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RESUMO

EMIDIO, Jeremias Justo. Estudo antiflngico de derivados benzoxazdis e benzotiazdis
frente a espécies de Candida. 125p. Dissertagdo de mestrado em Produtos Naturais e
Sintéticos Bioativos - Centro de Ciéncias da Saude, Universidade Federal da Paraiba,
Jodo Pessoa — 2023.

Nos ultimos anos houve um aumento na incidéncia das doencas decorrentes de infeccao
fangica, prevalecendo atualmente como importante fator de morbidade e mortalidade em
humanos. A resisténcia fungica a terapia farmacoldgica tem sido constatada em varias
espécies, com destaque para o género Candida. Dessa forma, a busca por novos
candidatos a farmacos é importante para o desenvolvimento de medicamentos mais
eficazes. Diante disso, o0 presente trabalho teve como objetivo preparar e avaliar a
atividade farmacologica de treze derivados benzoxazois e benzotiazois através de estudos
in vitro, com a perspectiva de obter compostos biologicamente ativos e investigar
parametros quimicos relevantes para a bioatividade. Os compostos foram preparados por
meio do acoplamento descarboxilativo de derivados do acido cindmico com um reagente
acoplador e foram estruturalmente caracterizados por técnicas espectroscopicas de
Infravermelho, Ressonéncia Magnética Nuclear de Hidrogénio e Carbono Treze e
Espectrometria de Massas de Alta Resolucdo. Dentre os produtos obtidos, seis compostos
sdo inéditos. Em seguida, realizou-se os ensaios antifingicos via a determinacdo da
concentracdo inibitéria minima (CIM) e a concentracdo fungicida minima (CFM). Em
adicdo, investigou-se o mecanismo de acéo (sorbitol e ergosterol) frente a C. albicans, no
qual evidenciou-se que a acdo antifungica ocorre tendo como alvo a membrana
plasmaética. A razdo CFM/CIM determinou que os compostos 3, 6 e 7 possuem atividade
fungistatica (CFM/CIM >4), ja os demais compostos exercem atividade fungicida
(CFM/CIM <4) para as espécies avaliadas. Todos 0os compostos apresentaram atividade
nas concentracOes testadas (1000 a 7,81 pg/mL). O 2-benzil-5-metilbenzo[d]xazol (1)
apresentou bioatividade forte contra C. krusei com CIM de 69,9 uM (15,6 pg/mL),
moderada frente a C. albicans e fraca contra C. tropicalis, com CIM de 279,9 uM (62,6
pg/mL) e 559,8 uM (125,0 ug/mL), respectivamente. O 2-(2-fluorobenzil)-5-
metilbenzo[d]xazol (2) por sua vez demonstrou bioatividade moderada com CIM igual a
250,0 uM (62,5 pg/mL) contra C. krusei e apresentou fraca atividade contra C. albicans
e C. tropicalis com CIM de 1036,9 uM (250,0 pg/mL). A analise da relacdo estrutura-
atividade dos compostos 1-5, todos com uma metila ligada ao carbono 5 do ndcleo
benzoxazois, evidenciou que a insercao de grupos substituintes no anel benzilico reduz a
poténcia farmacoldgica. Os benzotiazbis 6-9, sem substituicdo no anel benzotiazol, e os
benzoxazo6is 10-13, com um atomo de cloro ligado ao carbono 5 do nucleo benzoxazol,
também exibiram bioatividade variando de muito fraca a fraca, independentemente das
substituicdes no anel benzilico. De forma geral, os compostos bioativos podem
representar um importante ponto de partida no planejamento futuro de novos candidatos
a farmacos antifingicos.

Palavras-chave: Acido Cinamico, benzoxazois, Atividade Antimicrobiana.
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ABSTRACT
EMIDIO, Jeremias Justo. Antifungal study of benzoxazole and benzothiazole
derivatives against Candida species. 125p. Master's thesis in Bioactive Natural and
Synthetic Products - Center for Health Sciences, Federal University of Paraiba, Jodo
Pessoa — 2023.

In recent years there has been an increase in the incidence of diseases resulting from
fungal infection, currently prevailing as an important factor of morbidity and mortality in
humans. Fungal resistance to pharmacological therapy has been observed in several
species, especially in the genus Candida. Thus, the search for new drug candidates is
important for the development of more effective drugs. Therefore, the present study
aimed to prepare and evaluate the pharmacological activity of thirteen benzoxazole and
benzothiazole derivatives through in vitro studies, with the perspective of obtaining
biologically active compounds and investigating chemical parameters relevant to
bioactivity. The compounds were prepared by means of the decarboxylation coupling of
cinnamic acid derivatives with a coupler reagent and were structurally characterized by
spectroscopic techniques of Infrared, Nuclear Magnetic Resonance of Hydrogen and
Carbon Thirteen and High Resolution Mass Spectrometry. Among the products obtained,
six compounds are unprecedented. Subsequently, the antifungal assays were performed
by determining the minimum inhibitory concentration (MIC) and the minimum fungicide
concentration (MFC). In addition, the mechanism of action (sorbitol and ergosterol)
against C. albicans was investigated, in which it was evidenced that the antifungal action
occurs targeting the plasma membrane. The CFM/MIC ratio determined that compounds
3, 6 and 7 have fungistatic activity (CFM/MIC 4), while the other compounds exert
fungicidal activity (CFM/MIC 4) ><for the species evaluated. All compounds showed
activity at the tested concentrations (1000 to 7.81 pg/mL). 2-benzyl-5-
methylbenzo[d]xazole (1) showed strong bioactivity against C. krusei with MIC of 69.9
uM (15.6 ug/mL), moderate against C. albicans and weak against C. tropicalis, with MIC
of 279.9 uM (62.6 wg/mL) and 559.8 uM (125.0 ug/mL), respectively. The 2-(2-
fluorobenzyl)-5-methylbenzo[d]xazole (2) in turn showed moderate bioactivity with MIC
equal to 250.0 uM (62.5 ug/mL) against C. krusei and showed weak activity against C.
albicans and C. tropicalis with MIC of 1036.9 uM (250.0 pg/mL). The analysis of the
structure-activity relationship of compounds 1-5, all with a methyl bound to carbon 5 of
the benzoxazole nucleus, showed that the insertion of substituent groups in the benzyl
ring reduces the pharmacological potency. Benzoazoles 6-9, with no substitution in the
benzothiazole ring, and benzoxazoles 10-13, with a chlorine atom attached to carbon 5 of
the benzoxazole nucleus, also exhibited bioactivity ranging from very weak to weak,
regardless of the substitutions in the benzyl ring. In general, bioactive compounds may
represent an important starting point in the future planning of new antifungal drug
candidates.

Keywords: Cinnamic Acid, Benzoxazoles, Antimicrobial Activity.



LISTA DE ESQUEMAS

Esquema 1: ReagOes de sintese de benzotiazhis.. ........cceeeveieivevsiieieiesese e 31
Esquema 2: ReagOes de sintese de DeNzZOXazOiS. . ......cocvvvrereieiieeeierieresese e 32
Esquema 3: Representacdo geral da sintese dos benzotiazoéis e benzoxazois. .............. 34
Esquema 4: Mecanismo reacional PropoStO. ..........cccecvereereiiieseeresieseese e 35
Esquema 5: Planejamento das etapas do eStUdO............occverereriierienieneene e 37

Esquema 6: Reacdo de acoplamento descarboxilativo utilizando 2-aminotiofenol e
ACTAOS CINAMICOS. 1..vveveeitite ittt bbbt bbbttt et e e bbb e b e s e 39
Esquema 7: Reacdo de acoplamento descarboxilativo utilizando 2-amino-4-clorofenol e
ACIAOS CINAMICOS. ...vvevveiviie ettt ettt et et et e teesa e st et e e e e e seenrearenneans 39
Esquema 8: Reacdo de acoplamento descarboxilativo utilizando 2-amino-4-clorofenol e
Yo [0 [0 3o [ T 1 ot L OSSP 40
Esquema 9: Reacdo de acoplamento descarboxilativo utilizando 2-amino-4-metilfenol e
T [0 (0TI [ T ot SO 69
Esquema 10: Reacdo de acoplamento descarboxilativo utilizando 2-aminotiofenol e
ACIAOS CINAMICOS. 1..vveviertiie ettt e bbbttt et e b nte b nbenbenne e 86
Esquema 11: Reacdo de acoplamento descarboxilativo utilizando 2-amino-4-clorofenol

€ ACTHOS CINMAMICOS. .ottt ettt ettt e e e e e e e ettt e e e e e e e e et eeeeeeeeee et ereeeeeeeeeeeraenees 100


file:///C:/Users/jerem/Downloads/Dissertação-Jeremias.docx%23_Toc137626970

LISTA DE FIGURAS

Figura 1: Estruturas quimicas das principais classes de antifingicos disponiveis para uso

CHINICO. ettt bbbttt bbb 25
Figura 2: Farmacos derivados de produtos naturais com relevancia terapéutica.. ......... 27
Figura 3: Estrutura quimica do 4cido CINAMICO. .........ccouveriiieriiiieere e 28

Figura 4: Nucleo estrutural comum aos derivados benzoxazoOis e benzotiazois

sintetizados, onde R corresponde ao O ou S, respectivamente. ..........cccceeevveereervesinenn. 29
Figura 5: FArmacos com nUcleo benzoxazol. ... 30
Figura 6: Estrutura quimica dos benzoxazois e benzotiazois preparados. .................... 38

Figura 7: Estrutura quimica do composto 1 e ndcleo estrutural dos benzoxazois 1-5.. 55
Figura 8: Nucleo estrutural comum aos benzotiazois 6-9. .........cccccvevevvereiieiie s, 57

Figura 9: Nucleo estrutural comum aos benzoxazois 10-13. .........cccovevreiiceriniennn. 59



Xl

LISTA DE TABELAS

Tabela 1: Dados fisico-quimicos e experimentais dos produtos obtidos ...................... 41
Tabela 2: Dados da espectroscopia no infravermelho — estiramentos (V') dos compostos
INEAITOS BM CM-Looiiei ettt 43

Tabela 3: Assinalamento dos deslocamentos quimicos de RMN de *H (sH) para os

COMPOSLOS INEAITOS (2,5 € 8). .icveeiieieieiere et 45
Tabela 4: Assinalamento dos deslocamentos quimicos de RMN de H (sH) para os
compostos INEIt0S (10, 11 € 13) ..icieieieieierieeieeeeie ettt 46
Tabela 5: Assinalamento dos deslocamentos quimicos de RMN de *3C (sC) para os
compostos iNéditos (2,5, 8, 10, 11 € 13) i 47
Tabela 6: Resultado da analise de espectrometria de massas de alta resolucdo para o0s
compostos iNéditos (2,5, 8, 10,11 € 13). ..ccvieiiiieieieie e 48

Tabela 7: Parametros estabelecidos para a classificacdo da bioatividade dos compostos
sintetizados de acordo com 05 vValores da ClIM .........cccoceveiiiinininiine e 49
Tabela 8: CIM, CFM e CIM/CFM dos derivados sintéticos e nistatina frente & Candida
spp. A CIM e a CFM foram expressas em pg/mL (UM). ....oooveririinieiiiiciieeseesieeins 51
Tabela 9: Valores da CIM dos compostos 1 e 2 e nistatina na auséncia e presenca do
ergosterol exdgeno (1.008.mM) contra cepa de C. albicans ATCC 60193 expressos em
IE/ML (M) e 61
Tabela 10: Valores da CIM dos compostos 1 e 2 e caspofungina na auséncia e presenca
do sorbitol (0.8 M) contra cepa de C. albicans ATCC 60193 expressos em pg/mL (uM)



Xl

LISTA DE ESPECTROS

Figura 1: Espectro de Infravermelho (ATR, cm™) do 2-benzil-5-metilbenzo[d]xazol (1)

........................................................................................................................................ 70
Figura 2: Espectro de RMN de H (400MHz, CDCls) do 2-benzil-5-metilbenzo[d]xazol
(L) oreeeee ettt ettt ettt ettt ettt ettt ettt ee et er ettt 71
Figura 3: Expansdo do espectro de RMN de 'H (400MHz, CDCIls) do 2-benzil-5-
MEtHDENZO[A]XAZOI (1), c.veiveeieiee et re e 71
Figura 4: Espectro de RMN de 'C-APT (100 MHz, CDCls) 2-benzil-5-
MEIIDENZOLA]XAZON (1). c.veeeeeieieieeee s 72
Figura 5: Espectro de Infravermelno (ATR, cm-!) do 2-(2-fluorobenzil) -5-
MEtHDENZO[A]XAZON (2) ...veoveeee e et 73
Figura 6: Espectro de RMN de 'H (400MHz, CDCls) do 2-(2-fluorobenzil)-5-
MEIIDENZO[A]XAZON (2). ..oeeeeiiiieee s 74
Figura 7: Expans&o do espectro de RMN de *H (400 MHz, CDCls) do 2-(2-fluorobenzil)
-5-metilbenzo[d]XAZOI (2).....ccveieeie et e 74
Figura 8: Expanséo do espectro de RMN de *H (400 MHz, CDCls) do 2-(2-fluorobenzil)
-5-mMetilbenzo[d]XazZ0Ol (2)......covieiee s 75
Figura 9: Espectro de RMN de *C-APT (125 MHz, CDCls) de 2-(2-fluorobenzil)-5-
MEIIDENZO[A]XAZON (2). ..oveeeieieeee s 75
FIGURA 10: Espectro de RMN de 3C-APT (125 MHz, CDC3) de 2-(2-fluorobenzil)-5-
MEtIDENZO[A]XAZON (2). .vecveeiveeeeceeee e 76

Figura 11: Figura: Espectro de massas de alta resolucdo tipo MALDI de 2-(2-
fluorobenzil)-5-metilbenzo[d]oXazol (2)........ccoeiiiiiiiii e 76
Figura 12: Espectro de Infravermelho (ATR, cm™) do 5-metil-2-(4-metilbenzil)
oI apd0] o] G VAol I () IS USSR RORPSON 77
Figura 13: Espectro de RMN de 'H (500 MHz, CDCls) do 5-metil-2-(4-metilbenzil)
DENZOLA]XAZON (3.t 78
Figura 14: Expansdo do espectro de RMN de *H (500 MHz, CDCl3) do 5-metil-2-(4-
metilbenzil) benzo[d]Xazol (3). ..c.ecoveeiieie e 78
Figura 15: Expansdo do espectro de RMN de *H (500 MHz, CDCIs) do 5-metil-2-(4-
metilbenzil) Denzo[d]Xazol (3). ...coveeeieeie s 79


file:///C:/Users/jerem/Downloads/Dissertação-Jeremias.docx%23_Toc137627284
file:///C:/Users/jerem/Downloads/Dissertação-Jeremias.docx%23_Toc137627284
file:///C:/Users/jerem/Downloads/Dissertação-Jeremias.docx%23_Toc137627285
file:///C:/Users/jerem/Downloads/Dissertação-Jeremias.docx%23_Toc137627285
file:///C:/Users/jerem/Downloads/Dissertação-Jeremias.docx%23_Toc137627286
file:///C:/Users/jerem/Downloads/Dissertação-Jeremias.docx%23_Toc137627286
file:///C:/Users/jerem/Downloads/Dissertação-Jeremias.docx%23_Toc137627287
file:///C:/Users/jerem/Downloads/Dissertação-Jeremias.docx%23_Toc137627287
file:///C:/Users/jerem/Downloads/Dissertação-Jeremias.docx%23_Toc137627288
file:///C:/Users/jerem/Downloads/Dissertação-Jeremias.docx%23_Toc137627288
file:///C:/Users/jerem/Downloads/Dissertação-Jeremias.docx%23_Toc137627289
file:///C:/Users/jerem/Downloads/Dissertação-Jeremias.docx%23_Toc137627289
file:///C:/Users/jerem/Downloads/Dissertação-Jeremias.docx%23_Toc137627290
file:///C:/Users/jerem/Downloads/Dissertação-Jeremias.docx%23_Toc137627290
file:///C:/Users/jerem/Downloads/Dissertação-Jeremias.docx%23_Toc137627291
file:///C:/Users/jerem/Downloads/Dissertação-Jeremias.docx%23_Toc137627291
file:///C:/Users/jerem/Downloads/Dissertação-Jeremias.docx%23_Toc137627292
file:///C:/Users/jerem/Downloads/Dissertação-Jeremias.docx%23_Toc137627292
file:///C:/Users/jerem/Downloads/Dissertação-Jeremias.docx%23_Toc137627293
file:///C:/Users/jerem/Downloads/Dissertação-Jeremias.docx%23_Toc137627293
file:///C:/Users/jerem/Downloads/Dissertação-Jeremias.docx%23_Toc137627294
file:///C:/Users/jerem/Downloads/Dissertação-Jeremias.docx%23_Toc137627294
file:///C:/Users/jerem/Downloads/Dissertação-Jeremias.docx%23_Toc137627295
file:///C:/Users/jerem/Downloads/Dissertação-Jeremias.docx%23_Toc137627295
file:///C:/Users/jerem/Downloads/Dissertação-Jeremias.docx%23_Toc137627296
file:///C:/Users/jerem/Downloads/Dissertação-Jeremias.docx%23_Toc137627296
file:///C:/Users/jerem/Downloads/Dissertação-Jeremias.docx%23_Toc137627297
file:///C:/Users/jerem/Downloads/Dissertação-Jeremias.docx%23_Toc137627297
file:///C:/Users/jerem/Downloads/Dissertação-Jeremias.docx%23_Toc137627298
file:///C:/Users/jerem/Downloads/Dissertação-Jeremias.docx%23_Toc137627298

X1

Figura 16: Espectro de RMN de *C-APT (125 MHz, CDCls) 5-metil-2-(4-metilbenzil)

DENZOLA]XAZON (3.t 79
Figura 17: Espectro de Infravermelno (ATR, cm™) do 2-(4-metoxibenzil)-5-
MEtHDENZO[A]XAZON (4). c.veieeeieeee e re e 80
Figura 18: Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCIls) do 2-(4-metoxibenzil)-5-
MELIIDENZOLA]XAZOI (4). oo s 81
Figura 19: Expansdo do espectro de RMN de H (400 MHz, CDCls) do 2-(4-
metoxibenzil)-5-metilbenzo[d]Xazol (4)........cccooeiieiiieseece e 81
Figura 20: Expansdo do espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCls) do 2-(4-
metoxibenzil)-5-metilbenzo[d]Xazol (4).......ccoiiiiiiiiie s 82
Figura 21: Espectro de RMN de *C-APT (100 MHz, CDCl3) do 2-(4-metoxibenzil)-5-
MEtilbenzo[d]Xazol (04). ....covv o 82
Figura 22:Espectro de Infravermelho (ATR, cm™) do 2-(benzo[d][1,3]dioxol-5-ilmetil)-
5-metilbenzo[d]OXAZOI (5) ...oveeeieieieeeie s 83
Figura 23: Espectro de RMN de 'H (500MHz, CDCl3) do 2-(benzo[d][1,3]dioxol-5-
ilmetil)-5-metilbenzo[d]oXazol (5). ....cccceiiieiiiie e 84
Figura 24: Expansio do espectro de RMN de 'H (500MHz, CDCl3) do 2-
(benzo[d][1,3]dioxol-5-ilmetil)-5-metilbenzo[d]oxazol (5).......ccccevvrvviiniiiereiiieiienns 84
Figura 25: Expansdo do espectro de RMN de 'H (500MHz, CDCls) do 2-
(benzo[d][1,3]dioxol-5-ilmetil)-5-metilbenzo[d]oxazol (5).........cccccveviiiieiieiiiieieennne 85
Figura 26: Espectro de RMN de **C-APT (125 MHz, CDCls) 2-(benzo[d][1,3]dioxol-5-
iImetil)-5-metilbenzo[d]OXaZO0I (5). ...covooeriiiiiiiiieiee e 85
Figura 27: Espectro de massas de alta resolucgéo tipo MALDI de 2-(benzo[d][1,3]dioxol-
5-ilmetil)-5-metilbenzo[d]oXazol (5)......cccviieiieiiiieceece e 86
Figura 28: Espectro de Infravermelho (ATR, cm-1) do 2-(4-metilbenzil)benzo[d]tiazol
(G SRRSO 88
Figura 29: Espectro de RMN 'H (400 MHz, CDCls) 2-(4-metilbenzil)benzo[d]tiazol (6).
........................................................................................................................................ 88
Figura 30: Expansdo do espectro de RMN !H (400 MHz, CDCls) 2-(4-
metilbenzil)benzo[d]tiazol (6). .......ccveceeiiiiie e 89
Figura 31: Expansio do espectro de RMN 'H (400 MHz, CDCls) 2-(4-
metilbenzil)benzo[d]tIazZOl (6). ......cveveiereieierer s 89

