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Pds Graduagdo em Produtos Naturais
e Sintéticos Bioativos

Ata da 448? (quadringentésima quadragésima oitava) Dissertagdo de Mestrado do
aluno do Programa de Pés-Graduacdo em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos
Severino Ferreira Neto, candidato ao Titulo de “Mestre” em Produtos Naturais e
Sintéticos Bioativos na area de concentragdo Farmacoquimica.

As oito horas e trinta minutos (08h30) do dia trinta e um de agosto do ano de dois mil
e vinte e um (31/08/2021), em ambiente virtual de videoconferéncia através do
aplicativo Google Meet, link: https://meet.google.com/sbg-mtur-van, reuniram-se em
carater de Solenidade Publica os membros da Comissao designada para examinar o
aluno Severino Ferreira Neto, candidato ao Titulo de “MESTRE” em Produtos
Naturais e Sintéticos Bioativos na area de concentragdo Farmacoquimica. Foram
componentes da Comissdo Examinadora os pesquisadores Kristerson Reinaldo de
Luna Freire, Ph.D em Sintese Organica, Luciana Scotti, Ph.D em Cosmetologia e
Modelagem Molecular e Damido Pergentino de Sousa, Ph.D em Ciéncias. Sendo
todos integrantes do corpo de pesquisadores da Universidade Federal da Paraiba.
Dando inicio aos trabalhos, o Presidente da Comissao, professor Damido Pergentino
de Sousa, apés declarar os objetivos da reunido, apresentou o candidato Severino
Ferreira Neto, a quem concedeu a palavra para que dissertasse oral e sucintamente
sobre o tema apresentado e intitulado “Atividade Anti-Candida e Estudos de Docking
Molecular de 3-Nitrobenzamidas Sintéticas”. Apos discorrer sobre o referido tema
durante cerca de quarenta minutos, o candidato foi arguido pelos examinadores na
forma regimental. Em seguida, passou a comissdo, em carater secreto, a proceder a
avaliagao e julgamento do trabalho, concluindo por atribuir-lhe o conceito APROVADO.
Em face da aprovagdo, declarou o Presidente achar-se o examinado Severino
Ferreira Neto legaimente habilitado a receber o Titulo de “MESTRE” em Produtos
Naturais e Sintéticos Bioativos, na area de concentragao Farmacoquimica, cabendo a
Universidade Federal da Paraiba, providéncias, como de direito, a expedi¢do do
Diploma que o mesmo faz jus. Nada mais havendo a tratar, foi lavrada a presente ata
que é abaixo assinada pelos membros da Comisséo e pelo discente.

Prof. Dr. Damiédo Pergentino de Sousa (Orientador)
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Prof. Dr. Kristerson Reinaldo de Luna Freire (Examinador)
Prof.2 Dr.2 Luciana Scotti (Examinadora)
“,“(l‘u-n; et

Severino Ferreira Neto (Discente)
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Dedicatéria

Ao meu Deus, que me sustenta e
permite realizacbes como este
mestrado e que continuard sempre
ao meu lado e a minha querida
familia, em especial aos meus pais,
gue sao fundamentais nas minhas

conquistas, dedico.



Vi

AGRADECIMENTOS
Inicialmente, agradeco a Deus, pois a sua misericordia, seu amor e sua graca Sao
abundantes e enchem a minha vida e sem Ele, nada disso seria possivel. Porque dele,
por ele e para ele séo todas as coisas. A ele seja a gléria (Rm 11:36).
Aos meus familiares, especialmente meus pais Milton e Isabel, meu irméao Pedro, e as
minhas avés Maria e Carminha, e neles estejam representados todos os demais
componentes da minha familia que amo muito e que contribuiram significativamente
para o que sou hoje, obrigado por toda paciéncia e confianca. Obrigado por me
acompanhar nesses tempos téo corridos e pressionados de mestrado, s6 Deus pode
recompensa-los. A minha namorada Juliana, por ser responsavel por me acalentar,
apoiar e acalmar. Com vocé, eu me sinto feliz, seguro e amado. O meu desejo é que
Deus nos conceda toda uma vida lado a lado.
Gostaria de agradecer a todos os meus irmaos da Igreja Assembleia de Deus, em
especial a todos o0s jovens que estdo comigo sempre, inclusive do Jodo 3.16
Movement. Todos vocés sao béngéaos na minha vida. Aos meus amigos concurseiros
Werton, Sabino, Thalysson, Melquisedeque, Valmir e Matheus. Obrigado por todo
apoio e companheirismo.
Ao meu orientador Dr. Damido Pergentino de Sousa pelas orientacdes, correcoes,
disponibilidade e oportunidade. Obrigado por néo ter desistido de mim e acreditado no
meu trabalho. Sou eternamente grato pelo que fez por mim. Espero que possamos
trabalhar em outros projetos, obrigado pela confianca.
Aos meus amigos da turma do mestrado, Grasiela, Catarina, Carlos, Joice, Fernando,
Camila, Ana Paula, Barbara, Kimberly, Patricia, Jociano, Neves, Erika, Natan, Ana
Luiza, Junior, Thiago, Francielly, vocés tornaram o caminho mais leve. Aos meus
amigos da graduacao (Farmalunos 2013.1), em especial os que compdem 0 grupo
“Melhores Farmacéuticos”.
Aos amigos do Laboratério de Quimica Farmacéutica: Carlos, Mayara, Lazaro, Joice,
Ana Julia, Anna Emanuella, Alana Rodrigues, Allana Brunna, Marianna, Marina,
Rayanne, Susiany, Fernando e Giselle, pelo convivio, auxilio e compartilhamento de
grandes momentos durante as atividades realizadas no laboratério.
Aos técnicos do LMCA, Marcelo e Evandro pela ajuda na analise dos espectros de
RMN de 'H e 13C. Bem como, a Raquel do Laboratério Analitico Multiusuario (CCS-
UFPB) pelas anélises de IV. Agradeco as “Donas Fatimas”, servidoras que sempre

estavam em minha rotina, apoiando e alegrando.



Vil

Ao Professor Dr. Ricardo Castro e suas alunas Danielle e Karol, por terem realizado
0s testes bioldgicos destinados ao projeto. Sem a ajuda de vocés eu ndo conseguiria.
Muito obrigado pelo empenho. Ao professor Dr. Yunierkis P. Castillo pelo estudo de
docking molecular.

A todos os professores que orientaram e transmitiram seus conhecimentos de forma
tdo excelente para a minha formacao, especialmente aos professores Dr. Kristerson
Luna e Dra. Luciana Scotti por avaliarem e enriquecerem este estudo.

Agradeco ao CAPES pelo apoio financeiro e a UFPB pelo apoio institucional e a todos
agueles que estiveram presentes, direta e indiretamente, para a realizacdo desta
etapa tdo especial da minha vida. Que Deus, com suas ricas béncao, abencoe a todos

VOCES.



VI

RESUMO

As infeccfes fungicas acometem uma significativa parte da populacdo. Estima-se que
cerca de 1 bilhdo de pessoas em todo o mundo ja foram afetadas por algum tipo de
fungo. O género Candida &€ responsavel por diversas doencas infecciosas,
especialmente em individuos com imunidade comprometida. Além disso, é
preocupante o surgimento de cepas resistentes aos farmacos disponiveis, 0 que
resulta em maiores dificuldades para o tratamento e associacdo a casos de o6bito.
Portanto, € urgente a busca por novas alternativas farmacoterapéuticas. Derivados
nitrobenzenos apresentam diversas propriedades antimicrobianas, incluindo acao
antifangica. Desse modo, no presente estudo investigou-se o potencial antifingico de
catorze derivados 3-nitrobenzamidas frente as espécies do género Candida (C.
albicans, C. krusei e C. glabrata) e estabeleceu-se uma relacdo estrutura-atividade
das substancias avaliadas. Os derivados 3-nitrobenzamidas foram preparados
utilizando a reacdo de Schotten-Baumann e foram estruturalmente caracterizados
pelas técnicas de Espectroscopia de Infravermelho e Ressonancia Magnética Nuclear
de H e 3C. Os produtos obtidos tiveram rendimentos de 25,2-72,7% e trés derivados
da colecdo sdo inéditos (6,8 e 10). Nos testes antiflngicos determinou-se a
Concentracgao Inibitéria Minima (CIM) com a técnica de microdiluicdo em placas de 96
pocos e a Concentracdo Fungicida Minima (CFM) em meio de cultura sélido. Também
se investigou o possivel modo de acao utilizando os ensaios do sorbitol e ergosterol.
Nove compostos apresentaram atividade antifingica com valores de CIM que
variaram de 39,06 a 1250 pg/mL. Considerando a analise da razdo de CFM/CIM, que
apresentou valores em um intervalo de 1 a 3, pode-se verificar que os derivados
apresentam acao fungicida. A imida 14 demonstrou o melhor efeito fungicida da
colecéo frente as cepas de C. albicans, C. krusei e C. glabrata, com valores de CIM e
CFM de 39,06 pg/mL. Os dados sugerem gue este composto ndo atua de forma direta
sobre membrana celular fngica ou por mecanismos que envolvam fun¢des da parede
celular. A respeito da relacéo estrutura e atividade antifingica, a presenca do sistema
dicarbonilico ligado ao nitrogénio ou metilenodiéxido potencializam a ac&o inibitoria
frente as espécies de fungos. O estudo de docking molecular mostra que sete dos dez
alvos que compartilham scores de docking mais altos pertencem a via biossintética do
ergosterol, com predicdo de ligacdo aos alvos: proteina de ligacdo a GTP RHO1,
difosfomevalonato descarboxilase, esqualeno monooxigenase, esterol 24-C-
metiltransferase e esqualeno sintase; o pequeno tamanho da molécula e os grupos
carbonilas, principalmente, foram ideais para estabilizacdo da molécula nos
receptores. A analise, inicialmente feita para C. albicans, também foi feita para os
alvos das espécies C. krusei e C. glabrata, em que h4 uma pequena mutagdo em
residuos do alvo de C. krusei, mas que nao altera a ligacdo do composto neste alvo.
Diante desses resultados, conclui-se que os derivados 3-nitrobenzamidas
apresentam-se como compostos promissores para o desenvolvimento de novos
farmacos antifungicos contra Candida spp.

Palavras-chave: atividade antifingica, amidas, imida, nitrocomposto.



ABSTRACT

Fungal infections affect a significant part of the population. It is estimated that around
1 billion people around the world have been affected by some type of fungus. The
Candida genus is responsible for several infectious diseases, especially in individuals
with compromised immunity. In addition, the emergence of strains resistant to available
drugs is worrying, which results in greater difficulties for treatment and association with
cases of death. Therefore, the search for new pharmacotherapeutic alternatives is
urgent. Nitrobenzene derivatives have several antimicrobial properties, including
antifungal action. Thus, in the present study, the antifungal potential of fourteen 3-
nitrobenzamide derivatives against Candida species (C. albicans, C. krusei and C.
glabrata) was investigated and a structure-activity relationship of the substances
evaluated was established. The 3-nitrobenzamide derivatives were prepared using the
Schotten-Baumann reaction and were structurally characterized by the techniques of
Infrared Spectroscopy and Nuclear Magnetic Resonance of 'H and *3C. The products
obtained had yields of 25.2-72.7% and three derivatives from the collection are
unprecedented (6, 8 and 10). In antifungal tests, the Minimum Inhibitory Concentration
(MIC) was determined using the microdilution technique in 96-well plates and the
Minimum Fungicidal Concentration (MFC) in solid culture medium. The possible mode
of action was also investigated using the sorbitol and ergosterol assays. Nine
compounds showed antifungal activity with MIC values ranging from 39.06 to 1250
pug/mL. Considering the analysis of the CFM/CIM ratio, which presented values in a
range of 1 to 3, it can be seen that the derivatives have fungicidal action. Imide 14
showed the best fungicidal effect in the collection against strains of C. albicans, C.
krusei and C. glabrata, with MIC and CFM values of 39.06 pg/mL. The data suggest
that this compound does not act directly on the fungal cell membrane or through
mechanisms that involve cell wall functions. Regarding the structure and antifungal
activity relationship, the presence of the dicarbonyl system linked to nitrogen or
methylenedioxide potentiates the inhibitory action against fungal species. The
molecular docking study shows that seven out of ten targets that share higher docking
scores belonging to the ergosterol biosynthetic pathway, with predicted binding to
targets: GTP RHO1 binding protein, diphosphomevalonate decarboxylase, squalene
monooxygenase, 24-C-sterol methyltransferase and squalene synthase; the small size
of the molecule and the carbonyl groups, mainly, were ideal for stabilizing the molecule
in the receptors. The analysis, formula made for C. albicans, was also done for C.
krusei and C. glabrata species targets, in which there is a small mutation in C. krusei
target residues, but which does not alter the compound binding in this target. Given
these results, it is concluded that 3-nitrobenzamides are promising compounds for the
development of new antifungal drugs against Candida spp.

Keywords: antifungal activity, amides, imide, nitro compound.
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1.0. INTRODUCAO

As infec¢Bes fungicas frequentemente estdo presentes nos seres Vvivos e Sao
responsaveis pelas doencas fungicas que afetam mais de um bilhdo de seres
humanos, por meio de agentes fungicos de diferentes géneros e espécies. Capazes
de causar micoses de pele, unhas, mucosas e até sistémicas, os fungos sédo
responsaveis por ter indices de mortalidade maiores que 1,6 milh6es de pessoas, se
equiparando a tuberculose neste quesito. Espécies dos géneros Aspergillus, Candida,
Cryptococcus e Pneumocystis sdo comumente encontradas nestas micoses e ha um
maior destaque para um grupo em especial, a saber: portadores da Sindrome da
Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA), pacientes transplantados sob uso de
medicamentos imunossupressores, pessoas idosas, pacientes oncologicos sob
tratamento quimioterapico e outras abordagens medicamentosas (BONGOMIN,
GAGO, OLADELE, DENNING, 2017; CASADEVALL, 2018; RODRIGUES,
NOSANCHUK, 2020; BANERJEE, DENNING, CHAKRABARTI, 2021; SEAGLE,
WILLIAMS, CHILLER, 2021).

As espécies do género Candida sdo leveduras conhecidas por serem
comensais cosmopolitas, distribuidas em partes do organismo como a pele, trato
gastrointestinal, mucosas genitais e outras. Quando ha a diminuicdo da imunidade do
individuo, esses microrganismos passam de um estado comensal para agirem de
forma patoldgica (sdo oportunistas). As espécies mais frequentes nas infec¢cdes sédo
C. albicans, C. glabrata, C. tropicalis, C. parapsilosis, e C. krusei, e usualmente séo
tratadas utilizando medicamentos da classe dos derivados azdlicos, poliénicos e
equinocandinas. Apesar das opc¢fes farmacoterapéuticas, cepas fungica deste género
tém adquirido resisténcia aos medicamentos disponiveis, sendo um fator relevante
para o0 uso racional destas ferramentas farmacologicas e para a busca de novas
alternativas clinicas (LANTERNIER, et al. 2013; d'ENFERT, et al., 2020; SEAGLE,
WILLIAMS, CHILLER, 2021; BEM-AMI, KONTOYIANNIS, 2021).

As amidas sao substancias amplamente distribuidas na natureza e fazem parte
de estruturas biolégicas, como proteinas e enzimas. Sao estruturas com consideravel
estabilidade e as amidas primarias e secundarias sao capazes de formar ligacdes de
hidrogénio (MONTES, 2016; LIMA, 2018). S&o utilizadas na industria, na agricultura
(como pesticidas) e como produtos farmacéuticos, apresentando atividades, tais
como: antimicrobiana (OLIVEIRA, et al., 2019; MARTINEZ, et al. 2020), antioxidante
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(LIMA, et al., 2020), anti-inflamat6ria (ANDRYUKOV, KORKODINOVA, 2018; NIAN,
et al., 2020), anticancer (GULZAR, MAHMUD, MUNIR, ANJUM, 2018; BOHLOOLI, et
al., 2020), entre outros.

O grupo nitro (NO2) tem contribuido na atividade bioldgica, incluindo a acdo
antimicrobiana, de diversos derivados sintéticos, nos quais este substituinte esta
presente (HIPOLITO, et al., 2018; THAKRAL, et al., 2020). Nos estudos de
NASCIMENTO (2017) e FERREIRA (2018), realizados no Laboratério de Quimica
Farmacéutica (LQF) da UFPB, foram produzidos ésteres do tipo nitrocinamatos e
nitrobenzoatos, respectivamente, com atividade antifUngica contra espécies de
Candida. Os compostos nitrocinamatos com melhor atividade inibitoria foram (E)-butil-
3-(2-nitrofenil) acrilato e (E)-2-metoxietil-3-(2-nitrofenil) acrilato com valores de CIM
entre 128 — 256 pg/mL. Contudo, os derivados nitrobenzoatos apresentaram maior
poténcia antimicrobiana frente ao género Candida, a exemplo do 3-metil-4-
nitrobenzoato de metila (CIM = 0,039 pumol/mL) e 3-metil-4-nitrobenzoato de pentila
(CIM = 0,031 pmol/mL). Portanto, dando continuidade a estes trabalhos, no presente
estudo investigou-se o potencial antifingico de uma colecédo de catorze derivados de
3-nitrobenzamidas contra espécies do género Candida (C. albicans, C. krusei e C.
glabrata). Em adicao, realizou-se o docking molecular do composto mais potente em
diferentes alvos bioldgicos relacionados a possiveis mecanismos de acdo antifingica

em espécies de Candida.
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2.0. FUNDAMENTAGAO TEORICA
2.1. Consideracdes gerais sobre o género Candida

O género Candida pertence ao Reino Fungi e apresenta uma variedade de
espécies onde alguma destas podem estar presentes na microbiota humana
(WACHTLER et al., 2012; SANTOS et al., 2018). Sdo eucariontes, podendo ser do
tipo unicelular (leveduriformes), pluricelular (filamentosos) ou haploides (homo ou
heterocaridticos) e podem apresentar reproducdo sexuada ou assexuada (STAJICH
et. al, 2009).

Podem estar presentes nos seres humanos, de forma comensal, em diversas
regibes como epiderme, vagina e mucosas. Tornam-se agentes patoldgicos
oportunistas no momento em que ocorre um desequilibrio da microbiota em variados
niveis de complexidade, podendo em casos mais graves, ocasionar a morte,
principalmente em pacientes imunocomprometidos (BARBEDO; SGARBI, 2010;
MARTIN et al., 2011; PENDLETON, HUFFNAGLE, DICKSON, 2017; BASMACIYAN
et al., 2019)

Entre as 15 espécies identificadas como causadoras de doencas fungicas,
90% sao causadas apenas por cinco espécies: C. albicans, C. glabrata, C. tropicalis,
C. parapsilosis e C. krusei. Essas aparecem com maior incidéncia por um conjunto de
mecanismos de patogenicidade, com destaque para a C. albicans (PAPPAS, et
al.,2016).

