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RESUMO

Diidropirimidinonas sdo uma classe de compostos que apresentam atividade sobre diversos
sistemas biol6gicos. Este trabalho objetivou realizar a sintese de DHPMs e submeté-las a
triagem farmacolégica para a identificacdo de protdtipos antitumorais, antifungicos, e
carrapaticidas. Foi avaliado o papel do trietilortoformato como promotor da reagdo de
Biginelli e a metodologia desenvolvida possibilitou a obtengdo de 26 DHPMs com diversos
padrées de substituicdo em bons rendimentos (64-97%). A reatividade das DHPMs foi
investigada. Reacbes de S-alquilacdo levaram a 4 compostos em rendimentos de
moderados a bons (58-99%). Foram obtidas as DHPMs contendo acetila no N3, COOH e
amida no C5 em rendimentos de 35, 95 e 62%, respectivamente. Também foi desenvolvida
uma rota convergente de sintese em fase sdélida de DHPMs contendo diaminas como
substituintes na posigcéao 5. Reagdes de guanilacdo sobre DHPMs possibilitaram a sintese de
uma 2-alquilamino-DHP inédita em 51% de rendimento. 14 compostos foram avaliados de
forma inédita quanto a sua agédo na proliferacdo de células tumorais de glioma humano
(U118-MG) e murino (C6), e todos os compostos apresentaram acao antiproliferativa. Além
disso, 3 compostos apresentaram agdo superior ao Monastrol em ambas linhagens
tumorais, e 5 apresentaram acao superior a este na linhagem humana. A avaliacdo inédita
do mecanismo de agao antitumoral sobre a telomerase através da avaliacao da capacidade
estabilizante sobre sequéncias de DNA quadruplex com 12 DHPMs sintetizadas demonstrou
que estes compostos ndo exercem efeito citotdxico através deste mecanismo. 4 compostos
foram avaliados de forma inédita quanto a acao antitumoral em modelo animal de Sarcoma-
180, demonstrando 6tima atividade de inibicdo do crescimento tumoral (48-76%) na dose de
90mg/kg e baixa toxicidade. Os parametros farmacocinéticos do composto mais ativo foram
determinados através de analise ndao-compartimental pela via iv (1 mg/kg) e ip (30 e 90
mg/kg), apresentando alta biodisponibilidade (71%) e perfil farmacocinético linear. 20
DHPMs foram avaliadas de maneira inédita quanto a atividade antifungica sobre os
fitopatogenos B. cinerea e C. gloeosporioides e 9 delas apresentaram boa atividade de
inibicdo (>60%). A atividade larvicida e ovicida sobre carrapatos da espécie Ripicephalus
(Boophilus) Microplus foi avaliada de forma inédita para 8 DHPMs, e nenhuma das
moléculas foi capaz de matar as larvas ou inibir a eclosdo dos ovos destes ectoparasitas.

Palavras-chave: Diidropirimidinonas, ftrietilortoformato, agente antitumoral, atividade

antifungica, farmacocinética
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ABSTRACT

Synthesis of Dihydropyrimidinones Monastrol analogues and pre-clinical evaluation of
LaSOM 65

Dihydropyrimidinones are a class of compounds presenting wide range of pharmacological
activities. The aim of this work was to synthesize a library of DHPM analogues and screen
this library for potential anticancer, antifungal and acaricidal drug prototypes.
Triethylorthoformate was evaluated to promote the Biginelli reaction and 26 DHPM were
obtained in good yields (64-97%). The reactivity of these compounds was investigated in
alkylation, acylation, guanylation, and hydrolysis reactions. S-alkylation gave 4 compounds in
moderate to high yields (58-99%). DHPM containing N3-acetyl, C5-COOH and C5-amide as
substituent were synthesized in 35, 95, and 62%, respectively. A convergent route of solid-
phase organic synthesis toward C5-amide DHPM derivatives was also developed. A new 2-
alkylamino-DHP was obtained in 51% yield through guanylation reaction. 14 compounds
were evaluated for their antiproliferative properties against human (U118-MG) and murine
(C6) glioma cell lines. All 14 compounds showed antiproliferative activity in both cell lines
compared to control. Three compounds were more active than Monastrol in both cell lines
and five (LaSOM 63, 65, 74, 75 and 77) in the human cell line. The stabilization potential of
DNA-quadruplex sequences of 12 DHPMs was investigated for the first time. None of the
tested compounds showed appreciable activity in this assay, what indicates that their
citotoxic activity is not related to telomerase inhibition. 4 compounds (LaSOM 61, 63, 64 and
65) were investigated as anticancer agents in the Sarcoma-180 animal model. The results
showed high inhibition of tumor grown (48-76%, 90 mg/kg, indicated by weight loss) and low
levels of toxicity. Pharmacokinetic parameters were determined for the more active
compound through non-compartmental analysis of iv (1 mg/kg) and ip (30 and 90 mg/kg)
routes of administration and showed linear pharmacokinetics and high biodisponibility (71%).
20 DHPMs were evaluated as antifungal agents against B. cinerea e C. gloeosporioides
phytopatogens and 9 of them showed promising inhibitory activity (>60%). 8 DHPMs were
evaluated as acaricidal agents over eggs and larvae of the cattle tick Ripicephalus
(Boophilus) Microplus. However, none of the compounds showed activity in this assay.

Keywords: Dihydropyrimidinones, triethylorthoformate, anticancer agents, antifungal activity,
pharmacokinetics
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EQUIPAMENTOS E TECNICAS
Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN)

Os espectros foram analisados pelos deslocamentos quimicos expressos em parte por
milhao (ppm), sendo utilizados como padrdo interno o tetrametilsilano. Os solventes
utilizados nas anadlises foram CDCIl; e DMSO-ds. As constantes de acoplamento estao
representadas pela letra J e expressas em Hz. A andlise das amostras foi realizada pelos
aparelhos de Ressonancia Magnética Nuclear Varian Inova® e Varian VNMR®, ambos
operando a 300 Hz para as analises de hidrogénio e 75 Hz para as andlises de carbono-13,
pertencentes ao Instituto de Quimica da Universidade Federal do Rio Grande do Sul.

As notacdes utilizadas para a multiplicidade dos picos nos espectros de 'HRMN foram: s
(simpleto), d (dupleto), t (tripleto), g (quarteto), e m (multipleto).

Espectrometria de Massas

As analises foram realizadas em um espectrdbmetro de massas com ionizagdo por
Eletrospray (ESI-MS), utilizando o Spectémetro de Massas Waters/Micromass (Manchester,
UK) ZQ, pertencente a Faculdade de Farmacia — UFRGS.

As massas moleculares dos compostos foram estimadas da razdo massa carga (m/z) dos

ions moleculares protonados com a féormula (M+H)™ no modo de ionizacdo positivo.

Espectroscopia no Infravermelho

Os espectros foram realizados no Espectrometro de Infravermelho por transformada de
Fourier (FTIR) modelo Spectrum BXIl marca Perkin Elmer, pertencente ao Programa de
Pés-Graduacao em Ciéncias Farmacéuticas da Universidade Federal do Rio Grande do Sul.
As vibragbes axiais e angulares foram expressas em vicm™. As amostras foram analisadas

em pastilhas de KBr (2-5%) ou através da utilizagao de ATR.

Forno de Microondas (MO)

As reagdes em forno de microondas foram realizadas no equipamento de MO convencional
Sharp Car@usel ll, pertencente ao Laboratério de Sintese Organica Medicinal (LaSOM).
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Determinacao do ponto de fusao

As analises de ponto de fusdo foram realizadas em um equipamento System Kofler type
WME e néo sao corrigidas.

Analises cromatograficas

As andlises por CCD foram realizadas em placas de silica Merck 60 Fys,.

*Os solventes utilizados neste trabalho foram previamente purificados conforme PERRIN, D.
D.; ARMAREGO, W. L. F. Purification of Laboratory Chemicals, 3 Ed. New York: Pergamon
Press, 1988, 391 p.

Os produtos sintetizados neste trabalho previamente reportados na literatura foram
identificados por comparacao de seus dados espectroscopicos e valores de ponto de fusédo
previamente reportados.
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APRESENTACAO

Reacb6es multicomponente (MCR) sdo reagbes onde trés ou mais blocos de
construcao (building blocks) reagem de forma ordenada gerando produtos que contém
porgcdes derivadas de todos os componentes. Uma vez que todos os reagentes podem ser
modificados, estas reacdes permitem a construcdo de quimiotecas de compostos com
rapidez e eficiéncia. A reacao de Biginelli para a sintese de diidropirimidinonas (DHPMs),
desenvolvida a mais de um século, foi um dos primeiros exemplos deste tipo de reacao, e

até hoje desperta interesse da comunidade cientifica.

O interesse nesta reagdo deve-se, em grande parte, ao grande potencial
farmacoldgico de seus produtos. As DHPMs apresentam acdo sobre diversos sistemas
biol6gicos, sendo consideradas estruturas privilegiadas. Recentemente, a descoberta do
Monastrol como uma nova molécula platarforma para a sintese de novos compostos
antitumorais aumentou ainda mais o interesse sobre esta classe de compostos. O Monastrol
apresenta potencial na terapia antitumoral por agir sobre um novo alvo biolégico, a cinesina
Eg5. Esta enzima é responsavel pela estabilizacdo do fuso mitético na divisdo celular e sua
inibicdo causa interrupcado no ciclo, levando a morte celular por apoptose. Compostos
contendo a estrutura base das DHPMs também atuam em outros alvos biolégicos
relacionados com o cancer, como a modulacao da Chaperona molecular Hsp70, receptores
adrenérgicos e sobre a enzima diidrofolato redutase (DHFR), e a possibilidade destes
compostos agirem através de dois ou mais mecanismos distintos e concomitantes no

tratamento desta doenga néo pode ser descartada.

Nosso grupo de pesquisa vem estudando a sintese e avaliacdo farmacologica de
DHPMs, tendo reportado a descoberta de um composto mais efetivo no controle da
proliferagdo celular que o Monastrol e que o farmaco padrdo doxorrubicina em diversas

linhagens de células tumorais.

Este trabalho esta apresentado na forma de dois capitulos contendo introducao,
desenvolvimento e conclusdes. No capitulo 1 sdo abordadas as caracteristicas quimicas da
classe das DHPMs. Séao verificados aspectos relativos a sua sintese e também é realizada
uma exploracdo da reatividade do sistema heterociclo. No capitulo 2 sdo abordados
aspectos farmacolégicos desta classe de moléculas. Os compostos sintetizados no capitulo
1 sdo avaliados quanto a sua acao antitumoral (in vitro e in vivo), assim como quanto a
potencial atividade antifungica e carrapaticida. O composto mais ativo nos ensaios
antitumorais foi submetido a avaliagao inicial de parametros farmacocinéticos, completando
assim grande parte da avaliagéo pré-clinica de um candidato a prototipo de farmaco para o

tratamento do cancer.






CAPITULO 1. Sintese de 3,4-diidropirimidin-2-(1H)-onas, analogos de enxofre e
investigacoes sobre sua reatividade



1.1.  INTRODUCAO

1.1.1. Reacoes Multicomponente

A utilizacao de reacdes que geram multiplas ligagdes em apenas um passo sintético
vem tornando-se uma ferramenta poderosa no desenho de rotas sintéticas econdmicas.
Hoje em dia, além de ser régio-, quimio- e estereoseletiva, uma reacdo quimica ideal
também deve apresentar: (i) materiais de partida baratos e de facil obtengéo; (ii) facilidade
operacional; (iii) ser passivel de automagéao; (iv) ser efetiva em termos de recursos (custo,
tempo, pessoal); (v) apresentar boa economia atdmica; (vi) representar um processo
benigno ao meio ambiente.’

As reacgbes multicomponente — Multi-Component Reactions (MCR) — reagbes que
ocorrem entre trés ou mais componentes em um mesmo frasco reacional, e ddo origem a
um novo produto que contém porgcées de todos os componentes, apresentam muitas
caracteristicas intrinsecas que preenchem estes requisitos de sintese ideal.? Estas reagoes
podem ser efetuadas em solugdo ou em suporte sélido e a utilizagdo de catalisadores ou
aditivos pode facilitar o acoplamento de dois ou mais componentes. Na reagdo do tipo
MCR, nado é necessario que todos os componentes se condensem de uma maneira
concertada, entretanto a cinética de todos os processos deve ser bem estabelecida evitando
a formagdo de produtos colaterais cruzados, em um ambiente onde varios eventos

independentes ocorrem ordenadamente de forma sequencial.

As vantagens principais da reacdo multicomponente estdo relacionadas com a
simplicidade técnica de execug¢do, uma vez que todos os reagentes sao misturados em um
Unico recipiente e a diminuicdo do niumero de etapas pode trazer beneficios do ponto de
vista econdmico e ambiental. Outro aspecto importante € que o desenvolvimento de
processos multicomponente tem produzido avangos significativos para a quimica
combinatoéria, uma vez que todos reagentes podem ser modificados, permitindo a rapida
construcdo de cole¢cdes de compostos (“libraries”, quimiotecas), acompanhando, assim, a
alta demanda por moléculas que as técnicas modernas de screening biolégico exigem.’

Como exemplos de reagdes multicomponente (Esquema 1) temos as reacoes
tricomponente de Strecker,® Hantzsch,* Biginelli,” Mannich,® Passerini,” Bucherer-Bergs® e
Pauson-Khand,? além da reagdo multicomponente de Ugi'® que envolve quatro reagentes.
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Esquema 1

E importante ressaltar que, mesmo antes do advento de técnicas de quimica
combinatéria, as reacées multicomponentes ja contribuiam para a quimica medicinal, desde
o desenvolvimento e otimizacao do protétipo até a producao do farmaco. A sintese em uma
etapa da Nifedipina (1), antagonista dos canais de calcio utilizado na angina e hipertensao,
através da reacdo de Hantzsch é um exemplo classico' (Esquema 2).
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Mais recentemente, o laboratério de pesquisa da Merck conseguiu planejar uma rota
sintética com custo-beneficio aceitavel para o Indinavir (2), inibidor da protease do HIV,
empregando a reagdo multicomponente de Ugi como passo chave na sintese do nucleo
piperazina-2-carboxamida'? intermediario 3 (Esquema 3).
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Esquema 3

A Xilocaina (4), anestésico local amplamente utilizado na terapéutica, também pode
ser sintetizada através da reacéo multicomponente de Ugi'® (Esquema 4). Neste caso em
particular a agua gerada in situ ap6s formacao da imina age como quarto componente da
reacdo. Esta incrivel simplificacdo da rota sintética fez com que diversas companhias
farmacéuticas desenvolvessem seu anestésico local baseado na estrutura base o-
aminocarboxamida e nada menos que 12 novos anestésicos locais foram colocados no

mercado nos anos seguintes.’'*
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Esquema 4



1.1.2. Reacao de Biginelli:

A reagao de Biginelli foi desenvolvida a mais de um século (1893) pelo quimico
italiano Pietro Biginelli e trata-se de um dos primeiros relatos de reacdo do tipo MCR na
histéria.”> A reagao original consistia na obtencéo de diidropirimidinonas (DHPMs - 5) a partir
de compostos B-dicarbonilicos 6, uréia (7) e aldeidos aromaticos 8 utilizando HCI como
catalisador da reagdo (Esquema 5). Apesar de se tratar de um procedimento simples e
elegante para obtencdo de heterociclos complexos e de alto valor agregado, as condicbes
originais de Biginelli levavam a baixos rendimentos reacionais, mesmo sendo utilizados

longos tempos de reagéo e condigdes fortemente 4cidas.
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Embora os primeiros exemplos desta reacdo utilizassem [(-cetoésteres, aldeidos
aromaticos e uréia, o escopo da reacao tem sido estendido pela variacdo de todos os trés
blocos de construcao, permitindo acesso a uma grande variedade de derivados pirimidinicos
multifuncionalizados (Figura 1). Aldeidos aromaticos com varios padrées de substituicao,
heteroaromaticos e alifaticos vem sendo utilizados para funcionalizar a posicdo 4 do
heterociclo. A diversidade nas posigdes 5 e 6 provém, além da utilizacdo de diversos (-
cetoésters alifticos, da utilizacdo de compostos ciclicos 1,3-dicetonicos, acetoacetamidas, e
compostos nitro- e nitrilo-ceténicos. As posi¢cées 1 a 3 podem ser variadas através da
utilizagéo de uréia e tiouréia, sendo estas monossubstituidas ou ndo-substituidas, e também
diversos tipos de guanidinas.’

R* :
Ri = H, alquila
R 54 R, = H, alquila, arila
NH Rj = ester, acila, amida,

| ; /& nitro, nitrila, fosfono

R2"6°N X R4 =H, alquila, arila, heteroarila,
FI{1 carboidrato, aminoacido
X=0,S, NR, Se

Figura 1. Variedade estrutural obtida a partir da reacao de Biginelli

Recentemente, varios estudos vém sendo realizados com o intuito de melhorar as

condicoes da reagéo de Biginelli. Dentre estes métodos destaca-se a utilizacdo de acidos de



Lewis promovendo a reacdo. Como exemplos temos sais metalicos como TaBrs,' InBrs,'®
Cul,"” VClg," ZrCl,," In(OTf)5,2° Yb(OTf)3,?® M(NTf,)x, sendo M = Ni, Cu e Yb.?' Ha relatos
na literatura de acidos de Lewis compativeis com o meio aquoso, como o CeCl;.7H,0,%
SnCl,.2H,0% assim como &cidos de Brénsted, H,SO,,** p-TSA,*> PhB(OH),,?*® H;BOs;,*’
HBF,,?® e heteropoliacidos, H4sPM0;:VO4.° Também vém sendo utilizados catalisadores
neutros como LiBr,*® PEG,*' e 1,,** além da utilizacdo de organocatélise para sintese
assimétrica.®® Alguns dos métodos mais efetivos empregam reagentes que apresentam
caracteristicas desidratantes e acido de Lewis ao mesmo tempo, como o polifosfato de
etila,®* TMSCI,*> TMSCI/Nal,* e o anidrido do &cido propanofosfénico.®” Entretanto, alguns
destes métodos apresentam desvantagens como rendimentos insatisfatérios, necessidade
de recipientes selados, catalisadores de alto custo e rejeitos ambientalmente nao
desejaveis.

A sintese de DHPMs através da reacdo de Biginelli geralmente ocorre muito
vagarosamente a temperatura ambiente,®® sendo necessario o emprego de altas
temperaturas. Além dos métodos tradicionais com aquecimento, o emprego de ultrassom®>*°
e de irradiagdo por microondas juntamente com catalisadores tem demonstrado grande

eficiéncia na reducdo dos tempos reacionais.*'™*®

Existem métodos que geram melhores rendimentos quando sdo utilizados aldeidos
aromaticos orto-substituidos ou alifaticos e tiouréia como blocos de construcdo das DHPMs,
mas nenhum deles compara-se a praticidade e simplicidade técnica de execugéo da reacao
tricomponente de Biginelli. A abordagem mais conhecida é a chamada modificagdo de
Atwal,***® que consiste na sintese de DHPMs 5a/5b em duas etapas reacionais. O método
envolve a reagé@o de alquil 2-metileno-3-oxobutanoatos (ou as 2-arilmetileno-1,3-dicetonas
correspondentes 9), previamente sintetizadas via condensacdo de Knoevenagel, com
iso(tio)uréias 10 em meio basico (Esquema 6). Acredita-se que o aduto 11 seja a espécie
intermediaria, que cicliza para 12 com posterior desprotecdo do heteroatomo gerando as
DHPMs 5. A etapa de desprotecao é realizada com HCI quando X = O e TFA/EtSH quando
X=8.
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Outra abordagem catalisada por base foi desenvolvida por Bakibaev*’ (Esquema 7).
Os autores demonstraram que a piperidina pode promover a reagao gerando as DHPMs 5a
correspondetes juntamente com 1,4-Diidropiridinas de Hantszch 13 como subprodutos.

R o R O R 0
R'CHO peridi
periaina
i R NH R R
1, T
M Ny
Me” SO  H,NT Yo Me™ N O M T
7 5a 64-72% 13 20-30%
Esquema 7

Outra abordagem alternativa para sintese das DHPMs 5a/5b foi reportada por
Shutalev.”® A sintese estd baseada na condensacdo de (tio)uréias a-tosil substituidas 14
com enolatos preparados in situ de acetoacetatos e compostos 1,3-dicarbonilicos 15. A
hexaidropirimidina 16 € convertida diretamente nas DHPMs 5a/5b através de tratamento

com meio acido.
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Esquema 8

Também foi publicada uma abordagem semelhante onde o benzotriazol é utilizado
como auxiliar sintético.”® Neste caso, o aldeido e a uréia reagem na presenca do
benzotriazol para formar o aminal 17, o qual se converte no intermediario N-aciliminio 18
com mais facilidade que o bisureido. Tratamento do aminal 17 com ZnBr, na presenca do
composto dicarbonilico 15 leva a obtengédo das DHPMs 5a/5b em altos rendimentos.

R2
X
R'. )J\ R2CHO, Benzotriazol N)\NH
N” “NH, - Y
’ -H20 NTTHNTx
X=0,8 :
R" 17

A X
R DCM H
X=0, 5a 18
X=S§, 5b
Esquema 9

Uma estratégia bastante diferente para a sintese de analogos de diidropirimidinas foi
desenvolvida por Kishi®*® (Esquema 10). A condensacdo a temperatura ambiente de uma
enamina 19, acetaldeido (20) e &cido isocianidrico (21) gera o derivado biciclico 22.
Investigagbes mais recentes realizadas por Elliott mostraram que isocianatos substituidos
também podem ser empregados para sintese de derivados N3 substituidos.”’

10
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Para a sintese de DHPMs ndo substituidas na posicdo C4,® o acetoacetato
substituido 23 pode reagir com uréia (7) com posterior eliminacdo de MeSH gerando a
DHPM 24 (Esquema 11). Esta mesma DHPM pode ser sintetizada pela hidrogenacéo da

pirimidina 25 com Hy/Pt.

H2 Ho/Pt

EtO SMe —> NH «—— EtO SN
-MeSH | /&
(0] N (0]
H
23 25

Esquema 11

Para obter DHPMs néo substituidas na posicédo C6 26 pode-se reagir o propiolato de
etila (27) com N-metiluréia (28) e benzaldeido (29).°* Também se pode obter DHPMs nao
substituidas na posicao C4 e C6 30 através da reagdo da uréia (7) com percursores como

31, 32 ¢ 33 ** (Esquema 12).

O 28

O Ph
o)
HN" NHM
2 © EtO NH
EtO % + 0 - | /&
H L N" "0
2 H” > Ph i
e
- 26
o) o o )OJ\ 7 o)
RO OMe RO OMe RO OMe H2—>N e RO)KFNH
ou | ou | H+ N/go
MeO OMe ONa OMe H
31 32 33 30

Esquema 12
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1.1.3. Mecanismo da reacao de Biginelli:

O mecanismo de formacdo das diidropirimidinonas (DHPMs) através da reagéo
multicomponente de Biginelli € um assunto contraditério que vem sendo debatido por varios
pesquisadores nas Uultimas décadas. As primeiras investigacbes mecanisticas foram
realizadas por Folkers e Johnson,> onde a dependéncia de meio &cido para a reacéo foi
estabelecida experimentalmente. Considerando a reacao catalisada por acido de Brénsted
entre acetoacetato de etila (34), benzaldeido (29) e uréia (7), a reagdo pode ocorrer atraves
de 3 caminhos: 1) Reagédo do benzaldeido (29) com a uréia (7) levando a formagéo do
intermediario bisureido 35, o qual reage com o acetoacetato de etila (34) formando a DHPM
5a; 2) Reagédo do benzaldeido (29) com acetoacetato de etila (34) levando a formagao do
produto de Knoevenagel 36, o qual reage com uréia (7) formando a DHPM 5a; e 3) Reacéo
da uréia (7) com o acetoacetato de etila (34) levando a formagédo do ureidocrotonato
intermediario N-(1-etoxicarbonil-propen-2-il)uréia 37, o qual reage com o benzaldeido (29)
formando a DHPM 5a. O intermediario-chave proposto pelos autores foi a uréia
dissubstituida 38 derivada ou do benzal-bisureido 35 ou do ureidocrotonato 37 (Esquema
13). Esta concluséao foi baseada na observacao de que tanto o benzal-bisureido 35 quanto o
ureidocrotonato 37 pré-formados reagem com o terceiro componente levando as DHPMs 5a.
A reacao inicial do acetoacetato 34 com o benzaldeido (29) foi descartada, pois a reacao do
produto de Knoevenagel 36 pré-formado com uréia (7) nas mesmas condicoes leva a
rendimentos insignificantes das DHPMs (Esquema 13). Recentemente, Valverde et al.>®
publicaram que, em uma reacao de Biginelli onde o acetoacetato 34 encontra-se ligado a um
polimero insoluvel, ocorre precipitagdo do bisureido 35 no meio reacional, e a conversédo

deste em DHPM 5a ligada ao suporte somente ocorre com longos tempos reacionais.
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Esquema 13

H& relatos na literatura®® que demonstram que espécies carbonilicas insaturadas
como o produto de Knoevenagel 36 pré-formadas ainda podem ser usadas na reagdo com
uréias 7 em meio acido obtendo-se rendimentos moderados (Esquema 14).

Ph
T EtO,C
0 H:SO,  —° NH
e . M o— 1T
HoN™ “NH, EtOH N
Ph H
36 7

Esquema 14

Sweet e Fissekis,” 40 anos depois de Folkers e Johnson, propuseram um novo
mecanismo para a reagao. Os autores sugeriram que, em meio acido, ocorreria formagao de
um carbocétion intermediario 39, produzido através de uma reacao de condensacao alddlica
entre o benzaldeido (29) e o acetoacetato de etila (34), e que este seria a etapa

determinante da velocidade e o primeiro evento que ocorre na reagao de Biginelli.
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Posteriormente este carbocéation 29 reagiria com a uréia (7) levando a formacédo da DHPM
5a (Esquema 15).

PhCHO 29
0 H* O Ph i G Ph
'H2O @ /
H+
CO,Et CO,Et CO,Et
39
34 o
J 7
H,N" NH,
Ph
EtO,C
| NH
/& 5a
N7 o
H
Esquema 15

Duas décadas mais tarde, C. O. Kappe,®

através de estudos espectroscépicos
(experimentos de trapping) derrubou a teoria do carbocation intermediario 39. Kappe
demonstrou que, nas condigdes acidas empregadas na reagao de Biginelli, a condensagéo
alddlica entre os o benzaldeido (29) e o acetoacetato de etila (34) ndo corresponde ao
caminho majoritario seguido pela reagdo, embora pequenas quantidades da enona 40 sejam
as vezes observadas como subproduto da reac¢do. Partindo do produto de Knoevenagel 36
obtido da reagédo do benzaldeido (29) com o acetoacetato de etila (34) através de catélise
basica, Kappe também demonstrou que a reagao de Biginelli empregando tiouréia (41) nao

leva as DHPMs, e sim aos seus isdmeros, 2-amino-1,3-tiazinas 42 (Esquema 16).

S 41
0] Ph
Ph H* Q@ Ph HoN™ NH,
= — @ -, FEO | S
-H*
7
CO,Et CO,Et N J\ NH,
40 39 42
Esquema 16

No mesmo artigo,®® Kappe também reinvestigou os mecanismos propostos por
Folkers e Johnson. Kappe ndo acredita que a reacdo proceda através do intermediario
ureidocrotonato 37 (Esquema 13) uma vez que este é muito instavel e sua formagéo é
amplamente desfavorecida no meio reacional empregando as condi¢cdes classicas da
reacao de Biginelli. Monitorando a reacdo entre o benzaldeido (29) e o acetoacetato 34, e
entre a uréia (7) e o acetoacetato 34 em CD3;OH/HCI ele ndo foi capaz de observar a
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formacao de produto a temperatura ambiente. Entretanto, Kappe foi capaz de observar a
formagao do bisureido 35 como unico intermediario da reagdo. Foi proposto entdo outro
mecanismo para a reagao onde 0 primeiro passo ocorreria entre o aldeido 29 e a uréia (7),
como etapa limitante da velocidade, levando ao intermediario N-aciliminio 43 (Esquema 17).
Este intermediario é entdo atacado pelo acetoacetato de etila (34), possivelmente através de
sua forma endlica 44, levando ao ureido intermediario de cadeia aberta 45 o qual cicliza
para formar a hexaidropirimidina 46, que forma as DHPMs 5a apds eliminagdo de agua
catalisada por acido. Kappe classificou 0 mecanismo da reacdo como sendo uma a-
amidoalquilagdo, ou mais especificamente uma a-ureidoalquilagao.

Ph—CHO 29  H' Ph HN_ O
-H,0 m . \[4
+ —_— —_—
o) _N._NH Ph.__NH
N ey " T
HoN™ - "NH, o 43 HN.__NH,
7 35 \ﬂ/
o]
-H OH O

HN NH, ph H.O Ph
EtO,C - EtO,C
EtO.C Ph . 2 NH @ 2 2 | NH
HO
N/go N/go
o 4 H H
46 5a
Esquema 17

Apesar de Kappe nao ter conseguido demonstrar a existéncia do ion ureido-iminio
43, estudos pioneiros realizados por Russowsky e colaboradores °"*® demonstraram a
existéncia deste intermediario na reagdo multicomponente de Biginelli através da utilizagéo
de espectrometria de massas com ionizacdo por electrospray de infusdo direta (direct
infusion electrospray ionization mass spectrometry — ESI-MS). Estes estudos do mecanismo
da reacao através da utilizacdo de ESI-MS recentemente foram publicados por Souza et.
al.”® Esta técnica apresenta grande vantagem sobre o RMN na anélise do mecanismo da
reacao de Biginelli, pois com ela é possivel detectar todas as espécies carregadas no meio
reacional, inclusive espécies de meia-vida curta, pois estas sdo “pescadas” do meio
reacional diretamente para a fase gasosa. Novamente as trés possiveis combinacdes

bimoleculares foram testadas:
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i) Na reagao entre o benzaldeido (29) e a uréia (7), na auséncia do acetoacetato 34, foi
observada a formacgao do bisureido protonado 47 de m/z 209; o ion iminio 43 de m/z 149;
seu percursor hidratado 48 de m/z 167; assim como o0 benzaldeido e o dimero de uréia
protonados (Esquema 18).

(0]
Ph—CHO 29

OH O 0 @J\

H,N" NH

o + I . L 2 2

PR Ph/l\%l))]\NHz PhAﬁJ\NHz PN
HN” N, H, H PRTNH

7 48 43 /g

Esquema 18

i) Na reacao entre o benzaldeido (29) e o acetoacetato 34, na auséncia da uréia (7),
somente foi possivel observar a formagcédo dos intermediarios propostos apds longos
tempos reacionais. Foi observada a formacao do aduto de Knoevenagel protonado 49 de
m/z 219 e seu percursor aldélico protonado 50 de m/z 237 (Esquema 19).

®
Ph—CHO 29 OH,

CO,Et
+ CO,Et Ph™ ™
o o Ph —_—
@07~

Moa © I

34 50 49

Esquema 19

i) Na reacao entre a uréia (7) e o acetoacetato 34, sem a presenga do aldeido 29, nao
foi possivel detectar a formacao do ureidocrotonato 37, porém seu percursor protonado
51 foi detectado como um ion abundante (Esquema 20).
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7
HoNT “NH, OH O
(‘BX/U\
0 " o —_— H2N OEt
P A
OEt
34 51

Esquema 20

iv) Também foi realizada a reagdo com os trés componentes presentes desde o inicio
no meio reacional, e nesta foram detectados o ureidoiminio 43, seu percursor 48 e o
bisureido protonados 47; o intermediario percursor da formagéo do ureidocrotonato 51
protonado; o produto final da reacdo na sua forma protonada 52 com m/z 261; e o
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intermediario 53 corresponte a adicdo do acetoacetato 34 ao ion iminio 43 em sua forma
protonada (Esquema 21).
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Esquema 21

Portanto, os autores conseguiram demonstrar que 0 mecanismo anteriormente proposto
por Kappe via ureidoiminio (43 — Esquema 17) realmente é o predominante nas condi¢coes
de catalise com acidos de Brdnsted na reacao de Biginelli, e também que os mecanismos
anteriormente propostos envolvendo o intermediario ureidocrotonato (37 — Esquema 13) e o
intermediario carbocation (39 — Esquema 15) ndo parecem ocorrer nestas condicdes.
Embora quando se reage isoladamente o acetoacetato 34 e o aldeido 29, nas mesmas
condicdes da reacao de Biginelli, possa ser detectado o aduto de Knoevenagel 40, este ndo
€ um intermediario da reagdo multicomponente de Biginelli devido a sua baixa velocidade de

formacao.

O isolamento dos intermediarios 54 e 55 (Figura 2) através da utilizacdo de
acetoacetatos com alta demanda estérica® ou eletrodeficientes® respectivamente, fornece
mais evidéncias que sustentam este mecanismo. Um grande nimero de hexaidropirimidinas
estruturalmente semelhantes a 55 vem sendo obtidas através da utilizacdo de -cetoesteres

ou compostos 1,3-dicarbonilicos contendo o grupamento CF; no lugar da metila terminal.®"'
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Figura 2. Intermediarios isolados da reacao de Biginelli

Capanec et al.,*? trabalhando com SbCl; como catalisador, propuseram um novo
mecanismo para a rea¢do envolvendo justamente o ureidocrotonato 37. Foram realizadas as
reagdes bimoleculares entre os componentes na presenga do acido de Lewis, meio anidro e
MeCN como solvente (Esquema 22). As reacbes entre o benzaldeido (29) e a uréia (7), e
entre o benzaldeido (29) e o acetoacetato de etila (34) ndo levaram ao produto esperado.
Porém, a reacdo entre a uréia (7) e o acetoacetato de etila (34) levou a formagcao do
ureidocrotonato intermediario N-(1-etoxicarbonil-propen-2-il)uréia (37), o qual posteriormente
reagiu com benzaldeido (29) levando a DHPM 5a correspondente. Os autores atribuem a
diferenca mecanistica a catélise promovida pelo acido de Lewis ao invés do acido de
Bronsted.
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1.1.4. Sintese organica em fase solida (SOFS) e a reacao de Biginelli

Em 1964, uma nova técnica de sintese chamada Sintese Orgéanica em Fase Sélida
(SOFS),® foi reportada por Bruce Merrifield. Esta metodologia consiste, resumidamente, no
acoplamento do material de partida em um polimero (resina) inerte e insolivel no meio
reacional. Todas as reagdes planejadas para a rota sintética sdo realizadas com este
material de partida preso covalentemente a resina. O Ultimo passo consiste na reagéo de
clivagem do produto ligado a resina, liberando-o entdo, soluvel no meio reacional e com um
alto grau de pureza.®* O desenvolvimento desta técnica valeu ao seu criador o prémio Nobel
de Quimica em 1984.%°

Nosso grupo de pesquisa vem empregando com pioneirismo a técnica de Sintese
Organica em Fase Sélida em nosso pais.®®®® Entre as vantagens que esta técnica apresenta
sobre a sintese organica classica (sintese em soluggo), a principal € a facilidade de
purificagdo dos compostos intermediarios. Este processo consiste simplesmente em
filtragdes da resina com solventes de varias polaridades, uma vez que o aduto formado pelo
produto de interesse (ou intermediério da rota sintética) e o polimero € insoluvel em qualquer
solvente. Devido a esta caracteristica pode-se usar excesso de reagentes sem preocupacao
com as etapas de isolamento posteriores. A SOFS também apresenta capacidade de
automatizacao do processo e vem sendo aplicada principalmente na area de Quimica
Medicinal, possibilitando o emprego da Quimica Combinatéria. Esta nova ferramenta de
planejamento racional permite a obtencao de um maior numero de moléculas no menor
tempo possivel, acelerando, assim, o processo de descoberta de novos candidatos a
farmaco.®® Outra vantagem que pode ser apontada é a seletividade das reacées, uma vez
que a resina também acaba funcionando como um grupo protetor da funcionalidade a qual

esta acoplada.

Entretanto, ainda existem desvantagens na utilizacao da SOFS. Ha a necessidade de
continuamente estar desenvolvendo novas metodologias para sintese dos compostos-alvo,
pois as condicdes necessarias geralmente diferem daquelas utilizadas na sintese em
solucao, fazendo com que o processo de adaptacdo de rotas sintéticas para a SOFS nao

seja um processo trivial.”>”

Como exemplo temos a reacao classica de hidrogenacao
catalitica, que ndo pode ser aplicada a sintese com polimeros inertes, pois as condicdes
normalmente empregadas requerem a utilizagdo de catalise heterogénea. Para obter-se

condigbes semelhantes de reducdo na SOFS tem-se empregado diimidas.”

A andlise dos produtos e intermediarios ligados ao suporte sélido também €& um
desafio. Pela impossibilidade de fazer-se uso da cromatografia em camada delgada ha
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dificuldades no acompanhamento das reagbes, fazendo com que a maioria dos
pesquisadores clive a amostra da resina no final de cada etapa da rota sintética para analise
do produto obtido, procedimento conhecido como “cleave-and-analyse”.

Um método simples, otimizado recentemente em nosso laboratério,®”®

permite o uso
da espectroscopia no infravermelho (IV) para o monitoramento das reacdes on-bead, isto €,
diretamente em resina, sem a necessidade de clivagem do produto da mesma. Dessa forma,
as reacoes em fase solida sdo acompanhadas in situ e os tempos reacionais sao otimizados
em cada etapa da rota sintética. E importante ressaltar que o acompanhamento das reacées
com IV mostra que estas ocorrem geralmente em intervalos de tempo inferiores aos citados
na literatura. Como exemplo, as reacdes de acoplamento de acidos carboxilicos a Resina
Merrifield monitoradas em nosso laboratério ocorreram em menos de 3 horas, em
contraponto a dados da literatura que preconizam tempos superiores a 16 horas.” Outras
técnicas comumente empregadas na analise on-bead sdo as reacOes colorimétricas,
espectrometria de massas, e técnicas especiais de RMN como o spin em angulo magico

(Magic angle spinnig) e RMN em fase-gel com materiais isotdpicamente enriquecidos.”

Embora a técnica de Sintese organica em fase soélida tenha sido desenvolvida
inicialmente para a sintese de macromoléculas poliméricas como peptideos e
oligonucleoitideos, esta vem encontrando atualmente aplicagdo na sintese de uma grande
variedade de moléculas.” A utilizagcdo da SOFS juntamente com reacdes multicomponente
(MCRs) tem se demonstrado uma técnica muito eficaz para a sintese combinatéria de
quimiotecas de moléculas de baixo peso molecular.® Algumas estratégias empregando
SOFS para a sintese de DHPMs sao reportadas na literatura, sendo que os pontos de

acoplamento as resinas utilizadas sao os mais variados (Figura 3).”°
Ry
O Ry Ry
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Figura 3. Pontos de ancoramento das DHPMs as resinas utilizadas na SOFS

Entre os protocolos que utilizam a reagdo multicomponente de Biginelli para a
sintese de DHPMs em suporte polimérico, merece destaque a primeira adaptacdo desta
reacéo para fase solida’”’ (Esquema 23). Foram utilizados uma uréia derivada do acido y-

Y

aminobutirico acoplada a resina Wang 56 e excesso de [-cetoester 57 e aldeidos
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aromaticos 8. A clivagem das DHPMs imobilizadas 58 ocorreu com alto rendimento e

pureza. Esta mesma rota sintética também foi adaptada com sucesso para a sintese em

fase fluorosa.”®"®
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EtO,C H™ o —————  EtO,C
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.
Et 0] HNAO Et N/go
57 WO\O K/\WO\/O
56 O 58 ©
Esquema 23

Ja Kappe et al.>>"®

optaram por um protocolo onde o B-cetoester 59 encontrava-se
acoplado a resina Wang (60) (Esquema 24). O B-cetoester imobilizado 61 foi reagido com
aldeidos 8 e uréia (7) ou tiouréia (41) levando a 6timos rendimentos apos clivagem. Neste
protocolo experimental, os autores notaram que logo no inicio da reagdo ocorria precipitacéo
do bisureido 62 resultante da reagédo do ion N-aciliminio 63 intermediario com o excesso de
uréia do meio reacional. Através de catdlise acida e longos tempos reacionais, a reacao
inversa ocorria de forma que o ion N-aciliminio 63 pudesse reagir com o B-cetoester
imobilizado 61, levando as DHPMs contendo um grupamento acido carboxilico na posicao 5
64 apos clivagem acida. As reagdes utilizando tiouréia (41) necessitaram de maior tempo

reacional e da utilizagdo de um “scavenger” (tiofenol) na etapa de clivagem.
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Uma abordagem mais complexa foi elaborada por Kappe com o intuito de aumentar
a diversidade molecular através de uma rota sintética em fase sélida na sintese de DHPMs
(Esquema 25)%°. O planejamento foi feito utilizando a modificagio de Atwal, desta maneira
permitindo o acoplamento na resina via tiouréia (41). Esta tiouréia acoplada a resina cloro-
Wang (65) foi reagida com diversas enonas 66, que por sua vez foram preparadas atraves
de uma condensagédo de Knoevenagel catalisada por uma resina portando a piperazina 67.%
A grande vantagem desta rota esta na etapa de clivagem, onde trés tipos de DHPMs (X = O
5a, S 5b, NH 68) podem ser obtidas dependendo das condi¢des reacionais, 0 que multiplica

o numero de produtos que podem ser gerados por trés.
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Esquema 25

1.1.5. Reatividade e funcionalizacao das 3,4-diidropirimidin-2(1H)-onas
(DHPMSs)

Devido a facilidade de obtencdo das DHPMs através da reagdo de Biginelli, estes
produtos tornam-se interessantes moléculas-plataforma para modificagées quimicas com o
intuito de obter maior diversidade molecular, sendo frequentemente chamadas de
“estruturas privilegiadas” (privileged structures). Além da grande variedade de grupos
funcionais acessiveis através da reacao de ciclizacdo em si (Figura 1), heterociclos muito
interessantes podem ser obtidos pela modificacdo de qualquer dos seis pontos de
diversidade das DHPMs (Figura 4).

