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RESUMO

Em decorréncia da crescente demanda por novos compostos com potencial antibiético,
principalmente devido aos mecanismos de resisténcia desenvolvidos pelas bactérias, é
importante a busca por novos farmacos que atuem em alvos bioldgicos diferentes daqueles ja
conhecidos. Este projeto faz parte de um programa coordenado pelo professor Jared Shaw da
Universidade da Califérnia, Davis, que visa a descoberta de novos compostos naturais ou
sintéticos capazes de inibir a proteina FtsZ, que estd relacionada ao processo da divisao celular
bacteriano. Inicialmente foi planejada a sintese de varios compostos com diferentes substituintes
nas posicoes 2, 4 e 6 do nicleo quinazolinico da zantrina Z3 (10) (eleita molécula modelo),
denominados de regides 3, 2 e 1, respectivamente. Neste trabalho, foram sintetizados anédlogos
de 10 com diferentes substituintes na regido 3, para avaliar sua influéncia na atividade inibidora
da proteina FtsZ. Para isso, foram preparados os intermedidrios 28-38 através da reacdo cujo
mecanismo € conhecido como Horner-Wadsworth-Emmons. Estes compostos foram purificados
por cromatografia flash utilizando o equipamento Teledyne ISCO CombiFlashRf+. A segunda
etapa da sintese foi a desprotecdo dos intermedidrios (28-38), através de uma reacdo utilizando
solucdo de HCl 2M em metanol, para obtencdo dos andlogos 39-48. A caracterizacdo dos
compostos sintetizados foi feita utilizando técnicas espectroscOpicas (ressonancia magnética
nuclear de 'H e °C) e espectrométricas (espectrometria de massas) e a avaliacdo do potencial de
inibicdo da FtsZ foi feito para os andlogos 44 e 45, cujos valores de ICsy foram 626 e 836 uM,
respectivamente. Estes resultados quando comparados com aquele da molécula modelo, zantrina
73 (9,4 uM), sugerem que os substituintes isopropil, no andlogo 44, assim como a terc-butila no

andlogo 45, ndo contribuem para a inibicdo da enzima.

Palavras-chave: Sintese de andlogos de zantrinas, zantrina Z3, antibiéticos, FtsZ.



ABSTRACT

As a result of the increasing demand for new compounds with antibiotic potencial,
mainly due to resistance mechanisms developed by bacteria, it is important to search for new
drugs that act on biological targets different from those already known. This project is part of the
program coordinated by professor Jared Shaw from University of California, Davis, which aims
to discover new natural or synthetic compounds capable of inhibiting the protein FtsZ, that are
related to the bacterial cell division process. Initially, the synthesis of several compounds was
planned using the quinazoline nucleus of the zantrin Z3 (10) as model molecule, which can be
substituted in positions 2, 4 and 6 , named by regions 3, 2, and 1, respectively. In this work,
analogous of 10 were synthesized with different substituents in region 3, which were evaluated
as potential inhibitors of the protein FtsZ. Further, intermediates 28-38 were prepared through a
reaction which its mechanism is known as Horner-Wadsworth-Emmons. Then, these compounds
were purified by flash chromatography using the Teledyne ISCO CombiFlashRf+ equipment.
Additionally, the protection group was removed from the intermediates (28-38) through a
reaction using a solution of HCI 2M in methanol to obtain the analogous 39—48. Characterization
of the synthesized compounds was made by spectroscopy (‘H and '’C nuclear magnetic
resonance) and spectrometric methods (mass spectrometry) and the evaluation of the inhibitory
activity of the FtsZ was made for the analogous 44 and 45, which exhibited ICsy values of 626
and 836 uM, respectively. These results when compared to the zantrin Z3 (9,4 uM), suggest that
the isopropyl and ferc-butyl substitutes from analogous 44 and 45 did not contribute for the

enzyme inhibition.

Key words: Synthesis of zantrins analogous, zantrin Z3, antibiotics, FtsZ.
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1. Introducao

Desde os primérdios das civilizacdes o homem faz uso de substincias, sejam elas na
forma de chds, emplastros, ou por inalagdo, na busca pelo alivio e cura das suas enfermidades
(VIEGAS JUNIOR: BOLZANI; BARREIRO, 2006). Dentro deste contexto, os antibidticos
fazem parte de um arsenal poderoso utilizados para o tratamento de doencas infecciosas causadas
por microrganismos. Estes compostos organicos podem ser de origem natural ou sintética, e sao
capazes de provocar a morte ou inibir o crescimento de microrganismos como as bactérias
(GUIMARAES et al., 2010). Desde a descoberta do primeiro antibiotico em 1940, essa classe de
compostos t€m salvado milhdes de vidas contra doencas infecciosas, o que levou os
pesquisadores a acreditarem que essas doencas seriam dizimadas. Entretanto, é crescente a
propagacdo da populacdo de bactérias patog€nicas que sdo resistentes aos antibidticos
(AMINOV, 2009) e de acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (WHO, 2011), este € um
dos maiores perigos para a saide humana (ACADEMY OF SCIENCES AND HUMANITIES IN
HAMBURGGERMAN NATIONAL ACADEMY OF SCIENCES LEOPOLDINA, 2013). A
falta de informacdo sobre os processos microbianos incentivou a criacdo de centros de pesquisas
especializados em microrganismos, buscando maior conhecimento sobre suas estruturas

celulares, visando o desenvolvimento de antibidticos eficazes (AMINOV, 2009).

1.1 Penicilinas

As primeiras bactérias foram descobertas por volta de 1670, apds a invencdo do
microscopio, mas foi somente no século XIX que surgiu a hipétese desses microrganismos serem
causadores de processos infecciosos (GUIMARAES et al., 2010). Desde entio, estudos visando a
descoberta de agentes quimicos com potencial antimicrobiano vém sendo realizados. Assim, em
1928, o farmacologista britanico Alexander Fleming descobriu acidentalmente a penicilina G (1)
(Figura 1), um dos antibidticos mais utilizados até os dias atuais (CALIXTO et al., 2012;
OLIVEIRA et al., 2009).
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Figura 1. Penicilina G.
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Fonte: autor.

Durante a realizacdo de um dos seus experimentos com cultura de bactérias, Alexander
Fleming notou a contaminag¢do por uma colonia de fungos que em contato com as bactérias
estavam inibindo seu crescimento. Neste momento, Fleming presumiu que esse fungo estava
produzindo algum agente antibacteriano como método de protecdo e, mais adiante, o identificou
como sendo do género Penicillium (OLIVEIRA et al., 2009).

Depois de anos de estudo em colaboracdo com os cientistas Chain e Florey, em 1938 foi
obtido um extrato que continha a penicilina G (1), que foi testada clinicamente, apresentando
bons resultados (OLIVEIRA et al., 2009). No entanto, foi somente em 1940 que a penicilina G
foi introduzida no mercado como agente terapéutico. O processo de industrializacdo de 1 teve
um aumento considerdvel em consequéncia da Segunda Guerra Mundial, em que os antibiéticos
foram bastante utilizados no tratamento de soldados feridos. A partir desta descoberta, foi
possivel diminuir o numero de mortes causadas por doengas infecciosas além de um expressivo
aumento na expectativa de vida (GUIMARAES et al., 2012).

O mecanismo de acdo das penicilinas tem como alvo a parede celular das bactérias que €
composta por peptideos e unidades de acicar que podem ser de dois tipos, o 4cido
N-acetilmuramico (NAM) (2) e a N-acetilglucosamina (NAG) (3) (Figura 2). No processo de
formacdo da parede celular as cadeias de peptideo se ligam ao NAM e na etapa final, com auxilio
da enzima transpeptidase, as cadeias de peptideo sdo ligadas pela substituicio da D-alanina de
uma cadeia pela glicina de outra. E nesta etapa de formacio da parede celular da bactéria que as
penicilinas agem impedindo a ligacdo cruzada. Assim, com a parede celular enfraquecida, hd um

desequilibrio na concentracao salina da bactéria, sendo maior no interior da célula, o que leva a
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um influxo de 4gua, causando inchaco da célula, rompimento da parece celular e morte da

bactéria (OLIVEIRA et al., 2009).

Figura 2. Acido N-acetilmuramico (NAM) (2) e N-acetilglucosamina (NAG) (3).

Fonte: autor.

As penicilinas fazem parte da familia dos antibidticos B-lactimicos que sdo muito
importantes devido ao uso clinico e também do ponto de vista econdmico. Entretanto, a
eficiéncia da atividade desses farmacos tem sido ameacada pelo desenvolvimento de bactérias
capazes de inativar esses compostos. Algumas bactérias resistentes criaram mecanisSmos
enzimdticos chamados B-lactamases que catalisam a hidrdlise do anel B-lactdmico do antibidtico
tornando-o inativo (OLIVEIRA et al., 2009).

De acordo com o Center for Disease Control and Prevention (2013), ha mais de dois
milhdes de doengas atribuidas a resisténcia bacteriana anualmente nos Estados Unidos e uma
diminui¢do do tempo entre implementacao do antibidtico e resisténcia. Dessa forma, encaramos
como uma necessidade o desenvolvimento de novos antibidticos que possam ser utilizados no

tratamento de doencas causadas por bactérias resistentes.