O tratamento destas doencas € feito por protocolos usando antifingicos,
principalmente os compostos azdlicos. Entretanto, devido ao recorrente uso desta
classe de medicamentos, muitas cepas dos variados fungos deste género tém
apresentado resisténcia e causado entdo uma diminuicdo da efetividade do
medicamento no tratamento dessas doencas, sendo necessaria a busca por novos
agentes antifingicos (DEORUKHKAR, SAINI, & MATHEW, 2014; SANTOS et al.,
2018).

2.2. Alternativas farmacoldgicas antifungicas

Existem indmeras condutas terapéuticas para o tratamento dos problemas
causados por fungos e apresentam-se em formulagfes farmacéuticas topicas e orais

como as mais comuns. Esta classe de medicamentos apresenta uma variedade de
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farmacos com varios alvos de acdo, com o objetivo de evitar a resisténcia aos
tratamentos (BENNETT, 2012; MURRAY et al,.2014).

A classificacdo destes medicamentos € feita por meio de sua composicdo
quimica ou de seu local de agéo, onde se pode elencar os polienos, representados
pela anfotericina B e nistatina, inibidores da biossintese do ergosterol, como
fluconazol, itraconazol, posaconazol e voriconazol, equinocandinas - caspofungina,
anidulafungina e micafungina (agem na parede celular fingica) e o antimetabdlito
(analogo da citosina) flucitosina (5-fluorocitosina, 5-FC). (VYAS K, BARIOLA,
BRADSHER, 2010; ALBURQUENQUE et al., 2013; BELLMANN, SMUSZKIEWICZ,
2017).

Um agente antifingico ideal deve atender alguns aspectos, como o de agir em
uma grande variedade de fungos, ter alvo direcionado e acao fungicida, dentre outros.
Exemplo destes farmacos sdo os polienos, como nistatina, anfotericina B e suas
formulacdes lipofilicas, pois agem na formacdo de complexo com o ergosterol,
componente da membrana, que vai ocasionar a ruptura desta e consequentemente a
morte do fungo, sem prejuizo ao hospedeiro (MAZU, et.al, 2016; CANDEL, et al.,
2018).

Embora existam farmacos eficazes no tratamento fungico, eles estao cada vez
limitados. Por conta dos elevados niumeros de casos de pessoas com a Sindrome da
Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA), pessoas usudrias de quimioterapia e de
imunossupressores devido a transplante de 6rgéos, ocorre em conjunto o aumento de
uso desses antimicrobianos. Esse fato acarreta consequéncias diretas no tratamento
e na utilizacdo dessas ferramentas medicamentosas, pois seu uso recorrente pode
acarretar a resisténcia a estas opcdes, sendo necessaria a constante revisao dos
protocolos e da literatura para controle desta questao (MAZU, et al., 2016; CANDEL,
et al., 2018; NAMIA, et al. 2019).

2.3. Resisténcia

O uso recorrente e indiscriminado de medicamentos antifingicos implica em
uma série de consequéncias negativas. Devido a estrutura celular e a presenca de
organelas especializadas, estes microrganismos constroem vias alternativas para

impedir a acdo do arsenal farmacoldgico que possa ser empregado, apresentando
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entdo a resisténcia (KONTOYIANNIS, LEWIS, 2002; GOFFEAU, 2008; ROILIDES,
IOSIFIDIS, 2019).

A resisténcia pode se apresentar da forma intrinseca ou na forma adquirida.
A intrinseca corresponde a uma resisténcia inicial de alguma via metabdlica ou alguma
configuracédo estrutural do fungo, ja na forma adquirida, inicialmente o fungo é passivel
a acao do medicamento, entretanto cria mecanismos para se manter vivo, contribuindo
para a formacao da resisténcia (ROILIDES, IOSIFIDIS, 2019).

Os mecanismos ja conhecidos de protecdo dos microrganismos contra o
tratamento medicamentoso podem ser relacionados com a alteragcdo da
permeabilidade da célula, alteracdo de rotas metabdlicas, mudanca nos
transportadores dos farmacos, incompatibilidade da interacdo farmaco-receptor,
formacao de biofilmes e supressao do alvo. Isso faz com que haja a necessidade de
criacdo de novas linhas terapéuticas e a busca de novos candidatos a farmacos
antifangicos, visto que, quando ha a presenca de alguns desses fatores, o tratamento
passa a nao ser eficaz (GOFFEAU, 2008; SHEPPARD, HOWELL, 2016; REVIE et
al.,2018).

2.4. Cloretos acidos

Estes compostos, que também sdo conhecidos como cloretos de acila sao
derivados de acidos carboxilicos, onde sao sintetizados por meio de adicéo
nucleofilica—eliminacéo com o cloreto de tionila ou tricloreto de fosforo (SOLOMONS,
FRYHLE, SNYDER, 2018; TAYLOR, BULL, 2014). Os produtos formados sao
altamente reativos em relacdo aos demais derivados do &cido carboxilico, e séo
capazes de reagir com a agua presente no ar gerando o 4cido carboxilico e o acido
cloridrico (HCl) (MURUGAN, SCRIVEN, 2003; LEGGIO et al 2017; SOLOMONS,
FRYHLE, SNYDER, 2018).

O mecanismo reacional de sintese do cloreto acido a partir de acido carboxilico
e cloreto de tionila (SOCI2), uma reacao de substituicdo nucleofilica bimolecular (Sn2),
esta representada no Esquema 1. Inicialmente ha o ataque nucleofilico ao cloreto de
tionila, gerando um intermediario que resulta na remocéo do grupo de saida, o anion
cloreto (CI") (a). Esse anion reage com o carbono carbonilico, formando intermediério
tetraédrico (b). Apds remocéao do hidrogénio, forma o cloreto &cido e seus subprodutos
(c) (SOLOMONS, FRYHLE, SNYDER, 2018).
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Devido a alta reatividade dos cloretos acidos, a reacéo para sintese de novos
compostos ocorre mais facil e, por isso, eles sdo utilizados para sintese de derivados
de polimeros e na producdo de nanoparticulas de uso farmacéutico, producdo de
novos farmacos, dentre outras aplicacdes (SARHAN, NEEMA, 2017; DECARLI,
2018).
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Esquema 1: Mecanismo de reacdo da sintese de cloretos acidos a partir de acidos carboxilicos e
cloreto de tionila.

Cl

NO,

Figura 1: Estrutura quimica do cloreto de 3-nitrobenzoila.

Apresentando a férmula molecular C7H4CINO3s, de massa molecular de 185,56
g/mol, o cloreto de 3-nitrobenzoila (Figura 1) é um dos cloretos acidos aromaticos
utilizados para a producdo de amidas, ésteres e demais derivados. Apresenta-se em
estado solido em baixas temperaturas e liquido em temperatura ambiente, com alta
capacidade de reacao com o ar atmosférico, formando o acido carboxilico. A utilizac&o
deste reagente possibilita a sintese de varios compostos, por exemplo ésteres e

amidas, com atividades anticancer, anti-salmonella, anti-inflamatério, entre outros
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(KALINOWSKI, et al., 2007; SALAMA, 2020; PUBCHEM, 2020).

2.5. ConsideracOes sobre as amidas

Esta classe de compostos apresentam resultados positivos para varias
atividades farmacoldégicas, tais como atividade anti-inflamatéria (HUANG, etal., 2019;
BARATA, et al 2020), antioxidante (STEFANUCCI, et al., 2020; SOVIC, et al., 2019),
Anticancer (RUDDARRAJU, et al., 2017; IQBAL, 2018), antipsicoticos (HUANG, et al.,
2020; XIAO-WEN CHEN, 2016), antidepressivo (LI, et al., 2017), promissor contra
COVID-19 (GHAFFARI et al., 2020), antimicrobiana (OLIVEIRA, 2019;
BILDZIUKEVICH, 2019), na industria como polimeros (MORADI, 2020; ZHU, 2014)
entre outras atividades. Também sao utilizadas nas reacdes em escalas industriais,
com adicdo de catalisadores para melhor formacéo de seus produtos (CUI, 2014; XIE,
DARREN,2018; GUO, ZHAO, CHEN, 2020).

A ampla utilizacdo de amidas é devida as suas caracteristicas quimicas de
estabilidade, favorecendo a manutencdo da composicdo quimica destas substancias.
A alta estabilidade de amidas primarias e secundarias € configurada pela realizacdo
de pontes de hidrogénio, que aumentam seu ponto de ebulicdo, e também devido a
presenca de estruturas de ressonéncia das ligagdes em amidas (Figura 2) (VALEUR,
BRADLEY, 2009; XIEN, DARREN 2018; MAHESH, TANG, RAJ, 2018). Os compostos
comumente utilizados para a sintese de amidas a partir de rea¢cdes com aminas sao
cloretos de acila, anidridos, ésteres, rearranjo de aldoximas e hidratacédo de nitrilas
(Figura 3) (WU et al, 2014; LEGGIO et al 2017).
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Figura 2: formas de ressonéncias das amidas. Fonte: MAHESH, TANG, RAJ, 2018.
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Figura 3: Reagdes que possibilitam a formagéo de amidas.

Quanto a atividade biolégica e farmacoldgica desta classe quimica, pode-se
aferir que as amidas foram capazes de interagir com macromoléculas (a exemplo de
proteinas, DNA/RNA) e, por meio deste conhecimento, foram produzidos farmacos
gue atuam nestes alvos, a exemplo da benzilpenicilina G, lidocaina (desde o ano de
1943), bupivacaina, valsartana e atualmente os novos derivados de vimblastina e
dexibuprofeno (Figura 4) (WRIGHT, 1999; MONTALBETTI, FALQUE, 2005; VALEUR,
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BRADLEY, 2009; ASHRAF et al, 2019; LUKESH et al, 2017; GOSNELL, RAM, 2019).
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Figura 4: Estruturas quimicas de farmacos que apresentam o grupo funcional amida.

2.5.1. Reacédo de Schotten-Baumann

Utilizando um cloreto de acila, esta € uma das reacoes classicas para a sintese
de amidas e ésteres (SCHOTTEN, 1884; BAUMANN, 1886; KUNUGI, TABEI, 1987,
LOW, et al., 1992; KISHIMOTO, et al., 2015; BEGUM, et al., 2018). Apresenta uma
Gnica etapa, sem uso de solventes e pode ser utilizada com variacfes (0 uso de
catalisadores e acopladores, por exemplo); apresenta-se como uma alternativa de
elevado rendimento para a producdo de amidas (TAYLOR, BULL, 2014; DAMIAO,
2014, SANTOS, 2020).

A reacao, que é uma substituicdo nucleofilica acilica (SnAc), ocorre com o
ataque intermolecular da amina, que tem fungéo de nucledfilo, ao carbono carbonilico
do cloreto acido, (Esquema 2, (a)). Apos o ataque nucleofilico, ha a quebra da ligacéo
T entre carbono e oxigénio, formando intermediario tetraédrico. O par de elétrons do
oxigénio do grupo carbonila desloca-se, restabelecendo a dupla ligacdo e remove o
grupo abandonador, o cloreto (CI) (b), e este, desprotona o nitrogénio da amina (c),

formando entdo a amida como produto principal e o HCI como subproduto (d).
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Esquema 2: Mecanismo de reacao da sintese de amidas pela reacdo de Schotten-Baumann.

2.6. Docking Molecular

O estudo in silico visa a andlise, por meio ambientes computacionais, das
caracteristicas de ligacdo entre uma substancia e possiveis alvos biolégicos,
realizando simulacdes de interacdes entre estes. Areas como farmacologia,
toxicologia e bioquimica recorrem a técnicas, como docking molecular para ampliagéo
e aprofundamento dos seus conhecimentos. (SELASSIE, VERMA, 2015; ROY, KAR,
DAS, 2015; SAKATA, 2018; SOUZA, 2019).

O docking molecular compreende o estudo da ligacéo entre a molécula e alvo
biolégico, prevendo e quantificando a afinidade entre o ligante e receptor em nivel
molecular via simulagdes computacionais. Apos a predicdo, € feito um score, que
designa a funcdo de acordo com a pontuacdo. Para a realizacdo destas pesquisas,
sdo comumente utilizados programas computacionais, no qual sdo exemplos destes
(principalmente para uso académico): AutoDock, AutoDock Vina, LeDock, rDock,
UCSF DOCK, LigandFit, Glide, GOLD, MOE Dock e Surflex-Dock. Esta técnica &
capaz de assegurar uma precisdo da predicdo da ligagdo em torno de 90% e esta
melhorando gradativamente com o emprego de algoritmos flexiveis nos calculos,
gerando dados que otimizam a sintese de novas substancias terapéuticas (WANG, et
al., 2016; PAGADALA, SYED, TUSZYNSKI, 2017; PINZI, RASTELLI, 2019). A Figura

5 mostra as variadas funcionalidades atribuidas ao docking molecular.
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Figura 5: Principais aplicacdes do docking molecular. Adaptado de PINZI,

RASTELLI, 2019.
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3.0. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Preparar uma série de derivados de 3-nitrobenzamidas e avaliar o seu

potencial antifungico frente a espécies de Candida.

3.2. Objetivos especificos

» Preparar uma série de derivados de 3-nitrobenzamidas estruturalmente
relacionados;

» Avaliar a atividade antifangica dos derivados sintéticos frente as cepas fungicas
do género Candida;

» Tracar uma relagéo estrutura-atividade das substancias avaliadas;

A\ 4

Realizar estudo de Docking molecular;
» Estabelecer caracteristicas quimicas para o desenvolvimento de agentes

biologicamente ativos com melhor perfil antifingico.
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4.0. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Planejamento do estudo

No presente trabalho, preparou-se quatorze derivados de 3-nitrobenzamidas
(Figura 6) caracterizados utilizando as seguintes técnicas: Espectroscopia de
Infravermelho (IV), Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN de 'H) e
de Carbono Treze (RMN de 3C). Conseguinte, os compostos foram testados frente
as cepas padronizadas de C. albicans, C. krusei e C. glabrata, que, por meio dos
dados obtidos deste teste biolégico, foi possivel verificar a relagdo estrutura-
atividade dos compostos e realizou-se o docking molecular para andlise de
caracteristicas quimicas anti-Candida. O planejamento e o desenvolvimento do

estudo ocorreram conforme o Esquema 3.

Preparacéo dos
derivados de 3-
nitrobenzamidas

Testes
antifangicos

- J

Fonte: Elaborado pelo autor

Esguema 3: Planejamento experimental do estudo.
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Fonte: Elaborado pelo autor

Figura 6: Estrutura quimica dos derivados de 3-nitrobenzamidas.
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4.2. Etapa Quimica
4.2.1 Preparacao dos derivados de 3-nitrobenzamidas

Os catorze derivados de 3-nitrobenzamidas (1 — 14) foram obtidos em uma
Gnica etapa, via reacdo de Schotten-Baumann. As aminas utilizadas nesta reacao
foram: butilamina, octilamina, pirrolidina, fenetilamina, benzilamina, 4-
metilbenzilamina, 4-metoxibenzilamina, 4-clorobenzilamina, dibenzilamina, 2,4-
dimetoxibenzilamina, piperonilamina, 4-fluorobenzilamina, ciclohexilamina e 2-

pirrolidinona. O esquema reacional esta a seguir (Esquema 4).

o o)
Cl . NR
. Piridina
—_—
+ Amina (NR) 120°C
o, (®) o, ©

Fonte: Elaborado pelo autor

Esquema 4: Reacgédo de Schotten-Baumann utilizando o cloreto de 3-nitrobenzoila (a) e uma amina

(b) para a formacé&o de uma amida (c).

As reagoes duraram de 2:00-3:30 horas com rendimentos que variaram de 25,2
— 72,7%, tendo a amida 12 com maior rendimento (72,7%). A Tabela 1 contém os
principais dados fisico-quimicos e experimentais de todas as amidas sintetizadas,
bem como dados reacionais, de purificacao, rendimento, ponto de fusdo e fator de
retencdo (Rf) em uma mistura de hexano e acetato de etila (8/2 Hex:AcOEt). Os
compostos 6, 8 e 10 séo inéditos.
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Tabela 1: Dados fisico-quimicos e experimentais dos produtos obtidos.

o

NR

NO,
Derivados de 3-nitrobenzamidas
Butila C11H14N203 222,24 2 - 126,2 52,7 Sélido branco 0,37 (8:2) 61-63
Octila Ci1sH22N203 278,35 2,5 - 201,1 67,0 Sélido branco 0,35 (8:2) 92-97
Pirrolidina C11H12N203 220,22 3 65:35 59,7 25,2 Oleo amarelo 0,12 (8:2) -
Fenetila C15H14N203 270,28 3 - 178,3 61,2 Sélido cristalino amarelo 0,28 (8:2) 122-124
Benzila C14H12N203 256,26 3 7:3 133,0 48,2 Sélido branco 0,30 (8:2) 94-95
4-metilbenzila C15H14N203 270,28 3 - 97,0 33,3 Solido cristalino ambar 0,33 (8:2) 132-134
4-metoxibenzila C15H14N204 286,28 3 7:3 188,7 61,2 Solido branco 0,16 (8:2) 108-109
4-clorobenzila Cu14sH11CIN,O3 290,70 2 - 160,7 51,3 So6lido amarelo 0,21 (8:2) 141-144
Dibenzila C21H18N203 346,38 3 8:2 215,0 57,6 Solido cristalino 0,40 (8:2) 96-98
2,4-dimetoxibenzila  Ci6H16N20s 316,31 2 6:4 160,0 46,9 Solido amarelo 0,14 (8:2) 113-114
Piperonila C15H12N205 300,27 2,5 - 234,5 72,5 Solido cristalino marrom 0,16 (8:2) 109-111
4-fluorobenzila C1sH11FN,Os 274,25 3 7:3 214,8 72,7 Solido branco 0,42 (8:2) 129-131
Ciclohexila Ci13H16N203 248,28 - 180,6 67,5 Sélido branco 0,49 (8:2) 161-164
2-Pirrolidinona C11H10N204 234,21 8:2 131,1 26,0 Oleo verde 0,12 (8:2) -

Fonte: Elaborado pelo autor.
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4.3. Anélise espectroscoépica de derivados de 3-nitrobenzamidas

Na etapa de caracterizacdo dos compostos utilizou-se as técnicas de RMN de
'Hede*Ce V.