23



R4

9 R® N/R3e
P8
0" " o

R

Figura 4. Pontos de modificagao das DHPMs

1.1.5.1. Reatividade na posicao N1

O N1H das DHPMs é o ponto mais acido da molécula, isso devido a conjugacao
existente entre este nitrogénio e o grupamento C=0 na posicdo 5 (enaminoéster). Devido a
isso, a posigdo N1 € a primeira a ser deprotonada quando as DHPMs 5a s&o tratadas com
base. Desta maneira pode-se alquilar regiosseletivamente o nucleo DHPM 5a tratando-o
com haletos de alquila 69 na presengca de bases obtendo DHPMs N1-substituidas 70
(Esquema 26)%.

R* R*
RS RS
ILNH 1. R >x 69 [N
—_—
R6 H/go 2. base RS N’go
X =Cl,Br, |
5a kR1 70
Esquema 26

1.1.5.2. Reatividade na posicao C2

No caso de diidropirimidinonas (X = O, 5a) a reatividade € muito pequena e
praticamente nao ha relatos de modificacdes nesta posi¢do. Ja no caso de diidropirimidin-2-
tionas (X = S, 5b) pode-se realizar a S-alquilacdo com haletos de alquila 69 na presenga de
base, como K,CO; ou piridina, gerando 2-alquiltio-1,4-diidropirimidinas 71 (Esquema 27).5*
% Tratamento de diidropirimidin-2-tionas 5b com Raney-Ni possibilita a obtencéo de 1,4-
diidropirimidinas n&o substituidas na posicdo 2 72 % (Esquema 27).
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Esquema 27

Prokopcova et al.®” demonstraram a aplicacdo de reacdes de acoplamento cruzado
(cross-coupling) entre DHPMs e acidos arilborénicos. A reacao entre as DHPMs 5b e os
acidos arilborénicos 73 com catélise de Pd(PPhjs), e Cu(l)-thiofeno-2-carboxilato (CuTC) sob
irradiacdo por microondas (MO) gera as 2-(hetero)aril-1,4-diidropirimidinas 74 em bons
rendimentos (Esquema 28). Também é relatada na literatura® a conversdo da DHPM
contendo o grupamento tioester em C5 75 ao derivado bis-arilado 76 baseado na estratégia
de Liebeskind-Srogl®® para sintese de cetonas (Esquema 28). Alguns autores®”* também
demonstraram que trocando o sistema catalitico, as reagbes de cross-coupling podem ser
modificadas para formar ligacdes C-S ao invés de C-C. Assim, quando a DHPM 77 ¢é tratada
com o acido arilborénico (78) na presenca de um sal de Cu(ll) juntamente com a 1, 10-
fenantrolina e em contato com o oxigénio atmosférico, a fenilsulfanil-1,4-diidropirimidina (79)

€ obtida em bons rendimentos (Esquema 28).

o R o R
Pd(PPhj),
RO | /IE +  ArB(OH), o | RO | IN
MO
NTs 73 N)\Ar
5b H 74
Q Ph 0 Ph
Pd(OAc),
EtS | /IE +  PhB(OH), PPh; CuTC | |N
N s MO \
H 75 H
76
O Ph 0 Ph
Cu(OAc),, ar atm.
EtO | /Iﬁ + PhB(OH), 1, 10 - fenantrolina to)f\N
" e O
T.A., 15min. |
H S depois MO N)\S
77 H
Esquema 28
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l.91

Singh et al.”’ realizaram a sintese de 2-(2-hidroxi-2-arilvinil)-diidropirimidinas 80 via
acoplamento de Eschemoser (Esquema 29). A DHPM contendo enxofre na posigcéo 2 5b foi
primeiramente alquilada com a-bromocetonas gerando os intermediarios S-alquilados 81,
com posterior extrusédo de enxofre via intermediario 82 promovida por uma trifenilfosfina

suportada em polimero 83, gerando os produtos de Eschemoser 80.

Ar Ar

| NH i - K;CO3 Acetona | |N
N/& ii - alfa-bromocetona )\ R
N" s ta., 30 min N S
5

b O

Ar #*

83
Et0,C R O/\ PPh,
s
o 80°C, 10h
N

H S

82 Ar

Esquema 29

1.1.5.3. Reatividade na posicao N3
Este nitrogénio do nucleo DHPM reage preferencialmente com espécies como
anidridos 84 e cloretos de acido 85, levando a obtengéo quimiosseletiva de DHPMs aciladas
86.%5%2 A reacdo de formilacdo utilizando DMF/POCI; também leva & formacdo de DHPMs
N3-formiladas 87 de maneira quimiosseletiva (Esquema 30).

R4 (0] (@]

84 R4 0
f oo L
| - N R
A o |

RSN X ou 85 6 /&
H PR R™ N "X g
) R* O
R NH DMF/POCl, R J\
| il I N” H
PN e PN
R® NT X g7
Esquema 30
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Entretanto, reagdes de alcoxicarbonilagdo com cloroformatos 88 sdo mais
problematicas e, apesar da preferéncia pela reacdo no N3, podem levar a misturas de
carbamatos (89 e 90) nas posi¢cdes N1 e N3 (Esquema 31). Anéis aromaticos em C4 com
substituicdo -orto costumam direcionar a alcoxicarbonilacdo para o N1 e, neste caso, a
sintese quimiosseletiva de carbamatos na posicdo N3, através desta reacdo, requer

protecéo prévia do nitrogénio N1.%¢
Ar (0]
RS § )J\ R' SIL L Rsf\NJ\o/ i
NH
R6 | N X base ' R? /Ng/gx
H fso0>0
89 90

Esquema 31

Para realizar alquilagcdo na posicdo N3 é necessario além da protecdo em N1 a
utilizacdo de uma base mais forte (NaH), devido & menor acidez do NH na posicdo 3.%
Legeay et al. sintetizaram uma série de DHPMs inéditas empregando esta estratégia®
(Esquema 32). As DHPMs N1-protegidas 91 ligadas a um liquido idnico foram reagidas com
cloroacetonitrila (92) para obtengdo dos derivados 93. Este foi submetido a reacdo de
cicloadicdo gerando o tetrazol 94, e também foi convertido nos tiazois 95 através dos
intermediarios tioamida 96 (Sintese de tiaz6is de Hantzsch). Os produtos (97 e 98) foram

obtidos ap6s clivagem da ligacao éster com o liquido iénico.
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Esquema 32

DHPMs monoalquiladas na posicdo N3 99 podem ser obtidas através dos
intermediarios da modificacdo de Atwal (Esquema 33). As diidropirimidinas 100, obtidas
através da reagao de iso(tio)uréias com adutos de Knoevenagel, sao alquiladas com haletos
de alquila 101 nessa posicdo gerando os intermediarios 102.*°® Apés a alquilacéo, os
produtos podem ser desprotegidos da maneira usual gerando as DHPMs N3 alquiladas 99.
Embora na maioria dos casos esta alquilagdo ocorra de forma quimiosseletiva na posicao
N3, as vezes ocorre formagdo de misturas N3 e N1 alquiladas, dependendo tanto da
natureza do agente alquilante quanto do substrato.*®

101 @) Ar 1
desprote¢do g0 N~ R
)\ R Y-Broul )\ | A
N X
H
100 99

Esquema 33

28



Wang et al¥

reportaram a sintese quimiosseletiva de DHPMs N3-substituidas
através de uma reagao de adigdo aza-Michael (Esquema 34). As DHPMs 5a/5b reagiram
com diversos aceptores de Michael 103 na presenca de KF/Al,O; gerando as DHPMs 104
em bons rendimentos. Os autores atribuem a quimiosseletividade observada a maior

densidade eletronica sobre o0 N3 em relagao ao N1.

Ar A Y 19 Ar
EtO,C | NH Y =ester, CN  EtO,C | N /\/Y
H /gx KF?.A;'?O;; H /gx
Esquema 34

Wannberg et al.®*® demonstraram ser possivel obter DHPMs N3-ariladas 105 e 106
através da reacéo de Goldberg,'® variacéo da reacao de Ullmann,'®" envolvendo aminas ao
invés de alcodis (Esquema 35). As DHPMs (5a e 107) quando tratadas com lodetos de arila
(108) na presenca de Cul geram quimiosseletivamente as DHPMs N3-ariladas 105 e 106.
As DHPMs contendo o grupamento metila na posicdo N1 107 levaram a maiores
rendimentos do que aquelas com N1-H 5a, porém n&o foram observados subprodutos N1-

arilados.
" Ar-| 108 %
EtO,C _H r
2 | /L Cul, Cs,CO; EtO,C N Ar
MO |
N ~O N/go
R! |Iq1
R, =H, 5a Ry =H, 105
R = Me, 107 R; = Me, 106

Esquema 35

1.1.5.4. Reatividade na posicao C4

Apesar da maior parte da diversidade quimica nesta posicdo do nucleo DHPM ser
obtida diretamente através da reacao de Biginelli, algumas modificacdes sobre o heterociclo

formado sdo reportadas na literatura. Wannberg et al.*

investigaram reagOes de
acoplamento sobre DHPMs contendo brometos de arila como substituintes na posi¢cao C4

(Esquema 36). Sobre a DHPM 109, foi realizada a reagao de Suzuki com o &cido bordnico
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(110) possibilitando a obten¢do do derivado 111 em rendimentos quase quantitativos. Esta
mesma DHPM 109 foi submetida a reagdo de Heck intermolecular com acrilato de metila
(112) gerando o derivado 113 em 65% de rendimento.

Br O
Pd/C, Na2CO3 O
NMP/H,0

E10:C NH " EOC
H), MO 2 | NH
N0 110
H N/go
109 111 H
Os_ _OMe
Br =
d(OAc), P(o-tolil)s
OMe " hIPEA, EtN
EtO,C EtO,C "
MO |
N0
H H
109 113

Esquema 36

Uma versdo intramolecular da reacdo de Heck® foi utilizada para obtencdo do
derivado ftriciclico 114 (Esquema 37). A estratégia consiste na acilagdo quimiosseletiva da
DHPM 115 seguida por ciclizacao do intermediario 116.
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H
Pd(OAc),, [P(o-tolil)s]
DIPEA, MeCN, H,O

Esquema 37

Reacdes de carbonilacado utilizando Mo(CO)s como fonte de monéxido de carbono
foram estudadas por Wannberg et al.*® utilizando 4-bromoaril-DHPMs 117 (Esquema 38).
Empregando alcodis, aminas e hidrazinas como nucledfilos, os autores demonstraram ser
possivel obter os derivados substituidos 118 com ésteres, amidas e hidrazonas nas

posicées —meta e —para em bons rendimentos.

HNu
Pd(OAC),, [P(0-tolil)s]
HPT-BU3BF4! MO(CO)G

p

DBU, THF, MO

Esquema 38

Wannberg et al.® também estudaram reacdes de N-arilacdo com amidas 119 sobre
4-bromoaril-DHPMs 117 catalisadas por palddio (Esquema 39). As respectivas anilinas
aciladas 120 foram obtidas em bons rendimentos e baixos tempos reacionais empregando
irradiacao por microondas (MO).
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Cs,CO5 THF
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Esquema 39

1.1.5.5. Reatividade na posicao C5

O grupamento éster nesta posi¢cao do nucleo DHPM é pouco reativo frente condi¢coes
de hidrélise e nucledfilos. Esta baixa reatividade pode ser atribuida a forte conjugacao com a
enamina nas posigées N1-C6-C5, evidenciado pelo fato da hexaidropirimidina 120 nao
apresentar problemas na reacdo de hidrélise.'® E reportado na literatura que DHPMs
contendo o grupamento metila em N1 121 sdo hidrolisadas ao acido carboxilico
correspondente 122 em KOH alcodlico 5%, enquanto DHPMs nao substituidas na posicao
N1 5a séo inertes & hidrélise basica ou 4cida® (Esquema 40).

R O R
EtO NH  KOH/EIOH HO NH
N/go NAO
H 120 H
O R O R
EtO)‘:f\NH KOH/EtOH  HO | NH
——
o o
Me 121 Me 122
O R O R
EtO | NH KOH/EtOH HO | NH
_____________ -
/&O /&

N O
H

Esquema 40
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Uma das formas encontradas para obter DHPMs ndo substituidas na posigdo N1
contendo grupamento acido carboxilico na posicdo C5 123 consiste na hidrogendlise de
ésteres benzilicos 124 ou na desprotecao de ésteres alilicos®® 125 (Esquema 41).

O R O R O R
Pd/C, H Pd-cat
0 NH ———= HO NH <~ NN NH
LA WS LA
N7 X \) N7 X
H X H HN H
124 123 125
Esquema 41
Desai et al.'® utilizaram uma grande variedade de &cidos 123 obtidos através desta

maneira para a sintese de ésteres e amidas (Esquema 42). Os ésteres 126 foram
sintetizados através do protocolo de Mitsunobu com utilizagdo de PPhs e DIAD (diisopropil
azodicarboxilato) em rendimentos de baixos a excelentes. As amidas 127 foram sintetizadas
através da utilizagdo de uma carbodiimida suportada em um polimero de poliestireno 128 e
HOBLt, utilizando irradiacdo por microondas (MO). Também se encontra na literatura
protocolos para a sintese de amidas a partir dos respectivos acidos 123 utilizando DCC.'%

0 R? R20H o R!
PhsP, DIAD R
HO | NH THF >0 | NH
ta.
HAX NAX
123 H 126
128
1 R1
Q R PS-carbodiimida RS Q
3 ~
HO | NH HOB, R3NH, - H i NH
MO
N/gx N/gx
H 123 Ho 427
Esquema 42

Além da baixa reatividade frente a hidrélise, o grupamento éster 5a também € pouco
reativo frente a nucledfilos. Tentativas de reagir DHPMs com aminas 128 ndo obtiveram
sucesso, entretanto, quando se utiliza hidrazinas 129 como nucledfilos a reagdo ocorre,
levando & obtencao das hidrazonas 130.>®* DHPMs substituidas com uma nitrila na posi¢éo 5
131 podem ser obtidas a partir da desidratagdo de DHPMs contendo amida na posi¢ao 5
132 através da sua reagdo com P,O;, em acido metanossulfénico®® (Esquema 43).
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Esquema 43
Kappe et al.** demonstraram que, a partir da DHPM contendo o grupamento &cido

carboxilico na posicdo 5 123, pode-se obter os isocianatos 133 (Esquema 44).
Primeiramente faz-se a conversdo do acido 123 em azida carboxilica 134 e esta por sua
vez, pode sofrer um rearranjo de Curtius levando as DHPMs contendo o grupamento
isocianato 133. Estas DHPMs 133 podem entdo reagir com alcodis 135 gerando os
carbamatos 136.

(0] R R
H
RO _N
HO™ ) /’E 123 T /’J\‘\\H
N™ X © N” X
136
1. CICO,R
2. NaN, R;OH
135
O R R
O=C=N
N3 | NH NH
A |
pe A,
134 H 133
Esquema 44
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1.1.5.6. Reatividade na posicao C6
Singh et al.'® demonstraram que a metalagdo da DHPM 137 com 3,1 equiv. de LDA
e posterior reagdo com eletréfilos leva a produgéo exclusiva da DHPM substituida em C-6
138 (Esquema 45). Os autores reagiram o anion 139 com uma série de eletrofilos 140 e
compostos carbonilicos 141 gerando os derivados 142, 143 e 144 (como subprodutos da

reacdo com compostos carbonilicos) em rendimentos aceitaveis.

(0] O 0
LDA eletréfilo (E)

EtO | /I\Q — | EtO | N© ®Li _— = EtO | NH
HsC™ TNT X S X EM,C N/gx
137 Li® OLi 138

— 139 —
R . Y o)
alquil ! haletos R—-Y
RSO, | Cl 140 R1J\R2
R'S | SR" 141
MesSi | Cl
o) o] o)
L EI0™ T A " O
R A HO A A
N7 X N7 X K N X
H Rl g2 H R H
142 143 144
Esquema 45

Com DHPMs substituidas com grupamento metila na posicdo 6 5, ou seja, DHPMs
derivadas de acetoacetatos, pode-se realizar bromacao radicalar nesta posicao (Esquema
46). Esta bromacdo ocorre passo a passo, podendo-se isolar tanto 6-bromometil-DHPMs
145 quanto 6-dibromometil-DHPMs 146. Os compostos bromados podem reagir via
substituicdo nucleofilica com uma grande variedade de nucledfilos contendo O, N ou S
gerando os derivados 147.%’
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Esquema 46

Khanetskyy et al.'®

aplicaram esta estratégia para a sintese de uma quimioteca de
DHPMs contendo o nucleo 1,2,3-triazol como substituinte em C6 148 (Esquema 47). As
respectivas 6-bromometil-DHPMs 145 foram tratadas com azida s6dica (149) para obtencao
dos derivados 150, e a partir destes foram obtidas as respectivas triazolil-diidropirimidonas
148 através da cicloadicao 1,3-dipolar de Huisgen, processo conhecido como click

chemistry.'”’

(@) R?2
R3
NaN3 \O NH
CuSO ascorbato
ﬁk DMF, MO /& 2 AN | P
DMF, MO _ ll\l (@]
R1
145 150 R* 148

Esquema 47

Uma reacao diferente ocorre quando as DHPMs 5 s&o tratadas com cloro elementar
em cloroférmio (Esquema 48). Neste caso, ao invés da reacdo de ocorrer na metila
substituinte em C6 ocorre na dupla ligagao entre C5-C6, levando as hexaidropirimidinas 151
apoés tratamento com agua. Quando a reacao de cloracao é realizada com PCls em POCI;
ocorre a formagéo do derivado diclorado 152, e das hexaidropirimidinas 153 e 154.%°
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Esquema 48

Outra reacao que ocorre nesta posicao € a nitracao utilizando nitrato de potassio em
4cido sulfarico.'® Nestas condicdes, DHPMs 5a séo convertidas no produto dinitrado 155, o
qual existe como uma mistura de isbmeros E e Z em solu¢do, com alguma preferéncia pelo

isdbmero Z devido a ponte de hidrogénio intramolecular (Esquema 49).

R
EtOQC EtO,C
E’[O | NH KNO3, HZSO4 + 02
N/go — N/g O2N /&
H
155 Z 155 E
Esquema 49
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1.1.6. Sintese de DHPMs contendo a funcao guanidina

A fungé@o guanidina é encontrada em uma grande variedade de produtos naturais e
desempenha um papel importante em diversos sistemas biologicos.'® Este grupo também é
encontrado em muitos farmacos, cobrindo uma vasta gama de atividades farmacol6gicas. O
grupamento guanidina, por apresentar caracteristicas basicas, apresenta alta afinidade por
carboxilatos, fosfatos e metais, o que é um aspecto importante nas interacbes

ligante/receptor, sendo assim um importante farmacéforo na quimica medicinal.''

Existem muitas maneiras para sintetizar guanidinas, tanto utilizando sintese em
solucdo, quanto utilizando sintese organica em fase sélida.”"’ A maneira mais empregada
para a sintese deste grupo funcional consiste na sintese a partir de tiouréias. Para isso a
tiouréia é reagida com uma amina na presenca de agentes extrusores de enxofre. Os
reagentes mais utilizados para extrusdo do enxofre sao: N,N-diisopropilcarbodiimida
(DIC),""* cloridrato de 1-(3-dimetilaminopropil)-3-etilcarbodiimida (EDC)," cloreto de
mercurio 1l (HgCl,),""* éxido de mercurio Il (HgO),'™ iodeto de 2-cloro-1-metilpiridinio
(Reagente de Mukaiyama),'® 2,4-dinitrofluorbenzeno (Reagente de Sanger),'"” dicloreto de
trifenilfosfano,’'® CuSO./SiO,,""° reagentes de Bi llI'* e CuCI/K,CO;.""

Os primeiros exemplos da sintese de DHPMs contendo o grupamento amino na
posicdo 2 encontrados na literatura envolvem a modificacdo de Atwal,®> ' onde uma
guanidina N,N-dissubstituida 156 reage em meio basico com um aduto de Knoevenagel 157
levando a formagéo da guanidina 158 (Esquema 50). O grande problema desta abordagem,
além dos baixos rendimentos, é a formag¢ao do subproduto biciclico 159 quando se utiliza a
guanidina sem substituintes 160. Kappe e outros autores'®'®* demonstraram que a
formagéo deste subproduto 159 € minimizada quando a metila do grupamento cetdnico do

B-cetoester utilizado é substituida por uma fenila. Nilsson et al.'®

resolveram o problema de
formacgao dos subprodutos biciclicos 159 através da utilizagcdo de guanidinas protegidas 161
na reacdo multicomponente de Biginelli. Os produtos 162 assim obtidos podem ser

desprotegidos em uma etapa p6s-condensacao gerando as guanidinas 163 (Esquema 50).
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Esquema 50

Outra abordagem sintética para a sintese destes derivados 163 consiste na reagéo
de amindlise com aménia de DHPMs contendo o grupamento isouréia ou isotiouréia como

percursores de guanidinas (Esquema 51). Atwal*’

demonstrou que € possivel realizar a
amindlise de compostos de Biginelli contendo metilisouréias 164, embora muitos autores
relatem dificuldades neste processo, sendo muitas vezes necessario adicionar um
grupamento carbamato ao N3 para obter bons rendimentos.* Kappe preparou 2-imino-3,4-
diidropirimidinas 163 através da amindlise de DHPMs ligadas a resina Merrifield através de
um grupamento isotiouréia 165.8' A utilizacdo de diferentes grupos abandonadores como o

pirazol 166 também foi reportado na literatura.'®
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1.1.7. Quimica Limpa (green chemistry) e a reacao de Biginelli:

Nos ultimos anos, questdes ambientais tém recebido muita atengéo internacional. O
desenvolvimento auto-sustentavel, definido como o progresso industrial que atende as
necessidades do presente sem comprometer a capacidade das futuras geracdes de
satisfazerem as suas proprias necessidades, tem sido buscado através de politicas de
reducdo das emissdes de residuos ao ambiente e/ou o controle da degradacao de reservas

ambientais.'®®

Uma vez que as atividades quimicas sao relacionadas, direta ou indiretamente, como
uma das principais vilds a ser combatida nesta nova mentalidade ambientalmente correta,
uma nova tendéncia na maneira como a questdo dos residuos quimicos deve ser tratada
comecou a se delinear no inicio dos anos 90. Esta nova tendéncia passou a focar-se em
alternativas de minimizacao da producéo dos residuos, em vez de focar-se exclusivamente
no tratamento do residuo no final da linha de producédo. Esta nova maneira de lidar com a
questao da redugdo do impacto da atividade quimica no ambiente vém sendo chamada de
Green Chemistry, quimica verde ou quimica limpa.

A filosofia da quimica limpa esta baseada atualmente em 12 principios:'?’

1 - Prevencao da geragao de residuos é melhor que trata-los ao final da linha de produgéo;
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2 - Economia atbémica, isto €&, planejar metodologias sintéticas que maximizem a

incorporacdo de toda a massa dos reagentes no produto;

3 - Sempre que possivel, as metodologias sintéticas devem usar e gerar substancias com a

menor toxicidade possivel, tanto a vida humana quanto ao meio ambiente;

4 - Os produtos quimicos devem ser planejados de modo a terem maior eficiéncia no

cumprimento de seus objetivos, apresentando menor toxidez;

5 — O uso de substancias auxiliares (solventes, secantes, catalisadores, dentre outras) deve,
sempre que possivel, tornar-se desnecessario e, quando utilizadas, estas devem ser

inbcuas;

6 - As exigéncias energéticas do processo devem ser analisadas de acordo com 0s seus
impactos ambientais e econémicos e devem ser minimizadas. Se possivel, os processos

quimicos devem ser conduzidos a temperatura e pressao ambiente;

7 - Sempre que técnica- e economicamente possivel, a utilizagcdo de matérias-primas
oriundas de fontes renovaveis devem ser escolhidas em detrimento de fontes nao-

renovaveis;

8 - A derivatizacao desnecessaria (uso de grupos protetores, modificacdes temporarias por
processos fisicos e quimicos) deve ser evitada ou, pelo menos, minimizada. Esta postura
leva a uma diminuicdo no niumero de etapas e minimiza a utilizacao de reagentes adicionais

que podem gerar residuos;

9 - Deve-se visar a utilizacdo de reagentes em proporcbes cataliticas ao invés de

estequiométricas;

10 - Os produtos quimicos devem ser planejados de modo tal que, apés cumprirem sua
funcéo, eles ndo persistam no ambiente e que seus produtos de degradagao sejam indcuos;

11 - Métodos analiticos devem ser desenvolvidos de modo que permitam um monitoramento
e controle dentro do processo, em tempo real, evitando assim a formacédo de substancias

nocivas;

12 - As substancias, bem como a maneira pela qual a substancia é utilizada no processo,
devem ser cuidadosamente analisadas de forma a minimizar o potencial para acidentes

quimicos.

A reacao de Biginelli apresenta um grande potencial para aplicacdo de metodologias

compativeis com a quimica verde devido as suas caracteristicas intrinsecas: alta economia
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atémica,'®® com praticamente toda massa dos reagentes sendo convertida em produto e
perda de apenas dois moles de agua por mol de produto formado; sintese em uma etapa,
ndo havendo necessidade de etapas de protecdo/desprotecdo; possibilidade de protocolos
conduzidos a temperatura ambiente e; facil isolamento das DHPMs formadas necessitando
apenas de tratamento com agua, sem a necessidade de técnicas laboriosas de purificagao.

A utilizacao de solventes é uma pratica adotada amplamente em sintese orgénica.
Realizando a dissolugdo dos solutos os solventes quebram a rede cristalina dos reatantes
sélidos, dissolvem reatantes liquidos ou gasosos, e exercem uma influéncia consideravel na
velocidade de reacgao, posicao do equilibrio quimico e na prépia composicao dos produtos.
Ainda, os reatantes podem interagir de maneira mais efetiva se estes se encontram em uma
solugdo homogénea, a qual facilta a agitacdo do meio reacional fazendo com que as
moléculas dos reatantes colidam de forma mais rapida e continua. Além disso, aquecimento
e resfriamento uniformes da mistura reacional podem ser feitos de maneira mais facil
quando em solugdo.'® Apesar de apresentarem todas estas vantagens do ponto de vista
quimico, a utilizagao de solventes volateis, principalmente em larga escala, é extremamente

danosa para o meio ambiente e para a saude da populagéo global.

A utilizacdo de solventes também representa um custo elevado quando se trata de
producdo industrial. Nos dias de hoje, varias companhias tém adotado a estratégia de
reducdo do uso de solventes em sua cadeia produtiva. Dois exemplos ilustram esta
tendéncia. O primeiro é a redefinigdo do processo de manufatura do antidepressivo
Sertralina.™® A industria farmoquimica Pfizer diminui o nimero de etapas do processo de
manufatura original de uma sequéncia sintética em trés etapas para uma unica etapa, sem
isolamento dos intermediarios. Desta maneira a quantidade de materiais de partida foi
cortada de 20-60% e a necessidade de utilizacdo, destilagdo e recuperagdo de quatro
solventes toxicos (diclorometano, tetraidrofurano, tolueno e hexano) foi abolida, sendo
substituidos por etanol. Da mesma maneira, uma grande diminuicdo no uso de solventes
ocorreu no processo de manufatura do Sildenafil, onde a utilizagdo de solventes foi reduzida
de 1700 para 7 L/kg."'

A eliminacao de solventes organicos volateis em sintese organica € um dos objetivos
mais importantes da quimica verde. Entretanto, a eliminacdo do uso de solventes de todos
0s processos de manufatura quimica € um objetivo um tanto dificil de ser alcangado, se nao
impossivel. Processos alternativos que utilizam solventes menos danosos do ponto de vista
médico e ambiental vém sendo cada vez mais empregados, dentre eles destaca-se a
crescente utilizacdo de 4&gua, liquidos i6nicos e fluorosos, a utilizacdo de fluidos

supercriticos e as reagdes sem solvente.'®
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Tradicionalmente a reacao de Biginelli é realizada em solventes como o etanol ou
metanol, porém mais recentemente solventes apréticos como tetraidrofurano,®”'* dioxano®
ou acetonitrila’*'® também vém sendo empregados com sucesso. Em alguns casos é

necessario utilizar 4cido acético como solvente,'®*°°

principalmente nos casos onde ocorre a
precipitacdo do intermediario bisureido no meio reacional. Também existem exemplos na

literatura de reagdes de Biginelli em agua'®’ e com a utilizagéo de liquidos iénicos.'®

Reacbes sem solvente tornam a sintese mais simples, economizam energia, e
previnem desperdicio, perigos e toxicidade. ReacGes sem solvente em meio

heterogéneo,'* 1%

com reagentes imobilizados em suportes sélidos porosos, apesar de
apresentarem grandes rendimentos, maior seletividade e facilidade na manipulagao
experimental, ndo preenchem exatamente a definicdo de “sem solvente”. O uso de solventes
somente € eliminado no primeiro estagio da reacédo, enquanto uma grande quantidade de
solventes ainda se faz necessaria para a adsorcao dos reagentes e eluicdo dos produtos.
Uma reagao pura (neat reaction) € uma alternativa as reagdes sem solvente que elimina a

utilizagédo de suporte solido e também de solventes nas reagoes.

Uma grande quantidade de artigos cientificos utilizando técnicas de reacdo pura
aplicadas a sintese de diidropirimidinonas e seus analogos de enxofre foram publicadas nos
altimos anos. Entre elas estdo a utilizacéo de acido cloroacético,’’” acido férmico,*® NH,CI
% HaPW 15040, Y(NO3)3.6H,0,"" CuBF,," BiNO3,"*® TaBrs," HBF,,'** ZrCl, e ZrOCl,,'™®
[Fe(CF3COy)s] e [Fe(CF3S0s)s],"*° Sr(OTf),,"" CeCls.7H20,™ Yb(OTf)s*' e Cul.'™® A maioria
destas técnicas apresenta rendimentos superiores as que fazem utilizagdo de solvente, além
de apresentarem menores tempos reacionais, e maior pureza dos produtos isolados.
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1.2. OBJETIVOS

Os objetivos buscados neste capitulo sao sintetizar uma colecdo de
diidropirimidinonas e analogos de enxofre e explorar a reatividade dessas DHPMs com o
intuito de gerar diversidade quimica para avaliacao biolégica e determinacdo de relacao
estrutura-atividade. Pretende-se utilizar um vasto arsenal de metodologias para este fim. As
estratégias planejadas incluem o emprego da sintese em solucdo, além de técnicas
modernas como utilizagdo de energia de microondas e de sintese combinatéria,

particularmente a Sintese Organica em Fase Sélida e rea¢des em paralelo.
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1.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

1.3.1. Otimizacao da sintese de diidropirimidin-2-tionas promovida por
SnCl,.2H,0 utilizando irradiacao por microondas

Estudos anteriores do nosso grupo de pesquisa®* demonstram que o SnCl,.2H,0 é
um acido de Lewis eficiente na promogdo da reacdo multicomponente de Biginelli,
fornecendo bons rendimentos com uma grande variedade de aldeidos aromaticos, com a
utilizacdo de uréia ou tiouréia. A vantagem da utilizagdo deste acido € que nao ha
necessidade de meio reacional anidro, diferentemente de muitos métodos encontrados na

literatura envolvendo acidos de Lewis.

A utilizacao de energia de microondas (MO) em sintese organica € conhecida por
fornecer bons rendimentos com reducdo significativa dos tempos reacionais.”” Desta
maneira foi planejada a adaptacdo da utilizacdo de SnCl,.2H,O na reagdo de Biginelli,
utilizando irradiacdo por microondas como fonte de energia. O objetivo deste estudo é
reduzir os tempos reacionais obtidos anteriormente mantendo os bons rendimentos

apresentados.

A utilizacao de fornos de microondas convencionais na sintese organica pode gerar
problemas de seguranga, como incéndios e explosdes, devido a possibilidade de
superaquecimento. A utilizagdo de protocolos que nao envolvem a utilizagdo de solventes é
uma estratégia empregada para aumentar a seguranca e a velocidade da reaco.'®

Em vista destes fatores, adaptamos o protocolo previamente desenvolvido®* da
seguinte maneira:

- a proporgédo do catalisador SnCl,.2H,O foi mantida conforme otimizagdo prévia
(20mol%);

- 0s solventes acetonitrila e etanol foram excluidos. As reagdes foram realizadas sem
a utilizacao de solvente algum (solvent-free);

- a proporcao entre aldeido aromatico, acetoacetato de etila (34) e tiouréia (41)
(1:1:1,2 equiv., respectivamente) foi re-investigada em relagéo a tiouréia. Como se trata do
reagente mais polar presente no meio reacional, este € o maior responsavel pela absorcao
da radiacdo de microondas e conseqglientemente da temperatura atingida na reacao. Soma-
se o fato de ser o reagente que gera menos problemas na etapa de purificacdo, uma vez

que é bastante solivel em agua enquanto os produtos sao insollveis neste solvente,

45



possibilitando uma facil eliminagcao do excesso de tiouréia.

Utilizando a reacao entre o benzaldeido (29), acetoacetato de etila (34) e tiouréia
(41) como modelo reacional, a poténcia de irradiagéo e tempo foram otimizados (Esquema
52). As reacdes foram conduzidas em forno de microondas convencional, realizando ciclos
de 1 minuto em diferentes poténcias do equipamento. Apds otimizacdo da poténcia e
namero de ciclos, foi investigada a proporcdo de tiouréia (41). As reagdes foram
monitoradas por cromatografia em camada delgada. Os resultados sdo apresentados na
Tabela 1.

29
(0]
0 CHO S?zcolz'zr/z())
mol%
Et0 + NHy —— | /ﬁ
PN N Ss
M 167
34
Esquema 52

Tabela 1. Otimizacdo da poténcia, n° de ciclos e proporgdo de tiouréia nas reacdes
catalisadas por SnCl,.2H,0O

N° de ciclos Tiouréia (41)
Entrada Poténcia (W) Rendimento 167 (%)
(1 min) (equiv.)
1 10 90 1,2 -
2 10 180 1,2 15
3 10 270 1,2 23
4 7 360 1,2 36
5 5 450 1,2 64
6 3 540 1,2 78
7 2 540 2,0 90
8 1 630 1,2 51
9 2 630 1,2 31*
10 1 630 2,0 -*
11 1 720 1,2 -*
12 1 810 1,2 -*
13 1 900 1,2 >

*houve perda de material por projecao
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Conforme se pode analisar na Tabela 1, a utilizagdo da poténcia de 10-40% (90-360
W) ndo apresentou rendimentos satisfatérios mesmo em um grande numero de ciclos
(entradas 1-4). A utilizacdo de poténcias muito altas do equipamento (entradas 10-13), ndo
possibilitou isolamento do produto 167 devido ao superaquecimento promovido, 0 que
ocasionou degradacgdo e/ou projecao dos reagentes do frasco reacional. As poténcias que
apresentaram melhor resultado foram de 50-70% (450-630 W) com tempos reacionais
variando de 1 a 3 minutos (entradas 5, 6 e 8). Na poténcia de 70% (630 W) os rendimentos
ndo puderam ser melhorados, pois a utilizagdo de maior tempo ou maior propor¢cao da
tiouréia levou a perda de material por projecéo (entradas 9-10). Através da utilizacdo de
60% (540 W) de poténcia do forno, as condigbes foram otimizadas. A melhor condigéo
encontrada foi através da utilizagdo de 2 ciclos de 1 minuto e tiouréia na proporgéo de 2
equivalentes, onde o produto 167 foi obtido em 90% de rendimento (entrada 7).

Apbs otimizar o protocolo de sintese, investigou-se o uso de diferentes aldeidos
aromaticos, com grupamentos doadores ou retiradores de carga do anel (Esquema 53). As
reagcbes foram conduzidas em 2 minutos (2 ciclos de 1 minuto), na poténcia de 60% (540
W), com aldeido aromatico 168-170, acetoacetato de etila (34), tiouréia (41) e SnCl,.2H,O
na proporcao de 1:1:2:0,2 equiv., respectivamente. Os resultados s&o apresentados na
Tabela 2.

Ar 168-170
(0] Ar
0 H/go SnCl,.2H,0
(20mol%) EtO NH
EtO + NH, MO i |
(2 x 1 min.)
H N/&S 540 W N S
(0] 2 41 H
34 171-173
Esquema 53

Conforme pode ser observado na Tabela 2, este protocolo forneceu bons
rendimentos, utilizando aldeidos aromaticos com grupos substituintes doadores (entrada 1)
e retiradores (entrada 2) de densidade eletrénica. A Unica excecéo foi o produto derivado do
4-Flaor-benzaldeido (170), onde foi obtido um rendimento moderado (entrada 3).
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Tabela 2: sintese das DHPMs utilizando o protocolo otimizado com SnCl,.2H,0.

Entrada Ar Aldeido Rendimento(%) Produto

NO,
168 99 171
1
OMe
169 100 172
2
F
170 47 173
3

De acordo com a proposta de Russowsky et al**

, acredita-se que o SnCl,.2H,O
exerca seu papel de acido de Lewis na reacao de Biginelli através do caminho reacional
sugerido por Kappe,* onde a primeira etapa reacional consiste na condensacéo entre o
aldeido 168-170 e a tiouréia (41) gerando a N-acilimina 174 (Esquema 54). Coordenacao do
par eletrénico do nitrogénio com o SnCl,.2H,O pode levar a formagéao in situ do cation N-
aciliminio 175. Tautomerizacao do actoacetato de etila para sua forma endlica 176 auxiliada
pelo acido de Lewis, com posterior ataque desta espécie ao ion iminio 175 leva a producao
do intermediario 177. Ciclizagéao intramolecular com perda de uma molécula de agua leva a

obtenc¢do das DHPMs 171-173 correspondentes.

R 168-170
N . )Sk s
-2 SnC|22H20
- B
NH, +H,0 /m /”\
H N/gs 3 174H H R
2 a1 175
0 0 (CI7|)n
O R .Sn_
OEt © |O
EtO NH B /I\/k
| /& - H,O HN R 176 OEt
N S
171-173

Esquema 54

Este protocolo demonstra o grande aumento que ocorre na velocidade de reacéo
com a utilizacao de protocolos em condicées solvent-free envolvendo a utilizacdo de energia
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de microondas. Foi possivel manter os bons rendimentos previamente apresentados,
diminuindo o tempo reacional, que com aquecimento convencional era de 6h** para apenas
2 minutos utilizando o novo protocolo desenvolvido, onde o tempo reacional é cerca de 200
vezes inferior ao obtido pelo método anterior.

1.3.2. Sintese de diidropirimidinonas e analogos de enxofre promovida por
trietilortoformato (TEOF)

Dando continuidade as investigacbes de nosso grupo de pesquisa sobre as
potencialidades bioldgicas das DHPMs e seus andlogos de enxofre, foi planejado o
desenvolvimento de um novo método de sintese que permita preparar estes compostos de
maneira rapida, simples e em bons rendimentos. Aspectos relacionados com um baixo custo
e metodologia ambientalmente compativel também foram levados em consideragéo,
adequando-se aos principios atuais da quimica verde. Apesar de acidos de Lewis, como
SnCl,.2H,0, promoverem a reac¢do de Biginelli de uma maneira eficiente, existe ainda o
problema de possivel contaminacdo das amostras destinadas a ensaios biolégicos conterem
tracos de metais toxicos. Outra desvantagem do uso de catalisadores metalicos como o
SnCl, refere-se as questdes ambientais devido a sua alta toxicidade e periculosidade.

Conforme discutido na introdugéo deste capitulo, alguns dos métodos mais efetivos
descritos na literatura para a sintese de DHPMs empregam reagentes que apresentam

caracteristicas tanto desidratantes quanto de acido de Lewis concomitantemente,®®

porém
cabe ressaltar que ndo ha exemplos na literatura da utilizagdo de agentes puramente

desidratantes na promog¢éao da reagao de Biginelli.