1.2 Proteina responsdvel pela divisdo celular (FtsZ)

Historicamente, todos os antibidticos conhecidos t€ém como alvo um dos seguintes
processos celulares bacterianos: (1) replicacdo do DNA, (2) transcri¢do do DNA, (3) tradugdo do

RNA (4) biossintese de peptidoglicano, (5) biossintese de folato, (6) sintese da membrana
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citoplasmdtica. O citoesqueleto bacteriano € um alvo importante quando se pensa em novas
classes de antibidticos. Ele consiste em familias de proteinas essenciais para as propriedades
fisiologicas e estruturais das células incluindo divisdo celular, crescimento da parede celular,
determinag¢do/manutencdo do formato celular, segregacdo do DNA e compartimentagdo de
proteinas. Devido a sua importancia para a existéncia da cé€lula bacteriana, o citoesqueleto
bacteriano tem sido tépico de discussdo para o desenvolvimento de antibidticos ha mais de duas
décadas (HURLEY et al., 2016).

A FtsZ (do inglés: Filamenting temperature-sensitive mutant Z) (Figura 3) € uma das
familias de proteinas essenciais para a divisdo celular bacteriana. Ela € responsdvel pela
formag¢do de uma estrutura de anel no local de divisdo da célula, criando um complexo
multiproteico (referido como “divisomo”), importante para o sucesso da formacgdo do septo de

divisdo. Por isso a FtsZ se torna alvo de estudos para o desenvolvimento de novos antibidticos

(HURLEY et al., 2016).

Figura 3. Proteina FtsZ.

Fonte: BERMAN et al., 2000.

Responsdvel pela citocinese bacteriana (parte do processo da divisdo celular em que o
citoplasma se divide em duas outras células filhas), a proteina FtsZ € ancestral e estruturalmente
homéloga a proteina eucaridtica tubulina (que compde os microtibulos do citoesqueleto de

células eucarioticas) (Figura 4). Pela andlise cristalografica da FtsZ, foi revelado o dominio da
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atividade GTPase, também observado na tubulina, caracterizando a similaridade entre as duas

proteinas (HURLEY, 2016).

Figura 4. Tubulina.

Fonte: BERMAN et al., 2000.

Estudos sobre a funcdo da tubulina em células eucaridticas mostram que produtos
naturais como o taxol (4) e a colchicina (5) (Figura 5) sdo capazes de inibir essa proteina. Por
causa da semelhanca estrutural entre tubulina e FtsZ, pesquisadores t€ém investido na busca por

novos compostos com potencial de inibicdo (ANDERSON et al., 2012).
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Figura 5. Taxol (4) e colchicina (5).
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Fonte: autor.

Durante a citocinese, mondmeros da proteina FtsZ sdo polimerizados para formar um
anel (Figura 6A), chamado de anel Z (Figua 6B), no meio da célula de modo a comprimi-la até a
formacdo de duas novas células (Figura 6C). Durante o processo de formacao do anel Z, a FtsZ
consome GTP assim como a tubulina no processo de mitose. Com isso, a FtsZ pode ser inativada
por compostos que interferem na atividade da GTPase dessa proteina (URGAONKAR et al.,
2005; HURLEY, 2016).

Figura 6. Divisao celular bacteriana e o papel da FtsZ.
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Fonte: modificado de URGAONKAR et al., 2005.
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Mais recentemente, pesquisadores tém investido esfor¢os no estudo de compostos que
inibem a atividade da GTPase presente na FtsZ, impedindo a formag¢do do anel Z e
consequentemente a replicacdo celular bacteriana. A zantrina Z1 (6), assim como os produtos
naturais dicametina (7) e 2"'-hidroxi-5"'benzilisouvarinol-B (8) (Figura 7), sdo polifendis
(representados em azul), que apresentaram atividade antimicrobiana. Essas moléculas foram
descobertas a partir de uma triagem in vitro que tinha como objetivo selecionar compostos com
potencial de inibicdo da GTPase da proteina FtsZ da bactéria E. Coli. (URGAONKAR et al.,
2005).

Figura 7. Polifendis, sintético (6) e de ocorréncia natural (7 e 8).

e 1
Cl Cl
HO ‘ HO O O \\\\Ph
Cl

OH OH OH O
6: zantrina Z1 7: dicamanetina 8: 2"'-hidroxi-5""benzilisouvarinol-B
|Cso 5 MM ICSO 12,5 MM |C50 8,3 MM

Fonte: autor.

1.3 Zantrinas

O grupo de pesquisa do professor Jared Shaw da Universidade da Califérnia Davis,
iniciou um programa de avaliag¢do bioldgica para estudar compostos naturais e sintéticos capazes
de inibir a FtsZ. Também fez parte dos objetivos entender os mecanismos de acdo das moléculas
estudadas (SORTO et al., 2010). Inicialmente foram avaliados cinco compostos chamadas de
zantrinas Z1 (6) (Figura 7), Z2-75 (9-12) (Figura 8), capazes de inibir a atividade da GTPase da
FtsZ (MARGALIT et al., 2004).
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Figura 8. Zantrinas Z2-75 e seus valores de ICsy no ensaio de inibi¢do da FtsZ.
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Fonte: autor.

Foi observado em experimentos in vitro, utilizando bactéria Escherichia coli, que os
compostos 9-12 atuam inibindo a polimerizacdo da FtsZ na etapa de formacdo do anel Z
(Figura 6A), durante o processo de divisdao celular, causando a diminuicdo do tamanho e da
abundancia dos protofilamentos (MARGALIT et al., 2004).

Dando continuidade as pesquisas com as zantrinas, o grupo de pesquisa coordenado pelo
professor Jared Shaw, sintetizou e avaliou os derivados 9-12 (Figura 8) no ensaio utilizando a
bactéria Escherichia coli. Estudos mostraram que entre os compostos inibidores da proteina
FtsZ, a zantrina Z3 (10) foi a unica especifica para esta proteina (apesar de seu mecanismo de
acdo ainda ser desconhecido), além de apresentar resultados reprodutiveis na sintese e nos
ensaios bioldgicos (ICsp). Por isso, foi eleita como molécula modelo para o planejamento da

sintese de uma série de derivados NEPOMUCENUO et al., 2015).
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Na avaliac@o do ensaio bioldgico, a zantrina Z3 (10) sintetizada, apresentou inibi¢do da
proteina FtsZ com ICsy 24 uM, resultado bastante préximo daquele obtido por Margalit et al.
(2004), comprovando a reprodutibilidade dos dados e dando suporte para a continuidade dos
estudos. Em seguida, foram feitos estudos de relacdo estrutura e atividade (REA) que permitiram

estabelecer trés regides acessiveis para modificagdes, regido 1 (azul), 2 (vermelho) e 3 (verde)

(Figura 9) (NEPOMUCENO et al., 2015).

Figura 9. Nucleo zantrina e regides para modificacao estrutural.
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Fonte: adaptado de NEPOMUCENO et al., 2015

Primeiramente, a regido 2 (vermelho) foi modificada trocando o grupo dietil de 10 por
dimetil, que resultou em um derivado duas vezes mais potente (ICsy 12 uM) (13) (Figura 10). A
partir desse resultado, foram sintetizados outros andlogos com substituintes diferentes nessa
regido. Os valores de ICsy dos andlogos que continham um fragmento carregado positivamente
na regido 2 (Figura 10), foram melhores, como pdde ser observado para o derivado 14
(ICs509 uM), sugerindo a importancia desse grupo. Foi possivel observar ainda que a auséncia do

grupo dietil ndo comprometeu a atividade bioldgica (Figura 10) (NEPOMUCENO et al., 2015).
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Figura 10. Anédlogos 13 e 14 da zantrina Z3 (10) modificados na regido 2 (vermelha) com seus

respectivos valores de ICsono ensaio de inibi¢ao da FtsZ.
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13: Dimetil Z3, R = CHj (IC5o 12 uM) 14: IC50 9 uM

Fonte: autor.

Outra modificagdo relevante foi a substituicio do anel benzeno na regido 1 (azul) por
uma metila (15) (Figura 11), que ndo apresentou diferenca no valor de ICsy quando comparado
com a zantrina Z3 (10) (Figura 10). Além disso, a presenca do sal na amina primdria (15b) da
regido 2 (vermelha), praticamente ndo alterou os resultados de ICsy, justificando assim que a
presenca do substituinte carregado positivamente nesta regido ndo promove perda na atividade

bioldgica (NEPOMUCENO et al., 2015).

Figura 11. Andlogo 15 da zantrina Z3 (10) modificado na regido 1 (azul) e 2 vermelha com seus

respectivos valores de ICsp no ensaio de inibi¢do da FtsZ.
R
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15a: R= N(CHs)s (IC50 24 uM)
15b: R = NHg*TFA~ (ICsq 27 uM)

Fonte: autor.

A partir dos resultados de ICsy dos andlogos 14 e 15 no ensaio biolégico, foram
planejados derivados modificados na regido 3 (verde) (Figura 9), para avaliar a influéncia de

diferentes substituintes nesta regido sobre a inibicdo da proteina FtsZ. Foram planejados
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derivados contendo benzeno com diferentes grupos doadores e retiradores de elétrons ligados em
diferentes posi¢cdes do anel, além de grupos alifdticos, complementando aqueles dados ja
estudados e reportados por Nepomuceno e colaboradores (2015).