Espectro 32: Espectro de RMN de *C-APT (100 MHz, CDCI3) 5-metil-2-(4-
metilbenzil)benzo[d]tiazol (6). .......ccveieeiiieiie e 90


file:///C:/Users/jerem/Downloads/Dissertação-Jeremias.docx%23_Toc137627299
file:///C:/Users/jerem/Downloads/Dissertação-Jeremias.docx%23_Toc137627299
file:///C:/Users/jerem/Downloads/Dissertação-Jeremias.docx%23_Toc137627300
file:///C:/Users/jerem/Downloads/Dissertação-Jeremias.docx%23_Toc137627300
file:///C:/Users/jerem/Downloads/Dissertação-Jeremias.docx%23_Toc137627301
file:///C:/Users/jerem/Downloads/Dissertação-Jeremias.docx%23_Toc137627301
file:///C:/Users/jerem/Downloads/Dissertação-Jeremias.docx%23_Toc137627302
file:///C:/Users/jerem/Downloads/Dissertação-Jeremias.docx%23_Toc137627302
file:///C:/Users/jerem/Downloads/Dissertação-Jeremias.docx%23_Toc137627303
file:///C:/Users/jerem/Downloads/Dissertação-Jeremias.docx%23_Toc137627303
file:///C:/Users/jerem/Downloads/Dissertação-Jeremias.docx%23_Toc137627304
file:///C:/Users/jerem/Downloads/Dissertação-Jeremias.docx%23_Toc137627304
file:///C:/Users/jerem/Downloads/Dissertação-Jeremias.docx%23_Toc137627305
file:///C:/Users/jerem/Downloads/Dissertação-Jeremias.docx%23_Toc137627305
file:///C:/Users/jerem/Downloads/Dissertação-Jeremias.docx%23_Toc137627306
file:///C:/Users/jerem/Downloads/Dissertação-Jeremias.docx%23_Toc137627306
file:///C:/Users/jerem/Downloads/Dissertação-Jeremias.docx%23_Toc137627307
file:///C:/Users/jerem/Downloads/Dissertação-Jeremias.docx%23_Toc137627307
file:///C:/Users/jerem/Downloads/Dissertação-Jeremias.docx%23_Toc137627308
file:///C:/Users/jerem/Downloads/Dissertação-Jeremias.docx%23_Toc137627308
file:///C:/Users/jerem/Downloads/Dissertação-Jeremias.docx%23_Toc137627309
file:///C:/Users/jerem/Downloads/Dissertação-Jeremias.docx%23_Toc137627309
file:///C:/Users/jerem/Downloads/Dissertação-Jeremias.docx%23_Toc137627310
file:///C:/Users/jerem/Downloads/Dissertação-Jeremias.docx%23_Toc137627310
file:///C:/Users/jerem/Downloads/Dissertação-Jeremias.docx%23_Toc137627311
file:///C:/Users/jerem/Downloads/Dissertação-Jeremias.docx%23_Toc137627311
file:///C:/Users/jerem/Downloads/Dissertação-Jeremias.docx%23_Toc137627312
file:///C:/Users/jerem/Downloads/Dissertação-Jeremias.docx%23_Toc137627312
file:///C:/Users/jerem/Downloads/Dissertação-Jeremias.docx%23_Toc137627313
file:///C:/Users/jerem/Downloads/Dissertação-Jeremias.docx%23_Toc137627313
file:///C:/Users/jerem/Downloads/Dissertação-Jeremias.docx%23_Toc137627314
file:///C:/Users/jerem/Downloads/Dissertação-Jeremias.docx%23_Toc137627314

XV

Figura 33: Espectro de Infravermelho (ATR, cm™) do 2-(2-metoxibenzil)benzo[d]tiazol

(0 TSROSO 91
Figura 34: Espectro de RMN !H (400 MHz, CDCl3) 2-(2-metoxibenzil)benzo[d]tiazol
(7). ettt R Rt oAt R e bt e Rttt R e Rttt e bt ne st 91
Figura 35: Expansdao do espectro de RMN 1H (400 MHz, CDCIl3) 2-(2
metoxibenzil)DenzZo[d]tIAZOl (7) ....ovveieie e 92
Figura 36: Expansio do espectro de RMN !H (400 MHz, CDCls) 2-(2
metoxibenzil)penzo[d]tIaZOl (7). ....ocveveieiiee e 92
Figura 37: Espectro de RMN de BC-APT (100 MHz, CDCl3) 2-(2
metoxibenzil)penzo[d]tiazol (7). .....ooveereeee s 93
Figura 38: Espectro de Infravermelno (ATR, cm?) do 2-(3,4-
diclorobenzil)benzo[d]tiazol (8) .......ccvevveiiiiieiiee e 94
Figura 39: Espectro de RMN H (400 MHz, CDCls3) 2-(3,4-diclorobenzil)benzo[d]tiazol
€5 PR OST PSR EPSRSP 94
Figura 40: Expansio do espectro de RMN 'H (400 MHz, CDCls) 2-(3,4-
diclorobenzil)benzo[d]tiazol (8). ......cceiveiiiieiiee e 95
Figura 41: Expansdo do espectro de RMN !H (400 MHz, CDCls) 2-(3,4-
diclorobenzil)benzo[d]tiazol (8). ......ccceovereririiiiieee 95
Figura 42: Espectro de RMN de C-APT (100 MHz, CDCls) 2-(3,4-
diclorobenzil)benzo[d]tiazol (8). ......cceiveiiiiiiiiee e 96
Figura 43: Espectro de massas de alta resolucdo tipo MALDI de 2-(3,4-
diclorobenzil)benzo[d]tiazol (8) .......cccooereririiiiiiieee 96
Figura 44: Espectro de Infravermelho (ATR, cm™) do 2-(3-metoxibenzil)benzo[d]tiazol
) ISR 97
Figura 45: Espectro de RMN !H (400 MHz, CDCl3) 2-(3-metoxibenzil)benzo[d]tiazol
(9). cee ettt b et et he ettt r et et te bt e e re e 98
Figura 46: Expansdo do espectro de RMN !H (400 MHz, CDCls) 2-(3-
metoxibenzil)benzo[d]tiazol (9). ....cceeceeie e 98
Figura 47: Expansdo do espectro de RMN !H (400 MHz, CDCls) de 2-(3-
metoxibenzil)benzo[d]tiazol (9). ....ccvveceeii e 99
Figura 48: Espectro de RMN de ®3C-APT (100 MHz, CDCls) 2-(3-
metoxibenzil)benzo[d]tiazol (9). .....covieiiiiee 99

Figura 49: Espectro de Infravermelno (ATR, cm?) do 5-cloro-2-(3-
metoxibenzil)benzo[d]oXazol (L10) .....cccvveiieiie e 101


file:///C:/Users/jerem/Downloads/Dissertação-Jeremias.docx%23_Toc137627316
file:///C:/Users/jerem/Downloads/Dissertação-Jeremias.docx%23_Toc137627316
file:///C:/Users/jerem/Downloads/Dissertação-Jeremias.docx%23_Toc137627317
file:///C:/Users/jerem/Downloads/Dissertação-Jeremias.docx%23_Toc137627317
file:///C:/Users/jerem/Downloads/Dissertação-Jeremias.docx%23_Toc137627318
file:///C:/Users/jerem/Downloads/Dissertação-Jeremias.docx%23_Toc137627318
file:///C:/Users/jerem/Downloads/Dissertação-Jeremias.docx%23_Toc137627319
file:///C:/Users/jerem/Downloads/Dissertação-Jeremias.docx%23_Toc137627319
file:///C:/Users/jerem/Downloads/Dissertação-Jeremias.docx%23_Toc137627320
file:///C:/Users/jerem/Downloads/Dissertação-Jeremias.docx%23_Toc137627320
file:///C:/Users/jerem/Downloads/Dissertação-Jeremias.docx%23_Toc137627321
file:///C:/Users/jerem/Downloads/Dissertação-Jeremias.docx%23_Toc137627321
file:///C:/Users/jerem/Downloads/Dissertação-Jeremias.docx%23_Toc137627322
file:///C:/Users/jerem/Downloads/Dissertação-Jeremias.docx%23_Toc137627322
file:///C:/Users/jerem/Downloads/Dissertação-Jeremias.docx%23_Toc137627323
file:///C:/Users/jerem/Downloads/Dissertação-Jeremias.docx%23_Toc137627323
file:///C:/Users/jerem/Downloads/Dissertação-Jeremias.docx%23_Toc137627324
file:///C:/Users/jerem/Downloads/Dissertação-Jeremias.docx%23_Toc137627324
file:///C:/Users/jerem/Downloads/Dissertação-Jeremias.docx%23_Toc137627325
file:///C:/Users/jerem/Downloads/Dissertação-Jeremias.docx%23_Toc137627325
file:///C:/Users/jerem/Downloads/Dissertação-Jeremias.docx%23_Toc137627326
file:///C:/Users/jerem/Downloads/Dissertação-Jeremias.docx%23_Toc137627326
file:///C:/Users/jerem/Downloads/Dissertação-Jeremias.docx%23_Toc137627327
file:///C:/Users/jerem/Downloads/Dissertação-Jeremias.docx%23_Toc137627327
file:///C:/Users/jerem/Downloads/Dissertação-Jeremias.docx%23_Toc137627328
file:///C:/Users/jerem/Downloads/Dissertação-Jeremias.docx%23_Toc137627328
file:///C:/Users/jerem/Downloads/Dissertação-Jeremias.docx%23_Toc137627329
file:///C:/Users/jerem/Downloads/Dissertação-Jeremias.docx%23_Toc137627329
file:///C:/Users/jerem/Downloads/Dissertação-Jeremias.docx%23_Toc137627330
file:///C:/Users/jerem/Downloads/Dissertação-Jeremias.docx%23_Toc137627330
file:///C:/Users/jerem/Downloads/Dissertação-Jeremias.docx%23_Toc137627331
file:///C:/Users/jerem/Downloads/Dissertação-Jeremias.docx%23_Toc137627331
file:///C:/Users/jerem/Downloads/Dissertação-Jeremias.docx%23_Toc137627332
file:///C:/Users/jerem/Downloads/Dissertação-Jeremias.docx%23_Toc137627332

XV

Figura 50: Espectro de Infravermelno (ATR, cm?) do 5-cloro-2-(3-

metoxibenzil)benzo[d]oXazol (10) ....cceevieieiieeee s 101
Figura 51: Espectro de RMN !H (400 MHz, CDCl3) 5-cloro-2-(3-
metoxibenzil)benzo[d]oXazol(10). ......cevveriiiece e 102
Figura 52: Expansdo do espectro de RMN 'H (400 MHz, CDCls) 5-cloro-2-(3-
metoxibenzil)benzo[d]oXazol(10). .....ceeiieiiiieeee e s 102
Figura 53: Espectro de RMN !H (400 MHz, CDCl3) 5-cloro-2-(3-
metoxibenzil)benzo[d]oXazol(10). ......c.evveieiiece s 103
Figura 54: Espectro de RMN de 3C-APT (100 MHz, CDCIls) de 5-cloro-2-(3-
metoxibenzil)benzo[d]oXazol (L10). ......coereriiiiiiieeee e 103
Figura 55: Espectro de massas de alta resolucdo tipo MALDI de 5-cloro-2-(3-
metoxibenzil)benzo[d]oXazol (10). .....ccoveiiiieieee s 104
Figura 56: Espectro de Infravermelno (ATR, cm?) do 5-cloro-2-(2-
metoxibenzil)penzo[d]OXAzZOl (L11) .....cceeeririiiiiieeee e 105
Figura 57: Espectro de RMN !'H (500 MHz, CDCl3) 5-cloro-2-(2-
metoxibenzil)benzo[d]oXazol (11) .....ccevveieiieceee e s 105
Figura 58: Expansdo do espectro de RMN *H (500 MHz, CDCls) 5-cloro-2-(2-
metoxibenzil)penzo[d]oXazol (L11). ....cccoveieriiiiieeeeee e 106
Figura 59: Expansdo do espectro de RMN !H (500 MHz, CDCls) 5-cloro-2-(2-
metoxibenzil)benzo[d]oXazol (11). ...ccoevveieiiece e s 106
Figura 60: Espectro de RMN de 3C-APT (125 MHz, CDCIls) de 5-cloro-2-(2-
metoxibenzil)penzo[d]OXazZOl (L11) .....cceoeririiiiieeeeee e 107
Espectro 61: Espectro de massas de alta resolucdo tipo MALDI de 5-cloro-2-(2-
metoxibenzil)benzo[d]oXazol (11). ...ccoevveieiieceee s 107
Figura 62: Espectro de Infravermelno (ATR, cm?) do 5-cloro-2-(4-
metilbenzil)benzo[d]OXAZOI (12) .....ccveveieieiiieieeee e 108
Figura 63: Espectro de RMN 'H (400 MHz, CDCls) de 5-cloro-2-(4-
metilbenzil)benzo[d]oXazol (12) ....cc.coovviieie e 109
Figura 64: Expansdo do espectro de RMN H (400 MHz, CDCls) 5-cloro-2-(4-
metilbenzil)benzo[d]oXazol (12) ....cc.coovviieie e 109
Figura 65: Expansio do espectro de RMN H (400 MHz, CDCls) de 5-cloro-2-(4-
metilbenzil)benzo[d]OXaZOI (12) .....ccveieieiiiiieiieeee e 110

Figura 66: Espectro de RMN de 3C-APT (125 MHz, CDCIls) 5-cloro-2-(4-
metilbenzil)benzo[d]oXazol (12) ....cceeviviiieiecee e 110


file:///C:/Users/jerem/Downloads/Dissertação-Jeremias.docx%23_Toc137627333
file:///C:/Users/jerem/Downloads/Dissertação-Jeremias.docx%23_Toc137627333
file:///C:/Users/jerem/Downloads/Dissertação-Jeremias.docx%23_Toc137627334
file:///C:/Users/jerem/Downloads/Dissertação-Jeremias.docx%23_Toc137627334
file:///C:/Users/jerem/Downloads/Dissertação-Jeremias.docx%23_Toc137627335
file:///C:/Users/jerem/Downloads/Dissertação-Jeremias.docx%23_Toc137627335
file:///C:/Users/jerem/Downloads/Dissertação-Jeremias.docx%23_Toc137627336
file:///C:/Users/jerem/Downloads/Dissertação-Jeremias.docx%23_Toc137627336
file:///C:/Users/jerem/Downloads/Dissertação-Jeremias.docx%23_Toc137627337
file:///C:/Users/jerem/Downloads/Dissertação-Jeremias.docx%23_Toc137627337
file:///C:/Users/jerem/Downloads/Dissertação-Jeremias.docx%23_Toc137627338
file:///C:/Users/jerem/Downloads/Dissertação-Jeremias.docx%23_Toc137627338
file:///C:/Users/jerem/Downloads/Dissertação-Jeremias.docx%23_Toc137627339
file:///C:/Users/jerem/Downloads/Dissertação-Jeremias.docx%23_Toc137627339
file:///C:/Users/jerem/Downloads/Dissertação-Jeremias.docx%23_Toc137627340
file:///C:/Users/jerem/Downloads/Dissertação-Jeremias.docx%23_Toc137627340
file:///C:/Users/jerem/Downloads/Dissertação-Jeremias.docx%23_Toc137627341
file:///C:/Users/jerem/Downloads/Dissertação-Jeremias.docx%23_Toc137627341
file:///C:/Users/jerem/Downloads/Dissertação-Jeremias.docx%23_Toc137627342
file:///C:/Users/jerem/Downloads/Dissertação-Jeremias.docx%23_Toc137627342
file:///C:/Users/jerem/Downloads/Dissertação-Jeremias.docx%23_Toc137627343
file:///C:/Users/jerem/Downloads/Dissertação-Jeremias.docx%23_Toc137627343
file:///C:/Users/jerem/Downloads/Dissertação-Jeremias.docx%23_Toc137627344
file:///C:/Users/jerem/Downloads/Dissertação-Jeremias.docx%23_Toc137627344
file:///C:/Users/jerem/Downloads/Dissertação-Jeremias.docx%23_Toc137627345
file:///C:/Users/jerem/Downloads/Dissertação-Jeremias.docx%23_Toc137627345
file:///C:/Users/jerem/Downloads/Dissertação-Jeremias.docx%23_Toc137627346
file:///C:/Users/jerem/Downloads/Dissertação-Jeremias.docx%23_Toc137627346
file:///C:/Users/jerem/Downloads/Dissertação-Jeremias.docx%23_Toc137627347
file:///C:/Users/jerem/Downloads/Dissertação-Jeremias.docx%23_Toc137627347
file:///C:/Users/jerem/Downloads/Dissertação-Jeremias.docx%23_Toc137627348
file:///C:/Users/jerem/Downloads/Dissertação-Jeremias.docx%23_Toc137627348
file:///C:/Users/jerem/Downloads/Dissertação-Jeremias.docx%23_Toc137627349
file:///C:/Users/jerem/Downloads/Dissertação-Jeremias.docx%23_Toc137627349

XVI

Figura 67: Espectro de Infravermelho (ATR, cm™) do 2-(benzo[d][1,3]dioxol-5-ilmetil)-

5-Clorobenzo[d]OXazol (13) ....cveveiieieieiierie e 111
Figura 68: Espectro de RMN *H (400 MHz, CDCls3) 2-(benzo[d][1,3]dioxol-5-ilmetil)-
5-Clorobenzo[d]OXaZOI(13) ..cveiieieee e 112
Figura 69: Expansdo do espectro de RMN *H (400 MHz, CDCls) 2-(benzo[d][1,3]dioxol-
5-ilmetil)-5-clorobenzo[d]oXazol(13).....cccveiiiiriieiece e 112
Figura 70: Expansdo do espectro de RMN 'H (400 MHz, CDCls) 2-(benzo[d][1,3]
dioxol-5-ilmetil)-5-clorobenzo[d]oXazol(13) ......ccceoviieiieiieeceere e 113
Figura 71: Espectro de RMN de **C-APT (100 MHz, CDCls) 2-(benzo[d][1,3]dioxol-5-
iImetil)-5-clorobenzo[d]OXazZ0I(13) .....ooveiviriiirieiieiee e 113

Figura 72: Espectro de massas de alta resolucéo tipo MALDI de 2-(benzo[d][1,3] dioxol-
5-ilmetil)-5-clorobenzo[d]OXazol(13)......cccvciviiiiieeie e 114


file:///C:/Users/jerem/Downloads/Dissertação-Jeremias.docx%23_Toc137627350
file:///C:/Users/jerem/Downloads/Dissertação-Jeremias.docx%23_Toc137627350
file:///C:/Users/jerem/Downloads/Dissertação-Jeremias.docx%23_Toc137627351
file:///C:/Users/jerem/Downloads/Dissertação-Jeremias.docx%23_Toc137627351
file:///C:/Users/jerem/Downloads/Dissertação-Jeremias.docx%23_Toc137627352
file:///C:/Users/jerem/Downloads/Dissertação-Jeremias.docx%23_Toc137627352
file:///C:/Users/jerem/Downloads/Dissertação-Jeremias.docx%23_Toc137627353
file:///C:/Users/jerem/Downloads/Dissertação-Jeremias.docx%23_Toc137627353
file:///C:/Users/jerem/Downloads/Dissertação-Jeremias.docx%23_Toc137627354
file:///C:/Users/jerem/Downloads/Dissertação-Jeremias.docx%23_Toc137627354
file:///C:/Users/jerem/Downloads/Dissertação-Jeremias.docx%23_Toc137627355
file:///C:/Users/jerem/Downloads/Dissertação-Jeremias.docx%23_Toc137627355

XVII

LISTA DE ABREVIATURAS E SIMBOLOS

AcOH- Acido acético

AcOEt- Acetato de etila

ASD - Agar Sabouraud Dextrose

APT- Attached Proton Test

ATR- Reflectancia Total Atenuada

CBS - Central Bureau de Culturas Fungicas

CC- Cromatografia em Coluna

CCDA- Cromatografia em Camada Delgada Analitica
CDCls- Cloroférmio deuterado

CFM- Concentracdo Fungicida Minima

Clso- Concentracdo capaz de inibir o crescimento de 50% das cepas dos fungos
CIM- Concentracgdo Inibitéria Minima

CLSI- Clinical and Laboratory Standards Institute
d- Dubleto

dd- Duplo dubleto

ddd- Dubleto de dubleto de dubleto

DMSO- Dimetilsulfoxido

Hex = hexano

Hz- Hertz

V- Infravermelho

J- Constante de Acoplamento

m/z- Razdo massa carga

m- Multipleto

Me- Metila

MeO- Metoxila

MHz- Megahertz

mL- Mililitro

ppm- Partes por milhdo
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REA- Relacdo Estrutura-Atividade

Rf- Fator de Retencéo

RMN de 13C- Ressonancia Magnética Nuclear de Carbono Treze
RMN de 'H- Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio

s- Simpleto

sl- Simpleto largo

t- Tripleto

6- Deslocamento quimico em ppm
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1. INTRODUCAO

Nos ultimos anos observa-se um aumento na incidéncia das doencas decorrentes
de infecdo fungica, prevalecendo atualmente como importante fator de morbidade e
mortalidade (BERKOW e LOCKHART, 2017). Estima-se que cerca de 1,7 bilhdo de
individuos em todo o mundo sejam acometidos por alguma infeccéo fangica (PERFECT,
2017: CHUDZIK, et al., 2015; WHALEY, et al., 2017). Cabe salientar que diferentes
espeécies de fungos podem estar presentes de forma comensal nas mais variadas regides
do corpo, como pele e mucosas no geral (CHANYACHAILERT et al., 2019). No entanto,
em condigdes de desequilibrio do sistema imunoldgico e microbiota do individuo os
fungos podem adotar a condicdo de patégenos oportunistas, ocasionando, portanto, uma
variedade de infeccBes, sejam locais ou sisttmicas (BHATTACHARJEE, 2016;
BASMACIYAN et al., 2019).