A utilizagdo de um agente desidratante na reagéo de Biginelli baseia-se no fato desta
gerar dois moles de agua como produto para cada mol de DHPM formado. Portanto, um
agente desidratante poderia agir de duas maneiras distintas: i) ou poderia agir como auxiliar
nas etapas de eliminacdo de agua do processo realmente ligando-se ao intermediario que
sofre desidratacéao, facilitando estas etapas, ii) ou apenas promoveria um deslocamento do
equilibrio quimico em direcdo a formacao dos produtos pelo consumo das moléculas de

agua, agindo assim de maneira analoga a uma peneira molecular.

Ortoesteres sdo uma classe quimica muito interessante devido a sua estrutura e
reatividade peculiares, sendo o trietilortoformato (TEOF - CH(OEt);) membro desta classe de
compostos.'*® Este composto foi utilizado por Chen et al.*® na determinacdo quantitativa de
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agua. Os autores determinaram o conteldo de agua em amostras analiticas através da
analise por cromatografia gasosa dos produtos da reacdo do TEOF com a agua, sendo
estes produtos compostos por 1 equivalente de formato de etila e 2 equivalentes de etanol.
Segundo os autores, a técnica € muito sensivel pois, sob catalise acida, esta reacao ocorre
rapidamente e a conversao é completa. Como agente desidratante, o TEOF é usado na
formacdo de acetais'® e também como solvente desidratante para formacdo de iminas,
mesmo na auséncia de catalise acida, tendo aplicacdo tanto em protocolos de sintese em

161

solucdo quanto em protocolos utilizando sintese organica em fase solida.” Outros usos do

TEOF reportados na literatura sdo sua utilizagdo na ciclizagdo de diaminas, onde funciona

2

como doador de uma unidade metilénica em meio &cido,’®® e como grupo protetor de

hidroxilas aromaticas vicinais.'®® Também existem relatos da sua utilizacdo como agente

alquilante de nitrogénio aromatico, onde atua como doador de grupo etila.'®

1.3.2.1. Reacao de Biginelli promovida por TEOF utilizando irradiacao por
microondas

Neste trabalho, foi planejado investigar a acdo desidratante do trietilortoformato (TEOF) na
promocao da sintese das DHPMs através da reagdo de Biginelli. Para as reacbes foram
utilizados acetoacetato de etila (34), aldeido e uréia ou tiouréia (7, 41) nas proporc¢oes de
1:1:2 equivalentes, respectivamente, e TEOF (180) na proporcdo de 2 equivalentes
(Esquema 55). As reagbes foram conduzidas em um forno de microondas convencional
utilizando 12 ciclos de 20s (4 minutos) na poténcia maxima do equipamento (900 W), uma
vez que neste protocolo ndo foi observada projecao dos reatantes do frasco reacional. Os
resultados sdo apresentados na Tabela 3.

Ar EtO._ _OEt 180
/& O Ar
(0] H (@) OEt 2 equiv.
NH, ———————> EtO | NH
EtO * /J% MO (12 x 20 s)
900 W N X
o HoN X H
34 X=0,7
X=5, M
Esquema 55
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Tabela 3: Aplicacdo do TEOF na sintese de DHPMs.

Entrada Ar Aldeido X Rendimento (%) Produto
1 /@ 29 S 81* 167
2 /@ 29 (0] 83 181

CN
3 /©/ 178 S 76 182
CN
4 /©/ 178 0 57 183
NO,
5 /©/ 168 S 97* 171
OMe
6 /©/ 169 S 93 172
F
7 /©/ 170 S 69 173

NMez
8 /©/ 179 S 65 184

*ndo ocorreu reagdo, nas mesmas condicdes, sem a presenca de TEOF

Os resultados da Tabela 3 mostram que o TEOF é eficaz na promog¢ao da reagéo de
Biginelli sob irradiagdo de microondas. As DHPMs formaram-se com rendimentos de
moderados a bons, 56% - 97%. O protocolo se mostrou eficaz para sintese tanto de DHPMs
2-oxo-substituidas (entradas 2 e 4) quanto DHPMs 2-tio-substituidas (entradas 1,3,5-8).
Também se mostrou eficaz com a utilizagdo de aldeidos aromaticos para-substituidos com
grupamentos doadores e retiradores de densidade eletronica do anel aromatico. A obtengéo
de maior rendimento com o aldeido 169 substituido com o grupamento metoxila (entrada 6)
em relagdo ao aldeido 178 contendo a nitrila (entrada 3) indica que a natureza do
substituinte do anel aromatico parece nao exercer influéncia significativa sobre os
rendimentos. Apesar de relatos na literatura comprovando que a reagédo de Biginelli ocorre
sem a presenca de catalisadores,”” a reacdo utilizando benzaldeido (29) ou 4-NO,-
benzaldeido (168) exatamente nas mesmas condi¢des, porém sem a adigdo do TEOF (180),
nao levou a producao das DHPMs correspondentes, o que indica o papel importante do
TEOF como promotor da reacao.
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Para estender esta técnica, foi realizada a sintese em paralelo de uma quimioteca de
12 DHPMs e analogos de enxofre (Esquema 56). Os resultados sdo mostrados na Tabela 4.
O processo de purificacao foi realizado em paralelo através da utilizacdo de um sistema de
filtragdo adaptado conforme apresentado na Figura 5.

Ar
/g (0] Ar
O H”TO TEOF
EtO NH
NH —_—
EtO * 2 MO(35x205s) |
o HNT XX 900 W H X
X=0,7
34 X =S, 41
Esquema 56

Tabela 4. Sintese em paralelo de 12 DHPMs

Entrada Aldeido X Rendimento(%) Produto

Ar
OMe o) 49 188
169
1 s 52 172

O o) 67 189
2 -
O S 60 190

F o) 65 191
. 170
s 54 173

N{Me), o) 59 192
179
5 S 44 184

OMe o) 73 193

3 186
OMe S 63 194
OH o) 61 195

, 187
S 39 196

Conforme pode ser visto na Tabela 4, os produtos foram obtidos com sucesso em
rendimentos de moderados a bons, 39% - 73%. Em geral os rendimentos obtidos utilizando
uréia (7) foram superiores aos obtidos com a tiouréia (41), com exce¢ao dos derivados do 4-
metdxi-benzaldeido (169) onde 172 apresentou rendimento superior ao obtido para 188

52



(entrada 1). O tempo reacional teve que ser estendido nesse protocolo em paralelo em
comparacgao ao protocolo onde a sintese dos compostos foi realizada de maneira individual.
Foi empregado cerca de 12 min. de irradiacdo neste protocolo, tempo reacional
praticamente 3x superior ao protocolo individual. Isto pode ser explicado por uma provavel
menor absorcao da irradiagdo de microondas em cada tubo quando comparado ao protocolo

individual.

Figura 5. Material utilizado para a sintese em paralelo das DHPMs

Este protocolo representa uma inovagao na reagao de Biginelli, uma vez que nao ha
nenhum exemplo na literatura da utilizacdo de um agente puramente desidratante na
promocao desta reacao. Outra vantagem obtida é que ele ndo envolve a utilizacdo de metais
na reagao, evitando a presenca de tracos destes nos produtos gerados, o que é
extremamente importante quando se planeja investigar as propriedades farmacol6gicas dos

compostos sintetizados.

1.3.2.2. Reacoes de Biginelli promovidas por TEOF utilizando
aquecimento convencional

Para verificar a influéncia da irradiagdo por microondas nos resultados obtidos, as
mesmas condigdes reacionais do protocolo com TEOF (180) foram testadas modificando a
fonte de energia da reacdo. As reagbes foram conduzidas com benzaldeido (29),
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acetoacetato de etila (34), tiouréia (41) e TEOF (180) na propor¢ao de 1:1:2:2 equivalentes,
conforme o protocolo anterior, porém utilizando banho de 6leo convencional para o

aquecimento (Tabela 5).

Tabela 5. Condicbes de temperatura e tempo empregadas nas tentativas de sintese do
composto 167.

Entrada Temperatura (°C) tempo Rend 167 (%)
1 ta. 5 dias
2 50 24h
3 100 24h

Conforme pode ser visto na Tabela 5, verificou-se que nas condicbes empregadas a
reacao nao ocorre a temperatura ambiente mesmo com longos tempos reacionais (entrada
1). Investigou-se a influéncia da temperatura na reagdo variando esta entre 50 e 100°C
(entradas 2 e 3), porém, surpreendentemente, mesmo com longos tempos reacionais (24h),
nao observou-se a formagdo da DHPM 167.

Os resultados obtidos até entdo mostram que a reagédo de Biginelli promovida por
TEOF pode ser bem sucedida em menos de trés minutos quando se utiliza irradiacao por
microondas como fonte de energia para a reacdo, € ndo ocorre quando se utiliza

aquecimento convencional, mesmo em altas temperaturas e longos tempos reacionais.

1.3.2.3. ReacOes promovidas por TEOF juntamente com acidos de

Bronsted utilizando aquecimento convencional

Decidiu-se investigar a reacao de Biginelli sob aquecimento convencional utilizando TEOF
como promotor da reacao e verificar a influéncia de acidos de Brénsted no sistema. A
reacéo foi conduzida nas condi¢des da investigacao anterior (item 2.2), com benzaldeido
(29), acetoacetato de etila (34), tiouréia (41) e TEOF na proporcao de 1:1:2:2 equivalentes,
respectivamente. Neste experimento também foi adicionado acido cloridrico na proporgéo de
10mol% e a reagédo foi conduzida a 100°C. Ap6s 2h de reacdo, a DHPM 167 foi isolada com
rendimento de 84%, sem necessidade de purificagdo (Esquema 57).
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O
+
EtO,C CHO  nH TEOF/H -
2 EtO NH
* ,g 100°C, 2h | /&
34 41

167 - 84%

Esquema 57

Objetivando investigar o papel desempenhado pelo TEOF e pelo acido de Brénsted
individualmente, e se um efeito sinérgico poderia estar operando, decidiu-se realizar a
reacdo de formacdo de 167 empregando &cidos com diferentes forgas, variando entre
espécies que apresentam pka entre -1,0 e 3,13. Os resultados destas reagbes poderiam
entdo ser comparados com as reagdes utilizando estes mesmos acidos juntamente com o
TEOF.

A escolha dos acidos se deu em funcéo do seu valor de pKa, disponibilidade, custo, e
toxicidade. Dois &cidos organicos foram selecionados, o &cido citrico e o acido oxalico.
Dentre os acidos investigados, o &cido citrico é o mais fraco (pKa; = 3,13), o &cido oxalico
apresenta uma acidez intermediaria (pKa; = 1,20) e o HCl,, é 0 acido mais forte (pKa = -
1,0).

Durante a etapa de finalizacdo desta dissertacdo, dois trabalhos foram publicados
utilizando ambos os &cidos organicos citados na reacdo de Biginelli.'®>'® Entretanto, cabe
ressaltar que a intencdo néo foi demonstrar a eficiéncia dos acidos na reacdo, e sim
investigar a influéncia do TEOF na reagdo quando utilizado em conjunto com eles. Para isso
foi utilizada a reacao entre benzaldeido (29), acetoacetato de etila (34) e tiouréia (41) (1:1:2

equiv.) na presenca dos diferentes acidos de Brdnsted (10mol%) como modelo reacional

(Esquema 58).
29
o)
Q H 7O Acido (10mol%)
EtO * /gz TEOF | /&
ta. - 100°C N~ s
34 ol 167

Esquema 58
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Os resultados estdo apresentados na Tabela 6 (entradas 1- 5) e observa-se que o
acido citrico nao foi capaz de promover a reacao a temperatura ambiente, mesmo utilizando
longos tempos reacionais (entrada 1). Aumentando a temperatura para 50°C a reacgdo
ocorreu em baixo rendimento (entrada 2). Elevando a temperatura para 100°C observou-se
um aumento na reatividade quando comparado as condicdes de temperatura anteriores
(entrada 3). Mantendo as mesmas condicées de temperatura e tempo, a utilizacdo do acido
oxalico resultou em melhores rendimentos (entrada 4), e a utilizacdo de HCI também
forneceu rendimentos satisfatérios (entrada 5). Os resultados experimentais obtidos
demonstram que os rendimentos da reagdo sao maiores com a utilizagdo de acidos mais
fortes e menores com a utilizacdo de acidos mais fracos.

Tabela 6. Estudo comparativo entre acidos com diferentes valores de pka, na auséncia ou
na presenca diferentes quantidades de TEOF

Entrada Acido TEOF (Equiv.) Tempo (h) Temperatura Rendimento*
(°c) 167 (%)

1 Citrico - 48 t.a. -

2 Citrico - 12 50 16

3 Citrico - 2 100 34

4 Oxalico - 2 100 69

5 HCI - 2 100 74

6 Citrico 2 48 t.a. -

7 Citrico 1 2 100 81

8 Citrico 2 2 100 92

9 Oxalico 2 2 100 93
10 HCI 2 2 100 84

*rendimentos isolados (pureza > 95%)

Avaliando os &acidos de Brdnsted na presenga do TEOF, os resultados foram
bastante diferentes (Tabela 6, entradas 6-10). Observa-se que a reagdo nao ocorre a
temperatura ambiente quando utiliza-se o acido citrico, mesmo na presenca de 2 equiv. de
TEOF (entrada 6), indicando a necessidade de temperaturas elevadas para a sintese da
DHPM 167 nestas condigbes. A incorporagdo do TEOF ao meio reacional causou aumento
nos rendimentos observados com todos os acidos estudados (entradas 8-10). Na reacdo
utilizando &cido citrico, os rendimentos observados passaram de 34% sem a presenca de
TEOF (entrada 3) a 92% com a presenca deste no meio reacional (entrada 8). Com a
utilizacdo de acido oxalico os rendimentos passaram de 69% sem TEOF para 93% com a
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utilizacdo concomitante do TEOF (entradas 4 e 9, respectivamente). Com a utilizacdo do
HCI, o aumento no rendimento observado foi mais discreto, passando de 74% sem TEOF
para 84% com a utilizacdo do ortoester (entradas 5 e 10, respectivamente).

A influéncia da estequeometria também foi verificada na reacao utilizando o sistema
acido citrico/TEOF, e a presenca de somente 1 equivalente do ortoester promoveu a reacao

em menor rendimento comparado a condicdo com 2 equivalentes (entradas 7 e 6,

respectivamente).

Com base nestes resultados, fica claro que o TEOF exerce efeito na reagdo com
aquecimento convencional quando utilizado juntamente com &acidos de Brénsted. O efeito
promotor observado € muito mais pronunciado na presenga de &cidos mais fracos,
tornando-se gradativamente menor a medida que se aumenta a forca do acido. Para

explicar tal fato, acredita-se que a reacéao segue por dois caminhos concomitantes:

i) um caminho reacional promovido somente pelo uso de acido forte, que
promove a desidratagdo nas etapas onde a agua é eliminada (esquema 59):
e) Ar (0] Ar 0] Ar 0] Ar
.
S LIS O GRS G SR N
HN™ “NHz o5 H H,N~ “N” “OH HN™ "N 70 HoN™ “Ng

|
7 H 197 H H 198 H

OH O 34 j\
Ar
QO )\)J\ HN™ NH,

o J N ort EtO,C

| Ar HO /g
198 H N™ ~0
o 199 H
200
Ar Ar Ar
EtO,C +
HO~l O O —— DY
N 6] N 0] N 0]
200 5
EtoYOEt e OFt j\
@ + Hzo )
Ot EtO)\OEt BoH - H o
|
180 H

Esquema 59

Através deste caminho reacional sugere-se que o meio fortemente acido seja capaz
de protonar o intermediario aminoacetal 197 promovendo a eliminacao de agua e formacéao
do ion ureidoiminio 198. Este ion reage entdo com o acetoacetato de etila (34),
provavelmente através de sua forma endlica, gerando o intermediario de cadeia aberta 199
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que cicliza para a formagédo do intermediario 200. Novamente o meio fortemente &cido é
capaz de protonar este intermediario promovendo sua desidratacdo e levando a formacao
das DHPMs 5. Embora o TEOF (180) ndo exerca efeito significativo na reagéo, ele também
€ protonado e reage com a agua eliminada da reacdo, o que leva a sua degradacao em
formato de etila (201) e etanol.

ii) outro caminho reacional envolve a participacao do TEOF (180) no mecanismo. O
ortoéster em sua forma protonada reage com a hidroxila dos intermediarios, promovendo

sua eliminagdo na forma de etanol e formato de etila (201) (Esquema 60).

EIO/ “OEt HN
H 197 H

+EtOH
180 202

o) Ar o) Ar OEt o) Ar OEt
ot v AT e 11T
H,N NH, o7 " HyN "1 OH r‘l o OEt

7 \ N

Ar OEt (o] Ar OEt

i )\ )\ L )‘L /J\/\)}’@/ Et -EtOH i /)A r
‘ -H* ‘ ‘ /\ HeN T@
H H H o 198 "

H OEt
202
OH o o
[o] Ar )k Ar
Moa HN NH,
7 EtO,
H,N N EtO,C —— NH
\® Ar HO.
205 H
N o
o H
200
Ar
Ar
180 OEt
EtO,C
®<\)\ Et0,C ” -EtOH z NH
EiO OEt
\ HO +EtOH EtO /J%
N o
H N o] %o H
200 EtO 203
Ar Ar Ar
EtO,C EtO,C EtO,C
NH H* NH -EtOH ‘ NH

P ) e (R L

N [o) N [o) o) N [o)

o H O H )L H
E E
10 203 tc"@ 203’ H OEt 5
H 201

Esquema 60

Através deste segundo caminho reacional, o acido mais fraco ndo conseguiria
promover a eliminagdo de agua do intermediario aminoacetal 197 com a mesma eficiéncia
que o acido mais forte. Assim, outro equilibrio é favorecido antes da eliminacéo de agua, e o
TEOF na sua forma protonada reage com o intermediério 197 para formar 202. A formacao
deste intermediario 202 torna a hidroxila um bom grupo de saida -OC(OEt),, porque
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termodinamicamente libera etanol e formato de etila (201) neutros, formando o ion
ureidoiminio 198. Este mesmo mecanismo de elimina¢gdo deve estar atuando na segunda
etapa de eliminagdo de agua a partir do intermediario 203. Segundo os resultados
experimentais (Tabela 6, entradas 7 e 8) obtém-se um melhor rendimento quando o
ortoester é utilizado na proporcdo de 2 equivalentes quando comparado a utilizacao de
apenas 1 equivalente.

Esta proposta esta de acordo com estudos de Kappe,* que demonstra que a etapa
determinante da velocidade da reacao de Biginelli promovida por acidos de Brdnsted é a
formagdo do ureidoiminio 43 (Esquema 17). Também esta de acordo com os estudos
mecanisticos de formagao de iminas'®’ que demonstram que em meio fortemente &cido a
etapa limitante da velocidade da reacdo é a formacdo do intermediario aminoacetal,
enquanto em meio menos acido a etapa determinante passa a ser a eliminacdo de agua
para formacao do iminio. Sabe-se da literatura que a degradacéao de ortoesteres ocorre de
maneira muito rapida somente pela presenca de acidos, com &cidos fracos sendo tédo
eficientes quanto &cidos fortes na sua degradacdo em presenca de agua.'®® Desta maneira,
mesmo com a utilizacdo de &cidos fracos, a espécie desidratante reativa do TEOF é
formada rapidamente no meio reacional, e pode promover sua a¢do na desidratacao do

intermediario aminoacetal 197.

Nas reagdes realizadas nos itens 1.3.2.1 e 1.3.2.2, promovidas por microondas ou
aquecimento em banho de 6leo sem a utilizagdo de acidos, o TEOF nao protonado
apresenta menor reatividade. Provavelmente, o efeito da energia de microondas no meio
reacional possibilita que a reagcdo do TEOF com o intermediario 197 ocorra, enquanto o
aquecimento constante gerado no banho de éleo ndo é capaz de fornecer energia suficiente
para esta transformagao.

Para confirmar se o caminho reacional seguido nas condicdes investigadas esta de
acordo com a proposta elaborada por Kappe, foram realizadas as trés possiveis
combinagbes bimoleculares nas mesmas condicbes empregadas na reagao
multicomponente, porém empregando o TEOF na proporcao de apenas 1 equiv. (Esquema
61).
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O TEOF 1 equiv. O Ph
ac. citrico 10mol%

 EO + Ph—CHO  <oeoeeoeeonne - B0~ N
100°C, 2h
0 0
34 1 equiv. 29 1 equiv.
O
0 S TEOF 1 equiv. .
ac. citrico 10mol%
=) oo e e - |
HoN™ “NH, 100°C, 2h NH
O
341 eqUiV. 41 2 equiv. S NH2
_ X -
X TEOF 1 equiv. )J\
)]\ ac. citrico 10mol% HoN NH
) Ph—CHO + H,N NH, - )\
. . 100°C, 2h Ph NH
29 1 equiv. 2 equiv.
X=S,41
X-0.7 L H,N X |
X =S, 204a
X =0, 204b
o]
TEOF 1 equiv.
EtO ac. citrico 10mol%
o :
34 1 equiv. o 100°C, 10 min
(0] Ph
EtO | NH
N/gx
H
X =S8, 167 - 92%
X=0,181-89%
Esquema 61

Nas reacdes entre 0 acetoacetato de etila (34) e o benzaldeido (29) (I, Esquema
61), e entre 0 acetoacetato de etila (34) e a tiouréia (41) (ll, Esquema 61), nao foi observado
consumo dos reagentes através da analise cromatografica. Na reacdo entre benzaldeido
(29) e tiouréia ou uréia (41 e 7, respectivamente) (lll, Esquema 61) houve consumo total do
aldeido 29 segundo analise cromatogréfica. Ensaios de purificagdo por cromatografia em
coluna ndo foram bem sucedidos, entdo foi realizada a analise do bruto reacional
cristalizado de DCM. As analises indicaram um possivel intermediario bisureido 204 (ver
Parte experimental). Reacao deste intermediario isolado com acetoacetato de etila (34), na
presenca de 1 equiv. de TEOF e acido citrico na proporgdo de 10mol% possibilitou a
obtencdo da DHPM 167 em 10min., juntamente com tiouréia (41), conforme pode ser
verificado na analise cromatografica. Portanto, acredita-se que a reacao ocorra através do
caminho reacional proposto por Kappe (Esquema 17), onde existe um intermediario N-
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ureidoiminio reativo o qual leva a formagdo do produto final, este intermediario
provavelmente encontra-se em equilibrio com sua forma estabilizada na forma de bisureido
207.

Com o intuito de demonstrar a aplicabilidade da metodologia sintética, estas
condicoes foram aplicadas na reacado de Biginelli entre diversos aldeidos aromaticos,
acetoacetato de etila (34) e uréia (7) ou tiouréia (41) (Esquema 62). Os resultados séo
apresentados na Tabela 7.

EtO,C X ) TEOF, 2 equiv. 0 Ar
;l\ + ArCHO J\ ac. Bronsted 10mol% £ NH
0 HoN™™ > NH, 100°C | By
34 X=0,7 H X
X=8,4
Esquema 62
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Tabela 7. Aplicagéo das condi¢des previamente otimizadas na sintese de 24 DHPMs

Entrada Ar Aldeido X Acido Tempo (h)  Produto Renc(l:/n;ento

(<]
Citrico 1.0 88

205
1 OH S Oxalico 2.0 209 69
Q Citrico 2.0 84

J OO
2 o S Oxalico 1.0 191 73
Citrico 1.0 97

NO 206
3 2 S Oxalico 2.0 210 82
CN Citrico 2.0 80

o -
4 S Oxalico 2.0 182 78
N{Me)z Citrico 1.5 82

IO R
5 S Oxalico 2.0 184 68
F Citrico 2.0 77

D 207
6 S Oxalico 2.0 211 75
OMe Citrico 1,5 92

187
7 OMe S Oxalico 2,0 197 77
Citrico 2.0 84

208
9 OMe S Oxalico 2.0 212 72
F Citrico 1,5 82

JOE
10 S Oxélico 1,0 173 76
NG, Citrico 2.0 74

/©/ 168
L S Oxalico 1,0 171 64
OH Citrico 2.0 71
12 S Oxalico 2.0 199 67
OMe Citrico 1,0 85
13 S Oxélico 1,0 172 76
| = 205 Citrico 2.0 87

L
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14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

o

29
o]
I e
o]
/©\ 206
NO,
CN
Jo
N{Me)o
o™
F
D 207
OMe
OMe
/©\ 208
OMe
F
Lr
NO,
sl
OH
or 198
OMe
S i

213

Oxalico 2.0 77
Citrico 1.0 93
Oxalico 1.0 181 67
Citrico 1.0 81
Oxalico 2.0 190 84
Citrico 1.5 92
Oxalico 15 214 89
Citrico 1.0 86
Oxalico 1.0 183 68
Citrico 1.5 75
Oxalico 1.0 195 66
Citrico 2.0 74
Oxalico 2.0 215 78
Citrico 1,5 83
Oxalico - 196 -
Citrico 2.0 93
Oxalico . 216 .
Citrico 1,5 89
Oxalico 1,0 194 74
Citrico 2.0 76
Oxalico 1,0 217 69
Citrico 2.0 63
Oxalico - 198 -
Citrico 2.0 91
Oxalico 2,0 189 54

*Rendimentos isolados (pureza > 95%)

De acordo com a Tabela 7, aldeidos aromaticos contendo grupamentos doadores de
densidade eletrbénica (entradas 1-2, 5, 7, 9, 12-14, 16, 19, 21, 22, 25-26) ou grupamentos
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retiradores de densidade eletrbnica (entradas 3-4, 11, 17-18, 24), com padrdao de
substituicao orto, meta ou para, facilmente reagem com uréia ou tiouréia e acetoacetato de
etila gerando as DHPMs correspondentes. Os tempos reacionais variaram entre 1 e 2h, e os
rendimentos variaram entre bons e excelentes, 54% - 97%. Os rendimentos observados sao
mais altos com o sistema promotor &cido citrico/TEOF do que com o sistema acido
oxalico/TEOF, o que é exemplificado pelos rendimentos obtidos na sintese do Monastrol
(209) (entrada 1) que sao de 88% com o sistema acido citrico/TEOF e 69% com o sistema
acido oxalico/TEOF. Aparentemente os rendimentos ndo sdo dependentes da reatividade do
aldeido utilizado.

O protocolo desenvolvido € aplicavel a um grande numero de aldeidos aromaticos,
possibilitando a sintese de DHPMs apresentando variedade na posicdo 4 com bons
rendimentos. A posigdo 2 também pode ser variada através da utilizagdo de uréia ou
tiouréia, gerando DHPMs 2-oxo-substituidas e 2-tio-substituidas, respectivamente. Uma
reagdo isolada foi realizada a fim de verificar se o protocolo também suportaria alteracdes
quanto ao componente dicarbonilico. Foi realizada a reacdo entre o benzaldeido (29),
tiouréia (41), dimedona (218) e TEOF na proporcdo de 1:2:1:2 com acido citrico na
proporcao de 10mol% (Esquema 63). Ap6s 1h de reacado a octaidroquinazolinona 219 foi
isolada com 76% de rendimento, o que demonstra que o protocolo suporta a variagao de
todos os componentes envolvidos na reacao.

29
(0]
O
CHO TEOF | NH
. NH, 4c. citrico /&
100°C H S
O H2N S
218 41 219 - 76%

Esquema 63

Demonstrou-se a grande aplicabilidade do protocolo de sintese desenvolvido,
possibilitando a obtengdo de DHPMs com grande variedade estrutural em bons
rendimentos, com tempos reacionais curtos e procedimento simples. A metodologia sintética
possui ainda a vantagem de ser uma técnica livre de componentes metdlicos, sendo assim
aplicavel a sintese rapida de compostos com o objetivo de avaliagcao bioldgica, tanto in vitro
quanto in vivo. Além destas vantagens, o método apresenta baixo custo e ndo é uma
metodologia potencialmente danosa ao meio ambiente, uma vez que os Unicos subprodutos
da reagao sao EtOH e formiato de etila (201 - Esquema 59 e 60), o qual pode ser facilmente

convertido em acido férmico e etanol.
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1.3.3. Modificacoes estruturais nas DHPMs

Conforme discutido na introducdo deste capitulo, as DHPMs obtidas através da
reacdo de Biginelli podem servir de substrato para uma vasta gama de reacdes. Estas
modificagbes permitem a introdugdo de novos pontos de diversidade estrutural a este
sistema heterociclico. Uma vez que esta classe de moléculas apresenta uma vasta gama de
atividades bioldgicas, a investigacao da relacédo estrutura-atividade se faz necessaria para
otimizacdo das propriedades farmacoldgicas. Além da inclusdo de novos grupos funcionais,
as modificagbes podem produzir uma mudanga sutil na conectividade dos atomos que
compde o anel DHPM podendo levar a modificagdes conformacionais benéficas ou ndo para

a atividade bioldgica.

1.3.3.1.  Alquilacao do enxofre das 2-tio-DHPMs

Conforme discutido na introdug¢ao deste capitulo, as diidropirimidin-2-tionas (ex. 167)
podem ser alquiladas quimiosseletivamente no atomo de enxofre produzindo as S-alquil-
DHPMs.

Para investigar estas reacbes foram otimizados os parametros referentes a
temperatura, tempo reacional, base utilizada, estequiometria dos reagentes e influéncia do
solvente. A investigacdo destes parametros foi realizada na reagdo da DHPM 167 com
diferentes haletos de alquila (Esquema 64). Os resultados sao apresentados na Tabela 8.

O 0
R—X
EtO | NH e EtO | N
base |
N N
H H
167
Esquema 64
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Tabela 8. Otimizagéo do solvente, tempo, e temperatura na sintese de S-alquil-DHPMs

a
Ent. X pase Solvente Teme- Tempo Produto Rend.
(equiv.) (equiv.) (°c) (h) (%)
1 BnBr (1,2) NazCOs (1,5) THF ta. 24 -
2 BnBr (1,2) KI (2,0) THF t.a. 72 220 39
3 BnBr (1.2) Kl (2,0) MeCN refluxo 16 220 58
4 BnBr (2,0) Kl (2,0) Acetona refluxo 2 221 99*
5 BnBr (2,0) EtsN (1,5) MeCN refluxo 24 220 31
6 EtBr (1,2) EtsN (1,5) MeCN ta. 18 -
7 EtBr (1,2) EtsN (1,5) MeCN 70°C ¢ 48 222 29
8 EtBr (1,2) K2COs (1,5) MeCN 70°C ¢ 27 222 43
9 Etl (1,2) - EtOH 70°C ° 5 222 92
10 BuBr (1,2) EtsN (1,5) MeCN refluxo 72 223 35
11 BuBr (1,2) Kl (2,0) EtOH refluxo 10 223 84
12 Br(CH?)13,l;l;-Ig.HBr KI (2’(2)1 ,+5)K2003 MeCN refluxo 18 n.d.®
13 Br(CH?);';;*z'HBr KI (2,0) EtOH refluxo 24 nd.®
14 CH.OCHCHCI Kl (2,0) MeCN refluxo 48 -

(1,2)°

4 Kl foi utilizado para formagcéo in situ do iodeto correspondente
® n.d. = rendimento n&o determinado

¢ epicloridrina

¢ procedimento realizado em ampola lacrada

*foi obtido o produto bis-alquilado

Como pode ser observado na Tabela 8, os rendimentos obtidos mostraram-se
bastante dependentes das condi¢cbes reacionais. Baixas temperaturas ndo sédo favoraveis
para a reagao de S-alquilagéo (entradas 1, 2 e 6).

A utilizacdo de KI nas reag¢des de benzilagdo (entradas 1-5) forneceu rendimentos
melhores do que com a utilizagdo de carbonato de potdssio e trietilamina. Dentre os
solventes estudados para reacao de benzilagédo, a acetonitrila foi mais favoravel que o THF
para a sintese de 220 (entradas 2 e 3). A utilizacdo de excesso de brometo de benzila em
acetona levou a obtencgéo do produto bis-alquilado 221 em altos rendimentos (entrada 4).

A S-alquilagdo com iodeto de etila utilizando etanol como solvente levou a obtengéo
do produto 222 em rendimentos melhores quando comparado com o uso de brometo de etila
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(entrada 9 e entradas 6-8). Na reacdo com o brometo de butila (entradas 10-11), novamente
a utilizacao do Kl em solvente protico forneceu um rendimento melhor do produto 223.

As reagdes com a 3-bromo-propilamina (entradas 12 e 13) levaram a uma mistura
complexa de produtos sem o consumo total do material de partida, principalmente quando a
amina foi desprotegida com a utilizacdo de base (entrada 12). Tentativa de reacdo com a
epicloridrina ndo levou a consumo dos materiais de partida, verificado através de andlise

cromatografica, mesmo com longos tempos reacionais (entrada 14).

A expectativa era de que solventes polares apréticos (como MeCN e THF) fossem
mais favoraveis para esta reacao, pois tratam-se de reac¢des de substituicdo nucleofilica.
Principalmente no caso dos haletos onde a formagdo do carbocation ndo € favorecida,
seriam reacdes com maior carater de Sy.. Porém, a utilizagcdo de solventes mais polares,

tanto apréticos (acetona), quanto proticos (EtOH), levaram a rendimentos melhores.

Uma explicacdo provavel para este fato pode ser devido a formacédo do sal
intermediario 224 (Esquema 65), que provavelmente é a etapa determinante da velocidade
da reagdo. Portanto um provavel estado de transi¢cdao para sua formagao a partir da DHPM
deve apresentar um carater i6nico parcial, que pode ser estabilizado mais eficientemente
pela utilizacdo de solventes polares.

0 0 0
H ®_ H x© base
EtO (N — Eo N X ——— Fo N
/g/_\ R | PR | PR
N“ s R X NT SR N7 ST TR

224

Esquema 65

A utilizagcdo de bases no meio reacional ndo se demonstrou favoravel para a reagéo.
Nas condi¢gées onde foram obtidos os melhores rendimentos, as bases foram adicionadas
apos a verificagdo do consumo do material de partida. A utilizagdo do iodeto de potéssio
parece ser uma boa alternativa quando o haleto utilizado nao € um iodeto, conforme se pode
observar pelos maiores rendimentos obtidos com a presenca deste no meio reacional
(Tabela 8). Por tratar-se de um bom nucledfilo, o iodeto substitui o haleto existente no
reagente e aumenta sua reatividade por ser um melhor grupo abandonador.
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1.3.3.2. Reacoes de hidrdlise da funcao éster das DHPMs

A funcdo éster na posicdo C5 do nucleo DHPM representa outro ponto de
modificagdo para obtencao de diversidade quimica e otimizagao do perfil farmacodinamico
desta classe de moléculas. Conforme discutido na introducao deste capitulo, o grupo éster
das DHPMs nao apresenta grande reatividade frente a nucledfilos e/ou condicbes de
hidrélise. Existe muita contradicdo na literatura sobre o este fato, tendo sido reportadas
casos de sucesso com a obtencdo dos acidos carboxilicos em condicbes de hidrélise
béasica,'® falta total de reatividade®® ou ainda degradacdo da molécula em tentativas de

hidrélise. """

A DHPM 167 foi submetida a condi¢des de hidrdlise basica, variando a base, o co-
solvente, temperatura e tempo reacionais (Esquema 66). Os resultados sao apresentados

na Tabela 9.

(0] 0]
base
AN o -~ AT on
H,O
SJ\ N co-solvente Séj\ N
H H
167 225
Esquema 66
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Tabela 9. Otimizagéo das condi¢des de hidrélise da DHPM 167

Entrada Catalisador equiv. Co-solvente temperatura Tempo (h) Rend. 225 (%)
1 KOHaq 2 - t.a. 72 -
2 KOHac. 2 EtOH t.a. 72 -
3 KOHaq 3 MeOH ta. 72 -
4 KOHaq 10 MeOH t.a. 72 -
5 KOHaq 2 MeOH refluxo 3 42
6 KOHaq 3 MeOH refluxo 3 62
7 KOHaq 3 MeOH refluxo 5 96
8 KOHaq 3 EtOH refluxo 5 67
9 KOHaq 3 MeOH refluxo 16 23
10 KOHaq 3 MeOH refluxo 24 -
11 NaOHaq 3 MeOH refluxo 6 29
12 NaOHgq 3 EtOH refluxo 2 39

A necessidade da utilizacdo de co-solventes foi estabelecida devido a baixa
solubilidade da DHPM 167 em meio aquoso. Conforme pode ser visto na Tabela 9, ndo foi
possivel realizar a hidrélise basica do grupamento éster da DHPM 167 em condigbes de
temperatura ambiente (entradas 1-4), mesmo utilizando excesso de base e longos tempos

reacionais.

Utilizando temperaturas mais altas, foi possivel realizar a hidrélise do enaminoéster
(entradas 5-9). Aumentando a proporcao de base é possivel também obter um rendimento

maior nas mesmas condi¢des reacionais (entradas 5 e 6).

Em relag@o a base utilizada, os melhores rendimentos foram obtidos com a utilizagdo
de KOH do que com a utilizagdo de NaOH. Em relagdo ao co-solvente, a utilizagdo de
MeOH demonstrou-se mais favoravel para formacéao do acido que a utilizacao de EtOH. A
condicao que levou ao melhor rendimento foi a utilizacado de KOH como base, MeOH como
co-solvente em refluxo, durante 5h de reacao (entrada 7), que possibilitou a obtencédo do
acido carboxilico 225 em 6timo rendimento.

A utilizagdo de tempos reacionais mais longos acarreta em uma diminuicdo no
rendimento do produto isolado (entradas 9 e 10), sendo que com 24h de refluxo nao foi
possivel obter o produto 225.
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Apesar da otimizacdo da condicdo de hidrélise, esta ndo se mostrou reprodutivel
quando realizada em uma escala maior e em alguns casos observa-se a formacao de
subprodutos. Esta dependéncia do rendimento com o tempo reacional se deve
provavelmente a reatividade do acido carboxilico 225, o que pode levar a degradagéo deste
quando se utiliza longos tempos reacionais.

Steele et al.'”® demonstraram que, em condi¢ées de hidrélise basica, as DHPMs
contendo o grupamento acido carboxilico sofrem descarboxilagdo gerando os produtos 226,
227 e 228 (Esquema 67). Portanto, a otimizacdo do tempo e temperatura empregados na
reacao de hidrélise basica deve ser controlado a fim de evitar a degradacao do produto.

R (@] R R R
HN)\JELO/\ Naol\/lHagllM - HN)l N . HN .,
e
=
Oél‘\ N R refluxo, 3h Oél\ N R Oél\ N R Oél\ N R
H H H
226 227 228

Esquema 67

Os autores propuseram dois possiveis mecanismos para a ocorréncia destas
reagbes colaterais (Esquema 68), sendo o caminho A possivel com e sem a presenga de
uma fonte de prétons, e o caminho B sendo uma possibilidade somente quando agua esta
presente no meio reacional. Apés a hidrdlise do grupamento éster, o acido carboxilico 229
sofre uma isomerizagéo catalisada por base gerando o intermediario 230, comum aos dois
caminhos de degradagéo.

Pelo caminho A, este intermediario sofre descarboxilagdo gerando o subproduto 226,
que também pode sofrer isomerizacao catalisada por base gerando o outro subproduto
observado pelos autores (227). Através do caminho B, o intermediario 230 pode sofrer
adicdo de agua com posterior abertura do ciclo levando ao intermedidrio 231. Este
intermediario aciclico 231 entdo sofre a descarboxilagdo usual de B-cetoacidos levando a y-
cetouréia 232. A condensacéao intramolecular deste intermediario leva entdo ao intermediario
hidratado 233 o qual produz os subprodutos descarboxilados 226 e 227.
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A melhor alternativa para evitar tais reagées de degradacao seria a hidrélise acida
destes compostos. Entretanto, tentativas de hidrdlise acida foram frustadas, mesmo
utilizando altas temperaturas e longos tempos reacionais (refluxo em agua com HCI ou
H.SO, por 5 dias).

Uma alternativa possivel seria a obtencao de DHPMs contendo grupos alquila, ou
qualquer grupo diferente de hidrogénio como substituintes na posicdo N1. Outra
possibilidade seria a sintese de derivados substituidos nas posicdes 2 e 3 (234, Esquema
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69). Desta maneira o anel pirimidinico € forcado a assumir a forma tautomérica contendo
dupla ligacao entre o N1 e o C2, e ndo mais apresenta o atomo de hidrogénio na posicao
N1.

O
O R
G S)J\R"

O R O
EtO | |N I Eto)ikaJ\R"
)\S/RI N/J\S/R'
234

N
H

Esquema 69

Planejou-se uma rota sintética para obtencao destes derivados, e inicialmente foi
investigada a reacdo de acilagdo da Diidropirimidina 222. Esta foi tratada com excesso de
anidrido acético (235) em refluxo durante 2 h (Esquema 70).