O presente trabalho descreve o planejamento, sintese, caracterizacdo e avaliagdo da
atividade bioldgica de andlogos da zantrina Z3 (10), modificados na regido 3 (Figura 9), para
avaliar a influéncia dos diferentes substituintes na inibi¢cdo da FtsZ. Para as avaliacdes das

atividades bioldgicas, o derivado 14 foi selecionado como controle positivo.
2. Objetivos
v’ Planejamento, sintese e caracterizacido de andlogos da zantrina Z3 (10), modificados na
regido 3;
v Avaliagdo bioldgica dos produtos obtidos no ensaio in vitro de inibig¢do da proteina FtsZ
utilizando o modelo com a bactéria Escherichia coli.
3. Materiais e métodos

3.1 Solventes

Para as reagdes e procedimentos de purificacdo foram utilizados principalmente

tetrahidrofurano, metanol e diclorometano.
3.2 Reagentes para sintese dos andlogos da zantrina Z3 (10)
Para preparacdo de andlogos da zantrina Z3 (10), foram utilizados o precursor 16

(Figura 12) e os aldeidos 17-27 (Figura 13) (Tabela 1) e hidreto de sédio (60%) disperso em

Oleo mineral.

25



Figura 12. Precursor (16) para preparacdo dos andlogos (28-38) da zantrina Z3 (10).
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Fonte: autor.

Figura 13. Aldeidos utilizados para preparacdo dos andlogos (28-38) da zantrina Z3 (10)
(Tabela 1).
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Fonte: autor.
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Tabela 1. Reagentes comerciais utilizados para sintese dos andlagos da zantrina Z3 (10).

Reagentes” FM" MM* Densidade®

17 3-metoxibenzaldeido CgHgO, 136,05 -

18 2-metoxibenzaldeido CsHsO, 136,05 1,119

19 4-metoxibenzaldeido CgHgO, 136,05 -

20 3,5-dimetoxibenzaldeido CoH;003 166,06 -

21 4-isopropoxibenzaldeido CioH 120, 164,08 1,050

22 2,3-dihidrobenzofuran-5-carbaldeido CoHgO, 148,05 -

23 Isobutiraldeido C4Hs0O 72,06 0,790

24 2,2-dimetilpropanal CsH,00 86,07 0,771

25 3-(trifluorometil)benzaldeido CgH;5F;0 174,03 -

26 4-(trifluorometil)benzaldeido CgH5F;0 174,03 1,275

27 2-metilbenzaldeido CgHgO 120,06 -
*Reagente comercial Sigma Aldrich; °FM = Férmula molecular; ‘MM = Massa molecular (g/mol);

‘Densidade (g/mL).

3.3 Cromatografia

Para a purificacdo dos andlogos foi utilizado um equipamento para cromatografia em
coluna flash da marca Teledyne ISCO CombiFlashRF+, equipado com cartuchos de silica gel
(40-63 um, 12,0 g, h=8,5cm e @ = 2,3 cm). A elui¢ao foi feita em modo gradiente (20 min.),
utilizando como sistema de solvente 100% de CH,Cl, até CH,Cl,:MeOH (95:05). Esse gradiente
foi estabelecido previamente por cromatografia em camada delgada (CCD) com fase estaciondria
de silica gel, avaliando o intermedidrio 29, sendo que neste sistema de solventes

(CHxC1:MeOH, 9,5:0,5), este composto apresentou Ry 0,29 ap6s ser revelado com radiagdo UV.

3.4 Andlises espectrométricas e espectroscopicas

3.4.1 Espectrometria de massas

As andlises de espectrometria de massas foram realizadas utilizando um epectrométro de
massas de alta resolucdo com fonte de ionizacdo por eletrospary (Waters, Micromass LTC), do

departamento de quimica da Universidade da Califérnia, Irvine.
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3.4.2 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear

As andlises de ressonancia magnética nuclear foram realizadas no departamento de
quimica da Universidade da Califérnia, Davis utilizando o equipamento espectrometro de
ressonincia magnética nuclear (RMN) Bruker operando em freqiiéncias de 400 e 100 MHz para
nudcleos de hidrogénio e carbono, respectivamente. Os experimentos foram realizados a 20 °C,

utilizando TMS como padrio interno (drus = 0,00).

4. Procedimento experimental

4.1 Procedimento para sintese dos andlogos 39—48

4.1.1 Metodologia de sintese dos intermedidrios 28-38

Em um vial de fundo chato de 7,0 mL, sob atmosfera inerte de argdnio, foram
adicionados o precursor (16), um dos aldeidos (Figura 14) (Tabela 1) e o solvente
tetrahidrofurano (Tabela 2). Esté solucdo foi resfriada a 0 °C para adi¢cdo do NaH, e em seguida
foi mantida a 25 °C por 24 h. A reacdo foi finalizada com adi¢do de dgua (10,0 mL) e submetida
a extracdo liquido-liquido com diclorometano (3 x 7,0 mL). As fases organicas foram agrupadas
e o residuo de 4gua foi retirado com o auxilio de Na,SO4 anidro. Em seguida o solvente foi
destilado sob pressdo reduzida em rotaevaporador para obten¢do dos intermedidrios 28—38.

Estes compostos foram purificados por cromatografia flash utilizando um equipamento
Teledyne ISCO CombiFlashRf+. As amostras foram aplicadas no cartucho de silica gel (40—
63 um) (12,0 g, h = 0,85 cm e @ = 0,23 cm). A eluigdo foi feita em modo gradiente (20 min.),
utilizando como sistema de solvente 100% de CH,Cl, até CH,Cl,:MeOH (95:05).
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Figura 14. Reacdo para preparacdo dos intermedidrios (28-38) protegidos.
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Fonte: autor.
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Tabela 2. Dados das reacdes para preparagdo dos intermedidrios protegidos (28-38).

Precursor (12) Aldeido NaH THF Massa teérica Massa obtida® Rendimento
Intermediarios

mg  mmol n. mg mmol mg mmol mL mg mg Y%
28 100,0 0,22 17 394 0,29 13,0 0,33 2,20 95,60 94,0 98
29 75,0 0,17 18 294 0,22 26,6 0,66 1,66 72,13 60,0 83
30 100,0 0,22 19 394 0,29 13,0 0,33 2,20 102,21 57,0 60
31 100,0 0,22 20 48,2 0,29 13,0 0,33 2,20 102,20 73,0 71
32 100,0 0,22 21 453 0,29 13,0 0,33 2,20 92,10 56,0 61
33 100,0 0,22 22 430 0,29 13,0 0,33 2,20 98,24 73,0 74
34 75,0 0,17 23 159 0,22 26,6 0,66 1,66 61,50 41,5 67
35 75,0 0,17 24 190 0,22 26,6 0,66 1,66 63,83 56,6 89
36 100,0 0,22 25 50,0 0,29 13,0 0,33 2,20 103,95 78,0 75
37 100,0 0,22 26 50,0 0,29 13,0 0,33 2,20 103,95 90,0 87
38 100,0 0,22 27 350 0,29 13,0 0,33 2,20 92,0 61,5 67

?Os aldeidosutilizadosestdo descritos na Figura 8, Tabela 1;

®Massa obtida ap6s purificacdo por CC.
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4.1.2 Metodologia para desprotecdo dos intermedidrios 28-38 e obtengcdo dos
andlogos 39—48.

Em um vial de fundo chato de 7,0 mL, sob atmosfera inerte de argonio, os intermedidrios
protegidos 28-38 (Tabela 2) foram dissolvidos em uma solu¢do de HCI 2 M (0,28 mL) em
CH;0H (1,72 mL) e a reacdo foi mantida sob agitacio por 6 h (Figura 15). Os produtos (39-48)

(Tabela 3) foram confirmados por técnicas espectroscopicas (RMN) e espectrométricas (EM).

Figura 15. Desprotecdo dos intermedidrios para obten¢do dos produtos 39—48.
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28-38 39-48

Fonte: autor.
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Tabela 3. Dados das reacdes de desprotecdo dos intermedidriospara obteng¢do dos produtos 39—48.

Intermediario HCI 2M em CH;OH Massa teorica Massa obtida Rendimento
Produto
n.’ mg mmol mL mg mg %
39 28 20,0 0,046 0,92 17,0 12,0 70
- 29" - - - - - -
40 30 20,0 0,046 0,86 16,0 24,0 100
41 31 31,0 0,067 1,33 26,7 27,5 100
42 32 26,0 0,059 1,20 23,5 22,0 93
43 33 20,0 0,046 0,92 17,2 17,5 100
44 34 25,0 0,166 1,35 20,5 26,0 100
45 35 11,0 0,029 0,57 9,3 12,4 100
46 36 27,0 0,060 1,20 24.4 39,0 100
47 37 20,0 0,042 0,85 17,3 14,0 81
48 38 20,0 0,048 0,95 17,0 13,0 76

“Os intermedidrios utilizados estdo descritos Tabela 2; “Nio foi realizada a reacdo de desprotecio desse intermedidrio.
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5. Resultados e discussoes

5.1 Sintese dos andlogos (39—48) da zantrina Z3(10)

5.1.1 Preparagdo dos intermedidrios 28—-38

Para obtencdo dos intermedidrios 28-38, foi utilizado o precursor 16 (Figura 13), que foi
sintetizado pelo aluno de pés graduacdo Ed Balmond orientado pelo professor Jared Shaw. O
precursor apresenta as melhores caracteristicas dos derivados da zantrina Z3 (10), que
apresentaram os melhores valores de ICsp, que sdo a metila na regido 1 (15) e um substituinte
carregado positivamente na regido 2 (14). Porém, para que a primeira etapa da sintese favoreca
uma reacdo estero e regioseletiva na regido 3, foi necessdrio proteger a regido 2 com um grupo
Boc para que na segunda etapa da sintese houvesse a clivagem desse grupo e a obtencao de um
substituinte carregado positivamente.