4.3.1. Espectroscopia de Infravermelho

Por intermédio da técnica de espectroscopia no infravermelho, também
comumente utilizada para caracterizacdo de compostos diversos, € possivel a
verificacdo de grupos funcionais presentes nas moléculas sintetizadas. Os dados
obtidos por meio desta técnica para a tipificacdo dos derivados sintéticos estao
dispostos na Tabela 2.

Devido a presenca de estrutura basica em todas as moléculas, alguns valores
de sinais sdo encontrados em boa parte dos espectros produzidos, a saber: bandas
de absorc¢éo entre 3100-3500: estiramento N-H; bandas de absorcéao entre 2850-3000
cml. estiramento C-H sp®; bandas entre 3000-3100 cm™: estiramento C-H dos
carbonos sp?; banda em torno de 1630-1680 cm™: estiramento da carbonila de amida
(C=0); bandas com valor cerca de 1350-1550 cm: estiramento N=0O do grupo R-NO;
bandas em torno de 1450-1350 cm*: dobramento C-H sp?; bandas por volta de 690,

780 e 880 cm™: dobramento de anéis aromaticos.
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Tabela 2: Espectroscopia de infravermelho — estiramentos (V') dos derivados de 3-nitrobenzamidas em cm™.

fo) _ R = N-Butila (01)
v (C-O) amida || V(C=O) R = N-Octila (02)
R = Pirrolidina (03)
R = N-Fenetila (04)
2 R = N-Benzila (05)
v(C-H)sp R = N-(4-metilbenzila) (06)
R = N-(4-Metoxibenzila) (07)
R = N-(4-clorobenzila) (08)
R = N,N-Dibenzila (09)
NO; R = N-(2,4-dimetoxibenzila) (10)
R = N-Piperonila (11)
R = N-(4-flurobenzila) (12)
R = N-Ciclohexila (13)
R = 2-Pirrolidinona (14)
3304 3092 2962; 2876 1634 1530 1350 903,725
3299 3089 2961, 2870 1643 1532 1347 905; 824; 704
- 3088 2969; 2879 1630 1531 1350 909; 815; 723
3310 3028 2874 1642 1522 1350 911, 816; 721
3299 3086 2921; 2866 1643 1525 1352 914; 812; 693
3309 3086 2920; 2868 1644 1525 1352 914, 806; 720
3279 3090 2936; 2837 1639 1516 1347 902; 815; 702
3300 3087 2919 1645 1525 1352 914; 798; 721
- 3027 2945 1633 1525 1354 901; 810; 699
3247 3090 2943; 2832 1639 1525 1347 924; 849; 711
3307 3073 2921; 2786 1629 1524 1351 928; 814; 732
3244 3078 2883 1631 1525 1349 913; 834; 722
3295 3088 2937; 2855 1639 1531 1346 919; 817; 722
- 3084 2941, 2889 1669 1533 1350 923; 818; 723

Fonte: Elaborado pelo autor
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4.3.2. Ressonancia Magnética Nuclear de 'H e 13C

Na obtencéo e interpretacdo dos espectros de RMN de 'H e 13C (Tabelas 3,
4,5, 6 e 7 respectivamente), pode-se aferir que ocorreu a formacéo dos derivados
de 3-nitrobenzamidas utilizando a metodologia e materiais enumerados neste
trabalho, de acordo com os dados apresentados.

Dentre os diversos sinais apresentados pelos quatorze derivados, ha um
grupo de sinais que sdo comuns, oriundos do material de partida (Figura 7). Os
deslocamentos quimicos comuns assinalam os quatro hidrogénios pertencentes ao
anel aromatico (H-2, H-4, H-5 e H-6) e, embora ndo apareca frequentemente, o
hidrogénio ligado ao nitrogénio (N-H). Dos atomos anteriormente citados, o H-2 é o
mais desprotegido, recebendo o valor de oy em torno de 8,72 ppm, em forma de
tripleto, seguido do H-4 (61 8,51 ppm), H-6 (61 8,42 ppm) e H-5 (6n 7,89 ppm). O
sinal do N-H pode ser visto em forma de singleto préximo a 6 6,30 ppm.

NO,

Fonte: Elaborado pelo autor

Figura 7: Estrutura em comum dos derivados de 3-nitrobenzamidas.

Quanto aos dados de RMN de 13C, ha um total de sete sinais similares entre os
anélogos. O valor a cerca de &c 168,0 ppm é atribuido a carbonila de amida (C=0);
em torno de dc 148,0 ppm correlaciona com o C-3, ligado ao grupo NOz2; os demais
carbonos apresentam valores de deslocamento quimico em torno de éc 135,1 ppm (C-
1), 6¢ 133,6 ppm (C-6), 6c 129,7 ppm (C-5), 6c 127,3 ppm (C-4) e 6c 122,3 ppm (C-2).
As variacbes dos valores sao justificadas pelo efeito dos grupos retiradores de
elétrons, onde os carbonos 6 e 4 sdo mais desprotegidos e o C-2 é mais protegido no
anel aromatico. Os carbonos 1 e 3 sdo 0s mais desprotegidos no anel aromatico pela

sua proximidade com os grupos retiradores de elétrons presentes na estrutura base.
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Tabela 3: Deslocamentos quimicos de RMN de *H (d+) dos derivados de 3-nitrobenzamidas 01- 04.

6 T3 6 1 3 5 7 6 1 o 2 4
5 1 2 4 ° 1 2 4 & 8 ° 1 2 s 5 ¥ oo 5
Carbonos 4 ; 2 01 AN 2 02 AN 2 4y 1 7 6
NO, NO, NO, 03 4 3 2 04
NO,
6 (ppm) O+ (ppm) O+ (ppm) 6 (ppm)
2 8,56 (t, J = 1,9 Hz, 1H) 8,57 (t, J =2,0 Hz, 1H) 8,37 (t, J = 1,8 Hz, 1H) 8,52 (t, J=1,9 Hz, 1H)
4 8,35 (ddd, J=8,2,2,2,1,1 Hz, 1H) 8,32 (ddd, J=8,2, 2,2, 1,1 Hz, 1H) 8,26 (ddd, J=8,2,2,3,1,1 Hz, 1H) 8,33 (ddd, J=8,2, 2,2, 1,1Hz, 1H)
5 7,64 (t, J = 8,0 Hz, 1H) 7,62 (t, J =8,0 Hz, 1H) 7,60 (t, J = 7,9 Hz, 1H) 7,62 (t, J = 8,0 Hz, 1H)
6 8,15 (dt, J = 7,7, 1,5 Hz, H-6, 1H) 8,15 (dt, J = 7,8, 1,4 Hz, 1H) 7,85 (dt, J=7,7, 1,2 Hz 1H) 8,07 (dt, J = 7,7, 1,2 Hz, 1H)
NH 6,28 (s, 1H) 6,59 (s, 1H) - 6,48 (s, 1H)
1’ 3,50 (m, 2H) 3,47 (q, J = 7,6 Hz, 2H) 3,66 (t, J = 6,9 Hz, 2H) -
2’ 1,68-1,62 (m, H-2’, 2H) 1,63 (quint, J = 8,2, H-2’, 2H) 2,02-1,90 (m, 2H) 7,29 — 7,23 (m, 1H)
3 1,44 (sextet, J = 7,3 Hz H-3', 2H) 1,41-1,20 (m, 2H) 2,02-1,90 (m, 2H) 7,34 (t, J=7,2 Hz, 1H)
4 0,97 (t, J = 7,4 Hz, 3H) 1,41-1,20 (m, 2H) 3,43 (t, J=6,6 Hz, 2H) 7,29 — 7,23 (m, 1H)
5 - 1,41-1,20 (m, 2H) - 7,34 (t, J=7,2 Hz, 1H)
6’ - 1,41-1,20 (m, 2H) - 7,29 — 7,23 (m, 1H)
7 - 1,41-1,20 (m, 2H) - 2,97 (t, J = 7,0 Hz, 2H)
8 - 0,86 (t, J = 7,2 Hz, 3H) - 3,76 (q, J = 7,0 Hz, 2H)

Fonte: Elaborado pelo autor
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Tabela 4: Deslocamentos quimicos de RMN de *H (d+) dos derivados de 3-nitrobenzamidas 05 - 07.

56 7'1'23 56 e 56 7I1'23 56 7‘1‘23
Carbonos ) 12 . \ ) 12 . ‘. ) 12 . P ) 12 6 .
N?)z 05 ° N?c'>2 06 ° Ni)z 07 ? sz 08 ?
61 (ppm) 61 (ppm) 61 (ppm) 61 (ppm)
2 8,52 (t, J = 1,9 Hz, 1H) 8,58 (t, J = 1,9 Hz, 1H) 8,60 (t, J = 1,9 Hz, 1H) 8,65 (t, J = 1,9 Hz, 1H)
4 8,25 (ddd, J=8,2,2,2, 1,0 Hz, 1H) 8,31 (ddd, J = 8,2, 2,3, 1,1 Hz, 1H) 8,34 (ddd, J=8,2, 2,3, 1,1 Hz, 1H) 8,32 (ddd, J = 8,2, 2,3, 1,0 Hz, 1H)
5 7,54 (t, J = 8,0 Hz, 1H) 7,60 (t, J = 8,1 Hz, 1H) 7,63 (t, J = 8,0 Hz, 1H) 7,72 (t, J = 8,0 Hz, 1H)
6 8,08 (dt, J = 7,7, 1,5 Hz, 1H) 8,15 (ddd, J = 7,8, 1,7, 1,1 Hz, 1H) 8,17 (ddd, J=7,8,1,7, 1,1 Hz, 1H) 8,26 (ddd, J = 7,8, 1,6, 1,1 Hz, 1H)
NH 6,83 (s, 1H) 6,88 (s, 1H) - -
1’ - - - -
2’ 7,29 — 7,17 (m, 1H) 7,22 (d, J = 8,0 Hz, 1H) 7,30 — 7,26 (m, 1H) 7,36 — 7,26 (m, 1H)
3 7,29 — 7,17 (m, 1H) 7,14 (d, J = 7,8 Hz, 1H) 6,88 (d, J = 8,7 Hz, 1H) 7,36 — 7,26 (m, 1H)
4 7,29 — 7,17 (m, 1H) - - -
5’ 7,29 — 7,17 (m, 1H) 7,14 (d, J = 7,8 Hz, 1H) 6,88 (d, J = 8,7 Hz, 1H) 7,36 — 7,26 (m, 1H)
6’ 7,29 — 7,17 (m, 1H) 7,22 (d, J = 8,0 Hz, 1H) 7,30 — 7,26 (m, 1H) 7,36 — 7,26 (m, 1H)
7 4,57 (d, J = 5,7 Hz, 2H) 4,58 (d, J = 5,6 Hz, 2H) 4,59 (d, J = 5,6 Hz, 2H) 4,43 (d, J = 5,9 Hz, 2H)
g - 2,33 (s, 3H) 3,80 (s, 3H) -

Fonte: Elaborado pelo autor
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Tabela 5: Deslocamentos quimicos de RMN de *H (d+) dos derivados de 3-nitrobenzamidas 09 - 11.

o . 2 . 8 o
6 A 0 6 T2
5 1 o 4 ; 6 7 " 2 , 5 1 1 3 .
Carbonos 4 2 g qu 25 1 ' 4 2 6 :
N302 09 4 3 2 6 : ° N%z 5 )
6 4 NO, 5 1
5" 10
6n (ppm) 6n (ppm) 6 (ppm)
2 8,34 (t, J = 4,0 Hz, 1H) 8,71 (t, J = 1,9 Hz, 1H) 8,71 (t, J = 1,9 Hz, 1H)
4 8,25 (ddd, J =8,2, 2,3, 1,0 Hz, 1H) 8,32 (ddd, J=8,1, 4,6, 3,3 Hz, 1H) 8,38 (ddd, J =8,2, 2,3, 1,0 Hz, 1H)
5 7,57 (t, J = 7,9 Hz, 1H), 7,47 (t, H-5, J = 8,0 Hz, 1H) 7,78 (t, J = 8,0 Hz, 1H)
6 7,79 (dt,J=7,6, 1,3 Hz, 1H) 8,37 (dt, J=7,8,1,1 Hz, 1H) 8,32 (ddd, J=7,8,1,6,1,1 Hz, 1H)
NH 7,13 (s, 1H) - -
1’ - - -
2 7,42 — 7,30 (m, 1H) - 6,91 (s, 1H)
3 7,42 — 7,30 (m, 1H) 6,56 (d, J = 2,4 Hz, 1H) -
4 7,42 — 7,30 (m, 1H) - -
5’ 7,42 — 7,30 (m, 1H) 6,48 (dd, J = 8,3, 2,4 Hz, 1H) 6,81 (dd, H-5", J = 7,9, 1,6 Hz, 1H)
6’ 7,42 — 7,30 (m, 1H) 7,13 (d, J = 8,3 Hz, 1H) 6,86 (d, H-6", J = 7,9, Hz, 1H)
7 4,39 (s, 2H) 4,40 (d, J = 5,6 Hz, 2H) 4,41 (d, J = 5,9 Hz, 2H)
g’ ) - 5,98 (s, 2H)
9’ - -
1” - - -
2” 7,42 — 7,30 (m, 1H) - -
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3” 7,42 — 7,30 (m, 1H) - -
4” 7,42 — 7,30 (m, 1H) - -
5” 7,42 — 7,30 (m, 1H) - -
6” 7,42 — 7,30 (m, 1H) - -
7 4,74 (s, 2H) ; )
2’-OCHs - 3,81 (s, 3H) -
4’-OCHs - 3,74 (s, 3H) -

Fonte: Elaborado pelo autor
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Tabela 6: Deslocamentos quimicos de RMN de *H (3+) dos derivados de 3-nitrobenzamidas 12 — 14.

6 7 2 o 2’ 4 6
5 1 3 . . 5 1
Carbonos ! 4 5 5 1 2
4 2 6 1 6 4 2 L
3 5 4 2 3 Y3
NO, 12 NO,
3 13 14
61 (ppm) 61 (ppm) 61 (ppm)
2 8,59 (t, J=1,9 Hz, 1H) 8,54 (t, J=1,9 Hz, 1H) 8,41 (t, H-2,J = 2,0 Hz, 1H)
4 8,34 (ddd, J=8,2, 2,1, 1,0 Hz, 1H) 8,31 (ddd, J=8,2, 2,2, 1,1 Hz, 1H) 8,35 (ddd, H-4,J=8,2, 2,4, 1,1 Hz, 1H)
5 7,63 (t, J=8,0 Hz, 1H) 7,61 (t, J=8,0Hz, 1H) 7,59 (t, H-5, 3 =7,9 Hz, 1H)
6 8,16 (d, J =7,8 Hz, 1H) 8,13 (dt, J=7,7,1,2 Hz, 1H) 7,88 (dt, H-6,J =7,6, 1,3, 1H)
NH 6,83 (s, 1H) 6,30 (d, J =5,7 Hz, 1H) -
1’ - 3,97 (m, 1H) -
2’ 7,35-7,29 (m, 1H) 2,03 (dd, J=12,2, 3,3 Hz, 2H); 1,79-1,74 (m, 2H) 2,63 (t, H-2’, J = 8,0 Hz, 2H)
3 7,06 — 6,99 (m, 1H) 1,49 — 1,09 (m, 5H) 2,19 (quint, H-3' J = 7,9 Hz, 2H)
4’ - 1171 - 1161 (m1 lH)! 1,49 - 1!09 (m! 5H) 4,04 - 3,93 (m, H'4’, 2H)
5 7,06 — 6,99 (m, 1H) 1,49 — 1,09 (m, 5H) -
6’ 7,35-7,29 (m, 1H) 2,03 (dd, J=12,2; 3,3 Hz, 2H); 1,79-1,74 (m, 2H) -
I 4,61 (d, J=5,7 Hz, 2H) - -

Fonte: Elaborado pelo autor
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1”

Oc
165,19
136,60
121,72
148,60
126,07
129,99
133,35
40,32
31,77
20,30
13,71

Oc
165,23
136,56
121,80
148,24
126,00
129,92
133,41
40,61
29,65
27,11
29,38
29,30
31,89
22,74
14,19

Oc
167,09
138,75
122,36
148,02
124,70
129,72
133,36
49,70
26,54
24,48
46,62

Oc
165,24
136,38
121,85
148,28
126,90
129,96
133,21
138,64
126,90
128,89
126,10
128,89
126,90
41,56
35,65

Oc
165,16
136,06
121,97
148,28
128,10
129,97
133,45
137,65
127,96
128,98
126,22
128,98
127,96

44,54

Oc
165,07
136,13
121,95
148,24
126,14
129,90
133,41
134,60
128,09
129,61
137,71
129,61
128,09

21,21
44,30

Oc
165,04
136,14
121,93
148,25
126,12
129,51
133,42
129,71
129,92
114,33
159,37
114,33
129,92
44,01
55,42

Oc
164,23
135,57
122,04
147,85
126,03
129,31
131,53
138,24
133,77
128,33
130,24
128,33
133,77
42,32

Oc
169,79
137,89
122,20
148,21
124,57
129,91
132,65
137,89
128,02
129,02
126,90
129,02
128,02
47,64

137,89

Oc
164,20
135,90
122,11
147,82
125,85
130,15
133,80
118,57
157,77

98,29
159,83

104,45
128,88

37,76

Oc
164,03
135,70
122,04
147,81
125,94
130,18
133,78
133,05
108,15
147,29
146,20
108,08
122,04

42,76
100,89

Oc
165,12
135,94
121,90
148,30
126,33
130,05
133,46
133,46
129,81
115,97
161,26
115,76
129,89

43,82

Oc
164,33
136,79
121,77
148,22
125,93
129,88
133,42
49,44

33,20
25,06
25,58
25,06
33,20

Oc
174,90
136,06
124,19
147,68
126,06
129,04
134,63
168,29

33,23
17,65
46,46
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128,02
129,02
126,90

129,02
128,02
51,71

Fonte: Elaborado pelo autor



FERREIRA NETO, S./ RESULTADOS E DISCUSSAO |56

4.4. Avaliacéo da atividade antifungica dos derivados de 3-nitrobenzamidas

Na investigacdo da atividade biolégica dos derivados de 3-nitrobenzamidas
utilizou-se microrganismos fungicos do género Candida. Os compostos foram
submetidos ao teste de microdiluicdo em placas de 96 pogos em formato de “U” e
em triplicata, onde por meio deste teste, possibilitou-se a analise dos valores da
Concentracgdo Inibitéria Minima e da Concentracdo Fungicida Minima, CIM e CFM,
respectivamente, em meio liquido. As cepas utilizadas foram da seguinte espécie:
C. albicans ATCC 90028, C. krusei ATCC 6258 e C. glabrata ATCC 90030.

