls-d)

. 6 8,16 (s, 1H); 7,82 (d, J = 8,0 Hz, 1H); 7,61 (d, J

OBn 0\ P = 15,0 Hz, 5H); 7,46 (d, J = 7,1 Hz, 2H); 7,37 —

NoooBn 7,14 (m, 9H); 5,19 (s, 2H); 5,15 (d, J = 4,1 Hz, 2H);

B
r N‘N:\N 4,96 (d, J = 4,8 Hz, 2H); 1,24 (d, J = 5,6 Hz, 3H).
17d RMN **C (75 MHz, CDCl:-d) & 169,78; 165,61;

158,33; 147,63; 136,66; 135,85; 135,38; 134,32,
132,96; 132,39; 128,65; 128,58; 128,46; 128,36,
127,69; 127,06; 122,60; 121,92; 118,34; 117,96,
117,33; 110,87; 71,48; 70,90; 66,92; 16,12. HRMS
calcd. para [CssH.7BrN,O4 + H]: 622,12.
Encontrado: 622,980.

(4R,5R)-Benzil-2-(2-(benziloxi)-4-(1-(2-clorofenil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)fenil)-5-
metil-4,5-dihidrooxazole-4-carboxilato

O produto foi obtido como um sdlido laranja com
\ rendimento de 70%: RMN *H (300 MHz, CDCls-d) &
OBn oiw/{o 8,79 (d, J = 7,0 Hz, 1H); 8,30 — 8,21 (m, 2H); 7,87 (s,
N oBn 1H); 7,62 (d, J = 20,9 Hz, 3H); 7,48 (s, 3H); 7,34 (d,
@\N\N:\N J = 6,6 Hz, 8H); 5,31 (s, 2H); 5,20 — 5,07 (m, 2H);
4,93 (s, 1H); 4,17 (s, 1H); 0,94 (d, J = 6,3 Hz, 3H).
RMN C (75 MHz, CDCls-d) & 169,80; 165,84;
146,40; 135,25; 135,20; 134,71; 133,08; 131,02;
130,87; 128,82; 128,73; 128,59; 128,46; 128,27,
128,04; 127,73; 122,67; 118,62; 110,00; 71,69;
68,98; 67,22; 59,04; 18,38. HRMS calcd. para
[Ca3H27CIN4O4 + H]*: 578,17. Encontrado: 579,213.

Cl

17e
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(4R,5R)-Benzil-2-(2-(benziloxi)-4-(1-(3-clorofenil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)fenil)-5-
metil-4,5-dihidrooxazole-4-carboxilato

Cl
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OBn 0\
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17f
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N <OBn

O produto foi obtido como um soélido branco com
rendimento de 43%: RMN *H (300 MHz, CDCls-d) &
8,18 (s, 1H); 7,82 (d, J = 7,9 Hz, 1H); 7,75 (s, 1H);
7,62 (d, J =9,1 Hz, 2H); 7,48 — 7,16 (m, 13H); 5,18
(s, 2H); 5,15 (d, J = 4,3 Hz, 2H); 4,95 (s, 2H); 1,24
(d, J = 5,3 Hz, 3H). RMN *3C (75 MHz, CDCls-d) &
169,81; 165,59; 158,30; 147,61; 137,73; 136,65;
135,64; 135,38; 134,26; 132,38; 130,87; 128,94,
128,65; 128,57; 128,46; 128,35, 127,68; 127,04;
120,75; 118,50; 117,95; 117,34; 110,84; 71,53;
70,87; 66,92; 16,13. HRMS calcd. para
[C33H27CIN4O4 + H]™: 578,17. Encontrado: 579,254.

(4R,5R)-Benzil-2-(2-(benziloxi)-4-(1-(4-clorofenil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)fenil)-5-

metil-4,5-dihidrooxazole-4-carboxilato

Cl

N=N

17g

OBn 0 O
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O produto foi obtido como um sdlido bege com
rendimento de 35%: RMN *H (300 MHz, CDCls-d) &
8,15 (s, 1H); 7,83 (d, J = 8,0 Hz, 1H); 7,66 (d, J = 8,6
Hz, 3H); 7,57 — 7,08 (m, 14H); 5,20 (s, 2H); 5,16 (d,
J = 4,1 Hz, 2H); 4,95 (s, 2H); 1,24 (d, J = 4,9 Hz,
3H). RMN *C (75 MHz, CDCls-d) & 169,78; 165,62;
158,33; 147,62; 136,66; 135,38; 134,75; 134,33;
132,39; 129,99; 128,65; 128,57; 128,46; 128,36;
127,69; 127,06; 121,71; 118,39; 117,95; 117,34;
110,88; 71,48; 70,90; 66,92; 16,12. HRMS calcd.
para [CasH,7CINsO4 + H]: 578,17. Encontrado:
579,165.
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(4R,5R)-Benzil-2-(2-(benziloxi)-4-(1-(2-metoxifenil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)fenil)-5-
metil-4,5-dihidrooxazole-4-carboxilato

OBn O \

17h

NS

.,,,,/(o

OBn

O produto foi obtido como um soélido branco com
rendimento de 65%: RMN *H (300 MHz, CDCls-d) &
8,28 (s, 1H); 7,84 (d, 3 = 7,9 Hz, 1H); 7,80 — 7,65 (m,
2H); 7,48 (d, J = 7,2 Hz, 2H); 7,43 — 7,15 (m, 11H);
7,05 (t, J = 8,1 Hz, 2H); 5,22 (d, J = 6,3 Hz, 2H);
5,16 (d, J = 4,9 Hz, 2H); 4,96 (s, 2H); 3,85 (s, 3H);
1,24 (d, J = 5,1 Hz, 3H). RMN *3C (75 MHz, CDCls-
d) & 169,80; 165,77; 158,36; 151,19; 146,27; 136,82;
135,43; 135,15; 132,29; 130,30; 128,64; 128,43;
127,64; 127,08; 126,22; 125,52; 122,61; 121,31;
117,95; 116,87; 112,36; 110,91; 71,47; 71,31; 66,89;
56,10; 16,12. HRMS calcd. para [C34H3oN4Os + HJ":
574,22. Encontrado: 575,177.