A presenca do grupo fosfonato na regido 3 foi escolhida para favorecer o mecanismo de
reacdo Horner-Wadsworth-Emmons, em que o produto principal € um alceno com
estereoisomeria E, de forma que os grupos volumosos ficam distantes um do outro, sendo mais
estdvel por possuir menor impedimento estérico. A reacdo segue esse mecanisSmo pois O
fosfonato faz com que os hidrogénios do carbono na posi¢ao alfa (a) sejam acidos, ja que quando
um deles for retirado por uma base forte, haverd formacdo de uma base conjugada fraca,
estabilizada por ressonancia. Portanto, na presenca de NaH, insoluvel em tetrahidrourafo e
menos reativa em baixas temperaturas (0 °C), um dos hidrogénios a ¢ retirado formando um
carbanion, espécie nucleofilica, que ataca o aledido, eletrofilico, presente no meio reacional,
promovendo condi¢cdes para a reagdo com o mecanismo proposto por Horner-Wadsworth-

Emmons (Figura 16).
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Figura 16. Mecanismo Horner-Wadsworth-Emmons para preparacdo dos intermedidrios 28-38

protegidos.
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Fonte: autor.

Os intermedidrios protegidos 28-38 foram submetidos a andlise por espectrometria de
massas de alta resolucdo, modo positivo, que possibilitou estabelecer suas formulas moleculares
e compara-las com a do precursor 16, indicando que a reacdo ocorreu. Além disso, foi feita
andlise por ressonancia magnética nuclear de hidrogénio e carbono para posterior comparacao

com os produtos 3948 desprotegidos.
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5.1.2 Caracterizagdo dos intermedidrios 28-38

O intermedidrio 35 foi selecionado para discussdo da caracterizagdo por espectrometria
de massas com ionizagdo por electrospray e ressonancia magnética nuclear de 'H e "C, por
apresentar o conjunto de espectros com melhor qualidade, sendo referéncia para as demais
determinagdes estruturais.

A andlise do intermedidrio 35 por espectrometria de massas em alta resolu¢cdo, modo
positivo, possibilitou estabelecer a formula molecular C,,H3,N40;, com indice de deficiéncia de
hidrogénio igual a nove. O sinal referente a molécula protonada foi observado em m/z 385,2598

[M + H], calculado para C2,H33N,40,, 385,2598 (A 0,0 ppm) (Figura 17).
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Figura 17. EM-IES-(+) em alta resolucdo do intermedidrio 35.
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A andlise do espectro de RMN de 'H (Figuras 18-20) do intermedidrio 35 permitiu
observar sinais que caracterizam a quinazolina trissubstituida. Na regido de absor¢do dos sinais
referentes aos hidrogénios aromdticos, foram observados: um singleto largo em & 7,48 (1H),

atribuido ao H-5, um duplo dubleto em 6 7,52 (1H, J = 8,5; 1,8 Hz), atribuido ao H-7 e um
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dubleto em o 7,66 (1H, J = 8,5 Hz), atribuido ao H-8. Tendo em vista o conhecimento prévio dos
substituintes no C-4 e C-6, a andlise do espectro de RMN 'H permitiu observar dois quadrupletos
em 6 3,79 (2H, J=4,9 Hz, H-1") e 3,54 (2H, J = 4,9 Hz, H-2’) e um singleto em 1,44 (9H, H-5’),
caracteristico do grupo t-butila, que confirmam a natureza do primeiro substituinte. A metila
ligada ao C-6 foi confirmada pelo singleto em 6 2,46 (3H, H-9). O substituinte ligado ao C-2,
inserido a partir da reacdo de Horner-Wadsworth-Emmons, foi caracterizado pela presenga de
dois dubletos em 6 7,19 (1H, J = 15,7 Hz, H-1"") ¢ 6,46 (1H, J = 15,7 Hz, H-2""), ¢ um singleto
em 1,17 (9H, H-4""), caracteristico do grupo z-butila.
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Figura 18. Espectro de RMN de 'H do intermediério 35 (CDCls, 400 MHz).
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Figura 19. Ampliacio do espectro da Figura 18 (6 0,0-3,8) do intermediario 35.
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Figura 20. Ampliag@o do espectro da Figura 18 (6 4,0-7,9) do intermedidrio 35.
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No espectro de RMN de °C (Figura 21) foram observados dezoito sinais, dos quais cinco
sao referentes a carbonos aromadticos trissubstituidos observados em 6 160,4 (C-2), 159,2 (C-4),
150,4 (C-8a), 135,0 (C-6) e 113,7 (C-4a), trés sao referentes a carbonos aromaticos secundarios
em 0 1344 (C-7), 127,7 (C-8), 126,3 (C-5), uma carbonila em & 158,0 (C-3’), dois carbonos
olefinicos em o 148,2 (C-2""), 120,5 (C-1""), dois carbonos primarios dissubstituidos em o 43,7
(C-1"), 40,14 (C-2’), dois carbonos quaternarios em o 80,1 (C-4’) e 33,6 (C-3”’), e trés metilas
em 0 29,5 (3C-4’), 28,4 (3C-5’) e 21,6 (C-9). As atribui¢des foram feitas com base na
comparacdo dos dados experimentais com aqueles tedéricos obtidos dos programas ChemDraw

v.10 e Mestre Nova.
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Figura 21. Espectro de RMN de "°C do intermedidrio 35 (CD,Cl,, 100 MHz).
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Intermediario (28): sélido branco (94,0 mg); EM-IES-(+) m/z 4352412 [M + HJ",
calculado para C,sH3N4Os, 4352391 (A 4,8 ppm); RMN 'H (CDCl;, 400 MHz)
0794 (1H,d,J=15,8 Hz, H-2’), 7,71 (1H, d, J=8,5 Hz, H-8), 7,56 (1H, sl, H-5), 7,52
(1H, dd, J =8,5; 1,5 Hz , H-7), 7,27 (1H, dd, J = 8,0 Hz, H-7""), 7,21 (1H, d, J = 15,8 Hz, H-1""),
7,21 (1H, sl, H-4"), 6,95 (1H, m, H-8""), 6,87 (1H, ddd, J = 8,3; 2,4; 0,8 Hz, H-6"), 3,83 (2H, q,
J =49 Hz, H-1"), 3,83 (3H, s, H-9”), 3,58 (2H, q, J = 4,9 Hz, H-2’), 2,48 (3H, s, H-9), 1,44
(9H, s, 3CH3, H-5"); RMN °C (CDCls, 100 MHz) § 159,9 (C, C-2), 159,1 (C, C-4), 159,8 (C, C-
577), 158,0 (C, C-3°), 148,3 (C, C-8a), 138,5 (C, C-37’), 136,5 (C, C-6), 135,4 (CH, C-7), 134,4
(CH, C-27’), 129,6 (CH, C-7), 129,5(CH, C-8), 127,8 (CH, C-1"), 120,6 (CH, C-5), 120,4
(CH, C-8"), 114,8 (CH, C-6), 111,9 (C, C-4a), 80,14 (C, C-4’), 55,2 (CH3, C-9), 43,8
(CHy, C-17), 40,2 (CH,, C-27), 28,4 (3CH3, C-5’), 21,6 (CH3, C-9).
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Figura 22. EM-IES-(+) em alta resolucdo do intermedidrio 28.
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Figura 23. Espectro de RMN de 'H do intermediério 28 (CDCls, 400 MHz).
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Figura 24. Ampliacdo do espectro da Figura 23 (6 0,0-4,0) do intermediario 28.
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Figura 26. Espectro de RMN de °C do intermedidrio 28 (CDCl3,100 Hz).
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Intermediario (29): sélido branco (60,0 mg); EM-IES-(+) m/z 435,2395 [M + HJ",
calculado para C,sH3N4Os3, 435,2391 (A 0,9 ppm); RMN 'H (CDCl;, 400 MHz) 6 8,31
(1H, d, J=16,0 Hz, H-2"), 7,71 (1H, d, J = 8,0 Hz, H-8), 7,68 (1H, dd, J = 8,0; 1,6 Hz, H-7),
7,53 (1H, sl, H-5), 7,50-7,53 (2H, m, H-6"’ e H-8""), 7,26 (1H, d, J=16 Hz, H-1""), 6,98
(1H, dd, J =7,8 Hz, H-7"),6,92 (1H,d,J=8,2 Hz,H-5), 3,90 (3H, s, H-9), 3,85
(2H,q,J=5,9 Hz, H-1’), 3,60 (2H, q, J =59 Hz, H-2’), 2,5 (3H, s, H-9), 1,44
(9H, s, 3CHj3, H-5”).
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Figura 27. EM-IES-(+) em alta resolucdo do intermedidrio 29.