Os dados obtidos oriundos destes ensaios foram utilizados para realizar as
andlises quanto a bioatividade dos derivados frente aos fungos mencionados, de
acordo com as caracteristicas estruturais quimicas. A preparacdo dos materiais
utilizados e a analise experimental biologica realizou-se no Laboratério de
Farmacologia Experimental e Cultivo Celular (CCS/UFPB), coordenado pelo Prof.
Dr. Ricardo Dias de Castro, no qual estdo mencionados na Tabela 8 os valores de
CIM e CFM das estruturas.

Para interpretacdo adequada da atividade antifungica a partir dos valores
obtidos das CIMs, os parametros utilizados foram: < 3,515 pug/mL = atividade muito
forte; 3,516-25 pg/mL = atividade forte; 26-100 pg/mL = atividade moderada; 101-500
pHg/mL = atividade fraca; 501-2000 pg/mL = atividade muito fraca; > acima de 2000
png/mL = nenhuma atividade/produto inativo (ALVES, et al., 2021).

As diferencas estruturais entre os derivados sintéticos possibilitaram a analise
comparativa no tocante a presenca/auséncia de substituintes retiradores/doadores de
elétrons, lipofilicidade e aspectos estereoquimicos, que podem influenciar a
bioatividade contra as cepas utilizadas. De acordo com os dados expostos, todos 0s
analogos apresentam atividade antifugica, variando de moderado a muito fraco, e pelo
valor da razédo de CIM/CFM, pode-se aferir que tem caracteristica fungicida.

Analisando os dados de atividade antifungica (Tabela 8 e 9) contra cepas da C.
albicans (ATCC 90028), observou-se que o 1-(3-nitrobenzoil)pirrolidin-2-ona (14)
exibiu melhor atividade antifingica com o valor da CIM de 39,06 pg/mL. Em seguida,
com atividade fraca, ha os (3-nitrofenil)(pirrolidin-1-il)metanona (3), N-(2,4-
dimetoxibenzil)-3-nitrobenzamida (10) e N-(benzo[d][1,3]dioxol-5-iImetil)-3-
nitrobenzamida (11), respectivamente - CIM de 312,5 pg/mL. Os dados da literatura

tém relatado a atividade antimicrobiana de derivados sintéticos frente a varios tipos
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de microrganismos tais como, Candida spp., Escherichia coli, Aspergillus spp.
(CHRISTOPHE, T., etal., 2009; JADHAV et al., 2016; YARLAGADDA, B., DEVUNURI,
N., MANDAVA, V., B., R., 2016; ELSHERIF, et al., 2020). Os resultados do presente

estudo confirmam o potencial antifingico deste grupo de compostos sintéticos.

Tabela 8: Concentracao Inibitéria Minima (CIM) dos derivados 1-3, 5, 7, 10-11, 13-14, com

suas respectivas estruturas, contra Candida spp. Os valores de CIM sao expressos em
Mg/mL e mM.

C. albicans C. krusei C. glabrata
ATCC 90028 ATCC 6258 ATCC 90030
CIM CIM

(Hg/mL) (mM)

o ﬁ§ oanbl Q S o
19 (10) Yo, (1;©[° (03 Q (02)

;NO (05) : (01) I (07) QJ\(B)

NO,

Fonte: Elaborado pelo autor
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O derivado 1 (com substituinte n-butilico) foi bioativo frente a todas as cepas
fungicas, sendo mais potente contra C. krusei (CIM = 312,5 pg/mL). Em 2 (com
substituinte n-octano), o aumento da cadeia carbOnica potencializou a agéo
antifingica contra C. krusei e C. glabrata. A presenca do anel heterociclico em 3
potencializou a acdo antifungica frente a C. albicans e C. glabrata, em comparacéao
com 1. A adicédo do substituinte fenetila resultou no composto inativo 4. Contudo, 5 foi
bioativo em todas as cepas, indicando a importancia de um espacador mais curto entre
a funcdo amida e o anel aromético.

Dentre os derivados benzénicos para-substituidos (6, 7, 8 e 12), os compostos
6, 8 e 12 foram inativos. Aparentemente, o0 aumento da lipofilicidade em relacdo ao 5,
implica na perda da acdo antifungica. Este comportamento também é observado no
estudo de SINGH, BHAT, GAHTORIB (2012), onde o uso de 4-clorofenilamina como
substituinte ndo implicou em nenhuma atividade contra espécies fungicas. O resultado
foi semelhante para o derivado 9, no qual ha o substituinte dibenzilico ligado ao
nitrogénio da amida. E importante considerar que fatores estéricos também podem
contribuir para esta inatividade.

A introducdo de uma metoxila na posi¢cdo para do anel benzénico torna 7
bioativo contra C. krusei. Enquanto a dimetoxilacdo em 10 potencializou a atividade
contra C. krusei e torna-o antifingico frente a C. albicans. Um resultado interessante
foi obtido avaliando 11. O substituinte benzodioxol torna o composto bioativo contra
todas as cepas testadas, sendo potente em C. krusei e C. glabrata (CIM = 78,25
pg/mL). Aparentemente, a presenca de substituintes oxigenados potencializa a
atividade antimicrobiana. Esta suposicdo foi confirmada avaliando 14 (com
substituinte pirrolidi-2-ona), o qual foi o derivado sintético mais potente da colecéo de
compostos investigada, com uma CIM = 39,06 pug/mL. A presenca da carbonila no anel
pirrolidinico da imida contribuiu para o aumento da bioatividade. A comparacéo de 14
com 3 (com substituinte pirrolidinico) mostra que a imida foi oito vezes mais potente
contra C. albicans e C. krusei. Em relacdo a C. glabrata, 14 foi dezesseis vezes mais
potente que 3. De uma forma geral, a presenca de atomos oxigénio nos substituintes
aromaticos e alifaticos dos derivados sintéticos implica em potencializacdo da acao
antifangica.

No uso de substituintes heterociclicos e nao heterociclicos, a exemplo de 3 e
13, ha uma melhor atividade do primeiro composto frente as espécies de C. albicans

e C. krusei, onde a amida 13 tem melhor atividade comparada a 3 contra a C. glabrata.
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Comparando 13 com o composto contendo o substituinte benzénico (5), o composto
13 teve inibicdo mais efetiva também contra C. glabrata, mas, o composto 5 foi mais
potente frente a C. albicans.

Quanto aos compostos contendo substituintes aciclicos, 1 e 2 (radicais n-
butilico e n-octano), observa-se que as duas estruturas apresentaram baixa poténcia
antifangica, pois os valores de CIM permaneceram os mesmos (CIM = 625 ug/mL)
para C. albicans. Porém, a presenca de um anel alifatico (grupo ciclohexil de 13),
resultou em aumento do CIM para 1250 pg/mL, ou seja, reducdo da atividade
antifangica.

A presenca do grupo benzila com e sem substituinte no anel, 5-8 e 12, resultou
em menor atividade antifangica quando comparado com 14 (com grupo pirrolidin-2-
ona), comportamento observado nos ésteres de SANTOS (2020) e nas amidas de
BARBOZA (2020) (Figura 8).

oo, oo oo,
PO g

Figura 8: Esteres e amidas de SANTOS (2020) e BARBOZA (2020), respectivamente.

Quanto aos compostos inéditos (6, 8 e 10), hd um destaque para a substancia
10, que apresentou valores de CIM entre 156,25 e 312,5 pug/mL frente a C. albicans e
C. krusei, porém teve menor inibicdo da C. glabrata. Os demais analogos sintéticos
nao foram capazes de inibir nenhuma das cepas estudadas.

Pertinente a anélise dos dados obtidos no tratamento contra a C. krusei (ATCC
6258) todos os compostos foram bioativos. O composto 14 manteve o valor de CIM
observado anteriormente.

E possivel observar que nas amidas com cadeias carbdnicas ha uma diferenca
na atividade de acordo com o numero de carbonos presentes. No tocante a substancia
2 (CIM = 156,25 pg/mL), esta apresentou atividade duas vezes maior em relacéo a
substancia 1 (CIM = 312,5 pg/mL) e quatro vezes maior em relagcdo ao 13 (com grupo
ciclohexil e CIM = 625 pg/mL), frente a C. krusei (ATCC 6258). Estes resultados
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corroboram com o estudo de BARBOZA (2020).

Quanto ao analogo com grupo benzila, que apresentou uma CIM de 625 pug/mL
(composto 5), os compostos com dois substituintes metoxilicos em orto e para
(composto 10) e com o grupo benzodioxol (composto 11), melhor bioatividade,
principalmente o 11, que teve sua atividade aumentada em quatro vezes, com CIM de
78,25 pg/mL, enquanto o primeiro apresentou uma CIM de 156,25 pug/mL, sendo um
indicativo de que estes substituintes atuam potencializando a atividade antifingica.

A imida 14 manteve sua atividade, reiterando a importancia das carbonilas para
a poténcia da atividade contra Candida spp. O composto 11 também apresentou boa
atividade antifungica. Enquanto o composto 5 foi 0 Unico com o substituinte benzila
que apresentou atividade, mostrando que alteracbes na posicdo para do anel
benzénico pode causar decréscimo do efeito biolégico da molécula. Apenas uma
modificacdo no grupo benzila surtiu efeito. A amida 11, com o substituinte benzodioxol,
manteve sua acao antifingica com o mesmo valor de CIM determinado para a cepa
C. krusei, sugerindo que essa subestrutura seja uma estratégia de modificacédo
estrutural promissora para combate aos fungos desta espécie.

4.4.1. Investigacdo do mecanismo de atividade antifungica

Apos analisar a atividade bioldgica da colecdo de moléculas, foram feitos testes
para saber os possiveis alvos de atuacdo antifingica desta estrutura. Foi eleita para
o0 teste a amida 1-(3-nitrobenzoil)pirrolidin-2-ona (14), por apresentar o melhor valor
de CIM para as trés cepas fungicas do presente estudo.

Os testes foram realizados com as espécies C. albicans ATCC 90028 e C.
krusei ATCC 6258, no Laboratério de Farmacologia Experimental e Cultivo Celular
(CCS/UFPB), coordenado pelo prof. Dr. Ricardo Dias de Castro. Os testes foram
similares ao teste de microdiluigdo em placas de 96 pocos em formato de “U’,
entretanto, neste teste, foram enriquecidos com ergosterol e sorbitol, nutrientes
importantes para formacdo da membrana celular e parede celular fungica,
respectivamente.

Conforme descrito nas Tabelas 9, 10 e 11 a substancia utilizada no teste
apresentou valores de CIM inalterados na presencga do ergosterol e no sorbitol. Este
fato sugere que a molécula sintetizada néo atua de forma direta sobre membrana
celular fungica ou por mecanismos que envolvam funcdes da parede celular. Estes

resultados sugerem a realizagdo de ensaios mais especificos a partir de estratégias
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farmacoldgicas que permitam compreender possivel efeito desse composto sobre
enzimas que participam do processo de formacdo dessas estruturas celulares

(membrana ou parede celulares) ou de mecanismos relacionados a sintese de
proteinas ou duplicagdo celular.
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Tabela 9: Concentracao Inibitéria Minima (CIM) e Concentra¢do Fungicida Minima (CFM) dos derivados 1-14, nistatina e cetoconazol

contra Candida spp. Os valores de CIM e CFM s&o expressos em pyg/mL e mM.

Moléculas C. albicans ATCC 90028 C. krusei ATCC 6258 C. glabrata ATCC 90030

CFM/ CIM  CFM/ CFM/
CFM  CM(mM) @ CM  CFM M) CIM CFM  CIM(mM) o

312,5 625 1,41

01 >1250 2,81 1250 1250 5,62

02 625 1250 2,25 2 156,25 3125 0,56 2 3125 3125 1,12 1
03 3125 625 1,42 2 312,5 1250 1,42 3 625 625 2,84 1
04 >1250 >1250 >4,62 - >1250 >1250  >4,62 - >1250 >1250 @ >4,62
05 625 625 2,44 1 625 625 2,44 1 3125 3125 1,22 1
06 >1250 >1250 >4,63 - >1250 >1250  >4,63 - >1250 >1250  >4,63 -
07 1250 1250 4,37 1 625 625 2,18 1 >1250 >1250 >4,37 -
08 >1250 >1250 >4,30 - >1250 >1250  >4,30 - >1250 >1250  >4,30 -
09 >1250 >1250 >4,33 - >1250 >1250  >4,33 - >1250 >1250 >4,33 -
10 3125 625 0,99 2 156,25 3125 0,49 2  >1250 >1250 3,95 -
11 3125 625 1,04 2 78,25 78,25 0,26 1 78,25 78,25 0,26 1
12 >1250 >1250 >4,56 - >1250 >1250  >4,56 - >1250 >1250  >4,56 -
13 1250 1250 5,03 1 625 625 2,52 1 156,25 156,25 0,63 1
14 39,06 39,06 0,17 1 39,06 39,06 0,17 1 39,06 39,06 0,17 1
Cetoconazol 0,078 0,078 1,47x10*4 il 25 2,5 4,70x103 1 0,156 0,156 2,93x10* 1
Nistatina 1,5 1,5 1,62x10° 1 1,5 1,5 1,62x10° 1 1,5 1,5 1,62x103 1
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Tabela 10: O efeito do ergosterol exdégeno (presenca e auséncia - 1,008.mM) na CIM da amida 14 e da nistatina contra C. albicans
(ATCC 90028) e C. krusei (ATCC 6258). Os valores sdo expressos em pyg/mL e mM.

1-(3-nitrobenzoil)pirrolidin-2-ona (14) Nistatina

Concen
tracao
(ng/mL(mM))

C. albicans C. krusei Concentracao C. albicans C. krusei
ATCC 90028 ATCC 6258 (mg/mL (mM) ATCC 90028 ATCC 6258

Sem Com Sem Com Sem Com Sem Com
ergosterol ergosterol ergosterol ergosterol ergosterol  ergosterol ergosterol ergosterol
1250 (5,34) - - - - 48 (0,052) - - - -
625 (2,67) - - - - 24 (0,026) - + . +
312,50 (1,33) - - - - 12 (0,013) - + ; +
156,25 (0,66) - - - - 6 (6,48x1073) - + - +
78,25 (0,33) - - + + 3 (3,24x10%) - + - +
39,06 (0,17) + + + + 1,5 (1,62x10°3) - + + +
19,53 (0,08) + + + + 0,75 (8,1x10%) N N . +
9,76 (0,04) + + + + 0,37(4,0x10%) + + + +

Legenda: +: crescimento fungico; -: sem crescimento flngico
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Tabela 11: Valores de CIM da amida 14 e caspofungina na auséncia e presenca de sorbitol (0,8 M) contra cepas de C. albicans
(ATCC 90028) e C. krusei (ATCC 6258). Os valores sdo expressos em pyg/mL e mM.

1-(3-nitrobenzoil)pirrolidin-2-ona (14) Caspofungina
C. albicans C. krusei Ct:;);caeon C. albicans C. krusei
ATCC 90028 ATCC 6258 ¢ ATCC 90028 ATCC 6258
(ug/mL(mM))
Sem Com Sem Com Sem Com Sem Com
sorbitol sorbitol sorbitol sorbitol sorbitol sorbitol sorbitol sorbitol
1250 (5,34) - - - - 2 (1,83x10?) - + " - +
625 (2,67) - - - - 1 (9,15x10%) - -
312,50 (1,33) - - - - 0,5 (4,57x10%) - + -
156,25 (0,66) - - - - 0,25 (2,29x104) - + - +
78,25 (0,33) - - + + 0,125 (1,14x10%) - + - +
39,06 (0,17) + + + + 0,062 (5,67x10) - + - +
—) d———)
19,53 (0,08) + + + + 0,031 (2,83x107) + + - +
+ +
9,76 (0,04) + + + + 0,015 (1,37x107) + t +

Legenda: +: crescimento de fungico; -: sem crescimento fungico




FERREIRA NETO, S./ RESULTADOS E DISCUSSAO |65

4.5. Docking molecular

Os alvos de C. albicans para estudos de modelagem molecular foram
selecionados conforme descrito na sec¢do “PARTE EXPERIMENTAL — QUIMICA
COMPUTACIONAL” e sua lista é fornecida na Tabela 12. Dentre eles, 18 estdo
associados a via de sintese do ergosterol e 13 estdo relacionados a biogénese da
parede celular. Por outro lado, a estrutura da maioria dos receptores (22) foi obtida
por modelagem de homologia, seguida do AlphaFold (6) e do banco de dados PDB
(3).

O composto 14 foi ancorado nos locais de ligacdo de todos os receptores
seguindo o procedimento apresentado na secdo ‘PARTE EXPERIMENTAL -
QUIMICA COMPUTACIONAL”. Os calculos de docking molecular, cujos resultados
sao fornecidos na secéao “Informagdes de Apoio — Tabela 14", levam a um total de 72
complexos ligante-receptor selecionados para investigacao posterior.

A melhor posicao scored por alvo esta listada na Tabela 13. Esses complexos
preditos mostram o ligante dentro das cavidades de ligagéo e interacdes capazes de
estabilizid-los sdo observadas em todos os casos. Se a mesma abordagem de
pontuacdo de consenso for usada para a selecdo dos modos de ligacdo mais
provaveis para cada alvo for aplicada aqueles apresentados na Tabela 13, os alvos
com pontuacao mais alta para o ligante sdo ERG11, RHO1 e ERGL1. Por outro lado,
PGA4, PHR3 e MVD sao os receptores onde sédo obtidos os piores escores de
docking. Além disso, 7 dos 10 alvos que compartilham as pontuacdes de docking mais
altas pertencem a via biossintética do ergosterol.

Ao usar ferramentas de modelagem molecular, é importante levar em
consideracdo que cada abordagem atende a certas compensacdes de precisao /
velocidade de acordo com seus propdsitos. Por exemplo, as ferramentas de
acoplamento molecular sdo projetadas para processar grandes quantidades de

moléculas em um curto espaco de tempo.
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Tabela 12: Alvos moleculares para investigar o potencial mecanismo de acéo do

composto 14 em C. albicans.

