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RESUMO: As diidropirimidinonas (DHPMs) sdo consideradas estruturas privilegiadas,
termo que caracteriza os esqueletos moleculares capazes de interagir com varios alvos
biolégicos. Diferentes mecanismos de acdo para DHPMs com atividade citotoxica tém
sido investigados. Um dos alvos amplamente estudados para este grupo de compostos,
consiste na inibicdo da cinesina Eg5, a qual estd envolvida na separacdo dos
cromossomos duplicados durante a interfase da mitose. O monastrol foi a primeira DHPM
identificada com atividade sobre a Eg5. Outro potencial alvo apontado para as DHPMs é
a enzima ecto-5-nucleotidase (ecto-5-NT), envolvida no controle dos niveis
extracelulares de adenosina, metabdlito que pode atuar como um fator para o crescimento
tumoral. O papel da ecto-5-NT sobre a resisténcia de gliomas a antineoplasicos é
reportado na literatura. Este trabalho tem como suporte recentes estudos in silico
realizados pelo nosso grupo de pesquisa, 0S quais apontaram caracteristicas estruturais
de DHPMs capazes de potencializar sua interacdo com a ecto-5’-NT ou com a Eg5. Nesse
sentido, o presente estudo teve por objetivo explorar a geracéo de diversidade estrutural
nessa classe de heterociclos para encontrar DHPMs com potencial atividade sobre a
proliferacdo de linhagens tumorais, atuando sobre a ecto-5’-NT ou a Eg5. Para este
objetivo, foram sintetizadas 38 DHPMs com diferentes modificacbes estruturais,
envolvendo principalmente: (i) DHPMs N1-arilas empregando diferentes compostos 1,3-
dicarbonilicos na reacao de Biginelli e (i) DPHMs com modificagbes no anel aromatico
ligado ao carbono C4. Ainda tendo como alvo a inibicdo da ecto-5’-NT foram obtidas acil-
selenoureias como produtos de simplificagcdo molecular de DHPMs N1-arilas. Além disso,
foram realizados estudos usando diferentes experimentos de RMN, HPLC e métodos in
silico para comprovar pela primeira vez a existéncia de atropoisomerismo nas DHPMs
N1-arilas com substituintes na posicdo orto do anel aromatico. A presenca de um
substituinte na posicao orto do anel aromético ligado ao N1 produz limitada rotacdo na
ligacdo C-N, gerando um eixo de quiralidade. As DHPMs sintetizadas LaSOM 299,
LaSOM 302 e LaSOM 307 apresentaram atividade antiproliferativa superior ao monastrol
nas linhagens de cancer de bexiga T24 (LaSOM 299: ICso 18,52 uM) e de glioma U138
(LaSOM 299: ICso 63,50 pM; LaSOM 302: I1Cso 68,03 pM; LaSOM 307: ICso 64,76 pM) e
produziram fend6tipo monoastral em células de glioma, indicando atividade sobre a Eg5.
Estudos realizados in vivo com Caenorhabditis elegans para LaSOM 301, LaSOM 309,
LaSOM 299, LaSOM 302 e LaSOM 307 mostraram que sdo compostos seguros e ainda,
que o LaSOM 307 inibiu a producdo de espécies reativas de oxigénio. Os resultados



reportados aqui permitiram aumentar a diversidade quimica das DHPMs, explorando
modificacdes em diferentes posi¢cdes do nucleo da DHPM.
Palavras-chave: reacdo de Biginelli sintese, ecto-5-nucleotidase, cinesina-5,

antitumoral, atropoisomerismo, Caenorhabditis elegans, diversidade quimica.