ACCM_|_002 #14-25 RT: 013023 AV: 12 NL: 7.33E7
T: FTMS + ¢ ESI Full ms [200.00-700.00] .
4352395 [M + H]

Relative Abundance

100+
95
90
85

80

60
55
a0

45

436.2430

N /\/ﬁHzBoc
Y OCH,
N
m/z 435

|
433

[
434

T
435

|
436

[
437

mfz

T
438

|
439 440 441

[
442

48



Figura 28. Espectro de RMN de 'H do intermediério 29 (CDCls, 400 MHz).
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Figura 29. Ampliacio do espectro da Figura 28 (6 0,04,0) do intermedidrio 29.
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Intermediario (30): sélido branco (57,0 mg); EM-IES-(+) m/z 4352405 [M + HJ",
calculado para CysH3N4O;, 435,2391 (A 3,2 ppm); RMN 'H (CDCl3, 400 MHz) 67,96
(1H, d, J = 15,8 Hz, H-2""), 7,72 (1H, d, J = 8,5 Hz, H-8), 7,60 (2H, d, J = 8,7 Hz, H-4"’ e H-
8), 7,56 (1H, sl, H-5), 7,54 (1H, d, J = 8,5 Hz, H-7), 7,11 (1H, d, J= 15,8 Hz, H-1""), 6,94
(2H, d, J= 8,7 Hz, H-5 ¢ H-7""), 3,86 (2H, q, J = 5,6 Hz, H-1"), 3,84 (3H, s, H-9*), 3,61
(2H, q, J = 5,6 Hz, H-2’), 2,48 (3H, s, H-9), 1,46 (9H, s, 3CHj3, H-5").
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Figura 31. EM-IES-(+) em alta resolucdo do intermedidrio 30.
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Figura 32. Espectro de RMN de 'H do intermediério 30 (CDCls, 400 MHz).
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Figura 33. Ampliacio do espectro da Figura 32 (6 0,0-3,8) do intermediério 30.
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Intermediario (31): sélido branco (73,0 mg); EM-IES-(+) m/z 465,2513 [M + HJ",
calculado para CysH33N4O4, 4652496 (A 3,7 ppm); RMN 'H (CDCl;, 400 MHz)
07,89 (1H,d, J=15,8 Hz, H-2”"), 7,71 (1H, d, J= 84 Hz, H-8), 7,56 (1H, sl, H-5), 7,52
(1H, d, J = 8,4 Hz, H-7), 7,19 (1H, d, J= 15,8 Hz, H-1""), 6,80 (2H, d, J = 2,1 Hz, H-4”’ ¢ H-
8, 6,44 (1H, dd, J = 2,1 Hz, H-6"), 3,85 (2H, m, H-1"), 3,82 (6H, s, 2CHj3, H-9”” ¢ H-10"’),
3,61 (2H, q, J = 5,6 Hz, H-2"), 2,50 (3H, s, H-9), 1,44 (9H, s, 3CH3, H-5").
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ACCM_|_006 #16-30 RT: 0.15-0.28 AV: 15 NL: 3.66E7

Figura 35. EM-IES-(+) em alta resolucdo do intermedidrio 31.
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Figura 36. Espectro de RMN de 'H do intermediério 31 (CDCls, 400 MHz).

SWL1 00000 —

CQClLAT

JOCTV F

ommm.m
mmmm.m
§689°E

c009't-
818t

£208'9
6691°L
mmom.m/
EIDHD $S97°L ~t
CETIS'L
PHES L
855,
No%.m\
€L1LL

TL98°L
§906°L

TTEP9
Y9EY'9
VAN 44°)
69649 /

/

S0

,JL 11 Y | O WY "

Fore

Fooe

6T
Fe6'L

=60
=68'T

5460
16°0
16°0

660

300°T

9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0
ppm

10.0

57



Figura 37. Ampliacio do espectro da Figura 36 (6 0,04,0) do intermedidrio 31.
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Figura 38. Ampliacdo do espectro da Figura 36 (6 6,4-8,0) do intermedidrio 31.
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Intermediario (32): sélido branco (56,0 mg); EM-IES-(+) m/z463,2707 [M + HJ",
calculado para Cy7H3sN4Os3, 463,2704 (A 0,6 ppm); RMN 'H (CDCl;, 400 MHz)
0795 (1H,d, J=15,8 Hz, H-2"), 7,72 (1H, d, J =8,4 Hz, H-8), 7,58 2H,d,J =8,6 Hz, H4”’
e H-8""), 7,56 (1H, sl, H-5), 7,53 (1H, d, J = 8,4 Hz, H-7), 7,10 (1H, d, J = 15,8 Hz, H-1""), 6,91
(2H, d, J =8,6 Hz, H-5"’ e H-7""), 4,59 (1H, sept, J = 6,1 Hz, H-9”"), 3,83 (2H, q, J = 5,8 Hz,
H-1°), 3,58 (2H, q, J =5,8 Hz, H-2’), 2,48 (3H, s, H-9), 1,43 (9H, s, 3CHj, H-5"), 1,35
(6H, d, J = 6,1 Hz, 2CH3, H-10"").
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Figura 39. EM-IES-(+) em alta resolucdo do intermedidrio 32.
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Figura 40. Espectro de RMN de 'H do intermediério 32 (CDCls, 400 MHz).

SWL1 00000 —

9P E'T

L.

Sloc L —

0EEP'T

18Lv'C —

T98S°€
S04S°€
ST4R
046S°€
LETB'E
65¢8'€
L6E8°E
€188°€
1045y
[4 1104
€045y
SS8SY
009
8S19'p
80€9°p

T TNee——

VAZA ]
59689

§S6S0°L

0660°L /
EPDHOPT9C' L

8005 /

/]

//// H/

+66'S |

€Y'

Feoz

Isoz |

F8S'C

F00'T

0T
o€

Ag60 [

500’1

9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0
ppm

10.0

61



Figura 41. Ampliacio do espectro da Figura 40 (6 0,04,6) do intermedirio 32.
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Figura 42. Ampliag@o do espectro da Figura 40 (6 6,8-8,0) do intermedidrio 32.
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Intermediario (33): sélido branco (73,0 mg); EM-IES-(+) m/z 447,2389 [M + HJ",
calculado para CyH3N4O;, 4472391 (A 04 ppm); RMN 'H (CDCl;,400 MHz)
6792 (1H,d,J=15,8 Hz, H-2""), 7,69 (1H, d, J = 8,3 Hz, H-8), 7,53 (1H, sl, H-5), 7,52-74,9
(2H, m, H-4>’ e H-8’"), 7,38 (1H, dd, J = 8,3; 1,3 Hz, H-7), 7,05 (1H, d, J = 15,8 Hz, H-1""), 6,78
(1H, d, J = 8,2 Hz, H-5""), 4,61 (2H, t, J = 8,6 Hz, H-9”"), 3,82 (2H, q, /= 5,7 Hz, H-1"), 3,57
(2H,q, J= 5,7 Hz, H-2’), 3,23 (2H, t,J=8,6 Hz, H-10"), 2,47 (3H, s, H-9), 143
(9H, s, 3CH3, H-5").

63



Figura 43. EM-IES-(+) em alta resolucdo do intermedidrio 33.
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Figura 44. Espectro de RMN de 'H do intermediério 33 (CDCls, 400 MHz).
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Figura 45. Ampliacio do espectro da Figura 44 (6 0,04,6) do intermedidrio 33.
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Intermediario (34): sélido branco (41,5 mg); EM-IES-(+) m/z 371,2452 [M + HJ",
calculado para C;;H3N4O;, 371,2442 (A 2,7 ppm); RMN 'H (CDCl3, 400 MHz) 67,67
(1H, d, J = 8,4 Hz, H-8), 7,52, (1H, sl, H-5), 7,49 (1H, dd, J = 8,4, 1,4 Hz, H-7), 7,16
(1H,dd,J =15,5; 6,8 Hz, H-1), 648 (IH, dd, J = 15,5, 14 Hz, H-2"), 3,78
(2H, q,J =5,6 Hz, H-1"), 3,54 (2H, q, J = 5,6 Hz, H-2"), 2,56 (1H, d sept, J = 6,8; 1,4 Hz, H-
3, 2,47 (3H, s, H-9), 1,45 (9H, s, 3CH3, H-5), 1,15 (6H, d, J = 6,8 Hz, 2CH3, H-4"’). RMN
C (CDCl3, 100 MHz) & 160,2 (C, C-2), 159,2 (C, C-4), 157,9 (C, C-3"), 148,2 (C, C-8a), 146,7
(CH, C-27), 135,1 (C, C-6), 134,3 (CH, C-7), 128,2 (CH, C-8), 127,7 (CH, C-1""), 120,5 (CH,
C-5), 113,6 (C, C-4a), 80,1 (C, C-4’), 43,6 (CH,, C-1"), 40,2 (CH,, C-27), 31,1 (CH, C-3""), 28,4
(3CH3, C-5”), 22,0 (2CH3, C-4"’), 21,6 (CH3, C-9).
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Figura 47. EM-IES-(+) em alta resolucdo do intermedidrio 34.
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Figura 48. Espectro de RMN de 'H do intermediério 34 (400 MHz, CDCl5).
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Figura 49. Ampliacio do espectro da Figura 48 (6 0,04,0) do intermedidrio 34.
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Figura 51. Espectro de RMN de "°C do intermedidrio 34 (CDCls;, 100 MHz).
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Intermediario (35): sélido branco (56,6 mg); EM-IES-(+) m/z 385,2598 [M + HJ",
calculado para CpH33N4O,, 3852598 (A 0,0 ppm); RMN 'H (CDCl3, 400 MHz)
07,66 (1H,d, J=8,5 Hz, H-8), 7,52 (1H, dd, J=8.,5; 1,5 Hz, H-7) 7,48 (1H, sl, H-5), 7,19
(1H,d, J=15,7 Hz, H-1"’), 6,46 (1H, d, J = 15,7 Hz, H-2""), 3,79 (2H, q, J = 10,4 Hz, H-1"),
3,54 (2H, q, J = 10,7 Hz, H-2°), 2,47 (3H, s, H-9), 1,44 (9H, s, 3CH;, H-5’), 1,17
(9H, s, 3CHj, H-4""); RMN °C (CD,Cl,, 100 MHz) & 160,4 (C, C-2), 159,2 (C, C-4), 158,0
(C, C-3°), 150,4 (C, C-8a), 148,2 (CH, C-2""), 135,0 (C, C-6), 134,4 (CH, C-7), 127,7 (CH, C-8),
126,3 (CH, C-5), 120,5 (CH,, C-17°), 113,7 (C, C-4a), 80,1 (C, C-4’), 43,7 (CH,, C-1"), 40,1
(CHy, C-2°), 33,57 (C-3""), 29,7 (3CH3, C-4""), 28,4 (3CH3, C-57), 21,6 (CH3, C-9) (Figuras 18—
21).