ERG11
ERG1
ERG2
TMP1

ERG10

ERG13

HMG1

ERG12
ERGS8
MVD
IDI1

ERG20

ERGY
ERG7

ERG26

ERG27
ERG6
ERG5

KREG6
XOG1
BHSD
CWH41
SKN2

BGL22
PHR1

PHR3
PGA4

PGA5
RHO1

HSP90
PKC1

Lanosterol 14-alfa desmetilase
Esqualeno monooxigenase
C-8 esterol isomerase
Timidilato sintase

Acetil-CoA acetiltransferase

3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima A
synthase
3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima A
redutase

Mevalonato quinase
Fosfomevalonato quinase
Difosfomevalonato decarboxilase
Isopentenil-difosfato Delta-isomerase

Bifunctional (2E,6E)-farnesil difosfato
sintase/dimetilalliltranstransferase

Esqualeno sintase
Lanosterol sintase

Esterol-4-alfa-carboxilato3-
dehidrogenase

3-ceto-esteroide redutase
Esterol 24-C-metiltransferase

C-22 esterol desaturase

Beta-glucano sinteses-associada a
proteina KRE6

Glucano 1,3-beta-glucosidase

17-beta-hidroxiesteroide
dehidrogenase

Manosil-oligossacarideo glucosidase

Envolvido na biossintese de beta-1,6
glucano

Beta-glucosidase
1,3-beta-glucanosiltransferase

1,3-beta-glucanosiltransferase
1,3-beta-glucanosiltransferase

1,3-beta-glucanosiltransferase
Proteina de ligacdo a GTP RHO1

Proteina Heat shock 90
Proteina Cinase C

Ergosterol
Ergosterol
Ergosterol
Ergosterol
Ergosterol

Ergosterol

Ergosterol

Ergosterol
Ergosterol
Ergosterol
Ergosterol

Ergosterol

Ergosterol
Ergosterol

Ergosterol

Ergosterol
Ergosterol
Ergosterol

Parede celular

Parede celular

Parede celular

Parede celular
Parede celular

Parede celular
Parede celular
Parede celular
Parede celular
Parede celular
Parede celular
Parede celular
Parede celular

PDB
SwissModel
SwissModel
SwissModel
SwissModel

SwissModel

SwissModel

SwissModel
AlphaFold
SwissModel
SwissModel

SwissModel

SwissModel
SwissModel

AlphaFold

SwissModel
SwissModel
AlphaFold

AlphaFold
PDB
AlphaFold
SwissModel
AlphaFold

SwissModel
SwissModel
SwissModel
SwissModel
SwissModel
SwissModel
PDB
SwissModel
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Tabela 13: Pontuacbes da melhor posicdo de ligante por alvo de acordo com o

esquema de pontuacado de consenso aplicado.

60.15 1.63 26.30 1.16 25.69 1.87 33.83 0.87 1.38
55.68 1.47 10.91 0.47 21.15 1.89 41.24 2.87 1.67
52.97 2.59 25.43 1.12 19.45 1.30 29.23 1.49 1.62
52.03 2.49 13.66 0.89 8.83 0.38 24.94 153 1.32
47.80 2.07 21.98 2.27 12.42 -0.47 16.98 1.68 1.39
39.78 1.78 24.61 151 14.63 0.53 21.60 1.52 1.34
35.29 1.20 16.94 1.42 10.45 0.34 17.61 1.80 1.19
33.95 1.89 13.55 0.76 22.22 1.65 23.15 1.82 153
34.39 -0.24 13.99 1.28 16.80 0.97 15.44 1.45 0.86
25.95 1.55 -62.39 0.31 6.73 2.70 -2.22 0.72 1.32
52.91 1.64 24.19 0.83 19.74 2.10 24.79 1.63 1.55
38.54 0.90 21.74 1.35 16.21 1.19 17.52 1.59 1.26
55.61 3.53 12.40 0.45 24.18 2.11 30.90 1.77 1.97
49.66 0.92 22.37 1.27 15.25 1.17 31.66 0.05 0.85
45.15 2.29 18.44 0.33 18.22 1.93 22.93 1.46 1.50
54.72 1.33 15.94 1.49 17.20 1.78 33.97 2.33 1.73
45.21 2.85 16.04 0.81 15.21 1.57 15.48 0.09 1.33
57.21 1.24 22.82 1.06 21.00 1.83 32.42 2.52 1.66
45.70 1.56 17.23 1.07 15.39 1.64 31.41 1.68 1.49
42.56 2.42 23.99 1.29 9.34 1.74 24.39 1.98 1.86
54.93 1.52 29.07 1.37 16.48 0.48 39.88 1.55 1.23
50.51 2.92 27.14 1.33 16.82 1.21 30.35 1.28 1.69
51.42 1.66 24.65 0.92 16.45 0.81 32.26 1.17 1.14
35.48 1.59 -3.76 -0.32 15.38 1.79 18.34 1.74 1.20
41.81 1.36 23.37 1.46 15.61 2.07 15.03 -0.10 1.20
29.65 0.17 14.41 1.10 8.45 0.86 18.03 1.48 0.90
37.20 2.29 12.97 0.49 11.34 2.04 11.32 0.11 1.23
40.53 1.38 13.64 0.29 12.04 2.28 26.59 2.05 1.50
68.14 1.84 39.74 1.30 19.66 0.76 23.91 1.04 1.23
48.33 2.56 18.88 1.71 21.91 1.57 22.09 1.23 1.77
44.81 1.67 -0.30 0.01 18.18 2.30 19.87 1.79 1.45

Para este fim, muitos fatores envolvidos no reconhecimento molecular sao
simplificados ou negligenciados. Por esta razdo, os 72 complexos ligante-receptor

preditos pelos calculos de docking molecular foram submetidos a simulagbes de
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dindmica molecular e as energias livres de ligacdo do ligante foram preditas a partir
deles. Essas previsdes foram realizadas conforme descrito na secdo “PARTE
EXPERIMENTAL — QUIMICA COMPUTACIONAL” e representaram um tempo total
de simulacdo de 1,44 ps. Os resultados completos das energias livres de ligacéo
preditas podem ser encontrados na sec¢ao “Informacdes de Apoio — Tabela 15” e estéo

resumidos na Figura 09.
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Figura 9: Predicdo das energias livres de ligacdo do composto 14 a seus potenciais alvos bioldgicos.

Para cada alvo, a posicdo do ligante com a energia livre de ligacdo mais baixa
predita foi selecionada como a mais provavel. De acordo com os resultados obtidos,
a maioria dos complexos preditos sado energeticamente inviaveis. Na verdade,
energias livres de ligacdo negativas (favoraveis) sdo obtidas apenas para cinco alvos:
RHO1, MVD, ERG1, ERG6 e ERG9. Com base nesses resultados, propomos que 0s
alvos mais provaveis do composto 14 em C. albicans sdo RHO1 e MVD. Destes, 0
RHO1 esta relacionado a regulacéo da biogénese da parede celular, enquanto o MVD
faz parte da via de sintese do ergosterol.

Os modos de ligacéo preditos do ligante para RHO1 e MVD foram analisados
em detalhes e resumidos nas Figuras 10 e 11, respectivamente. As conformacdes de
ligante representadas correspondem ao centréide do cluster mais populoso resultante
do agrupamento dos instantaneos de 100 MD empregados para célculos de MM-
PBSA. Apenas os residuos/atomos que interagem com o ligante em pelo menos 50%
dos snapshots séo rotulados nas figuras. As fotos dos complexos foram produzidas
com UCSF Chimera (PETTERSEN, et al., 2004), as frequéncias das interacoes
ligante-receptor foram analisadas com o software posterior e Cytoscape (SHANNON,

et al., 2003) e os diagramas de interagéo foram obtidos com Ligplot + (LASKOWSKI,
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SWINDELLS, 2011).

Pode-se prever que o composto 14 se liga a RHO1 em seu local de ligacao de
GTP e forme uma grande rede de contatos com o receptor (ver Figura 10). A
conformacao do ligante é estabilizada por uma ligacao de hidrogénio a estrutura do
residuo catalitico K22 por meio de seu grupo carbonila no substituinte da pirrolidina,
enguanto o oxigénio da amida aceita ligacdes de hidrogénio das estruturas de T23 e
C24. Além disso, a porcao nitrobenzil se liga a uma regido favoravel para uma
interacdo de empilhamento -1 com Y38. O resto dos contatos de 14 com RHO1
ocorrem principalmente com G18, G21 (ocasionalmente ligacdo de hidrogénio ao seu
backbone), P35, V37, Y38, V39, P40 e K166.

Para MVD, o composto 14 (ver Figura 11) liga o hidrogénio ao receptor por
meio de ambos os grupos carbonila. A carbonila de amida interage com a cadeia
lateral de R155, enquanto a carbonila substituinte da pirrolidina aceita uma ligacao de
hidrogénio da estrutura de Y17. A parte posterior do ligante se orienta em direcdo aos
residuos cataliticos K16 e D297, interagindo diretamente com eles e com os residuos
vizinhos A13, W18 e F257. Do outro lado, o grupo nitrobenzil aponta para a entrada
da cavidade flanqueada por A116, S118, A119, S152 e S205.

Além disso, o alinhamento dos alvos mais provaveis do composto 14 em C.
albicans com seus homologos em C. krusei e C. glabrata mostra uma conservacao
quase perfeita dos residuos interagentes para os fungos posteriores. Uma Unica
mutacao € observada entre os residuos de interagdo em RHO1, V37M em C. krusei,
uma mutacdo ndo sinbnima que ndo afeta a ligacdo do ligante, uma vez que a
interacdo predita ocorre com a espinha dorsal deste residuo e sua cadeia lateral ndo
faz parte da cavidade de ligacdo. Finalmente, todos os residuos interagentes séo
conservados nas trés espécies para MVD. Os sitios de ligacdo conservados e os perfis
de inibicdo semelhantes do composto 14 em C. albicans, C. krusei e C. glabrata
apoiam ainda mais 0s mecanismos de a¢ao propostos.

As duas proteinas analisadas desempenham papéis criticos no ciclo de vida
de C. albicans. RHO1 é uma proteina essencial que regula uma cascata de sinalizacao
que leva a fosforilacdo de MKC1 que leva a expressdo de genes envolvidos na
construcdo e remodelacdo da parede celular (SMITH, et al.,, 2002; IBE, MUNRO,
2021). Por outro lado, o MVD tem sido proposto como alvo de drogas antifungicas
(DASSANAYAKE, et al., 2002).
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Figura 10: Modo de ligacdo preditos do composto 14 a RHOL1 (esquerda) e diagrama das interacdes
ligante-receptor preditas (direita). O ligando é representado em ciano para representar seu modo de
ligacdo ao receptor. O seguinte esquema é usado para atomos que ndo sdo de carbono: vermelho de
oxigénio, azul de nitrogénio e amarelo de enxofre. No diagrama de interagdo (a esquerda), atomos de
carbono sdo representados em preto e atomos pesados sdo representados apenas para residuos

formando liga¢bes de hidrogénio com o ligante.

Figura 11: Modo de ligacdo predito do composto 14 para MVD (esquerda) e diagrama das interacdes

ligante-receptor preditas (direita). O ligando € representado em ciano para representar seu modo de ligagao
ao receptor. Os atomos que nao sdo de carbono sdo coloridos de vermelho para oxigénio e azul para
nitrogénio. No diagrama de interacdo (a esquerda), atomos de carbono séo representados em preto e

atomos pesados sao representados apenas para residuos formando ligag8es de hidrogénio com o ligante.
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5.0. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

O estudo resultou na preparacéo de catorze derivados 3-nitrobenzamidas (1 —
14) em uma etapa Unica. O derivado 12 foi o que apresentou o melhor rendimento
(72,7%) e todos os compostos foram caracterizados por meio das técnicas de IV e
RMN de 'H e 13C.

No tocante a atividade fungicida, dentre os catorze compostos avaliados frente
as cepas de C. albicans, C. krusei e C. glabrata, o0 composto com substituinte 2-
pirrolidinona (14) foi o derivado que demonstrou melhor atividade contra todas as
cepas fungicas, com valores de CIM e CFM = 39,06 ug/mL. O mecanismo de acao foi
feito utilizando o sorbitol e ergosterol, onde conclui-se que este composto ndo atua na
formacéo de parede/membrana celular fungica.

Quanto ao docking molecular, o presente estudo fornece informacdes uteis
sobre o potencial mecanismo de acdo do composto 14 contra C. albicans e para o
planejamento de futuros experimentos com o objetivo de testar esses mecanismos e
melhorar a poténcia antifingica dessa classe de produtos quimicos. O pequeno
tamanho do ligante o torna um bom candidato para otimizag&o adicional, um processo
que pode se beneficiar dos resultados de modelagem aqui apresentados. Por
exemplo, em ambos os receptores, prevé-se que 0s grupos carbonila do composto
desempenhem um papel fundamental na estabilidade dos complexos, indicando que
qualquer modificacdo futura ndo deve altera-los para preservar suas capacidades de

ligacéo de hidrogénio a esses receptores.
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6.0. PARTE EXPERIMENTAL - QUIMICA

6.1. Materiais e métodos utilizados no preparo dos derivados sintéticos

Os procedimentos para sintese dos andlogos do cloreto de 3-nitrobenzoila
foram executados no Laboratério de Quimica Farmacéutica (LQF), localizado na
Universidade Federal da Paraiba (UFPB), que faz parte do Departamento de Ciéncias
Farmacéuticas, do Centro de Ciéncias da Saude (DCF/CCS/UFPB).

Foram usados reagentes das empresas Sigma Aldrich, Vetec, Neon, Dinamica,
Qhemis, entre outras, com elevado grau de pureza para uma ideal obtencédo de
produtos sintéticos. Para a preparacdo das amidas foram usadas 14 (catorze) aminas
qgue reagiram com o cloreto de 3-nitrobenzoila, a saber: butilamina, octilamina,
pirrolidina, fenetilamina, benzilamina, 4-metilbenzilamina, 4-metoxibenzilamina, 4-
clorobenzilamina, dibenzilamina, 2,4-dimentoxibenzilamina, piperonilamina, 4-

fluorobenzilamina, ciclohexilamina e 2-pirrolidinona.

6.2. Métodos cromatograficos

A Cromatografia em Camada Delgada Analitica (CCDA), utilizando
cromatoplacas com fase estacionaria a silica gel 60 F254, foi usada para monitoracao
e andlise das reacBes e substancias usando, no caso, hexano e acetato de etila
(Hex:AcOEt, fase mével) em diferentes proporcdes. Para visualizacdo do resultado
deste processo, utilizou-se a camara de luz UV com comprimento de onda de 254 nm,
que foi suficiente, ndo necessitando de revelador quimico.

Utilizou-se também a técnica de Cromatografia em Coluna (CC) para a
purificacdo de substancias, utilizando silica gel 60 ART 7734 da MERK (particulas de
dimensdes entre 0,063-0,200 mm) suportada em colunas de vidro cilindricas. A fase
movel utilizada foi uma mistura de hexano e acetato de etila (Hex:AcOEt) em

diferentes proporc¢des.

6.3. Métodos espectroscépicos
6.3.1. Ressonancia Magnética Nuclear

Por meio dos equipamentos Mercury-Varian (400 MHz (*H) e 100 MHz
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(*3C)) e Varian-RMN- System (500 MHz (*H) e 125 MHz para (*3C)), alocados no
Laboratério Multiusuario de Caracterizacdo e Analise (LMCA/UFPB), foi feita a
andlise de caracterizagdo das substancias sintetizadas pelos espectros por estes
fornecidos, apresentando deslocamentos quimicos (8) medidos em partes por
milhdo (ppm) e as constantes de acoplamento (J) em Hertz (Hz), com a técnica
APT (Attached Proton Test: analisa carbonos onde os sinais dos carbonos
quaternarios(CHa4)/metilénicos (-CH2-) estdo no mesmo face do espectro
(posicionado para cima). Ja os sinais para carbonos metinicos(-CH-)/metilicos(-
CHzs) encontram-se na face oposta (posicionado para baixo)) para o '°C.

Os solventes utilizados para solubilizar os miligramas da amostra para
andlise foram cloroférmio deuterado (CDCls - &1 = 7,26 ppm e &¢c = 77,20 ppm) e
Dimetilsulfoxido deuterado (DMSO-d6 - 6n1 = 2,50 ppm e 8C = 39,52 ppm), ambos
da marca MERK. As mdltiplas bandas provenientes do espectro de Ressonancia
Magnética Nuclear de Hidrogénio foram indicadas de acordo com as convencdes:
s (singleto), d (dupleto), dd (dublo dupleto), ddd (dublo dublo dupleto) t (tripleto),
g (quarteto), quint (quinteto), sext (sexteto), m (multipleto).

6.3.2. Espectroscopia de Infravermelho

Também foram realizadas analises de identificacdo das amidas utilizando
a técnica de infravermelho (IV). O equipamento utilizado foi o espectrofotdmetro
por transformada de Fourier modelo Cary 630, da fabricante Agilent Technologies,
que esta alocado no Laboratério Analitico Multiusuario (DCF/CSS/UFPB). Para a
caracterizacao, foi utilizado 1 mg de cada substancia sintetizada, que foi misturada
com brometo de postassio (KBr) para a formacéo de pastilhas, apos a prensagem
dessa mistura em prensa hidraulica. A andlise da frequéncia foi feita na unidade

l/cm (cm™).

6.4. Ponto de Fusao

Os analogos também foram submetidos ao teste de ponto de fusdo, que foi
realizado no Laboratério de Quimica Farmacéutica (LQF/DCF/CCS/UFPB). O
laboratorio dispde da placa de aquecimento de um aparelho da Microquimica
Equipamentos LTDA, modelo MQAPF 302, que opera na faixa entre 10-350°C,

gue possibilitou a analise correta deste parametro.
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7.0. PARTE EXPERIMENTAL — QUIMICA COMPUTACIONAL
7.1. Local de Trabalho
O estudo computacional foi produzido na Universidade das Américas, Quito,

Equador pelo pesquisador Yunierkis P. Castillo.

7.2. Selecao de alvos

Com base nos resultados experimentais, os alvos moleculares envolvidos na
sintese de ergosterol e relacionados a biogénese da membrana celular em C. albicans
foram selecionados para estudos de modelagem. Os alvos envolvidos na via de
sintese de ergosterol foram definidos a partir do Candida Genome Database (Pathway
PWY3B3-3) (SKRZYPEK, et al, 2017). Da mesma forma, alvos moleculares
relacionados a sintese e regulacéo da parede celular foram obtidos no mesmo banco
de dados e na literatura cientifica (SANT, et al., 2016; GONG, et al., 2017; LIMA,
COLOMBO, JUNIOR 2019; IBE, MUNRO, 2021).