ABSTRACT: Dihydropyrimidinones (DHPMs) are privileged structures, a term that
characterizes the molecular scaffolds able to interact with different biological targets.
Numerous mechanisms of action for DHPMs derivatives with cytotoxic activity against
cancer cell lines have been investigated. Among the potential targets widely investigated
for this group of molecules is the kinesin-5 (Eg5), which is involved in the duplicated
chromosomes separation during the interphases of mitosis. Monastrol was the first DHPM
with an effect on Eg5. Another possible target of DHPMs is the enzyme ecto-5'-
nucleotidase (ecto-5'-NT), involved in the control of extracellular adenosine levels, a
metabolite that can act as a growth factor in cancer. The role of ecto-5'-NT in the resistance
of gliomas against antineoplastic drugs is reported. This work has as supporting recent
studies in silico performed by our research group, which showed structural features of
DHPMs able to improve its interaction with the ecto-5'-NT or with the Eg5. In this context,
the present study aims to explore the structural diversity of this heterocycle class to find
DHPMs with biological activity on the cancer cell proliferation acting on ecto-5'-NT or Eg5.
For this purpose, were synthesized 38 DHPMs with different structural modifications,
involving mainly: (i) DHPMs N1-aryl substituted by using of different carbonyl compounds
in the Biginelli reaction; and (ii) DHPMs with modifications in aromatic ring linked to the C4
carbon. Were obtained acyl-selenoureas as N1-aryl substituted DHPMs molecular
simplification products targeting the ecto-5’-NT. Also, were performed studies using NMR,
HPLC and in silico approaches aiming to demonstrate by the first time the presence of
atropoisomerism in the DHPMs N1 ortho aryl-substituted. The presence of a substituent
at the ortho position of aromatic ring linked to the N1, produced limited rotation in the C-N
bond and a chirality axis. The N1-aryl substituted DHPMs LaSOM 299, LaSOM 302 and
LaSOM 307 showed higher antiproliferative effect than monastrol in urinary bladder T24
cancer (LaSOM 299 ICsp 18.52 uM) and glioma U138 (LaSOM 299 ICso 63.50 uM; LaSOM
302 ICs0 68.03 pM; LaSOM 307 ICso 64.76 pM) and produced monoastral phenotype,
suggesting its effect on Eg5. In vivo studies with Caenorhabditis elegans for LaSOM 301,
LaSOM 309, LaSOM 299, LaSOM 302 and LaSOM 307 showed that they are safe
compounds and that LaSOM 307 inhibited the production of reactive oxygen species.
These novel DHPMs were safe in studies using the nematode Caenorhabditis elegans.
The results reported here allowed to improve the chemical diversity in DHPMs, exploring
structural modifications in different positions of this heterocycle.

Key-words: Biginelli reaction; organic synthesis; ecto-5-nucleotidase; kinesin-5;

anticancer therapy, atropoisomerismo; chemical diversity
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EQUIPAMENTOS E TECNICAS

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

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

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

Paulo, Brasil) e ndo foram corrigidas.

Espectrometria de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Os espectros de RMN 'H e RMN 13C foram obtidos em espectrometro Bruker Ascend 400
operando na frequéncia de 400 MHz e 100 MHz para 'H e 13C, respectivamente. Os dados
foram adquiridos conforme os parametros fornecidos pelo equipamento e processados no
software MestRenova 6.0.2. Os valores de deslocamento quimico foram expressos em
partes por milhdo (ppm), utilizando tetrametilsilano (TMS) como padrédo interno. Os
solventes utilizados nas analises foram DMSO-de ou CDCls. As constantes de
acoplamento estao representadas pela letra J e expressas em Hz. As notagdes utilizadas
para a multiplicidade dos sinais nos espectros de RMN H? foram: s (simpleto), d (dupleto),
t (tripleto), g (quarteto), e m (multipleto).

Espectrometria no Infravermelho (FT-IR)
As analises foram realizadas no Espectrometro de Infravermelho por Transformada de
Fourier (FT-IR) modelo Spectrum BXII marca Perkin Elmer, com a utilizacdo de ATR. As

deformacdes axiais e angulares foram expressas em cm,

Medida do desvio da luz polarizada
A determinacao da rotacéo Optica foi realizada em um polarimetro da marca Perkin Elmer,

modelo 341. As determinac¢des foram realizadas solug&o de cloroférmio 10 g/l a 20 °C.

Reacgdes assistidas por micro-ondas
A reacOes assistidas por micro-ondas foram realizadas no reator CEM Discover®

microwave system (Matthews, NC, USA)
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