Intermediario (36): sélido branco (78,0 mg); EM-IES-(+) m/z 473,2161 [M + HJ",
calculado para CpsHysFsN4O,, 473,2159 (A 0,9 ppm); RMN 'H (CDCl;3, 400 MHz,) 67,98
(1H,d, J = 15,9 Hz, H-1"’), 7,87 (1H, sl, H-5), 7,81 (1H, d, J = 7,6 Hz, H-6"), 7,72
(1H, d, J = 8,4 Hz, H-8), 7,56 (1H, sl, H-4""), 7,54 (1H, d, J = 7,6 Hz, H-8""), 7,54 (1H, d, /= 8,4
Hz, H-7), 7,49 ( 1H, dd, J =7,6 Hz, H-7"), 7,26 (1H, d, J = 15,9 Hz, H-2""), 3,83 (2H, q, / = 5,8

Hz, H-1’), 3,59 (2H, q, J = 5,8 Hz, H-2""), 2,50 (3H, s, H-9), 1,45 (9H, s, 3CH3, H-5").
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Figura 52. EM-IES-(+) em alta resolucdo do intermedidrio 36.
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Figura 53. Espectro de RMN de 'H do intermedirio 36 (CDCls, 400 MHz,).
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Figura 54. Ampliacio do espectro da Figura 53 (6 0,04,0) do intermedidrio 36.
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Intermediario (37): sélido branco (90,0 mg); EM-IES-(+) m/z 473,2154 [M + HJ",
calculado para CpsHpsF3N4O,, 473,2159 (A 1,1 ppm); RMN 'H (CDCl3, 400 MHz) 67,98
(1H,d,J = 159 Hz, H-1°), 7,72 3H, d, J = 83 Hz, H-8, H-5 e H-7"), 7,63
(2H, d, J =83 Hz, H-4” ¢ H-8), 7,57 (1H, sl, H-5), 7,54 (1H, dd, J = 8,3;1,4, H-7), 7,27
(1H, d, J = 15,9 Hz, H-2"), 3,83 (2H, q, J = 5,8 Hz, H-1°), 3,60 (2H, q, J = 5,8 Hz, H-2"), 2,50
(3H, s, H-9), 1,45 (9H, 3CH3, s, H-5); RMN "C (CDCl;, 100 MHz) & 159,4 (C, C-2), 159,2
(C, C-4), 158,1 (C, C-3"), 1482 (C, C-8a), 140,3 (C, C-3"), 135,9 (C, C-6), 134,7 (CH, C-7),
134,5 (CH, C-2""), 131,8 (C, C-6”"), 130,1 (CH, C-8), 129,8 (2CH, C-4>* ¢ C-8°"), 127,5 (CH, C-
1”), 125,6 (2CH, C-5"’e C-7""), 122.8 (C, C-9), 120,6 (CH, C-5), 113,9 (C, C-4a), 80,2 (C, C-
4%), 44,0 (CH,, C-17), 40,1 (CH,, C-27), 28,3 (3CH3, C-57), 21,7 (CHs, C-9).
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Figura 56. EM-IES-(+) em alta resolucdo do intermedidrio 37.
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Figura 57. Espectro de RMN de 'H do intermediério 37 (CDCls, 400 MHz).
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Figura 58. Ampliacio do espectro da Figura 57 (6 0,04,0) do intermedidrio 37.
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Figura 60. Espectro de RMN de "°C do intermedidrio 37 (CDCls, 100 MHz).

(%))

=
T ™ ™ NO®OOOOO MM [
T N o~ NOOOLN®ON LN W — < N \o] n o
o O O e omnNsT T+ —HaNNO N Q Q N QO S
0N 0 LA < TOMmMONmNNN~H o < o © — o
— - — o o o o e 0 T < N o T
~ | N N | [ | |

I

T T T T T T T T T T T T T T T

160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0




Intermediario (38): sélido branco (61,5 mg); EM-IES-(+) m/z 419,2449 [M + HJ",
calculado para CysH3N4O,, 419,2442 (A 1,7 ppm); RMN 'H (CDCl3, 400 MHz) 6 8,27
(1H,d,J=15,7 Hz, H-1""), 7,72 (2H, d, J= 8,4 Hz, H-8 e H-8"*), 7,55 (1H, s, H-5), 7,52
(1H,dd,J = 84; 14 Hz, H-7) 7,18-7,22 (3H, m, H-5, H-6" e H-7), 7,12
(1H,d, J=15,7Hz, H-2”"), 3,83 (2H, q, /= 5,5 Hz, H-1"), 3,58 (2H, q, J = 5,5 Hz, H-2""), 2,50
(3H, s, H-9), 2,48 (3H, s, H-9°"), 1,42 (9H, s, 3CH3, H-9).
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Figura 61. EM-IES-(+) em alta resolucdo do intermedidrio 38.
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Figura 62. Espectro de RMN de 1H do intermediario 38 (CDCl3, 400 MHz).
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Figura 63. Ampliacio do espectro da Figura 62 (6 0,04,0) do intermedidrio 38.
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Figura 64. Ampliacdo do espectro da Figura 62 (6 7,0-8,3) do intermedidrio 38.
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5.1.3 Desprotecdo dos intermedidrios 28-38 e obtengdo dos andlogos 3948

Utilizando a metodologia sintética descrita no item 4.1.2, os intermedidrios 28-38
protegidos foram desprotegidos (Figura 65), obtendo os andlogos das zantrinas 39-48. Esses
andlogos foram submetidos as andlises por espectrometria de massas de alta resolu¢do, modo

positivo, que possibilitou estabelecer suas férmulas moleculares e por ressonancia magnética.

Figura 65. Mecanismo de desprotecdo e obtencdo dos produtos 39-48.
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5.1.4 Caracterizagdo dos andlogos 39—48
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45

A andlise do anédlogo 45 por EM-IES-(+) em alta resolugdo, possibilitou estabelecer a
formula molecular C;7H,4Ny4, com indice de deficiéncia de hidrogénio igual a oito. O sinal
referente a molécula protonada foi observado em m/z 285,2078 [M + H'], calculado para

C17H5Ny, 285,2074 (A 1,4 ppm) (Figura 66).
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Figura 66. EM-IES-(+) em alta resolucdo do andlogo 45.
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A andlise do espectro de RMN de 'H (Figuras 67-69) do andlogo 45 permitiu observar o
mesmo padrdo de sinais que caracteriza a quinazolina trissubstituida do intermedidrio 35, porém
agora sem a presenca do sinal que representava o grupo de protecdo (z-butila). Na regido de

absorcdo dos sinais referentes aos hidrogénios aromadticos, foram observados: um singleto largo
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em o 6,95 (1H, H-5), um dubleto em & 6,60 (1H, J = 8,5 Hz, H-7), e um dubleto em 6 6,41
(1H, J = 8,5 Hz, H-8). Tendo em vista o conhecimento prévio dos substituintes no C-4 e C-6, a
andlise do espectro de RMN 'H permitiu observar a presenca de dois tripletos em & 2,89
(2H, J=5,7 Hz, H-1") e 2,12 (2H, J = 5,7 Hz, H-2") que confirmam a natureza do primeiro
substituinte. A metila ligada ao C-6 foi confirmada pelo singleto em o 1,30 (3H, H-9). O
substituinte ligado ao C-2, inserido a partir da reacdo de Horner-Wadsworth-Emmons, foi
caracterizado pela presenca de dois dubletos em 6 6,41 (1H,d, J= 15,7 Hz, H-1"’), e 5,19
(1H,d, J=15,7 Hz, H-2"’), e um singleto em 6 -0,05 (9H, H-4""), caracteristico do grupo
t-butila.