0 o 235
0 )J\ )J\ 0 0
EtO i |N ° > EtO | NJ\
s /ks . Pefwxo ; /go

299 236

Esquema 70

Surpreendentemente, o produto observado foi a DHPM N3-acetilada 236, contendo o
grupamento oxo na posicdo 2. A andlise do procedimento experimental adotado fornece
uma possivel explicagcdo para a obtengdo do grupo oxo na posigéo 2. Ao final da reagéo,
apds consumo total do material de partida, o produto ficou soluvel no excesso de anidrido
aceético. Foi adicionado uma solu¢ado aquosa de HCI 0,1M sob agitacdo para hidrolise do
excesso de anidrido 235. Esta mistura foi mantida a 4°C overnight para precipitacdo do
produto em meio aquoso. A adicdo de agua em meio &cido pode ter convertido o produto
esperado 237 no produto observado 236 da maneira detalhada no Esquema 71.
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Esquema 71

O tratamento com acido cloridrico pode ter levado a protonacdo do N1 formando o
intermediario iminio 238. Este intermediario seria suficientemente eletrofilico para sofrer
adicdo de agua na posigao 2, levando ao intermediario 239. Eliminacdo de EtSH de 239
poderia levar ao produto observado 236. Portanto nos estudos futuros desta rota sintética o
tratamento desta reacio deve ser alterado, evitando a degradacéo de 237.

Concomitantemente a esta abordagem foi investigada outra estratégia para evitar
degradacdo do &cido carboxilico 225. Através das analises por CCD das reagbes de
hidrélise (Esquema 70), € possivel observar a formagéo inicial do acido 225. Antes do
consumo total do reagente de partida 167 jA comeca a ser detectada a formagédo de dois
subprodutos menos polares que a DHPM 167. Deve-se procurar condicbes reacionais para
evitar a conversao do acido 225 nos subprodutos, ou que ocorra em uma taxa menor que a

conversao do reagente contendo o éster 167 no respectivo acido 225.

Para verificar o possivel papel da agua no meio reacional, foi realizada a reacao
utilizando KOH_c06ico €M solventes apréticos. Desta maneira pretendeu-se eliminar uma das
possibilidades de rota de degradacdo do acido (Esquema 72). Os resultados séo

apresentados na Tabela 10.
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Tabela 10. Verificacdo da influéncia de diferentes solventes apréticos na hidrélise da DHPM
167

Entrada KO_H Solvente Tempe temperatura Re2n 2d 5"?02;“0
(equiv.) (h)
1 3 THF 4 refluxo 19
2 3 Acetato de etila 4 refluxo 23
3 3 MeCN 4 refluxo 21
4 3 Dioxano 4 refluxo 35
5 3 Dioxano 24 refluxo 15
6 2 Dioxano 24 refluxo 95

A avaliacéo inicial do melhor solvente para a reacao foi realizada variando o solvente
e mantendo as demais condi¢des reacionais idénticas para comparagdo dos resultados
(entradas 1-4). O solvente que se demonstrou mais adequado para otimizac¢ao foi o dioxano,
onde com 4h de reacao foi obtido um rendimento de 35% de 225 e nao foi observada
formacdo de subprodutos (entrada 4). O melhor rendimento obtido pode ser atribuido a
maior temperatura de ebulicdo do dioxano quando comparado aos demais solventes
investigados.

A utilizagéo de longos tempos reacionais (entrada 5) nestas condigbes também levou
a formacao dos mesmos subprodutos de degradacdo pela analise por CCD, e o acido 225
foi obtido em 24h de reagdo em rendimento menor do que em 4h de reagédo (entrada 4). A
diminuicdo do numero de equivalentes da base possibilitou encontrar uma condi¢ao
reacional onde ndo se observou subprodutos, mesmo com longos tempos reacionais, e 0
produto 225 foi obtido em étimo rendimento (entrada 6).

Mesmo apds completa a reacdo de hidrdlise, ainda sobram ions hidréxido para
promover a isomerizacao do acido para 230 quando 3 equivalentes de KOH séao utilizados
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(Esquema 68). O intermediario 230 pode reagir com ions hidréxido, levando a obtencao do
intermediario 240 (Esquema 68) que pode sofrer a reagdo de descarboxilagdo através do
caminho B proposto pelos autores.'”

Visto isso, pode-se dizer que a utilizacdo de 2 equiv. de base possivelmente
possibilitou evitar a degradacdo do produto 225 apds completa a formagdo do &cido. A
alteracdo do sistema de solventes evitou 0 excesso de agua no meio reacional e também
pode ter diminuido a taxa de conversdo do acido 236 nos intermediarios descarboxilaveis
(ex. 240), o que minimizou a competicdo desta rota de degradacdao com a reagdo de
hidrélise do éster 167.

Conforme discutido no inicio deste item, a partir da DHPM contendo o grupo &cido
carboxilico 225, tem-se um novo ponto para agregar diversidade quimica a este heterociclo.
Foi avaliada a possibilidade de sintese de amidas a partir do &cido carboxilico 225
(Esquema 73).

Q 0
1.D
HN o PG HN N~
)\ | 2. n-PrNH;, 2\ | H
S N t.a. 48h
H S N
225 241 62%
Esquema 73

Verificou-se que o principal fator para o sucesso desta reagcédo € a ordem de adicao
dos reagentes. A adigéo da diciclohexilcarbodiimida (DCC) deve ser feita 30 min. antes da
presenca da amina no meio reacional, assim evitando a reagdo do DCC diretamente com
esta e possibilitando a ativacdo do grupamento acido carboxilico menos nucleofilico. A
reacdo ocorre em 48h a temperatura ambiente, e foi possivel isolar a amida 241 em 62% de

rendimento.

A reacao de hidrolise da DHPM substituida com o grupo éster em C5 167 foi
otimizada com sucesso, e o acido carboxilico 225 foi obtido em étimo rendimento. Também
foi demonstrada a aplicagao sintética do grupo acido carboxilico de 225 para a obtengéo da
DHPM substituidas com o grupo amida 241. Os resultados iniciais da rota sintética para
obtencdo dos derivados contendo o grupamento acila em N3 234 demonstram que é
possivel acetilar o N3 quimiosseletivamente, porém o tratamento da reacdo deve ser
otimizado a fim de evitar degradacao do produto almejado.
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1.3.3.3. Guanilacao das DHPMs

Conforme discutido na introdugcdo deste capitulo, a fungcdo guanidina desempenha
um papel importante em diversos sistemas biol6gicos. Objetivou-se a sintese de 2-
alquilamino-1,4-diidropirimidinas para que estes possam ser comparados aos produtos S
alquilados numa futura investigacao da relacao estrutura-atividade.

Um dos poucos relatos na literatura para a sintese de 2-alquilamino-1,4-
diidropirimidinas foi reportado por Matloobi et al.'” A partir de uma 2-metiltio-1,4-
diidropirimidina 242, obteve-se a 2-alquilamino-1,4-diidropirimidina 243 substituida com uma
benzilamina na posi¢éo 2 (Esquema 74). A substituicdo do tioéter pela amina foi realizada
apds a posicao N3 ser convertida em sal, o que aumenta a eletrofilicidade da posicao 2. A
utilizacdo do contra-ion pouco nucleofilico derivado do acido trifluoracético (TFA) possibilitou
a obtengéo do produto 243 em 52% de rendimento.

N SMe
242 243 52%

Esquema 74

Para sintese de 2-alquilamino-1,4-diidropirimidinas do tipo 244, pretendeu-se
explorar a reatividade das DHPMs derivadas da tiouréia 245 frente a aminas e na presenca
de agentes extrusores de enxofre (Esquema 75). Nao ha relatos na literatura de reagentes
extrusores de enxofre aplicados a sintese de guanidinas derivadas das diidropirimidin-2-
tionas. Eifler-Lima et al.'”®'" realizaram a sintese de amidinas heterociclicas, a partir de
tiolactamas empregando a amina primaria em presenga de HgCl,, em refluxo do THF. Foi
publicado que esta reacdo sé ocorre com aminas primarias e a ordem de adicdo dos
reagentes € fundamental para o sucesso da reagédo, onde o HgCl, deve ser adicionado ao

meio reacional somente apos a adicao de largo excesso da amina
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Esquema 75

A reacdo de guanilagdo de tiouréias envolvendo o uso de HgCl, € um método
simples e eficaz de obtencéo de guanidinas.'”® Estudos na literatura demonstram que para
que a reagao ocorra com sucesso, a tiouréia deve conter um grupamento ativador
conjugado a, pelo menos, um dos nitrogénios."”® Como possivelmente o nitrogénio da
posicdo 1 possui forte conjugacdo com o éster em C-5, a reagdo provavelmente seria
possivel utilizando o heterociclo obtido diretamente da reacdo de Biginelli 245, sem
modificagdes adicionais.

Para verificar se a técnica era capaz de produzir a guanidina, foi testada a reacao
entre a tiouréia (41) e a propilamina (246) na presenca de HgCl, (Esquema 76), segundo
protocolo publicado anteriormente.’”®'"* A guanidina 247 foi obtida com sucesso em 38% de

rendimento.
246
HoN™ "NH; 2. HgCl, HN)\NHz
ol 247
Esquema 76

Desta maneira foi demonstrado que o protocolo € eficaz na sintese de guanidinas a

partir de tiouréias, e a reacao foi aplicada as DHPMs.

A DHPM (167) foi tratada com diferentes aminas na presenca de HgCl,, em
condigbes de temperatura ambiente, aquecimento e utilizando irradiagdo de microondas
(Esquema 77). Apesar do desaparecimento da DHPM 167 por CCD, n&o foi detectada a
formacgao dos produtos esperados 244.
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Tabela 11. Tentativas de obten¢do das guanidinas 244

Entrada R Amina N° equiv. Temperatura (°C) Tempo (h)
1 -Et 246 10 t.a. 0,5
2 -Et 246 20 t.a. 1,0
3 -Et 246 20 70 1,0
4 -Et 246 50 70 1,5
5 -Et 246 50 M.O. (540 W)* 3 (min)
6 -Ph 248 30 t.a. 1,0
7 -Ph 248 35 100 1,5
8 ~(CHz)2NH 249 10 ta. 3,5

*reacgédo realizada em ampola lacrada

Como as condigdes de sintese de guanidinas a partir de tiouréias ndo levaram a
formagéo dos produtos desejados, fez-se uma busca de outras maneiras de sintese destes
compostos relatas na literatura. A sintese de guanidinas a partir de isotiouréias substituidas
com grupos alquila no enxofre foi uma das possibilidades encontradas,'"" inclusive havendo
alguns relatos da utilizagdo de HgCl, como auxiliar nesta transformagéao tanto na sintese em

176

solugao'”® quanto na sintese em fase sélida.'”’

Foi investigada a reagdo da S-alquil-diidropirimidina 222 com 246 na presenca de
HgCl, (esquema 78). A guanidina 250 foi obtida em 51% de rendimento através da

utilizacédo deste protocolo.
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1.3.3.4. Conjugacao de moléculas bioativas com poliaminas

As poliaminas naturais, espermidina (251), espermina (252) e putrescina (253)
(Figura 6) sdo compostos muito estudados devido a sua relagdo com o crescimento,
diferenciagdo e proliferagdo celular e, portanto, com o desenvolvimento de tumores e a
proliferacdo de células cancerigenas.'”® Existe um sistema especifico de transporte de
poliaminas na superficie das células denominado PTS (Polyamine Transport System), o qual
transporta poliaminas e compostos estruturalmente relacionados do meio extracelular para o
meio intracelular através do gasto de energia (ATP). Células tumorais apresentam maior

° e varios

expressdo deste transportador devido a sua alta demanda por poliaminas'’
estudos vém sendo desenvolvidos com o intuito de depletar poliaminas destes tipos
celulares, assim impedindo seu crescimento. O composto mais conhecido neste tipo de
tratamento é a a-difluormetilornitina (DFMO), que é um inibidor suicida da ornitina
descarboxilase (ODC), enzima-chave na regulagdo fisioldgica das poliaminas. Este
composto, ao inibir a ODC, impede a conversdo da ornitina, advinda do ciclo da uréia, em

putrescina, assim diminuindo a concentracéo intracelular de poliaminas.'®
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Figura 6. Poliaminas naturais

Alguns grupos de pesquisa vém desenvolvendo moléculas conjugadas com
poliaminas de forma a obter compostos com maior seletividade para as células tumorais e
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menores efeitos colaterais.””®'"* Segundo Delcros et al'’®, devido & alta demanda das
células tumorais por poliaminas, ha maior expressao do transportador PTS nestas células do
que nas células nao cancerigenas, e assim moléculas conjugadas com poliaminas, uma vez
passiveis de serem transportadas pelo PTS, seriam direcionadas as células tumorais. A
utilizacdo concomitante do DFMO causa uma deplecdo nos niveis de poliaminas,
sinalizando para uma maior expressao do PTS na superficie celular, levando, assim, ao
maior acumulo destas moléculas em células tumorais. Outra atividade que moléculas
conjugadas com poliaminas podem apresentar € a capacidade de agirem como
blogueadores do PTS, assim impedindo a entrada exdgena de poliaminas nas células e

potencializando a agao terapéutica do DFMO.'"®

O padréao estrutural das poliaminas também
vem sendo utilizado para conferir maior especificidade de ligagdo ao DNA em moléculas que

apresentam baixa especificidade ou que nao apresentam esta especificidade de ligagdo.'”®

Moléculas conjugadas com poliaminas apresentam potencial na terapia
antimicrobiana'®' e também na terapia antiparasitaria.'® Sua agao antiparasitaria deve-se ao
fato destas moléculas serem potentes inibidores de enzima tripanotiona-redutase, enzima
envolvida na protecdo dos tripanossomas ao estresse oxidativo. Também no tratamento de
parasitoses, a administracdo concomitante com DFMO potencializa a agdo antiparasitéaria,
uma vez que o DFMO age nestes parasitas interrompendo o seu ciclo celular, assim
impedindo sua divisdo e formagéo de novas glicoproteinas superficiais. Esta agéo torna os
parasitas mais suscetiveis ao sistema imunolégico do hospedeiro.'® A derivatizagdo de
compostos que apresentam comprovada atividade antimicrobiana através de sua
conjugacgao com poliaminas foi relatada na literatura, havendo uma melhora significativa na
atividade antimicrobiana destes compostos, a qual os autores atribuem ao acréscimo na

basicidade e hidrossolubilidade conferidos pela cadeia poliaminica.'®*'%*

1.3.3.4.1. Sintese em fase solida de DHPMs:

Muitos problemas sintéticos estao relacionados a quimica de poliaminas, em especial
problemas relacionados a purificacdo destes compostos altamente polares. A utilizacdo da
sintese organica em fase sélida (SOFS) na sintese de derivados poliaminados'®'°
apresenta muitas vantagens como a simplificacdo dos processos de purificagdo, uma vez
que estes sdo resumidos a filtracdo da resina do meio reacional; a possibilidade da

utilizacdo de um grande excesso de reagentes, devido a facilidade de purificacao; além da

80



protecdo do grupamento amino primario quando a poliamina é acoplada a resina, permitindo

a utilizacao de substratos ndo protegidos.

Dando sequéncia aos trabalhos realizados pelo nosso grupo de pesquisa na sintese

de DHPMs multifuncionalizadas com potencial atividade farmacolégica, foi planejada uma

retrossintese de uma rota sintética convergente para sintese de DHPMs contendo

poliaminas ligadas através de um grupamento amida a posicdo 5 do nucleo DHPM,

conforme pode ser exemplificado no Esquema 79 contendo a putrescina como substituinte

254,

Esquema 79

EtO | NH

O planejamento de uma rota sintética convergente deve-se a simplicidade técnica na

sintese em solugdo das DHPMs (conforme apresentado anteriormente). A proposta de

utilizar o acido carboxilico deve-se a baixa reatividade do grupamento éster das DHPMs
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frente a nucledfilos, e também a possibilidade de utilizacdo de protocolos bem estabelecidos
na literatura para formacao de ligagées amida na SOFS.'®

Como o alongamento de cadeias poliaminicas utilizando SOFS apresenta diversas
estratégias estabelecidas na literatura'®"'®® decidiu-se otimizar primeiramente as reacdes de
acoplamento da amina, formagédo da amida e clivagem. Para isso foram utilizadas algumas
diaminas comerciais e 0 acido derivado da DHPM cujo protocolo para obtencao havia sido
previamente otimizado (Esquema 72).

As reacOes foram analisadas através da Espectroscopia no Infravermelho (1V)
diretamente na resina, utilizando pastilhas de KBr ou o ATR. A andlise dos produtos ligados
a resina através do IV apresenta limitagées devido a sobreposi¢cao das bandas do produto
ligado a resina com as bandas do suporte polimérico (Figura 7). Algumas técnicas especiais
como Raman FT-IR, FT-IR microspectroscopy sao reportadas na literatura como alternativas
para contornar este problema.®® Neste trabalho foi adaptada a técnica da diferenca de
espectros de IV em pastilhas de KBr utilizada por Crowley et al.'® Segundo os autores, a
utilizacdo desta técnica possibilita uma boa visualizacdo das bandas do produto, que,
anteriormente a realizacdo dessa diferenga, eram apenas “ombros” nas bandas do suporte
polimérico. Porém, ao contrario da técnica original, onde foi utilizada uma amostra de resina
Wang nao modificada como “branco” para a obtencdo do espectro do produto ligado ao
suporte, foi realizada a subtracdo apds a aquisicdo dos espectros utilizando o software do
proprio equipamento. Alternativamente, os dados dos espectros do produto ligado ao
suporte e da resina ndo modificada foram inseridos em uma planilha eletrénica e subtraidos.
Para minimizar as diferengas em transmitancia devido a diferentes concentra¢cdes das
pastilhas de KBr analisadas foi feita uma corregéo através da intensidade da banda em
1450cm™, referente ao poliestireno da resina, antes da subtracdo. Os dados subtraidos
foram entao plotados em graficos de IV, os quais apresentaram as bandas do produto ligado

com maior nitidez e possibilitaram uma melhor interpretagédo qualitativa.
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Figura 7. Espectro de IV da resina Wang

A sintese dos derivados diaminados das DHPMs foi realizada utilizando a resina
Wang 255 (Esquema 80) como suporte sélido de acordo com trabalho relatado na
literatura.'® Primeiramente foi realizado o acoplamento da putrescina (1,4-diaminobutano,
253), a 1,3-propanodiamina (256), a 1,2-etilenodiamina (257) e da piperazina (258) segundo

protocolo previamente estabelecido em nosso laboratério. '

O\OH ' mj\o/@/ h — O/O\g/O\@\No

255 2

259 260

(\NH HZN\ﬁ/\NHZ

HN b b n
258 n=1,257

O/O\g/N\) O/O\([)]/N\@;\NHz

264 1, 261

262

n
n=2,
n=3,263

Esquema 80: Reagentes e Condicbes: (a) 259 (3eq.), Piridina (1,5eq.), DCM, T.A,,
45min.;(b) diamina (10eq.); DCM, T.A., 2h
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Conforme apresentado no Esquema 80, a resina Wang (255) reagiu primeiramente
com o p-nitrofenilcloroformato (259) na presencga de piridina para formagéo do carbonato
ativado ligado a resina 260. O tratamento desta resina 260 com excesso das diaminas levou
a formagéo dos respectivos carbamatos 261-264. A formagédo do carbonato ativado 260 &
confirmada através do IV pelo aparecimento de uma banda em 1762 cm™ caracteristica
deste grupo (Figura 8). A partir da subtracdo dos espectros as bandas referentes ao
grupamento nitro (1552 e 1340 cm™), antes escondidas sob as bandas da resina, também
ficam evidentes (Figura 9), permitindo melhor interpretacao qualitativa do composto 260.

1762

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Figura 8. Espectro de IV do carbonato ligado a resina Wang 260.
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Figura 9. Espectro de subtracao entre o carbonato ligado a resina Wang 260 e a resina Wang.

O completo desaparecimento da banda de carbonato e o aparecimento de uma
banda de carbamato em 1710 cm™ (1697cm™ para 264) indica a conversdo de 260 em 261-
264 (Figuras 10 e 11).
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Posteriormente foi investigada a reacdo de acoplamento entre o acido 225 e as
aminas ligadas ao suporte 261-264 (Esquema 81). Para otimizagéo desta etapa foi utilizada
a 1,3-propanodiamina ligada a resina 262 (Tabela 12). O monitoramento das reagdes foi
feito através do teste de Kaiser, teste colorimétrico da ninhidrina que indica a presenca de
aminas primarias. As reacdes foram dadas como completas quando o teste de Kaiser

resultava na auséncia de cor na resina e na solugao (resultado negativo).

j)\ o) O Ph
O/\O N/\/\NHQ > O/\OJJ\N/\/\N NH
H Ph N Nl /&
262 HO2C| NH N" s
N/gs 265
H
225
Esquema 81

Tabela 12. Condigbes investigadas na sintese de 265

Agente acoplamento

Entrada  Acido (n° equiv.) Co-ativador (equiv.) Tempo (h)

(equiv.)
1 2,0 DCC (2,0) - 48
2 2,0 DIC (2,0) - 92
3 2,0 DIC (5,0) DMAP (0,1) 80
4 3,0 DIC (5,0) DMAP (0,1) 70

Conforme pode ser visto na Tabela 12, o DCC mostrou-se mais efetivo no
acoplamento que o DIC (entradas 1 e 2). A utilizagdo do DCC gerou um subproduto
(provavelmente a uréia correspondente) dificil de eliminar e que contaminou as reagdes
subsequentes. Desta maneira a utilizacdo do DIC foi otimizada adicionando-se co-
promotores a reacdo. A utilizacdo de maior proporcao de DIC em presenca de quantidades
cataliticas de DMAP possibilitou reducao do tempo reacional (entrada 3), e o aumento da
proporcdo do acido possibilitou maior reducdo no tempo (entrada 4). As condicoes
otimizadas foram aplicadas no acoplamento do acido 266 as diversas diaminas 261-264 em
suporte sélido (Esquema 82).

87



DIC / DMAP

(\NH "
Q" )5?

266

Esquema 82
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NO,
0
| NH
s

DCM, t.a O O\H/N

NO,

A obtencdo dos produtos 267-270 foi confirmada pelo aparecimento das bandas
entre 1650-1670 cm” (amida a,B-insaturada), 1110-1130 cm” (C=S), e pelas bandas
referentes ao grupamento nitro (1530 e 1340 cm™) no IV (Figuras 12 e 13).
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Figura 12. Espectro de IV (ATR) de 267
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A reagéo de clivagem foi realizada com uma mistura de DCM 3:1 &cido trifluoracético
(TFA) a temperatura ambiente por 2h (Esquema 83).

R R
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HoN
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n =3, 269 n=22n n=2,273
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O (@]
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275

Esquema 83
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A analise da resina apoés clivagem por IV (Figura 14) demonstra que houve clivagem
completa dos produtos. Ocorre o desaparecimento das bandas do linker carbamato (1690-
1715 cm™). As bandas presentes na resina indicam a provavel ligagdo do trifluoracetato
apds degradacao do linker e liberagdo do produto. No espectro da Figura 14 podemos
observar a banda referente ao éster (1782 cm’™), assim como as bandas referentes ao
grupamento CF5 (1200-1100 cm™ e 756 cm™) e a auséncia das bandas referentes & hidroxila
(3300 cm™).
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Figura 14. Espectro IV (ATR) da resina ap6s a reacao de clivagem

Assim, a rota de sintese em fase soélida foi parcialmente otimizada para sintese de
amidas derivadas de DHPMs. Os compostos obtidos por clivagem foram obtidos em
rendimentos muito baixos (2-12%) e muito impuros o que dificultou sua caracterizagao. As
figuras abaixo mostram o espectro de IV obtido do produto 275 (Figura 15) o espectro de
massas do bruto isolado do produto 271 (Figura 16). O sinal referente a forma protonada de
271 (m/z = 305) esta presente majoritariamente no espectro, porém ha muita impureza, o
que nao se esperava utilizando a técnica de sintese organica em fase sélida.
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1.4. CONCLUSOES

Foi realizada a sintese em solugdo de 26 DHPMs com sucesso e em bons
rendimentos empregandos diversos protocolos. Foi demonstrada a grande aceleracao
promovida pela utilizacdo de energia de microondas na reagéo de Biginelli promovida por
cloreto de estanho. Foi desenvolvido e otimizado um novo protocolo de sintese destes
compostos a partir da utilizagdo do agente desidratante trietilortoformato (TEOF) utilizando
energia de microondas, e também através da utilizacdo de TEOF juntamente com &cidos
orgéanicos fracos (acido citrico e oxalico) utilizando aquecimento convencional. O sistema
acido citrico/TEOF, a 100°C, durante 1-2h apresentou melhores rendimentos, que variaram
entre 71-96%. Foi demonstrada a aplicagdo do TEOF em métodos com aquecimento
convencional com e sem a presenca dos acidos e métodos promovidos por microondas, o
que possibilitou sugerir a maneira pela qual este composto promove a reacdo de Biginelli.
Os protocolos empregados permitiram a obtencao de variedade estrutural em todos os trés
componentes da reagdo, obtendo-se DHPMs contendo anéis aromaticos com diversos
padrées de substituicdo na posicdo 4, enxofre ou oxigénio na posicdo 2 e um derivado
biciclico a partir da variagdo do componente dicarbonilico.

A reatividade das DHPMs foi investigada em diversos pontos do heterociclico. As
reacbes de S-alquilacdo possibilitaram a obtencdo de 3 compostos regiosseletivamente
alquilados na posicdo 2 em rendimentos de moderados a bons (58-92%), assim como a
obtencdo de um derivado bis-alquilado inédito em 99% de rendimento. Através da reacao
com anidrido acético, foi obtida uma DHPM regiosseletivamente acetilada no N3 em 35% de
rendimento. As reacdes de guanilagcdo sobre o ciclo DHPM possibilitaram a demonstracédo
de um novo protocolo para a sintese de 1 exemplo inédito de 2-alquilamino-diidropirimidina
em 51% de rendimento. A reacédo de hidrélise foi otimizada possibilitando a obtencao de
uma DHPM contendo o grupo &cido carboxilico na posicdo 5 em 95% de rendimento, e

problemas de degradacao observados foram contornados.

A aplicagéo sintética deste &cido foi demonstrada na sintese de uma amida derivada
da n-propilamina em 62% de rendimento utilizando sintese em solu¢do, e também foi
aplicada no desenvolvimento de uma rota convergente inédita de sintese em fase soélida de
5 DHPMs contendo diaminas como substituintes na posicdo 5. A construcdo dos linkers
carbamato contendo 4 diferentes diaminas e o acoplamento do acido derivado das DHPMs
foram realizados com sucesso. A etapa de clivagem da resina necessita de maior

otimizagéo

A diversidade quimica obtida com a sintese no total de 35 compostos pode ser
aplicada na sintese de novos analogos. Também pode ser aproveitada em uma futura
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investigacdo da relagdo estrutura-atividade destes compostos ou na otimizacdo dos seus
parametros farmacocinéticos, desta maneira permitindo a otimizacdo de possiveis

candidatos a protétipos de farmaco.

1.5.MATERIAIS E METODOS

1.5.1. Protocolo geral para sintese de diidropirimidin-2-tionas promovida por
SnCl,.2H,0 utilizando irradiacao por microondas

0] Ar

_H
EtO N

LA

H
Em um tubo de ensaio foram adicionados o acetoacetato de etila (1,5 mmol), o aldeido (1,5

mmol), a tiouréia (1,8 ou 3 mmol) e o SnCl,.2H,O (0,3 mmol). O tubo de ensaio foi imerso
em um Becker com SiO, e irradiado no MO na poténcia e numero de ciclos de 1 minuto
indicados nas tabelas, com resfriamento entre os ciclos. O sélido obtido foi solubilizado no
minimo de EtOH fervente e vertido em um Becker com agua/gelo picado. Os produtos foram
filtrados e lavados com agua gelada. Os brutos reacionais foram recristalizados do solvente
apropriado (EtOH, EtOH/H,O ou MeCN).

1.5.2. Protocolo geral para a sintese de DHPMs promovida por TEOF utilizando
irradiacao por microondas:

(0] Ar

_H
EtO N

LA

H
Em um tubo de ensaio foram adicionados o acetoacetato de etila (1,5 mmol), o aldeido (1,5

mmol), uréia ou tiouréia (3,0 mmol) e o TEOF (3,0 mmol). A mistura reacional foi submetida
a irradicao por MO em 12 ciclos de 20s na poténcia maxima do equipamento. Ao final da
reacdo foi adicionada agua e agitado overnight, apds o meio foi resfriado em banho de gelo
e o precipitado gerado foi filtrado e lavado com agua gelada. Os brutos reacionais foram
recristalizados do solvente apropriado (EtOH, EtOH/H,O ou MeCN).

As reagdes em paralelo foram conduzidas em escala milimolar utilizando tubos de
ensaio como frasco reacional conforme descrito no item 4.2. Cada frasco reacional foi

etiquetado indicando o aldeido e uréia utilizados. As reagdes foram dadas como encerradas

93



a partir da solidificacéao total do meio reacional da maior parte das reacoes.

1.5.2.1. Sintese de Etil 6-metil-2-tioxo-4-fenil-1,2,3,4-tetraidropirimidina-5-
carboxilato (167), utilizando aquecimento convencional,
promovida pelos acidos de Bronsted:

Uma mistura de acetoacetato de etila (2,5 mmol), benzaldeido (2,5 mmol), tiouréia (5,0
mmol) e acido citrico (0,25 mmol) ou acido oxalico (0,25 mmol) ou HClegnc, (0,25 mmol) foram
colocados em um balédo de fundo redondo de 50 mL e aquecidos sob agitagcdo em um banho
de 6leo pré-aquecido (50 ou 100°C) ou agitados a temperatura ambiente durante o tempo
indicado na tabela tal. Ao final, foi adicionada agua a mistura reacional, agitado pelo tempo
apropriado para solidificacao e resfriado em um banho de gelo. O precipitado foi filtrado,
lavado com agua gelada e seco sob vacuo.

1.5.2.2. Sintese de Etil 6-metil-2-tioxo-4-fenil-1,2,3,4-tetraidropirimidina-5-
carboxilato (167), utilizando aquecimento convencional,
promovida pelos acidos de Bronsted juntamente com TEOF :

Uma mistura de acetoacetato de etila (2,5 mmol), benzaldeido (2,5 mmol), tiouréia (5,0
mmol) e acido citrico (0,25 mmol) ou acido oxalico (0,25 mmol) ou HCl,. (0,25 mmol),
juntamente com ftrietilortoformato (2,5 mmol, 1 equiv.; ou 50 mmol, 2 equiv.) foram
colocados em um balao de fundo redondo de 50 mL e aquecidos sob agitacdo em um banho
de 6leo pré-aquecido (50 or 100°C) ou agitados a temperatura ambiente durante o tempo

* Um procedimento similar ao exposto no item 4.4 foi adotado para a sintese das
demais DHPMs, de acordo com a tabela 7, Esquema 62. Quando necessario o bruto
reacional foi deixado em contato com dgua a 4°C para completa precipitagcdo (24-
72h).
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indicado na tabela tal. Ao final, foi adicionada agua a mistura reacional, agitado pelo tempo
apropiado para solidificacdo e resfriado em um banho de gelo. O precipitado foi filtrado,

lavado com agua gelada e seco sob vacuo gerando o produto.

P.F. 204-207 °C. 'H RMN (300 MHz, DMSO-¢f) 5 1.09 (t, J = 7,0 Hz, 3H, OCH,CH,), 2.29 (s,
3H, CHs), 4.00 (g, J = 7,0 Hz, 2H, OCH,CH,), 5.17 (d, J = 3,7 Hz, 1H, CH), 7.23-7,37 (m, 5H,
arom.), 9.65 (d, J = 1,8 Hz, 1H, N5-H), 10.34 (br s, 1H, N;-H). *C RMN (75 MHz, DMSO-cf)
5 14.1, 17.2, 54.1, 59.9, 100.7, 126.4, 127.7, 128.6, 143.5, 145.1, 165.1, 174.2. IV (ATR)
3324.4, 3170.4, 2980.2, 1665.9, 1572.4, 1463.8, 1370.1, 1326.4, 1282.9, 1192.5, 1175.1,
1116.5, 1027.6, 1002.1, 757.8, 722.2, 691.8, 651.5 cm"".

1.5.3. Etil 6-metil-2-oxo0-4-fenil-1,2,3,4-tetraidropirimidina-5-carboxilato (181):

P.F. 210-212°C. 'H RMN (300 MHz, DMSO-cf) 6.1.09 (t, J = 7.1 Hz, 3H, OCH,CHjs), 2.25 (s,
3H, CHs), 3.98 (g, J = 7.1 Hz, 2H, OCH,CHs), 5.15 (d, J = 2.9 Hz, 1H, CH), 7.22-7.32 (m, 5H,
arom.), 7.74 (br s, 1H, NH), 9.20 (br s, 1H, NH). *C NMR & (75 MHz, DMSO-cf) 12.2, 16.0,
52.1, 57.3, 97.4, 124.4, 125.3, 126.4, 143.1, 145.2, 150.2, 163.3. IV (ATR) 3236.9, 3112.9,
2974.7, 1721.7, 1697.3, 1643.5, 1454.1, 1418.8, 1312.9, 1289.9, 1217.1, 1085.9, 879.0,
772.2,755.8, 697.1, 660.4 cm’.

1.5.4. Etil 4-(3-hidroxifenil)-6-metil-2-tioxo-1,2,3,4-tetraidropirimidina-5-
carboxilato (209):

P.F. 184-187°C. '"H RMN (300 MHz, DMSO-cf) 6 1.14 (t, J = 7.1 Hz, 3H, OCH,CHs), 2.30 (s,
3H, CHs), 4.04 (g, J = 7.1 Hz, 2H, OCH,CH,), 5.11 (d, J = 3.7 Hz, 1H, CH), 6.65-6.69 (m, 3H,
arom.), 7.10-7.18 (m, 1H, CHaom), 9.46 (s, 1H, OH), 9.62 (br s, 1H, NH), 10.31 (br s, 1H,
NH). *C RMN (75 MHz, DMSO-d°) & 14.1, 17.2, 53.9, 59.6, 100.8, 113.2, 114.6, 117.0,
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129.5, 144.8, 144.9, 157.5, 165.2, 174.2. IV (ATR) 3298.8, 3180.4, 2983.7, 1663.8, 1572.6,
1473.6, 1445.4, 1369.9, 1281.7, 1188.2, 1153.1, 1113.4, 1024.2, 787.6, 752.4, 700.4 cm"".

1.5.5. Etil 4-(3-hidroxifenil)-6-metil-2-oxo0-1,2,3,4-tetraidropirimidina-5-
carboxilato (213):

P.F. 163-166°C. 'H RMN (300 MHz, DMSO-¢f) 6 1.11 (t, 3H, J =7.0 Hz, CHs), 2.22 (s, 3H,
CHa), 3.98 (q, 2H, J =7.0 Hz CH,0), 5.04 (s, 1H, C-4H), 6.64-7.09 (m, 4H, arom.), 7.64 (s,
1H, NH), 9.15 (s, 1H, NH) ; *C RMN (DMSO-d6, 75MHz) & 14.2, 17.6, 52.9, 59.2, 100.1,
113.2, 114.9, 116.7, 129.4, 147.0, 148.5, 152.2, 157.3, 165.9. IV (ATR) 3512.9, 3341.3,
3236.7, 3116.4, 1723.3, 1674.7, 1633.5, 1599.6, 1452.1, 1295.6, 1218.4, 1089.3, 1025.9,
872.1,775.4,702.9 cm.

1.5.6. Etil 4-(benzo[d][1,3]dioxol-5-il)-6-metil-2-tioxo-1,2,3,4-tetraidropirimidina-
5-carboxilato (191):

P.F. 156-159°C. '"H RMN (300 MHz, DMSO-d°) 6 1.11 (t, J = 7.0 Hz, 3H, OCH,CHs). , 2.28
(s, 3H, CHs), 3.99 (9, J = 7.0 Hz, 2H, OCH,CHs), 5.08 (d, J = 3.8 Hz, 1H, CH), 5.99 (s, 2H,
OCH:0), 6.64-6.72 (m, 1H, arom.),6.87 (m, 2H, arom.), 9.61 (br s, 1H, NH), 10.33 (br s, 1H,
NH). *C NMR (75 MHz, DMSO-df) & 14.1, 17.2, 53.6, 59.6, 100.6, 101.0, 106.7, 108.1,
119.6, 137.4, 145.0, 146.7, 147.3, 165.0, 173.9. IV (ATR) 3312.0, 3175.8, 2981.0, 1662.3,
1573.9, 1483.9, 1444.6, 1371.4, 1336.0, 1265.9, 1234.9, 1189.4, 1110.3, 1037.6, 937.8,
917.3,815.2, 748.1,657.5 cm™.
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1.5.7. Etil 4-(benzo[d][1,3]dioxol-5-il)-6-metil-2-0x0-1,2,3,4-tetraidropirimidina-5-
carboxilato (190):

P.F. 188-190°C. '"H RMN (300 MHz, DMSO-cf) 6 1.11 (t, J = 7,0 Hz, 3H, OCH,CHs), 2.25 (s,
3H, CHs), 3.99 (q, J = 7,0 Hz, 2H, OCH,CHs), 5.08 (d, J = 2.6 Hz, 1H, CH), 5.98 (s, 2H,
OCH,0), 6.69-6.75 (m, 2H, arom.), 6.84-6.86 (m, 1H, arom.), 7.71 (s, 1H, NH), 9.20 (s, 1H,
NH). *C RMN (75 MHz, DMSO-cf) 6 14.1, 17.8, 53.7, 59.2, 99.3, 101.0, 106.7, 108.0, 119.4,
138.9, 146.4, 147.3, 148.3, 152.1, 165.4. IV (ATR) 3353.8, 3221.1, 3103.8, 2965.4, 1688.0,
1637.3, 1488.3, 1446.5, 1373.0, 1295.5, 1242.0, 1222.6, 1166.6, 1089.6, 1039.3, 927.7,
810.2, 793.8, 674.2cm’.

1.5.8. Etil 6-metil-4-(3-nitrofenil)-2-tioxo-1,2,3,4-tetraidropirimidina-5-
carboxilato (210):
NO,

P.F. 206-209°C (206-207 °C) 'H RMN (300 MHz, DMSO-cf) 6 1.13 (t, J = 7.1 Hz, 3H,
OCH,CHs), 2.34 (s, 3H, CH3), 4.05 (q, J = 7.1 Hz, 2H, OCH,CHjs), 5.36 (d, J = 3.6 Hz, 1H,
CH), 7.70-7.72 (m, 2H, arom.), 8.10-8.11 (m, 1H, arom. ), 8.17-8.20 (m, 1H, arom.), 9.81 (br
s, 1H, NH), 10.55 (br s, 1H, NH). *C RMN (75 MHz, DMSO-cf) 514.0, 17.3, 53.5, 59.8, 99.8,
121.2, 122.8, 130.5, 133.0, 145.5, 146.0, 147.8, 164.9, 174.5. IV (ATR) 3175.5, 2990.1,
1707.3, 1659.5, 1593.4, 1529.5, 1472.5, 1343.5, 1277.7, 1183.9, 1100.5, 892.7, 727.0, 687.9

cm™.
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1.5.9. Etil 6-metil-4-(3-nitrofenil)-2-oxo-1,2,3,4-tetraidropirimidina-5-carboxilato
(214):
NO,

P.F. 225-227°C. '"H RMN (300 MHz, DMSO-cf) & 1.08 (t, 3H, J 6.9 Hz, CHs), 2.26 (s, 3H,
CHa), 3.98 (q, 2H, J 6.9 Hz CH,0), 5.29 (s, 1H, CH), 7.64-8.10 (m, 4H, arom.), 8.90 (s, 1H,
NH), 9.37 (s, 1H, NH) ; *C RMN (75 MHz, DMSO-cf) & 14.0, 17.9, 53.6, 59.4, 98.4, 121.2,
122.3, 130.0, 133.0, 147.0, 147.8, 149.3, 151.9, 165.0. IV (ATR) 3326.0, 3089.7, 2963.3,
1705.9, 1686.5, 1625.6, 1523.1, 1455.9, 1345.1, 1309.8, 1265.8, 1221.4, 1085.6, 900.4,
815.9, 794.1, 738.7, 685.5 cm™.