(4R,5R)-Benzil-2-(2-(benziloxi)-4-(1-(3-metoxifenil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)fenil)-5-
metil-4,5-dihidrooxazole-4-carboxilato

H,CO

/

\

N

OBO; o}
4 /

17i

)
N

N

OBn

O produto foi obtido como um sélido branco com
rendimento de 99%: RMN *H (300 MHz, CDCls-d) &
8,25 (s, 1H); 7,96 (s, 1H); 7,78 (s, 1H); 7,74 — 7,16
(m, 14H); 7,04 (s, 1H); 5,30 (d, J = 13,0 Hz, 4H);
5,06 (s, 2H); 3,92 (s, 3H); 1,35 (s, 3H). RMN *3C (75
MHz, CDCls-d) & 169,82; 165,61; 158,32; 147,36;
135,42; 132,37; 130,58; 128,63; 128,56; 128,43;
128,35; 127,66; 127,06; 118,57; 117,94; 114,76;
112,47; 110,89; 106,51; 71,59; 70,90; 66,88; 55,66;
16,13. HRMS calcd. para [C3sH3N4Os + H]™: 574,22,
Encontrado: 575,190.
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(4R,5R)-Benzil-2-(2-(benziloxi)-4-(1-(4-metoxifenil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)fenil)-5-
metil-4,5-dihidrooxazole-4-carboxilato

O produto foi obtido como um sdlido branco com
rendimento de 82%: RMN *H (300 MHz, CDCls-
d) 6 8,07 (s, 1H); 7,83 (d, J = 8,0 Hz, 1H); 7,71 —
/<o 7,55 (m, 3H); 7,47 (d, J = 7,2 Hz, 2H); 7,25 (td, J
osn = 19,5; 18,5; 7,7 Hz, 9H); 6,95 (d, J = 8,9 Hz,

OBn 0\

o
N

HCO N 2H): 5,21 (s, 2H); 5,16 (d, J = 4,8 Hz, 2H): 4,95
N:

. (s, 2H); 3,79 (s, 3H): 1,24 (d, J = 5,3 Hz, 3H).
J

RMN *3C (75 MHz, CDCls-d) & 169,79; 165,67;
160,01; 158,34; 147,20; 136,75; 135,41; 134,75;
132,35; 130,36; 128,64; 128,56; 128,43; 128,35;
127,66; 127,07; 122,25; 118,73; 117,91; 117,11,
114,86; 110,83; 71,49; 70,90; 66,89; 55,65;
16,12, HRMS calcd. para [CzsH3oN4Os + HJ™:
574,22. Encontrado: 575,268.
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3.2.2 Ensaios Bioldgicos

Todos os testes bioldgicos foram feitos no Laboratério da Prof? Kelly Ishida,
Departamento de Microbiologia, Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de
Sédo Paulo. Assim como as amostras fungicas utilizadas também foram forcenidas
pelo mesmo laboratério. A amostra sanguinea foi obtida mediante doacdo do
pesquisador principal (o aluno de mestrado) e a extracdo da mesma foi feita pela

técnico do proprio laboratério.

Amostras fungicas: Neste estudo, utilizaram-se 10 espécies de Candida, Candida
albicans (ATCC 10231 e IAL-40), Candida parapsilosis (ATCC 22019 e IAL-17),
Candida krusei (ATCC 6258 e IAL-30), Candida tropicalis (ATCC 200956 e IAL-01),
Candida glabrata (ATCC 2001 e IAL-23), os quais apresentaram susceptibilidade e
resisténcia ao fluconazol nos testes in vitro. Adicionalmente duas espécies de
Cryptococcus (Cryptococcus neoformans (H99), Cryptococcus gattii (ATCC 56990))
e duas espécies de Aspergillus (Aspergillus fumigatus (ATCC 16913), Aspergillus
niger). Os isolados foram mantidos em &gar Sabouraud dextrose até o uso nos
experimentos. As cepas foram incubadas durante 48 horas antes dos experimentos

para atingir um nimero apropriado de células.

Teste de sensibilidade antifungica: A susceptibilidade dos isolados de Candida
spp. aos compostos sintetizados, caspofungina, anfotericina B (Sigma Chemical Co.,
Missouri, USA), e fluconazol (Sigma Aldrich) foi determinada mediante o0 método de
micro diluicdo descrito no documento M27-A3 publicado pelo Clinical Laboratory
Standards Institute (CLSI, 2008). Candida parapsilosis (ATCC 22019) foi inclusa em
cada experimento como controle. Em seguida, diluicbes seriadas de duas vezes
para todas as moléculas sintetizadas e os antifungicos (anfotericina B, caspofungina
e fluconazol) foram feitas no meio RPMI 1640, com buffer MOPS 0,16 M, pH 7,0
(ambos da Sigma Chemical Co., Missouri, USA) em microplacas de 96 pocos.
Depois, o inéculo foi ajustado & concentracdo de 1-5 x 10° CFU mL™, diluido em
1:1000 e 100 pL foram dispensados em cada poco para obter uma concentragao
fungica final de 0.5-2,5 x 10® CFU mL™, durante 48 h a 35 °C. A concentracéo
minima inibitoria (MIC) para anfotericina B e o resto de antifungicos foi definida como
a menor concentracdo de agente antifingico na qual foram inibidos 50% e 90% da

populacdo fungica, MICsy e MICqy, respectivamente. Os valores de MICso € MICgy
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foram determinados mediante leitura espectrofotométrica a 492 nm (Bio-Tek®
PowerWave XS) (CLSI, 2008). Os pontos de quebra para fluconazol e caspofungina
foram considerados de acordo com o descrito no documento M27-S4 (CLSI, 2012); e
para anfotericina B e cepas resistentes foram consideradas concentracdes

superiores a 1 ug mL™.

Concentracdo Minima Fungicida (MFC): Para determinar os valores de MFC,
aliquotas de 10 pL foram coletadas de todas as concentracdes inibitérias no final do
periodo de incubacéo de 2 dias, e foram semeadas em agar Sabouraud dextrose. As
placas foram incubadas durante 48 h a 35 °C, e a menor concentracdo da droga
sintetizada que impediu o crescimento do fungo foi considerada como o MFC.

Ensaio hemolitico (RBCs): Células sanguineas humanas foram lavadas com
solucéo salina 0,85%, e glucose 5% foi adicionada para obter uma suspencéo de
células a 4%. Esta suspensdo foi tratada com diversas concentracdes dos
compostos sintetizados (8-128 pg/mL) e 1% de Triton X-114 (como indicador de
hemdlise completa), e foram incubadas a 37 °C por 2 h. As células foram
centrifugadas a 1500 g por 5 min, o sobrenadante foi removido, e foi feita a leitura de

hemolise a 540 nm utilizando o espectrofotdmetro (Bio-Tek® PowerWave XS).

Ensaios de citotoxicidade: As células de hepatdcitos humanos (HepG2) foram
tratadas com varias concentracdes de derivados de 2-ariloxazolina (8-128 ug/mL)
durante 48 h a 37 °C com 5% de CO,. A viabilidade celular foi determinada pelo
ensaio de reducéo de tetrazolio (XTT) e a absorbancia foi medida a 490 nm (Bio-
Tek® PowerWave XS).

A concentracdo citotéxica de 50% (CCsp), a hemodlise de 50% (HAsp) € o

indice de seletividade foram calculados de acordo com Ishida et al. (2006).