A andlise dos espectros de RMN de 'H dos compostos 35 e 45 permitiu evidenciar que os
sinais referentes aos hidrogénios H-1" e H-2’ estdo mais desblindados no intermediario 35, que
pode ser atribuido ao efeito do cone de desprotecdo da carbonila, presente no grupo protetor
(Boc). A auséncia do sinal referente a z-butila aliada ao efeito de protecdo do H-1" e H-2’,

corroboram a proposta de que a reacao para retirar o grupo protetor foi eficiente.
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Figura 67. Espectro de RMN de 'H do andlogo 45 (CD;0D, 400 MHz).
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Figura 68. Ampliacao do espectro da Figura 67 (6 0,0-3,8) do andlogo 45.
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Anilogo (39): sélido branco (12,0 mg); EM-IES-(+) m/z 335,1880 [M + H]", calculado
para CyH»3N4O, 335,1866 (A 4,2 ppm); RMN 'H (CDh;0OD, 400 MHz) 67,11
(1H,d,J=15,5Hz,H-1""), 6,95 (1H, sl, H-5), 6,60 (1H, d, J=8,5 Hz, H-8), 6,44
(1H, d, J = 8,5 Hz, H-7), 6,06-6,11 (3H, m, H-6"’, H-7"’ ¢ H-8”"), 5,89 (1H, d, J = 15,5 Hz, H-
2), 5,76 (1H, sl, H-4), 2,97 (2H, t, J=54 Hz, H-1°), 2,58 (3H, s, H-9°), 2,16
(2H, t,J=5,4 Hz, H-2"), 1,30 (3H, s,H-9).
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Figura 70. EM-IES-(+) em alta resolucdo do andlogo 39.
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Figura 71. Espectro de RMN de 'H do andlogo 39 (CD;0D, 400 MHz).
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Figura 72. Ampliacdo do espectro da Figura 71 (86 0,0-3,8) do andlogo 39.
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Analogo (40): sélido branco (24,0 mg); EM-IES-(+) m/z 335,1857 [M + H]", calculado
para  CyH»N4O, 3351866 (A 2,7 ppm); RMN 'H (CDsOD, 400 MHz)
67,10 (1H, d, J = 15,5 Hz, H-1""), 6,90 (1H, sl, H-5), 6,60 (1H, dd, J = 8,6, 1,5 Hz, H-7), 6,49
2H, d, J = 88Hz, H4” e H-8’), 640 (IH, d, J = 8,6Hz, H-8), 577
(2H, d, J=8,8 Hz, H-5’ e H-7""), 5,73 (1H, d, J = 15,5 Hz, H-2""), 2,94 (2H, t, J = 6,1 Hz, H-
1°),2,57 (3H, s, H-9”"), 2,15 (2H, t, J = 6,1 Hz, H-2"), 1,30 (3H, s, H-9).
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Figura 74. EM-IES-(+) em alta resolucdo do andlogo 40.
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Figura 75. Espectro de RMN de 'H do andlogo 40 (CD;0D, 400 MHz).
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Figura 76. Ampliacdo do espectro da Figura 75 (6 0,0-3,9) do andlogo 40.
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Anidlogo (41): sélido branco (27,5 mg); EM-IES-(+) m/z 365,1978 [M + H]", calculado
para CyHysN4O,, 365,1972 (A 1,6 ppm); RMN 'H (CDh;0OD, 400 MHz) 67,15
(1H,d, J=15,6 Hz, H-1""), 7,03 (1H, sl, H-5), 6,71 (1H, dd, J= 8,5; 1,2 Hz, H-7), 6,52
(1H, d, J = 8,5 Hz, H-8), 5,96 (1H, d, J= 15,6 Hz, H-2""), 5,76 (2H, d, J = 2,1 Hz, H-4*’ ¢ H-
8), 5,44 (1H, dd, J = 2,1 Hz, H-6""), 3,06 (2H, t, J = 6,2 Hz, H-1"), 2,67 (6H, s, 2CHs H-9”" e
H-10""), 2,25 (2H, t,J = 6,2 Hz, H-2"), 1,41 (3H, s, H-9).
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Figura 78. EM-IES-(+) em alta resolucdo do andlogo 41.
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Figura 79. Espectro de RMN de 'H do andlogo 41 (CD;0D, 400 MHz).
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Figura 80. Ampliacdo do espectro da Figura 79 (6 0,0-3,8) do andlogo 41.
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Analogo (42): sélido branco (22,0 mg); EM-IES-(+) m/z 363,2185 [M + H]", calculado
para CpH»N4O, 363,2179 (A 1,7 ppm); RMN 'H (CDsOD, 400 MHz) 067,45
(1H,d,J=15,4Hz,H-1""), 7,31 (1H, sl, H-5), 6,95 (1H, d, J= 84 Hz, H-8), 6,85
(2H, d, J=8,1 Hz, H-4”’ ¢ H-8"), 6,79 (1H, d, J = 8,4 Hz, H-7), 6,11 (1H, d, J= 15,4 Hz, H-
2”%), 6,08 (2H, d, J = 8,1 Hz, H-5" ¢ H-7"), 3,81 (1H, sept, J = 6,0 Hz, H-9”"), 3,35 (2H, s, H-
1’), 2,55 (2H, s, H-2"), 1,67 (3H, s, H-9), 0,45 (6H, d, J = 6,0 Hz, 2CH3, H-10"").
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Figura 82. EM-IES-(+) em alta resolucdo do andlogo 42.
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Figura 83. Espectro de RMN de 'H do andlogo 42 (CD;0D, 400 MHz).

SW1 0000°0- —
£9v1°0

€19%°0

aUYST—

€06E°€ —
[44°7>

VASTHAS
Q16/°¢

§5908°€
91¢8’¢
$9€8’E
€¢88°¢

9¢96°€
HOEHD

wmmo.w
Hmwo.oW
9/60°9
£L5CT°9
¢08/°9
¢108'9-L
0S€8'9
/G589
98€6'9
vmmm.w\
T60€°/L
|VAZ 2
9G8t°L

@Lw S N T

=1v'9

Tor'E|

Feoc

6T |

80T |

H0'€

TO'T L

Az0'1

=0T |

60

0.0

0.5

9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0
ppm

10.0

105



Figura 84. Ampliacdo do espectro da Figura 83 (6 0,04,2) do andlogo 42.
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Anidlogo (43): solido branco (17,5 mg); EM-IES-(+) m/z347,1876 [M + H]", calculado
para C;HxN4O, 347,1866 (A 2,9 ppm); RMN 'H (CD;OD, 400 MHz) 067,07
(1H,d, J= 15,5 Hz, H-1""), 6,89 (1H, sl, H-5), 6,56 (1H, d, J = 8,2 Hz, H-8), 6,41 (1H, s, H-8"),
6,4 (1H, d, ,J=8,4 Hz, H-4""), 6,28 (1H, d, J = 8,2 Hz, H-7), 5,69 (1H, d, J=15,5 Hz, H-2"),
5,52 (1H, d, J= 8,4 Hz, H-5”"), 3,35 (2H, t, J = 8,6 Hz, H-8"), 2,95 (2H, t, J = 5,7 Hz, H-1),
2,15 (2H, t,J=5,7Hz, H-2"), 1,97 2H, t, J = 8,6 Hz, H-10""), 1,27 (3H, s, H-9).
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Figura 86. EM-IES-(+) em alta resolucdo do andlogo 43.

ACCM_|_029 #1221 RT: 0.10-0.19 AV: 10 NL: 7.95E6
T: FTMS + c ESI Full ms [200.00-700.00] +
100 2471876 (M +H]

a5
a0
85
a0
75

70

m/z 347

a0

45

Relative Abundance

40
35
30
25
20 348.1909

12 347.6893

10

108



Figura 87. Espectro de RMN de 'H do andlogo 43 (CD;0D, 400 MHz).
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Andlogo (44): sélido branco (26,0 mg); EM-IES-(+) m/z 271,1915 [M + H]", calculado
para C16Hx3Nu, 271,1917 (A 0,7 ppm); RMN 'H (CD;OD, 400 MHz) 8 7,36 (1H, s1, H-5), 6,97
(1H, d, J= 8,3 Hz, H-7), 6,81 (1H, d, J= 15,2 Hz, H-1""), 6,80 (1H, d, J = 8,3 Hz, H-7), 5,62
(1H, d, J = 15,2 Hz, H-2""), 327 (2H, s, H-1"), 2,50 (2H, s, H-2), 1,81 (1H, m, H-3""), 1,68
(3H, s, H-9), 0,31 (6H, d, J = 6,6 Hz, 2CH3, H-4"").
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ACCM_|_016#12-20 RT: 0.11-0.18 AV: 9 NL: 1.75E6

Figura 90. EM-IES-(+) em alta resolucdo do andlogo 44.
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Figura 91. Espectro de RMN de 'H do andlogo 44 (CD;0D, 400 MHz).
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Figura 92. Ampliacdo do espectro da Figura 91 (6 0,0-4,0) do andlogo 44.
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Figura 93. Ampliacao do espectro da Figura 91 (8 5,6-7,5) do andlogo 44.
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Analogo (45): sélido branco (12,4 mg); EM-IES-(+) m/z 285,2078 [M + H]", calculado
para Ci7H5Ny, 285,2074 (A 1,4 ppm); RMN 'H (CDs0OD, 400 MHz) ¢ 7,0 (1H, sl, H-5), 6,65
(1H, d, J = 8,5 Hz, H-7), 6,41 (1H, d, J = 8,5 Hz, H-8), 6,45 (1H, d, J= 15,5 Hz, H-1"’), 5,24
(1H,d, J= 15,5 Hz, H-2"’), 2,94 (2H, t, J= 5,7 Hz, H-1"), 2,17 (2H, t, J= 5,7 Hz, H-2"), 2,07
(9H, s, 3CH3, H-4""), 1,35 (3H, s, H-9) (Figuras 67—69).