1.5.10. Etil 4-(4-cianofenil)-6-metil-2-tioxo-1,2,3,4-tetraidropirimidina-5-
carboxilato (182):
CN
O
_H
EtO | N
s
H

P.F. 178-181°C; "H RMN (300 MHz, DMSO-d°) 51.09 (t, J = 7,0 Hz, 3H, OCH2CH3), 2.30 (s,
3H, CH3), 4.00 (q, J = 7,0 Hz, 2H, OCH2CH3), 5.24 (d, J = 3.5 Hz, 1H, CH), 7.40 (d, J= 8.3
Hz, 2H, arom.), 7.83 (d, J = 8.3 Hz, 2H, 2xHa arom.), 9.74 (br s, 1H, NH), 10.47 (br s, 1H,
NH). C RMN (75 MHz, DMSO-cf) & 14.0, 17.2, 53.8, 59.8, 99.8, 127.5, 129.9, 132.7,
133.2, 138.8, 145.9, 148.5, 164.9, 174.5. IV (ATR) 3299.4, 3274.2, 2983.9, 2238.9, 1650.9,

1556.6, 1456.2, 1370.5, 1319.9, 1282.4, 1198.0, 1167.1, 1108.0, 1032.1, 1002.9, 842.2,
759.7,611.1 cm™.
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1.5.11. Etil 4-(4-cianofenil)-6-metil-2-ox0-1,2,3,4-tetraidropirimidina-5-carboxilato
(183):
CN

P.F. 218-221°C; 'H RMN (300 MHz, DMSO-c?) & 1.07 (t, 3H, J 7.1 Hz, Me), 2.25 (s, 3H,
CHs), 3.97 (9, 2H, J =7.1 Hz CH,0), 5.21 (s, 1H, C-4H), 7.42 (d, 2H, J = 8.1Hz), 7.80 (d, 2H,
J = 8.1Hz), 7.88 (s, 1H, NH), 9.33 (s, 1H, NH) ; *C RMN (75 MHz, DMSO-d°) 6 14.5, 18.3,
54.3, 59.8, 98.7, 110.5, 119.2, 127.8, 133.0, 149.8, 150.5, 152.3, 165.6. IV (ATR) 3298.6,
2979.6, 2229.7, 1699.9, 1651.9, 1543.5, 1384.9, 1362.8, 1250.9, 1199.6, 1074.9, 1018.9,
934.7,825.0, 756.1 cm™.

1.5.11.1. Etil 4-(4-(dimetilamino)fenil)-6-metil-2-tioxo-1,2,3,4-
tetraidropirimidina-5-carboxilato (184):
N(Me),
o}
_H
EtO | N
s
H

P.F. 206-208°C. '"H RMN (300 MHz, DMSO-¢f) 6 1.11 (t, J = 7.0 Hz, 3H, OCH,CH;), 2.28 (s,
3H, CHa), 2.85 (s, 6H, N(CHs),), 3.97 (q, J = 7,0 Hz, 2H, OCH,CHj3), 5.04 (d, J = 3.2 Hz, 1H,
CH), 6.66 (d, J = 8.5 Hz, 2H, 2xCHarom.), 7.01 (d, J = 8.5 Hz, 2H, 2xCHarom), 9.55 (br s,
1H, NH), 10.24 (br s, 1H, NH). *C RMN (75 MHz, DMSO-d°) & 14.1, 17.1, 40.1, 53.5, 59.5,
101.3, 112.2, 127.1, 131.2, 144.3, 150.0, 165.3, 173.8. IV (ATR) 3322.4, 3168.7, 2981.7,
1665.8, 1575.8, 1522.9, 1461.7, 1364.3, 1327.1, 1284.4, 1182.1, 1116.0, 1023.3, 804.5,
754.7,649.9 cm™.
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1.5.12. Etil 4-(4-(dimetilamino)fenil)-6-metil-2-ox0-1,2,3,4-tetraidropirimidina-5-
carboxilato (195):
N(Me),

P.F. 257-259°C. "H RMN (300 MHz, DMSO-c) & 1.05 (t, J = 7.0 Hz, 3H, OCH,CHy), 2.23 (s,
3H, CHa), 2.84 (s, 6H, N(CHa)), 3,95 (g, J = 7.0 Hz, 2H, OCH,CHj), 5.03 (d, J = 3.1 Hz, 1H,
CH), 6.64 (d, J = 8.5 Hz, 2H, 2XCHaom), 7.04 (d, J = 8.5, 2H, 2XCHarom ), 7.59 (br s, 1H, NH),
9.09 (br s, 1H, NH). 3C RMN (75 MHz, DMSO-¢f) & 14.2, 17.7, 40.2, 53.3, 59.1, 99.9, 112.2,
126.9, 132.7, 147.6, 149.8, 152.3, 165.5. IV (ATR) 3240.9, 3114.7, 2972.9, 1719.2, 1699.9,
1647.2, 1525.9, 1456.2, 1365.2, 1289.8, 1219.4, 1087.6, 1046.8, 879.5, 784.2, 659.0 cm™.

1.5.13. Etil 4-(2-fluorofenil)-6-metil-2-tioxo-1,2,3,4-tetraidropirimidina-5-
carboxilato (211):

P.F. 140-143°C. '"H RMN (300 MHz, DMSO-c?) & 1.03 (t, 3H, J =7.0 Hz, CHs), 2.30 (s, 3H,
CHas), 3.93 (q, 2H, J =7.0 Hz CH,0), 5.45 (d, 1H, J= 3.1 Hz, CH), 7.13-7.34 (m, 4H, arom.),
9.59 (s, 1H, NH), 10.37 (s, 1H, NH) ; *C RMN (75 MHz, DMSO-cf) 5 14.5,.17.8, 49.4, 60.2,
100.0, 116.1 , 116.4, 125.3, 129.9, 130.5 , 131.27, 146.1, 165.5, 174.7. IV (ATR) 3184.0,
3007.4, 1715.6, 1652.7, 1583.5, 1478.8, 1380.3, 1317.7, 1264.2, 1185.2, 1102.3, 846.4,
760.2, 744.4, 646.2 cm™.
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1.5.14. Etil 4-(2-fluorofenil)-6-metil-2-oxo-1,2,3,4-tetraidropirimidina-5-
carboxilato (215):

P.F. 235-237°C. '"H RMN (300 MHz, DMSO-cf) & 1.20 (t, 3H, J =7.1 Hz, CH3), 2.44 (s, 3H,
CH,), 4.07 (g, 2H, J =7.1 Hz CH,0), 5.62 (s, 1H, CH), 7.28-7.48 (m, 4H, arom.), 7.87 (s, 1H,
NH), 9.43 (s, 1H, NH) ; *C RMN (75 MHz, DMSO-d°) 6 13.8, 17.5, 54.5, 61.1, 115.2, 122.4,
124.0, 127.8, 129.3, 135.8, 154.7, 157.2, 158.3, 160.3. IV (ATR) 3228.9, 3158.2, 2973.3,
1747.4, 1699.3, 1616.2, 1538.9, 1436.5, 1384.6, 1319.2, 1228.7, 1198.6, 1143.8, 1075.3,
932.6, 754.6 cm™.
1.5.15.Etil 4-(4-metoxifenil)-6-metil-2-oxo-1,2,3,4-tetraidropirimidina-5-carboxilato
(189):

OMe

P.F.198-200°C. IV (ATR): 3248.5, 3116.4, 2968.0, 1706.3, 1654.6, 1515.2, 1463.7, 1279.9,
1260.4, 1225.1, 1183.8, 1088.3, 1032.7, 785.9.

1.5.16. Etil 4-(4-metoxifenil)-6-metil-2-tioxo-1,2,3,4-tetraidropirimidina-5-carboxilato
(169):

OMe

P.F.151-154°C. '"H RMN (300 MHz, DMSO-cf) & 1,10 (t, J = 7,0 Hz, 3H); 2,28 (s, 3H): 3,71
(s, 3H, OMe); 4,00 (g, J = 7,0 Hz, 2H); 5,11 (d, J = 3,4 Hz, 1H); 6,89 (d, J = 8,6 Hz, 2Har);
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7,12 (d, J = 8,5 Hz, 2Har); 9,61 (brs, 1H, NH); 10,30 (s, 1H, NH) IV (ATR) 3310.0, 3166.7,
2982.2, 1664.1, 1609.2, 1573.2, 1508.0, 1461.7, 1371.4, 1330.5, 1283.5, 1251.6, 1194.1,
1169.5, 1120.5, 1026.2, 818.2, 764.9 cm™.

1.5.17. Etil 6-metil-4-(4-nitrofenil)-2-tioxo-1,2,3,4-tetraidropirimidina-5-carboxilato
(171):

NO,

P.F. 107-110°C; IV (ATR) 3161.1, 2974.8, 1706.2, 1658.3, 1561.6, 1498.5, 1471.7, 1370.8,
1339.8, 1284.6, 1196.1, 1127.5, 1081.8, 762.0 cm™.

1.5.18. Etil 6-metil-4-(4-nitrofenil)-2-oxo0-1,2,3,4-tetraidropirimidina-5-carboxilato
(217):

NO,

P.F. 210-212°C; 'H RMN (300 MHz, DMSO-cf) & 1,11 (t, J = 7,1 Hz, 3H); 2,29 (s, 3H); 4,01
(g, J = 7,0 Hz, 2H); 5,30 (d, J = 3,1 Hz, 1H); 7,53 (d, J = 8,6 Hz, 2Har); 7,92 (s, 1H, NH); 8,23
(d, J = 8,7 Hz, 2Har); 9,39 (s, 1H, NH); ™*C RMN (75 MHz, DMSO-cf) & 14,1; 17,9; 53,7:
59,4; 98,2; 123,9; 127,7; 146,7; 149,4; 151,8; 152,0; 165, 1
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1.5.19. Etil 4-(4-fluorofenil)-6-metil-2-ox0-1,2,3,4-tetraidropirimidina-5-carboxilato

(194):

P.F. 182-184°C; IV (ATR) 3184.0, 3047.4, 1715.5, 1654.8, 1583.9, 1438.5, 1384.1, 1322.7,
1271.6, 1182.0, 1102.3, 848.8, 763.2, 749.5, 646.4 cm™".

1.5.20. Etil 4-(4-fluorofenil)-6-metil-2-tioxo-1,2,3,4-tetraidropirimidina-5-carboxilato

(173):

P.F. 146-150°C; "H RMN (300 MHz, DMSO-cf) & 1,08 (t, J = 6,8 Hz, 3H); 2,29 (s, 3H); 3,99
(g, J = 6,6 Hz, 2H); 5,17 (d, J = 3,2 Hz, 1H); 7,14-7,27 (m, 4H, Ar); 9,67 (s, 1H, NH); 10,37
(s, 1H, NH).

1.5.21. Etil 4-(3,4-dimetoxifenil)-6-metil-2-0x0-1,2,3,4-tetraidropirimidina-5-

carboxilato (196):

OMe

OMe

P.F. 179-180°C. IV (ATR) 3149.8, 3097.3, 2956.4, 2877.6, 1706.7, 1654.0, 1593.1, 1523.4,
1452.8, 1283.1, 1258.9, 1225.5, 1137.0, 1089.4, 1019.4, 789.7, 690.1 cm”’
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1.5.22. Etil 4-(3,4-dimetoxifenil)-6-metil-2-tioxo-1,2,3,4-tetraidropirimidina-5-

carboxilato (197):

OMe

OMe

P.F. 213-216°C. IV (ATR) 3234.7, 3084.4, 2949.4, 2892.8, 1692.5, 1633.4, 1580.7, 1523.5,
1458.0, 1368.1, 1287.6, 1283.2, 1183.1, 1004.4, 753.7 cm’"

1.5.23. Etil 4-(4-hidroxifenil)-6-metil-2-tioxo-1,2,3,4-tetraidropirimidina-5-carboxilato

(199):

OH

P.F. 202-206°C. IV (ATR) 3434.8, 3079.7, 2950.4, 1684.5, 1628.9, 1573.1, 1515.0, 1449.9,
1360.1, 1283.4, 1274.5, 1170.3, 1013.0, 769.9 cm
1.5.24. Etil 4-(4-hidroxifenil)-6-metil-2-ox0-1,2,3,4-tetraidropirimidina-5-carboxilato
(198):

OH

P.F. 232-234 °C. IV (ATR) 3412.3, 3192.3, 3124.7, 2980.9, 1697.1, 1681.4, 1615.8, 1598.7,
1519.0, 1463.6, 1383.2, 1317.8, 1296.4, 1228.5, 1137.1, 1093.4, 1022.1, 823.0, 798.9, 752.1

cm™.
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1.5.25. Etil 4-(3-metoxifenyl)-6-metil-2-0x0-1,2,3,4-tetraidropirimidina-5-carboxilato
(216):

OMe

P.F. 207-210 °C. IV (ATR) 3243.5, 3095.4, 2960.3, 1732.4, 1692.3 1654.6, 1525.2, 1464.6,
1281.3, 1266.4, 1230.1, 1173.8, 1086.3, 934.8, 785.9 cm ™",

1.5.26. Etil 4-(3-metoxifenyl)-6-metil-2-tioxo-1,2,3,4-tetraidropirimidina-5-carboxilato
(212):

OMe

P.F. 151-153 °C. IV (ATR) 3203.5, 3122.7, 2986.2, 1699.4, 1651.1, 1596.7, 1570.0, 1518.3,
1461.7, 1377.4, 1333.5, 1284.5, 1258.6, 1194.8, 1169.5, 1120.5, 1026.2, 818.2, 764.9 cm"".

1.5.27.Sintese da  7,7-dimetil-4-fenil-2-tioxo-1,2,3,4,7,8-hexaidroquinazolin-
5(6H)-ona (219) promovida pelo sistema ac. Citrico/TEOF:

Uma mistura da dimedona (2.5 mmol, 350,5 mg), benzaldeido (2.5 mmol, 265.3 mg), tioureia
(5.0 mmol, 380.7 mg, 2.0 equiv) e acido citrico (0.25 mmol, 48 mg, 10mol%) junto com TEOF
(5.0 mmol, 741 mg, 2 equiv) foi adicionada em um baldo de 50 mL e e agitada sob
aquecimento em um bamho de 6leo pré-aquecido (100°C) por 1h. Apds, foi adicionado agua
a mistura reacional, agitado pelo tempo apropriado e resfriado em um banho de gelo. O
precipitado formado foi filtrado, lavado com agua gelada e seco sob vacuo.
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P.F. >250 °C. 'H RMN (300 MHz, DMSO-cf) & 0,88 (s, 3H, Me); 1,02 (s, 3H, Me); 2,03-2,42
(m, 2xCH,, 4H); 5,17 (s, 1H, CH); 7,23-7,33 (m, 5H, Ar); 9,70 (s, 1H, NH); 10,60 (s, 1H, NH).
®C RMN (75 MHz, DMSO-d°) & 26,8; 28,8; 49,8; 52,2; 108,1; 126,4; 127,6; 128,5; 143,4;
148,7; 174,6; 193,7

1.5.28.Protocolo geral para sintese das S-alquil-diidropirimidinas:

O composto 167 foi solubilizado em THF, MeCN, Acetona, ou EtOH com posterior
adicao de 1,5 ou 2,0 equiv. de Na,COs;, Ko.COs3, Et;N ou Kl e Brometo de benzila, brometo de
butila, brometo de etila, iodeto de etila, 3-bromopropilamina ou epicloridrina como agente
alquilante nas proporgdes de 1,2-2,0 equiv. As reagdes foram conduzidas em t.a., 70°C ou
refluxo durante 2-72h. Ao final o bruto reacional foi resfriado e vertido em um banho com
agua e gelo picado. As reacbes sem base, somente com a presenca do KIl, foram
adicionalmente tratadas com Piridina ou trietilamina (1,1 equiv.) por 20 min antes de serem
vertidas no banho de gelo. O precipitado formado foi filtrado, lavado com agua gelada e
seco sob vacuo. Os produtos foram recristalizados de MeOH, ou purificados através de

cromatografia preparativa em coluna de silica.

1.5.29. Etil 2-(etiltio)-6-metil-4-fenil-1,4-diidropirimidina-5-carboxilato (222):

P.F 115-119°C. 'H NMR (300 MHz, CDCl3) & 1,17-1.26 (m, 6H, 2xCHj), 2.33 (s, 3H, CHa),
2.88-3.00 (m, 1H, CH), 3,07-3,18 (m, 1H, CHj), 4.09 (q, 2H, J =7.1 Hz CH.0), 5.63 (s, 1H,
CH), 7.19-7.35 (m, 5H, arom.). ®*C NMR (75 MHz, CDCls) & 14.2, 14.6, 19.9, 25.5, 29.6,
57.9,59.8, 126.9, 127.3, 128.3, 144.4, 164.7, 166.7
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1.5.30. Etil 2-(butiltio)-6-metil-4-fenil-1,4-diidropirimidina-5-carboxilato (223):

'"H NMR (300 MHz, CDCl3) 6 0,78 (t, J = 7,0 Hz, 3H, CHg), 1,14 (t, J = 6,9 Hz, 3H, CHj),
1,23-1,30 (m, 1H, CHy), 1,40-1,48 (m, 1H, CH,), 2.23 (s, 3H, CHs), 2.79-2.85 (m, 1H, CH,),
2,92-2,98 (m, 1H, CHy), 3.99 (q, 2H, J =7.0 Hz CH,0), 5.50 (s, 1H, CH), 7.20-7.30 (m, 5H,
arom.), 9,56 (s, 1H, NH).

1.5.31. Etil 1-benzil-2-(benziltio)-4-metil-6-fenil-1,6-diidropirimidina-5-
carboxilato (221):

'H NMR (300 MHz, CDCl;) 6 1,05 (t, J = 7,0 Hz, 3H, CH3), 2.32 (s, 3H, CHs), 3.90-3.95 (m,
2H, CH,), 4,16 (d, J = 16,3 Hz, 1H, CH,), 4.42 (q, 2H, J =15.5 Hz CH,), 4,84 (d, J = 16,3 Hz,
1H, CH,), 5.18 (s, 1H, CH), 7.18-7.39 (m, 15H, arom.).,

1.5.32. Protocolo geral para hidrélise das DHPMs:

O composto 167 foi solubilizado em EtOH, MeOH, THF, AcOEt, MeCN ou Dioxano,
com posterior adicdo de NaOH 0,5M ou KOH 0,5M ou KOHalcoolico 10% na proporgao de
2-10 equiv. As reagbes foram conduzidas em t.a. ou refluxo em tempos que variaram de 2-
72h. Ao final, o meio reacional foi resfriado e foi adicionado 5mL de NaOH, 0,5M. A
solucdo aquosa resultante foi extraida com Et,O (5x5mL), acidificada e extraida com acetato
de etila (3x10 mL). A fase orgéanica foi tratada com 5mL de Brine (sol. NaCls,), seca sob
NaSQ,, filtrada e evaporada a pressao reduzida. Quando necessario o produto obtido foi
cristalizado e lavado com Et,0'.

* Alternativamente, nas reacdes sem a presenca de meio aquoso, ao bruto reacional em
dioxano foram adicionados 10mL de Et,O e a fase orgéanica foi extraida com 5x15mL de
uma solugdo NaOH,, 0,1M. A fase aquosa bésica foi posteriormente acidificada com uma
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1.5.33.6-metil-4-fenil-2-tioxo-1,2,3,4-tetraidropirimidina-5-acido carboxilico
(225):

P.F. 200-205°C (decomposic&o) 'H RMN (300 MHz, DMSO-d) & 2.29 (s, 3H, CHa), 5.16 (d,
J = 3,8 Hz, 1H, CH), 7.22-7,37 (m, 5H, arom.), 9.61 (d, J = 2,1 Hz, 1H, Ng-H), 10.26 (s, 1H,
N;-H).

1.5.34.Protocolo para sintese de Etil 1-acetil-4metil-2-oxo-6-fenil-2-tioxo-1,2,3,4-

tetraidropirimidina-5-carboxilato (236):

O composto 222 (300mg, 0,98 mmol) foi solubilizado em excesso de anidrido acético (5 mL)
e refluxada por 2h. Ao final foi adicionado HCI 0,1M e agitado, mantida a 4°C overnight para
precipitacdo do produto. O precipitado branco resultante foi filtrado, lavado com agua gelada
e seco em estufa a vacuo (rendimento de 27%, 83 mg).

P.F. 167-169°C. 'H NMR (300 MHz, CDCls) 5 1.25 (t, J = 7,1 Hz, 3H, CHj), 2.40 (s, 3H, CHa)
2.57 (s, 3H, CHa), 4.18 (g, J = 7,1 Hz, 2H, CH,), 6.64 (s, 1H, CH), 7.26-7.34 (m, 5H, arom.),
8.21 (br s, 1H, NH). *C NMR (75 MHz, CDCl) & 14.2, 17.7, 26.6, 53.4, 60.5, 105.6, 126.8,
128.0, 128.5, 139.8, 145.3, 152.4, 165.0, 171.4.

solugdo de HCl,q 3M e extraida com 5x15mL de AcOEt. A fase orgénica foi entdo tratada
com 5mL de Brine (sol. NaClg,), seca sob NaSQ,, filtrada e evaporada a pressao reduzida.
Quando necessario o produto obtido foi cristalizado e lavado com Et,0.
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1.5.35.Protocolo para sintese de 6-metil-4-fenil-N-propil-2-tioxo-1,2,3,4-

tetraidropirimidina-5-carboxamida (241):

Em um erlenmeyer, sob atmosfera inerte, foi adicionado o &cido 225 (1,0 mmol, 250 mg), 8
mL de THFs € DCC (2 equiv., 2,0 mmol, 412,6 mq). Estes foram agitados a temperatura
ambiente por 0,5 h e entédo foi adicionada propilamina (3 equiv. , 3,0 mmol, 0,13 mL). A
reacao foi conduzida por 48h em um shaker com agitacdo constante. Ao final, o sélido
presente no meio reacional foi filtrado e lavado com THF. O filtrado foi evaporado a pressao
reduzida e o semi-sélido amarelo resultante foi recristalizado de EtOH (189,1 mg, 62%

rendimento).

'H NMR (300 MHz, DMSO-¢f) 5 0,71 (t, J = 7,4 Hz, 3H, CHa), 1,32 (m, 2H, CH,), 2.00 (s, 3H,
CHj), 2.92-3.02 (m, 2H, CH,), 5.26 (d, J = 2,9 Hz, 1H, CH), 7.19-7.36 (m, 5H, arom.), 7,76 (1,
J = 5,6 Hz, 1H, NH), 9,30 (s, 1H, NH), 9,81 (s, 1H, NH)."*C NMR (75 MHz, DMSO-¢f) & 12.0,
17.0, 22.9, 41.2, 55.7, 107.9, 127.1, 128.3, 129.2, 134.7, 143.7, 166.6, 174.7.

1.5.36.Protocolo geral para sintese da 1-propilguanidina, 247:

NH

H2NJJ\H/\/

Em uma ampola foram adicionados tiouréia (1 eq.) e a propilamina (5 equiv.). Estes foram
mantidos em contato com agitacdo por 1h a 45°C e apés adicionado HgCl, (1 equiv.). A
mistura reacional foi agitada por 40 min a 45°C. Ao final foi adicionado EtOH ao bruto
reacional e este foi filtrado através de uma camada de silica, lavado com EtOH até o filtrado
perder coloragdo. A mistura foi evaporada em evaporador rotatério a secura, obtendo-se
cristais incolores higroscépicos (38% rendimento).

'H NMR (300 MHz, DMSO-¢f) & 0,89 (t., 3H, J = 7,5 Hz), 1,57 (m, J = 7,5Hz, 2H), 2,68 (1, J =
7,5 Hz, 2H), 8,20 (sl, 3H); *C NMR (75 MHz, DMSO-¢f) & 11,0; 20,4, 39.5
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1.5.37.Protocolo geral para a sintese da Etil 4-metil-6-fenil-2-(propilamino)-1,6-

diidropirimidina-5-carboxilato (250):

Em uma ampola foram adicionados o composto 222 (1 equiv., 0,59 mmol, 179,5 mg),
propilamina (10 equiv., 5,9 mmol, 0,48 mL), EtsN (5 equiv., 2,95 mmol, 0,41 mL), HgCl, (1
equiv., 0,59 mmol, 160 mg) e metanol (5 mL). A mistura reacional foi agitada na temperatura
de 50°C por 72h. Ao final o meio reacional foi filtrado e lavado com MeOH. O filtrado foi
evaporado em evaporador rotatério a secura, e o 6leo obtido foi cristalizado com acetona
(51% de rendimento).

'"H NMR (300 MHz, DMSO-cf) 6 0,85 (t, 3H, J = 7,3 Hz), 1,12 (t, J = 7,0Hz, 3H), 1,46 (m,
2H), 2,37 (s, 3H), 4,50 (g, J = 6,9 Hz, 2 H), 5,42 (s, 1H), 7,30-7,39 (m, 5H), 8,66 (br s, 1H);
*C NMR (75 MHz, DMSO-¢f) 5 10.8, 14.0, 17.7, 21.8, 42.8, 51.9, 60.0, 81.6, 126.5, 128.1,
128.7, 141.9, 150.0

1.5.38.Protocolo geral para a analise mecanistica:

Em um baldo foram adicionados o acetoacetato de etila (1 equiv.) e o benzaldeido (1
equiv.) (reacao do caminho I), ou acetoacetato de etila (1 equiv.) e tiouréia (1 equiv.)
(reacao do caminho Il), ou o benzaldeido (1 equiv.) e a tiouréia ou uréia (2 equiv.) (reacao
do caminho Ill). Também foi adicionado &cido citrico (0,1 equiv.) e TEOF (1 equiv.)
(caminhos I, Il e lll). Os componentes foram agitados em um banho pré-aquecido a 100°C
por 2h. Ao final deste tempo, somente a reacdo do caminho lll apresentava consumo dos
reagentes iniciais, e esta foi tratada adicionando-se tolueno ao meio reacional. O precipitado
formado foi filtrado, lavado com tolueno e DCM e seco em dessecador resultando em um
solido branco (204a e 204b).

As estruturas dos compostos 204a e 204b séo apresentadas a seguir.
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1,1’-(fenilmetileno)ditiouréia (204a)

H2N/ji\fi;££ilH
AN

H,N S
P.F. 213-215°C. *C NMR (75 MHz, DMSO-c?) 6 64.7, 125.9, 128.9, 129.1, 139.7, 173.4,

183.8
I £

H,N" S0
3C NMR (75 MHz, DMSO-¢f) & 59.1, 126.0, 127.0, 128.1, 142.6, 157.7, 159.7

1,1’-(fenilmetileno)diuréia (204b)

Os intermediarios 204a e 204b (1 equiv.) foram colocados em um baldo juntamente com o
acetoacetato de etila (1 equiv.), acido citrico (0,1 equiv.) e TEOF (1 equiv.). A mistura
reacional foi colocada em um banho de 6leo pré-aquecido a 100°C e solidificou totalmente
em 10 min. O precipitado branco formado foi tratado com &gua, resfriado e filtrado, sendo
lavado diversas vezes com agua gelada. O produto foi seco em estufa a vacuo gerando as
DHPMs 167 (para reacdo com 204a) e 181 para a reacdo com 204b. A caracterizacéo
destes compostos foi apresentada nos itens 4.4 (167) e 4.5. (181)

0 0
H _H
EtO | N~ EtO | N
s Ao
H H
167 181
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1.5.39.Procedimento para as reacoes em fase sélida:

1.5.39.1. Construcao do 4-nitrofenil carbonato ligado a resina Wang (260):

1 g de resina Wang (255) (0,65 mmol; loading 0,65 mmol/g) foram colocados em um
erlenmeyer, juntamente com piridina (1,5 eq, 0,975 mmol, 125 uL) e 8 mL de DCM seco e
deixados sob atmosfera inerte por aproximadamente 10 min. Depois foram adicionados 3
eq. de p-nitrofenilcloroformato (1,95 mmol, 589,5 mg) em solu¢do com DCM seco, gota-a-
gota, em banho de gelo, sob atmosfera inerte. Apdés completa a adigdo, a mistura reacional
foi levada a temperatura ambiente e agitada em shaker por 45 min. A resina foi filtrada,
submetida ao coquetel de lavagem DCM (3x5mL), EtOH (3x5mL) e éter etilico (3x5mL) e
seca em estufa a vacuo.

IV (cm™): 1762, 1527, 1346, 860.

1.5.39.2. Formacao das resinas diaminadas (261-264):

A resina 260 (1eq., 200 mg) foi adicionada em um erlenmeyer juntamente com DCM
seco. Apos 10 min., 10 eq. (1,3 mmol, aprox. 0,1 mL) da diamina correspondente foi
adicionada de uma vez sé ao meio reacional (1,4-diaminobutano 253, 1,3-propanodiamina
256, 1,2-etilenodiamina 257 e piperazina 258). A adigdo da amina gerou uma coloragao
amarelada no meio reacional, indicando o deslocamento do p-nitro fenolato. Apds a adigéo
da diamina o erlenmeyer foi agitado durante 2h a temperatura ambiente. A resina foi filtrada
do meio reacional em um funil sinterizado, submetida ao coquetel de lavagem e seca em
estufa a vacuo.

Coquetel de lavagem: DCM (2x10mL), THF (2x10mL), THF 1:1 H,O (2x10mL), H,O
(2x10mL), THF (2x10mL), e Et,O (2x10mL).

As estruturas e caracterizacao das resinas 261-264 sao apresentadas a seguir:

2-aminoetilcarbamato ligado a resina Wang (261):
o)

O/\OJ\N/\/NHZ

H
IV (em™): 1710
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3-aminopropilcarbamato ligado a resina Wang (262):
o)

O/\OJ\H/\/\NH2
IV (cm™): 1710

4-aminobutilcarbamato ligado a resina Wang (263):
O

O/\O)J\N/\/\/NHZ

H
IV (em™): 1710

piperazina-1-carboxilato ligado a resina Wang (264):
o)

O/\OJJ\N/ﬁ

NH

IV (cm™): 1698

1.5.39.3. Acoplamento da DHPM 225 a resina:

As resinas 261-264 (1eq.) foram adicionadas em um erlenmeyer juntamente com DCM seco.
Apdés 10 min.,, a DHPM 225 foi adicionada ao meio reacional na propor¢do 2-3 equiv.
juntamente com os agentes de acoplamento DCC ou DIC e DMAP (2-5 e 0,1-0,2 equiv.,
respectivamente). O erlenmeyer foi agitado durante 48-145h a temperatura ambiente, até o
teste de Kaiser ser negativo. Ao final, a resina foi filtrada do meio reacional em um funil
sinterizado, submetida ao coquetel de lavagem e seca em estufa a vacuo.

Coquetel de lavagem: DCM (2x10mL), THF (2x10mL), THF 1:1 H,O (2x10mL), H.O
(2x10mL), EtOH (2x10mL), e Et,O (2x10mL).

As estruturas e caracterizagao das resinas 265-270 sao apresentadas a seguir:

3-(6-metil)-4-fenil-2-tioxo-1,2,3,4-tetraidropirimidina-5-carboxamido)propilcarbamato
ligado a resina Wang (265):

IV (cm™): 1707, 1669.0, 1194
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2-(6-metil)-4-(3-nitrofenil)-2-tioxo-1,2,3,4-tetraidropirimidina-5-carboxamido)
etilcarbamato ligado a resina Wang (267):
NO,

(0]
H
O\/ON\/\
1A DS
HS

IV (cm™): 1713.6, 1657, 1530, 1341, 1193

3-(6-metil)-4-(3-nitrofenil)-2-tioxo-1,2,3,4-tetraidropirimidina-5-carboxamido)
propilcarbamato ligado a resina Wang (268):

O O
O/\O)J\H/\/\H | NH
s

IV (ecm™): 1710, 1668, 1532, 1341, 1189
4-(6-metil)-4-(3-nitrofenil)-2-tioxo-1,2,3,4-tetraidropirimidina-5-carboxamido)

butilcarbamato ligado a resina Wang (269):
NO,

O\/O\H/H\/\/\N NH

Ho
© NAS
H
IV (cm™): 1706, 1654, 1530, 1343, 1185
4-(6-metil)-4-(3-nitrofenil)-2-tioxo-1,2,3,4-tetraidropirimidina-5-cerbonil)piperazina-1-

carbamato ligado a resina Wang (270):
NO,

(\N | NH
O\/O\[C])/N\) H/gs
v (cm'1): 1709, 1657, 1531, 1343, 1187
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1.5.39.4. Protocolo para a clivagem acida das resinas 265-270:

As resinas 265-270 foram adicionadas em um erlenmeyer juntamente com DCM por 10 min.,

apos foi adicionado 1/3 de TFA e agitado por 2h a temperatura ambiente quando a resina foi
filtrada em funil sinterizado e lavada com o coquetel: DCM (5x10mL), EtOH (10x10mL),
DCM (2x10mL), e Et,O (2x10mL). O filtrado foi evaporado a secura obtendo-se o bruto na
forma de oOleo (amarelo-avermelhado) que foi tratado com NaOH,, 0,1M. O produto foi
extraido com AcOEt e a fase orgénica foi tratada com Brine, Na,SO,, filtrada e evaporada a
secura. Tentativas de purificacdo por coluna cromatografica ndo foram bem sucedidas
devido a pouca quantidade isolada.
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CAPITULO 2. AVALIACAO PRE-CLINICA DOS COMPOSTOS SINTETIZADOS
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2.1. INTRODUCAO

O cancer € um termo genérico para um grupo de mais de 100 doengas crénicas que
podem afetar qualquer parte do corpo. Uma caracteristica que define o cancer é o
crescimento de células anormais que podem invadir partes adjacentes do organismo. Estas
células também podem espalhar-se para outras partes do corpo em um processo conhecido
como metastase. Estas doengas sdo a maior causa de mortes no mundo inteiro e a previsao
da Organizagdo Mundial da Saude é que o numero de dbitos continuard crescendo, com
uma estimativa de 9 milhdes de pessoas morrendo em 2015 e 11,4 milhées em 2030."

Dentre as estratégias utilizadas no tratamento do céncer estdo: excisdo cirurgica,
radioterapia e quimioterapia. A quimioterapia pode ser utilizada por si s6 ou como adjuvante
das outras formas de tratamento. Dentre as abordagens farmacoldgicas estdo o uso de
agentes alquilantes, antimetabdlitos, antibidticos citotoxicos, alguns horménios e
antagonistas, isétopos radioativos, além de outros agentes diversos. Estes compostos séo
classificados de acordo com seu mecanismo de agao e fase do ciclo celular na qual atuam.?

Uma das estratégias para o tratamento do cancer é o desenvolvimento de farmacos
que interrompam o ciclo celular durante o estagio da mitose. Compostos que perturbam a
polimerizagdo/despolimerizacao dos microtubulos interferem na segregacdo cromossémica
necessdria para a correta divisdo celular. Uma variedade de farmacos que se ligam a
tubulina e inibem a formagdo do fuso mitético sdo atualmente utilizados na terapia
antitumoral, como por exemplo: os alcaldides da vinca, vincristina, vinblastina e vindesina; e
os taxanos, paclitaxel e docetaxel.®> Uma das maiores desvantagens destes agentes é o fato
dos microtubulos também estarem envolvidos em muitos outros processos celulares como
na manutencdo das organelas e forma celular, na mobilidade celular, em vesiculas
sinapticas e fendbmenos de transporte intracelular. Assim, a interferéncia nos microtubulos

também leva aos seus maiores efeitos colaterais, como, por exemplo, a neurotoxicidade.

Cinesinas sdo proteinas motoras que utilizam energia advinda do ATP para
moverem-se ao longo dos microtubulos. Estas proteinas estdo envolvidas em processos de
transporte celular e na mitose.*® Existem mais de 45 diferentes Cinesinas em humanos, e
seu papel no processo mitético é essencial para formacao e funcionamento do fuso mitético,

segregacao e transporte dos cromossomos, controle de checkpoint mitético e citocinese.®

Ao inicio da mitose, apos duplicagdo dos centrossomos e replicacdo do DNA durante
a intérfase, a formacao inicial do fuso comeg¢a com a separagédo dos centrossomos, 0s quais
se tornam os centros de organizacdo dos microtubulos. Experimentos utilizando

interferéncia por RNA demonstram que trés cinesinas, dentre elas a cinesina Eg5, sao
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responsaveis pela formagao bipolar do fuso mitético.” A cinesina Eg5 humana (Homo
Sapiens Eg5 — KSP) desliza ao longo dos microtubulos gerando forgas para a formacgéao do
fuso bipolar e separagdo dos centrossomos. Durante a pré-metafase (Figura 17), os
cromossomos condensados comegam a se ligar aos microtibulos e mover-se para o centro
do fuso. Quando os cromossomos estao corretamente alinhados a célula passa pela fase de
checkpoint e comeca a anafase, com separacao das cromatides irmas e segregacao dos
centrossomas. Ao final da mitose, o fuso se alonga e as duas células filhas separam-se

durante a citocinese.®

metafase anafase

profase telofase

Figura 17. Fases do ciclo celular, mostrando microtibulos em verde e material genético em
azul

Utilizando High Throughpout Screening (HTS) em uma quimioteca de 16.320
compostos, Mayer e colaboradores® descobriram uma nova molécula que, em sua forma
racémica, € capaz de interromper a formacao do fuso mitético em células de mamiferos.
Esta molécula foi denominada Monastrol devido ao fendétipo monoastral monopolar dos
microtubulos cercados por um anel de cromossomos que foi observado no lugar do fuso
mitético bipolar normal (Figura 18). Os autores também demonstraram que a atividade do
Monastrol deve-se a inibicao seletiva da Cinesina Eg5. Sendo o primeiro inibidor seletivo
desta proteina, o (+/-)-Monastrol (ICs, = 30 uM)® tornou-se uma molécula-plataforma (/ead)
para a sintese de novas moléculas e uma nova abordagem no tratamento do cancer. Ambos
enantibmeros, R- e S-Monastrol, apresentam efeito inibitério sobre a cinesina Eg5, porém o
enantibmero S é mais potente e induz o fendtipo monoastral em concentracées inferiores as

do enantidmero R ou da mistura racémica.'’ O S-monastrol inibe a motilidade da Eg5 em um
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valor de ICs, de 14 pM e causa um bloqueio especifico e reversivel no ciclo celular.®
Também foi descrito que o Monastrol € um inibidor alostérico que se liga em uma porcao
distante 12A do centro catalitico da enzima e realiza sua acao através da inducao de
mudancas conformacionais que bloqueiam a liberacéo do ADP deste centro catalitico.'

HO

EtO | NH
N S
H
Monastrol

Figura 18. Monastrol e o fenétipo apresentado pelo fuso mitético apos tratamento.

As abordagens mais utilizadas para verificar agdo sobre a Cinesina Eg5 sédo a
verificagdo do fendtipo monoastral e um ensaio onde é averiguada in vitro a agao ATPasica
da cinesina estimulada pelos microtubulos (in vitro steady-state ATPase assay). Atraves
destes estudos, varios outros inibidores da Cinesina Eg5 ja foram publicados contendo a
estrutura base das DHPMs (Figura 19). A ciclizacdo das cadeias laterais do Monastrol levou
a obtencdo de derivados biciclicos conformacionalmente restritos com maior atividade
inibitéria sobre a Eg5. O Enastron (276 ICsy = 2 uM), o Enastrol (277 1Cso = 2 uM) e o
Dimetilenastron (278 ICsy = 200 nM) foram identificados como inibidores potentes e
especificos.”® A aromatizacdo da cadeia lateral levou ao Vasastrol 279 (ICs, = 1,2 pM),
porém existem duvidas sobre acao seletiva deste composto sobre a Eg5 devido ao fenétipo
observado.™
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Figura 19. Analogos biciclicos do Monastrol

Outras classes de compostos também demonstraram eficacia na inibicdo da
Cinesina Eg5 (Figura 20). O Terpendole E (280) € o unico produto natural reportado até o
momento a apresentar acdo sobre esta enzima (ICs, = 23 pM)." Um inibidor alostérico
potente da Eg5 é o enantibmero R do CK0106023 281,'® e seu analogo SB-715992
(Ispinesib) apresenta atividade antitumoral em muitos modelos murinos e de tumores sélidos
em ensaios clinicos em fase I1.'®* Uma molécula relativamente mais simples, a S-tritil-L-
cisteina 282, também demonstrou agdo sobre a Eg5, com um ICs, de 1,3 pM™ e foi
demonstrado que, apesar da estrutura bastante diferente em relacdo ao Monastrol, ambos
ligam-se & mesma regido da enzima Eg5.”° A classe das tetraidro-B-carbolinas,
representada pelo HR22C16 283, também apresentou varios analogos potentes e seletivos
em relacdo & Eg5, o composto 284 apresenta um ICs, de 90 nM.?° Diidropirréis como 285
também apresentam acéo potente e especifica sobre a Eg5 (ICso = 11 nM).?!
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Figura 20. Alguns inibidores da cinesina Eg5 reportados até o momento

Embora a maioria destes andlogos apresente poténcia superior ao Monastrol,
acredita-se que esta classe ainda possa ser otimizada quanto a sua acao antitumoral. Em
um estudo de relagéo estrutura atividade (REA) publicado pelo nosso grupo de pesquisa,?
foi verificada a agdo de analogos do Monastrol sobre 7 linhagens de células tumorais. Neste
estudo foi estabelecido o papel fundamental do enxofre para a atividade citotoxica das
DHPMs, uma vez que os derivados contendo o grupamento 2-o0xo apenas apresentaram
atividade citostatica. Entre os compostos ativos, foi descoberto um novo analogo 30 vezes
mais potente que o Monastrol, apresentando maior atividade em 6 das 7 linhagens
estudadas. Ainda, este composto foi mais ativo que o padrdo doxorrubicina em 3 das 7
linhagens testadas. Este analogo no qual a por¢ao molecular derivada do aldeido apresenta
como substituinte o grupamento 3,4-metilenodioxi foi entdo denominado Piperastrol 191
(Figura 21, codificado em nosso laborat6rio como LaSOM 64).
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Figura 21. Estrutura molecular do LaSOM 64

De acordo com estudos de REA da classe das DHPMs relatados,® a acdo destes
compostos sobre a cinesina Eg5 ndo pode ser melhorada em relacdo ao Monastrol atravées
da modificacdo no padrdao de substituicdo do anel aromatico (Figura 22). Foi determinado
que a presenga de grupamentos volumosos em C-4, como naftila ou stirila, levam a uma
diminuicdo na atividade sobre a cinesina Eg5. Substituicdo do grupamento metila em C-6
por uma fenila ou isopropila também leva a uma diminuicdo na atividade. Compostos
contendo enxofre na posi¢ao 2 apresentaram maior inibicdo que aqueles contendo oxigénio.
Alteragdes no substituinte do grupamento éster em C5 sdo bem toleradas, e a utilizagcao de
grupamentos mais volumosos favorece a atividade. Metilagdo do N1 ndo causa perda nem

diminui¢do da atividade.