Nesse sentido, o género Candida spp. representa um grupo de patégenos
oportunistas, que se destacam como principais agentes responsaveis por infecdes
nosocomiais, ocupando o quarto lugar entre todas as infec¢bes adquiridas em ambientes
hospitalares (CHUDZIK, et al.,, 2015; WHALEY, et al., 2017). O tratamento
farmacoldgico das doencas fungicas envolve uma variedade de farmacos, sendo a escolha
do tratamento inerente as condi¢Bes de salde do paciente e a caracteristicas intrinsecas
da infeccdo. Os antifingicos mais utilizados atualmente pertencem as classes dos
poliénicos, equinocandinas e principalmente os derivados azélicos (CHUDZIK, et al.,
2015; WHALEY, et al., 2017; LIMA et al., 2019).

No entanto, em virtude de variados fatores, como o0 uso rotineiro desses farmacos
na clinica, observa-se com maior frequéncia a resisténcia dos fungos ao tratamento
farmacoldgico (WHALEY, et al., 2017; BERKOW e LOCKHART, 2017). Dessa forma,
€ necessaria a busca por novos agentes quimicos com atividade antifungicos e que esses

sejam seguros e eficazes no contexto da aplicacédo clinica (BAIOTTO et al., 2023).

Diante disso, o0 presente trabalho tem como objetivo preparar e avaliar a atividade
farmacologica de derivados benzoxazois e benzotiazois frente a espécies de Candida com
a perspectiva de obter compostos biologicamente ativos e investigar parametros quimicos

relevantes para a bioatividade.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1. Considerac0es gerais sobre os fungos
Os fungos sdo organismos de vida livre, unicelulares ou pluricelulares, os

primeiros denominados leveduriformes e os dltimos filamentosos, heterétrofos e sua
reproducédo pode ser sexuada ou assexuada (BERKOW e LOCKHART, 2017; SANTOS
et al., 2018). Acredita-se que o numero de espécies fungicas existente esteja entre 1,5 e
5,1 milhdes, por consequéncia representam 0 segundo maior grupo de organismos
eucaridticos no planeta (STAJICH et al., 2009).

Assim sendo, estdo extensivamente distribuidos na natureza, logo, é possivel
encontra-los no ar, no solo, em aguas e colonizando outros seres vivos como animais e
plantas (RAJA et al., 2017; BOGAS et, al. 2022). Desempenham papel importante para a
manutencdo do equilibrio nos ecossistemas terrestres, uma vez que junto as bactérias sdo
0s principais decompositores da matéria organica, portanto, exercem uma funcéo
ecologica central no ciclo do carbono e -no processamento de outros nutrientes (RAJA et
al., 2017).

Além disso, algumas espécies sdo fundamentais para a sobrevivéncia de outros
organismos com 0s quais convivem em relagcdo de mutualismo. Entretanto, ha espécies
que sdo nocivas para plantas e animais, como 0s humanos, acarretando danos ao
organismo infectado e podendo leva-lo a morte (CHUDZIK, et al., 2015). Na condicao
de patdgenos geralmente se comportam como oportunistas, todavia, nos Gltimos anos
houve um aumento significativo na ocorréncia de infeccBes fungicas ndo sé em pacientes
hospitalizados ou imunocomprometidos, mas também em individuos que apresentam boa
condigdo de saude (BASMACIYAN et al., 2019). Diferentes estudos atribuem esse
acontecimento ao surgimento de cepas resistentes a terapéutica antifangica disponivel
(CHUDZIK, et al., 2015).

Cabe aqui salientar que sdo entidades de metabolismo extremamente versatil,
sendo capazes produzir substancias e catalisar reages quimicas diversas. O homem por
sua vez, desde a antiguidade, faz uso dessas propriedades para atender a diversas
finalidades, econdmicas e industriais (BOGAS et al. 2022). Assim, através da utilizacéo
de linhagens fungicas especificas pode-se sintetizar peptideos, vitaminas, enzimas, acidos
organicos (citrico e latico), antibidticos (penicilina), bebidas destiladas (MONTEIRO e
SILVA, 2009; ORLANDELLI ET etal., 2012).
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A titulo de exemplo, cabe citar a levedura Saccharomyces cerevisiae que através
da fermentac&o € responsavel pela producio de bebidas como cerveja e vinho, e pdo. E
importante destacar também a importancia dos fungos na producdo de antibioticos, tais
como o Penicillium brevicompactum, organismo a partir do qual foi descoberta a
penicilina por Alexander Fleming em 1956 e Acremonium chrysogenum, responsavel
pelo ponta pé inicial na descoberta das cefalosporinas. Gragas a esses organismos ocorreu
uma revolucdo na area da antibioticoterapia (BAIAO,2020; LIMA: TREVISAN, 2021).

2.2.Consideracdes gerais sobre 0 género Candida e candidiase
O género Candida spp. € composto por fungos unicelulares ou pluricelulares,

aqueles denominados leveduriformes e esses filamentosos, pertences ao Reino Fungi; séo
organismos eucariotos heterétrofos e sua reproducdo pode ser sexuada ou assexuada
(SANTOS et al., 2018). Este género é composto por diversas espécies, sendo que algumas
delas podem compor a microbiota humana (BERKOW e LOCKHART, 2017; SANTOS
etal., 2018).

Na microbiota humana, podem estar presentes de forma comensal nas mais
variadas regides do corpo, como epiderme, genitdlias e mucosas no geral
(BASMACIYAN et al., 2019; DA NOBREGA ALVES et. al., 2020). Frequentemente,
assumem a condicdo de patdgenos oportunistas, principalmente em condi¢des de
desequilibrio na microbiota do individuo acometido. Em se tratando de pacientes
imunocomprometidos a infeccdo pode ser grave e ocasionar a morte
(BHATTACHARJEE, 2016: BASMACIYAN et al., 2019).

A candidiase, termo de cunho genérico utilizado para descrever um conjunto de
doencas causadas por Candida spp., condiz a uma série de infeccdes que acomete
diferentes regies anatdbmicas, como pele, mucosa oral, unhas, ouvidos, genitalias e de
forma mais grave a circulagéo sistémica (BERKOW e LOCKHART, 2017). As espécies
de maior importancia clinica, devido a prevaléncia de infe¢do em humanos sédo: C.
albicans, C. glabrata, C. tropicalis, C. parapsilosis e C. krusei. Dentre essas espécies a
C. albicans é que merece maior atencdo devido sua maior incidéncia e importancia clinica
(LAHKAR et al., 2017; JEFFERY-SMITH et al., 2018).

O tratamento farmacoldgico da candidiase envolve uma variedade de farmacos,

sendo a escolha do tratamento inerente as condi¢cBes de salde do paciente e a
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caracteristicas intrinsecas a infecdo (CHUDZIK, et al., 2015; BERKOW e LOCKHART,
2017). Os antifungicos mais utilizados atualmente pertencem a classes dos poliénicos,
equinocandinas e principalmente os compostos derivados azélicos (CHUDZIK, et al.,
2015; BERKOW e LOCKHART, 2017; SANTOS et al., 2018; CAMPOS, et al., 2020;
DA ROCHA et al, 2021).

Em virtude de variados fatores, como o uso rotineiro desses farmacos na clinica,
observa-se com maior frequéncia a resisténcia de fungos do género Candida ao
tratamento farmacologico, como algumas cepas de Candida auris resistentes aos azélicos
e equinocandinas (BERKOW e LOCKHART, 2017; DU et al.,2020). Dessa forma, é
necessaria a busca por novos agentes com atividade antifungicos e que esses sejam
seguros e eficazes no contexto da aplicacdo clinica (BERKOW e LOCKHART, 2017;
FUENTEFRIA et al., 2018).

2.3.Terapia antifungica e resisténcia microbiana
Tendo em vista a grande quantidade de micoses humanas com variados niveis de

morbidade e mortalidade, desde micose superficial até sistémica, sabe-se que em algumas
situacbes as consequéncias de uma infeccdo podem ser drasticas para o individuo
acometido (ANN CHAI: DENING e WARN,2010). Destarte, visando um bom
progndstico do paciente, sdo fundamentais que o diagndstico e tratamento acontecam de
forma precoce (DA ROCHA et al., 2021). Além disso, o conhecimento epidemioldgico
relacionado as infeccBes fungicas, junto a condicdes geograficas, socioeconémicas e 0
entendimento do mecanismo de acao dos antifungicos sdo determinantes para a escolha
da terapia correta (SILVA: SANCHES: BAUKEN, 2022).

Os farmacos que compdem a terapia antifangica estdo distribuidos em diferentes
classes, dentre as principais pode-se mencionar: poliénicos (anfotericina B e nistatina),
azois, e equinocandinas (DENNING; BROMLEY, 2015; REZENDE et al., 2017). Estéo
presente na composicdo de medicamentos que sdo administrados através de diferentes
vias de administracdo, como intravenosa, oral e cutanea a depender do tipo de infeccéo e
regido anatdmica acometida (PORTO et al., 2021; SILVA: SANCHES: BAUKEN,
2022).

Os poliénicos sdo farmacos que possuem um anel lactdnico macrolideo em sua

estrutura quimica. Os representantes mais conhecidos do grupo sdo a anfotericina B e a
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nistatina (BENNET, 2006). A atividade farmacologica desses compostos € atribuida a
presenca de ligacdes duplas conjugadas no anel macrolideo e ao elevado nimero de
hidroxilas presente na molécula (BENNET, 2006; DENNING; BROMLEY, 2015). Esse
sistema interage com o ergosterol na membrana da célula fangica e forma poros que
alteram a permeabilidade da membrana, ocasionando perda de proteinas, carboidratos e
ions, resultando na morte celular. Geralmente sdo empregados no combate a infecgdes
causadas por fungos leveduriformes, como a candidiase (BENNET, 2006; REZENDE et
al., 2017; FERNANDES et al., 2021).

Os azois se dividem em dois grupos, imidazois e triazolicos, sdo antifungicos de
largo espectro que atuam inibindo a enzima C-14-a-desmetilase, dessa forma
interrompem a sintese de ergosterol na membrana celular (DENNING; BROMLEY,
2015; FERNANDES et al., 2021). Devido ao seu mecanismo de acdo provocam
alteragBes na fluidez e permeabilidade da membrana citoplasmaética, dificultando a
captacdo de nutrientes, inibindo e, consequentemente, desencadeando a inibicdo do
crescimento fangico, logo, sdo fungistaticos (BENNET, 2006; REZENDE et al., 2017;
FERNANDES et al., 2021; BHATTACHARYA; SAE-TIA; FRIES, 2020).

Os imidazoéis foram utilizados experimentalmente em 1967 e atualmente estdo
disponiveis para uso sisttmico ou topico. Miconazol, clotrimazol e cetoconazol sdo 0s
componentes do grupo (BERKOW e LOCKHART, 2017; DU et al.,2020). No grupo dos
triazolicos o fluconazol e o itraconazol apresentam largo espectro de atividade e
toxicidade reduzida, outros componentes do grupo sdo: cetoconazol, voriconazol,
posaconazol e ravuconazol (BENNET, 2006; REZENDE et al., 2017; FERNANDES et
al., 2021). Os antifangicos azdis sao amplamente utilizados na clinica no tratamento de
micoses superficiais, mucocutaneas e infecgoes sistémicas, ocasionadas por leveduras ou
fungos filamentosos, com destaque para o fluconazol utilizado no tratamento de
criptococose meningea, devido a sua alta penetracdo na barreira hematoencefalica
(FERNANDES et al., 2021; FRIES, 2020; OK et al., 2020).

Por fim, as equinocandinas, farmacos fungicidas, correspondem a lipopeptideos
semissintéticos, sua estrutura quimica apresenta hexapeptideos ciclicos nos quais esta
ligada uma cadeia lateral de &cido graxo ((DENNING; BROMLEY, 2015; FERNANDES
et al., 2021). Essa classe inibe a sintese de B-1,3-glucana sintase, um componente da
parede celular, por consequéncia, causa rupturas na célula fangica e desequilibrio
osmotico no microrganismo (DENNING; BROMLEY, 2015). Portanto, altera a
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distribuicdo de nutrientes, proteinas e carboidratos, visto que esses processos estdo
ligados a parede celular, todo esse conjunto de acontecimentos conduz & morte fungica
(MARTINEZROSSI; PERES; ROSSI, 2008). Entre os principais representantes desse
grupo estdo: caspofungina, anidulafungina e micafungina. Apresentam atividade contra
leveduras e fungos filamentosos (BENNET, 2006; REZENDE et al., 2017,
GHANNOUM, 2019; FERNANDES et al., 2021).

Cetoconazol

Micafugina

Figura 1: Estruturas quimicas das principais classes de antiflingicos disponiveis para uso clinico. Fonte:

O autor.

Nas Ultimas décadas, observa-se um aumento da resisténcia flngica a terapia
farmacoldgica, esse evento pode ser explicado pelo uso desenfreado de antifingicos na
area clinica e sobretudo ao uso irracional (SANTOS et al., 2009; DU et al.,2020).
Diferentes autores atrelam a resisténcia a um conjunto de fatores inerentes ao
metabolismo dos fungos, como: reducdo da captacdo do farmaco; modificacdo ou
degradacdo metabdlica dos farmacos; aumento do efluxo pelo bombeamento ativo do
antifingico (MARTINEZROSSI; PERES; ROSSI, 2008; BERKOW e LOCKHART,
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2017; FUENTEFRIA et al., 2018). Portanto, faz-se necessaria a busca por novos
farmacos com atividade antifingicos que apresentem baixa toxicidade e sejam eficazes
no contexto da aplicacéo clinica (SILVA: SANCHES: BAUKEN, 2022).

2.4. Produtos naturais como fonte de farmacos

Desde os tempos longinquos os produtos naturais séo utilizados para o tratamento
e cura de diversas patologias. Ha relatos da utilizacdo de ingredientes naturais para fins
medicinais desde aproximadamente 2.500 a.C. (antes de cristo) (NEWMAN e CRAGG,
2020). Todavia, 0 advento de farmacos sintéticos sé ocorreu no século XIX, com o
preparo do hidrato de cloral (1832), mesmo assim, os produtos sintéticos ganharam
destaque apenas apos a segunda guerra mundial (1939-1945). Além do mais, apesar de
todo o avango, nos dias de hoje mais de 50% dos farmacos disponiveis sdo derivados ou
inspirados em produtos naturais (NEWMAN e CRAGG, 2020).

Sabe-se que os produtos naturais podem ser oriundos de quatro fontes principais:
plantas, animais, organismos marinhos e microrganismos. No entanto, por razdes
histéricas e disponibilidade, as plantas se sobressairam em diferentes culturas e
localidades, pois representavam a principal, quando ndo a Unica, alternativa para o
tratamento das mais variadas enfermidades (DE MOURA et al., 2020: MEDEIROS et
al., 2023).

Quanto aos produtos de origem natural, sabe-se que possuem uma enorme
variabilidade quimica e estrutural devido as flutuacbes metabdlicas necessaria a
adaptacéo a diversas situacOes de estresse ambiental (NEWMAN e CRAGG, 2020). Por
esse motivo, permanecem como importante fonte de novos compostos
farmacologicamente ativos (CANSIAN et al., 2021).
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Figura 2: Farmacos derivados de produtos naturais com relevancia terapéutica. Fonte: Adaptado de
MUSHTAQ et al., 2018.

Nesse cenario, os fenilpropanoides despontam como uma classe de produtos
naturais altamente promissora na busca por novos farmacos (DO VALE et al., 2021). Sédo
amplamente distribuidos no reino vegetal, formados a partir da via biossintética do acido
chiquimico (MEDEIROS et al., 2023).

A classe é constituida por compostos formados pela unido de um grupo fenila a
uma cadeia lateral composta por trés carbonos, C6-C3 (CNA'ANI et al., 2017). Desse
modo, sdo moléculas comumente lipofilicas de baixo peso molecular, também
encontradas em OGleos essenciais de diversas plantas. Mediante a via biossintética
mencionada, o aminoacido aromatico fenilalanina é o precursor dessa classe quimica
(CNA'ANI et al., 2017: KOEDUKA et al., 2021).

2.5. Considerag0es gerais sobre o &cido cindmico e seus derivados
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O éacido cinamico (Figura 3), € um acido carboxilico com anel aromatico
pertencente ao grupo dos fenilpropanoides, também denominado de &cido 3-fenil-2-
propenoico, pode ser encontrado em uma infinidade de espécies vegetais, principalmente
em Cinnamomum zeilanicum (canela), razdo pela qual Ihe foi atribuido 0 nome cinamico
(FRANCA et al., 2021: DO VALE et al., 2021).

Na natureza esse metabolito, encontrado majoritariamente na forma trans, é
fisiologicamente relacionado aos hormonios vegetais do grupo das auxinas,
consequentemente, auxilia no crescimento e diferenciacéo celular vegetal (RUWIZHI e
ADERIBIGBE, 2020). Outrossim, alguns de seus derivados sdo responsaveis pela
protecdo da planta contra fungos, bactérias e insetos (PEPERIDOU et al., 2017;
PLOWUSZYNSKA e GLISZCZYNSKA, 2021).

OH

Figura 3: Estrutura quimica do acido cinamico.

Na atualidade a comunidade cientifica e o setor industrial farmacéutico investem
em estudos para investigar as propriedades terapéuticas do &cido cindmico (FRANCA et
al., 2021: DO VALE et al., 2021). Esses trabalhos sdo impulsionados por um conjunto
de atividade farmacoldgica atribuidas a substancia com baixo grau toxicidade para os
organismos vivos (Gunia-Krzyzak et al., 2018). Dentre as quais destacam-se as atividades
anti-inflamatoria, antioxidante, antiviral, antibacteriana e antifungica (JANELA, 2018:
DO VALE et al., 2021).

No entanto, 0 que mais chama atencdo € a atividade inibitoria de derivados do
acido cinamico frente a algumas linhagens de células neoplasicas mamarias (MCF-7) e
prostaticas (PC-3) induzindo apoptose (Gunia-Krzyzak et al., 2018; FRANCA et al.,
2021; FENG et al., 2022). Diferentes autores afirmam que essas propriedades
farmacoldgicas também estdo presentes em alguns produtos naturais relacionados ou

derivados do &cido cinamico, tais como o acido cafeico, acido ferulico, cido clorogénico
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e acido p-cumarico (Gunia-Krzyzak et al., 2018; Zeng & Lai, 2019; FRANCA et al.,
2021; FENG et al., 2022).

2.6. Propriedades gerais e relevancia industrial do benzoxazois e
benzotiazois
Quimicamente s&o compostos organicos caracterizados pela presenga de um sistema

biciclico heteroaromatico. Os benzotiazdis sdo formados através da fusdo de um anel 1,3-
tiazol a um anel benzénico, enquanto os benzoxazois tém sua estrutura composta por um
anel oxazolico fundido a um anel benzénico (PAL et al., 2018; LIAO et al., 2018). Dessa
forma, a Unica diferenca estrutural entre as duas classes de compostos é a substituicdo de
um atomo de oxigénio por um atomo de enxofre no anel oxazélico, formando o anel 1,3-
tiazol (PAL et al., 2018; LIAO et al., 2018). Conforme ilustrado na Figura 4 abaixo.

R

/

Figura 4: Nucleo estrutural comum aos derivados benzoxazois e benzotiazdis sintetizados, onde R

corresponde ao O ou S, respectivamente.

Ao longo dos anos, esses dois grupos de sustancias tém sido objeto de estudo de
diversos pesquisadores, assim, em decorréncia desse esfor¢co possuem uma infinidade de
aplicacdes nos diferentes seguimentos da industria quimica e farmacéutica (LUONGO et
al., 2016; KIM et al., 2017).