Analogo (46): sélido branco (39,0 mg); EM-IES-(+) m/z 373,1644 [M + H]", calculado
para CpHxF3Ns, 373,1635 (A 24 ppm); RMN 'H (CD;OD, 400 MHz) §7,22
(1H, d, J = 15,7 Hz, H-1"’), 6,96 (1H, sl, H-5), 6,83 (1H, sl, H-4"), 6,83 (1H, d, /= 7,7 Hz, H-
8), 6,64 (1H,dd,J=8,5;13 Hz, H-7), 6,52 (1H, d, J = 7,7 Hz, H-6"), 6,64
(1H, d, J = 8,5 Hz, H-8), 6,44 (1H, dd, J = 7,7 Hz, H-7""), 6,01 (1H, d, J = 15,7 Hz, H-2""), 2,98
(2H, t, J= 6,1 Hz, H-1°), 2,16 (2H, t, J = 6,1 Hz, H-2"), 1,32 (3H, s, H-9).
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Figura 94. EM-IES-(+) em alta resolucdo do andlogo 46.
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Figura 95. Espectro de RMN de 'H do andlogo 46 (CD;0D, 400 MHz).
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Figura 96. Ampliacdo do espectro da Figura 95 (6 0,0-4,0) do andlogo 46.
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Anidlogo (47): sélido branco (14,0 mg); EM-IES-(+) m/z 373,1633 [M + H]", calculado
para CyoHyFsN4, 373,1635 (A 0,5 ppm); RMN 'H (CD;0D, 400 MHz) 067,33
(1H,d, J= 15,7 Hz, H-1""), 7,09 (1H, sl, H-5), 6,86 (2H, d, J= 8,4 Hz, H-5 ¢ H-7""), 6,73
(1H,d,J= 8,4 Hz, H-8), 661 (3H, d, J= 84 Hz , H-7, H4” e H-8"), 6,17
(1H, d, J= 15,7 Hz, H-2”’), 3,14 (2H, t, J = 5,9 Hz, H-1’), 2,31 (2H, t, J= 5,9 Hz, H-2’), 1,43
(3H, s, H-9).
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Figura 98. EM-IES-(+) em alta resolucdo do andlogo 47.
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Figura 99. Espectro de RMN de 'H do andlogo 47 (CD;0D, 400 MHz).
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Figura 100. Ampliacdo do espectro da Figura 99 (6 0,0-3,9) do anédlogo 47.
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Analogo (48): sélido branco (13,0 mg); EM-IES-(+) m/z 319,1921 [M + H]", calculado
para CyoHsNy4, 319,1917 (A 1,3 ppm); RMN 'H (CDsOD, 400 MHz) o6 7,39
(1H,d,J=15,6 Hz, H-1"’), 7,01 (1H, sl, H-5), 6,62 (1H, d, J= 8,3 Hz, H-8), 6,50
(1H,d, J=7,3 Hz, H-8”’), 6,46 (1H, d, J = 8,3 Hz, H-7), 6,06-6,13 (2H, m, H-6"" ¢ H-7"),
5,99-6,06 (1H, m, H-5"), 5,84 (1H, d, J = 15,6 Hz, H-2""), 2,95 (2H, t, /= 5,3 Hz, H-1’), 2,19
(2H, t,J=5,3 Hz, H-2"), 1,32 (3H, s, H-9”"), 1,29 (3H, s, H-9).
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Figura 102. EM-IES-(+) em alta resolu¢do do andlogo 48.
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Figura 103. Espectro de RMN de 'H do anélogo 48 (CD;0D, 400 MHz).
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Figura 104. Ampliacdo do espectro da Figura 103 (5 0,0-4,0) do andlogo 48.
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Figura 105. Ampliacdo do espectro da Figura 103 (8 5,8-7,5) do andlogo 48.
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5.2 Ensaio para determinacdo do 1Csg

Os andlogos 44 ¢ 45 foram submetidos ao ensaio para avaliar a capacidade de inibi¢do da
proteina FtsZ, presente na E. coli, uma vez que a zantrina Z3 (6) € o inibidor que deu origem a
séria sintetizada. Os ensaios foram realizados conforme procedimento experimental descrito por
Ingerman e Nunnari (2005) e Anderson e colaboradores (2012).

A partir das andlises dos gréficos, foi possivel determinar os valores de ICso dos andlogos
44 ¢ 45 (Figuras 106 e 107) e comparar com o derivado 14 da zantrina Z3 (Figura 108), que foi
eleito o controle positivo por apresentar o melhor resultado dentre aqueles compostos
sintetizados. Os intermedidrios 28—-38 ndo foram avaliados, pois a presenga do grupo Boc reduz a
capacidade de inibi¢do dos derivados (NEPOMUCENO et al., 2005). Os andlogos 3943 ¢
4648 também ndo foram avaliados, pois ndo apresentaram solubilidade suficiente, nas

condic¢des do ensaio, para serem testados.

Figura 106. Grafico para avaliagdo do ICsg do andlogo 44.
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Figura 107. Grafico para avaliagdo do ICsg do andlogo 45.
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A concentracdo necessdria do andlogo 44 para inibir 50% (ICsp) da atividade enzimética
da proteina FTsZ foi 626 uM, enquanto a do andlogo 45 foi 836 uM. Quanto menor o valor de
ICsp mais potente é o composto na inibicdo da proteina FTsZ. Fazendo uma comparagdo da
zantrina Z3 (ICsp 9,4 uM), com os andlogos sintetizados, € possivel observar que estes dois
derivados apresentam menor poténcia que 14. Assim, € possivel sugerir que o grupo isopropil, no
andlogo 44, assim como a terc-butila, no andlogo 45 ndo contribuem para a inibi¢do da FTsZ,

pois a atividade bioldgica foi perdida.
6. Conclusoes

A sintese dos andlogos da zantrina Z3 (10) é parte de um projeto desenvolvido pelo
professor Jared Shaw da Universidade da California, Davis, que visa a descoberta de novos
compostos com potencial antimicrobiano, que possam atuar em diferentes alvos bioldgicos como
a inibi¢do da enzima FtsZ. Vale destacar que os dados apresentados aqui como Trabalho de
Conclusdao de Curso sdo de ciéncia do professor Jared Shaw e foram obtidos no periodo de
estagio de 04/2016 a 08/2016, realizado em decorréncia do programa Ciéncia sem Fronteira.

O estudo de novos compostos com potencial antibidtico € um assunto promissor visto que
os fdrmacos existentes no mercado ji ndo atuam com a mesma eficiéncia sob bactérias
resistentes. Assim, foram planejados dez compostos, dos quais foram sintetizados nove andlogos
da zantrina Z3 (10), eleita como modelo estrutural por ser o tnico composto especifico para
inibicdo da proteina FtsZ e apresentar resultados de ICsy reprodutivos em laboratorio. Estes
andlogos apresentam diferentes substituintes na regido 3 (Figura 8).

A sintese dos andlogos foi baseada no mecanismo de Horner-Wadsworth-Emmons que
tem como principio a reacdo de um carbanion, estabilizado por um fosfonato, com aldeidos, para
produzir predominantemente alcenos com a configuracdo E (trans). Dessa forma, foi possivel
modificar regiosseletivamente o substituinte da regido denominada de 3 (verde) no nucleo
quinazolinico (Figura 9), ja4 que a regido 2 (vermelha) se encontrava protegida. Para todas as
reacoes foram obtidos rendimentos maiores que 60%. A confirmacdo da formacdo dos
intermedidrios protegidos e dos produtos foi feita a partir dos experimentos de RMN 'H e B,

Na etapa de desprotecdo, alguns dos produtos finais apresentaram quantidade de massa maior do
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que as tedricas, que foi correlacionado com a presenga de impurezas que nao foram removidas
nos processos de purificagao.

A partir dos compostos sintetizados, somente os analogos 44 ¢ 45 foram submetidos ao
ensaio para avaliar o potencial de inibicdo da proteina FtsZ. Os valores de ICs, obtidos para esses
andlogos foram 626 e 836 uM, respectivamente, que sdao valores maiores quando comparados
com o derivado 14 da zantrina Z3, eleito controle positivo (IC sy 9,4 uM), sugerindo que os
grupos isopropil, no andlogo 44, assim como a terc-butila, no andlogo 45 ndo contribuem para a

inibi¢do da proteina.
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