+ ativos
R4 = 3-OH-CgH,4
R4 = 3'COOH'C6H4
EEEEE—
+ ativos R, = 30 exemplos
Rs = i-Bu - ativos
Rs = Bn N
R-S = Et, Me O R4
- ativos
N - + ativos
‘ X=S
+ ativos X=0
Re = Me N X - ativos

Rs = Ph |
- ativos I:{1

Figura 22. Esquema de relacao estrutura-atividade das DHPMs em relacéo a inibicao da
cinesina Eg5

Apesar de ja haver uma REA estabelecida para estes heterociclos, muitos autores

questionam o motivo destas moléculas apresentarem melhor perfil de atividade quando
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utilizadas em culturas celulares em relacéo aos resultados utilizando somente a enzima.''**

Uma das possiveis explicacdes foi a inibicdo de outras proteinas envolvidas na formacgéo e
manutencado do fuso mitético. Porém foi demonstrado que o Monastrol exerce sua acao
exclusivamente sobre a cinesina Eg5 no fuso mitético. Outra explicacdo esta baseada na
forca ibnica do meio, que pode alterar a capacidade do Monastrol de ligar-se a cinesina, pois

nao haveria cuidado de reproduzir a mesma forga iénica nos diferentes ensaios.

A classe das DHPMs apresenta acdo em diversos sistemas biolégicos, sendo
consideradas estruturas privilegiadas (privileged structure’).?> Além da acdo sobre a cinesina
Eg5, algumas DHPMs se demonstraram moduladoras da chaperona molecular Hsp70 (Heat
Shock Protein 70) acentuando o interesse de agentes antitumorais com base neste tipo de
heterociclo.?®?” DHPMs também foram reportadas como antagonistas seletivas do receptor
asa-adrenérgico, e encontraram aplicacdo no tratamento da hiperplasia benigna de
prostata.®® Nao se pode descartar que estas moléculas exercam sua acdo sobre células
tumorais através de mais de um mecanismo concomitantemente. Saudi e colaboradores®
demonstraram recentemente que uma grande colecdo de DHPMs e analogos apresentam
potencial no tratamento da Toxoplasmose. Porém a desvantagem apontada pelos autores
foi o fato delas nao apresentarem acgéo seletiva sobre a diidrofolato redutase (DHFR) do
parasita, contrariamente ao farmaco referéncia Trimetropim. Os ensaios de inibicdo da
DHFR humana mostraram que os compostos sdo potentes inibidores desta enzima, com
valores de 1Cso na faixa de nM. A inibicao da DHFR humana é o mecanismo de agédo dos
compostos antimetabdlitos, representados pelo Metotrexato, no tratamento do cancer.
Portanto ndo pode-se descartar que as DHPMs possam agir no tratamento do céncer
através de dois ou mais mecanismos distintos e concomitantes, que podem funcionar de

maneira sinérgica. Existem autores®®*'

que defendem a premissa de que a inibicdo parcial
de dois ou mais alvos biol6gicos € mais eficiente na resolugéo da patologia do que a inibigao
total de um Unico alvo. Baseado nisso esta o conceito de farmacos com acdo em multiplos

alvos moleculares, também chamados duais ou simbi6ticos®2.

Visto isso, acredita-se que esta classe de compostos merece ser mais bem estudada
quanto a sua acao antitumoral, uma vez que a grande maioria dos estudos esta centrada na

acao do Monastrol e somente visando inibi¢ao da Egb.

" “Estruturas privilegiadas” sGo moléculas-plataformas com ligacBes versdteis, onde uma simples
molécula é capaz de fornecer ligantes potentes e seletivos para uma série de alvos bioldgicos
diferentes através de modificacbes de seus grupos funcionais. Além disso, as estruturas privilegiadas
geralmente apresentam excelentes propriedades drug-like, e que podem, também, levar a
quimiotecas de compostos drug-like e prototipos.
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Gliomas sdo os tumores mais freqlientes no sistema nervoso central (CNS) em
humanos.*® O Gliobastoma multiforme (GBM) é classificado como grau IV pela organizagao
mundial de saude (WHO) e representa a forma mais agressiva destes tumores. Apesar dos
progressos consideraveis nas pesquisas sobre o0s aspectos moleculares de gliomas
malignos, a expectativa de vida de pacientes portadores deste tipo de cancer continua a ser
pequena.®* O tratamento cirlrgico seguido de radioterapia continua sendo o tratamento de
escolha para GBM,* e a quimioterapia adjuvante disponivel atualmente pode aumentar
apenas de um a trés meses a sobrevida dos pacientes.*® Apesar destes tratamentos, os
gliomas reincidem rapidamente devido a sua elevada taxa de proliferacdo e natureza
altamente infiltrativa e invasiva.®*® A quimioterapia paliativa & comumente usada no
tratamento dos pacientes reincidentes, porém somente o agente alquilante temozolomida
produz bons resultados, e ainda assim em uma pequena percentagem dos pacientes.*
Recentemente, Milller e colaboradores® demonstraram que o Monastrol e analogos
biciclicos sdo promissores no tratamento de tumores no SNC, sendo efetivos contra a
proliferacdo de gliobastomas humanos. Os compostos tém as vantagens®® de nao
apresentarem a neurotoxicidade de outros agentes, ndo serem inativados por ligagdo as
proteinas do soro nem por clivagem através de esterases, além de nao serem substratos
para a bomba de efluxo p-gp, principal responsavel pela resisténcia de tumores cerebrais a

varios agentes antitumorais.

O sarcoma 180 é um tumor originario de camundongos e é uma das linhagens de
células mais utilizadas na pesquisa in vivo de novos agentes antitumorais, uma vez que
histologicamente apresenta-se como massa soélida formada por células com pleomorfismo
acentuado, estroma conjuntivo vascularizado circundando e permeando o tumor, necrose
central e padrao histolégico misto apresentando aspecto tanto de carcinoma como de
sarcoma.*® A atividade de inibicdo frente a um tumor com estas caracteristicas revela uma
substancia de alto poder citotoxico com grande poder de penetracdo em massas soélidas,
fator determinante para um candidato a farmaco antitumoral. Nao existem relatos na
literatura de investigagdo da atividade antitumoral in vivo do Monastrol nem de seus
andlogos. A investigacdo da ag&o antitumoral in vivo utilizando modelos animais € um passo
muito importante na avaliagdo pré-clinica e no processo de aperfeicoamento de novos
candidatos a farmaco, uma vez que permite verificacdo de parametros farmacocinéticos e

toxicoldgicos.
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2.1.1. Outras atividades bioldgicas das DHPMs

DHPMs e seus derivados apresentam uma vasta gama de atividades bioldgicas.®

Dentre algumas das atividades descritas para esta classe estdo antifungica e
antibacteriana,*® antiviral," antiinflamatéria* e antioxidante. DHPMs também apresentam
efeito modulador dos canais de célcio, sendo anti-hipertensivos e dilatadores coronarianos
no tratamento da angina, além de apresentarem acdo anti-isquémica em modelos

animais.***

Estes heterociclos podem ser consideradas aza-andlogos das Diidropiridinas de
Hantzsch, representadas pelo farmaco Nifedipino. Rovnyak e colaboradores*® demonstraram
que a acao das DHPMs sobre os canais de calcio € altamente dependente da configuracao
do carbono quiral em C4, o qual funciona como um “switch molecular’, sendo um dos
enantibmeros agonista e o outro, antagonista dos canais de Ca®*. Derivados contendo o
grupamento amida na posi¢do C5 apresentaram atividade anticoagulante*® ou inibicdo da
captacao de adenosina pelos trombdcitos. Outras atividades relatadas para esta classe sao
o0 antagonismo de receptores de glutamato metabotrépicos do grupo 2* e do neuropeptideo
Y.49
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2.2. OBJETIVOS

Os objetivos deste capitulo constituem-se em: a) avaliar, através de testes
farmacoldgicos in vitro e in vivo, a atividade antitumoral de alguns compostos sintetizados
neste trabalho, selecionados de acordo com os critérios expostos no capitulo 1; b) investigar
o perfil farmacocinético do composto mais ativo encontrado nos testes realizados para a
atividade antitumoral c) avaliar a atividade carrapaticida e antifungica in vitro dos compostos
sintetizados visto as atividades farmacoldgicas relatadas na literatura para esta classe; d)
avaliar a farmacocinética pré-clinica do LASOM 65 em roedores ap0s administragéo
intravenosa (iv) bolus e intraperitoneal de diferentes doses.
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2.3. Avaliacao da atividade carrapaticida contra Ripicephalus (Boophilus)

Microplus

Os testes de atividade larvicida e ovicida contra carrapatos da espécie Ripicephalus
(Boophilus) Microplus™ foram realizados em colaboracdo com a Professora Vera Lucia
Sarda Ribeiro, Faculdade de Veterindria, UFRGS e Professora Gilsane Von Poser,
Faculdade de Farmaéacia, UFRGS. Foram selecionados 8 compostos e estes sao

apresentados na Figura 23.
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Figura 23. DHPMs testadas como carrapaticidas contra a espécie Ripicephalus (Boophilus)
Microplus

2.3.1. Materiais e métodos

2.3.1.1. Procedimento Experimental para determinacao da atividade
Larvicida

Para a realizacdo dos ensaios de atividade larvicida foram pesados 5mg de ovos
vidveis (correspondente a aproximadamente 100 ovos), e estes foram lacrados dentro de
sacos de cha. Ap6s a eclosao dos ovos, as larvas, presas dentro dos sacos de cha foram
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submetidas ao ensaio. Todos os compostos testados foram utilizados em triplicata, assim
como o branco contendo somente o solvente. As amostras foram testadas inicialmente em
duas concentracées (1ug/mL e 0,1ug/mL), diluidas em DMSO 1% em EtOH 95%. Os sacos
de cha contendo as larvas foram imersos nas solugcdées contendo os produtos por 5 minutos,
secos e incubadas a 37°C por 48h. A leitura foi entao realizada por contagem com auxilio de

lupa de aumento e o resultado foi expresso em percentual de larvas vivas (% vivas).

2.3.1.2. Procedimento Experimental para determinacao da atividade
Ovicida:

Para os testes de atividade ovicida, foram pesados 5mg de ovos viaveis
(aproximadamente 100 ovos) e colocados dentro de tubos de ensaio. Uma amostra destes
ovos foi incubada sem imersdo em nenhum produto para controle do tempo de eclosao dos
ovos. As amostras foram todas testadas em triplicata nas concentra¢cdes de 1ug/mL e
0,1ug/mL, diluidas em uma mistura de DMSO 1% em EtOH 95%, a qual também foi utilizada
como branco. As colbnias de ovos, dentro de tubos de ensaio, foram imersas nas solugées
contendo as amostras por 5 minutos, decantadas, secas e incubadas em estufa a 37°C pelo
periodo necessério para eclosao dos controles. A leitura dos resultados foi realizada com
auxilio de lupa de aumento, e os resultados foram expressos em porcentagem de eclosao

dos ovos (% eclosao).

2.3.2. Resultados e Discussao

No teste da atividade larvicida, nenhuma das 8 DHPMs testadas demonstrou atividade
nas concentragdes utilizadas, ocorrendo 100% de sobrevivéncia em todas as amostras. Nos
testes de atividade ovicida também n&o houve atividade alguma destas moléculas, havendo
eclosdao de 100% dos ovos. Possivelmente, os resultados negativos obtidos devem-se a
incapacidade das DHPMs de atravessar a camada de actina polar que compde o
exoesqueleto destes ectoparasitas. Outros compostos testados pelo nosso grupo de
pesquisa com a mesma linhagem de larvas e ovos apresentaram atividade, descartando,

assim, a possibilidade de falsos negativos.

137



2.4. Avaliacao da atividade antifungica contra os fitopatdogenos Botrytis

cinerea e Colletotrichum gloeosporioides

Botrytis cinerea é o fungo responsavel pelo mofo cinzento (“Gray mold”). Esta patologia
encontra-se amplamente distribuida no mundo e afeta mais de 200 espécies vegetais®’
sendo responsavel por danos considerdveis em colheitas e causando grande impacto
econdmico na agroindustria mundial.”® Alguns exemplos de producdes vegetais afetados por
este problema sdo as produgcdes de morango, tomate, pepino, pimentdo, feijao, abdbora,
uva e beringela™ (Figura 24). A aplicacdo de fungicidas sintéticos tem sido a principal forma
de combater a doenga causada por B. cinerea,®® porém o uso inadequado destes agentes
tem levado a ocorréncias de resisténcia aos fungicidas disponiveis atualmente.®’® Desta

maneira a busca por novos agentes ativos contra este tipo de fungo faz-se necessaria.

Figura 24. Morangos e uvas infectados por Botrytis cinérea

Colletotrichum gloeosporioides € outro fungo fitopatdégeno que causa significativo
impacto econémico mundial. Este fungo representa um grande problema na producao de

manga, mamao, goiaba, pimentdo e maracuja®** (

Figura 25). Este fitopatdgeno também € o
principal responsavel por perdas econdmicas no cultivo de cebola em varias regides
brasileiras.”® Assim como ocorre com B. cinerea, o uso indiscriminado de agentes

® e neste caso o

antifingicos levou ao desenvolvimento de resisténcia nesta espécie,®
desenvolvimento de novas moléculas capazes de inibir sua proliferacdo se faz igualmente

necessario.
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Figura 25. Mamao e manga infectados por Colletotrichum gloeosporioides

DHPMs e derivados tém sido estudados quanto a sua atividade antifungica. Singh e
colaboradores® demonstraram recentemente que diidropirimidinonas obtidas diretamente
através da reagao de Biginelli apresentam atividade antifungica contra T. hammatum, T.
koningii e A. niger. Os valores de concentragdo minima inibitéria (MIC) para estas cepas
ficaram na faixa de 25-350ng/mL. DHPMSs conjugadas com anéis tiazélicos®” demonstraram
atividades entre moderadas e excelentes contra uma série de fungos patogénicos. DHPMs
substituidas com &acidos borénicos na posicdo aromatica (C4) ndo demonstraram agao
antifingica contra 4 cepas de fungos patdgenos.”® Pirimidinas derivadas das DHPMs
apresentam atividade comparavel aos farmacos referéncia com MICs na faixa de nanomolar
contra cepas de fungos patogénicos como Candida albicans e Criptococcus neoformans.®
Octaidroquinazolinonas, as formas biciclicas das DHPMs representadas pelo Enastron 276,
também foram investigadas quanto a sua atividade antifungica e as atividades encontradas
contra uma série de fungos patogénicos sdo de moderadas a excelentes.”’ Apesar do
grande numero de relatos, todos os estudos reportados focam apenas na atividade

antiflngica destas moléculas contra fungos capazes de infectar seres humanos.

Em vista disso, 20 DHPMs sintetizadas neste trabalho foram investigadas frente os
fitopatdgenos Botrytis cinerea e Colletotrichum gloeosporioides. Os ensaios antifungicos
foram realizados em colaboracdo com a Professora Gilsane Von Poser (Faculdade de
Farméacia, UFRGS) e a Professora Rosa Duran Patron do Departamento de Quimica
Organica, Facultad de Ciencias, Universidad de Cadiz, Cadiz, Espanha, com supervisdo do
Professor Isidro Gonzéalez Collado.
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2.4.1. Materiais e Métodos

As 20 DHPM s testadas para atividade antifungica sao apresentadas na Figura 26.
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Figura 26. DHPMs avaliadas nos ensaios antifungicos

As culturas de B. cinerea, B. cinerea 2100, e de C. gloeosporioides empregadas
neste trabalho foram obtidas do Centro Espanol de Cultivos Tipos (CECT), Facultad de
Biologia, Universidad de Valencia, Espanha. Os bioensaios foram realizados pela medida
da inibicdo do crescimento radial em meio Agar em uma placa de Petri. Os compostos teste
foram dissolvidos em DMSO de forma a obter solugbes com concentragdes de TmM.

Estas solugcbes contendo o composto teste foram adicionadas a meio Malt Agar
(glicose-malt-peptona-agar, 61 g/L, pH 6,5-7,0) para o ensaio com B. cinerea. Para o ensaio

140



com Colletotrichum gloeosporioides as solugdes foram adicionadas a meio PDA (Potato-
Dextrose-Agar). A concentracao final de DMSO foi idéntica tanto no controle quanto nas
culturas tratadas. O meio foi vertido em placas de Petri de plastico estéreis (6 cm de
didmetro) e um disco micelar de 6mm de diametro do fungo fitopatégeno, retirado de uma

cultura em crescimento ativo, foi posicionado no centro da placa teste.

A inibicao do crescimento radial foi medida por 8 dias. A inibicAdo do crescimento foi
calculada como a porcentagem de inibicdo do crescimento radial relativo ao controle através
seguinte equacao: | = 100x(C-T)/C, onde | = percentual de inibicdo do crescimento, C =
didmetro da colénia no controle menos o diametro do cilindro implantado, T = didmetro da

colbnia no tratamento menos o didmetro do cilindro implantado.

Os ensaios foram realizados em triplicata e os resultados sdo apresentados como

médias de trés replicatas do didmetro das colbnias (xDP).

2.4.2. Resultados e discussao

Os resultados para a avaliacdo preliminar da atividade dos compostos na
concentracao de 1mM contra as cepas de Botrytis cinerea e Colletotrichum gloeosporioides
séo apresentados na Tabela 17.
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Tabela 17. Porcentagem de inibicdo do crescimento radial de coldnias de B. cinérea e C.

gloeosporioides em

concentracdo de 1mM.

relacdo ao controle. Todos compostos foram empregados na

Botrytis cinerea

Colletotrichum gloeosporioides

% de inibicao em

% de inibicao em

% de inibicao em

% de inibicao em

Composto 72h 144h 72h 144h
LaSOM 60 62 72 81 79
LaSOM 61 33 55 27 -
LaSOM 62 78 78 88 86
LaSOM 63 71 72 63 62
LaSOM 64 74 69 73 74
LaSOM 65 19 ; 30 ;
LaSOM 68 35 58 32 ;
LaSOM 70 11 - 3 ;
LaSOM 71 38 56 23 -
LaSOM 75 48 53 63 64
LaSOM 90 15 - 7 -
LaSOM 88 78 74 71 73
LaSOM 89 33 63 48 52
LaSOM 91 48 51 22 -
LaSOM 92 31 - 25 -
LaSOM 93 42 55 44 52
LaSOM 94 22 45 5 -
LaSOM 95 43 48 70 75
LaSOM 96 20 41 9 -
LaSOM 97 72 70 67 65
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Em geral os compostos que apresentaram inibicio de B. cynerea também
apresentaram inibicdo para C. gloeosporioides, sugerindo um mecanismo de agcdo comum a
ambas as culturas. Dentre as 20 DHPMs testadas, os compostos mais ativos LaSOM 60,
LaSOM 62, LaSOM 63, LaSOM 64, LaSOM 88, LaSOM 97 apresentaram inibicado do
crescimento de ambos os fungos maior que 60%, em ambos tempos verificados (72 e 144h).
Dentre estes, o LaSOM 62 foi o que apresentou maiores valores de inibicao do crescimento
das culturas de fitopatégenos, inibindo o crescimento de Botrytis cinerea em 78%, e de
Colletotrichum gloeosporioides em 88% (72h). O LaSOM 75 e o LaSOM 95 apresentaram
uma boa atividade sobre o crescimento, porém menor que os compostos mais ativos. Os
compostos LaSOM 94 e LaSOM 96 parecem promover o crescimento do C. gloeosporioides
em 72h de tratamento.

Pode-se observar que as DHPMs com enxofre em C2 sdo muito mais ativas que
seus oxo-analogos, conforme pode ser exemplificado quando se comparam as atividades de
LaSOM 60 e LaSOM 70, ambos substituidos com o grupamento fenila na posicdo 4. O
LaSOM 60 inibiu em 62% o crescimento de B. cinérea, e em 81% o crescimento de C.
gloeosporioides, enquanto o LaSOM 70 inibiu o crescimento de ambos os fungos em valores
menores que 12% nas mesmas 72h. O unico composto contendo oxigénio na posi¢ao 2 que
demonstrou atividade apreciavel para ambos os fungos foi o LaSOM 89, substituido com
uma metoxila em para no anel aromatico, o qual apresentou um efeito tempo dependente na
inibicdo de B. cinerea, chegando a inibir em 63% seu crescimento em 144h de tratamento, e
inibiu o crescimento de C. gloeosporioides cerca de 50% para ambos tempos investigados.
Mesmo assim, seu analogo contendo enxofre na posi¢cao 2 (LaSOM 88) foi mais ativo em
ambos os fungos, exibindo inibicado maior que 70% em todos os tempos investigados.

Dentre as DHPMs que formam a quimioteca testada encontram-se compostos
substituidos nas posi¢des para, meta ou em ambas as posi¢cées do anel aromatico. Os
compostos mais ativos foram aqueles apresentando substituinte em para, nao importando a
natureza do substituinte. A Unica excegédo é o LaSOM 97, substituido com uma metoxila em
meta, o qual também apresentou boa atividade, com inibicdo superior a 60% sobre ambos
os fungos em ambos os tempos avaliados (72h e 144h).

Na série dos compostos substituidos com grupamentos oxigenados no anel
aromatico, quando se compara os compostos LaSOM 61 e LaSOM 97, e LaSOM 88 e
LaSOM 91, pode-se perceber que o grupamento hidroxila livre no anel aromatico
desfavorece a atividade antifungica comparado ao grupamento protegido metoxila. Também
pode ser notado que o grupamento metoxila tanto em meta (LaSOM 97), quanto em para
(LaSOM 88) apresenta boa atividade com inibicées igual e superior a 65% e igual e superior
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a 71% respectivamente. Porém o composto contendo ambos os substituintes (LaSOM 93)
apresenta uma atividade inferior a estes com inibicdo igual ou inferior a 55%. A unido de
ambos o0s oxigénios através de uma unidade metilénica (LaSOM 64, inibicdo = 69%) causa
um aumento na atividade quando comparado aquele com as metoxilas separadas (LaSOM
93 inibicdo < 55%).

2.5. AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTITUMORAL

Para os ensaios de avaliagcdo farmacolégica abordados neste capitulo foram
selecionados 24 entre os compostos cuja sintese foi apresentada e discutida no Capitulo 1.
A selecao dos compostos foi baseada em resultados anteriores obtidos pelo nosso grupo de
pesquisa e dados da literatura, conforme apresentado ao longo deste manuscrito.

Os compostos sintetizados que foram submetidos a avaliagdo farmacolégica foram
codificados como LaSOM, seguido de um numero previamente determinado. Esta sera a
nomenclatura adotada neste capitulo do manuscrito. A relacdo entre a codificacdo LaSOM e
a numeracao utilizada ao longo deste manuscrito esta apresentada na Tabela 13 abaixo. As
estruturas dos compostos LaSOM sao apresentadas no item referente aos materiais e
métodos de cada ensaio farmacolégico.
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Tabela 13. Numeragdo e cddigos dos compostos avaliados farmacologicamente nesse
capitulo

LaSOM Composto LaSOM Composto
60 167 66 213
61 209 77 214
62 173 68 190
63 184 69 195
64 191 70 181
65 210 71 194
72 211 89 189
75 182 90 183
88 172 92 198
91 199 94 187
93 197 96 217
95 hval 98 216
97 212 99 215

2.5.1. Avaliacao da citotoxicidade sobre linhagens celulares de Glioma

Dando continuidade aos estudos do nosso grupo de pesquisa nha avaliacdo da
citotoxicidade do Monastrol (LaSOM 61) e analogos em diferentes linhagens de células
tumorais,®* decidiu-se investigar a atividade citotéxica de duas séries de DHPMs sobre
linhagens de glioma. 14 moléculas foram separadas em dois grupos analogos, contendo o
mesmo padrao de substituicdo na porcao aromatica e variando o substituinte na posicao 2,
sendo uma série composta por 7 tio-analogos e a outra por 7 oxo-analogos. Além destas
duas séries, uma diidropirimidina modificada com o grupamento etila no 4&tomo de enxofre
também foi investigada. As linhagens tumorais de glioma avaliadas foram a linhagem C6-
murina e a linhagem U118-MG humana.
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Os ensaios para verificacdo da citotoxicidade foram realizados em colaboracdo com
a Professora Ana Maria Oliveira Battastini e com a Dr. Andressa Bernardi do Departamento

de Bioquimica, Instituto de Ciéncias Basicas da Saude, UFRGS.

2.5.1.1. Materiais e métodos

2.5.1.1.1. Compostos avaliados

Os compostos investigados nos ensaios de avaliacdo da citotoxicidade sobre

linhagens de glioma s&o apresentados na Figura 27.
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Figura 27. DHPMs sintetizadas testadas contra linhagens celulares de glioma murino C6 e
humano U118-MG.
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2.5.1.1.2. Ensaio de contagem celular (ensaio de proliferacado
celular)

As linhagens celulares de glioblastoma humano U138-MG e a linhagem celular de
glioma de rato C6 foram obtidas da American Type Culture Collection (Rockville, Maryland,
USA). As células foram cultivadas em meio de cultura contendo Dubelcco’s Modified Eagle’s
Medium (DMEM) suplementado com 5% (C6) ou 15% (U118-MG) de soro fetal bovino. As
células foram mantidas em condigdes padrao de cultura celular (37°C, 5% CO,). Apds atingir
semi-confluéncia, as células de glioma foram tratadas com DMSO ou diferentes
concentracdes do Monastrol ou seus analogos. Ap6s o periodo de tempo especificado, o
meio de cultura foi removido, as células foram tripsinizadas com uma solucao de 0,25%

tripsina/EDTA e foram contadas imediatamente em um hemocitémetro.

2.5.1.1.3. Ensaio de viabilidade celular (MTT)

Para o ensaio do MTT, as células de glioma foram semeadas em uma placa de 96
pogos e, apods atingir semi-confluéncia, as culturas foram tratadas com os diferentes
compostos (50 ug/mL). Apds 48h de tratamento, o meio de cultura foi removido, as células
foram lavadas duas vezes com solucao salina tamponada com fosfato (phosphate buffered
saline — PBS) e 10 uL de MTT foram adicionados a cada um dos pocos. As células foram
entdo encubadas por 3h e a solucao foi removida. O formazan residual foi dissolvido em 100
ML de DMSO. A absorbéancia foi medida em um leitor de microplacas no comprimento de 490
nm. A viabilidade celular foi calculada através da seguinte férmula:

Viabilidade celular (%) = (Abss/AbScontroie)X100,

onde Abs; € a absorbancia das células tratadas com os diferentes compostos € AbS onirole € @
absorbancia das células controle (tratadas apenas com o meio de cultura ou com o

solvente).

2.5.1.1.4. Analise Estatistica

Todos resultados sdo apresentados como médias * desvio padrdo de trés
experimentos independentes realizados em duplicata. Os dados foram analisados por um
ANOVA seguido pelo teste de Tukey utilizando um Instat software package (GraphPad
Software, San Diego, CA, USA). Valores de P<0,05, P<0,01 e P<0,001 indicam diferenca

estatisticamente significativa.
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2.5.1.2. Resultados e discussao

Objetivando realizar um screening inicial dos analogos para comparagcdo com o
protétipo LaSOM 61, inicialmente foram investigados os perfis dose-resposta deste
composto através do ensaio de proliferacdo celular em ambas as linhagens celulares e em
diferentes tempos para encontrar a melhor dose e tempo de tratamento. As linhagens C6 e
U118-MG foram tratadas com LaSOM 61 nas doses de 2,5, 5, 10, 15, 25, 50, 75, 100 e 150
pMg/mL durante 24, 48 ou 72h. Os resultados séo apresentados nas Figuras 28-33 a seguir.
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Figura 28. Efeito do LaSOM 61 sobre a proliferacao de células de glioma de rato C6 em 24h. *
Significativamente diferente do grupo controle e do DMSO com P< 0.05 (ANOVA seguido do
Teste de Tukey). *** Significativamente diferente grupo controle e do DMSO com P< 0.001
(ANOVA seguido do Teste de Tukey).
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Figura 29. Efeito do LaSOM 61 sobre a proliferacao de células de glioma humano U138-MG em
24h. * Significativamente diferente do grupo controle e do DMSO com P< 0.05 (ANOVA seguido
do Teste de Tukey). *** Significativamente diferente grupo controle e do DMSO com P< 0.001
(ANOVA seguido do Teste de Tukey).
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Figura 30. Efeito do LaSOM 61 sobre a proliferacao de células de glioma de rato C6 em 48h. **
Significativamente diferente do grupo controle e do DMSO com P< 0.01 (ANOVA seguido do
Teste de Tukey). *** Significativamente diferente grupo controle e do DMSO com P< 0.001

(ANOVA seguido do Teste de Tukey).
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Figura 31. Efeito do LaSOM 61 sobre a proliferacao de células de glioma humano U138-MG em
48h. ** Significativamente diferente do grupo controle e do DMSO com P< 0.01 (ANOVA
seguido do Teste de Tukey). *** Significativamente diferente grupo controle e do DMSO com P<
0.001 (ANOVA seguido do Teste de Tukey).
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Figura 32. Efeito do LaSOM 61 sobre a proliferacao de células de glioma de rato C6 em 72h. *
Significativamente diferente do grupo controle e do DMSO com P< 0.05 (ANOVA seguido do
Teste de Tukey). *** Significativamente diferente grupo controle e do DMSO com P< 0.001
(ANOVA seguido do Teste de Tukey).
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Figura 33. Efeito do LaSOM 61 sobre a proliferacao de células de glioma humano U138-MG em
72h. * Significativamente diferente do grupo controle e do DMSO com P< 0.05 (ANOVA seguido
do Teste de Tukey). ** Significativamente diferente do grupo controle e do DMSO com P< 0.01
(ANOVA seguido do Teste de Tukey). *** Significativamente diferente grupo controle e do
DMSO com P< 0.001 (ANOVA seguido do Teste de Tukey).

Conforme pode ser visto comparando as Figuras 28, 30 e 32 (C6) e as Figuras 29,
31 e 33 (U138-MQG) o tratamento com LaSOM 61 resultou numa diminuicao significativa do

nuamero de células em ambas as linhagens celulares ao longo do tempo, exercendo assim
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um efeito tempo-dependente acentuado na proliferacdo celular. O LaSOM 61 também
apresentou um efeito concentracdo-dependente em ambas as linhagens. Em 24h de
tratamento foi observado efeito estatisticamente significativo na proliferagao celular a partir
da concentracéo de 75 ug/mL para a linhagem C6 e 25 pug/mL para a linhagem U138-MG;
em 48h de tratamento foi observado efeito a partir da concentracdo de 50 pug/mL para a
linhagem C6 e 15 pg/mL para a linhagem U138-MG; e, em 72h de tratamento foi observado
efeito a partir da concentracdo de 15 pyg/mL para a linhagem C6 e 5 pg/mL para a linhagem
U138-MG. No geral, o efeito foi mais pronunciado sobre a linhagem de glioma humano
U138-MG do que sobre a linhagem murina C6.

A condigao escolhida para comparacao do efeito do LaSOM 61 com seus analogos
foi o tratamento conduzido na concentracdo de 50 ug/mL durante 48h. Desta maneira todos

0s compostos sintetizados puderam ser avaliados nos ensaios de screening.

As culturas celulares de glioma murino C6 e humano U118-MG foram tratadas com
15 diferentes compostos. A concentracdo utilizada foi a previamente otimizada para o
LaSOM 61 (50 ug/mL, durante 48h). A Tabela 13 mostra os valores de concentracao molar
equivalentes a dosagem de 50 ug/mL utilizada no screening.

Tabela 14. Valores de concentragcdo (mM e uM) dos compostos utilizados no screening

LaSOM MM* (g/mol) uM
60 276.35 181
63 319.42 156
64 320.36 156
65 321.35 156
66 276.29 181
72 294.34 170
75 301.36 166
69 303.36 165
67 305.29 164
74 304.41 164

*MM: massa molar

A Figura 34 mostra os resultados do ensaio de proliferagdo celular obtidos no
tratamento das linhagens de glioma humano e murino com as DHPMs selecionadas na
concentracao de 50 ug/mL. Conforme pode ser observado, todos os compostos testados
apresentaram atividade antiproliferativa significativa sobre as linhagens de glioma quando
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comparados aos grupos controle. Os compostos LaSOM 63, LaSOM 65 e LaSOM 77 foram
significativamente mais ativos que o LaSOM 61 na reducao do numero de células em ambas
as linhagens celulares. Na linhagem tumoral humana, LaSOM 74 e LaSOM 75 também
apresentaram-se significativamente mais ativos que o LaSOM 61.
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Figura 34. Efeito do LaSOM 61 e analogos na proliferacao de células de glioma murino C6 (A) e
humano U118-MG (B) na concentracao de 50 pg/mL. #Significativamente diferente dos grupos
controle e DMSO com P<0,01 (ANOVA seguido do Teste de Tukey). *Significativamente
diferente do grupo tratado com LaSOM 61, P<0,05 (ANOVA seguido do Teste de Tukey). ***
Significativamente diferente do grupo tratado com LaSOM 61, P<0,001 (ANOVA seguido do
Teste de Tukey)
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Através do ensaio de viabilidade celular, ou ensaio do MTT, obtém-se uma medida
quantitativa do numero de células com mitocdndrias metabolicamente ativas. O ensaio €
baseado na reducao pela mitocondria do brometo de tetrazolium, MTT - brometo de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium, a um croméforo, o formazan, cuja absorbancia pode
ser determinada através de medida espectrométrica. A medida de absorvancia indicada é
linearmente proporcional ao numero de células vivas cujas mitocondrias encontram-se
ativas. Para confirmar os resultados dos ensaios de contagem celular foi verificado o efeito
das mesmas moléculas utilizadas no ensaio de proliferagéao celular, na mesma concentragéo

e tempo através do ensaio de viabilidade celular (Figura 35).

Conforme se pode observar na Figura 31, os efeitos citotéxicos das DHPMs
sintetizadas foram confirmados através deste ensaio, em concordancia com aqueles
observados por contagem celular. Novamente, todos os compostos apresentaram atividade
antiproliferativa em relacéo ao grupo controle. Os analogos LaSOM 63, LaSOM 65 e LaSOM
77 demonstraram atividade significativamente superior ao LaSOM 61 em ambas as
linhagens celulares, sendo LaSOM 74 e LaSOM 75 também mais ativos que o LaSOM 61 na

linhagem humana nesta concentragao.
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Figura 35. Efeito do LaSOM 61 e analogos na viabilidade celular de células de glioma murino
C6 (A) e humano U118-MG (B) na concentracao de 50 uyg/mL. #Significativamente diferente dos
grupos controle e DMSO, P<0,05 (ANOVA seguido do Teste de Tukey). *Significativamente
diferente do grupo tratado com LaSOM 61, P<0,05 (ANOVA seguido do Teste de Tukey). ***
Significativamente diferente do grupo tratado com LaSOM 61, P<0,001 (ANOVA seguido do
Teste de Tukey).

A Figura 36 mostra imagens representativas das células U118-MG controle, tratadas
somente com DMSO e tratadas com 50ug/mL do LaSOM 61, LaSOM 63, LaSOM 65,
LaSOM 74, LaSOM 75 e LaSOM 77 por 48h. Nota-se a diminuicdo do numero total de
células no tratamento com o LaSOM 61 quando comparado ao DMSO e controle. Como
pode ser observado, quando as células sao tratadas com os compostos LaSOM 63, LaSOM
65, LaSOM 74, LaSOM 75 e LaSOM 77, esta redugdo € mais evidente, confirmando os
resultados dos ensaios de proliferacao celular.
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Figura 36. Imagens representativas de culturas de células de glioma humano U118-MG tratadas
com os compostos LaSOM 61, LaSOM 63, LaSOM 65, LaSOM 74, LaSOM 75 e LaSOM 77 na
concentracao de 50 ug/mL, assim como das células do grupo Controle e DMSO. As células
foram visualizadas utilizando um microscépio invertido Nikon e as imagens correspondem a
fotomicrografias de contraste. As imagens sao representativas de trés experimentos
diferentes.

Uma constatagdo que fica evidente através da analise dos resultados é que os
compostos contendo enxofre na posi¢cao 2 apresentaram maior efeito antiproliferativo sobre
as linhagens tumorais testadas que aqueles contendo oxigénio nesta posicao. Um resultado
interessante foi a identificacdo do LaSOM 77, substituido com oxigénio na posi¢ao 2, como
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o mais ativo que o LaSOM 61 na concentragao testada. Conforme dados da literatura,*® oxo-
DHPMs nao apresentam boa capacidade de se ligar a cinesina Eg5, o que reitera a hipétese
de estas moléculas exercerem seu efeito citotdéxico sobre as células tumorais através de
mais de um mecanismo de agéo. Entre os compostos que apresentaram reducao no numero
de células significativamente superior que a causada pelo LaSOM 61, encontram-se tio
analogos substituidos no anel aromatico com diferentes padrdes de substituicdo e grupos
funcionais. O composto LaSOM 74 apresentou atividade significativamente superior ao seu
analogo LaSOM 60, sugerindo que a alquilagao no enxofre pode melhorar a atividade destes
compostos.

2.5.2. Investigacao do mecanismo de acao antitumoral sobre a
Telomerase

Teldbmeros (do grego telos, final e meros, parte) sdo porcées de DNA repetitivo que
constituem as extremidades dos cromossomas (Figura 37). Sua principal fungdo é manter a
estabilidade estrutural dos cromossomas. Telémeros estdo associados ao envelhecimento
celular e do organismo como um todo.”® A cada divisdo celular, uma parte dos telémeros é
perdida, levando ao encurtamento destas estruturas ao longo do tempo. Este processo de
encurtamento leva as células a perderem sua capacidade de divisao celular levando a
quiescéncia e ao envelhecimento celular. Um exemplo que demonstrou claramente este fato
foi a polémica clonagem da ovelha Dolly,>’ que acabou envelhecendo e morrendo
rapidamente. Devido ao clone ter sido gerado pela transferéncia nuclear do material
genético de uma ovelha adulta, com os telomeros bastante encurtados, a ovelha Dolly ao
ser gerada apresentava a mesma idade biolégica da ovelha que a originou.

S,

Figura 37. Cromossomo, com telomero em destaque

Células tumorais apresentam uma taxa mitética muito alta e seria de se esperar que
estas envelhecessem rapidamente através do processo de encurtamento dos telémeros.