7.3. Docking molecular

Os célculos de docking molecular foram feitos seguindo o protocolo prévio
publicado (LOPES, et al., 2020; PEREZ-CASTILLO, et al., 2020). Resumindo, uma
estrutura tridimensional inicial do composto 14 foi gerada com OpenEye’'s Omega
(OMEGA 4.1.0.0; HAWKINS, et al., 2010) e Molcharge (QUACPAC 2.1.1.0), foi usada
para adicionar aml-bcc cargas atbmicas parciais para fazé-la. As estruturas dos
receptores foram também tiradas da base de dados Protein Data Bank (PDB)
(BERMAN, et al., 2000), geradas por meios de modelagem de homologia com o
servidor SWISS-MODEL (WATERHOUSE, et al.,, 2018) ou baixada do AlphaFold
Protein Structure Database depositada no EMBL-EBI (https://alphafold.ebi.ac.uk/)
(JUMPER, et al., 2021). O critério para escolha de uma das ultimas fontes de proteinas
foram: 1) selecionar a estrutura PDB quando disponivel, 2) se nenhuma estrutura foi
experimentalmente determinada, gerar modelos homologos e selecionar esta
abordagem apenas se os modelos com QMEAN > -4 foram obtidos e 3) baixar o
modelo postado no repositorio da AlphaFold se a op¢do anterior ndo proveu uma
estrutura receptora.

Céalculos de docking molecular foram carregados com o software Gold (JONES,

etal., 1997) e a funcéo de pontuacdo ChemPLP foi selecionada para docking primario.
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Para cada alvo, 30 solucdes diferentes foram geradas para o composto 14
considerando as correntes laterais de residuos apontando para a cavidade como
flexivel, enquanto o parametro de eficiéncia de pesquisa foi definido para 200%. Os
modos de ligacao preditos do ligante foram recuperados com GoldScore, ChemScore
e ASP, funcdo de pontuacdo do Gold. Os mais provaveis modelos de ligacdo do
composto para cada receptor foram determinados seguindo a abordagem de
pontuacao de consenso descrita na publicacéo prévia (LOPES, et al., 2020; PEREZ-
CASTILLO, et al., 2020). A posicao de ligagao com pontuacéo superior do ligante para
cada receptor, bem como qualquer uma com uma pontuacéo de consenso maior do

que 1, foram selecionados para estudos de modelagem adicionais.

7.4. Simulacdes de dinamicas moleculares e predicdo das energias livres de
ligacao

Simulacdes de dindmicas moleculares foram feias com o Amber 20 suite
(CASE, et al., 2020). Proteinas e ligantes foram parametrizados com os campos de
forca ff19SB e gaff2, respectivamente. Pardmetros para cofatores foram obtidos do
website Bryce Group (http://amber.manchester.ac.uk/ - GIAMMONA, 1984;
HOLMBERG, RYDE, BULOW, 1999; ANTONY, MEDVEDEV, STUCHEBRUKHOV,
2000). O mesmo protocolo foi seguido para simular todos os complexos e incluiu a
minimizacédo de energia, aquecimento, equilibrio e execucdes de producao.

Os complexos foram anexados nas caixas de octaedro truncado, solvatado
com moléculas de agua OPC e neutralizados com contra-ions Na* ou CI. Em seguida,
ocorreu a minimizacdo de energia, aquecimento de 0 K até 300 K e o sistema de
equilibrio foi carregado como previamente descrito (LOPES, et al., 2020; PEREZ-
CASTILLO, et al., 2020). Os complexos equilibrados foram usados como entrada para
5 pequenas séries de producdo, cada uma durando por 4ns. Para melhorar a
exploracéo do espaco conformacional de cada uma das execugdes, suas velocidades
iniciais foram aleatoriamente inicializadas. Este protocolo foi responsavel por um total
de 20 ns de tempo de simulacdo MD de cada complexo estudado.

O método MM-PBSA, conforme implementado no script 20 MM-PBSA.py de
Amber, foi empregado para prever as energias livres de ligacdo do composto 14 a
cada receptor. Os calculos de energia livre ocorreram em 100 MD instantaneos
selecionados uniformemente de cada uma das cinco execucbes de producéo,

considerando apenas o intervalo de tempo de simulagéo de 1 ns a 4 ns. A forca iénica
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para calculos de MM-PBSA foi ajustada para 100 mM.

8.0. PARTE EXPERIMENTAL - BIOLOGICA
8.1. Local de Trabalho

Para realizagéo da etapa bioldgica, as amostras foram enviadas ao Laboratorio
de Farmacologia Experimental e Cultivo Celular da Universidade Federal da Paraiba
(CCS/UFPB), coordenado pelo prof. Dr. Ricardo Dias de Castro.

8.2. Cepas fungicas

Para o corrente estudo, foram utilizadas cepas de C. albicans ATCC 90028, C.
krusei ATCC 6258 e C. glabrata ATCC 90030.

8.3. Ensaio de Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentragcdo Fungicida
Minima (CFM).

Inicialmente foi preparado o indculo das cepas que fariam parte do estudo. Esse
preparo foi de acordo com a escala nefelométrica de McFarland, que é uma escala
gue determina a concentracdo de microrganismos em meio liquido. A opacidade
utilizada para o nosso teste foi determinada por equipamento de espectrofotometria,
onde se buscou obter o valor ideal de 0,5 da escala de McFarland, que corresponde
ao valor de 1,5 x 10% Unidades Formadoras de Coldnias (UFC)/mL. Os inéculos foram
preparados de acordo com protocolo proposto pelo CLSI (2008).

O meio de cultura escolhido, preconizado pela Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI), foi o RPMI 1640 Sigma-Aldrich® Chemical Co. (St. Louis,
MO, USA), que foi devidamente preparado, mantendo sua esterilidade. Para suporte
do meio, foram utilizadas microplacas de 96 (noventa e seis) pocos em formato de
“U”, pois facilita a aplicagao e visualizacao das triplicatas das amostras testadas. A
estes pocos, sdo adicionados 100 pL do meio RPMI 1640, ficando pronto para a
adicdo dos componentes do ensaio.

As amidas foram solubilizadas em DMSO 5% e agua destilada esterilizados e
inseridas nas placas de 96 pocos, sendo submetidas a diluicdo seriada para obtencao
de concentracbes que variam de 1250 a 9,765 upg/mL. Nistatina e cetoconazol,
adquiridos na Sigma-Aldrich® Chemical Co. (St. Louis, MO, USA), foram utilizados

como controles positivos. Adicionalmente foram realizados controles de esterilidade



FERREIRA NETO, S./ PARTE EXPERIMENTAL |77

do meio de cultura e de crescimento fungico.

Apos este procedimento, 100 L do inéculo foram inseridos na placa, resultado
em concentracao celular final de 2,5 x 103 UFC/mL. As placas foram incubadas a 35°C
durante 24-48 horas. A CIM foi definida como a menor concentracéo capaz de inibir o
crescimento fangico visivel.

A CFM foi determinada pelo subcultivo de aliquotas (20 pyL) da CIM, CIM x2 e
CIM x4 em placas de Petri contendo meio de cultura agar Sabouraud Dextrose
(KASVI1, Kasv Imp and Dist. Prod/Laboratérios LTDA, Curitiba, Brazil). As placas
foram incubadas durante 24 em estufa microbioldgica a 35°C. A leitura foi realizada
por observacao visual do crescimento de unidades formadoras de colénias (UFC). *
2 ° C, and reading was performed by visual observation of fungal growth based on the
counting of Colony-Forming Units (CFU). A relacdo CFM/CIM foi calculada para
determinar se o composto tem atividade fungistatica (CFM/CIM = 4) ou fungicida
(CEMI/CIM < 4) (Siddiqui et al, 2013).

8.4. Ensaios para avaliacdo do possivel modo de acdo dos compostos

Para definir o possivel mecanismo de acao do composto sintético 14, o qual
apresentou melhor acdo antifingica, foram realizados ensaios para avaliar efeito
desse composto sobre funcdes celulares que envolvem a participacdo da membrana
ou parede celulares. Para conducdo desses ensaios, foram utilizadas cepas de C.
albicans ATCC 90028 e C. krusei ATCC 6258.

A avaliacao do efeito do composto sobre parede celular, foi realizado teste de
microdiluicdo, previamente descrita para definicdo da CIM, em presenca de sorbitol
(D-sorbitol, anidro) INLAB laboratorio. O indculo foi preparado com sorbitol em
concentracéo final de 0,8 M. As placas foram seladas assepticamente e incubadas a
35+ 2 ° C por 24 horas. Caspofungina foi usada como controle positivo (Freires et al.,
2014; Lima et al, 2013).

O ensaio do ergosterol, conduzido para avaliar possivel efeito do composto na
membrana celular fungica, foi executado através do método de microdiluicdo. Neste
teste, o indculo foi preparado com ergosterol na concentracdo de 400 pg/mL. As
placas foram incubadas a uma temperatura de 35 £ 2 ° C por 24 horas. Nistatina foi

utilizada como controle positivo (Freires et al., 2014; Lima et al, 2013).
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9.0. QUIMICA
9.1. Preparacao dos derivados sintéticos 1- 14

Cl Piridina

120°C

lo, @ (b) ()

NO,

Fonte: Elaborado pelo autor

Esquema 5: Reacgédo de Schotten-Baumann utilizando o cloreto de 3-nitrobenzoila.

As amidas foram preparadas seguindo o procedimento geral (Esquema 5): em
um baldo de fundo redondo de 25 mL, adicionou-se 200 mg (1,08 mmol) do cloreto de
3-nitrobenzoila, 2 mL de piridina e 1,08 mmol da amina. A reacao foi conduzida sob
refluxo e agitacdo durante 2-3 h e monitorada por CCDA. Em seguida,
rotoevaporou-se parte da piridina do meio reacional. Adicionou-se 30mL de &cido
cloridrico (HCI) 0,1M de forma gradativa e transferiu-se o conteddo do baléo para um
funil de separacédo. Fez-se extracdes com acetato de etila (3 x 10 mL). A fase organica
foi tratada com agua destilada (3 x 10 mL), seguido de bicarbonato de sédio 5% (3 x
10 mL) e novamente agua destilada (2 x 10 mL). A fase organica foi seca com sulfato
de sédio anidro e submetida a rotaevaporacao. Os produtos foram obtidos puros via
precipitacdo ou purificados por cromatografia em coluna utilizando uma mistura de

hexano e acetato de etila em diferentes proporc¢des.
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9.2. Dados espectroscopicos dos derivados sintéticos.
9.2.1. 01: N-butil-3-nitrobenzamida
o

1 2' 4'

Aspecto: Sdlido branco;

Massa do produto: 126,2 mg

Rendimento: 52,7%;

Formula molecular: C11H14N203

Massa molecular: 222,24 g/mol

Ponto de Fuséo: 61-63 °C;

Tempo de Reacdao: 2 horas; Fator de Retencdao: 0,37 (8:2 Hex/AcOEt)
RMN H (CDClIs, 500 MHz): dn 8,56 (t, H-2, J=1,9 Hz, 1H), 8,35 (ddd, H-4; J = 8,2, 2,2,
1,1 Hz, 1H), 8,15 (dt, H-6, J = 7,7, 1,5, Hz, 1H), 7,64 (t, H-5, J=8,0 Hz, 1H), 6,28 (s,
NH, 1H), 3,50 (m, H-1’, 2H), 1,68-1,62 (m, H-2’, 2H), 1,44 (sext, J = 7,3, 14,6, H-3', 2H), 0,97
(t, H-4’, J = 7,4 Hz, 3H).

RMN 13C (CDCls, 125 MHz): dc 165,19 (C=0); 148,60 (C-3); 136,60 (C-1); 133,35 (C-
6); 129,99 (C-5); 126,07 (C-4); 121,72 (C-2); 40,32 (C-1’); 31,77 (C-27); 20,30 (C-3’);
13,71 (C-4).
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IV vmax (KBr, cm1): 3304 (N-H); 3092 (C-H sp?); 2962, 2876 (C-H sp?); 1634 (C=0);
1530 (N=0 (NO3)); 1350 (C-H, sp?, dobramento); 903, 725 (aromatico, dobramento).
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Espectro 1: Espectro de Infravermelho (KBr, cmt) da N-butil-3-nitrobenzamida (01).
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Espectro 2: Espectro de RMN de *H (500MHz, CDCls) da N-butil-3-nitrobenzamida (01).
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Espectro 3: Expansao do espectro de RMN de 'H (500MHz, CDCIs) da N-butil-3-nitrobenzamida (01).
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Espectro 4: Expansao do espectro de RMN de 'H (500MHz, CDCIs) da N-butil-3-nitrobenzamida (01).
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Espectro 5: Espectro de RMN de 3C-APT (125 MHz, CDCIls) da N-butil-3-nitrobenzamida (01).
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9.2.2. 02: N-octil-3-nitrobenzamida

NO,
Aspecto: Sdlido branco;
Massa do produto: 201,1 mg
Rendimento: 67%;
Formula molecular: CisH22N203
Massa molecular: 278,35 g/mol
Ponto de Fuséo: 92-97°C;
Tempo de Reacdo: 2,5 horas; Fator de Retencdao: 0,35 (8:2 Hex/AcOEt)
RMN H (CDCl3, 500 MHz): &+ 8,57 (t, H-2, J=2,0 Hz, 1H), 8,32 (ddd, H-4; J = 8,2, 2,2,
1,1 Hz, 1H), 8,15 (dt, H-6, J = 7,8, 1,4 Hz, 1H), 7,62 (t, H-5, J=8,0 Hz, 1H), 6,59 (s,
NH, 1H), 3,47 (q, J = 7,6 Hz, H-1’, 2H), 1,63 (quint, J = 8,2, H-2’, 2H), 1,41-1,20 (m,
H-3,4’, 5,6, 7, 10H), 0,86 (t, J = 7,2 Hz, H-8, 3H).
RMN *3C (CDClIs, 125 MHz): dc 165,23 (C=0); 148,24 (C-3); 136,56 (C-1); 133,41 (C-
6); 129,92 (C-5); 126,00 (C-4); 121,80 (C-2); 40,61 (C-1’); 31,89 (C-6); 29,65 (C-2);
29,38 (C-4’); 29,30 (C-5"); 27,11 (C-3’); 22,74 (C-7"); 14,19 (C-8").
IV vmax (KBr, cm1): 3299 (N-H); 3089 (C-H sp?); 2961, 2870 (C-H sp?); 1643 (C=0);
1532 (N=O (NO2)); 1347 (C-H, sp® dobramento); 905, 824, 725 (aromatico,

dobramento).
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Espectro 6: Espectro de Infravermelho (KBr, cm) da N-octil-3-nitrobenzamida (02).
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Espectro 7: Espectro de RMN de *H (500 MHz, CDCI3) da N-octil-3-nitrobenzamida (02).
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Espectro 8: Expanséao do espectro de RMN de H (500 MHz, CDCIz) do N-octil-3-nitrobenzamida (02).
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Espectro 9: Expansao do espectro de RMN de H (500 MHz, CDCIs) da N-octil-3-nitrobenzamida (02).
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Espectro 10: Espectro de RMN de 13C-APT (125 MHz, CDCIs) da N-octil-3-nitrobenzamida (02).
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9.2.3. 03: (3-nitrofenil)(pirrolidin-1-il)metanona
0

Aspecto: Oleo amarelo;

Massa do produto: 59,7 mg

Rendimento: 25,2%;

Formula molecular: C11H12N203

Massa molecular: 220,22g/mol

Tempo de Reacdao: 3 horas; Fator de Retencdao: 0,12 (8:2 Hex/AcOEt)
RMN 'H (CDCls, 400 MHz= &n 8,37 (t, H-2, J = 1,8 Hz, 1H), 8,26 (ddd, H-4, J = 8,2,
2,3,1,1 Hz, 1H), 7,85 (dt, J = 7,7, 1,2 Hz, H-6, 1H), 7,60 (t, H-5, J = 7,9 Hz, 1H), 3,66
(t, H-1’, J = 6,9 Hz, 2H), 3,43 (t, H-4’, J = 6,6 Hz, 2H), 2,02-1,90 (m, H-2’ e H-3’, 4H).
RMN %3C (CDClIs, 100 MHz): dc 167,09 (C=0); 148,02 (C-3); 138,75 (C-1); 133,36 (C-
6),129,72 (C-5); 124,70 (C-4); 122,36 (C-2); 49,70 (C-1"); 46,62 (C-4’); 26,54 (C-2’);
24,48 (C-3").

IV vmax (KBr, cm™): (N-H ausente = amida terciaria); 3088 (C-H sp?); 2969, 2879 (C-
H sp?); 1630 (C=0); 1531 (N=0O (NO2)); 1350 (C-H, sp?, dobramento); 909, 815, 723
(aromatico, dobramento) (WANG, et al., 2016).
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9.2.4. 04: N-fenetil-3-nitrobenzamida

NO,

Aspecto: Sdlido cristalino amarelo;

Massa do produto: 178,3 mg

Rendimento: 61,2%;

Formula molecular: CisH14N203

Massa molecular: 270,28 g/mol

Ponto de Fusao: 122-124 °C; (lit.: 118-120 °C, KUMAR ACHAR, MAL, 2015)

Fator de Retencdao: 0,28 (8:2 Hex/AcOEt)
RMN !H (CDCls, 400 MHz)= & 8,52 (t, H-2, J = 1,9 Hz, 1H), 8,33 (ddd, H-4, J = 8,2,
2,2, 1,1 Hz, 1H), 8,07 (dt, J = 7,7, 1,2 Hz, H-6, 1H), 7,62 (t, H-5, J = 8,0 Hz, 1H), 7,34
(t, H-3 e 5,3 = 7,2 Hz, 2H), 7,29 — 7,23 (m, H-2’, 4’ e &', 3H), 6,48 (s, NH, 1H), 3,76
(dd, H-8’, J=12,9, 7,0 Hz, 2H), 2,97 (t, H-7’, J = 7,0 Hz, 2H).

RMN 13C (CDCls, 100 MHz): &c 165,24 (C=0); 148,28 (C-3); 138,64 (C-1’); 136,38 (C-
1); 133,21 (C-6), 129,96 (C-5); 128,89 (C-3,5); 126,90 (C-2',6’,4); 126,10 (C-5’);
121,85 (C-2’); 41,56 (C-8'); 35,65 (C-7’) (KUMAR ACHAR, MAL, 2015).