No ambito da industria quimica sdo empregados na producdo de corantes, polimeros e
agroquimicos (CHIKHALE, et al., 2017). Cabe destacar aqui os 2-hidroxibenzotiazois,
2-aminobenzotiazois, 2-metilbenzotiazdis e 2-mercaptobenzotiazodis. Esses produtos séo
utilizados como matéria-prima para a producdo de borracha, couro, papel, biocidas,
inibidores de corroséo, e tantas outras (AVAGYAN et al., 2015; KLOEPFER et al., 2005;
LUONGO et al., 2016). No campo da industria farmacéutica vém ganhado cada vez mais
relevancia, pois sdo detentores de diversas atividades biologicas, como por exemplo

antineoplasica, anti-inflamatoria, antimicrobiana e tantas outras (O'Donnell et al., 2010:


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S187853521400135X#b0105
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CHIKHALE, et al., 2017 : KIM et al., 2017). Dito isso, sabe-se que atualmente farmacos
derivados da classe dos benzoxazois estdo disponiveis para uso clinico (Figura 5), a
exemplo do flunoxaprofeno e benoxaprofeno (anti-inflamatdrios ndo esteroidais),
calcimicina (antibiotico) e boxazomicina B (antibacteriano) (LUO, ZHANG e GAO,
2018: KAKKAR et al., 2018).

HO HO
N N
o o o o

Flunoxaprofeno

Benoxaprofeno

HO N N:(
N N
0 s \ 7
COOH :
HO
Calcimicina Boxazomicina B

Figura 5: Farmacos com nucleo benzoxazol. Fonte: Adaptada de LUO; ZHANG; GAO, 2018:
KAKKAR et al., 2018).

Atualmente, em decorréncia dos avangos voltados a area de sintese organica e
quimica medicinal, estdo disponiveis muitos métodos para a sintese de derivados
benzoxazdis e benzotiazdis. Nessa perspectiva, investimentos sdo realizados para o
desenvolvimento reagentes com menor periculosidade e impacto ambiental
(PRAJAPATI et al., 2014).

Desta forma, ha varios métodos que podem ser utilizados na sintese de
benzotiazois, tais como as que empregam reacdes de condensacdo. Nesse ambito, ha a
condensagdo de orto-aminotiofenol com aldeidos (I) (PRAJAPATI et al., 2014),
condensacdo de hidroximetilfurfural e orto-aminobenzenotiol na presenca de acido
acético (AcOH) (I1) (PRAJAPATI et al., 2014), condensagdo de orto-aminobenzenotiois
substituidos e cetonas em refluxo (I11) (PRAJAPATI et al., 2014), reacdo de 2-
aminotiofenol e 2-aminofenois com aldeidos na presenca de hidrotalcita (1) (SAHU,
2017), sintese de 2-(2,2,2-trifluoroetil)benzotiazois pela reacdo de orto-aminofenais e 2-

bromo-3,3,3-trifluoropropeno na presenca de enxofre elementar (V) (LI et al., 2019),
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conforme no Esquema 1, entre tantos outros métodos sintéticos modernos disponiveis na

literatura.

NH, o N
Etanol A\
R R
H S
SH
NH, o s o oH
II R + 7 AcOH R
SH N

(o]

S
NH, R1)J\ R,
R / R1 + RZ_H
III R Refluxo/ 2-24 h N
SH H,0
O%C/H

Hidrotalcita

»w  Z2

T
+
A

Z\(I’
A

NH, Br Sg (8 equivalente) S CF,
v R N /l\ NaHCO; (3 equivalente) g />_/
ADVN/B,Pin, N
OH 3

DMF, 100°C, 15 h

AcOH: Acido acético; HO,: Agua

Sg: Enxofre; DMF: Dimetilformamida
ADVN: 2,2'-biazol-(2,4-dimetilvaleronitrila)
B,Pin,: bi(pinacolato)diboro

Esquema 1: Reagdes de sintese de benzotiazéis. Fonte: Adaptado de PRAJAPATI et al., 2014; SAHU,
2017; NGUYEN e RETAILLEAU, 2017 e LI et al., 2019.

Assim como para 0s benzotiazois, também estdo disponiveis uma grande
quantidade de metodologias voltadas para a sintese de benzoxazdis. A titulo de exemplo
cabe aqui citar: transformacéo em cascata induzida por anulacéo de 5-iodo-1,2,3-triazoéis
em 2-(1-aminoalquil) benzoxazdis (1) (KOTOVSHCHIKOV et al., 2018), sintese de 2-
(2,2,2-trifluoroetil)benzoxazéis pela reacdo de orto-aminofendis e 2-bromo-3,3,3-
trifluoropropeno na presenca de enxofre elementar (I1) (LI et al., 2019), sintese de
derivados benzoxazdéis usando a atividade catalitica de polietilenoglicol ligado ao acido
sulfonico (PEG-SOszH) (111) (CHIKHALE et al., 2017), sintese de derivados benzoxazois
catalisada por silica suportada em niquel (1V) (MADDILA ET AL., 2012), acoplamento

de rearranjo oxidativo promovido por enxofre elementar entre orto-aminofendis e cetonas


https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/sulfonic-acid
https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/sulfonic-acid
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(V) (NGUYEN e RETAILLEAU, 2017), conforme ilustrado no Esquema 2. Neste
estudo os derivados benzoxazois e benzotiazois foram preparados seguindo a mesma
metodologia, denominada sintese mediada por enxofre elementar via acoplamento
descarboxilativo de 2-hidroxi/mercapto/amino-anilinas com acidos cindmicos, que € uma
abordagem de baixo custo e segura, além de ndo utilizar reagentes de elevado poder

oxidante. Essa metodologia foi proposta por Guntreddi e colaboradores (2016).

S
R1_N
N R4
L / 0
N\ \ I + HN\ 10% CUI, Et3N N=—

N Dioxano
% Rz 100 °C/16 h 0
OH
NH, Br . IS; éieq3ulvalf>ntl€:) 0 oF,
I R n a 3(3 equivalente) R /> /
ADVN/B,Pin, N
OH CFs °
DMF, 100°C, 15 h

NO
2 o PEG-SO;H o
III R + — R —R
)k Aquecimento / !
OH R, H N

NO,
Ni-SiO °
v + RCHO 510, >,
EtOH Ve
OH N

NH, o N R
V R + SH,+ )k 80°C,16h _ R, \> /
OH H,C R N-metilmorfolina o

ADVN: 2,2'-biazol-(2,4-dimetilvaleronitrila)

B,Pin,: bi(pinacolato)diboro; Sg; Enxofre
PEG-SO;H: Polietilenoglicol ligado ao acido sulfonico
Ni-SiO,: Silica suportada por niquel

EtOH: Etanol

Esquema 2: Reacdes de sintese de benzoxazois. Fonte: KOTOVSHCHIKOV et al., 2018; LI et al.,
2019; CHIKHALE et al., 2017; MADDILA et al., 2012 e NGUYEN e RETAILLEAU, 2017.
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2.7. Potencial terapéutico dos benzoxazois e analogos

Em virtude da escassez de alternativas terapéuticas eficazes e isentas de toxicidade
para o tratamento das mais variadas doencas, diversos trabalhos foram desenvolvidos com
a finalidade de investigar a aplicacdo clinica de derivados benzoxazois e/ou benzotiazdis
no contexto das ciéncias médicas e farmacéuticas. Assim, gracas a esse esforco, pesquisas
recentes atribuem diversas atividades bioldgicas a essas classes de compostos (LUO et
al., 2018: (KAUR et al., 2018).

De acordo com essa perspectiva, dados da literatura relatam que derivados
benzoxazobis apresentaram notavel atividade farmacoldgica. Entre as mais proeminentes,
pode-se mencionar a atividade antitumoral frente a células leucémicas humanas (HL-60)
(OKSUZOGLUET et al., 2017), atividade antibacteriana frente a Escherichia coli e
Sthaphylococcus aureus (MISHRA et al., 2019), inibig&o seletiva da ciclooxigenase 2
(KAUR et al., 2018), inibicdo da ativacdo de mastdcitos via lipopolissacarideo (CHO et
al., 2018) e atividade antiparkinsoniana via inibicdo seletiva e reversivel da
monoaminoxidase B (NAM et al., 2017).

Nesse ambito, estudos recentes evidenciam que derivados benzotiazdis também
se apresentam como candidatos promissores na busca por novos farmacos, visto que essas
substancias demonstraram uma variedade de atividade bioldgica em estudos
experimentais (SONWANE et al., 2008: MISHRA et al., 2019). Dentre as atividades que
mais despertam interesse atualmente, destacam-se a antitumoral (IRFAN et al., 2020),
antifungica (LUO et al., 2018), antibacteriana (MISHRA et al., 2019), antiviral
(AKHTAR et al 2008), antileishmania e anti-inflamatéria (SONWANE et al., 2008).

2.8. Metodologia de sintese dos benzoxazdis e benzotiazdis

O presente estudo aborda uma proposta inovadora para a sintese de benzoxazois
e benzotiazois, sendo essa metodologia facil, pratica e segura, uma vez que nédo utiliza
agentes oxidantes fortes e nem sais metalicos comumente utilizados em outras
abordagens (GUNTREDDI et al., 2016).

Desse modo, o0s compostos sdo preparados por meio do acoplamento
descarboxilativo de derivados do acido cinamico com um reagente acoplador. Na reagédo
0s agentes acopladores utilizados sdo: 2-amino-4-metilfenol, 2-amiotiofenol e 4-cloro-2-
aminofenol (GUNTREDDI et al., 2016).
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Cabe frisar que as reacbes acontecem em meio alcalino, no qual a 4-
metilmorfolina foi empregada como solvente. Essa substancia apresenta em sua estrutura
quimica a funcdo amina e, portanto, é capaz de ser protonada no meio reacional,

funcionando como base.

No que tange ao meio e a composi¢do reacional, a obtengdo dos benzoxazdis e
benzotiazois ocorre com a adicdo dos reagentes a um tubo pressurizacdo de 4 mL,
empregando-se, além do derivado do acido cinamico e agente acoplador, a 4-
metilmorfolina como solvente e o enxofre elementar como catalizador. A mistura
reacional permanece sob agitacdo magnética e aquecimento em banho de 6leo (130° C),
durante 15 horas (GUNTREDDI et al., 2016). Conforme ilustrado no esquema abaixo
(Esquema 3).

a) 4-metilmorfolina, Sg, 130°C/15 horas
R=0 benzoxazois

(o]
RH N R
OH g R,
+ R, —_— //
N
NH,
R,

R=S benzotiazois

Esquema 3: Representacdo geral da sintese dos benzotiazéis e benzoxazois. Fonte: adaptado de
GUNTREDDI et al., 2016.
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S
X _COOH . _COO CoO"
BASE; BASE
Sg
RH
NH,
HR HR
HRs |
H
N Sg CN N
Cj n — — M :
Y| €00 x_-C00 Coo
NS,
SH
HR R
\
N
HN
CoO" ) )
X
SH Cco, H,S R=0ouS

Esquema 4: Mecanismo reacional proposto. Fonte: Adaptado de GUNTREDDI et al., 2016.

2.9. Relagdo entre estrutura quimica e atividade biolégica

Na contemporaneidade diversas abordagens sd@o continuamente empregadas na
elaboracdo dos estudos de relacdo estrutura-atividade (REA). Nesse contexto diferentes
ferramentas exploram a afinidade e seletividade dos compostos com alvos biol6gicos
selecionados, assim, sdo validados diferentes pardmetros e propriedades, como:
farmacocinética de absorcao, distribuicdo, metabolismo, excrecao e toxicidade (SANTOS
etal., 2021: DA COST et al., 2022).

Neste ambito, procura-se estabelecer os efeitos que a estrutura quimica de um
determinado composto (ligante) pode provocar ao interagir com estruturas biologicas de
um determinado modelo em estudo, geralmente receptores farmacologicos, como

enzimas, canais iénicos, acidos nucleicos, dentre outros. Sabe-se que esse tipo de estudo
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desempenha um papel muito importante no desenvolvimento de novos farmacos e na
formulacéo de medicamentos (SANTOS et al., 2021: DA COSTA et al., 2022).

Assim, quando se trabalha com uma colecdo de moléculas estruturalmente
relacionadas, busca-se compreender melhor os efeitos que modificacbes na estrutura
quimica dos compostos repercutem na atividade bioldgica. Nessas circunstancias, séo
estudados os efeitos da insercdo de diferentes grupos substituintes em variados sitios
moleculares, com isso sdo moduladas caracteristicas fisico-quimicas como solubilidade,
hidrofilicidade e lipofilicidade. Tudo isso com o objetivo de aumentar o efeito
farmacologico e de reduzir a toxicidade (SILVEIRA, CARVALHO e MATOS, 2021: DO
NASCIMENTO et al., 2021).

3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Preparar e avaliar a atividade antimicrobiana de uma colecdo de derivados

benzoxazois e benzotiazdis frente a Candida spp.

3.2. Objetivos especificos

e Preparar uma colecdo de derivados benzoxazdis e benzotiazdis;

e Avaliar a atividade bioldgica dos compostos frente a cepas de Candida spp.;

e Tracar uma relagdo estrutura-atividade dos benzoxazdis e benzotiazdis
preparados;

e Definir caracteristicas quimico-estruturais para o desenvolvimento de

moléculas com melhor perfil farmacoldgico.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Planejamento do estudo
No presente estudo, preparou-se uma coleccdo de derivados benzoxazois e

benzotiazois a partir de derivados do acido cinamico e derivados. A estrutura quimica dos

compostos foi confirmada pelo uso das técnicas de Espectroscopia no Infravermelho (1V),
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Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN de *H) e de Carbono Treze (RMN
de 13C) e Espectrometria de Massas, além de dados disponiveis na literatura cientifica.
Apobs a confirmacdo estrutural, os derivados sintéticos foram submetidos a
avaliacdo antifungica frente as cepas de Candida albicans, Candida tropicalis e Candida
krusei. Uma analise de REA dos compostos foi realizada para identificar caracteristicas

quimicas importantes para a atividade bioldgica, conforme resumido no Esquema 5

abaixo.
Preparo dos derivados benzoxazois e benzotiazois
Testes antiflingicos
Candida albicans Candida tropicalis Candida krusei

- Relacao estrutura-atividade «~————

Esquema 5: Planejamento das etapas do estudo.
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2-benzil-5-metilbenzo[d]oxazol (1)  2-(2-fluorobenzil)-5-metilbenzo[d]oxazol (2) 5-metil-2-(4-metilbenzil)benzo-
[d]oxazol(3)

ﬁ*@ Q%@@ @:%Q

2-(benzo[d][1,3]dioxol-5-ilmetil)-5

2-(4-metoxibenzil)-5- metllbenzo[d]oxazol (4) -metilbenzo[d]oxazol (5) 2-(4-metilbenzil)benzo[d]tiazol (6)

s s S
(I / ¢

N N /
/ ’

2-(2-metoxibenzil)benzo[d]tiazol (7) 2-(3,4- dlclorobenzﬂ)benzo tlazol (8) 2-(3-metoxibenzil)benzo[d]tiazol (9)

5-cloro-2-(3-metoxibenzil)benzo[d]oxazol (10)  5-cloro-2-(2-metoxibenzil)-benzo- 5 cloro-2-(4-metilbenzil)benzo-

[d]oxazol (11) dJoxazol (12)

o

2- (benzo d][1,3]dioxol-5-ilmetil)-5-clorobenzo-
[d]oxazol (13)

Figura 6: Estrutura quimica dos benzoxazoéis e benzotiazdis preparados. Fonte: O autor.

4.2. Etapa quimica

4.2.1. Preparo dos derivados benzoxazois e benzotiazdis
Todos os compostos foram preparados de acordo com a seguinte metodologia:

acoplamento descarboxilativo mediado por enxofre elementar de 2-amino-4-metilfenol
(1-5), 2-aminotiofenol (6-9) e 2-amino-4-clorofenol (10-13) com derivados do &cido
cindmico. A sintese ocorreu em tubo pressurizagdo, no qual a mistura reacional
permaneceu sob agitacdo magnética e aquecimento em banho de éleo (130° C) durante
15 horas (GUNTREDDI et al., 2016).
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Os primeiros benzoxazois (1-5) foram obtidos por intermédio do acoplamento
desboxilativo de derivados do &cido cindmico com 2-amino-4-metilfenol. Os derivados
do &cido cinamico utilizados foram: o proprio &cido cindmico, acido 2-fluorocinamico,
acido 4-metilcinamico, &cido 4-metoxicinamico e &cido 3,4-metilenodioxicindmico,

conforme o Esquema 6.

OH
SN OH
+ | a 5 3a
R | 3 4
NH, Z

a) 4-metilmorfolina, Sg, 130°C/15 horas

(1) R= H; (2) R= 2'-F; (3) R= 4'-CH;; (4) R= 4-OCH;; (5) R=2',3'-OCH,0

Esquema 6: Reacédo de acoplamento descarboxilativo utilizando 2-aminotiofenol e acidos cindmicos.

Fonte: O autor.

Assim, foram obtidos os seguintes benzoxazois: 2-benzil-5-metilbenzo[d]oxazol
(1), 2-(2-fluorobenzil)-5-metilbenzo[d]oxazol (2), 5-metil-2-(4-
metilbenzil)benzo[d]oxazol (3), 2-(4-metoxibenzil)-5-metilbenzo[d]oxazol (4) e 2-
(benzo[d][1,3]dioxol-5-ilmetil)-5-metilbenzo[d]oxazol (5). Os rendimentos variaram
entre 7,35% e 26,34%.

Na obtencdo dos benzotiazdis (6-9) utilizou-se o 2-aminotiofenol como agente
acoplador e os seguintes derivados do acido cinamico como material de partida: acido 4-
metilcindmico, acido 2-metoxicindmico, é&cido 3,4-diclorocindmico e acido 3-

metoxicinamico, conforme o Esquema 7.

SH o
NH,

a) 4-metilmorfolina, Sg, 130°C/15 horas

(6) R=4'-CH; (7) R=2'-OCHy; (8) R= 3'-Cl; 4'-Cl; (9) R= 3'-OCH;

Esquema 7: Reacéo de acoplamento descarboxilativo utilizando 2-amino-4-clorofenol e &cidos

cinamicos. Fonte: O autor.
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Dessa forma  foram  obtidos o0s  seguintes compostos:  2-(4-
metilbenzil)benzo[d]tiazol  (6), 2-(2-metoxibenzil)benzo[d]tiazol (7), 2-(3,4-
diclorobenzil)benzo[d]tiazol (8) e 2-(3-metoxibenzil)benzo[d]tiazol (9). As reacdes

apresentaram rendimento entre 15,83 e 29,85%.

Os derivados benzoxazois (10-13) foram preparados utilizando como material de
partida o 2-amino-4-clorofenol e os seguintes derivados do &cido cinamico: acido 3-
metoxicindmico, acido 2-metoxicindmico, &cido 4-metilcindmico e acido 3,4-

metilenodioxicinamico, conforme o Esquema 8 abaixo.

o) 7

OH
\ OH a
—_——
+ R cl 5 p 3a
Cl NH,

a) 4-metilmorfolina, Sg, 130°C/15 horas

(10) R= 3'-OCH;; (11) R= 2'-OCH; (12) R= 4'-CHy; (13) R= 3'4'-OCH,0

Esquema 8: Reacéo de acoplamento descarboxilativo utilizando 2-amino-4-clorofenol e &cidos

cinamicos. Fonte: O autor.

Na presente etapa, foram obtidos os seguintes benzoxazéis: 5-cloro-2-(3-
metoxibenzil)benzo[d]oxazol (10), 5-cloro-2-(2-metoxibenzil)benzo[d]oxazol (11), 5-
cloro-2-(4-metilbenzil)benzo[d]oxazol (12) e 2-(benzo[d][1,3]dioxol-5-ilmetil)-5-
clorobenzo[d]oxazol (13). Os rendimentos reacionais ficaram entre 7,47 e 21,48 %.

Apds o preparo e purificacdo, aos compostos foram atribuidos parametros fisico-
quimicos, reacionais e observacionais, como ponto de fusdo, fator de retencdo,

rendimento reacional e aspecto, conforme a Tabela 1.