Porém estas células apresentam alta expressdo da enzima telomerase, a qual repara 0s
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teldmeros ao longo das divisdes celulares levando as células & imortalidade.” Foi
demonstrado que aproximadamente 90% dos tipos de cancer prevalentes em humanos
apresentam maior expressao esta enzima, quando comparado a maior parte das células
somaticas.” Desta maneira a telomerase foi indicada como um novo alvo para o
planejamento de farmacos antitumorais, apresentando grande potencial em termos de
seletividade da sua acéo citotoxica.>

Sequéncias de DNA ricas em guanidinas, como as presentes nos telébmeros, podem
se agrupar em uma conformagao conhecida como DNA quadruplex (Figura 38). Quando os
telémeros estdo agrupados desta maneira, a telomerase ndo consegue exercer sua agao de
reparo dos telémeros encurtados, assim nao sendo capaz de promover a imortalidade das
células tumorais.”® Desta maneira vém sendo demonstrado que moléculas capazes de
ligarem-se seletivamente e estabilizar estes fragmentos de DNA quadruplex apresentam

grande potencial como agentes antitumorais.*®
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Figura 38. Arranjo G-quadruplex entre as bases guanidina e estrutura tridimensional adotada
nas regides de DNA quadruplex

2.5.2.1. Materiais e métodos

Doze DHPMs sintetizadas foram testadas quanto a estabilizagdo do DNA
quadruplex. Estes ensaios foram realizados pelo pesquisador Dr. Khondaker M. Rahman em
trabalho de colaboracéo com o grupo de pesquisa liderado pelo Professor David E. Thurson,
Gene Targeted Drug Design Research Group, School of Pharmacy, University of London em
Londres, Inglaterra.
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Os compostos foram testados utilizando um ensaio de fusdo de DNA - Fluorescent
Resonance Energy Transfer (FRET) based DNA melting assay - otimizado pelo grupo do Dr.
Thurson.”® Este ensaio leva em conta a temperatura de fusdo do DNA (Tm) e a diferenca
das temperaturas de fusdo dos DNAs tratados com os compostos, em relacdo ao DNA
tratado somente com o veiculo (dTm). A interpretacao dos resultados esta baseada no fato
de que compostos que interagem com a sequéncia quadruplex estabilizando-a levam a um
aumento no Tm observado. Portanto, quanto maior o dTm, maior a capacidade de
estabilizar a sequUéncia quadruplex do composto. O ensaio para DNA duplex avalia a
seletividade dos compostos para as sequéncias quadruplex em relagdo a dupla hélice de
DNA.

2.5.2.1.1. Compostos avaliados

Os compostos investigados nos ensaios de avaliacao da capacidade estabilizante de
DNA quadruplex sdo apresentados na Figura 39.
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Figura 39. DHPMs avaliadas quanto a acao estabilizante sobre seqiiéncias de DNA quadruplex
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2.5.2.2. Resultados e Discussao

As DHPMs apresentadas na Figura 39 foram avaliadas nas concentragdes de 50 yM
e 25 uM contra 3 diferentes sequéncias de Quadruplex (F21T, CKit1 e CKit2), e também
contra uma sequéncia de DNA duplex.

As Figuras 40-43 apresentam os resultados obtidos para as DHPMs sintetizadas. Os
resultados mostram que todos o0s compostos sintetizados estabilizam fracamente as
sequéncias Quadruplex (Figuras 40-42) e de DNA duplex (Figura 43). O aumento das
concentracdes apresenta apenas um pequeno efeito sobre o grau de estabilizacdo. As
moléculas sao ligantes fracos, mas nao podem ser classificados como nao ligantes, uma vez
que em todos os casos elas apresentaram alguma propriedade estabilizante de Quadruplex
e DNA duplex quando comparado ao controle.

Todos os analogos comportaram-se de maneira semelhante contra as seqliéncias de
DNA e nenhum deles parece ter um perfil de atividade excepcional. Desta maneira pode-se
observar que tanto a variagdo da posicao 2 entre oxigénio e enxofre, quanto a variacdo no
padrao de substituicdo no anel aromatico nao causam efeitos significativos na interacao das
DHPMs com as fitas de DNA.
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Figura 40. Avaliacao dos compostos sintetizados nas concentracées de 25 e 50 yM quanto a
estabilizacao da seqliéncia de DNA quadruplex F21T. Tm (temperatura de fusao), dTm
(diferenca de Tm em relacao ao controle).
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Figura 41. Avaliacdo dos compostos sintetizados nas concentracées de 25 e 50 uM quanto a
estabilizacao da seqiiéncia de DNA quadruplex CKit1. Tm (temperatura de fusao), dTm
(diferenca de Tm em relacao ao controle).
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Figura 42. Avaliacao dos compostos sintetizados nas concentracoes de 25 e 50 uM quanto a
estabilizacao da seqiiéncia de DNA quadruplex CKit2. Tm (temperatura de fusdo), dTm
(diferenca de Tm em relacao ao controle).
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Figura 43. Avaliacdao dos compostos sintetizados nas concentracoes de 25 e 50 uM quanto a
estabilizacao da seqiiéncia de DNA duplex. Tm (temperatura de fusao), dTm (diferenca de Tm
em relacao ao controle).
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2.5.3. Investigacao do efeito antitumoral in vivo

Os ensaios iniciais para verificacdo da atividade antitumoral in vivo foram realizados
em colaboracdo com a professora Dra Teresinha Gongalves da Silva no Laboratério de
Bioensaios para Pesquisa de Farmacos, Departamento de Antibiticos, Universidade
Federal de Pernambuco (UFPE).

2.5.3.1. Materiais e métodos

2.5.3.1.1. Animais

Foram utilizados um total de 48 camundondos Swiss machos (25-30 g), obtidos do
biotério do Departamento de Antibidticos da Universidade Federal de Pernambuco (8/grupo).
Os animais foram mantidos em gaiolas com acesso livre a agua e comida. Todos os animais
foram mantidos em ciclos claro-escuro 12h:12h, com as luzes sendo acesas as 6:00 a.m. Os
animais foram tratados de acordo com os principios éticos de experimentacao animal do
Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA). A comissao de estudos animais da
Universidade Federal de Pernambuco aprovou os protocolos experimentais (protocolo
numero 116/07). As células tumorais de Sarcoma 180 foram mantidas na cavidade
intraperitoneal dos camundongos Swiss no Laboratério de Farmacologia Experimental e
Cancerologia da Universidade Federal de Pernambuco.

2.5.3.1.2. Ensaios de atividade antitumoral

Células tumorais asciticas de Sarcoma 180 com 10 dias (5 x 10° céls/200 uL) foram
impladas pela via subcutédnea na regido da axila direita dos camundongos experimentais.
Um dia apdés a inoculacdo, os compostos LaSOM 61, 63, 64, 65 (90 mg/kg) ou a
Doxorrubicina (2 mg/Kg) foram dissolvidos em solu¢do salina contendo 10% de etanol e
administrados pela via intraperitoneal durante 7 dias. Ao controle negativo foi administrado
somente o veiculo. No 8° dia, os camundongos foram sacrificados e os tumores foram
excisados, pesados e fixados com formaldeido 10%. A taxa de inibicdo (%) foi calculada
através da seguinte férmula: taxa de inibicao (%) = [(A-B)/A] x 100, onde A € a massa meédia
dos tumores do controle negativo, e B é o peso do tumor do grupo tratado.
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2.5.3.1.3. Compostos avaliados

Os compostos avaliados quanto a sua agao antitumoral no modelo de Sarcoma-180 séo
apresentados na Figura 44.

NO,

LaSOM 61 LaSOM 63 LaSOM 64 LaSOM 65

Figura 44. DHPMs avaliados quanto a sua a¢ao antitumoral no modelo de Sarcoma-180 em
camundongos

2.5.3.2. Resultados e Discussao

Para os testes in vivo foram selecionados os compostos LaSOM 61, LaSOM 63,
LaSOM 64 e LaSOM 65. Estas DHPMs foram selecionadas em fungdo das atividades
encontradas in vitro na literatura para o LaSOM61 e o LaSOM 64, e também nos ensaios de
glioma expostos neste capitulo. LaSOM 63 e LaSOM 65 foram selecionados em fungéo de
terem apresentado os melhores niveis de atividade frente aos testes realizados com glioma
apresentados anteriormente neste trabalho. Os resultados dos ensaios antitumorais in vivo

realizados s&o apresentados na Tabela 15.

Tabela 15. Efeito das DHPMs sintetizadas em ratos transplantados com o tumor sarcoma
180. Os dados séo apresentados como médias * desvio padrdo de 8 animais.

Composto Dose (mg/kg) Peso do tumor (g) Inibicao (%)
Controle 2,40 £ 0,31
LaSOM61 90 1,12+0,14 53,0
LaSOM 63 90 1,24 + 0,09 48,4
LaSOM 64 90 0,67 +0,15 72,0
LaSOM 65 90 0,58 +0,13 76,0
Doxorrubucina 2 0,71 £0,12 61,1

Conforme pode-se analisar na Tabela 15, as 4 DHPMs testadas apresentaram efeito
antitumoral na dose de 90mg/kg pela via ip. Os compostos mais ativos nesta dose foram o
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LaSOM 64 e o LaSOM 65, os quais inibiram o crescimento do tumor em mais de 70% do
seu peso em relacdo ao controle ndo tratado. Contudo, os resultados ndo podem ser
comparados com o obtido com o padrdo doxorrubicina devido a grande diferenca de dose
entre estes. Para que possa ser feita a comparacao entre estes compostos deve-se fazer
uma curva dose-resposta e calcular os valores de EC50.

Esses mesmos compostos também foram avaliados quanto a sua toxicidade
hematolégica, uma vez que muitos agentes antitumorais podem causar anemia e leucopenia
devido a sua acgao inespecifica sobre as células tumorais. Os resultados sdo apresentados

na Tabela 16.

Tabela 16. Avaliagdo da toxicidade hematoldégica das DHPMs sintetizadas em
camundongos sadios e transplantados com o tumor sarcoma 180. Os dados sé&o
apresentados como médias * desvio padréo de 8 animais.

. Contagem diferencial de leucécitos
Leucécitos o
Dose . . (%)
(mg/kg) Hemoglobina Totais
(g/di) (10°cell/uL) | Granulocitos | Monocitos | Linfocitos

Camundongo 15,5 +0.5 12.141.6 15.7+ 2.8 53+11 | 65.9+10

sadio
Camundongo

com 7.3x1.3 15.8+2.4 28.2+8.2 18.3£3.7 53.5+7.9
S-180

LASOM 61 90 7.01£0.7 10+1.9 16.3+3.9 19.8+2.5 63.944.2

LASOM 63 90 9.7+0.6 10.7¢1.5 36.5+2.4 18.0+1.5 45.5+2.8

LASOM 64 90 7.810.5 9.940.9 28.315.5 22.612.4 49.1+54

LASOM 65 90 7.8+£0.5 10.5+0.9 30.04£3.2 19.9+3.0 50.1£2.9

Conforme podemos ver na Tabela 16, o camundongo portador do Sarcoma 180,
quando comparado ao animal sadio, apresenta uma queda nos niveis de hemoglobina
sangliinea, o que é normal na doenga crénica, acompanhado de um aumento do numero
total de leucdcitos, principalmente granulécitos e mondcitos. Este aumento de células de
defesa pode estar relacionado ao neoplasma (reagéao paraneoplasica). Nota-se que todos os
grupos tratados também sofreram queda de hemoglobina, assim como o grupo nao tratado,
parecendo, assim, que os compostos nao influenciam neste paradmetro. O grupo tratado com
o LaSOM 63 apresentou menor nivel de anemia que o animal nao tratado, porém ainda
assim apresenta-se mais anémico que os animais sadios. Os ratos sem tratamento
aumentaram o numero de glébulos brancos em relagdo ao animal sadio, enquanto os
grupos tratados diminuiram o numero total de glébulos brancos, o que pode indicar efeito
dos compostos na producao medular destes glébulos. As diferencas no leucograma podem

ser devido ao mecanismo de morte celular promovida pelos compostos, uma vez que tipos
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celulares como os mondcitos apresentam elevacdo quando ha intensa morte celular, pois

estes se transformam em macro6fagos e englobam restos celulares.

2.6. Avaliacao Farmacocinética do LaSOM 65

Os resultados dos ensaios in vivo previamente realizados com o LASOM 65,
tornaram-no um composto de interesse e o avanco nas etapas do desenvolvimento desta
molécula é relevante face a real possibilidade de avancar para fase clinica de avaliacao
como agentes antitumoral. O desenvolvimento de farmacos anticancerigenos € diferenciado
em relacdo ao desenvolvimento de outros agentes terapéuticos, pois, por serem agentes
extremamente toxicos, as fases clinicas ndo sao realizadas em voluntarios sadios, sendo
seu primeiro uso em humanos realizado em pacientes que ndo sédo responsivos a outros
tratamentos com agentes antitumorais toxicos. Dessa forma, o risco de o&bito desses
pacientes se torna muito alto, pois j& estdo debilitados pela doenga e pelos tratamentos
anteriores testados.”

Nesse contexto, os candidatos a agentes antitumorais devem ter dados pré-clinicos
que predigam com a maxima precisao os efeitos esperados em humanos. Na fase pré-
clinica do desenvolvimento desses farmacos é considerada essencial a realizagdo de
estudos farmacodindmicos, visando identificar o mecanismo de acgdo, estudos
farmacocinéticos para avaliar a disposicao corporal da droga e estudos toxicoldgicos,
visando determinar a dose maxima tolerada, tanto em modelos animais com roedores e com

ndo-roedores.”

Considerando o exposto, a avaliagdo do potencial de aplica¢ao clinico do LASOM 65
exige que sejam realizados estudos farmacocinéticos pré-clinicos em roedores tendo como
objetivo completar as informagdes necessarias para que se iniciem os estudos clinicos em

humanos deste promissor agente terapéutico.

O composto LaSOM 65 nao apresenta estudos detalhados de farmacocinética na
literatura. Na década de 90, Atwal e colaboradores,” trabalhando no desenvolvimento de
farmacos anti-hipertensivos pela entdo recém formada Bristol-Myers Squibb Company,
descreveram este composto como o metabdlito inativo da substancia anti-hipertensiva que
estava em desenvolvimento. Foi demonstrado que o composto em desenvolvimento, que

consistia em um analogo ao LaSOM 65 contendo um grupamento etil carbamato como
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substituinte na posi¢cdo N3, sofre rapida metabolizacdo de primeira passagem quando
administrado pela via oral em ratos. Seu metabdlito, inativo na hipertensao, o LaSOM 65,
apresenta uma concentracdo plasmatica média de 4000 ng/mL 1 h ap6s a administracdo
oral de 53 mg/kg do seu “pré-farmaco” a ratos. A informagdo mostrada na Figura 45 é uma
das poucas, sendo a unica informacao referente a farmacocinética deste composto
encontrada na literatura.
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Figura 45. Perfil plasmatico do LaSOM 65 (21a) apdés administracao oral de 53 mg/kg de seu
“proé-farmaco” (3a) . Adaptado de Atwal et al”

2.6.1. Materiais e Métodos

2.6.1.1. Metodologia analitica para a quantificacdo do LaSOM 65

O desenvolvimento e validagdo do método bioanalitico para quantificagdo do LaSOM
65 foi realizado acordo com as normas especificadas para validacdo de métodos
bioanaliticos’® através do uso de HPLC-UV (metodologia previamente estabelecida pelo
NOSSO grupo de pesquisa).
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2.6.1.2. Consideragdoes éticas em relacado aos animais
experimentais

Essa etapa do projeto foi realizado no Centro Bioanaliticio de Medicamentos da
Faculdade de Farméacia, com aprovagdo do Comité de Etica em Pesquisa da UFRGS
(Protocolo 2008196).

Os animais (ratos Wistar) foram procedentes da Fundagédo Estadual de Produgéo e
Pesquisa em Saude (FEPPS) e permaneceram no biotério da Faculdade de Farmacia até o
momento de sua utilizagcdo, que nao foi superior a 30 dias apos seu recebimento. O biotério
possui condigcbes ambientais controladas como temperatura, ventilagdo, umidade,
sanitizagdo e iluminagéo (ciclo claro-escuro) adequada para roedores.

Os animais receberam ragdo padronizada (Nuvital®) em quantidade e qualidade para
a manutengao de sua saude, tendo livre acesso a agua potavel

Foi assegurado aos animais a ingestdo de agua e alimentos quando as coletas de
sangue foram prolongadas. Como a farmacocinética do derivado LASOM 65 ndo era
conhecida até o momento, ndo foi administrada outra substancia durante os experimentos, o

que poderia interferir com as medidas.

Apoés a experimentagao, todos os animais foram sacrificados em camara de CO,. As
carcacas foram acondicionadas e depositadas em freezer especial da Faculdade de
Farmacia, sendo coletados pela empresa Aborgama do Brasil.

2.6.1.3. Avaliacao Farmacocinética do LaSOM 65

Os ensaios de avaliacdo farmacocinética do LaSOM 65 foram realizados em
colaboracao com a Professora Teresa Dalla Costa e com a Dra. Flavia Uchda da Faculdade
de Farmacia/UFRGS.

Para a avaliacdo do perfil farmacocinético do LASOM 65 foram utilizados ratos
Wistar machos adultos (n = 4 a 8/grupo), com massa corporal variando entre 200 e 300 g,
de acordo com a técnica descrita por Tasso e calaboradores.”” Os animais receberam a
substancia nas doses de 20, 10 e 1 mg/kg i.v. bolus, e 30 e 90 mg/kg via intraperitoneal. A
escolha das doses foi feita em relagdo aos estudos in vivo apresentados neste capitulo no
item (3.3).
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O LaSOM 65 foi formulado na forma de solucdo (1 mg/mL) ou suspenséo (> 10
mg/mL) aquosa. A formulacdo empregada para a administragdo do LaSOM 65 pela via
intravenosa (iv) (1 mg/mL) consistia de 3% DMSO + 3% Tween® 80 + solugdo glicosada
(5%) e para administracao intraperitoneal (ip) (10 mg/mL) consistia de 5% DMSO + 5%
Tween® 80 + solugao glicosada (5%).

A administragao iv foi realizada na veia caudal lateral dos animais imobilizados em
caixas de contencdo. Apds a administracdo do LASSOM 65, foram coletadas, em tempos
pré-determinados (pré-dose, 5, 15, 20, 30, 60, 90, 180, 270 e 360 min) amostras de sangue
da veia caudal lateral dos animais. As amostras de sangue foram submetidas a
centrifugacdo (6800 g, 10 min, 4 °C). O plasma foi separado e congelado (-80 °C) até o
momento de sua analise por HPLC-UV. Apdés administracdo ip as coletas foram feitas
também pela veia lateral caudal nos tempos 15, 30, 45, 90, 180, 270, 360, 480 € 720 min e o

sangue foi processado e armazenado do mesmo modo.

2.6.1.4. Avaliacao do perfil de concentracdo plasmatica versus
tempo do LaSOM 65

Os perfis farmacocinéticos plasmaticos da substancia foram analisados por
abordagem nao-compartimental utilizando modelos descritos por Gibaldi e Perrier (1982),”

com auxilio do programa Excel® 2002 (Microsoft®).

A partir do perfil de concentragdo plasmatica do LASOM 65 versus tempo foram
determinados os parametros farmacocinéticos: constante de velocidade de eliminagao,
tempo de meia-vida, area sob a curva de concentracdo plasmatica por tempo, depuracao
total (clearance), biodisponibilidade, volume de distribuicdo no steady state, tempo de
residéncia médio no plasma utilizando as equacgdes listadas a seguir. Além disso, foram
determinados a concentragdo plasmatica maxima e o tempo necessario para obté-la apos a

administragdo intraperitoneal, através de inspec¢ao visual dos perfis.

A constante de velocidade de eliminagédo (A) foi calculada pela inclinagdo da fase
terminal da curva log-linear dos perfis de concentragdo por tempo de cada animal,
empregando-se os Ultimos 3 ou 4 pontos dos perfis. A partir do valor de A determinado, foi
calculado o tempo de meia-vida da substéncia pela equagéo (1) a seguir:

0,893
ti;, = (1)

In' - J:L
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A area sob a curva de concentracao plasmatica (ASC) é um indicativo de extensao
de absorcgdo. Esta foi calculada pelo método trapezoidal dos tempos 0 a t (ASCy.), onde t é
o ultimo tempo de coleta. Essa area foi acrescida da area sob a curva extrapolada (ASCey)
resultando na 4rea sob a curva total (ASC,...), conforme as equacgdes 2 e 3:

ASC&-; — ':G::;—C'i:] {:tl_ tu] + {C'j_;"fz:] {:EE _ EI] . {Ct_;—-'-m(tt_ tt—l] (2)

i

ASC ~ (3)

ext

onde C; € concentragdo plasmatica no ultimo tempo de coleta e Ci; € a concentragéo
plasmatica no penultimo tempo de coleta.

O clearance total foi estimado pela equagédo 4, onde D é a dose administrada e f
(equacao 5) € a biodisponibilidade da via em relagdo a via iv. Os valores de tns € Cnax foram
estimados diretamente a partir do grafico do perfil individual de concentragdo por tempo.

=0
Cly,, = L2 (4)
ASCy e
f _ ASCo-wrasoMes*Drasomesiv (5)

ASCy_wpgsoMesivlLasom es

A area sob a curva de primeiro momento (ASMC,..) foi determinada pelo método
trapezoidal (equacdes 6 e 7) somando-se o valor obtido até o tempo t com o valor de
ASMC,y;.

ASMC,_, = ({Eﬂxtﬂj;{{:thi] ) (t, —ty) + - + ({Et—i“tr—zij*'(ﬂr“t] ) ®)

ASMC,,., — (“"; *) + ':—;) 7)

Para os dados de administracao iv, foi calculado o tempo de residéncia médio (MRT)
a partir dos valores de ASCy.. e ASMCy. (equacdo 8). Também para os dados de

administragéo iv, foi determinado o Vdss pela equacao 9.

ASMCq _pn
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2.6.2. Resultados e Discussao

2.6.2.1. Avaliacao Farmacocinética do LaSOM 65

A administracao do LaSOM 65 pela via intravenosa nas doses de 20 mg/kg e 10mg/kg néo
pdde ser analisada quanto ao seu perfil farmacocinético pois essas doses foram letais.
Desta maneira a dose foi reduzida para 1 mg/kg. O perfil plasmatico médio obtido apds

administracao desta dose esta apresentado na Figura 46.
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Figura 46. Perfil de concentracao plasmatica médio do LaSOM 65 apds administracao
intravenosa bolus da dose 1 mg/kg ratos Wistar machos (n = 8) (média * DP)

Os perfis individuais permitiram a determinagdo dos parametros farmacocinéticos
médios por abordagem n&o-compartimental conforme apresentados na Tabela 18. O pré-
requisito para a analise farmacocinética dos perfis plasmaticos € a realizagdo de coletas por
um tempo que corresponda a, pelo menos, 80% da ASC,... calculada com base neste perfil.
Para garantir o cumprimento deste pré-requisito foram realizadas coletas até 6 h apds a
administracdo do farmaco assegurando a confiabilidade no célculo dos parametros,
principalmente aqueles relacionados com a fase de eliminagéo das substancias. Como se
determinou um tempo de meia-vida de 1,7 h, as coletas corresponderam a pelo menos trés
t'2 da substancia, e a ASCexrapoiada Variou de 3 a 14,5%, assegurando o cumprimento do

critério.
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Tabela 18. Parametros farmacocinéticos meédios obtidos por analise ndo-compartimental
dos perfis plasmaticos individuais apds administracdo iv bolus do LaSOM 65 na dose de 1
mg/kg (n = 8).

Parametros farmacocinéticos Média £ DP

ke (h™) 0,427 +0,103

tY2 (h) 1,7+0,4

ASCo. (ng*h/mL) 1240 + 187

CL (L/h/kg) 0,82+0,12

Vd (L/kg) 1,76 £0,33
MRT (h) 22 04

Pode-se observar que o tempo de meia-vida foi curto (0,427 + 0,103 h™"), o clearance
foi elevado (0,82 £+ 0,12 L/h/kg) e o volume de distribui¢cdo (1,76 + 0,33 L/kg) indicou uma

boa penetragéo tecidual.

A Figura 47 mostra o perfil plasmatico médio do LaSOM 65 apds a administragéo
intraperitoneal da dose de 30 mg/kg. Os parametros farmacocinéticos calculados a partir da

analise ndo-compartimental estdo apresentados na Tabela 19.
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Figura 47. Perfil plasmatico médio do LaSOM 65 apos uma dose Unica ip de 30 mg/kg a ratos
Wistar machos (nh = 7) (média £+ DP).

A Figura 48 mostra o perfil plasmatico médio do LaSOM 65 apds a administracao
intraperitoneal da dose de 90 mg/kg. Os parametros farmacocinéticos calculados a partir da

analise ndo-compartimental estdo apresentados na Tabela 19.
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Figura 48. Perfil plasmatico médio do LaSOM 65 ap6s uma dose Unica ip de 90 mg/kg a ratos
Wistar machos (n = 4) (média £+ DP).

A Figura 49 mostra a comparagéo do perfil plasmatico médio do LaSOM 65 apds a
administracao intraperitoneal das doses de 30 e 90 mg/kg.
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Figura 49. Comparacao do perfil plasmatico médio do LaSOM 65 apos a administracao
intraperitoneal a ratos Wistar das doses de 30 e 90 mg/kg (n = 7 e 4, respectivamente).

A Tabela 19 mostra os parametros farmacocinéticos médios determinados por
abordagem nao-compartimental a partir da avaliacao dos perfis individuais dos animais apo6s

administracdo ip nas doses de 30 e 90 mg/kg.

174



Tabela 19. Parametros farmacocinéticos obtidos por abordagem n&o-compartimental apos
administragdo ip nas doses de 30 e 90 mg/kg.

. . 30 mg/kg (Média + DP) 90 mg/kg (Média + DP)
Parametros Farmacocinéticos
(n=7) (n=4)
ke (h) 0,372 + 0,090 0,281 + 0,090
tvz (h) 2,0+0,5 2,710
ASCo. (ng*h/mL) 26200 + 7687 79020 + 34,7*
CL (L/h/kg) 0,87 £ 0,27 0,90 £ 0,34
Vd (L/Kg) 2,64 1,47 3,30 £1,00
Tmax (h) 1,7+0,6 3,4+0,8"
Cmax (ng/mL) 6177,0 +1477,9 13358,0 + 4213,5"
Biodisponibilidade (%) 70,4 70,8

*diferenga estatistica (a = 0,05)

A constante de velocidade de eliminagdo assim como o tempo de meia-vida, o
volume de distribuicdo e o clearance total do LASOM 65 ndo apresentaram diferenca
estatisticamente significativa apés a administracao das duas doses ip (a = 0,05). A auséncia
de diferenca entre estes parametros indica a manutencao da magnitude do metabolismo e
da eliminacdo do LaSOM 65 em diferentes doses pela mesma via de administracdo Houve
aumento proporcional entre a dose e as areas sob a curva indicando farmacocinética linear
na faixa de 30 a 90 mg/kg. A biodisponibilidade também foi constante para essa faixa de
doses, indicando auséncia de saturagéo.

Quando se comparou o pico de concentracdo plasmatica pode-se observar que nao
houve proporcionalidade em ralagdo ao aumento de dose. Do mesmo modo, o Tmax nao foi
semelhante para as duas doses, sendo maior para a maior dose. Esses dois fatores juntos
indicam que a velocidade de absor¢do do LASOM 65 é menor na dose de 90 mg/kg,
levando a um pico de concentragdo menor do que o esperado e um tempo para pico maior.
Essa alteracao, no entanto, ndo afeta a extensédo de absorgéo, pois a biodisponibilidade ndo
foi alterada. A hip6tese mais plausivel para essa alteragdo diz respeito a solubilidade da
droga, uma vez que foi necessario utilizagdo de DMSO e Tween® 80 para possibilitar a
formacgao de uma suspensao passivel de administragéo.

A comparagédo dos parametros farmacocinéticos apds doses iv (1 mg/kg) e ip (30
mg/kg) indicou diferenca significativa apenas para ASCy., 0 que era esperado. A
comparagao da dose iv com a dose ip de 90 mg/kg mostrou diferenca significativa para
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todos os parametros (ke, Vd, t'2 e ASC,...) exceto clearance total (a = 0,05). Para confirmar
se essa diferenca é real, ha necessidade do aumento do tamanho amostral do grupo de 90

mg/kg ip.
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2.7. CONCLUSOES

As moléculas sintetizadas nesse trabalho foram testadas para cancer em diversos
ensaios farmacologicos, a saber: ensaios de citotoxicidade in vitro sobre linhagens tumorais
de glioma murino C6 e humano U138-MG, ensaios de binding no DNA, e ensaio in vivo no
modelo de Sarcoma 180 em camundongos. Os testes de glioma sao inéditos para a maioria
das DHPMs sintetizados, enquanto que ndo existem relatos na literatura da realizacdo dos

demais ensaios com as diidropirimidinonas.

Os resultados apresentados destes testes revelam que varias diidropirimidinonas
apresentaram resultados promissores, constituindo-se em valiosos hits para a modulacdo
quimica objetivando a atividade antitumoral. De fato, todos os compostos apresentaram
atividade antiproliferativa em relacdo ao grupo controle e, dos 15 compostos avaliados
quanto a sua citotoxicidade in vitro sobre linhagens tumorais de glioma, 3 (LaSOM 63,
LaSOM 65 e LaSOM 77) demonstraram atividade significativamente superior ao prototipo
LaSOM 61 na linhagem de glioma murino C6 e 5 apresentaram melhor acdo que este na
linhagem de glioma humano U187M-MG (LaSOM 63, LaSOM 65, LaSOM 74, LaSOM 75 e
LaSOM 77).

Pode ser observado que compostos contendo enxofre na posicao 2 apresentaram
maior efeito antiproliferativo sobre as linhagens tumorais testadas que aqueles contendo
oxigénio nesta posicdo. Um resultado interessante foi a identificagdo do LaSOM 77,
substituido com oxigénio na posi¢ao 2, como mais ativo que o LaSOM 61 na concentragéo
testada. O composto LaSOM 74 apresentou atividade significativamente superior ao seu
analogo LaSOM 60, sugerindo que a alquilagao no enxofre pode melhorar a atividade destes
compostos.

Objetivando estudar o mecanismo de agao e uma possivel interacdo com o DNA, 12
diidropirimidinonas foram avaliadas de forma inédita quanto a sua atividade como
estabilizantes de sequéncias de DNA quadruplex. Contudo, neste caso, nenhum composto
apresentou atividade nestes ensaios. Todos os analogos comportaram-se de maneira
semelhante contra as sequéncias de DNA e nenhum deles parece ter um perfil de atividade
excepcional. Desta maneira pode-se observar que tanto a variacdo da posicdo 2 entre
oxigénio e enxofre, quanto a variagdo no padrdo de substituicdo no anel aromatico ndo
causam efeitos significativos na interagdo das DHPMs com as fitas de DNA, sugerindo que
ndo ha interagdo com este alvo biolégico e que o efeito antitumoral observado nao ocorre
devido a este mecanismo de acgao.
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Os testes in vivo realizados, de forma inédita, com 4 diidropirimidinonas confirmam
0s resultados promissores obtidos in vitro para esta classe. Nestes testes todos os 4
compostos testados mostraram inibicdo do crescimento do tumor em camundongos entre 48
— 76% na dose de 90mg/kg pela via ip. Os compostos mais ativos nesta dose foram o
LaSOM 64 e o LaSOM 65, os quais inibiram o crescimento do tumor em mais de 70% do
seu peso em relacédo ao controle no tratado.

Além disso, todos os compostos apresentaram baixa toxicidade no esquema de
tratamento adotado (90mg/kg por 7 dias). Este resultado € bastante interessante, pois os
efeitos téxicos apresentados pelos animais tratados foram muito pequenos quando
comparados aos efeitos causados por agentes antitumorais comumente empregados, como
a doxorrubicina, mesmo nas doses muito maiores utilizadas. Desta forma os compostos
sintetizados neste trabalho apresentam grande potencial para o desenvolvimento de
agentes antitumorais e novas doses deverdo ser verificadas para desvendar o potencial

destes compostos.

Nao ha como estabelecer uma relacao estrutura-atividade entre os compostos
testados, pois primeiramente 0 mecanismo de ac&o pelo qual os compostos estdo atuando
deve ser estabelecido. Nao ha como comparar as atividades entre as moléculas sem, a
priori, 0 conhecimento do alvo celular. Contudo, pode-se dizer, conforme observado nos
testes in vitro em glioma, que os compostos LaSOM 63, LaSOM 65, LaSOM 74, LaSOM 75
e LaSOM 77 causam um maior decréscimo no numero total de células tumorais (U138-MG)
do que o LaSOM 61. Porém estes compostos podem estar exercendo seu efeito citotdxico
de maneira diferente da qual o LaSOM 61 exerce seu efeito.

Conforme discutido na introducao deste capitulo, esta classe de moléculas apresenta
potencial para agir sobre diferentes alvos terapéuticos, e uma andlise mais abrangente de
possiveis mecanismos de acao (além da cinesina Eg5) deve ser realizada. A investigacao
do(s) mecanismo(s) de agao pelo(s) qual(is) estes compostos mais ativos atuam se faz
necessaria e nosso grupo de pesquisa esta trabalhando para desvenda-lo.

Embora os resultados apresentados neste trabalho estejam na sua fase inicial, pode
ser observado que o composto mais ativo nos ensaios in vivo foi o analogo de enxofre
codificado como LaSOM 65 e que este também apresentou um dos melhores resultados nos
ensaios de glioma frente as duas linhagens celulares testadas. Este fato elege o LaSOM 65
como o protétipo do Laboratério de Sintese Organica Medicinal para as futuras modulagdes,
visando a descoberta de um protétipo antitumoral.

178



Neste trabalho foram avaliados de forma inédita o perfil farmacocinéticos de DHPMs e
estes, realizados com o LaSOM 65 mostram que o composto apresenta farmacocinética
linear quando administrado em doses na faixa de 30 e 90 mg/kg pela via ip. O LaSOM 65
apresenta alta biodisponibilidade e tempo de meia-vida curto quando administrado pela via
ip.

Além dos testes antitumorais, foram realizados ensaios in vitro de inibicdo de
crescimento de duas espécies de fungos fitopatégenos: Botrytis cinerea e Colletotrichum
gloeosporioides. Estes testes foram realizados de forma inédita e os resultados novamente
confirmam o potencial dessa classe de compostos. Do grupo de 20 substancias, 9
apresentaram boa atividade na inibicdo em ambos os fitopatégenos, e os mais ativos foram:
LaSOM 60, LaSOM 62, LaSOM 63, LaSOM 64, LaSOM 88, LaSOM 95 e LaSOM 97. Estes
serdo avaliados em diferentes concentracdes para determinacdo do valor de ECs, contra
Botrytis cinerea e Colletotrichum gloeosporioides.

Para finalizar, 8 DHPMs foram avaliadas para verificacdo do potencial para uma
atividade ovicida e larvicida de carrapatos da espécie Ripicephalus (Boophilus) Microplus,
metodologia otimizado em nosso grupo de pesquisa. Entretanto, nenhum dos compostos
testados apresentou eficacia para o desenvolvimento de substancias carrapaticidas.
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3. CONCLUSOES GERAIS

Foi realizada a sintese em solugdo de 26 DHPMs com sucesso e em bons
rendimentos empregandos diversos protocolos. Foi demonstrada a grande aceleragcéo
promovida pela utilizacdo de energia de microondas na reagédo de Biginelli promovida por
cloreto de estanho. Foi desenvolvido e otimizado um novo protocolo de sintese destes
compostos a partir da utilizagdo do agente desidratante trietilortoformato (TEOF) utilizando
energia de microondas, e também através da utilizacdo de TEOF juntamente com &cidos
orgéanicos fracos (acido citrico e oxalico) utilizando aquecimento convencional. O sistema
acido citrico/TEOF, a 100°C, durante 1-2h apresentou melhores rendimentos, que variaram
entre 71-96%. Foi demonstrada a aplicagdo do TEOF em métodos com aquecimento
convencional com e sem a presenga dos acidos e métodos promovidos por microondas, 0
que possibilitou sugerir a maneira pela qual este composto promove a reacao de Biginelli.
Os protocolos empregados permitiram a obtencao de variedade estrutural em todos os trés
componentes da reagado, obtendo-se DHPMs contendo anéis aromaticos com diversos
padrées de substituicdo na posicdo 4, enxofre ou oxigénio na posicdo 2 e um derivado
biciclico a partir da variagdo do componente dicarbonilico.

A reatividade das DHPMs foi investigada em diversos pontos do heterociclico. As
reacbes de S-alquilacdo possibilitaram a obtencdo de 3 compostos regiosseletivamente
alquilados na posigédo 2 em rendimentos de moderados a bons (58-92%), assim como a
obtencdo de um derivado bis-alquilado inédito em 99% de rendimento. Através da reacao
com anidrido acético, foi obtida uma DHPM regiosseletivamente acetilada no N3 em 35% de
rendimento. As reac¢des de guanilacdo sobre o ciclo DHPM possibilitaram a demonstracédo
de um novo protocolo para a sintese de 1 exemplo inédito de 2-alquilamino-diidropirimidina
em 51% de rendimento. A reacédo de hidrélise foi otimizada possibilitando a obtencao de
uma DHPM contendo o grupo &cido carboxilico na posicdo 5 em 95% de rendimento, e
problemas de degradacao observados foram contornados.

A aplicagéo sintética deste &cido foi demonstrada na sintese de uma amida derivada
da n-propilamina em 62% de rendimento utilizando sintese em solu¢do, e também foi
aplicada no desenvolvimento de uma rota convergente inédita de sintese em fase soélida de
5 DHPMs contendo diaminas como substituintes na posicdo 5. A construcdo dos linkers
carbamato contendo 4 diferentes diaminas e o acoplamento do acido derivado das DHPMs
foram realizados com sucesso. A etapa de clivagem da resina necessita de maior

otimizagéo

A diversidade quimica obtida com a sintese no total de 35 compostos pode ser
aplicada na sintese de novos analogos. Também pode ser aproveitada em uma futura

184



investigacdo da relagdo estrutura-atividade destes compostos ou na otimizacdo dos seus
parametros farmacocinéticos, desta maneira permitindo a otimizacdo de possiveis

candidatos a protétipos de farmaco.

As moléculas sintetizadas nesse trabalho foram testadas para cancer em diversos
ensaios farmacologicos, a saber: ensaios de citotoxicidade in vitro sobre linhagens tumorais
de glioma murino C6 e humano U138-MG, ensaios de binding no DNA, e ensaio in vivo no
modelo de Sarcoma 180 em camundongos. Os testes de glioma sao inéditos para a maioria
das DHPMs sintetizados, enquanto que ndo existem relatos na literatura da realizacdo dos

demais ensaios com as diidropirimidinonas.

Os resultados apresentados destes testes revelam que varias diidropirimidinonas
apresentaram resultados promissores, constituindo-se em valiosos hits para a modulacao
quimica objetivando a atividade antitumoral. De fato, todos os compostos apresentaram
atividade antiproliferativa em relacdo ao grupo controle e, dos 15 compostos avaliados
quanto a sua citotoxicidade in vitro sobre linhagens tumorais de glioma, 3 (LaSOM 63,
LaSOM 65 e LaSOM 77) demonstraram atividade significativamente superior ao protétipo
LaSOM 61 na linhagem de glioma murino C6 e 5 apresentaram melhor acdo que este na
linhagem de glioma humano U187M-MG (LaSOM 63, LaSOM 65, LaSOM 74, LaSOM 75 e
LaSOM 77).

Pode ser observado que compostos contendo enxofre na posicao 2 apresentaram
maior efeito antiproliferativo sobre as linhagens tumorais testadas que aqueles contendo
oxigénio nesta posicdo. Um resultado interessante foi a identificacdo do LaSOM 77,
substituido com oxigénio na posicao 2, como mais ativo que o LaSOM 61 na concentragcéao
testada. O composto LaSOM 74 apresentou atividade significativamente superior ao seu
analogo LaSOM 60, sugerindo que a alquilacao no enxofre pode melhorar a atividade destes
compostos.

Objetivando estudar o mecanismo de agao e uma possivel interacdo com o DNA, 12
diidropirimidinonas foram avaliadas de forma inédita quanto a sua atividade como
estabilizantes de sequéncias de DNA quadruplex. Contudo, neste caso, nenhum composto
apresentou atividade nestes ensaios. Todos os analogos comportaram-se de maneira
semelhante contra as sequéncias de DNA e nenhum deles parece ter um perfil de atividade
excepcional. Desta maneira pode-se observar que tanto a variacdo da posicdo 2 entre
oxigénio e enxofre, quanto a variagdo no padrdo de substituicdo no anel aromatico ndo
causam efeitos significativos na interagdo das DHPMs com as fitas de DNA, sugerindo que
ndo ha interagdo com este alvo biolégico e que o efeito antitumoral observado nao ocorre
devido a este mecanismo de agao.
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Os testes in vivo realizados, de forma inédita, com 4 diidropirimidinonas confirmam
0s resultados promissores obtidos in vitro para esta classe. Nestes testes todos os 4
compostos testados mostraram inibicdo do crescimento do tumor em camundongos entre 48
— 76% na dose de 90mg/kg pela via ip. Os compostos mais ativos nesta dose foram o
LaSOM 64 e o LaSOM 65, os quais inibiram o crescimento do tumor em mais de 70% do
seu peso em relacédo ao controle no tratado.