IV vmax (KBr, cm1): 3310 (N-H); 3028 (C-H sp?); 2874 (C-H sp?®); 1642 (C=0); 1522
(N=0 (NO2)); 1350 (C-H, sp?, dobramento); 911, 816, 721 (aromatico, dobramento).

Tempo de Reacdao: 3 horas;
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Espectro 16: Espectro de Infravermelho (KBr, cmt) da N-fenetil-3-nitrobenzamida (04).
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Espectro 18: Expansdo do espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCls) da N-fenetil-3-nitrobenzamida
(04).
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Espectro 16: Expansao do espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCIls) da N-fenetil-3-nitrobenzamida
(04).
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9.2.5. 05: N-benzil-3-nitrobenzamida

3 5

Aspecto: Sélido branco;

Massa do produto: 133 mg

Rendimento: 48,2%;

Formula molecular: C14H12N203

Massa molecular: 256,26 g/mol

Ponto de Fuséo: 94-95 °C; (lit.: 95-96 °C, AGWADA, 1982).

Tempo de Reacao: 3 horas; Fator de Retencéao: 0,30 (8:2 Hex/AcOEt)
RMN H (CDCls, 400 MHz) = &+ 8,52 (t, H-2, J = 1,9 Hz, 1H), 8,25 (ddd, H-4, J = 8,2,
2,2,1,0 Hz, 1H), 8,08 (dt, J = 7,7, 1,5 Hz, H-6, 1H), 7,54 (t, H-5, J = 8,0 Hz, 1H), 7,29
-7,17 (m,H-2,3,4,5, 6, 5H), 6,83 (s, NH, 1H), 4,57 (d, H-7’, J = 5,7 Hz, 2H).
RMN 13C (CDCls, 100 MHz): &c 165,16 (C=0); 148,28 (C-3); 137,65 (C-1’); 136,06 (C-
1); 133,45 (C-6); 129,97 (C-5); 128,98 (C-3',5’); 128,10 (C-4); 127,96 (C-2’,6’); 126,22
(C-4’); 121,97 (C-2); 44,54 (C-T7’).

IV vmax (KBr, cm1): 3299 (N-H); 3086 (C-H sp?); 2921, 2866 (C-H sp?); 1643 (C=0);
1525 (N=O (NO2)); 1352 (C-H, sp®, dobramento); 914, 812, 693(aromatico,
dobramento) (AGWADA, 1982).
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Espectro 19: Espectro de Infravermelho (KBr, cm) da N-benzil-3-nitrobenzamida (05).
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9.2.6. 06: N-(4-metilbenzil)-3-nitrobenzamida

NO, 06
Aspecto: Sélido cristalino ambar;
Massa do produto: 97 mg
Rendimento: 33,3%;
Formula molecular: CisH14N203
Massa molecular: 270,28 g/mol
Ponto de Fuséo: 132-134 °C;

Tempo de Reacdao: 3 horas; Fator de Retencéao: 0,33 (8:2 Hex/AcOEt)
RMN *H (CDCls, 400 MHz)= 8n 8,58 (t, H-2, J = 1,9 Hz, 1H), 8,31 (ddd, H-4, J = 8,2,
2,2, 1,0 Hz, 1H), 8,15 (ddd, H-6, J = 7,8, 1,7, 1,1 Hz, 1H), 7,60 (t, H-5, J = 8,0 Hz, 1H),
7,22 (d, H-2 e 6, J=8,0 Hz, 2H), 7,14 (d, H-3' e 5, J = 7,8 Hz, 2H), 6,88 (s, NH, 1H), 4,58

(d, H-7, J = 5,6 Hz, 2H), 2,33 (s, H-8', 3H).
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RMN 3C (CDCls, 100 MHz): 8¢ 165,07 (C=0); 148,24 (C-3); 137,71 (C-4'); 136,13 (C-
1); 134,60 (C-1’); 133,41 (C-6); 129,90 (C-5); 129,61 (C-3',5'); 128,09 (C-2',6’); 126,14
(C-4); 121,95 (C-2); 44,30 (C-8’); 21,21 (C-7).

IV vmax (KBr, cm-1): 3309 (N-H); 3086 (C-H sp?); 2920, 2868 (C-H sp?); 1644 (C=0);
1525 (N=O (NOg)); 1352 (C-H, sp® dobramento); 914, 806, 720 (aromatico,

dobramento).
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Espectro 23: Espectro de Infravermelho (KBr, cm1) da N-(4-metilbenzil)-3-nitrobenzamida (06).
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Espectro 24: Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCIs3) da N-(4-metilbenzil)-3-nitrobenzamida (06).
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9.2.7. 07: N-(4-metoxibenzil)-3-nitrobenzamida

Aspecto: sélido amorfo branco;
Massa do produto: 188,7 mg
Rendimento: 61,2%;

Formula molecular: CisH14N204
Massa molecular: 286,28 g/mol
Ponto de Fuséo: 108-109 °C;

Tempo de Reacao: 3 horas; Fator de Retencéao: 0,16 (8:2 Hex/AcOEt)
RMN H (CDCls, 400 MHz)= &+ 8,60 (t, H-2, J = 1,9 Hz, 1H), 8,34 (ddd, H-4, J = 8,2,
2,3,1,1Hz, 1H), 8,17 (ddd, H-6,J=7,8, 1,7, 1,1 Hz, 1H), 7,63 (t, H-5, J = 8,0 Hz, 1H),
7,30 — 7,26 (m, H-2' e 6, 2H), 6,88 (d, H-3' € 5’, J = 8,7 Hz, 2H), 4,59 (d, H-7, J = 5,6
Hz, 2H), 3,80 (s, H-8’, 3H).

RMN 13C (CDClIs, 100 MHz): 8¢ 165,04 (C=0); 159,37 (C-4’); 148,25 (C-3); 136,14 (C-
1); 133,42 (C-6); 129,92 (C-2',6'); 129,71 (C-1’); 129,51 (C-5); 126,12 (C-4); 121,93
(C-2); 114,33 (C-3',5'); 55,42 (C-8'); 44,01 (C-7").

IV vmax (KBr, cm1): 3279 (N-H); 3090 (C-H sp?); 2936, 2837 (C-H sp®); 1639 (C=0);
1516 (N=O (NO2)); 1347 (C-H, sp® dobramento); 902, 815, 702 (aromatico,
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Espectro 27: Espectro de Infravermelho (KBr, cm) da N-(4-metoxibenzil)-3-nitrobenzamida (07).
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9.2.8. 08: N-(4-clorobenzil)-3-nitrobenzamida

(0]
6 7 2'
5 1 3
4|
4 2 6'
3 5'

Aspecto: sélido amarelo;

Massa do produto: 160,7 mg

Rendimento: 51,3%;

Formula molecular: C14H11CIN2O3

Massa molecular: 290,70 g/mol

Ponto de Fuséo: 141-144 °C;

Tempo de Reacdao: 2 horas; Fator de Retencdao: 0,21 (8:2 Hex/AcOEt)
RMN 'H (CDCls, 400 MHz): &+ 8,65 (t, H-2, J = 1,9 Hz, 1H), 8,32 (ddd, H-4, J = 8,2,
2,3,1,0 Hz, 1H), 8,26 (ddd, H-6,J=7,8, 1,6, 1,1 Hz, 1H), 7,72 (t, H-5, J = 8,0 Hz, 1H),
7,36 -7,26 (m, H-2’, 3,5, 6", 4H), 4,43 (d, H: 7°, J = 5,9 Hz, 2H).

RMN 13C (CDCls, 100 MHz): dc 164,23 (C=0); 147,85 (C-3); 138,24 (C-1"); 135,57 (C-
1); 133,77 (C-2’ e 6’); 131,53 (C-6); 130,24 (C-4’); 129,31 (C-5); 128,33 (C-3' e 5');
126,03 (C-4); 122,04 (C-2); 42,32 (C-7’).

IV vmax (KBr, cm™): 3300 (N-H); 3087 (C-H sp?); 2919 (C-H sp?®); 1645 (C=0); 1525
(N=0 (NO2)); 1352 (C-H, sp?, dobramento); 914, 798, 721 (aromatico, dobramento).
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Espectro 31: Espectro de Infravermelho (KBr, cm) da N-(4-clorobenzil)-3-nitrobenzamida (08).
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Espectro 32: Espectro de RMN de 'H (400 MHz, DMSO-d6) da N-(4-clorobenzil)-3-

nitrobenzamida (08).
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Espectro 33: Expansdo do espectro de RMN de 'H (400 MHz, DMSO-d6) da N-(4-clorobenzil)-3-

nitrobenzamida (08).
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Espectro 34: Espectro de RMN de 13C-APT (100 MHz, DMSO-d6) da N-(4-clorobenzil)-3-

nitrobenzamida (08).
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9.2.9. 09: N, N-dibenzil-3-nitrobenzamida

o 2'

' 3'
6 7 1'
5 4|
1 6'
2“ v
4 2 7" 1 (1) 5
3 3"
NO,
6" 4n
5"

Aspecto: Sélido cristalino ambar;

Massa do produto: 215,0 mg

Rendimento: 57,6%;

Formula molecular: Cz1HigN2O3

Massa molecular: 346,38 g/mol

Ponto de Fuséo: 96-98 °C;

Tempo de Reacdao: 3 horas; Fator de Retencdao: 0,40 (8:2 Hex/AcOEt)
RMN 'H (CDCls, 400 MHz)= &1 8,34 (t, H-2, J = 4,0 Hz, 1H), 8,25 (ddd, H-4, J = 8,2,
2,3,1,0 Hz, 1H), 7,79 (dt, H-6, J= 7,6, 1,3 Hz, 1H), 7,57 (t, H-5, J = 7,9 Hz, 1H), 7,42 —
7,30(m,H-2,2",3,3",4,4",5,5"6", 6", 10H), 7,13 (s, NH, 1H), 4,74 (s, H-7", 2H)
e 4,39 (s, H-7, 2H).

RMN 13C (CDCls, 100 MHz): dc 169,79 (C=0); 148,21 (C-3); 137,89 (C-1, 1, 17);
132,65 (C-6); 129,91 (C-5); 129,02 (C-3’, 37, 5', 57); 128,02 (C-2’, 27, 6', 6”); 126,90 (C-
4’ e 4”); 124,57 (C-4); 122,20 (C-2); 51,71 (C-77"); 47,64 (C-7’).

IV vmax (KBr, cm™): (N-H ausente = amida terciaria); 3027 (C-H sp?); 2945 (C-H sp®);
1633 (C=0); 1525 (N=O (NO2)); 1354 (C-H, sp® dobramento); 901, 810, 699

(aromatico, dobramento).
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Espectro 35: Espectro de Infravermelho (KBr, cm?) da N,N-dibenzil-3-nitrobenzamida (09).
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Espectro 36: Espectro de RMN de H (500 MHz, CDCIs) da N,N-dibenzil-3-nitrobenzamida (09).
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Espectro 37: Expansdo do espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCIls) da N,N-dibenzil-3-
nitrobenzamida (09).
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Espectro 38: Espectro de RMN de *C-APT (100 MHz, CDCIs) da N,N-dibenzil-3-nitrobenzamida (09).
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9.2.10. 10: N-(2,4-dimetoxibenzil)-3-nitrobenzamida

8|
0
6 T2
5 : 3
4 2 4 9'
3 6
NO, S

Aspecto: sélido amarelo;

Massa do produto: 160,0 mg

Rendimento: 46,9%;

Formula molecular: Ci6H16N20s

Massa molecular: 316,31 g/mol

Ponto de Fuséo: 113-114 °C;

Tempo de Reacdao: 2 horas; Fator de Retencdao: 0,14 (8:2 Hex/AcOEt)
RMN !H (CDClIs, 400 MHz): d1 8,71 (t, H-2 J = 1,9 Hz, 1H), 8,32 (ddd, H-4, J = 8,1,
4.6, 3,3 Hz, 1H), 8,37 (dt, J = 7,8, 1,1 Hz, 1H), 7,47 (t, H-5, J = 8,0 Hz, 1H), 7,13 (d, H-
6’ J = 8,3 Hz, 1H), 6,56 (d, H-3’, J = 2,4 Hz, 1H), 6,48 (dd, H-5, J = 8,3; 2,4 Hz, 1H),
4,40 (d, H-7", J = 5,6 Hz, 2H), 3,81 (s, 2"-OCHs, 3H), 3,74 (s, 4-OCHs, 3H).

RMN 3C (CDCls, 100 MHz): dc 164,20 (C=0); 159,83 (C-4’); 157,77 (C-2’); 147,82 (C-
3); 135,90 (C-1); 133,80 (C-6); 130,15 (C-5); 128,88 (C-6’); 125,85 (C-4); 122,11 (C-
2); 118,57 (C-1’); 104,45 (C-5’); 98,29 (C-3’); 55,50 (2'-OCHgs); 55,25 (4'-OCHz3); 37,76
(C-7°). *Permutaveis.

IV vmax (KBr, cm™1): 3247 (N-H); 3090 (C-H sp?); 2943, 2832 (C-H sp?); 1639 (C=0);
1525 (N=O (NO2)); 1347 (C-H, spS® dobramento); 924, 849, 711 (aromatico,

dobramento).
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Espectro 39: Espectro de Infravermelho (KBr, cm1) da N-(2,4-dimetoxibenzil)-3-nitrobenzamida (10).
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Espectro 40: Espectro de RMN de !H (400 MHz,

nitrobenzamida (10).
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Espectro 41: Expanséo do espectro de RMN de 'H (400 MHz, DMSO-d6) da N-(2,4-dimetoxibenzil)-3-

nitrobenzamida (10).
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Espectro 42: Espectro de RMN de 13C-APT (100 MHz, DMSO-

nitrobenzamida (10).
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9.2.11. 11: N-(benzo[d][1,3]dioxol-5-ilmetil)-3-nitrobenzamida

o)
6 7 2'
5 1" 3'
1
2 ¥
4 6 5
NO, 5’

Aspecto: Sélido cristalino marrom;

Massa do produto: 234,5 mg

Rendimento: 72,5%;

Formula molecular: CisH12N20s

Massa molecular: 300,27 g/mol

Ponto de Fuséo: 109-111 °C;

Tempo de Reacdo: 2,5 horas; Fator de Retencdao: 0,16 (8:2 Hex/AcOEt)
RMN !H (CDCls, 400 MHz)= &+ 8,71 (t, H-2 J = 1,9 Hz, 1H), 8,38 (ddd, H-4, J = 8,2,
2,3, 1,0 Hz, 1H), 8,32 (ddd, H-6, J = 7,8, 1,6, 1,1 Hz, 1H), 7,78 (t, H-5, J = 8,0 Hz, 1H),
6,91 (s, H-2’, 1H), 6,86 (d, H-6’, J = 7,9, Hz, 1H), 6,81 (dd, H-5’, J = 7,9, 1,6 Hz, 1H),
5,98 (s, H-8’, 2H), 4,41 (d, H-7’, J = 5,9 Hz, 2H).

RMN 13C (CDCls, 100 MHz): &c 164,03 (C=0); 147,81 (C-3); 147,29 (C-3’); 146,20 (C-
4’); 135,70 (C-1); 133,78 (C-6); 133,05 (C-1’); 130,18 (C-5); 125,94 (C-4); 122,04 (C-
2 e 6’); 108,15 (C-2’); 108,08 (C-5’); 100,89 (C-8’); 42,76 (C-T).

IV vmax (KBr, cm1): 3307 (N-H); 3073 (C-H sp?); 2921, 2786 (C-H sp?); 1629 (C=0);
1524 (N=O (NOg2)); 1351 (C-H, sp® dobramento); 928, 814, 732 (aromatico,

dobramento).
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Espectro 43: Espectro de Infravermelho (KBr, cm?) da N-(benzo[d][1,3]dioxol-5-ilmetil)-3-
nitrobenzamida (11).
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Espectro 44: Espectro de RMN de H (400 MHz, DMSO-d6) da N-(benzo[d][1,3]dioxol-5-iimetil)-3-
nitrobenzamida (11).
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Espectro 45: Expansao do espectro de RMN de 1H (400 MHz, DMSO-d6) da N-(benzo[d][1,3]dioxol-

5-ilmetil)-3-nitrobenzamida (11)
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Espectro 46: Espectro de RMN de 13C-APT (100 MHz, DMSO-d6) da N-(benzo[d][1,3]dioxol-5-ilmetil)-

3-nitrobenzamida (11).
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9.2.12. 12: N-(4-fluorobenzil)-3-nitrobenzamida
o
6 7 2'
5 1" 3

4 2 6'

Aspecto: sélido branco;

Massa do produto: 214,8 mg

Rendimento: 72,7%;

Formula molecular: C14H11FN20s3

Massa molecular: 274,25 g/mol

Ponto de Fuséo: 129-131 °C; (lit.: 119-121 °C, KUMAR ACHAR, MAL, 2015).

Fator de Retencéao: 0,42 (8:2 Hex/AcOEt)
RMN 'H (CDCls, 400 MHz)= &1 8,59 (t, H-2, J = 1,9 Hz, 1H), 8,34 (ddd, H-4, J = 8,2,
2,1,1,0 Hz, 1H), 8,16 (d, H-6, J = 7,8 Hz, 1H), 7,63 (t, H-5, J = 8,0 Hz, 1H), 7,35-7,29
(m, H-2" e 6', m, 2H), 7,06-6,99 (m, H-3’ e 5’, 2H), 6,83 (s, NH, 1H), 4,61 (d, H-7’, J =
5,7 Hz, 2H).

RMN *3C (CDClIs, 100 MHz): &c 165,12 (C=0); 161,26 (C-4’); 148,30 (C-3); 135,94 (C-
1); 133,50 (C-1’) 133,46 (C-6); 130,05 (C-5); 129,89 (C-6’); 129,81 (C-2); 126,33 (C-
4); 121,90 (C-2); 115,97 (C-3"); 115,76 (C-5’); 43,82 (C-7).

IV vmax (KBr, cm™): 3244 (N-H); 3078 (C-H sp?); 2883 (C-H sp®); 1631 (C=0); 1525
(N=0 (NO2)); 1349 (C-H, sp?, dobramento); 913, 834, 722 (aromaético, dobramento)
(KUMAR ACHAR, MAL, 2015).

Tempo de Reacao: 3 horas;
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Espectro 47: Espectro de Infravermelho (KBr, cm1) da N-(4-fluorobenzil)-3-nitrobenzamida (12).