Tabela 1: Dados fisico-quimicos e experimentais dos produtos obtidos

6 7a

R, 5 : 3a
(1) R=0; R;=CH;; R,=H (8) R=S; R;=H; R,=3"-Cl, 4-Cl
(2) R=0; Ry= CHy; Ry=2"-F (9) R=S; R;=H; R,=3"-OCH;
(3) R= 0; R;= CH;; Ry= 4-CH, (10) R= 0; R;= Cl; R,=3'-OCHj,
(4) R= 0; R;= CH;; R,=4'-0OCHj,4 (11) R= 0; R;= Cl; R,=2-OCHj,
(5) R=0; Ry= CHy; R,=3'4-OCH,0  (12) R=0; R;= Cl; Ry=4'-CHj,
(6)R=S; R;=H; R,=4'-CH; (13) R= O; R;= Cl; R,= 3'4-OCH,0
(HHR=S; Rj=H; R,=2-OCH;

Purificacdo em

Composto Formula Massa Molar Tempo de Coluna Massa Rendimento Aspecto Hex:AcOEt  Ponto de
Molecular (g/mol) Reacdo (h) (Hex:AcOEt) (mg) (%) Rf (cm) Fusdo (°C)
1 CisH1sNO 223,27 15 98:2 55,30 10,16 Sélido amorfo marrom 9:1(0,61) 49,5-51,0
2 CisH12FNO 241,09 15 98:2 46,50 7,94 Sélido amorfo amarelo 9:1(0,44) 92-93
3 CisH1sNO 237,12 15 98:2 41,90 7,35 Liquido amarelo 9:1(0,57) -
4 Ci6H15sNO; 253,11 15 98:2 63,60 10,33 Oleo laranja 9:1(0,42) -
5 Ci6H13NO3 267,09 15 98:2 171,20 26,34 Solido amorfo marrom 9:1(0,29) 68-69
6 CisHi3NS 239,08 15 98:2 98,40 15,83 Soélido amorfo vermelho  9:1 (0,42) 46-47
7 CisH13sNOS 255,07 15 98:2 164,10 24,75 Oleo amarelo 9:1(0,38) -
8 C14HoCI2NS 292,98 15 98:2 196,20 25,82 Sélido amorfo amarelo 9:1 (0,45) 53-54
9 CisH13sNOS 255,07 15 98:2 198,00 29,85 Oleo vermelho 9:1(0,41) -
10 C15H12CINO; 273,06 15 98:2 122,50 21,48 Sélido amorfo amarelo 9:1 (0,50) 51-52
11 C15H12CINO; 273,06 15 98:2 77,90 13,66 Oleo amarelo 9:1 (0,66) -
12 CisH12CINO 257,06 15 98:2 59,10 11,03 Sélido amorfo amarelo 9:1 (0,46) 52-54
13 Ci15H1,CINO; 287,03 15 98:2 44,80 747 Sélido amorfo amarelo 9:1(0,44) 77-88

Fonte: O autor.
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4.3. Analise espectroscopica dos benzoxazois e benzotiazois
A confirmacgdo estrutural dos compostos foi estabelecida por meio das técnicas de

Espectroscopia no Infravermelho (IV), Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN
de *H) e Carbono Treze (RMN de 13C).

4.3.1. Espectroscopia no Infravermelho
A espectroscopia no infravermelho (IV) foi empregada para auxiliar na identificacdo das

estruturas dos compostos preparados, indicando os grupos funcionais presentes na estrutura
quimica dos compostos.

Na andlise dos espectros observou-se a presenca de bandas e estiramentos norteadores, logo,
esse conjunto de informacbes tornou possivel a identificagdo dos compostos quando
confrontado com os espectros de ressonincia magnética nuclear de carbono (**C) e hidrogénio
(*H), e comparados aos dados disponiveis na literatura cientifica.

Dentre os sinais observados nos espectros (Tabela 2) pode-se observar: bandas de absorgéo
entre 2850 e 3000 cm™ referente ao estiramento C-H sp; também estdo presentes bandas entre
3000 e 3150 cm™ atribuidas ao estiramento C-H de carbonos sp?. Nota-se também bandas aos
pares nas proximidades de 1600 e 1400 cm™ que sdo referentes ao estiramento C=C dos anéis
aromaticos, ao passo que absorcdes intensas e estreitas ente 1300 cm™ e 1150 cm™ estdo
relacionadas a presenca da ligacdo C-C. Em adicdo, houve bandas entre 1150 e 1050
relacionadas a ligacdo C-O, finalmente, bandas de absor¢do em torno de 800, 700 e 600 sdo

referentes aos estiramentos de anéis aromaticos substituidos.



v(C=C) ar.

v(C-C)

V Benzeno

Tabela 2: Dados da espectroscopia no infravermelho — estiramentos (V') dos compostos inéditos em cm™

V(C-H) sp?

v(C-0)

R:  substituido V/(C-H) sp®

(2) R= O, Rlz CH3, R2: 2'-F

(10) R= O; R,= CI; R,= 3'-OCH,
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(5) R=0; R=CH;3; R,=3"4'-OCH,0 (11) R= O; R;=CI; R,=2'-OCHj
(8 R=S; Rj=H; R,=3"-Cl 4'-Cl (13) R= O; R;=CI; R,=3"4'-OCH,0
Composto V(C-H) sp2 V(C-H) sp3 v(C=C) ar. v(C-C) v(C-0) V Benzeno substituido
2 3066 2967 1535, 1455 1227 1092 753
5 3062 2923 1564, 1486 1243 1117 802, 673, 619
8 3055 2909 1469, 1556 1230 - 758, 631
10 3001 2938 1490, 1451 1256 1147 800, 687
11 3011 2924 1493, 1450 1245 1111 749
13 3101 2900 1441, 1498 1240 1139 802, 703, 619

Fonte: O autor.



44

4.3.2. Analise de Ressonancia Magnética Nuclear de 'H e 13C

Por meio da anélise dos dados de RMN de 'H (Tabelas 3 e 4) e de *C obtidos (Tabela 6)
referentes aos compostos pode-se confirmar a estrutura dos benzoxazéis e benzotiazobis
preparados. A presenca dos deslocamentos quimicos e multiplicidade dos sinais em regides
caracteristicas do espectro evidenciam que ocorreu a formacdo dos produtos, visto que se
observa uma boa correlacdo entre as integrais e 0 nimero hidrogénios presente nos compostos.

Dentre os sinais carateristicos pode-se mencionar: um simpleto com deslocamento quimico
em torno de 4,20 ppm (H-1a) com integral igual a dois no espectro de RMN *H presente em
todos os compostos. Os benzoxazéis (1 a 5; 10 a 13) apresentam como sinais carateristicos: um
duplo dupleto, dubleto ou um multipleto entre 7,66 e 7,64 ppm (H-4), um duplo dupleto ou
multipleto entre 7,29 e 7,26 ppm (H-6) e um dupleto ou multipleto ente 7,40 e 7,37 ppm (H-7).
Enquanto os benzotiazois (6 a 9) possuem como sinais comuns quatro duplo dubleto de dubletos
relacionados a presenca do anel benzotiazol ndo substituido. Esses sinais ocorram em
deslocamento quimicos entre 7,81 e 7,77 ppm (H-7), 8,02 e 7,98 ppm (H-4), 7,48 e 7,42 ppm
(H-5) e 7,36 e 7,33 ppm (H-6). Contudo, em algumas ocasifes esses sinais se apresentaram
como multipletos.

Por meio da interpretacio dos espectros de RMN de *3C, ¢ possivel observar a presenca de
alguns sinais com deslocamento quimico caracteristico, que sdo referentes aos nucleos
benzoxazol e benzotiazol. Em relacdo aos benzoxazois (1 a 5 e 10 a 13) pode-se mencionar
deslocamentos quimicos de carbonos proximo a: 265,00 (C-2), 149,00 (C-7a), 141,00 (C-3a);
134,00 (C-5), 119,00 (C-4), 125,00 (C-6), 109,00 (C-7) e 35,00 (C-1a). No que tange aos
benzotiazdis (6 a 9), nota-se sinais em comum proximos a: 171,00 (C-2), 153,00 (C-3a), 137,00
(C-7a), 126,00 (C-7), 124,00 (C-5), 121,00 (C-4) e 122,00 (C-6).

E importante salientar que nos espectros de RMN de carbono treze foi observada a
concordancia entre a quantidade de sinais e 0 nimero de atomos de carbonos na respectiva
estrutura quimica. Por fim, para auxiliar na atribuicdo dos picos recorreu-se a consultas na

literatura e ao uso de softwares especificos, como o0 ChemDraw e MestReNova.
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Tabela 3: Assinalamento dos deslocamentos quimicos de RMN de *H (;H) para os compostos inéditos (2, 5 e 8).

Composto 2 Composto 5 Composto 8
Carbonos sH (ppm) Carbonos sH (ppm) Carbonos sH (ppm)
1’a 4,30 (s, 2H) 1’a 4,15 (s, 2H) 1’a 4,38 (s, 2H)
2 - 2 - 2 -
3a - 3a - 3a -
4 7,47-7,45 (m, 1H) 4 7,46-7,45 (m, 1H) 4 8,00 (ddd, J = 8,20; 1,20 € 0,76 Hz, 1H)
5 - 5 - 5 7,46 (ddd, J=8,32; 8,16 e 1,24 Hz, 1H)
6 7,13-7,07 (m, 4H) 6 7,09 (dd, J = 8,00 e 0,50 Hz, 1H) 6 7,36 (ddd, J=8,08; 7,20 e 1,24 Hz, 1H)
7 7,34 (d, J =8,00 Hz, 1H) 7 7,33 (d, J =8 Hz,1H) 7 7,81 (ddd, J = 8,08; 2,40 € 0,72 Hz, 1H)
78 - 7a - Ta -
1 - 1 - 1 -
2’ - 2’ 6,86 (d, J = 1,50 Hz, 1H) 2’ 7,46 (d, J=2,40; 1H)
3 7,29-7,25 (m, 1H) 3 - 3 -
4 7,13-7,07 (m, 4H) 4 - e _
5 7,13-7,07 (m, 4H) 5 6,77 (d, J = 8,00 Hz, 1H) 5 7,41 (d, J= 8,32 Hz, H5’; 1H)
6’ 7,13-7,07 (m, 4H) 6’ 6,82 (dd, J = 8,00 e 1,50 Hz, 1H) 6’ 7,20 (dd, J = 8,16 € 2,08 Hz, 1H)
5-Me 2,45 (s,3H) 5-Me 2,44 (s, 3H)
3’,4’-OCH20 5,93 (s, 2H)

Fonte: O autor.
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Tabela 4: Assinalamento dos deslocamentos quimicos de RMN de *H (;H) para os compostos inéditos (10, 11 e 13)

5 4
Cl
Composto 10 Composto 11 Composto 13
Carbonos sH (ppm) Carbonos sH (ppm) Carbonos sH (ppm)

I’a 4,28 (s, 2H) 1’a 4,23 (s, 2H) I’a 4,17 (s, 2H)

2 - 2 - 2 -

3a - 3a - 3a -

4 7,65 (d, J = 2,00 Hz, 1H) 4 7,66 (d, J =2,00 Hz, 1H) 4 7,66 (dd, J = 2,40 € 0,80 Hz, 1H)
5 - 5 - 5 .

6 7,31-7,22 (m, 3H) 6 6 7,27 (dd, J = 8,80 e 2,40 Hz, 1H)
7 7,36 (d, J = 8,80 Hz, 1H) 7 7,38 (d, J = 8,50 Hz, 1H) 7 7,38 (dd, J = 8,80 € 0,80 Hz, 1H)
Ta - Ta - Ta -

r - r - r -

2’ 6,97-6,92 (m, 1H) 2 - 2’ 6,85 (dd, J = 1,60 e 0,40 Hz, 1H)
3 - 3 6,90-6,89 (m, H3’, 1H) 3 -

4 6,91 (d, J = 8,00 Hz, 1H) 4 7,28-7,24 (m, 2H) 4 -

5 7,31-7,22 (m, 3H) 5 6,95-6,93 (m, H5’, 1H) 5 6,78 (dd, J = 8,40 e 0,40 Hz, 1H)
6’ 7,31-7,22 (m, 3H) 6’ 6,83 (ddd, J = 8,50; 2,50 e 1,00Hz,1H) 6’ 6,83-6,80 (m, 1H)

3’-MeO 3,81 (s, 3H) 2’-MeO 3,80 (s, 3H) OCH:0 5,94 (s, 2H)

Fonte: O autor.



Tabela 5: Assinalamento dos deslocamentos quimicos de RMN de 3C (;C) para os compostos inéditos (2, 5, 8, 10, 11 e 13)

(2) R=0; R;= CH;; R,=2'"-F (10) R= O; R,= Cl; R,= 3'-OCH,

(5) R= 0; R;= CH;; Ry=3'4-OCH,0 (11) R= O; R,= Cl; Ry= 2'-OCH,

(8)R=S; R,=H; R,=3-Cl, 4'-Cl (13) R= O; R;= CI; R,= 3'.4'-OCH,0

Composto 2 5 8 10 11 13
Carbono sC sC sC sC sC sC

1’a 28,49 35,09 39,59 29,74 35,40 35,08
2 164,43 165,47 169,17 167,34 166,68 166,90
3a 141,63 141,64 153,35 142,82 142,61 142,64
4 119,93 119,88 121,72 120,88 120,01 120,04
5 134,19 134,14 125,28 129,66 135,93 129,89
6 125,96 125,89 123,07 124,85 125,19 125,20
Ta 149,40 149,40 137,33 149,70 149,78 149,77
7 109,99 109,94 126,34 110,93 111,36 109,58
1 122,25 128,58 135,66 129,08 129,87 128,03
2’ 162,00 109,58 131,16 119,08 160,07 111,33
3 115,69 148,07 132,95 157,52 113,03 148,19
4 129,36 146,98 131,68 111,25 121,45 147,18
5 124,49 108,62 130,87 130,62 114,91 108,71
6’ 131,24 122,28 128,60 123,14 130,04 122,37
R1 21,57 21,56 - - - -
R2 - 101,22 - 55,70 55,39 101,31

Fonte: O autor.
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4.3.3. Espectrometria de massas dos compostos ineditos
Os espectros de massas dos compostos inéditos na literatura foram obtidos por meio de

andlise no espectrdmetro de massas de alta resolu¢do com ionizacdo por MALDI (Matrix-
assisted laser desorption/ionization). Dessa forma, a partir da analise da razdo massa carga
(m/z) do pico do ion molecular protonado foi possivel identificar os benzoxazois e

benzotiazobis inéditos.

Tabela 6: Resultado da analise de espectrometria de massas de alta resolugdo para os compostos inéditos (2, 5,
8,10,11¢e13).

Composto Formula molecular  Pico do ion molecular Massa teérica  Massa experimental

protonado calculada
2 CisH12FNO [M+ H]* 242,0975 242,0991
5 C16H13NO3 [M+H]* 268,0968 268,0995
8 C14HoCI>NS [M+H]* 293,9905 293,9934
10 C15H12CINO; [M+H]* 274,0629 274,0660
11 C15H12CINO; [M+H]* 274,0629 274,0655
13 C15H12CINO3 [M+H]* 288,0421 288,0452

Fonte: Elaborada pelo autor.

5. Etapa bioldgica

5.1. Analise da atividade antifungica dos derivados benzoxazois e benzotiazois
Os benzoxazodis e benzotiazdis (1-13) foram submetidos a ensaios de avaliacdo da

atividade bioldgica antimicrobiana. Com essa finalidade, realizou-se a avaliacdo do potencial
antifingico por meio da técnica de microdiluicdo em placas de 96 visando determinar a
concentracdo inibitéria minima (CIM) e concentracdo fungicida minima (CFM) frente as
cepas de C. albicans ATCC 60193, C. tropicalis ATCC 750 e C. krusei ATCC 6258.

A CIM nada mais é do que a menor concentracdo capaz de inibir o crescimento fangico,
sendo estabelecida por meio da técnica de microdiluicéo descrita pelo Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI, 2008). Enquanto a CFM ¢é definida como a menor concentracdo
capaz de inibir o crescimento fungico em meio sélido. A razdo CFM/CIM foi utilizada para
prever se as substancias tém atividade fungistatica (CFM/CIM >4) ou fungicida (CFM/CIM
<4) (SIDDIQUI et al., 2013; ALVES et al., 2021).

No presente estudo, a classificacdo da atividade antifingica dos compostos foi
estabelecida mediante os critérios estabelecidos por Alves e colaboradores (2021), esses
autores propuseram uma classificacdo que serve de parametro para identificar novos

compostos com atividade antifingica e determinar os niveis de atividade antimicrobiana, o
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que superou a falta de classificacdo para a atividade contra Candida spp., conforme

demonstrado na Tabela 6 abaixo.

Tabela 7: Pardmetros estabelecidos para a classificagdo da bioatividade dos compostos sintetizados de acordo

com os valores da CIM

Faixa da CIM Intensidade da atividade antifingica Pontuacéo
<3,515 ug/mL Bioatividade muito forte +++++
3,516-25 pg/mL Bioatividade forte ++++
26-100 pg/mL Bioatividade moderada +++
101-500 ng/mL Bioatividade fraca ++
501-2000 ug/mL Bioatividade muito fraca +
>2000 Sem bioatividade

Fonte: Adaptada de ALVES et al., 2021.

Ao examinar os resultados da atividade antiflngica disponiveis na Tabela 7 e confronta-
los como os parametros preconizados por Alves e colaboradores (2021), Tabela 6, percebe-se
que alguns compostos apresentaram notavel atividade, com destaque para 1 e 2. Assim,
consoante os critérios estabelecidos o composto 1 apresentou forte atividade antifungica para
C. krusei com CIM de 69,9 uM (15,6 pg/mL), apresentou também atividade moderada contra
as cepas de C. albicans, CIM de 279,9 uM (62,5 ng/mL), e atividade fraca contra C. tropicalis
com valor da CIM de 559,8 uM (125,0 pg/mL). O composto 2 por sua vez apresentou agao
inibitoria moderada contra as cepas de C. krusei com CIM de 259,2 uM (62,5 pg/mL), e fraca
poténcia antifungica contra C. albicans e C. tropicalis com CIM de 1036,9 uM (250 pg/mL)
para as duas cepas avaliadas. Os demais compostos apresentaram atividade antifingica que

variou de fraca a muito fraca contra as cepas de Candida spp. testadas.

Os valores da razdo CFM/CIM sugeriram que 0s compostos 3, 6 e 7 possuem atividade
fungistatica (CFM/CIM >4), ja os demais compostos exercem atividade fungicida (CFM/CIM
<4) para as espécies avaliadas. Este perfil antimicrobiano também foi apresentado pela

nistatina, controle positivo, avaliada em concentragOes que variaram de 51,8 a 0,8 uM.

Como citado anteriormente, além de 1 e 2, os demais compostos apresentaram atividade
antifungica que variou de fraca a muito fraca frente as cepas testadas, embora com valores da
CIM menores em relacdo a algumas cepas. Os dados referentes a cepa de C. krusei, uma das
que os compostos apresentaram menor CIM, corroboram com essa afirmacao, com valores de
CIM: (3) 1054,3 uM (250,0 pg/mL), (5) 468,0 uM (125,0 pg/mL), (6) 522,8 uM (125,0
ug/mL), (7) 490,0 uM (125,0 pg/mL), (8) 426,6 uM (125,0 ug/mL), (9) 490,0 uM (125,0
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ug/mL), (10) 457,7 uM (125,0 pg/mL), (11) 457,7 uM (125,0 pg/mL), (12) 972,5 uM (250
ug/mL) e (13) 1741,9 uM (500,0 pg/mL). Dessa forma, em conformidade com os critérios
estabelecidos por Alves e colaboradores (2021) esses compostos apresentaram atividade fraca

contra as cepas de C. krusei.

Cabe ainda citar os compostos 5 e 13 que assim como para C. krusei apresentaram
atividade contra cepas de C. albicans e C. tropicalis. Sendo que o composto 5 apresentou CIM
de 1872,2 uM (500,0 pg/mL) e 0 composto 13 1741,9 uM (500,0 ug/mL), valores referentes
as duas espécies, logo apresentam atividade fraca frente as cepas de C. albicans e C. tropicalis.
Além disso, os compostos 6 e 11 apresentaram atividade fraca contra cepas de C. albicans
com CIM de 2091,3 uM (500,0 pg/mL) e 915,5, uM (125,0 pg/mL) respectivamente.
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Tabela 8: CIM, CFM e CIM/CFM dos derivados sintéticos e nistatina frente a Candida spp. A CIM e a CFM foram expressas em pg/mL (UM).