Combinac¢des antimicrobianas: As leveduras foram cultivadas pelo menos duas
vezes subsequentes antes dos ensaios. Se prepararam suspensoes fungicas a 1-5 x
10° UFC/mL em solucéo salina 0,85%, mediante contagem na camara de Neubauer.
Diluiu-se o inoculo 1:20 e, depois, 1:50 em meio RPMI 1640 tamponado com 0,165
mol/L de MOPS, obtendo a concentracéo fngica de 1-5 x 10° UFC/mL. Para realizar

este ensaio foi necessario que o resultado da microdiluicdo em caldo tivesse sido
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bem definido, ou seja, os valores de Concentragcdo Minima Inibitoria (MIC) de cada
composto determinados.

Efeito na permeabilidade da membrana celular: Suspensbes flungicas
padronizadas a 1 x 10" UFC/mL foram expostas as concentracdes de MIC, 2x CIM e
4x CIM de anfotericina B, previamente determinadas, diluidas em solucdo PBS,
incubadas a 35 °C. Leveduras néo tratadas foram utilizadas como controle de
integridade da membrana celular. Apos os periodos de 1, 4, 8 e 24 horas de
incubacéo, as leveduras foram coletadas por centrifugacao por 8 min a 4000 rpm e 0
sobrenadante analisado no espectrofotdmetro (Nanodrop 2000, Thermo scientific)
para quantificacdo de DNA (260 nm) e de proteinas (280 nm) (modificado de Aguiar
Cordeiro et al., 2014).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Parte Quimica:

A sintese dos 1,2,3-triaz6is com potencial atividade biolégica foi feita partindo
do aminoacido L-treonina 1. O grupo amino da L-treonina foi protegido utilizando
Boc,O; como solvente foi empregada uma mistura de 1,4-dioxano e H,O; e NaOH
para conferir o meio basico requerido na reacdo (Esquema 7). O produto 2 foi obtido
como um rendimento de 80% e foi usado sem purificacdo para a reacdo seguinte.
Depois, a Boc-treonina foi reagida com a amina propargilica na presenca de N-
metilmorfolina, cloroformato de etila e THF como solvente para a obtencdo do

produto 4 (Esquema 7).

Iniciamos a sintese utilizando o aminoacido L-treonina 1, pois diversos

trabalhos reportaram os derivados de aminoacidos com interessantes atividades

biolégicas pela similaridade com os sitios ativos de enzimas.®*®°

Esquema 7: Protecdo da amina e grupo acido do aminoacido L-treonina.

OH O OH O

Boc,O
OH OH
NH, NaOH / H,0 / Dioxano NHBoc
1 2

OH O OH O
N-metilmorfolina / Cloroformato de etila

Ao s

NHBoc Amina propargilica / THF / 1h NHBo|-c|:

Adicionalmente, trabalhamos com a forma benzilada do aminoé&cido L-
treonina, devido a necessidade de ter o nitrogénio do aminoécido livre para reagir
com os materiais de partida derivados do &cido salicilico. A reacdo é mostrada no

Esquema 8.
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Esquema 8. Protecdo do grupo acido aminoacido L-treonina com o grupamento

benzila.

OH O Br . - OH O
acido p-toluensulfénico

PAP I A
Benzeno / refluxo 24 h

NH; NH,

Adicionalmente foi sintetizado um grupo de azidas aromaticas a partir das
aminas aroméaticas. O esquema geral da sintese e os exemplos sintetizados, assim

como os rendimentos, foram detalhados nos Esquemas 9 e 10, respectivamente.

Esquema 9: Sintese geral das azidas organicas.

B NH NaNO, / HCI B N3
= =
R NaN; R
5 6a-o

Esquema 10: Relag&o das azidas organicas sintetizadas.

H,CO OCH, cl
OCH, cl
6a 55% 6b 95% 6¢ 81% 6d 80% 6e 83%
N N
ioalii ol ool vl o
Cl Br | F3C F
6f 71% 69 99% 6h 67% 6i 87% 6j 78%
N3 S N3 N3 Ns N3
? o g
N
NO, ON
NO,
6k 97% 6l 47% 6m 89% 6n 60% 60 90%

Depois de serem devidamente purificadas e caraterizadas, essas azidas

foram reagidas com a treonina propargilica protegida com Boc na presenca de
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CuSO,, ascorbato de so6dio e uma mistura de CH,Cl, e H,O como solvente a
temperatura ambiente durante 4 horas (Esquema 11). Os triazéis foram obtidos com
rendimentos moderados a bons (40-90%). Estes compostos foram purificados por
coluna cromatografica com um gradiente de 50% hexano/AcOEt e devidamente

caraterizados mediante RMN de hidrogénio e carbono (Esquema 11).

Esquema 11: Sintese geral dos 1,2,3-triazois.

OH 0
OH O )\/u\ N
CuSO, / Ascorbato de Sédio N/\[ N
)\)KN/\ \C Nrdd | N
NHBoc CH,Cl,, H,O
7\
4 6a-o 7a-o _ N\
R
OH O OH © OH O

T BNAN
NHBoc NHBoc NHBoc N
7a79% Q 7b 78% Q\OCH3 7c 85% @

OCH,
OH O OH O OH O
N
N N\\N N N N
NHBoc N NHBoc NHBOC
7d 53% @ 7e 85% @ 7 86% :
OH O OH O OH O
N N
N N N N\\
NHBoc NHBoc NHBOC
79 79% 7h 83% 7i 78% ;
OH O OH O OH O

Z

N N, )\(LLN N M N N\\
Ho LN N
NHBoc N NHBoc NHBoc N

F
7j 85% @ 7k 41% Qj 7157% @

—

N
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OH O OH O OH O
PSP PSRy PAS ey
H || H || ] H || ]
NHBoc N NHBoc N NHBoc N
7m 81% QN% 7n 89% Q 70 84% @

NO,

Todos os compostos foram obtidos com rendimentos de moderado a bons
(40%-90%). Nao se observou nenhuma diferenca marcante na reatividade dos
compostos. Por exemplo, os compostos 7I, 7m e 7n, que tém substituintes -NO,,
nao mostraram muita diferenca nos rendimentos isolados, exceto para a substituicdo
orto, que teve o menor rendimento de todos os trés, o que significa que a posicao

mencionada nao é favorecida por um efeito de grupo retirador de elétrons.

Nos outros casos de compostos orto substituidos, o rendimento do composto
com flor 7] néo foi afetado. O atomo de fltor € pequeno, e ndo confere um aporte
eletrbnico consideravel, porém o rendimento foi semelhante quando comparado com
0 composto 70. No caso do substituinte metoxila (7 a-c), o rendimento mais elevado
foi obtido na posicdo orto (composto 7c), sugerindo que os grupos doadores de

elétrons favorecem a reatividade na formacéao do triazol.

Por outro lado, o substituinte cloro apresenta melhores rendimentos nas
posicoes meta e para (compostos 7e e 7f respectivamente). Contrariamente ao que
acontece com o fldor, o cloro apresenta rendimentos mais baixos na posi¢do orto
(composto 7d), o pode ser explicado pelo efeito de impedimento estérico. O cloro
nesse caso fica mais perto do nitrogénio da azida, conferindo certa dificuldade na
formacéo do triazol, o que torna um pouco mais dificil a reacdo. Por outro lado, os

compostos para substituidos apresentaram quase a mesma reatividade.