600



FERREIRA NETO, S./ PARTE EXPERIMENTAL |117

__19%
sk
00t |
0041
20
z0'¢ 1
€0t
pO'L ]
pO'L |

P-WIOJODILD 9Z'L |
0E'¢ ]
€49
€47
eig—

—eesq

vm_Dr
-

S9L—= -

s1'8
184
z'8 -
oy
€e's

mm,m_j

bE '8
'8
G 81
e 8
€581
€c '8
g

.

=11'¢

50¢
=10¢
Mmo.ﬁ F

2Z0'T
00T
00T

9.0 8.5 8.0 75 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 35 3.0 2.5 2.0 15 1.0
f1 (ppm)

9.5

10.0

Espectro 48: Espectro de RMN de *H (400 MHz, CDCIls) da N-(4-fluorobenzil)-3-nitrobenzamida (12).
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Espectro 49: Expansdo do espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCls) da N-(4-fluorobenzil)-3-

nitrobenzamida (12).
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9.2.13. 13: N-ciclohexil-3-nitrobenzamida

3'
o 2 4
6 1 '
5 5
1 6'
4 2
3
NO,

Aspecto: sélido branco;

Massa do produto: 180,6 mg

Rendimento: 67,5%;

Formula molecular: CisH1s6N203

Massa molecular: 248,28 g/mol

Ponto de Fuséo: 161-164 °C;

Tempo de Reacdao: 3 horas; Fator de Retencdao: 0,49 (8:2 Hex/AcOEt)
RMN !H (CDCls, 400 MHz): &+ 8,54 (t, H-2, J = 1,9 Hz, 1H), 8,31 (ddd, H-4, J = 8,2,
2,2, 1,1 Hz, 1H), 8,13 (dt, H-6, J = 7,7, 1,2 Hz, 1H), 7,61 (t, H-5, J = 8,0 Hz, 1H), 6,30
(s, NH, 1H), 4,02 - 3,91 (m, H-1’, 1H), 2,03 (dd, H-2' e H-6’, J = 12,2, 3,3 Hz, 2H), 1,79-
1,74 (m, H-2" e 6, 2H), 1,71 - 1,61 (m, H-4’, 1H), 1,49 - 1,09 (m, H-3’, 4’ e 5, 5H).
RMN *3C (CDClIs, 100 MHz): dc 164,33 (C=0); 148,22 (C-3); 136,79 (C-1); 133,42 (C-
6); 129,88 (C-5); 125,93 (C-4); 121,77 (C-2); 49,44 (C-1’); 33,20 (C-2’' e 6’); 25,58 (C-
4’); 25,06 (C-3’ e 5').

IV vmax (KBr, cm-1): 3295 (N-H); 3088 (C-H sp?); 2937, 2855 (C-H sp?); 1639 (C=0);
1531 (N=O (NO2)); 1346 (C-H, sp® dobramento); 919, 817, 722 (aromatico,
dobramento).
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Espectro 51: Espectro de Infravermelho (KBr, cm1) da N-ciclohexil-3-nitrobenzamida (13)
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Espectro 52: Espectro de RMN de *H (400 MHz, CDClIs) da N-ciclohexil-3-nitrobenzamida (13).
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9.2.14. 14: 1-(3-nitrobenzoil)pirrolidin-2-ona

1 2'

3 4' 3!

Aspecto: Oleo verde;

Massa do produto: 131,1 mg

Rendimento: 26,0%;

Formula molecular: C11H1o0N204

Massa molecular: 234,21 g/mol

Tempo de Reacao: 3 horas; Fator de Retencéao: 0,12 (8:2 Hex/AcOEt)
RMN H (CDCls, 500 MHz): &+ 8,41 (t, H-2, J = 2,0 Hz, 1H), 8,35 (ddd, H-4, J = 8,2,
2,4,1,1 Hz, 1H), 7,88 (dt, H-6,J=7,6, 1,3, 1H), 7,59 (t, H-5, J = 7,9 Hz, 1H), 4,04 —
3,93 (m, H-4’, 2H), 2,63 (t, H-2’, J = 8,0 Hz, 2H), 2,19 (quint, H-3' J = 7,9 Hz, 2H).
RMN 13C (CDCls, 126 MHz): dc 174,90 (C=0); 168,29 (C-1"); 147,68 (C-3); 136,06 (C-
1); 134,63 (C-6); 129,04 (C-5); 126,06 (C-4); 124,19 (C-2); 46,46 (C-4’); 33,23 (C-2');
17,65 (C-3)).

IV vmax (KBr, cm™): (N-H ausente = amida terciaria); 3084 (C-H sp?); 2941, 2889 (C-
H sp?); 1669 (C=0); 1533 (N=0 (NO2)); 1350 (C-H, sp?, dobramento); 923, 818, 723

(aromatico, dobramento).
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Espectro 56: Espectro de Infravermelho (KBr, cm-1) da 1-(3-nitrobenzoil)pirrolidin-2-ona (14).
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11.0 ANEXOS

11.1. Informacdes de apoio

Tabela 14: Resultados do acoplamento molecular do composto aos seus potenciais

alvos moleculares.

PLP® Z PLP®  GS© cs® ASP@ 7z aspm  Agregado
— — Z-score

1 6015 163 2630 116 2569  1.87  33.83 0.87 1.38

ERG11 2 5475 051 2791 139 2224 063  37.03 1.63 1.04
3 5787 116 2124 041 2446 143  34.68 1.07 1.02

ERG1 1 5568 147 1091 047 2115 189 4124 2.87 1.67
1 5297 259 2543 112 1945 130  29.23 1.49 1.62

ERG2 2 5200 230 1482 020 1912 119  27.66 1.00 1.17
3 4770 105 1990 064 1893 112  30.03 1.74 1.14

1 5203 249 1366 089 883 038 2494 153 1.32

TMP1 2 4564 112 1940 131 917 046 2530 1.59 1.12
3 4279 052 1915 129 1405 159  22.47 1.07 1.12

1 4780 207 2198 227 1242 -047  16.98 1.68 1.39

ERG10 2 4505 159 1568 141 1360 002  17.72 1.89 1.23
3 3955 062 956 058 1875 216 1381 0.76 1.03

1 3978 178 2461 151 1463 053 2160 152 1.34

2 4045 196 1304 037 1848 199  17.63 0.47 1.20

S 3 3678 098 1347 042 1672 132 2320 1.94 1.16
4 3891 155 1446 051 1398 028 2245 1.74 1.02

HMG1 1 3529 120 1694 142 1045 034 1761 1.80 1.19
1 3395 189 1355 076 2222 165 2315 1.82 153

SRS 2 3177 119 1719 088 1930 123  18.19 1.19 1.12
ERGS 1 3439  -024 1399 128 1680 097 1544 1.45 0.86
1 2595 155  -6239 031 673 270  -2.22 0.72 1.32

e 2 2414 107  -4767 095 -062 103 069 1.25 1.07
1 5291 164 2419 083 1974 210 2479 1.63 1.55

2 4896 065 2049 039 1889 182 2594 2.01 1.22

= 3 5160 131 2574 101 1959 205  21.01 0.38 1.19
4 5476 210 2428 084 1594 085 2163 0.59 1.10

1 3854 090 2174 135 1621 119 1752 1.59 1.26

2 3499 002 1975 118 1507 086  19.82 2.11 1.04

SRS 3 4077 145 1908 112 1530 093  13.01 0.56 1.02
4 3557 017 1917 113 1538 095 1848 1.81 1.01

1 5561  3.53 1240 045 2418 211  30.90 1.77 1.97

ERGY 2 4998 160 1367 065 2292 153 3141 1.91 1.42
3 4648 040 1721 120 2186 103  30.48 1.65 1.07

ERG7 1 4966 092 2237 127 1525 117  31.66 0.05 0.85
S 1 4515 229 1844 033 1822 193  22.93 1.46 1.50
2 4496 221 1603  -004 1630 117  20.90 0.74 1.02
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1 54.72 1.33 15.94 1.49 17.20 1.78 33.97 2.33 1.73
ERG27 2 55.05 141 14.09 1.22 17.44 1.86 30.40 1.52 1.50
3 53.15 0.91 11.25 0.79 17.61 1.92 30.08 1.44 1.27
1 45.21 2.85 16.04 0.81 15.21 1.57 15.48 0.09 1.33
ERG6 2 41.87 1.75 16.11 0.82 13.90 0.86 19.14 154 1.24
3 40.51 1.30 3.65 -0.42 15.43 1.68 19.24 1.58 1.04
ERGS 1 57.21 1.24 22.82 1.06 21.00 1.83 32.42 2.52 1.66
2 62.58 2.72 -4.54 -1.09 21.37 2.02 29.56 141 1.26
KREG 1 45.70 1.56 17.23 1.07 15.39 1.64 31.41 1.68 1.49
2 43.95 1.22 23.30 1.39 11.61 0.82 27.42 0.99 1.10
1 42.56 2.42 23.99 1.29 9.34 1.74 24.39 1.98 1.86
X0G1 2 37.88 1.05 26.77 1.56 9.77 1.84 21.71 1.52 1.49
3 41.09 1.99 14.18 0.34 9.63 181 17.18 0.73 1.22
BHSD 1 54.93 1.52 29.07 1.37 16.48 0.48 39.88 155 1.23
2 56.62 2.00 23.00 0.69 18.16 1.10 37.10 0.98 1.19
CWH41 1 50.51 2.92 27.14 1.33 16.82 121 30.35 1.28 1.69
SKN2 1 51.42 1.66 24.65 0.92 16.45 0.81 32.26 1.17 1.14
BGL22 1 35.48 1.59 -3.76 -0.32 15.38 1.79 18.34 1.74 1.20
2 34.26 1.32 14.04 1.56 13.31 1.37 11.28 -0.19 1.02
PHR1 1 41.81 1.36 23.37 1.46 15.61 2.07 15.03 -0.10 1.20
2 37.87 0.32 29.50 2.52 12.14 0.56 22.29 1.39 1.20
PHR3 1 29.65 0.17 14.41 1.10 8.45 0.86 18.03 1.48 0.90
PGA4 1 37.20 2.29 12.97 0.49 11.34 2.04 11.32 0.11 1.23
2 34.38 1.59 10.68 0.28 8.83 1.40 17.76 155 1.20
1 40.53 1.38 13.64 0.29 12.04 2.28 26.59 2.05 1.50
o 2 43.06 2.09 17.01 0.93 11.15 1.78 17.94 0.32 1.28
1 68.14 1.84 39.74 1.30 19.66 0.76 23.91 1.04 1.23
RHO1 2 64.46 1.17 36.01 0.67 16.96 -0.17 32.24 2.99 117
3 67.33 1.69 38.26 1.05 18.24 0.27 24.67 1.22 1.06
4 65.28 1.32 27.75 -0.72 24.22 2.33 24.94 1.28 1.05
1 48.33 2.56 18.88 1.71 21.91 1.57 22.09 1.23 1.77
e 2 46.64 1.97 16.37 1.40 21.63 1.48 19.61 0.48 1.33
1 44.81 1.67 -0.30 0.01 18.18 2.30 19.87 1.79 1.45
PKC1 2 43.92 1.38 6.09 0.87 18.67 2.53 15.75 0.26 1.26
3 44.64 1.62 1.84 0.30 15.69 1.15 19.32 1.59 117

@ PLP score. ® PLP Z-score. © GoldScore score. @ GoldScore Z-score. ©® ChemScore score. ® ChemScore z-

score. @ ASP score. ™ ASP Z-score.
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Tabela 15: Energias livres preditas de ligacdo do composto 14 aos seus alvos
potenciais e seus componentes.

MM-PBSA Component ~ AGrotal

Conformer
EPB ENPOLAR EDISPER AGgas AG solv

1 -36.00 -4.58 23.40 -23.45 41.62 -40.58 41.56 0.98

ERG11 2 -33.65 -4.94 23.71 -22.86 41.45 -38.59 42.30 3.71
3 -34.48 -5.03 25.86 -23.53 42.64 -39.51 44.97 5.47

ERG1 1 -34.97 -13.98  29.72 -23.87 41.83 -48.95 47.67 -1.28
1 -35.04 2.54 83.76 -23.41 42.72 -32.50 103.07 70.57

ERG2 2 -34.94 -2.90 40.86 -23.65 41.01 -37.84 58.23 20.39
3 -34.70 -25.15  61.48 -23.03 43.02 -59.85 81.46 21.61

1 -34.98 -11.22  37.26 -22.39 40.34 -46.21 55.21 9.00

TMP1 2 -32.54 -9.51 28.96 -22.01 40.42 -42.05 47.37 5.32
3 -36.14 -32.55  52.23 -22.71 41.21 -68.69 70.74 2.05

1 -24.83 -16.46  32.02 -17.10 27.96 -41.30 42.89 1.59

ERG10 2 -22.33 -1.98 14.74 -15.18 26.63 -24.32 26.19 1.87
3 -8.95 -1.50 6.10 -6.36 13.07 -10.45 12.80 2.35

1 -32.76 -11.29  31.96 -22.95 39.39 -44.04 48.40 4.35

ERG13 2 -31.44 -12.00  33.09 -22.54 39.44 -43.44 50.00 6.55
3 -33.48 -2431 4211 -22.93 39.72 -57.79 58.90 111

4 -31.89 -20.12  38.12 -22.77 38.40 -52.01 53.74 1.73

HMG1 1 -26.39 -19.72  32.59 -19.31 35.44 -46.11 48.72 2.62
ERG12 1 -24.48 -18.73  33.40 -18.01 31.35 -43.21 46.75 3.54
2 -25.25 -10.48  26.77 -18.36 31.37 -35.73 39.77 4.05

ERGS8 1 -32.83 -27.30  43.72 -23.20 40.34 -60.14 60.86 0.72
MVD 1 -36.12 -28.60  55.71 -23.42 40.53 -64.72 72.82 8.10
2 -35.06 -36.63  53.08 -23.20 39.53 -71.69 69.42 -2.27

1 -32.08 -16.40 38.71 -21.86 39.24 -48.48 56.08 7.60

o 2 -29.40 -7.38 26.91 -20.40 36.78 -36.77 43.29 6.52
3 -28.55 -10.26  29.32 -20.53 37.01 -38.81 45.81 7.00

4 -33.35 -24.49  53.43 -22.50 39.64 -57.84 70.56 12.72

1 -20.55 -12.21  30.57 -17.24 30.27 -32.76 43.60 10.83

ERG20 2 -23.13 -52.08  64.27 -18.62 31.74 -75.21 77.39 2.18
3 -26.94 -31.88  51.37 -19.25 33.53 -58.82 65.64 6.83

4 -27.71 -53.40  75.25 -20.09 34.97 -81.11 90.13 9.02

1 -28.71 -0.57 16.56 -20.33 37.38 -29.28 33.62 4.33

ERG9 2 -28.27 -1.14 18.14 -19.79 36.53 -29.41 34.88 5.48
3 -30.86 -11.06 2491 -21.82 38.54 -41.92 41.64 -0.28

ERG7 1 -36.78 -4.75 43.79 -23.75 42.79 -41.53 62.83 21.30
ERG26 1 -33.12 -17.26  41.29 -22.81 40.49 -50.39 58.97 8.58
2 -27.95 -20.97  43.87 -19.62 34.94 -48.91 59.19 10.28

1 -38.29 -27.29  49.63 -24.63 40.87 -65.58 65.87 0.28

ERG27 2 -36.12 -20.64  44.97 -24.28 41.15 -56.76 61.84 5.08
3 -39.05 -29.18  56.46 -24.53 40.58 -68.23 72.51 4.28



ERG6

ERG5

KRE6

X0G1

BHSD

CWH41
SKN2

BGL22

PHR1

PHR3

PGA4

PGA5

RHO1

HSP90

PKC1

1
2
3
1
2
1
2
1
2
3
1
2
1
1
1
2
1
2
1
1
2
1
2
1
2
3
4
1
2
1
2
3

-28.05
-20.62
-26.21
-31.34
-34.22
-37.89
-31.43
-39.26
-34.57
-35.79
-26.95
-25.19
-29.51
-33.00
-28.57
-28.88
-28.85
-27.41
-22.27
-23.19
-24.29
-24.19
-24.53
-38.11
-37.99
-30.83
-31.34
-28.15
-29.40
-29.94
-30.84
-32.76
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-9.03
-9.84
-26.76
-12.11
-10.87
-33.46
-35.26
-20.05
-5.15
9.90
-30.81
-21.24
-2.96
-20.04
-48.50
-5.52
-14.19
-10.78
-1.02
-21.99
40.21
-9.79
-11.82
-22.32
-32.82
-16.01
-25.10
-19.54
-12.21
-10.81
-14.18
-21.37

23.65
21.29
41.56
26.95
30.57
68.45
99.54
53.35
82.08
72,77
67.23
43.99
44.11
39.91
105.18
27.90
35.74
37.24
16.25
56.13
68.29
28.11
33.08
41.87
50.73
36.22
38.54
34.50
29.99
40.02
53.34
51.43

-18.68
-14.70
-18.61
-21.63
-22.75
-24.26
-22.30
-24.39
-22.03
-23.46
-19.52
-18.26
-21.60
-22.92
-21.31
-21.56
-19.39
-19.08
-15.62
-16.50
-15.97
-17.27
-17.10
-24.08
-24.91
-21.24
-21.42
-20.98
-20.02
-21.29
-22.04
-23.12

31.75
26.58
32.38
40.55
42.16
41.66
39.32
41.52
40.38
42.06
33.62
30.51
38.02
39.51
35.39
36.34
35.03
34.81
30.73
29.13
30.17
31.93
32.92
39.44
40.72
35.52
36.31
36.59
35.69
37.82
37.63
39.61

-37.08
-30.47
-52.97
-43.46
-45.09
-71.35
-66.69
-59.31
-39.71
-25.89
-57.77
-46.43
-32.47
-53.04
-77.07
-34.40
-43.04
-38.20
-23.29
-45.17
15.92
-33.98
-36.36
-60.42
-70.81
-46.84
-56.44
-47.69
-41.61
-40.75
-45.02
-54.13

36.72
33.17
55.33
45.88
49.98
85.85
116.56
70.48
100.43
91.38
81.32
56.24
60.54
56.50
119.27
42.67
51.38
52.98
31.36
68.75
82.49
42.77
48.90
57.22
66.54
50.50
53.44
50.11
45.66
56.55
68.93
67.92

-0.36
2.70
2.36
2.42
4.89
14.49
49.87
11.17
60.72
65.48
23.56
9.82
28.07
3.46
42.20
8.27
8.33
14.78
8.06
23.58
98.40
8.79
12.54
-3.20
-4.27
3.65
-3.00
2.42
4.05
15.80
23.91
13.79