Além disso, todos os compostos apresentaram baixa toxicidade no esquema de
tratamento adotado (90mg/kg por 7 dias). Este resultado € bastante interessante, pois os
efeitos téxicos apresentados pelos animais tratados foram muito pequenos quando
comparados aos efeitos causados por agentes antitumorais comumente empregados, como
a doxorrubicina, mesmo nas doses muito maiores utilizadas. Desta forma os compostos
sintetizados neste trabalho apresentam grande potencial para o desenvolvimento de
agentes antitumorais e novas doses deverdo ser verificadas para desvendar o potencial

destes compostos.

Nao ha como estabelecer uma relacao estrutura-atividade entre os compostos
testados, pois primeiramente 0 mecanismo de ac&o pelo qual os compostos estdo atuando
deve ser estabelecido. Nao ha como comparar as atividades entre as moléculas sem, a
priori, 0 conhecimento do alvo celular. Contudo, pode-se dizer, conforme observado nos
testes in vitro em glioma, que os compostos LaSOM 63, LaSOM 65, LaSOM 74, LaSOM 75
e LaSOM 77 causam um maior decréscimo no numero total de células tumorais (U138-MG)
do que o LaSOM 61. Porém estes compostos podem estar exercendo seu efeito citotdxico
de maneira diferente da qual o LaSOM 61 exerce seu efeito.

Conforme discutido na introducao deste capitulo, esta classe de moléculas apresenta
potencial para agir sobre diferentes alvos terapéuticos, e uma andlise mais abrangente de
possiveis mecanismos de acao (além da cinesina Eg5) deve ser realizada. A investigacao
do(s) mecanismo(s) de agao pelo(s) qual(is) estes compostos mais ativos atuam se faz
necessaria e nosso grupo de pesquisa esta trabalhando para desvenda-lo.

Embora os resultados apresentados neste trabalho estejam na sua fase inicial, pode
ser observado que o composto mais ativo nos ensaios in vivo foi o analogo de enxofre
codificado como LaSOM 65 e que este também apresentou um dos melhores resultados nos
ensaios de glioma frente as duas linhagens celulares testadas. Este fato elege o LaSOM 65
como o protétipo do Laboratério de Sintese Organica Medicinal para as futuras modulagdes,
visando a descoberta de um protétipo antitumoral.
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Neste trabalho foram avaliados de forma inédita o perfil farmacocinéticos de DHPMs e
estes, realizados com o LaSOM 65 mostram que o composto apresenta farmacocinética
linear quando administrado em doses na faixa de 30 e 90 mg/kg pela via ip. O LaSOM 65
apresenta alta biodisponibilidade e tempo de meia-vida curto quando administrado pela via
ip.

Além dos testes antitumorais, foram realizados ensaios in vitro de inibicdo de
crescimento de duas espécies de fungos fitopatégenos: Botrytis cinerea e Colletotrichum
gloeosporioides. Estes testes foram realizados de forma inédita e os resultados novamente
confirmam o potencial dessa classe de compostos. Do grupo de 20 substancias, 9
apresentaram boa atividade na inibicdo em ambos os fitopatégenos, e os mais ativos foram:
LaSOM 60, LaSOM 62, LaSOM 63, LaSOM 64, LaSOM 88, LaSOM 95 e LaSOM 97. Estes
serdo avaliados em diferentes concentracdes para determinacdo do valor de ECs, contra
Botrytis cinerea e Colletotrichum gloeosporioides.

Para finalizar, 8 DHPMs foram avaliadas para verificacdo do potencial para uma
atividade ovicida e larvicida de carrapatos da espécie Ripicephalus (Boophilus) Microplus,
metodologia otimizado em nosso grupo de pesquisa. Entretanto, nenhum dos compostos
testados apresentou eficacia para o desenvolvimento de substancias carrapaticidas.
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4. PERSPECTIVAS

- Aplicagéo das condigdes otimizadas para modificagbes em torno do heterociclo sobre o
composto mais ativo nos resultados biol6gicos de maneira a verificar sua relacao estrutura
atividade e otimizacao dos parametros farmacocinéticos;

- Otimizagao da etapa de clivagem nas reacdes de sintese organica em fase sélida;

- Relizacdo das curvas dose-resposta nos ensaios antiproliferativos in vitro com os
compostos mais ativos para determinagéo dos valores de 1Cs;

- Investigagcdo do mecanismo de agéo antitumoral dos compostos;

- Investigagcdo in vivo de maior numero de doses, determinagdo de ECs,, ensaios de
toxicidade;

- determinagao do ICs, dos compostos mais ativos nos ensaios antifungicos;

- Em relagdo a farmacocinética do LaSOM 65 realizar aumento do tamanho amostral do
grupo de 90 mg/kg ip.; modelagem compartimental dos perfis individuais de todos os grupos;
avaliacao da distribuicao tecidual apos dose iv.; determinagdo de parametros para a via oral
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ANEXO Il

Compostos sintetizados
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ANEXO Il

Manuscrito submetido ao European Journal of Medicinal Chemistry

Synthesis of Dihydropyrimidin-2-ones/thiones using TEOF as reaction promoter and their
cytotoxicity against glioma cells.
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Abstract— Two series of 4-aryl-3,4-dihydropyrimidin-2(7H)-ones and thio analogues, including
Monastrol 1a, have been synthesized by an environment-friendly chemical methodology with high
yields. The library was evaluated as inhibitor of cell proliferation on glioma cell lines. Compounds in
the thio series (exemplified by 1f and 1d) were more citotoxic than Monastrol, while in the oxo series
compound 2d presented the largest activity. The library represents an interesting class of potential
anticancer agents with some of compounds presenting a relevant antiproliferative effect against two
glioma cell lines.

Keywords: dihydropyrimidin-2( 1H)-ones, Biginelli reaction, multicomponent reaction,
triethylorthoformate, TEOF, Monastrol, cancer, glioma
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1. Introduction

The 4-aryl-3,4-dihydropyrimidin-2( 7H)-ones (DHPMs - 2) are a class of heterocyclic compounds firstly
synthesized over 100 years ago by the Italian chemist Pietro Biginelli[1]. The original three component
reaction consisted of a simple one-pot condensation of benzaldehyde (4b), ethyl acetoacetate (5) and
urea (6a), catalyzed by few drops of hydrochloric acid under refluxing ethanol. However, these original
Biginelli conditions suffer of poor yields despite the long reaction times and harsh conditions, and
cannot also be applied when acid sensitive reactants are required.

Nowadays, there are several reports of catalytic methods to improve the yield and scope of the
Biginelli reaction. The majority is based on protic [2] or Lewis acid catalyzed reactions [3], with
methods based on metal salts with non-nucleophilic anions having pronounced catalytic activity. The
most effective ones involve reagents which have dehydrating properties in conjunction with protic or
Lewis acidic behavior (e.g. ethyl polyphosphate [4], TMSCI [5], propane phosphonic acid anhydride [6]
and TMSCI/Nal [7]). However, some of these methods have been reported with unsatisfactory yields
and expensive catalysts.

The multicomponent Biginelli reaction has a great potential for application inside of “green methods”
context due to its intrinsic characteristics such as: a) high atom economy [8], with all mass of reactants
being converted “into” product with only loss of two moles of water by mol of formed product; b) One-
pot three-steps synthesis, lacking the necessity of protection/deprotection steps; c) feasibility of room
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temperature protocols; and d) easy isolation of the DHPMs formed requiring just a treatment with
water.

Several techniques employing “neat reaction” techniques with different acids have recently been
reported to promote the DHPM ring formation [9]. Among them are the use of chloroacetic acid [9a],
formic acid [9b], NH,CI [9c-d], H3PW 12044 [9e-f], Y(NO3)3.6H.0 [9g], CuBF,[9h], BiNO3[9i], TaBrs[9j],
HBF,[9K], ZrCl4 and ZrOC, [91], [Fe(CF3COy,)s] and [Fe(CF3S03)3] [9m], Sr(OTf), [9n], CeCl3.7H.O
[90], Yb(OTf)3[9p], Cul [9q] and InBr;[9r].

Gliomas are the main primary central nervous system (CNS) tumors in humans, accounting for almost
80% of brain malignances [10]. Glioblastoma multiforme (GBM), classified with a grade 4, represents
the most aggressive of these tumors. Despite considerable progress in research regarding the
molecular aspects of malignant gliomas, the prognosis of these tumors continues to be dismal [11].
Multimodal combinations of target agents with radiation and chemotherapy may enhance treatment
efficacy [12], but despite these treatments, gliomas recur early due to their high proliferation, infiltrative
and invasive behaviours [10]. DHMPs have demonstrated a vast range of therapeutic and
pharmacologic properties [13]. The scope of this chemical scaffold has been further extended by the
identification of the 4-(3-hydroxyphenyl)-2-thione derivative Monastrol 1a, which is considered a
potential novel antiproliferative agent for the treatment of malignant tumours [14]. The antitumoral
activity of Monastrol has been attributed to its ability to reversibly interact with kinesin Eg5, a motor
protein required for spindle bipolarity. Recently, Muller et al. [15] have also observed that Monastrol 1a
, enastron 3a and dimethylenastron 3b (Figure 1) exhibited antiproliferative activity against human
glioblastoma cells. Their investigations revealed that the cyclic analogues presented higher
antiproliferative efficacy compared to Monastrol, and, in contrast to the antimicrotubular agent
paclitaxel, none of the tested Eg5 inhibitors had a cytocidal effect on resting cells. This is an important
result because it shows that these compounds should be less neurotoxic than classical tubulin
inhibitors.

Figure 1

Our research group has recently published the synthesis of a small library of DHPM, including
Monastrol (1a), using Lewis acids as catalysts [16]. In these studies, Monastrol and its analogues
were evaluated against seven human cancer cell lines. The results showed that the oxo-Monastrol
analogue (2a) just shows cytostatic activity, while Monastrol was citotoxic against the seven cancer
cell lines. We have also found that the 3,4-methylenodioxy derivative (Piperastrol - 1¢) was
approximately 30 times more potent than Monastrol against five of the seven tested cancer cell lines,
and it was also more potent than the control doxorrubicine against 3 of the tested cell lines.

These results have encouraged us to carry out new studies in order to investigate the in vitro effect of
a focused DHPM library of Monastrol analogues against the proliferation of glioma cell lines. Most of
the investigations aiming to treat proliferative diseases through Eg5 inhibition are dedicated to classes
of compounds other than DHPM, and there is still much to investigate about the structure activity
relationship of this privileged heterocyclic structure in order to find a better hit than the prototype
Monastrol.

The aim of the current study was to develop two series of DHPMs analogues employing an
economical and environment-friendly methodology in a rapid and efficient approach and to evaluate
their cytotoxic effect against the human glioma cell line U138-MG and the rat glioma cell line C6.
Compounds in one series are substituted with a 2-oxo group and the other one with a 2-thio group.

2. Results and discussion

To continue our investigations regarding the antiproliferative activities of the DHPM analogues of
Monastrol, we developed an alternative method to prepare DHPMs in a fast, good yielding and
straightforward manner, without the use of metal salts due to the risk of trace contamination for
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biological assays. We decided to investigate the dehydrating agent TEOF as promoter of the Biginelli
reaction. Orthoesters have been described as mild, non-toxic, nonpollutant, inexpensive, and effective
dehydrating agents in the imine synthesis protocols [17]. Since the proposed mechanism for the
Biginelli reaction [18] proceeds through an initially formed N-acylimine intermediate and a second
elimination of water through imine-enamine formation, we considered TEOF as an adjuvant reagent in
the dehydratation steps during the DHPM formation.

Initial investigation (scheme 1) of the reaction between benzaldehyde 4b, ethyl acetoacetate (5), and
excess thiourea (6b, 2 eq.), at 100°C in the presence of TEOF did not lead to any product. We think
that this may be due to the necessity of acidic media to promote formation of the active dehydrating
form of TEOF [19]. To achieve this, we investigated two inexpensive, non-toxic and readily available
weak Bronsted acids, citric and oxalic acid, as promoters of TEOF degradation. To make sure that the
acids do not promote the reaction by themselves, we carried the Biginelli reaction without solvent, with
benzaldehyde 4b, ethyl acetoacetate (5), and excess thiourea (6b, 2 eq.) in the presence of citric or
oxalic acid. These reactions provided low yields. With prolonged times or higher temperatures, the
observed yields were always low. So, TEOF could be investigated together with these two acids in the
same reaction conditions, and the corresponding DHPM could be obtained in high yields.

While this work was in its final state, citric and oxalic acid were published as promoters of the Biginelli
reaction [20, 21]. Although their results are excellent, we were not able to reproduce it in our
laboratory. We think that our synthetic methodology does not lose its importance because it
demonstrated that the Biginelli reaction can be promoted with TEOF, with the acids being used as
auxiliaries to trigger TEOF dehydrating action.

We could observe that TEOF plays an important role on the efficiency of the process. In fact, the
straight-forward work-up protocol allows the isolation of compounds with high purity degrees, as
indicated by NMR analyses. We believe that the enhancements of the reaction yields are due to the
dehydrating properties of triethyl orthoformate. Probably, TEOF is important for loosing of water in the
imine intermediate formation at weak acidic pH conditions [22]. Additionally, the higher yields with 2
equivalents of TEOF can indicate their association with a second equivalent of water that was loosed
in the last step of the DHPM formation.

In the light of these results we chose to extend the best condition highlighted above to the reactions of
ethyl acetoacetate (5) with a series of aromatic aldehydes (4a-g) and urea or thiourea (6a-b) to afford
the respective dihydropirimidin-2-thiones (1a-g) and dihydropyrimidin-2-ones (2a-g) (Scheme 1). The
results are presented in Table 1. The 'H NMR and "°C NMR data of compounds 1a-g and 2a-g were
compatible with the proposed structures as well as the melting points were in accordance with those
reported in the literature.

Scheme 1
Table 1

According to the Table 1, the aromatic aldehydes bearing electron-donating (4a, 4c, 4f) or electron
withdrawing groups (4d, 4e, 49) at the ortho, meta or para positions readily undergo reaction, with
both urea and thiourea giving good-to-high yields of the corresponding DHPMs (1/2a-g) with times
varying from 1 to 2 hours.

The yields are somewhat higher with the citric acid/TEOF system than with oxalic acid/TEOF system.
This can be exemplified by the Monastrol yields which are 88% with citric acid/TEOF system and 69%
with oxalic acid/TEOF system (Entry 1).

3. Biology
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To investigate the potential antiproliferative of Monastrol and its oxo and sulfur analogues, initially we
used the cell counting assay in glioma cell lines. Thus, the glioma cells were treated with several
concentrations of Monastrol 1a (2.5, 5, 10, 15, 25, 50, 75, 100 or 150 pg/ml) for 24, 48 or 72h. The
time-course experiments revealed a significant decrease in the cell number of C6 and U138-MG
treated with Monastrol, which shows also concentration-dependent effect (data not shown). Thus, we
choose the condition of 50 ug/ml for 48h to compare the effect of Monastrol to its analogues. The
cultures were treated with all compounds at 50 pg/ml for 48h (Figure 2). The analogues 1d, 1f and 2d
were significantly more potent to reduce the number of cells in both cell lines in comparison to
Monastrol (Figure 2A and 2B).

Figure 2

The compound 1e also exert a similar antiproliferative effect on U138-MG cell line (Figure 2B). The
cytotoxic effect of Monastrol and its analogues were confirmed by MTT assay where, in agreement to
cell counting results, the same compounds exhibited higher cytotoxicity in comparison to Monastrol
(Figure 2C and 2D). Figure 2 shows representative pictures of U138-MG glioma cells treated with 50
pg/ml of Monastrol 1a and its analogues 1d, 1e, 1f and 2d for 48 h.

Note the decrease of total number of cells with Monastrol treatment when compared to DMSO (control
cultures). As observed in figure 3, when the cells were treated with compoundsid, 1e, 1f and 2d, this
reduction is more evident, confirming the results with cell counting assay.

Figure 3

As previously disclosed by our co-workers [16], the introduction of electron donor methylenedioxi
group (1c¢) at benzene ring of Monastrol led to discover that 1¢ possesses larger activity against
several cell lines as the template and doxorubicin.

Two series of analogues, the thio series 2a-2g and the oxo series 1a-1g, were synthesized to explore
the variation of activity in function of the substitutions at benzene ring. Figure 1 presents the inhibition
of compounds for both C6 and U138-MG on glioma cell proliferation. It was showed that all tested
compounds were active in the described panels, including Monastrol 1a (35.9% and 43.5%), although
their activities in U138-MG cells were more pronounced.

For both cell lines the three compounds 1d, 1f and 2d displayed high inhibition of proliferation, with 2d
proved to be the most effective compound. Monastrol 1a presents an effect in a range of 35-44% of
inhibition for both cell lines, while compound 1e showed higher antiproliferative effect against human
U138-MG cells than C6 glioma cells (34.3% and 64.9%, respectively).

For the thio series, the removal of the ortho-OH phenyl group of Monastrol 1a generating 1b with no
loss on activity indicates that this functional group is not essential for the cytotoxic activity. On the
other hand, the introduction of substituents at meta and para positions improves this cytotoxicity. In
comparison with Monastrol, the replacement of meta-OH by a meta-nitro group (compound 1d) results
in a marked increase of antiproliferative effect in U138-MG glioma cells. This effect is also observed
when the meta-OH is substituted either by a para-N(CHs), or by a para-CN group. The replacement of
meta-OH by ortho-F leads to reduction of activity. These results presumably reflect the importance of
substitution at ortho and para positions of benzene ring, as well as its relative position in space. This is
corroborated with the ortho-F compound 1g which presents low activity (41.4%) and by compound 1b
(36.9%), which have no substitution at phenyl.

The compound 5-ethoxycarbonyl-6-methyl-4-(3-nitrophenyl)-3,4-dihydropyrimidin-2(1 H)-one 2d has
twofold higher activity against both the C6 and U138-MG glioma cells compared to its analogue
Monastrol 1a. In this oxo series, other substitutions such as meta-OH, para-N(CHs), or para-CN,
ortho-F, 3,4-OCH,O- or even no substitution at the benzene nucleus results in compounds with low
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activity, similar or lower than 1a. Besides, the oxo analogue 2d is more active than its thio counterpart
1d, the most active in the thio series

Among the fourteen DHPMs synthesized, the three more active were 2d (oxo, meta-NO,), 1d (thio,
meta-NO,) and 1f (thio, para-N(CHz),) against both cells lines. This results show that replacing the OH
group in Monastrol by a NO, and by (CHj;).N- at meta and para positions respectively provides
analogues with better activity profile. While the substitution by either meta-NO, or oxygen led to
compound with even better antiproliferative profile.

4. Conclusions

The synthetic studies showed that Triethylorthoformate (TEOF), associated with Citric or Oxalic acid,
acts as an efficient promoter of the Biginelli reaction between urea/thiourea, ethyl acetoacetate and
aromatic aldehydes, yielding dihydropirimidinones in good-to-high yields in 1 — 2 hours. The use of
TEOF enhances drastically the yields obtained when weak acids, otherwise poor promoters of the
reaction, are employed. This method offers a simple, inexpensive, versatile and environmental-friendly
approach to synthesize a small library dihydropyrimidinones/thiones including the Monastrol in a
straightforward approach for the biological assays.

Taken together, the results of the pharmacological assays in U138-MG and C6 gliomas cells showed
that Monastrol presents cytotoxicity against both cell lines. In addition, four other analogues (1f, 1d, 1e
and 2d) presented higher cytotoxic effect on the same cell lines, where compound 2d was the most
effective (twofold higher than Monastrol). The overall profile of 2d makes it suitable candidate to
extend the pharmacological investigations. Studies are currently underway aiming to investigate the
possible action mechanisms of cytotoxicity found here and the findings will be reported elsewhere.

5. Experimental Part
5.1 General

All chemicals were of research grade and were used as obtained. 'H and *C NMR spectra were
obtained in an INOVA-300 spectrophotometer with standard pulse sequences operating at 300 MHz in
'H NMR and 75 MHz in "*C NMR or at 400 and 100MHz respectively, using a Brucker Avance NMR
spectrometer, using D6-DMSO as solvent. Chemical shifts are reported as o values (ppm) relative to
TMS (0.0 ppm). The NMR multiplicities br s, s, d, t, g, and m stand for broad singlet, singlet, doublet,
triplet, quartet and multiplet, respectively. TLC analyses were performed on Merck’s silica plates 60
F254. Melting-points (mp) were determined on a System Kofler type WME apparatus and were
uncorrected. The term room temperature means 20-30°C. Products were identified by comparison of
melting-points and spectroscopic data with those reported.

5.2. Experimental Procedures
5.2.1 Synthesis of compounds 1a-n acids/TEOF system

A mixture of ethyl acetoacetate (2.5 mmol, 325 mg), corresponding aromatic aldehyde (2.5
mmol), thiourea or urea (5.0 mmol, 2.0 equiv) and citric acid (0.25 mmol, 48 mg, 10mol%) or oxalic
acid (0.25 mmol, 22.51 mg, 10mol%), together with triethylorthoformate (5.0 mmol, 741 mg, 2 equiv)
was placed in a 50cm® round bottomed flask and heated with stirring in a pre-heated oil batch (100°C)
for the time indicated at table 1. Then water was added to the reaction mixture, stirred for the
appropriate time and cooled in an ice-batch. The precipitate was filtered off, washed with cold water
and dried under vacuum to afford the desired product.

5.2.1.1 - 5-ethoxycarbonyl-6-methyl-4-phenyl-3,4-dihydropyrimidin-2-(1H)-thione (1b). Mp 204-
207°C. 'H-NMR (300 MHz, DMSO-d;) [23] 5 1.09 (t, J = 7.0 Hz, 3H, CHj), 2.29 (s, 3H, CHj), 4.00 (q, J
=7.0 Hz, 2H, OCH,), 5.17 (d, J = 3.7 Hz, 1H, CH), 7.23-7.37 (m, 5H, arom.), 9.65 (d, J= 1.8 Hz, 1H,
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NH), 10.34 (br s, 1H, NH). "*C-NMR (75 MHz, DMSO-dj) [23] & 14.1, 17.2, 54.1, 59.9, 100.7, 126.4,
127.7,128.6, 143.5, 145.1, 165.1, 174.2. IR (neat) 3324.4, 3170.4, 2980.2, 1665.9, 1572.4, 1463.8,
1370.1, 1326.4, 1282.9, 1192.5, 1175.1, 1116.5, 1027.6, 1002.1, 757.8, 722.2, 691.8, 651.5 cm"".

5.2.1.2 - 5-ethoxycarbonyl-6-methyl-4-phenyl-3,4-dihydropyrimidin-2-(1H)-one (2b). Mp 210-
212°C. "H-NMR (300 MHz, DMSO-dg) [23] 5 1.09 (t, J = 7.1 Hz, 3H, CH,), 2.25 (s, 3H, CH;), 3.98 (q, J
=7.1 Hz, 2H, OCH,), 5.15 (d, J = 2.9 Hz, 1H, CH), 7.22-7.32 (m, 5H, arom.), 7.74 (br s, 1H, NH), 9.20
(br s, 1H, NH). "*C-NMR (75 MHz, DMSO-d;) [23] 5 12.2, 16.0, 52.1, 57.3, 97.4, 124.4, 125.3, 126.4,
143.1, 145.2, 150.2, 163.3. IR (neat) 3236.9, 3112.9, 2974.7, 1721.7, 1697.3, 1643.5, 1454.1, 1418.8,
1312.9, 1289.9, 1217.1, 1085.9, 879.0, 772.2, 755.8, 697.1, 660.4 cm™".

5.2.1.3 - 5-ethoxycarbonyl-6-methyl-4-(3-hydroxyphenyl)-3,4-dihydropyrimidin-2-(1H)-thione
(1a). Mp 184-187°C. "H-NMR (300 MHz, DMSO-d;) [24] 5 1.14 (t, J = 7.1 Hz, 3H, CH3), 2.30 (s, 3H,
CHs), 4.04 (q, J= 7.1 Hz, 2H, OCH,), 5.11 (d, J = 3.7 Hz, 1H, CH), 6.65-6.69 (m, 3H, arom.), 7.10-
7.18 (m, 1H, CHarom.), 9.46 (s, 1H, OH), 9.62 (br s, 1H, NH), 10.31 (br s, 1H, NH). "*C-NMR (75 MHz,
DMSO-d;) [24] 6 14.1, 17.2, 53.9, 59.6, 100.8, 113.2, 114.6, 117.0, 129.5, 144.8, 144.9, 157.5, 165.2,
174.2. IR (neat) 3298.8, 3180.4, 2983.7, 1663.8, 1572.6, 1473.6, 1445.4, 1369.9, 1281.7, 1188.2,
1153.1, 1113.4, 1024.2, 787.6, 752.4, 700.4 cm".

5.2.1.4 - 5-ethoxycarbonyl-6-methyl-4-(3-hidroxyphenyl)-3,4-dihydropyrimidin-2-(1H)-one (2a).
Mp 163-1662C. 'H-NMR (300 MHz, DMSO-dj) [25] & 1.11 (t, 3H, J =7.0 Hz, CHs), 2.22 (s, 3H, CHs),
3.98 (q, 2H, J=7.0 Hz OCH,), 5.04 (s, 1H, CH), 6.64-7.09 (m, 4H, arom.), 7.64 (s, 1H, NH), 9.15 (s,
1H, NH). IR (neat) 3512.9, 3341.3, 3236.7, 3116.4, 1723.3, 1674.7, 1633.5, 1599.6, 1452.1, 1295.6,
1218.4, 1089.3, 1025.9, 872.1, 775.4, 702.9 cm™".

5.2.1.5 - 5-ethoxycarbonyl-6-methyl-4-(3,4-methylenedioxyphenyl)-3,4-dihydropyrimidin-2-(1H)-
thione (1c). Mp 156- 159°C. "H-NMR (300 MHz, DMSO-d;) [26] 6 1.11 (t, J = 7.0 Hz, 3H, CHs), 2.28
(s, 3H, CH3), 3.99 (q, J = 7.0 Hz, 2H, OCH,), 5.08 (d, J = 3.8 Hz, 1H, CH), 5.99 (s, 2H, OCH,0), 6.64-
6.72 (m, 1H, arom.), 6.87 (m, 2H, arom.), 9.61 (br s, 1H, NH), 10.33 (br s, 1H, NH). '*C-NMR (75 MHz,
DMSO-d;) [26] 6 14.1, 17.2, 53.6, 59.6, 100.6, 101.0, 106.7, 108.1, 119.6, 137.4, 145.0, 146.7, 147.3,
165.0, 173.9. IR (neat) 3312.0, 3175.8, 2981.0, 1662.3, 1573.9, 1483.9, 1444.6, 1371.4, 1336.0,
1265.9, 1234.9, 1189.4, 1110.3, 1037.6, 937.8, 917.3, 815.2, 748.1, 657.5cm ™.

5.2.1.6 - 5-ethoxycarbonyl-6-methyl-4-(3,4-methylenedioxyphenyl)-3,4-dihydropyrimidin-2-(1H)-
one (2c). Mp 188- 190°C. "H-NMR (300 MHz, DMSO-d) [27] & 1.11 (t, J = 7.0 Hz, 3H, CHy), 2.25 (s,
3H, CH3), 3.99 (q, J = 7.0 Hz, 2H, OCHy), 5.08 (d, J = 2.6 Hz, 1H, CH), 5.98 (s, 2H, OCH,0), 6.69-
6.75 (m, 2H, arom.), 6.84-6.86 (m, 1H, arom.), 7.71 (br s, 1H, NH), 9.20 (br s, 1H, NH). '*C-NMR (75
MHz, DMSO-dg) [27] 6 14.1,17.8, 53.7, 59.2, 99.3, 101.0, 106.7, 108.0, 119.4, 138.9, 146.4, 147.3,
148.3, 152.1, 165.4. IR (neat) 3353.8, 3221.1, 3103.8, 2965.4, 1688.0, 1637.3, 1488.3, 1446.5,
1373.0, 1295.5, 1242.0, 1222.6, 1166.6, 1089.6, 1039.3, 927.7, 810.2, 793.8, 674.2 cm’".

5.2.1.7 - 5-ethoxycarbonyl-6-methyl-4-(3-nitrophenyl)-3,4-dihydropyrimidin-2-(1H)-thione (1d).
Mp 206-209°C. 'H-NMR (300 MHz, DMSO-d;) [28] 5 1.13 (t, J = 7.1 Hz, 3H, CH3), 2.34 (s, 3H, CH),
4.05 (q, J=7.1 Hz, 2H, OCH,), 5.36 (d, J = 3.6 Hz, 1H, CH), 7.70-7.72 (m, 2H, arom.), 8.10-8.11 (m,
1H, arom..), 8.17-8.20 (m, 1H, arom.), 9.81 (br s, 1H, NH), 10.55 (br s, 1H, NH). '*C-NMR (75 MHz,
DMSO-d;) [28] 6 14.0, 17.3, 53.5, 59.8, 99.8, 121.2, 122.8,130.5, 133.0, 145.5, 146.0, 147.8, 164.9,
174.5. IR (neat) 3175.5, 2990.1, 1707.3, 1659.5, 1593.4, 1529.5, 1472.5, 1343.5, 1277.7, 1183.9,
1100.5, 892.7, 727.0, 687.9 cm”".

5.2.1.8 - 5-ethoxycarbonyl-6-methyl-4-(3-nitrophenyl)-3,4-dihydropyrimidin-2-(1H)-one (2d). Mp
225-227°C. "H-NMR (300 MHz, DMSO-ds) [28] & 1.08 (t, J = 6.9 Hz, 3H, CH3), 2.26 (s, 3H, CH,), 3.98
(g, J =6.9 Hz, 2H, OCH,), 5.29 (s, 1H, CH), 7.64-8.10 (m, 4H, arom.), 8.90 (s, 1H, NH), 9.37 (s, 1H,
NH); *C-NMR (75 MHz, DMSO-ds) [9m] & 14.0, 17.9, 53.6, 59.4, 98.4, 121.2, 122.3, 130.0, 133.0,
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147.0, 147.8, 149.3, 151.9, 165.0. IR (neat) 3326.0, 3089.7, 2963.3, 1705.9, 1686.5, 1625.6, 1523.1,
1455.9, 1345.1, 1309.8, 1265.8, 1221.4, 1085.6, 900.4, 815.9, 794.1, 738.7, 685.5 cm’".

5.2.1.9 - 5-ethoxycarbonyl-6-methyl-4-(4-cyanophenyl)-3,4-dihydropyrimidin-2-(1H)-thione (1e).
Mp 130-133°C; 'H-NMR (300 MHz, DMSO-d) [29] & 1.09 (t, J = 7.0 Hz, 3H, CH3), 2.30 (s, 3H, CH),
4.00 (g, J= 7.0 Hz, 2H, OCH,), 5.24 (d, J = 3.5 Hz, 1H, CH), 7.40 (d, J = 8.3 Hz, 2H, arom.), 7.83 (d, J
= 8.3 Hz, 2H, arom.), 9.74 (br s, 1H, NH), 10.47 (br s, 1H, NH). "*C-NMR (75 MHz, DMSO-d;) [29] &
14.0,17.2, 53.8, 59.8, 99.8, 127.5, 129.9, 132.7, 133.2, 138.8, 145.9, 148.5, 164.9, 174.5. IR (neat)
3299.4, 3274.2, 2983.9, 2238.9, 1650.9, 1556.6, 1456.2, 1370.5, 1319.9, 1282.4, 1198.0, 1167.1,
1108.0, 1032.1, 1002.9, 842.2, 759.7, 611.1 cm™.

5.2.1.10 - 5-ethoxycarbonyl-6-methyl-4-(4-cyanophenyl)-3,4-dihydropyrimidin-2-(1H)-one (2e).
Mp 130-133°C; 'H-NMR (300 MHz, DMSO-dj) [30] 5 1.07 (t, J = 7.1 Hz, 3H, CHj3), 2.25 (s, 3H, CHs),
3.97 (q, J=7.1 Hz 2H, OCH,), 5.21 (s, 1H, CH), 7.42 (d, J = 8.1 Hz, 2H, arom.), 7.80 (d, J = 8.1 Hz,
2H, arom.), 7.88 (s, 1H, NH), 9.33 (s, 1H, NH); ">C-NMR (75 MHz, DMSO-46) [30] 6 14.5, 18.3, 54.3,
59.8,98.7,110.5, 119.2, 127.8, 133.0, 149.8, 150.5, 152.3, 165.6. IR (neat) 3298.6, 2979.6, 2229.7,
1699.9, 1651.9, 1543.5, 1384.9, 1362.8, 1250.9, 1199.6, 1074.9, 1018.9, 934.7, 825.0, 756.1 cm™"

5.2.1.11 - 5-ethoxycarbonyl-6-methyl-4-(4-N,N-dimethylaminophenyl)-3,4-dihydropyrimidin-2-
(1H)-thione (1f). MP 206-208°C. 'H-NMR (300 MHz, DMSO-dg) [9n] & 1.11 (t, J = 7.0 Hz, 3H, CHj),
2.28 (s, 3H, CH3), 2.85 (s, 6H, N(CHa),), 3.97 (q, J= 7.0 Hz, 2H, OCH,), 5.04 (d, J = 3.2 Hz, 1H, CH),
6.66 (d, J = 8.5 Hz, 2H, arom.), 7.01 (d, J = 8.5 Hz, 2H, arom), 9.55 (br s, 1H, NH), 10.24 (br s, 1H,
NH). "*C-NMR (75 MHz, DMSO-d) [9n] & 14.1, 17.1, 40.1, 53.5, 59.5, 101.3, 112.2, 127.1, 131.2,
144.3, 150.0, 165.3, 173.8. IR (neat) 3322.4, 3168.7, 2981.7, 1665.8, 1575.8, 1522.9, 1461.7, 1364.3,
1327.1, 1284.4, 1182.1, 1116.0, 1023.3, 804.5, 754.7, 649.9 cm ™.

5.2.1.12 - 5-ethoxycarbonyl-6-methyl-4-(4-N,N-dimethylaminophenyl)-3,4-dihydropyrimidin-2-
(1H)-one (2f). Mp 257-259°C. "H-NMR (300 MHz, DMSO-dg) [27] 5 1.05 (t, J = 7.0 Hz, 3H, CH,), 2.23
(s, 3H, CHa3), 2.84 (s, 6H, N(CHa),), 4.00 (g, J= 7.0 Hz, 2H, OCH,), 5.03 (d, J = 3.1 Hz, 1H, CH), 6.64
(d, J=8.5Hz, 2H, arom.), 7.04 (d, J = 8.5 Hz, 2H, arom.), 7.59 (br s, 1H, NH), 9.09 (br s, 1H, NH).
3C-NMR (75 MHz, DMSO-ds) [27] 6 14.2, 17.7, 40.2, 53.3, 59.1, 99.9, 112.2, 126.9, 132.7, 147.6,
149.8, 152.3, 165.5. IR (neat) 3240.9, 3114.7, 2972.9, 1719.2, 1699.9, 1647.2, 1525.9, 1456.2,
1365.2, 1289.8, 1219.4, 1087.6, 1046.8, 879.5, 784.2, 659.0 cm ™.

5.2.1.13 - 5-ethoxycarbonyl-6-methyl-4-(2-fluorphenyl)-3,4-dihydropyrimidin-2-(1H)-thione (1g).
Mp 140-143°C. 'H-NMR (300 MHz, DMSO-dj) [31] & 1.03 (t, 3H, J =7.0 Hz, CH,), 2.30 (s, 3H, CHj),
3.93 (q, J= 7.0 Hz, 2H, OCH,), 5.45 (d, J = 3.1 Hz, 1H, CH), 7.13-7.34 (m, 4H, arom.), 9.59 (s, 1H,
NH), 10.37 (s, 1H, NH); "*C-NMR (75 MHz, DMSO-d;) [31] & 14.5, 17.8, 49.4, 60.2, 100.0, 116.1 ,
116.4, 125.3, 129.9, 130.5, 131.27, 146.1, 165.5, 174.7. IR (neat) 3184.0, 3007.4, 1715.6, 1652.7,
1583.5, 1478.8, 1380.3, 1317.7, 1264.2, 1185.2, 1102.3, 846.4, 760.2, 744.4, 646.2 cm™".

5.2.1.14 - 5-ethoxycarbonyl-6-methyl-4-(2-fluorphenyl)-3,4-dihydropyrimidin-2-(1H)-one (2g). Mp
235-237°C. 'H-NMR (300 MHz, DMSO-dj) [32] & 1.20 (t, J =7.1 Hz, 3H, CHj), 2.44 (s, 3H, CH3), 4.07
(9, J=7.1 Hz 2H, OCH,), 5.62 (s, 1H, CH), 7.28-7.48 (m, 4H, arom.), 7.87 (s, 1H, NH), 9.43 (s, 1H,
NH); "*C-NMR (75 MHz, DMSO-d) [32] 6 13.8, 17.5, 54.5, 61.1, 115.2, 122.4, 124.0, 127.8, 129.3,
135.8, 154.7, 157.2, 158.3, 160.3. IR (neat) 3228.9, 3158.2, 2973.3, 1747.4, 1699.3, 1616.2, 1538.9,
1436.5, 1384.6, 1319.2, 1228.7, 1198.6, 1143.8, 1075.3, 932.6, 754.6 cm ™.

5.2.2. Cytotoxicity Assays

The human glioblastoma cell line U138-MG and the rat glioma cell line C6 obtained from American
Type Culture Collection (ATCC) (Rockville, Maryland, USA) were grown and maintained in DMEM
containing supplemented with 5% (C6) or 15% (U138-MG) fetal bovine serum. Cells were kept at
standard conditions of cell culture (37°C, 5% CO,). After reaching semi-confluence, glioma cells were
treated with different concentrations of monastrol or its analogues. The culture medium was removed,
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the cells were detached with 0.25% trypsin/EDTA solution and were counted immediately in a
hemocytometer. For MTT assay, the glioma cells were plated in a 96-well plate and after reaching
semi-confluence, the cultures were treated with the different compounds. After 48h of treatment, each
culture medium containing the drug was removed, the cells were washed twice with PBS and 10 pl of
MTT were added to each of the wells. The cells were incubated for 3h and the solution was then
removed. The residual formazan was dissolved in 100 mL of dimethylsulfoxide (DMSQO). The
absorbance was measured on a microplate reader at 490 nm.
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Figure Captions
Figure 1. Antimitotic and/or antiproliferative dihydropyrimidinones

Figure 2. Effect of analogues of Monastrol on cell proliferation (A and B) and on cell viability (C and
D) of glioma cell lines. Semi-confluent cultures of C6 and U138-MG glioma cells were treated with 50 pug/ml
of oxo or sulfur analogues of Monastrol for 48h. The cell number and the cell viability were represented in
relation to the respective controls. The values are represented as means * S.D. of three independent
experiments made in duplicate. Data are analyzed bay ANOVA followed by post-hoc comparisons (Tukey
test). *Significantly different from the control and DMSO groups (P<0.01); *Significantly different from the
Monastrol (1a) group (P<0.05); **Significantly different from the Monastrol (1a) group (P<0.01);
**Significantly different from the Monastrol (1a) group (P<0.001); & significantly different between the two

groups (P<0.01).

Figure 3. Representative pictures of U138-MG cell cultures treated with Monastrol and analogues.
After 48h of treatment with DMSO (control cultures), 50 ug/ml of Monastrol (1a) or analogues of Monastrol,
the cells were visualized using a Nikon inverted microscope. Panels correspond to contrast phase

photomicrographs. The pictures are representative of three different experiments.
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Tables

Table 1 - Application of the optimized conditions to a variety of aldehydes (4a-g) towards the synthesis
of DHPMs (1a-g/2a-g).

Entry R Product Co-Promoter  Time(h)  Yield (%)?
1 /@\ 1a Citric acid 1 88
OH Oxalic acid 2 69
2 /@ 1b Citric acid 2 92
Oxalic acid 2 93
3 /©:O 1c Citric acid 2 84

)

© Oxalic acid 1 73
4 /@\ 1d Citric acid 2 97
NO: Oxalic acid 2 82
5 /@/CN 1e Citric acid 2 80
Oxalic acid 2 78
6 : N(Me), 1f Citric acid 1.5 82
Oxalic acid 2 68
7 F: : 1g Citric acid 2 77
Oxalic acid 2 75
8 /@\ 2a Citric acid 2 87
OH Oxalic acid 2 77
9 2b Citric acid 1 93

)
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Figure 3
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Schemes and Captions

R
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0 w0
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EtO N /gz
5 0 H5N X
X=85, 6a
X=0,6b

Brénsted acid
neat, 100°C

O R
_H
EtonkN
".‘A
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Scheme 1. Synthesis of Dihydropyrimidin-2-ones/thiones 1a-g/2a-g.
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ANEXO IV

Espectros de Algumas DHPMs sintetizadas através da reacao
de Biginelli
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Espectro de H'RMN (300 MHz, DMSO-d®) do composto 241 (contaminante DCU)
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Espectro de Massas (MS2 ES+, fragmentacdo) do composto 204a
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Espectro de IV (ATR) do composto 250