Nos compostos 7g e 7h, que tém bromo e iodo (ambos atomos volumosos),
respectivamente, os rendimentos altos poderiam ser atribuidos a posicdo dos
mesmos. A posicdo para é a mais afastada no anel aromatico, fazendo com que a
formacdo do 1,2,3-triazol seja mais favoravel. O menor rendimento foi observado
para o composto 7k, que tem um anel heterociclico (benzotiazol). Este substituinte &
muito mais volumoso do que os outros, dando um indicio de que este tipo de

substituintes ndo favoreceu a reatividade. Finalmente, o composto 70 apresentou
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um rendimento elevado, e foi utilizado como composto de referéncia para avaliar os

rendimentos.

Complementarmente, foi iniciada a sintese das oxazolinas, utlizando os

derivados do acido salicilico e a forma benzilada do aminoacido L-treonina; os

precursores dessas oxazolinas foram as amidas descritas no Esquema 12.

Esquema 12: Sintese geral das amidas

OH
OH O oH o OH O
X OH EDC / HOBt / N-MM o
| + OBn | N N
R NH, CH,Cl,/)))/6h S e}
8a-j 3 9a-j
HO HO
on d®© OH O OH O
o} o
@)LN 0 ; :
H
OB OB
OBn Ny n Br n
9a 60% 9b 52% 9c 59%
HO, HO,
on d%© OH O OH O
o) o)
N © N N
' oBn OBn ' OBn

Br og 58%

H
OCHs 9 60%

&g

9h 76%

OH OHO

H (0]
OBn

! 9j 45%

F of 53%

H

OH OO

/@)J\N O
H

B
Cl OBn

9i 48%

Os precursores das oxazolinas mostrados no Esquema 12 foram obtidos com
rendimentos moderados de 45-76%. A reacdo de formacdo de amida foi feita em
condi¢cbes de banho de ultrassom na presenca de EDC como agente ativante, pois

esse procedimento ndo gera muitos produtos secundarios, que poderiam ser de
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purificagdo muito complexa. Utilizamos o HOBt para manter a configuragdo do
aminoacido, a N-MM (N-metilmorfolina) foi utilizada como base nas reacdes e o

CH,CI, foi o solvente.

Foram utilizados dez derivados do acido salicilico para as reacdes. Iniciamos
o trabalho com o acido salicilico sem substituinte, 9a. Sabendo-se que a intengéo foi
fazer testes biol6gicos com os compostos sintetizados, sempre é recomendado ter a
molécula mais simples da série para poder avaliar a influéncia dos substituintes,
assim como no rendimento. A reacdo de formacdo de amidas a partir de um acido
carboxilico e uma amina esté geralmente influenciada pelos substituintes do carbono
carboxilico e do carbono ligado ao nitrogénio da amina. Neste caso, a amina nao
variou, pois utilizamos o aminoacido descrito anteriormente. Analisemos o caso do
composto 9b, o qual possui como substituinte o grupo azida, que é um retirador de
elétrons num sistema aromatico. Embora seja esse o caso, o rendimento ndo sofreu
muita variacdo. Para os compostos 9i, 9c, 9d, com halogénios como substituintes, o
rendimento foi semelhante, com excecdo do composto 9i, que apresentou o
rendimento mais baixo da série, 48%. Dois aspectos muito importantes nas reacdes

quimicas s&o o efeito eletrénico e o impedimento estérico.®

Com relacao ao efeito eletrdnico, é sabido que os halogénios tém uma ordem
de eletronegatividade decrescente F > Cl > Br > |, e que este € inverso ao tamanho
do atomo, o qual gera efeito indutivo e impedimento estérico nas reacdes, aspecto
crucial para explicar inclusive os mecanismos. Sob essa premissa, foram utilizados
compostos aromaticos halogenados na posicdo 5 do anel aromatico do &cido
salicilico. Os compostos 9f, 9g, 9] possuem esse tipo de substituicdo. Os
rendimentos ndo foram muito diferentes. O composto 9j teve o menor rendimento

dos trés.

Esse composto possui 0 atomo de iodo como substituinte. Sendo 0 mesmo
um atomo muito volumoso, em vez de compartilhar elétrons, ele os atrai até o
nacleo, fazendo com que o carbono aromatico ligado ao iodo fique mais
eletropositivo. Essa situagdo pode causar um efeito de ressonéncia desfavoravel
para que a reacao ocorra, pois a densidade eletronica vai ficar concentrada no anel
67,68,69

aromatico ao invés de se direcionar para o carbono carboxilico da amida.

Finalmente, nessa série tivemos dois compostos, 9e e 9h, substituidos com o grupo
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respectivamente. O grupo metoxi é um grupo

relativamente pequeno, cuja influéncia se deve ao par de elétrons livres do oxigénio.

Este, quando compartilhado, cria um sistema de ressonancia que favorece a

formacao do produto com o substituinte na posi¢céo orto (composto 9h).

Conseguimos apreciar aspectos importantes na formacdo dos precursores

que foram ainda mais determinantes na sintese das oxazolinas (Esquema 13).

Esquema 13: Sintese geral das oxazolinas

10a 86%

OH O

>~

\ ,,,,/{O
N oBn

10d 81%

OH O ”/<

SN oen

Br
10g 49%

OH
OH O
A N 0o
| H

SOCI, / CH,Cl,
24 h
OH O
./{
SN oen
N3
10b 60%
OH O
,,/(
SN ogn
OCH;
10e 71%
OH O
,,/<
C{L N oBn
OCHs
10h 40%
OH O
,,/(
SN ogn

10j 60%

OH o—\ O
D
>~
| X N e}
~ b
R
10a-j

10i 50%

No caso das oxazolinas, a influéncia dos substituintes € mais marcante em

termos de rendimento. O composto 10a, o mais simples da série, teve 0 maior

rendimento entre todos: 86%. O acido salicilico foi utilizado como referéncia para
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interpretar os rendimentos dos compostos sintetizados. Novamente, no composto
10b, ndo se observou uma influéncia marcante do grupo azida, retirador de elétrons
na formacdo da oxazolina, pois o rendimento de 60% obtido € considerado bom.
Analisando os compostos substituidos na posicdo 4 do anel aromatico, 10c, 10d e
10i tiveram rendimentos relativamente diferentes. O composto 10i resultou no menor
rendimento, usando o substituinte cloro, que se diferencia dos 4&tomos de bromo e
iodopor ser menos volumoso. Complementarmente, os compostos 10f, 10g e 10j
apresentaram substituinte halogénio na posicédo 5 do anel aromatico. Curiosamente,
o composto 10g foi o que teve menor rendimento deste grupo: 49%. Porém, sé
temos um indicio de que a eletrénica dos halogénios influi no rendimento. No caso
dos halogénios mais volumosos, cujos elétrons ficam mais préoximos do ndcleo,
como é o exemplo do iodo, verifica-se uma leve queda do rendimento. Finalmente,
as oxazolinas 10e e 10h apresentaram grupo metoxi como substituinte. Neste caso,
a diferenca de rendimentos € muito evidente, sendo que o composto 10h foi o mais
dificil para ser sintetizado, devido ao maior tempo de reacdo e a purificacdo mais
complexa. Podemos inferir que nesse tipo de reacdo, o impedimento estérico e,
principalmente, o efeito eletronico, séo fatores importantes para que a reagao ocorra.
O composto 10e substituido na posicéo 5 teve rendimento de 70% e o substituido na
posicdo 6, o composto 10h, teve 40% de rendimento. Portanto, essa diferenca nas
posicdes dos substituintes influencia o comportamento eletrénico quando a reacgao
esta acontecendo. E bem provavel que os substituintes doadores de elétrons na

posicéo 6 desfavorecam a reacéo devido a efeitos eletronicos.