Composto

7 7 1
6 Ta 6 7a Ta
5 3a 3a
5 a
4 : 3
1
) ) ©)
Cepas CIM CFM CEMICIM CIM CFM CEMICIM CIM CFM CEMI/CIM
. 62,5 62,5 250,0 500,0 1000,0 1000,0
C. albicans 1 2 1
(279,9) (279,9) (1036,9) (2073,9) (4217,2) (4217,2)
C. 125,0 125,0 L 250,0 500,0 ) 1000,0 1000,0 1
tropicallis (559,8) (559,8) (1036,9) (2073,9) (4217,2) (4217,2)
_ 15,6 312 62,5 62,5 250,0 1000,0
C. krusei ! 1 1 4
(69,9) (139,9) (259,2) (259,2) (1054,3) (4217,2)
6 . 7a : 6 U 7a 7 2 1
5 z 3a 5 s 3a 3a
Composto

(4)

®)

(6)



Cepas

CIM
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CFM CFEMICIM CIM CFM CFMICIM CIM CFM CFM/CIM
1000,0 10000 500,0 500,0 500.0 1000,0
C. albicans ' 1 1 ' 2
(3950,8) (3950,8) (1872) (1872) (2091,3) (4182,7)
C. 1000,0 1000,0 L 500,0 1000,0 ) 1000,0 1000,0 1
tropicallis (3950,8) (3950,8) (1872) (3744) (4182,7) (4182,7)
1000,0
_ 1000,0 125,0 225,0 125,0 500,0
C. krusei (3950,8) 1 2 4
(3950,8) (468) (468) (522,8) (2091,3)
,
6 Ta 6 Ta p Ta
5 3a 3 3a 5 3a
Composto 4
(7 (8) 9)
Cepas CIM CFM CEMI/CIM CIM CFM CFEMICIM CIM CFM CFM/CIM
. 500,0 1000,0 1000,0 1000,0 1000,0 1000,0
C. albicans 2 1 1
(1960,2) (3920) (3413,2) ((3413,2) (3920,4) (3920,4)
C. 1000,0 1000,0 L 1000,0 1000,0 L 1000,0 1000,0 1
tropicallis (3920) (3920) ((3413,2) ((3413,2) (3920,4) (3920,4)
125,0 500,0 125,0 125,0 125,0 125,0
C. krusei 1 1
(490) (1960,2) (426,6) (426,6) (490) (490)
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Composto 4
(10) (12)
Cepas CIM CFM CFM/CIM CIM CFM CFM/CIM CIM CFM CFM/CIM
_ 1000,0 5000 250,0 250,0 1000,0 1000,0
C. albicans y 0,5 1 1
(3662,1) (1831) (915,5) (915,5) (3890,1) (3890,1)
C. 1000,0 1000,0 500,0 1000,0 ) 1000,0 1000,0 1
tropicallis (3662,1) (3662,1) (1831,0) (3662,1) (3890,1) (3890,1)
. 125,0 250,0 125,0 125,0 250,0 500,0
C. krusei 1 2
(457,7) (915,5) (457,7) (457,7) (972,5) (1945)
7 Ta
6 Nistatina
Composto e 10
s 4
Cl
(13)
Cepas CIM CFM CFEM/CIM CIM CFM CFM/CIM CIM CFM CFEM/CIM
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C. albicans

C.
tropicallis

C. krusei

500,0
(1741,9)

500,0
(1741,9)

500,0
(1741,9)

500,0
(1741,9)

1000,0
(3483,9)

1000,0
(3483,9)

075
(0,80)

075
(0,80)

0,75
(0,80)

0,75
(0,80)

0,75
(0,80)

0,75
(0,80)

Fonte: O autor
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5.2. Relagdo estrutura atividade bioldgica dos benzoxazois e benzotiazois

Desta forma, sabendo-se que o &cido cindmico possui atividade antifungica descrita na
literatura, foi avaliada as caracteristicas quimicas que podem influenciar na atividade
farmacoldgica dos compostos, visto que a colecdo de substancias preparadas é estruturalmente
relacionada e s@o derivados do acido cindmico. Desse modo, os resultados do presente estudo
podem servir de referéncia para o desenvolvimento de novos prototipos antifungicos com
melhor perfil de atividade bioldgica.

De acordo com os resultados dos ensaios de atividade antifingica presentes na Tabela 6,
0 composto 1, obtido a partir do acido cinamico, apresentou o melhor perfil farmacoldgico
contra as cepas testadas. Por essa razdo, adotou-se, 0 composto 1 como referéncia para a
andlise da relacdo estrutura atividade da colecdo de compostos.

5' 4

Figura 7: Estrutura quimica do composto 1 e nicleo estrutural dos benzoxaz6is 1-5.

O composto 1, com um grupo substituinte metila no carbono 5 do nucleo benzoxazol,
substituicdo comum aos compostos 2 a 4, e sem grupos substituintes no anel fenilico, como
citado anteriormente, apresentou forte atividade antifingica para C. krusei com CIM de 69,9
uM/ (15,6 pg/mL), atividade moderada contra as cepas de C. albicans, CIM de 279,9 uM
(62,5 pg/mL), e atividade fraca contra C. tropicalis com valor da CIM de 559,8 uM (125,0
pg/mL).

O composto 2, preparado a partir do &cido 2-fluorcinamico, apresenta como substituinte
um atomo de fltor na posicéo 2’ do anel benzilico, devido a elevada eletronegatividade, esse
atomo atua como um retirador de elétrons do anel aromético. A presenca deste substituinte
resultou em menor poténcia farmacoldgica, quando comparado ao composto 1, e teve

atividade moderada para C. krusei com CIM igual 259,2 uM (62,5 ug/mL) e atividade fraca
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para C. albicans e C. tropicalis, com CIM igual a 1036,9 uM (250,0 pug/mL) para as duas

espécies.

Os compostos 3 e 4 possuem grupos substituintes na posi¢do 4’ do anel benzilico, sendo
que o primeiro apresenta uma metila e 0 segundo uma metoxila na mesma posi¢do. O
composto 5, também benzoxazol, possui como substituinte o grupo metilenodioxi entre os
carbonos 3’ e 4’ do anel benzilico. Os grupos substituintes presentes nessas trés moléculas
tém como caracteristica comum o fato de atuarem como doadores de elétrons para o anel
aromatico ao qual estdo ligados. Em relacdo a atividade farmacolodgica contra as cepas
testadas, houve uma reducéo da atividade quando se compara os valores da CIM do composto
1. Embora os compostos 3 e 5 tenham apresentado atividade fraca contra cepa de C. krusei,
com valores da CIM igual a 1054,3 uM (250,0 ug/mL) e 468,0 uM (125,0 pg/mL)
respectivamente. O composto 5 também apresentou atividade fraca com CIM de 1872,2 uM
(500,0 pg/mL) para C. albicans e C. tropicalis (ALVES et al., 2021).

Dessa forma é possivel afirmar que a insercao de grupos substituintes em diferentes
posicdes do anel benzilico reduz a poténcia farmacologica dos benzoxazois (1-5). E
importante salientar que ndo ha outras substituicdes no ndcleo benzoxazdis, apenas a metila
no carbono 5 que esta presente em todos os compostos. Assim, a reducdo da atividade
bioldgica dos compostos pode estar relacionada aos efeitos quimicos dos grupos substituinte,
que podem alterar a afinidade dos compostos com o sitio alvo, seja por meio de mudancas nas
interacBes quimicas, alteracGes de lipofilicidade ou efeitos espaciais que possivelmente

modulam a interacdo entre 0 composto e o sitio receptivo.

Observando-se 0s resultados da Tabela 6, nota-se que o0s benzotiaz6is 6-9
apresentaram menor poténcia antifingica quando comparados ao composto 1, um benzoxazol.
Os benzotiazois 6-9 exibiram atividade fraca contra as cepas de C. krusei, com CIM de 522,8
uM (125,0 pg/mL), 490 uM (125,0 pg/mL), 426,6 (125,0 ug/mL), e 490 uM (125,0 pg/mL)
dos compostos 6, 7, 8 e 9, respectivamente. Desta forma, os resultados mostram que a presenca
dos grupos substituintes em diferentes posi¢des do anel fenilico ndo influenciou na poténcia
farmacoldgica frente as cepas de C. krusei, uma vez que os valores da CIM sdo muito
proximos para as diferentes cepas, independentemente do composto testado. Apresentaram
ainda bioatividade que variou de muito fraca, compostos 8 e 9, a fraca, compostos 6 e 7, contra

as cepas de C. albicans e C. tropicalis.
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Os compostos 6 e 7, quando comparados com 0s demais benzotiazdis, apresentaram
melhor atividade contra cepas de C. albicans, com CIM de 2091,3 uM (500,0 pg/mL) e 1960,2
uM (500,0 pg/mL) respectivamente, considerando que o composto 8 apresentou CIM de
3413,2 uM (1000 pug/mL) e o composto 9 com CIM de 3920,4 uM (1000 pg/mL). O composto
6 possui uma metoxila ligada ao carbono 2’ do anel benzilico, enquanto o composto 7
apresentam como grupo substituinte uma metila no carbono 4’ do mesmo anel aromatico.
Ambos os substituintes funcionam como doadores de elétrons. Em contrapartida, 0 composto
8 possui como substituintes dois &tomos de cloro ligados aos carbonos 3’ e 4’ do anel fenilico.
S&o atomos que exercem um efeito retirador de elétrons no anel aromatico. O composto 9 tem
uma metoxila ligada ao carbono 3’ do anel fenolico e atua como doador de densidade

eletrbnica.

Sendo assim, os substituintes presentes nos compostos 8 e 9, podem ter contribuido
para a reducdo da poténcia farmacoldgica contra as cepas de C. albicans e C. tropicalis, seja
em virtude de mudancas na interacdo entre 0s compostos e o sitio receptivo, seja pelo impacto
nas caracteristicas bioguimicas, lipofilicas e/ou espaciais, visto que os substituintes aumentam

o volume molecular ou modula as carateristicas dimensionais.

Figura 8: Nucleo estrutural comum aos benzotiazois 6-9.

A segunda colecdo benzoxazlis (10-13) tambem apresentou baixa poténcia
farmacoldgica contra as cepas de Candida spp. quando comparada por meio dos valores da
CIM do composto 1. De acordo com os dados as Tabela 6 os compostos 10 e 12 apresentaram
bioatividade muito fraca contra C. albicans e C. tropicalis, com CIM do composto 10 de
3662,1 uM (1000,0 ug/mL) e do composto 12 de 3890,1 uM (1000,0 pg/mL), valores
referentes as duas cepas. No entanto, para C. krusei a CIM dos compostos 10 e 12 foi de 457,7
uM (125,0 pg/mL) e 972,5 (125,0 pg/mL) respectivamente, logo possuem bioatividade fraca
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contra essa cepa. Os compostos 11 e 13 apresentaram bioatividade fraca contra todas as cepas
testadas, sendo o primeiro com CIM de 915,5 uM (250,0 pg/mL) para C. albicans, 1831,0 uM
(500,0 pg/mL) para C. tropicalis e 457,7 0 uM (125,0 pg/mL) para C. krusei, entanto o
segundo compostos apresentou CIM de 1741,9 uM (500,0 ug/mL) para as cepas de C.

albicans, C. tropicalis e C. krusei.

Dessa maneira a reducdo da atividade antifingica dos compostos (10-13) pode ser
atribuida em parte a presenca de um atomo de cloro ligado ao carbono 5 do nucleo benzotiazol
(Figura 10). Esse atomo por pertencer ao grupo dos halogénios e, por conseguinte, exerce
efeito retirador de elétrons sobre o ndcleo benzoxazol, em decorréncia de sua alta
eletronegatividade que Ihe permite atrair a nuvem eletronica do anel aromatico para si. Ao
passo que os benzoxazois 1 e 2, compostos com maior poténcia, apresentam como substituinte
uma metila no carbono 5, logo, esse grupo € capaz de doar densidade eletrdnica ao nucleo

benzoxazol, ao contrario do &tomo de cloro.

Dentre os benzoxazdis 10-13, o composto 11 apresentou a maior poténcia
farmacoldgica contra as cepas de C. albicans em relagdo aos demais, com CIM de 915,5 uM
(250,0 ug/mL) e, se mostrou mais potente do que os compostos 10 e 12 contra C. tropicalis
com CIM de 1831,0 5 uM (500,0 png/mL). Essa caracteristica pode estar relacionada a
presenga do grupo metoxila no carbono 2’ do anel benzilico, enquanto no composto 10 o
mesmo grupo esta localizado no carbono 3’. Esse grupo é capaz de doar elétrons para o anel
aromatico, efeito contrario ao &tomo de cloro presente no carbono 5. Por fim, o composto 13,
quando comparado aos compostos 10 e 12 por meio dos valores da CIM, demonstrou melhor
atividade contras C. albicans e C. tropicalis com CIM de 1741,9 uM (500,0 pg/mL) o que

pode ser atribuido a presenca do grupo metilenodioxi nos carbonos 3’ e 4°do anel benzilico.
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Figura 9: Nucleo estrutural comum aos benzoxaz6is 10-13.

A andlise da atividade antifungica de derivados benzoxazoéis e benzotiazois € objeto
de estudo de diversos grupos de pesquisa na atualidade. Com a finalidade de potencializar a
atividade antifangica, Carvalho e colaboradores (2017) prepararam uma colecao de derivados
benzoxazois por meio da unido do anel do eugenol e o nlcleo benzoxazol. Com isso,
obtiveram quatro produtos com atividade fungistatica em concentracdes entre 321 e 380 uM.
Esses compostos foram aproximadamente cinco vezes mais potentes que o eugenol. Nesse
estudo, trés benzoxaz6is mostraram atividades fungistatica contra C. albicans com valores de
concentracdo inibitoria 50% (Clso) de 380, 331 e 321 uM. Enquanto o crescimento de C.
glabrata foi inibido por dois compostos com Clso de 332 ¢ 338 uM, também Se observou a
inibicdo do crescimento de C. krusei por dois compostos com Clso de 332 e 321 uM. Dessa
forma, esses resultados demonstram o potencial dos benzoxazdis contra cepas de C. krusei,
nas quais tem sido observada resistente a terapia antifungica em algumas cepas (CARVALHO
et al, 2017).

Corroborando com o presente estudo, Padalkar e colaboradores (2014) demonstraram
por meio de testes in vitro que os compostos contendo o nlcleo benzoxazol possuem melhor
atividade antifingica do que os compostos com nucleo benzotiazol. No referido trabalho
foram sintetizados benzoxazol e benzotiazol a partir do cloreto ciandrico e esses compostos

tiverem suas atividades testadas frente a cepas de C. albicans e Aspergillus niger.

Embora trabalhando com espécies fungicas diferentes, LUO e colaboradores (2018)
obtiveram resultados que convergem para os resultados obtidos no presente estudo. Os autores
analisaram a atividade antifingica de uma colecao de derivados benzoxazdis e benzotiazdis
frente a cepas de fungos patogénicos: Fusarium oxysporum f. sp. niveum, Fusarium
graminearum, Fusarium solani, Alternaria solani, Colletotrichum gloeosporioides, Valsa

mali, Magnaporthe oryzae, e Botrytis cinerea. Os resultados obtidos evidenciam que o0s
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benzoxazobis tém maior poténcia antifingica do que benzotiazois nas espécies testadas. Foi
possivel verificar ainda que a insercdo de substituintes no anel aromético ndo benzoxazdlico
ndo potencializou a atividade dos compostos. Portanto, esses dados vdo ao encontro dos
resultados obtidos no presente estudo, considerando que os compostos de melhor atividade
séo benzoxazdis e que a insercdo de grupos substituintes no anel fenilico ndo potencializou a

atividade dos compostos. Na verdade, observou-se reducgdo da poténcia bioldgica.

5.3. Mecanismo de ac¢éo dos compostos com melhor atividade frente a C. albicans
ATCC 60193
Uma vez que os compostos 1 e 2 apresentaram melhor atividade bioldgica contra as

cepas de Candida spp., investigou-se o possivel mecanismo de acdo antifungico das
moléculas. A tabela 7 registra os resultados da atividade das substancias e do controle positivo
quando em contato com as cepas de C. albicans ATCC 60193 na auséncia e presenca do
ergosterol exdgeno.

A partir da analise dos dados, verifica-se que a CIM dos compostos testados aumentou
na presenca do ergosterol exdgeno. Em resultados mais discriminados, a CIM das moléculas
1 e 2 na auséncia do ergosterol exdgeno foi, respectivamente, no valor de 279,9 uM e 1036,9
MM ja na presenca do ergosterol exdgeno esses valores se elevaram para 4478,8 uM (1) e
4147,8 uM (2).

Desse modo, levando em considera¢do o aumento pronunciado da CIM na presenca
do ergosterol exdgeno, pode-se sugerir que 0s compostos 1 e 2 apresentam atividade
antifangica com alvo na membrana plasmatica da célula fangica. Uma vez que substancias
atuantes no ergosterol, que € um componente estrutural da membrana celular fingica, tendem
a ligar-se ao ergosterol exdgeno que estd presente no meio de cultura. Assim ocorre 0
redirecionamento de sua atividade do ergosterol da membrana fungica e, consequentemente,
havera uma redugéo do dano a membrana celular fungica, por isso, nota-se 0 aumento da CIM

e, por conseguinte, o favorecimento do crescimento fungico.

Da mesma forma os resultados da nistatina, utilizada como controle positivo, que é um
farmaco da classe dos polienos, conhecido por agir na membrana celular fangica, apresentou
a CIM na auséncia do ergosterol exdgeno de 1,6 UM, ja na presenca do ergosterol exdgeno o
seu valor elevou-se para 51,8 pM. Indicando, dessa forma, o seu mecanismo de ac¢do via

membrana plasmatica da célula fangica.
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Tabela 9: Valores da CIM dos compostos 1 e 2 e nistatina na auséncia e presenca do ergosterol exégeno (1.008.mM) contra cepa de C. albicans ATCC 60193 expressos em
pg/mL (uM)

1 2 Nistatina
Con:gezlt]lfgao Auséncia do Presenca do CO?:;?{E?;;&() Auséncia do Presenca do Co?:g]ntlrlzj\)g a0 Auséncia do Presenca do
(M) ergosterol ergosterol (M) ergosterol ergosterol (M) ergosterol ergosterol
1000 (4478,8) - - 1000 (4147.,8) - - 48 (51,8) - -
500 (2239,4) - + 500 (2073,9) - + 24 (25,9) - +
250 (1119,7) - + 250 (1036,9) - + 12 (12,95) - +
125 (559,8) - + 125 (518,4) + + 6 (6,4) - +
62,5 (279,9) - + 62,5 (259,2) + + 3(3,2) - +
31,25 (139,9) + + 31,25 (129,6) + + 1,5 (1,6) - +
15,62 (69,9) + + 15,62 (64,8) + + 0,75 (0,8) + +
7,81 (34,9) + + 7,81 (32,4) + + 0,37 (0,39) + +

Observacgdo: +, crescimento flngico e -, auséncia de crescimento fungico.

Fonte: O autor
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A tabela 8 especifica os resultados dos compostos 1, 2 e da caspofungina quando em
contato com a cepa de C. albicans ATCC 60193 na auséncia e presenca do sorbitol. Observa-
se que a CIM das moléculas testadas permaneceu inalterada tanto na auséncia como na
presenca do sorbitol, ou seja, a CIM dos compostos 1 e 2 permaneceu nos valores de 279,9
MM e 1036,9 UM respectivamente para ambos os tratamentos (auséncia e presenca do
sorbitol). Dessa forma, sugere-se que essas substancias ndo agem na parede celular fungica,

excluindo-se, entdo, esse mecanismo das suas possibilidades de alvos.

A caspofungina foi utilizada como controle positivo, farmaco pertencente a classe das
equinocandinas, portanto, trata-se de um agente que atua na parede celular fungica. Sendo
assim, o valor da CIM na auséncia do sorbitol foi de 0,11 pM, ja na presenca do sorbitol esse
valor aumentou para 1,8 puM, confirmando que o mecanismo de acdo desse farmaco é via

parede celular fungica.
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Tabela 10: Valores da CIM dos compostos 1 e 2 e caspofungina na auséncia e presenca do sorbitol (0.8 M) contra cepa de C. albicans ATCC 60193 expressos em

pg/mL (uM)
1 2 caspofungina

Co?l(flrjt(rali;/la)o Auséncia do Presenca do Conceyntlfgao Auséncia do Presenca do Conce?ntﬂrlzjlgao Auséncia do Presenca do
He H sorbitol sorbitol He sorbitol sorbitol e sorbitol sorbitol

(M) (M)

1000 (4478,8) - - 1000 (4147,8) - - 4 (3,6) - -
500 (2239,4) - - 500 (2073,9) - - 2(1,8) - -
250 (1119,7) - 250 (1036,9) - - 1(0,9) - +
125 (559,8) - - 125 (518,4) + + 0.5(0,4) - +
62,5 (279,9) - - 62,5 (259,2) + + 0,25 (0,22) - +
31,25 (139,9) + + 31,25 (129,6) + + 0,125 (0,11) - +
15,62 (69,9) + + 15,62 (64,8) + + 0,062 (0,056) + +
7,81 (34,9) + + 7,81 (32,4) + + 0,031 (0,028) + +

Observacgdo: +, crescimento flngico e -, auséncia de crescimento fungico.

