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RESUMO

Introducdo: A partir da descoberta da reacdo de Biginelli, diidropirimidinonas/tionas
funcionalizadas tém se destacado como prototipos no desenvolvimento de farmacos,
considerando diferentes alvos. O primeiro representante deste grupo de moléculas, com
acao inibitéria sobre a divisdo celular, foi o monastrol, o qual € caracterizado como um
inibidor alostérico da cinesina mitotica 5 (Eg5). Este mecanismo de acao representa um
alvo promissor para a terapia antineoplasica, considerando que a Eg5 é uma proteina
motora envolvida no movimento dos microtibulos durante a divisdo celular. Recentes
investigagcbes mostraram que a inser¢cdo de um anel aromatico no N-1 do nucleo
diidrotiopirimidinico seria capaz de otimizar a interacdo do ligante com a Eg5. Objetivos:
Nesse sentido, a presente pesquisa teve por objetivo obter diidropirimidin-2-tionas N-1 aril
substituidas, e avaliar seu potencial antiproliferativo em células de glioma. Métodos: Foi
sintetizada uma quimioteca de 26 diidropirimidin-2-tionas N-aril substituidas, através da
reacao de Biginelli promovida por cloreto de trimetilsilano, utilizando uma série de aril-
tioureias previamente obtidas. A partir da analise do docking destes compostos com a Eg5,
foram selecionados 4 deles para avaliagdo da atividade citotoxica em linhagem celular de
glioma, utilizando o ensaio MTS. Resultados: Os derivados do monastrol substituidos em
N-1 com 4NO2-Ar (LaSOM 301) e 40Me-Ar (LaSOM 309) foram mais ativos que o monastrol
na linhagem celular investigada. Enquanto o monastrol apresentou valor de ICso superior a
100 pM, os compostos LaSOM 301 e LaSOM 309 apresentaram valores de ICso de
respectivamente 54,69 + 4,92 uM e 57,74 = 2,78 pM. Adicionalmente, o composto LaSOM
308, embora isento da hidroxila em meta, presente no monastrol, e N-1 substituido com
40Me-Ar apresentou valor de ICso inferior ao monastrol (78,26 = 4,18 uM). Conclusdes:
As condicdes reacionais utilizadas, permitiram a funcionalizacdo do N-1 de diidropirimidin-
2-tionas com diferentes substituintes. A inser¢cdo de um anel aromatico substituido no N-1,
do ndcleo diidrotiopirimidinico consistiu em uma modificagdo estrutural capaz de gerar
compostos com atividade antineoplasica, superior ao monastrol.

Palavras-chave: planejamento de farmacos, reacéo de Biginelli, atividade antineoplasica






ABSTRACT

Introduction: Since the Biginelli reaction discovery, functionalized dihydropyrimidinones/
thiones have been emerged as prototypes for drug design in different targets. Monastrol
was the first representative molecule of this group with inhibitory effect on cell division, which
produces kinesin-5 (Eg5) inhibition. This action of mechanism is a promising target for
anticancer therapy, whereas the motor protein Eg5 is involved in microtubule movement
during the cell division. Recent results showed that the aromatic ring at N-1 position of
dihydrothiopyrimidinic core would be able to optimize the interaction of the ligand with the
Eg5. Objectives: In this context, this study aimed to obtain dihydropyrimidin-2-thiones N-1
aryl substituted, and to evaluate their antiproliferative activity on glioma cells. Methods: A
chemical library of 26 dihydropyrimidin-2-thiones N-1 aryl substituted were synthetized
employing the Biginelli reaction promoted by trimethylchlorosilane. Considering the results
of docking analysis of these compounds with Eg5, four of them were selected for cytotoxic
activity assessment on glioma cells, employing MTS assay. Results: The monastrol
derivatives N-1 substituted with 4ANO2-Ph (LaSOM 301) and 40Me-Ph (LaSOM 309) showed
higher activity than monastrol, in cell line studied. While monastrol showed ICso value higher
than 100 puM, LaSOM 301 and LaSOM 309 compounds showed ICso values of 54.69 + 4.92
UM and 57.74 £ 2.78 uM, respectively. Nevertheless, the LaSOM 309 compound, without
hydroxyl group present in monastrol, and with N-1 40Me-Ph substituted also showed ICso
value lower than monastrol (78.26 + 4.18 uM). Conclusions: Reactional conditions
employed in these research, allowed the N-1 functionalization of dihydropyrimidin-2-thiones,
with several substituents. The insertion of a substituted aromatic ring at N-1 position, of
dihydrothiopyrimidinic core, was a structural change able to generate compounds with
antineoplasic activity, higher than monastrol.

Key-words: drug design, Biginelli reaction, antiproliferative activity
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EQUIPAMENTOS E TECNICAS

Andélises Cromatograficas
As analises de cromatografia em camada delgada (CCD) foram realizadas em placas de
silica Merck 60 F254. As separacdes desenvolvidas por cromatografia em coluna foram

realizadas utilizando Silica Gel 60 para coluna cromatografica 0.063-0.2 mm marca Fluka.