Depois de ter sido obtida a primeira série de oxazolinas, pensou-se em
funcionalizar os compostos, adicionando mais anéis heterociclicos. Diversos

trabalhos’® "% 72

reportam uma série de aplicacdes dos compostos heterociclicos com
anéis fundidos. Por essa razéo, decidiu-se adicionar anéis triazolicos as oxazolinas,
visto que 0 grupo de pesquisa possui vasta experiéncia na quimica desses

compostos.

Inicialmente, utilizou-se o composto 11, derivado bromado do &cido salicilico,
o qual sofreu uma protecéo dos grupos hidroxila com brometo de benzila, resultando

no produto 12 com 91% de rendimento.
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Esquema 14: Protecdo com benzila
OH O OBn O

OH BnBr/K,CO3 OBn

Br Acetona / refluxo /6 h Br
1 12

Embora diversas condi¢cdes reacionais estejam reportadas na literatura, as

condi¢cOes descritas nesse trabalho sdo as mais convenientes e econdmicas.

Em seguida, foi realizada a reacdo de acoplamento de Sonogashira. Esse tipo
de acoplamento na quimica heterociclica tem sido amplamente utilizado desde sua
descoberta como uma poderosa ferramenta para a obtencdo de derivados de

produtos naturais.*®**

Esquema 15: Acoplamento de Sonogashira

OBn O ~J- OBn O
Pd(PPh;),Cl, / Cul / Et;N OBn

ACN / reflux

12 | 13

No nosso caso, utilizamos uma variante introduzida por Liang et al. em 2006,
na qual se substitui o halogénio pela tripla do acetileno TMS. A ordem de reatividade
dessa reacdo depende em grande medida do halogénio utilizado,*® sendo que a
prioridade de reagdao comeca com o | > Br > Cl > F. Utilizamos o material de partida

bromado por ser o mais barato entre os outros, além de consideravelmente reativo.

Uma vez obtido o composto 13, passamos a formac¢ao dos compostos 1,2,3-
triazdlicos a partir da reacdo com os compostos 6a-j, tal como € mostrado no
Esquema 16. As condi¢cOes de reacao utilizadas permitem o uso de irradiagdo por
micro-ondas que, ultimamente, tem sido de muita utilidade na sintese organica
multicomponente,” principalmente, de compostos heterociclicos. Apenas 5 minutos
de reacdo foram necessarios para a obtencdo dos produtos 14a-j, os quais foram

obtidos com rendimentos excelentes.
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Esquema 16: Formagéo dos 1,2,3-triazéis

OBn O OoBn O
Na TBAF / Cul / DIPEA R OBn
7\ A~
MeOH / MW / 120°C / 5 min -/ N -h
6a-j N 14a-j
OBn O OBn O OBn O
/\K©)\08n F /Y©/“\ogn /Y©)\OBH
I
O e O
N= N=N N=
14a 67% 14b 55% 14c 80%
OBn O OBn O OBn O
/\(@*oan cl OBn
Br
s &% @
N= N:N
14d 67% 14e 78% 14f 78%
OBn O OBn O OBn O
OCHj oBn MsCQ ﬂom
T a¥s
\N:N \N:N
149 81% 14h 88% 14i 88%
OBn O
OBn
H,CO
3 N X
=N
14j 80%

Utilizamos azidas aromaticas para essa etapa de sintese, e ndo observamos
muita diferenca nos rendimentos finais dos compostos. Foram obtidos compostos

nao substituidos, halogenados e metoxilados.

Em seguida, realizamos a hidrolise destes precursores 1,2,3-triazélicos,

conforme apresentado no Esquema 17.



Esquema 17: Hidrolise dos triazois precursores
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OBn O OBn O
OBn OH
Re NaOH 6% / CH3OH R,
— \N:N refluxo / 24 h — ‘N:N
14a-j 15a-j
OoBn O OBn O OBn O
OH F /\,/©/U\OH OH
I
'S s (s
N=N N=N N=N
67% 55% 80%
OBn O OBn O OBn O
OH cl OH cl OH
Br
v QN ~ o~
N=N N=N N=N
67% 78% 78%
OBn O OBn O OoBn O
OH OCHj oH HCQ OH
Cl
N=N N=N N=N
81% 88% 88%
OBn O
OH

H3CO
: QN ~
o

80%

Os compostos descritos no Esquema 17 foram utilizados sem necessidade
prévia de purificacdo. Sabe-se que o anel 1,2,3-triazélico € mais estavel nas
condi¢cbes de hidrélise, variacbes de pH e protonacdo do que o anel 1,2,4-triazolico.
3 Certamente, o 4cido carboxilico livre confere uma polaridade e hidrossolubilidade
importante & molécula, mas os substituintes halogénios dao equilibrio a esse carater

conferindo lipofilicidade.™

Continuando com a rota sintética, as amidas triazdlicas foram sintetizadas
como descrito no Esquema 18. O uso de ultrassom nas reacbes € referido como

“quimica verde” e vem sendo realizado pelos quimicos organicos nos Gltimos anos.”
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O ultrassom diminui consideravelmente o tempo de reacdo, bem como oferece
rendimentos de aceitaveis a muito bons. Foi necessario o uso de um agente ativante
como foi o caso do EDC, devido a vantagem de ndo gerar muitos produtos
secundarios - como poderia ser o caso do DCC -, assim como o uso do HOBt para

manter a configuracdo do aminoécido.

Esquema 18: Sintese geral das amidas triazolicas

H
OBn O OBn O

EDC / HOBt / N-MM ﬂ

OH /H)k
+ OBn
J 4 OBn
RQZ:>\N\\ NH, CH,Cl, /)))/ 6h R,\§\ N
N=N =N

15a-j 3 16a-j

HO,
oBn ¢'° ogn g™ ©Bn O °
o N
F N H o oB
OBn '\@\ S n
S N
N \N:N

N=N
16a 83% 16b 83% 16¢c 74%
HO.
OBn O OBn O OBn O
N o C
H
Br N ~ OBn
N=N N’N N’N
16d 84% 16e 85% 16f 85%

HO HO
OBn OHO OBn O OBn O
o] O HycOo o
N OCHj; H 3 H
H
OBn OBn OBn
O Ch O
\N:N N:N N:N

169 56% 16h 85% 16i 85%

H
OBnOO

N
H300\©\ S OBn
N
N=N

N=
16j 56%
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Os tempos de reacdo variaram para cada composto sintetizado, tendo um
tempo maximo de 6 horas. Como se pbde perceber, os rendimentos obtidos foram
muito bons, ndo sendo verificadas diferencas que indicassem influéncia dos

substituintes no rendimento.