Fonte: O autor
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6. CONCLUSOES

Os treze (1-13) derivados benzoxazoéis e benzotiazdis foram preparados em uma Unica
etapa e foram confirmados estruturalmente por meio das técnicas de espectroscopia de
infravermelho e por RMN de *H e *3C. Dentre os treze compostos preparados seis sdo inéditos
na literatura (2, 5, 8, 10, 11 e 13).

Os compostos 1 e 2 tiveram significativa atividade antifungica. O composto 1 apresentou
forte atividade antifingica para C. krusei, acdo moderada contra as cepas de C. albicans, e
atividade fraca contra C. tropicalis. O composto 2 por sua vez apresentou atividade moderada
contra as cepas de C. krusei e atividade fracas contra C. albicans e C. tropicalis. Os demais
compostos apresentaram atividade antifungica que variou de fraca a muito fraca contra as

cepas de Candida spp. testadas.

O composto de maior poténcia farmacoldgica foi obtido a partir do &cido cindmico, ao
passo que compostos derivados de acidos cindmicos com substituicdes em diferentes posicdes
do anel aromatico apresentaram menor poténcia farmacol6gica contra as cepas testadas. A
razdo CFM/CIM demonstrou que os compostos 3, 6 e 7 exibiram atividade fungistatica,
enquanto os demais possuem atividade fungicida para as espécies testadas. O estudo do
mecanismo de acdo dos compostos de maior poténcia farmacoldgica (1 e 2), por meio dos
ensaios do sorbitol e ergosterol, evidenciou que 0s compostos apresentam atividade
antifungica com alvo na membrana plasmatica da célula fungica, descartando-se o mecanismo
via parede celular fangica. Dessa forma, os resultados obtidos evidenciam a necessidade de
se realizar novos estudos visando ampliar o conhecimento acerca da atividade antifangica

dessas substancias.

7. PARTE EXPERIMENTAL QUIMICA

7.1. Materiais e métodos
Toda a etapa quimica foi realizada no Laboratério de Quimica Farmacéutica (LQF) do

Departamento de Ciéncias Farmacéuticas (DCF), Centro de Ciéncias da Saude (CCS) da
Universidade Federal da Paraiba (UFPB).

Quanto aos reagentes utilizados para o desenvolvimento do estudo, apresentam grau
de pureza adequado e foram obtidos da empresa Sigma Aldrich. No desenvolvimento do

projeto, foram utilizados o acido cinamico e sete derivados: acido 4-metilcinamico, acido 2-
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fluorocindmico, acido 4-metoxicindmico, 4&cido 3,4-metilenodioxicinamico, &cido 2-
metoxicinamico, acido 3,4-diclorocindmico, acido 3-metoxicinamico. Utilizou-se ainda 2-
amino-4-metilfenol, 2-aminotiofenol, 2-amino-4-clorofenol, além do fésforo elementar e 4-

metilmorfolina.

7.2. Extragdo e métodos cromatograficos
Durante a corrida cromatogréfica todas as fracfes coletadas foram monitoradas por

meio de cromatografia em camada delgada analitica (CCDA), com fases estacionéria
composta por silica gel 60 F254 e fase movel 9:1 hexano/acetato de etila. As placas
cromatograficas foram visualizadas com o auxilio da luz ultravioleta no comprimento de onda
de 254 nm, para isso utilizou-se o aparelho MINERALIGHT, modelo UVGL-58.

7.3. Métodos espectroscopicos

7.3.1. Ressonancia Magnética Nuclear
Os compostos foram previamente solubilizados em cloroférmio deuterado (CDCl3), e

em seguida, caracterizados por meio da técnica de ressonancia magnética nuclear (RMN de
'H ¢ RMN de ¥ C). As andlises foram realizadas no Laboratério Multiusuario de
Caracterizacdo e Analise (LMCA/UFPB), nos espectrometros da BRUKER-ASCEND
operando a 400 MHz (*H) e 100 MHz (*3C), e Varian-RMN-System operando a 500 MHz
(*H) e 125 MHz (**C).

Os deslocamentos quimicos (d) foram expressos em partes por milhdo (ppm) e as
constantes de acoplamento (J) em Hertz (Hz). Adotou-se os sinais caracteristicos dos
hidrogénios presentes nas fracdes ndo deuteradas do cloroférmio (sH = 7,26 ppm) como
referéncia para os espectros de RMN de *H e os sinais do cloroférmio (sC = 77,20 ppm) para
os espectros de RMN de *C. A multiplicidade dos sinais resultantes dos espectros de RMN
de 1H foi expressa de forma convencional: s (Simpleto), d (dubleto), dd (duplo dubleto), ddd
(duplo dupleto de dubletos) e m (multipleto).

Os espectros de RMN de 13C foram analisados mediante a técnica de APT (Attached
Proton Test), desse modo, os sinais oriundos de carbonos quaternarios e metilénicos se
localizam na mesma face do espectro, ja os referentes aos carbonos metinicos e metilicos

situam-se no lado oposto em relagdo aos demais.
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7.3.2. Espectroscopia de Infravermelho
Os compostos foram caraterizados pela técnica de infravermelho (IV), por meio do

método de refletdncia total atenuada (ATR). Para esse propdsito foi empregado o
espectrometro infravermelho modelo IRPrestige-21, SERIAL NO. A21004802459LP,
220/230/240V, 50/60Hz da SHIMADZU CORPORATION. O aparelno mencionado
encontra-se Laboratorio de Materiais de Combustivel (Lacom), localizado no Centro de

Ciéncias Exatas e da Natureza (CCEN) da UFPB, onde foram realizadas as analises.

7.4. Ponto de Fuséo
O ponto de fusédo dos compostos foi estipulado utilizando-se placa de aquecimento do

aparelho da Microquimica Equipamentos LTDA, modelo MQAPF 302, disponivel no
Laboratorio de Quimica Farmacéutica (CCS-UFPB). O aparelho opera em temperaturas entre
10-350°C.

8. PARTE EXPERIMENTAL - BIOLOGICA

8.1. Ambiente de trabalho
Os ensaios antifungicos foram realizados no Laboratério de Farmacologia Experimental e

Cultivo Celular (LAFECC), do Centro de Ciéncias da Saude (CCS) da Universidade Federal
da Paraiba (UFPB).

8.2. Substancias, matérias e métodos
Com a finalidade de determinar a CIM, a CFM e provavel mecanismo de ac¢do foram

utilizadas as cepas de referéncia de Candida spp. obtidos da American Type Culture
Collection (ATCC, Rockville, MD, EUA): C. albicans ATCC 60193, C. tropicalis ATCC 750
e C. krusei ATCC 6258. Nistatina (controle positivo), DMSO (Dimetilsulfoxido), Tween 80%
e ergosterol obtidos da Sigma-Aldrich® Chemical Co. (Séo Paulo, SP) e o sorbitol (D-sorbitol
anidro) do INLAB® (S&o Paulo, Brasil). O meio de cultura empregado na realizacdo dos
ensaios de andlise da atividade antifingica foi o agar Sabouraud Dextrose (KASVI1, Kasv
Imp e Dist de Prod / Laboratorios LTDA, Curitiba, Brasil), preparados consoante as

recomendac0es do fabricante.

8.3. Preparo do in6culo
O ajuste da suspensao leveduriforme ocorreu em caldo RPMI (Roswell Park Memorial

Institute médium, Sigma, Darmstadt, Alemanha) com o ajuste da turbidez equivalente a 2,5
103 UFC/mL, em 530 nm e com absorbancia entre 0,08 e 0,13, para as cepas utilizadas (C.
albicans ATCC 60193, C. tropicalis ATCC 750 e C. krusei ATCC 6258).
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8.4. Andlise da atividade antifiingica
Inicialmente realizou-se a triagem dos (1-13) compostos frente as cepas de Candida spp.

na concentragdo maxima de 1000 pg/mL e em concentragdes inferiores. Para tal objetivo,
foram utilizadas placas de microdiluicdo esterilizadas com 96 pocos de fundo chato, que,
inicialmente, receberam 100 uL de RPMI. Posteriormente, no primeiro pogo de cada coluna
foram inseridos 100uL da solucdo contendo as substancias em estudo na concentracdo de 1000
pMg/mL, seguido do processo de microdiluicdo seriado, proporcionando, portanto,
concentragdes que variaram de 1000 a 7,81 pg/mL.

Por fim, foram adicionados 100uL do indculo das cepas fungicas em cada pogo. A
nistatina foi empregada como controle positivo em concentracfes que variaram entre 48 e
0,75ug/mL. As placas foram incubadas por 24 horas a 35 °C, ¢ 0s resultados averiguados por
meio da observacdo visual, crescimento, ou ndo, auséncia de crescimento, de agregados

celulares no fundo dos pogos.

8.5. Determinacado da concentracao inibitéria minima (CIM)
A CIM dos compostos foi estabelecida mediante o uso da técnica de microdiluicdo em

placa de 96 pocos com fundo chato, conforme estabelecido pelo CLSI (2008). Desse modo,
com o designio de desenvolver o ensaio 0s compostos em estudo e o controle foram diluidos
em DMSO e agua destilada. Apds a dilui¢do distribuiu-se 100 uL do caldo RPMI nos pogos

das placas.

Em seguida, 100 pL da solugdo dos compostos foram aplicados em triplicata nos pocos
distribuidos na primeira linha da placa e entdo realizou-se uma dilui¢&o seriada com razéo de
1:2, obtendo-se concentragdes entre 1000 pg/mL e 7,81 pg/mL. Posteriormente, foram
adicionados 100uL do indculo das cepas fangicas em cada poco. Finalmente, as placas foram
incubadas por 24 horas a 35 °C e os resultados aferidos por meio da observagao visual,

crescimento, ou ndo, auséncia de crescimento, de agregados celulares no fundo dos pogos.

A CIM corresponde a menor concentragdo capaz de inibir visivelmente o crescimento
de cepas fungicas nos pogos. A atividade antifingica dos benzotiazdis e benzoxazois foi
estabelecida de acordo com a metodologia proposta por Alves et al. (2021): a) bioatividade
muito forte (CIM <3,515 pg/ml); b) bioatividade forte (CIM entre 3,515 e 25 pg/ml); c)
bioatividade moderada (CIM entre 26 -100 pug/ml); d) bioatividade fraca (CIM de 101 a 500
pg/ml); e) bioatividade muito fraca (CIM na faixa de 501-2000 pg/ml).
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8.6. Determinacéo da Concentracao Fungicida Minima (CFM)
A CFM foi definida apos leitura da CIM, para isso fragdes de 20 L correspondentes

a CIM e duas de suas concentra¢cbes multiplas foram subcultivadas em &gar Sabouraud
Dextrose (KASVI1, Kasv Imp e Dist de Prod / Laboratorios LTDA, Curitiba, Brasil). As
placas foram incubadas durante 24 h a 35°C para posterior analise dos resultados por meio do
método da observacgéo visual do crescimento fungico no meio de cultura (SIDDIQUI et al.,
2013; PEIXOTO et al., 2017).

A CFM nada mais é do que a menor concentracdo capaz de inibir o crescimento
fangico em meio sélido. Enfim, aferiu-se a razdo CFM/CIM para determinar se a substancia
em questdo tem atividade fungistatica (CFM/CIM > 4) ou fungicida (CFM/CIM < 4)
(SIDDIQUI et al., 2013).

8.7. Determinacdo do mecanismo de acao

8.7.1. Ensaio do sorbitol
A técnica utilizada para a execucdo do ensaio € semelhante a microdiluicéo,

diferenciando-se apenas no meio utilizado, no qual seré acrescido sorbitol 0.8 M (D-sorbitol
anidro) (INLAB, Sédo Paulo, Brasil). O sorbitol € um protetor osmotico que atua na parede
celular fangica, assim, esse teste foi utilizado com o objetivo de comparar os valores da CIM
da substancia 1 e 2 frente a cepas de C. albicans ATCC 60193, C. tropicalis ATCC 750 e C.
krusei ATCC 6258. na auséncia e presenca do sorbitol 0.8 M. O aumento do valor da CIM na
presenca do sorbitol indicara que a parede celular € um dos possiveis alvos da substancia em
estudo (SOUSA et al., 2015; FREIRES et al., 2014). A caspofungina foi utilizada como
controle positivo, em virtude de sua a¢do ja conhecida sobre a parede celular (DE SOUSA et
al., 2020).

8.7.2. Ensaio do ergosterol
A técnica aplicada nesta etapa do estudo é muito semelhante a microdiluicéo, diferindo-

se somente no meio, no qual serd acrescido de ergosterol exdgeno (Sigma-Aldrich, Sdo Paulo,
Brasil) na concentragdo de 400 pg/mL. Sabe-se que alguns agentes antifungicos agem sobre
o ergosterol presente membrana plasmatica dos fungos, formando complexos e/ou inibindo a
biossintese membranar. Desse modo, 0 aumento da CIM na presenca do ergosterol exdgeno
indicara uma atividade do agente em estudo sobre a membrana plasmatica fungica (SOUSA
etal., 2015). A nistatina foi utilizada como controle positivo, tendo em vista que sua atividade

sobre a membrana plasmatica ja é bem estabelecida na literatura (RANGEL et al., 2019).
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9. Preparo dos benzoxazdis e benzotiazois

9.1. Preparacéo dos benzoxazois 1-5

7
(o) . .
OH
\ OH a /@[
+ R — 4 3
NH,
a) 4-metilmorfolina, Sg, 130°C/15 horas

(1) R= H; (2) R= 2'-F; (3) R= 4-CH;; (4) R= 4-OCH;; (5) R=2',3-OCH,0

Esquema 9: Reacdo de acoplamento descarboxilativo utilizando 2-amino-4-metilfenol e &cidos cindmicos.

Fonte: O autor.

Em um tubo de pressurizagdo de 4 ml adicionou-se 0,300 g de 2-amino-4-metilfenol
(2,43 mmol), 2,43 mmol do &cido cindmico correspondente, 7,30 mmol de enxofre elementar
(0,32 g) e 7,30 mmol de 4-metilmorfolina (0,80 ml). A mistura reacional permaneceu sob
agitacdo magnética e aquecimento em banho de éleo (130°C), durante 15 horas. Em seguida,
a mistura foi resfriada a temperatura ambiente e submetida a extracéo liquido-liquido em um
funil de separacdo. Adicionou-se 10 ml 4gua destilada e fez-se a extracdo com acetato de etila
(3x 10 ml). A fase organica reunida foi tratada com sulfato de sodio anidro (Na.SOa), filtrada
e concentrada a pressdo reduzida. O produto reacional foi submetido a cromatografia em
coluna utilizando uma mistura de hexano e acetato de etila em gradiente crescente de
polaridade. Todas as fracfes coletadas foram monitoradas através de cromatografia em
camada delgada analitica (CCDA) (GUNTREDDI et al., 2016).
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9.2. Dados espectroscépicos dos benzoxazdis 1-5

Composto 1: 2-benzil-5-metilbenzo[d]xazol

Aspecto: Sélido amorfo marrom;

Rendimento: 10,16%;

Ponto de fusdo: 49,5-51,0 °C (ACKERMANN; BARFUSSER e POSPECH, 2010).

Tempo de reacgdo: 15 horas; Fator de Retencdo: 0,61 (9:1 Hex:AcOEt)

RMN 'H (CDCls, 400 MHz): & 7,47-7,46 (m, H4; 1H); 7,40 — 7,31 (m, H2’, H3’, H4’, H5",
H6’e H7; 6 H); 7,11-7,07 (m, H6;1H), 4,25 (s, H1’a; 2H); 2,45 (s, 5-Me; 3H).

RMN 3C (CDCls, 100 MHz): 8 165,40 (C-2); 149,44 (C-7a); 141,66 (C-3a); 135,05 (C-1°);
134,14 (C-5); 129,12 (C-2" ¢ C-6"); 128,95 (C-3’ e C-5”); 127,41 (C-4); 125,88 (C-6); 119,87
(C-4); 109,96 (C-7); 35,45 (C-1’a); 21,57 (C-5-Me) (GUNTREDDI et. al., 2016).

IV (ATR, cm™): 3030 (C-H sp?); 2962, 2921 (C-H sp?); 1568, 1454 (C=C aromatico); 1261
(C-C); 1117 (C-0); 712, 694 (anel aromatico monossubstituido).
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Figura 1: Espectro de Infravermelho (ATR, cm™) do 2-benzil-5-metilbenzo[d]xazol (1)
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Composto 2: 2-(2-fluorobenzil) -5-metilbenzo[d]xazol

Aspecto: Sélido amorfo amarelo;

Rendimento: 7,94;

Ponto de fuséo: 92-93°C;

Tempo de reacgdo: 15 horas; Fator de Retencdo: 0,44 (9:1 Hex:AcOEt)

RMN H (CDCls, 500 MHz): & 7,47-7,45 (m, H4: 1H); 7,34 (d, J = 8,00 Hz, H7 ¢ H4’; 2H);
7,29-7,25 (m, H3’; 1H); 7,13-7,07 (m, H5’, H6 e H6’; 3H); 4,30 (s, H1’a;2H); 2,45 (s, 5-Me;
3H).

RMN 13C (CDCls, 125 MHz): § 164,43 (C-2); 162,00 (C-2°); 149,40 (C-7a); 141,63 (C-3a):
134, 19 (C-5); 131,24 (F-C6); 131,21 (C-6"); 129,2 (F-C4’); 129, 36 (C-4°); 125,96 (C-6);
124,52 (F-C-5°); 124,49 (C-5°); 122,31 (F-C-1°); 122,25 (C-1°); 119,93 (C-4); 115,69 (C-3°);
115,86 (F-C3) 109,99 (C-7); 28,49 (C-1°a); 21,57 (C-5-Me).

IV (ATR, cm™): 3066 (C-H sp?); 2967 (C-H sp®); 1535,1455 (C=C aromatico); 1227 (C-C);
1092 (C-0); 753 (anel aromatico orto-subistituido).
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Figura 5: Espectro de Infravermelho (ATR, cm-?) do 2-(2-fluorobenzil) -5-metilbenzo[d]xazol (2)
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Composto 3: 5-metil-2-(4-metilbenzil) benzo[d]xazol

Aspecto: Liquido amarelo (YIN et, al., 2015);
Rendimento: 7,35%;
Ponto de fusao:

Tempo de reagdo: 15 horas; Fator de Retencéo: 0,57 (9:1 Hex:AcOEt)

RMN IH (CDCls, 500 MHz): & 7,47 (sl, H4; 1H); 7,32 (d, J = 8,5 Hz, H7; 1H); 7,26 (d, J=
8,0Hz, 2’ e 6’; 2H); 7,16 (d, J = 8,0 Hz, H3” ¢ H5”; 2H); 7,09 (dd, J = 8,5 € 2,0 Hz, H6; 1H);
4,22 (s, H1’a; 2H); 2,45 (s, 5-Me; 3H); 2,34 (s, 4’-Me; 3H).

RMN 3C (CDCls, 125 MHz): 5 165,64 (C-2); 149,42 (C-7a); 141,68 (C-3a); 137,03 (C-1°);
134,04 (C-5); 131,95 (C-4°); 129,61 (C-2’ ¢ C-6); 128,98 (C-3’ ¢ C-5°); 125,78 (C-6); 119,83
(C-4); 109,91 (C-7); 35,03 (C-1"a); 21,45 (5-Me); 21,19 (4’-Me) (YIN et, al., 2015).

IV (ATR, cm™): 3025 (C-H sp?); 2919 (C-H sp®); 1569, 1498 (C=C aromatico); 2260 (C-C);
1018 (C-0); 794 (anel aromatico para-subistituido).
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Figura 12: Espectro de Infravermelho (ATR, cm-1) do 5-metil-2-(4-metilbenzil) benzo[d]xazol (3)
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Composto 4: 2-(4-metoxibenzil)-5-metilbenzo[d]xazol

Aspecto: Oleo laranja (NIEDDU e GIACOMELLI, 2013);
Rendimento: 10,33%);

Tempo de reagéo: 15 horas; Fator de Retencgéo: 0,42 (9:1 Hex:AcOEt)

RMN!H (400 MHz, CDCla): § 7,46-7,45 (m, H4; 1H); 7,31 (d, J= 8,40; H7; 1H); 7,28 (d, J=
8,80; H2> e H6”; 2H); 7,09 (dd, J = 8,40 e 2,40 Hz, H6; 1H); 6,87 (d, J= 8,80; H3’ ¢ H5’; 2H);
4,19 (s, H1’a; 2H); 3,79 (s, 4’-MeO; 3H); 2,44 (s, 5-Me; 3H).

RMN 3C (CDCls, 125 MHz): 5 165,78 (C-2); 158,96 (C-4); 149,43 (C-7a); 141,70 (C-3a);
134,08 (C-5); 130,18 (C-2’, C-6"); 127,07 (C-1°); 125,81 (C-6); 119,86 (C-4); 114,37 (C-3”,
C-5"); 109,93 (C-7); 55,42 (4-MeO); 34,61 (C-1’a); 21,57 (5-Me) (NIEDDU e
GIACOMELLI, 2013).