Determinacao do Ponto de Fuséo (PF)
As anadlises de ponto de fusdo foram realizadas no equipamento Fisatom Mod.431 (Sao

Paulo, Brasil), pertencente ao LaSOM/UFRGS, e nao foram corrigidas.

Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN)

Os espectros de RMN H! e RMN C*2 foram obtidos em espectrémetro Anasazi operando
na frequéncia de 60 MHz e 15 MHz, respectivamente. Os dados foram adquiridos conforme
os parametros fornecidos pelo equipamento e processados no software MestRenova 6.0.2.
Os valores de deslocamento quimico foram expressos em partes por milhdo (ppm),
utilizando tetrametilsilano (TMS) como padréo interno. Os solventes utilizados nas analises
foram DMSO-ds e CDCls. As constantes de acoplamento estéo representadas pela letra J
e expressas em Hz. As notacgOes utilizadas para a multiplicidade dos sinais nos espectros
de RMN H! foram: s (simpleto), d (dupleto), t (tripleto), g (quarteto), e m (multipleto).

Espectroscopia no Infravermelho (FT-IR)

As andlises foram realizadas no Espectrobmetro de Infravermelho por Transformada de
Fourier (FT-IR) modelo Spectrum BXII marca Perkin Elmer, pertencente ao Programa de
Pos-Graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas da Universidade Federal do Rio Grande do

Sul, com a utilizacdo de ATR. As vibracdes axiais e angulares foram expressas em cm™,






1. INTRODUCAO GERAL

O conteudo das paginas 22 até 31 encontra-se suprimido, em fun¢éo da protecao de dados,
0s quais encontram-se submetidos para possivel publicacdo em periddico / obtencéo de

patente.
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2. OBJETIVOS

Sintetizar diidropirimidin-2-tionas N-1 aril substituidas inéditas na literatura, derivadas
do monastrol, com potencial atividade inibitéria sobre a cinesina mitotica Eg5, e efetuar
estudos in vitro para avaliar sua atividade sobre a viabilidade de células de glioma.

A estratégia utilizada para a obtencdo de diidropirimidin-2-tionas N-1 aril
funcionalizadas envolveu a prévia obtencéo de ariltioureias com diferentes substituintes, as
quais foram empregadas como blocos de construcdo na reacdo de Biginelli. Esta

abordagem encontra-se resumidamente descrita na Figura 9.

o O H
0 + -
s o NH, P
NH,SCN NH HNJ\NJ\N O uN"Ss - LR)
XN H
+ — ArCONCS + ‘ R) —>
- . =
ArCOCl 7 —+R) ®

Figura 1 - Estratégia geral para obtencdo de diidropirimidin-2-tionas N-1 aril funcionalizadas.

32



33



3. CAPITULO 1 - SINTESE DE 3,4-DIIDROPIRIMIDIN-2(1H)-TIONAS N-1 ARIL
SUBSTITUIDAS

O conteudo das paginas 34 até 73 encontra-se suprimido, em funcao da protecéo de dados,
0S quais encontram-se submetidos para possivel publicacdo em periddico / obtencdo de
patente.
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4. CAPITULO 2 — ATIVIDADE ANTIEOPLASICA DE 3,4-DIIDROPIRIMIDIN-2-TIONAS
N-1 ARIL SUBSTITUIDAS EM LINHAGEM DE GLIOMA C6

O conteldo das paginas 74 até 87 encontra-se suprimido, em funcéo da protecéo de dados,
0S quais encontram-se submetidos para possivel publicacdo em periddico / obtencéo de
patente.

74



CONCLUSOES GERAIS E PERSPECTIVAS

O conteudo das paginas 88 até 89 encontra-se suprimido, em funcéo da protecéo de dados,
0S quais encontram-se submetidos para possivel publicacdo em periddico / obtencdo de
patente.

88



ANEXOS

ANEXO 1 — Moléculas obtidas

O conteldo das paginas 90 até 91 encontra-se suprimido, em fun¢éo da protecéo de dados,
0S quais encontram-se submetidos para possivel publicacdo em periddico / obtencdo de
patente.
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ANEXO 2 — Dados espectrais

O conteudo das paginas 92 até 157 encontra-se suprimido, em funcdo da protecao de
dados, os quais encontram-se submetidos para possivel publicagdo em periédico /
obtencéo de patente.
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ANEXO 3 - Manuscrito submetido para o periédico Tetrahedron - Thioureas as
Building Blocks for Generation of Heterocycles and Compounds with
Pharmacological Activity

O contetudo das paginas 158 até 191 encontra-se suprimido, em funcéo da protecdo de
dados, os quais encontram-se submetidos para possivel publicacdo em periddico /
obtencéo de patente.
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