Finalmente, a sintese das oxazolinas triazolicas foi realizada como mostrado
no Esquema 19. As condi¢des de reacdo ndo foram tao drasticas devido ao SOCI;

utilizado.

Esquema 19: Sintese geral das ozaxolinas triazélicas

j; SOCL/ CH,Cl,
7
RQ\N\ r.t. 24h

OBn O

ﬂ 4
O

N=N
16a-j 17a-j
OBn 0\ OBn O—\ O OBn O 0o
-m( ‘w{
S S NS
N ben F N ©Bn N oBn
|
avs o -
\N:N ‘N:N ‘N:N
17a 86% 17b 70% 17c 66%
OBn O OBn O—\ O OBn O\ O
x £ Y . e
OBn Cl N oBn N oBn
Br
O afe O
‘N:N ‘N:N ‘N;N
17d 61% 17e 70% 17f 43%
OBn O—\ O OBn O—\ O OBn O—\ O
PR PO %
OBn OCH;3 OBn OBn
cl
N @\N = NS
‘N:N ‘N:N ‘N:N
17g 35% 17h 65% 17i 99%
0Bn O o
" %
NS
N ©Bn

17j 82%
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Os rendimentos destas oxazolinas triazélicas foram muito bons, com excecéo
dos compostos 17f e 17g, 0s quais apresentaram 43 e 35%, respectivamente. Nao
fica clara a razéo pela qual os rendimentos variaram desse jeito, porém, o composto
com melhor rendimento foi o 17i, substituido na posicdo 3 com 0 grupo metoxi.
Tendo em vista que esses tipos de compostos sao inéditos, ndo ha menc¢do na
literatura descrevendo seu carater quimico-, mas vale destacar que possuem
atomos capazes de fazer ligacdes de hidrogénio (nitrogénio e oxigénio) assim como
um numero consideravel de atomos de carbono, o qual confere a estes novos

compostos carateristicas tanto lipofilicas como hidrofilicas.
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4.2 Parte Biologica:

Todos os compostos finais sintetizados foram submetidos a testes bioldgicos
de carater antifungico, haja vista a existéncia de evidéncia robusta sobre a atividade
antifingica dos compostos triazdlicos assim como dos compostos

oxazolinicos.*°1°2

O primeiro grupo a ser testado foram os derivados 1,2,3-triazolicos do

aminoacido L-treonina cujos dados sdo mostrados na tabela 2.

Tabela 2: MICso € MICyo dos derivados triazélicos do aminoacido L-treonina em ug

mL*

C.krusei
ATCC 6258

C.albicans

MICs, MICgy MICs, MICsq, MICs, MICeq MICs, MICgo

7 >16 >16 >16 >16 >16 >16 >16 >16
b >16 >16 >16 >16 >16 >16 >16 >16
7c >16 >16 >16 >16 >16 >16 >16 >16
7d >16 >16 >16 >16 >16 >16 >16 >16
Te >16 >16 >16 >16 >16 >16 >16 >16
7f >16 >16 >16 >16 >16 >16 >16 >16
79 >16 >16 >16 >16 >16 >16 >16 >16
7h >16 >16 >16 >16 >16 >16 >16 >16
7i >16 >16 >16 >16 >16 >16 >16 >16
7j >16 >16 >16 >16 >16 >16 >16 >16
7k >16 >16 >16 >16 >16 >16 >16 >16
7l >16 >16 >16 >16 >16 >16 >16 >16
m >16 >16 >16 >16 >16 >16 >16 >16
n >16 >16 >16 >16 >16 >16 >16 >16

7° >16 >16 >16 >16 >16 >16 >16 >16
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Na microbiologia, € utilizada a unidade de concentragédo de pg/mL, designada
por consenso nos protocolos.”® Segundo estes protocolos, os novos agentes
antifingicos sintéticos propostos como alternativas aos atuais devem ser testados
numa faixa de concentracdo que vai de 0,03 a 16 pg/mL. Concentracdes maiores a
16 pg/mL indicam que o composto ndo se encaixa nos requisitos do CLSS e passa a
ser considerado sem atividade antifungica.

Composto IAL-17 ATCC 6258 1AL-30 IAL-23

MICsy, MICq MICs MICyqy MICs, MICq MICs, MICq MICs, MICq MICsy  MICq  MICs, MICyq MICs, MICq MICs, MICq  MICs;  MICq
10a 1 2 2 2 4 8 0,5 2 2 4 1 2 4 8 1 2 025 1 003 003
10b 05 1 012 05 1 2 012 025 05 1 012 05 05 1 025 05 006 012 003 003
10¢ 05 1 012 025 05 1 1 1 025 05 012 025 025 05 025 05 025 025 006 006
10d 1 2 025 05 05 1 012 025 05 05 02 05 05 2 025 05 025 025 003 003
10e 2 4 0,5 1 4 8 05 05 05 1 025 05 2 8 0,5 1 012 025 003 003
10f 1 1 0,5 1 0,5 4 05 05 05 05 025 05 1 4 012 05 025 025 003 003
10g 012 05 025 05 1 1 006 025 1 1 025 1 0,5 2 012 025 006 05 003 0,06
10h 16 >16 2 8 4 >16 2 8 16 16 4 8 4 4 2 4 012 025 012 025
10i 025 025 025 025 012 025 012 012 025 025 012 025 025 1 012 012 012 012 003 0,03
10j 1 1 05 025 1 2 1 1 1 4 0,5 1 1 2 025 1 025 05 003 003
AMB 012 0412 012 0412 0412 0412 003 012 025 025 003 006 006 012 05 05 003 012 003 0,06
CASP 012 0,12 025 025 1 2 2 2 1R 1 1R 2 1R 1 012 05 o05% 05 05% 05

FLC 4 8 >128% >128 4 8 128" >128 >128R >128 >128R >128 4 8 >128R >128 16°°° 32 4 8

Tabela 3: MICs, e MICy das oxazolinas derivadas do acido salicilico.