IV (ATR, cm™): 3000 (C-H sp?); 2029 (C-H sp?); 1569, 1511 (C=C aromatico); 1246 (C-C);
1140 (C-0); 799,9 (anel aromatico para-substituido).
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Figura 17: Espectro de Infravermelho (ATR, cm-?) do 2-(4-metoxibenzil)-5-metilbenzo[d]xazol (4).
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Composto 5: 2-(benzo[d][1,3]dioxol-5-iImetil)-5-metilbenzo[d]oxazol

Aspecto: Sélido amorfo marrom;

Rendimento: 26,34;

Ponto de fuséo: 68-69°C;

Tempo de reagdo: 15 horas; Fator de Retencéo: 0,29 (9:1 Hex:AcOEt)

RMN 'H (500 MHz, CDClz):8 7,46-7,45 (m, H4; 1H); 7,33 (d, J = 8,00 Hz, H7; 1H); 7,09
(dd, J = 8,00; 0,50 Hz, H6; 1H); 6,86 (d, J = 1,5 Hz, H2’; 1H); 6,82 (dd, J = 8,00; 1,5 Hz,
H6’;1H); 6,77 (d, J = 8,00 Hz, H5’;1H); 5,93 (s, OCH20; 2H); 4,15 (s, H1a; 2H); 2,44 (s, C-
5-Me; 3H).

RMN 13C (125 MHz, CDCls): & 165,47 (C-2); 149,40 (C-7a); 148,07 (C-3°); 146,98 (C-4°);
141,64 (C-3a); 134,14 (C-5); 128,58 (C-1’); 125,89 (C-6), 122,28 (C-6"); 119,88 (C-4),
109,94 (C-7); 109,58 (C-2");108,62 (C-5’); 101,22 (OCH,0); 35,09 (C-1a’); 21,56 (C-5-Me).

IV (ATR, cm™): 3062 (C-H sp®); 2923 (C-H sp?); 1564, 1486 (C=C aromatico); 1243 (C-C);
1117 (C-0); 802, 673, 619 (anel aromatico trissubistituido).
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Figura 22:Espectro de Infravermelho (ATR, cm-1) do 2-(benzo[d][1,3]dioxol-5-ilmetil)-5-

metilbenzo[d]oxazol (5)
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9.3. Preparacdo dos benzotiazois 6-9

(o) 7

6 Ta
SH
\ OH a
+ —_— 5

R 3a

NH, 4

a) 4-metilmorfolina, Sg, 130°C/15 horas

(6) R=4'-CHj; (7) R= 2-OCHy; (8) R=3'-Cl; 4'-C1 ; (9) R= 3-OCH,

Esquema 10: Reacdo de acoplamento descarboxilativo utilizando 2-aminotiofenol e &cidos cindmicos. Fonte:

O autor.

Em um tubo pressurizagcdo de 4 ml adicionou-se 0,30 g de 2-aminotiofenol (2,40
mmol), 2,40 mmol do acido cinamico correspondente, 7,20 mmol de enxofre elementar (0,231
g) e 7,20 mmol de 4-metilmorfolina (0,79 ml). A mistura reacional permaneceu sob agitacéo
magnética e aquecimento em banho de 6leo (130°C), durante 15 horas. Em seguida, a mistura

foi resfriada a temperatura ambiente e adicionada em um funil de separagdo contendo 10 ml
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agua destilada. Fez-se a extracdo com acetato de etila (3x 10 ml). A fase organica reunida foi
tratada com sulfato de sodio anidro (Na2SQa), filtrada e concentrada a pressdo reduzida. O
produto reacional foi submetido & cromatografia em coluna (60, ART 7734) eluida com uma
mistura de hexano e acetato de etila em gradiente crescente de polaridade. Todas as fracdes
coletadas foram monitoradas atraves de cromatografia em camada delgada analitica (CCDA)
(GUNTREDDI et al., 2016).

9.4. Dados espectroscépicos dos benzotiazois 6-9

Composto 6: 2-(4-Metilbenzil)benzo[d]tiazol

Aspecto: Sélido amorfo vermelho (Sélido branco, LI; JIN; CAl, 2017);
Rendimento: 15,83 %;

Ponto de fuséo: 46-47°C;

Tempo de reagdo: 15 horas; Fator de Retencdo: 0,42 (9:1 Hex:AcOEt)

RMN H! (400 MHz, CDCls): 6 7,99 (ddd, J = 8,20, 1,24; 0,60 Hz, H4; 1H); 7,79 (ddd, J =
7,96; 1,96; 0,60 Hz, H7; 1H); 7,44 (ddd, J = 8,20; 8,04; 1,24 Hz, H5; 1H); 7,33 (ddd, J = 8,08;
7,96; 1,20 Hz, H6; 1H); 7,26 (d, J = 8,00 Hz, H2’ ¢ H6’; 2H); 7,16 (d, J = 8,00 Hz, H3” e H5’;
2H); 4,40 (s, H1’a; 2H); 2,35 (s, C-4’-Me; 3H).

RMN 3C (100 MHz, CDCls): § 171,82 (C-2); 153,42 (C-3a); 137,17 (C-7a); 135,82 (C-4"),
134,31 (C-1°); 129,69 (C-2’ e C-6"); 129,19 (C-3” & C-5"); 126,05 (C-7); 124,89 (C-5), 122,88
(C-6); 121,64 (C-4); 40,38 (C-1°a); 21,25 (C-4°-Me) (LI; JIN; CAI, 2017).

IV (ATR, cm™): 3023 (C-H sp?); 2918 (C-H sp®); 1512, 1434 (C=C aromético); 1241 (C-0);

726 (anel aromatico para-substituido).
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Figura 28: Espectro de Infravermelho (ATR, cm-1) do 2-(4-metilbenzil)benzo[d]tiazol (6)
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Espectro 32: Espectro de RMN de 3C-APT (100 MHz, CDCI3) 5-metil-2-(4-metilbenzil)benzo[d]tiazol (6).

Composto 7: 2-(2-metoxibenzil)benzo[d]tiazol

Aspecto: Oleo amarelo (HUANG et al., 2018):
Rendimento: 24,75%j;

Tempo de reagdo: 15 horas; Fator de Retencéo: 0,38 (9:1 Hex:AcOEt)
RMN H (400 MHz, CDCls): 6 7,98 (ddd, J = 8,20; 1,20 e 0,60 Hz, H4; 1H); 7,77 (ddd, J =
8,04: 1,32 e 0,72 Hz, H7; 1H); 7,43 (ddd, J = 8,44; 8,16 e 1,36 Hz, H5; 1H); 7,33 - 7,27 (m,
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H6; H4’ e H5°;3H); 6,96 (dd, J = 7,44 e 1,12 Hz, H6’; 1H); 6,92 (dd, J = 8,44 e 1,12 Hz, H3’;
1H): 4,46 (s,H1°a; 2H); 3,85 (s, C2°-MeO; 3H).
RMN 3C (101 MHz, CDCls): § 171,91 (C-2); 157,45 (C-2); 153,30 (C-3a); 135,81 (C-7a);

130,98 (C-6), 129,04 (C-4°); 125,88 (C-1°); 125,84 (C-7); 124,66 (C-5); 122,71 (C-6); 121,51
(C-4); 120,87 (C-5°); 110,80 (C-3"); 55,48 (C-2’-MeO); 35,23 (C-1’a) (HUANG et. al., 2018).

IV (ATR, cm™): 3062 (C-H sp?); 2937 (C-H sp?); 1600, 1493 (C=C aromatico); 1245 (C-C);
1124 (C-0); 7521,9 (anel aromético ortossubistituido).
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Figura 33: Espectro de Infravermelho (ATR, cm-?) do 2-(2-metoxibenzil)benzo[d]tiazol (7).
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Figura 35: Expansio do espectro de RMN 1H (400 MHz, CDCl3) 2-(2 metoxibenzil)benzo[d]tiazol (7)
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Figura 37: Espectro de RMN de *C-APT (100 MHz, CDCls) 2-(2 metoxibenzil)benzo[d]tiazol (7).

Composto 8: 2-(3,4-diclorobenzil)benzo[d]tiazol

7
6 7a

Aspecto: sélido amorfo amarelo;

Rendimento: 25,82%;

Ponto de fusdo: 53-54°C;
Tempo de reagdo: 15 horas; Fator de Retencéo: 0,45 (9:1 Hex:AcOEt)
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RMN *H (400 MHz, CDCls): 5 8,00 (ddd, J = 8,20; 1,20 e 0,76 Hz, H4; 1H); 7,81 (ddd, J =
8,08 1,36 e 0,72 Hz, H7; 1H); 7,46 (ddd, J= 8,32; 8,16; 1,24 Hz, H5; 1H); 7,46 (d, J= 2,40
Hz, H2’; 1H); 7,40 (d, J = 8,32 Hz, H5’; 1H); 7,36 (ddd, J= 8,08; 7,20 e 1,24 Hz, H6;1H)
7,20 (dd, J = 8,16 e 2,08 Hz, H6’;1H); 4,38 (s, H1’a; 2H).

RMN C3 (100 MHz, CDCls): § 169,17 (C-2); 153,35 (C-3a); 137,33 (C-7a); 135,66 (C-1°);
132,95 (C-3); 131,68 (C-4’); 131,16 (C-2°); 130,87 (C-5°); 128,60 (C-6’); 126,34 (C-7);
125,28 (C-5); 123,07 (C-6); 121,72 (C-4); 39,59 (C-1’a).

IV (ATR, cm 1): 3055 (C-H sp?); 2909 (C-H sp?); 1469, 1556 (C=C aromatico); 1230 (C-C);
758, 631 (anel aromatico trissubstituido).
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Figura 38: Espectro de Infravermelho (ATR, cm-1) do 2-(3,4-diclorobenzil)benzo[d]tiazol (8)
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Figura 39: Espectro de RMN H (400 MHz, CDClIs) 2-(3,4-diclorobenzil)benzo[d]tiazol (8).
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Figura 40: Expansdo do espectro de RMN H (400 MHz, CDCls) 2-(3,4-diclorobenzil)benzo[d]tiazol (8).
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Figura 41: Expansdo do espectro de RMN H (400 MHz, CDCls) 2-(3,4-diclorobenzil)benzo[d]tiazol (8).
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Figura 43: Espectro de massas de alta resolucdo tipo MALDI de 2-(3,4-diclorobenzil)benzo[d]tiazol (8)
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Composto 9: 2-(3-metoxibenzil)benzo[d]tiazol

Aspecto: Oleo vermelho (SUN et. al., 2013);
Rendimento: 29,85%;

Tempo de reacgdo: 15 horas; Fator de Retencdo: 0,41 (9:1 Hex:AcOEt)

RMN *H (400 MHz, CDCls): & 8,00 (ddd, J = 8,20; 1,20 e 0,60 Hz, H4; 1H); 7,79 (ddd, J =
7,92; 1,20 0,60 Hz, H7; 1H); 7,45 (ddd, J = 8,08; 7,32; e 1,32 Hz, H5; 1H); 7,34 (ddd, J =
8,30; 7,20 e 1,20 Hz, H6; 1H); 7,29-7,24 (m, H5’;1H), & 6,97-6,94 (m, H6; 1H); 6,92-6,90
(m, H2’, H2’;1H), 6,84 (ddd, J = 8,32; 2,56 ¢ 0,96 Hz, H4’; 1H); 4,41 (s, H1’a; 2H); 3,80 (s,
C-3’-MeO; 3H).

RMN 3C (100 MHz, CDCls): 5 171,18 (C-2); 160,07 (C-3); 153,34 (C-3a); 138,76 (C-7a);
135,82 (C-17); 130,01 (C-5"); 126,10 (C-7); 124,97(C-5); 122,91 (C-6); 121,66 (C-4);
121,61(C-6"); 114,95 (C-2°); 112,97 (C-4"); 55,37 (C3’-MeO); 40,79 (C-1°a) (SUN et. al.,
2013).

IV (ATR, cm™): 3057 (C-H sp?); 2997 (C-H sp?); 1489, 1433 (C=C aromatico); 1257 (C-C);
1149 (C-0); 757, 729, 641 (anel aromatico meta-substituido).
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Figura 44: Espectro de Infravermelho (ATR, cm-?) do 2-(3-metoxibenzil)benzo[d]tiazol (9)
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9.5. Preparacéo dos benzoxazois 10-13

OH
AN OH a
—_—
+ R cl 5 3 3a
cl NH,

a) 4-metilmorfolina, Sg, 130°C/15 horas

(10) R= 3'-OCH,; (11) R= 2'-OCHj; (12) R= 4-CH;; (13) R=3'4'-OCH,0

Esquema 11: Reagdo de acoplamento descarboxilativo utilizando 2-amino-4-clorofenol e acidos cindmicos.

Fonte: O autor.

Em um tubo pressurizacdo de 4 ml adicionou-se 0,30 g de 2-amino-4-clorofenol (2,09
mmol), 2,09 mmol do acido cindmico correspondente, 6,27 mmol de enxofre elementar (0,20
g) e 6,27 mmol de 4-metilmorfolina (0,68 ml). A mistura reacional permaneceu sob agitacao
magnética e aquecimento em banho de 6leo (130°C), durante 15 horas. Em seguida, a mistura
foi resfriada a temperatura ambiente e submetida a extragdo em um funil de separagdo. com
10 ml &gua destilada e acetato de etila (3x 10 ml). A fase organica reunida foi tratada com
sulfato de sddio anidro (Na>SOa), filtrada e concentrada a pressdo reduzida. O produto
reacional foi purificado em cromatografia em coluna utilizando fase estacionaria de silica gel
(60, ART 7734 da MERCK) e como fase mével uma mistura de hexano e acetato de etila em
gradiente crescente de polaridade. Todas as fracdes coletadas serdo monitoradas através de
cromatografia em camada delgada analitica (CCDA) (GUNTREDDI et al., 2016).

9.6. Dados espectroscépicos dos benzoxazois 10-13

Composto 10: 5-cloro-2-(3-metoxibenzil)benzo[d]oxazol
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Aspecto: Solido amorfo amarelo;

Rendimento: 21,48%;

Ponto de fuséo: 51-52°C;

Tempo de reagédo: 15 horas; Fator de Retencéo: 0,50 (9:1 Hex:AcOEt)

RMN H (400 MHz, CDCls): 6 7,65 (d, J = 2,00 Hz, H4; 1H); 7,36 (d, J = 8,80 Hz, H7; 1H);
7,31- 7,22 (m, H6, H5” e H6’; 3H); 6,97-6,92 (m, H2’; 1H); 6,91 (d, J = 8,00 Hz, H4’;1H);
4,28 (s, H1a) 2H); 3,81 (s, 3°-MeO; 3H).

RMN 3C (100 MHz, CDCls): § 167,34 (C-2); 157,52 (C-3); 149,70 (C-7a); 142,82 (C-3a);
130,72 (C-5°); 129,66 (C-5); 129,08 (C-1°); 124,85(C-6); 123,14 (C-6"); 120,88(C-4); 119,08
(C-2°); 111,25 (C-4°); 110,93 (C-7); 55,70 (3°~-MeO); 29,74 (C-1"a).

IV (cm™): 3001(C-H sp?); 2938 (C-H sp®); 1490, 1451(C=C aromatico); 1256 (C-C); 1147
(C-0); 800,762, 687 (anel aromético meta-substituido).
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Composto 11: 5-cloro-2-(2-metoxibenzil)benzo[d]oxazol

Aspecto: Oleo amarelo;

Rendimento: 13,66%;

Tempo de reagéo: 15 horas; Fator de Retencéo: 0,66 (9:1 Hex:AcOEt)

RMN H (500 MHz, CDCls): & 7,66 (d, J = 2,00 Hz, H4; 1H); 7,38 (d, J = 8,50 Hz, H7; 1H);
7,28-7,24 (m, H6 e H4’; 2H): 6,95-6,93 (m, H5’; 1H), 6,91-6,89 (m, H3’; 1H), 6,83 (ddd, J =
8,50; 2,50; 1,00 Hz, H6’; 1H); 4,23 (s, H1’a; 2H); 3,80 (s, C-2’-MeO; 3H).
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RMN C® (125 MHz, CDCls): § 166,68 (C-2); 160,07 (C-2); 149,78 (C-7a); 142,61 (C-3a);
135,93 (C-5) 130,04 (C-6); 129,87 (C-1°); 125,19 (C-6); 121,45 (C-4"); 120,01 (C-4); 114,91
(C-5): 113,02 (C-3’); 111,36 (C-7); 55,39 (2°-MeO); 35,40 (C-12").

IV (ATR, cm™): 3011 (C-H sp?); 2924 (C-H sp?); 1493, 1450 (C=C aromatico); 1245 (C-C);
1111 (C-0O); 749 (anel aromatico orto-substituido).
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Figura 56: Espectro de Infravermelho (ATR, cm™) do 5-cloro-2-(2-metoxibenzil)benzo[d]oxazol (11)
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Figura 57: Espectro de RMN H (500 MHz, CDClIs) 5-cloro-2-(2-metoxibenzil)benzo[d]oxazol (11)
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Composto 12: 5-cloro-2-(4-metilbenzil)benzo[d]oxazol

Aspecto: Sélido amorfo amarelo (NIEDDU e GIACOMELLI, 2013);
Rendimento: 11,03%;

Ponto de fusdo: 52-54 °C (NIEDDU e GIACOMELLLI, 2013);

Tempo de reacgdo: 15 horas; Fator de Retencdo: 0,46 (9:1 Hex:AcOEt)

RMN !H (400 MHz, CDCls): 6 7,67 (d, J = 2,00 Hz, H4;1H); 7,36 (d, J = 8,80 Hz, H7; 1H);
7,29-7,25 (m, H6; 1H); 7,27 (d, J= 7,60 Hz, H2’ e H6’); 7,10 (d, J = 7,60 Hz, H3’ ¢ H5’; 2H);
4,24 (s, H1’a; 2H); 2,35 (s, 4’-Me; 3H).

RMN 13C (100 MHz, CDCla): & 167,08 (C-2); 149,78 (C-7a); 142,64 (C-3a); 137,32 (C-4’);
131,43 (C-5); 129,74 (C-2" ¢ C-6"); 129,04 (C-3" e C-57); 129,79 (C-1°); 125,11 (C-6); 119,98
(C-4); 111,34 (C-7); 35,02 (C-1°a); 21,23 (4’-Me) (NIEDDU e GIACOMELLI, 2013).

IV (ATR, cm™): 3020 (C-H sp?); 2822 (C-H sp®); 1565, 1450 (C=C aromatico); 1257 (C-C);
1139 (C-0); 808 (anel aromatico para-substituido).
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Figura 62: Espectro de Infravermelho (ATR, cm-1) do 5-cloro-2-(4-metilbenzil)benzo[d]oxazol (12)
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Composto 13: 2-(benzo[d][1,3]dioxol-5-ilmetil)-5-clorobenzo[d]oxazol

1 1'a 2'

2 0

N >

3 o
Aspecto: Solido amorfo amarelo;
Rendimento: 7,47%;
Ponto de fuséo: 87-88°C;
Tempo de reagdo: 15 horas; Fator de Retencéo: 0,44 (9:1 Hex:AcOEt)

RMN H (400 MHz, CDCIs): § 7,66 (dd, J = 2,40 e 0,80 Hz, H4; 1H); 7,38 (dd, J=8,80 e
0,80 Hz, H7; 1H); 7,27 (dd, J = 8,80 e 2,40 Hz, H6; 1H); 6,85 (dd, J = 1,60; 0,40 Hz, H2’;
1H); 6,83-6,80 (m, 6°; 1H), 6,78 (dd, J = 8,00; 0,40 Hz, H5’; 1H); 5,94 (s, 3°,4’-OCH.0; 2H);
4,17 (s, H1’a; 2H).

RMN 23C (100 MHz, CDCl3): & 166,90 (C-2); 149,77 (C-7a); 148,19 (C-3); 147,18 (C-3");
142,64 (C-3a); 129,89 (C-5); 128,03 (C-1°); 125,20 (C-6); 122,37 (C-6"); 120,04 (C-4);
111,33 (C-2’); 109,58 (C-7); 108,71 (C-5°); 101,31 (3°,4’-OCH.0); 35,08 (C-1"a).

IV (ATR, cm™): 3101 (C-H sp?); 2900 (C-H sp?); 1441, 1498 (C=C aromatico);1240 (C-C);
1139 (C-0); 802, 703, 619 (anel aromatico trissubstituido).
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Figura 67: Espectro de Infravermelho (ATR, cm-?) do 2-(benzo[d][1,3]dioxol-5-ilmetil)-5-clorobenzo[d]oxazol
(13)
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