SDD - susceptibilidade dose dependente, R — resistente

Céandida albicans (ATCC 10231 e IAL-40), Candida parapsilosis (ATCC 22019 e IAL-17), Céndida
krusei (ATCC 6258 e IAL-30), Candida tropicalis (ATCC 200956 e IAL-01), Candida glabrata (ATCC
2001 e IAL-23)

Na tabela 3, sdo mostrados os valores de MICsy € MICqy para todos os
compostos oxazolinicos sintetizados a partir dos derivados do acido salicilico. Foram
utilizadas 10 cepas diferentes de candida, 5 cepas padrdo denominadas ATCC e 5
isolados clinicos recentemente obtidos. Essas cepas padrdo e isolados clinicos
apresentaram diferente susceptibilidade aos farmacos de referéncia, dai a razéo
pela qual foram utilizados os farmacos anfotericina B, caspofungina e fluconazol
como controle. O MIC & um parametro utilizado para mensurar 0 quanto um ativo é
um composto contra determinado microorganismo, neste caso, fungos. Sendo a
concentracdo inibitéria minima de 50% dos fungos (MICsp), 0s valores obtidos para

as oxazolinas sintetizadas foram muito bons de acordo com o CLSS.
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Vejamos os valores de MICso que indicam sensibilidade a determinado tipo de
farmaco ou composto quimico e que variam dependendo de cada cepa estudada.
Para Candida albicans, € < 2; Candida parapsilosis, € < 2; para Candida krusei,
todos os isolados sao resistentes; Candida tropicalis, € < 2; no caso de Candida
glabrata, também todos os isolados sao resistentes. Se os valores sdo maiores que
os indicados, o farmaco ou composto deve ser considerado inativo, e a cepa é

resistente contra esse composto.

Como pode se observar na tabela 3, os compostos 10b, 10c, 10g e 10i foram
0S que apresentaram o melhor espectro de atividade contra quase a totalidade das
cepas estudadas, padrdo e isolados clinicos. E importante mencionar que o0s
isolados clinicos utilizados nos experimentos foram espécies de candida resistentes
ao fluconazol. Teve destaque o composto 10i, o qual teve valores de MICspe MICg
excelentes para todas as cepas testadas. O resto das moléculas teve boa atividade
também, com a diferenca de que quando se analisaram os valores para as cepas
padrdo, estes foram inferiores em termos de atividade se comparados com 0s
isolados clinicos. Porém, nossos compostos foram mais ativos contra as cepas
resistentes ao fluconazol, o que abre a possibilidade da utilizacdo deles como novos

agentes antifingicos.

Observou-se que a atividade bioldgica variou dependendo do substituinte
presente na molécula. Este € o caso para o composto 10a, o qual ndo tinha nenhum
substituinte e cuja atividade bioldgica nédo foi boa contra quase nenhuma das cepas
sensiveis ou resistentes ao fluconazol, com excecdo do IAL-23. Isso € muito
interessante, devido ao fato de a sintese ter sido planejada para a avaliacdo da
atividade biolégica, e um composto de referéncia é muito til para estudar a
influéncia dos substituintes. O composto 10b, o qual continha o substituinte azida,
apresentou uma melhora drastica na atividade. Embora muitos estudos relatem que
esse tipo de substituinte resulta toxico para as células,”” esse aspecto sera discutido

mais adiante.

Ficou evidente que a adicdo de um atomo de halogénio no anel aromatico
influenciou enormemente a atividade antifingica. Analisando a diferenca nas
posicdes dos halogénios, os compostos 10c e 10g tiveram bromo nas posicoes 4 e 5

respectivamente. E possivel notar que a atividade do composto 10g é ligeiramente
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melhor do que a do 10c, o que leva a concluir que o bromo nessa posi¢ao interage
melhor com alguma estrutura do fungo e faz com que o composto seja mais ativo.

Para os compostos 10d e 10j, o comportamento foi diferente.

A mudanca nas posi¢cdes dos substituintes ofereceu um carater diferente
contra as cepas testadas. O atomo de iodo é um &tomo volumoso, com uma alta
densidade eletronica, geralmente tdxico nos compostos em que se encontra
presente, assim como relativamente instavel devido ao seu tamanho. Neste caso, 0
iodo na posicéo 5 (10j) resultou ser menos ativo que o analogo na posicao 4 (10d).
Com essa informacéo, temos mais um indicio de que os &tomos muito volumosos na

posicdo 5 do anel aromatico sao desfavoraveis para a atividade antifungica.

Seguindo com casos isolados, o composto 10f apresentou maior atividade do
que o 10a, mas foi inferior aos compostos que tiveram outros halogénios mais
volumosos. E muito provavel que a atividade antifingica nas cepas estudadas esteja
condicionada ao tamanho do substituinte na oxazolina. O atomo de flior € o menor

dos halogénios, além de possuir o maior valor de eletronegatividade do grupo.

Diversos compostos com atividade biolégica apresentam esse atomo em suas
estruturas.’® Inclusive, o fluconazol apresenta dois atomos de flior que ajudam a se
estabilizar no sitio ativo da enzima alvo. Porém, no nosso caso, o flior ndo ajudou
de maneira destacada. Contrariamente, o composto 10i, jA& mencionado
anteriormente, foi 0 mais ativo de toda a série de compostos. Apresentando um
atomo de cloro na posicéo 4, obteve valores muito bons de MIC. Cabe ressaltar que

o atomo de cloro também é amplamente utilizado na quimica medicinal”

para a
sintese de moléculas ativas. Seu tamanho, eletronegatividade e caracteristicas
quimicas parecem ser 0S mais propicios para favorecer a inibicdo do crescimento

dos fungos das cepas estudadas.

Finalmente, vejamos os compostos 10e e 10h, que tiveram substituinte
metoxi. Os valores de MIC para o composto 10e sdo inferiores a outros compostos
com substituicdo na posi¢do 5, 0 que nos da outro indicio de que os substituintes
relativamente pequenos, como é o caso, ndo favorecem a atividade bioldgica.
Adicionalmente, foi observado que quanto mais perto do anel oxazolinico estiver

algum substituinte, a atividade bioldgica cai drasticamente, caso do composto 10h.
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Para verificar que o nucleo oxazolinico foi o responsavel pela atividade biolégica, foi
testado o precursor da oxazolina, resultando ser inativo. Isso confirmou que o anel

oxazolinico € o responsavel em grande medida pela atividade biologica
(farmacoforo).

Assim, foi feito um estudo de relacdo estrutura-atividade para conseguir

explicar e visualizar melhor o resultado da influéncia dos substituintes.

Anel oxazolinico,
fundamental para a
atividade antifliingica

Nao apresentou
incremento da y
atividade antifingica Atomo eletronegativo
necessario para a atividade;
porém, em casos de maior
eletronegatividade, a atividade
diminui levemente

Halogénios incrementam a atividade

antifungica dependendo da posicao,
especialmente contra cepas Substilt%lint.es com carater
resistentes aromatico incrementam a

atividade antifliingica

Adicionalmente, foi feito o teste se sensibilidade antifingica contra outras
cepas de fungos. Na tabela 4, estdo descritos os valores de MIC e MFC de todos o0s

compostos sintetizados contra Cryptococcus e Aspergillus.
Tabela 4: MICsg e MICg para Cryptococcus e Aspergillus.

C. gattii A. niger
Compostos ATCC 56990

MICs, MICs pec MICso MICw pyee MICso MICs yee MICso MICso  pqec

10a 2 4 8 4 4 16 16 >16  >16 8 >16 >16

10b 0,5 1 4 1 1 4 4 4 >16 4 >16 >16

10c 0,5 1 1 0,5 1 2 4 4 >16 4 >16 >16
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10d 1 2 2 1 2 4 4 >16  >16 4 >16  >16
10e 2 4 >16 8 16 >16 >16 >16 >16 16 >16  >16
10f 4 4 16 2 4 4 >16 >16 >16 16 >16  >16
10g 2 2 4 1 2 4 >16 >16 >16 16 >16  >16
10h >16 >16 >16 >16 >16 >16 >16 >16 >16 >16 >16 >16
10i 1 1 2 1 2 4 2 16 >16 2 16 >16
10j 1 2 4 1 2 2 >16 >16 >16 >16 >16 >16
AMB 012 025 05 012 025 025 0,25 05 >16 025 0,25 16
CASP ND ND ND ND ND ND >16 >16 >16 0,06 0,06 >16
FLC 4 8 16 4 8 16 >128 >128 >128 >128 >128 >128

Os resultados expostos na tabela 4 indicam que nossos compostos nao foram
igualmente ativos para os fungos Cryptococcus e Aspergillus quanto para a Candida.
E evidente nos valores tanto nos valores de MICs, como de MICg. Entretanto, um
diferencial muito interessante é a atividade fungicida contra esse tipo de fungos, a

qgual é recomendavel estudar com mais detalhe.

Assim como os testes de sensibilidade antifingica realizados, € muito
importante realizar testes de hemdlise e citotoxicidade quando as moléculas
sintetizadas sdo novas, pois o risco de produzirem prejuizos no individuo a tratar é

muito alto.

Na tabela 5, sdo mostrados os resultados obtidos para os testes de hemolise

e citotoxicidade, assim como o indice de Seletividade.

Tabela 5: indice de Seletividade para hemécias e células de hepatocarcinoma.

Compostos At IS IS IS CCeo IS IS IS
(%) Candida  Cryptococcus Aspergillus (g mL-l) Candida spp. Cryptococcus Aspergillus
Spp. Spp. Spp. Spp. Spp.
>128
10a 32 - >4267 32-64 8-16 102 26 - 3400 26-51 6-13
10b >128  256.54267  128-256 32 100  100-3333 100 - 200 25
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10c >128 12854267 256 32 62 62 - 1033 124 16
10d >128 12854267 128 32 62 62 - 2067 62 16
10e 2128 35 54267 16 - 64 >8 100  25-3333 13-50 6
10f 2128 15854267 32 - 64 >8 >128 128 - 4267 32-64 >8
10g >128 g _>4267 64 - 128 >8 88 88 - 2933 44 - 88 6
10h >128 g _>1067 >8 >8 101 6-842 >6 >6
10i >128 16 >4267 128 64 95  380-3167 95 48
10j >128 12854267 128 >8 64 64 - 2133 64 >4
AMB 2128 51554267 1067 512 4 8-133 33 16
CASP >32 16 - 267 ND >8 - 2133 ~32 16 - 267 ND >2 - 533
FLC >128 1256 32 >1 >128 1-32 >32 >1

Pode-se observar

na tabela 5,

nenhum dos compostos sintetizados

apresentou atividade hemolitica na concentracdo de 128 pg/mL. Os indices de

seletividade obtidos foram valores altos, na maioria acima de 64, os quais, segundo

a literatura, sdo valores adequados para compostos novos.®

O efeito combinatério de novas moléculas candidatas a antifingicos com os ja

existentes tem sido um teste muito importante para avaliar o efeito sinérgico,

antagonico ou indiferente destas. Cabe ressaltar que, na literatura, escassos sao 0s

casos de efeito sinérgico na hora de combinar as drogas, sendo que o efeito obtido

como resultado mais comum é o efeito indiferente. Nosso caso nao exce¢&o.®

Existem 3 tipos de curvas que podem ser obtidas segundo o efeito das

combinacgdes.
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FIC index < 0,5 = Sinergismo
FIC index > 0,5 e < 4 = Indiferente

FIC index = 4 = Antagonismo

No nosso caso, os valores do FIC index obtidos oscilaram entre 0,5 — 4, o

qual significa dizer que o efeito de nossas combinacdes foi indiferente.

FIC index
10i - AMB | 10i - CASP
ATCC 10231 0.98 1.125
ATCC 22019 1.5 2
ATCC 6258 1.5 2
ATCC 200956 1.5 2
ATCC 2001 2 2
IAL-01 2 2
IAL-17 1.5 2
IAL-23 1.5 2
IAL-30 1.25 2
IAL-40 1.5 3,9

Quadro 1: Valores dos FIC index obtidos para as combinagdes entre 10i e AMB, CASP.

Complementarmente, o teste de permeabilidade de membrana foi realizado.

O fungo escolhido para realizar o teste foi Candida albicans ATCC 10231. No grafico

1, sdo mostrados os indices obtidos tanto para a quantidade de proteina como para

o DNA.
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Gréfico 1: Efeito na permeabilidade de membrana de 10i e AMB nas concentrac¢des de 4MIC e
16MIC.

Os resultados desse teste indicam se um composto € capaz de alterar a
homeostase da membrana celular. Existem farmacos, tipo anfotericina B, que atua
formando poros na membrana, produzindo extravasamento do conteudo celular.
Nossa molécula mais promissora, 10i, ndo teve o efeito de alterar a permeabilidade
da membrana e isto pode ser corroborado olhando os valores obtidos para ambos os
testes, os quais sdo ou semelhantes ou menores que o controle, nas concentragdes

de 4 vezes o MIC e 16 vezes o MIC.



96

5. CONCLUSAO

Mostramos que a sintese de oxazolinas e derivados 1,2,3-triazdlicos de forma
econbmica e rapida € possivel a partir do aminoacido L-Treonina. Os compostos
oxazolinicos apresentaram boa atividade microbiologica do tipo antifungica quando
comparados com as drogas atualmente disponiveis para cepas sensiveis e
resistentes ao fluconazol. Os compostos obtidos apresentaram baixa toxicidade
contra hemécias, assim como para células HepG2, adicionalmente ndo alteraram a
permeabilidade da membrana da Candida albicans ATCC 10231 e o efeito
combinatorio de drogas resultou ser indiferente. De acordo com os estudos de
relacdo estrutura-atividade realizados, evidenciou-se a influéncia dos substituintes
sobre a atividade antifingica, ressaltando que os halogénios, assim como 0s
substituintes aromaticos e volumosos, aumentam drasticamente a atividade
antifingica, especialmente contra cepas resistentes ao fluconazol. Esses fatos nos
levam a considerar essas novas moléculas oxazolinicas como promissoras e
candidatas a serem estudadas com mais detalhe com o intuito de gerar um novo

potencial farmaco antifungico.
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