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RESUMO

SINTESE E FUNCIONALIZACAO DE COMPOSTOS HETEROCICLICOS VISANDO A
DESCOBERTA DE FARMACOS ANTIVIRAIS. A humanidade vem sendo acometida por
varias epidemias causadas por virus, alterando assim o modo de vida da populacéo.
Dentre elas, estdo as infecgdes causadas pelos virus da dengue e Zika, além da
pandemia da covid-19 ocasionada pelo SARS-CoV-2. Neste contexto, houve uma forga
tarefa da comunidade cientifica para o desenvolvimento de vacinas e novas terapias. O
reposicionamento de farmacos também foi evidente neste periodo, como no caso do
remdesivir, um C-glicosideo, desenvolvido inicialmente para combater o virus Ebola,
sendo um dos primeiros farmacos aprovados para o uso emergencial frente ao SARS-
CoV-2. Mesmo este farmaco ter uma rota de sintese estabelecida, diversos grupos de
pesquisa se empenharam em melhorar etapas que apresentavam baixos rendimentos
e/ou empregavam condigdes drasticas. Mediante o exposto, o objetivo desta tese foi
centrado na sintese de analogos a C-glicosideos, por métodos mais sustentaveis, como
por exemplo a funcionalizacdo C-H de N-heterociclos por meio de um processo
fotoquimico e reagcdes multicomponentes. Apds a obtencao destes compostos avaliou-se
a atividade biolégica dos mesmos frente as proteases Mpro e PLpro do SARS-CoV-2 e a
NS2B-NS3P do virus Zika. Assim, no que tange a funcionalizagdo C-H de N-heterociclos,
14 compostos foram obtidos com 10-81% de rendimento. O protocolo desenvolvido
demonstrou-se regiosseletivo, pois permitiu a obtencdo de um exemplo constituido pela
formacdo de uma ligacdo C-C na posicdo C-7 da pirrolo[2,1-f][1,2,4]triazina, um N-
heterociclo presente no remdesivir. Em seguida foram obtidos 38 compostos derivados
de diidropirimidina-2-(1H)-onas/tionas (DHPM), cumarinas, hibridos de DHPMs com
cumarinas e dimeros cumarinicos. Estes compostos demonstraram ser promissores ao
inibir a atividade viral do SARS-CoV-2 e do virus Zika. Para o SARS-CoV-2 sete
compostos demonstraram ser mais promissores para a enzima Mpro, com ICsq variando
4,8-87 uM. Ja em relagao a PLpro seis compostos demonstraram ser mais eficazes com
ICso = 21-81 uM. Ja no que se refere a NS2B-NS3P© do virus Zika sete compostos
apresentaram atividade com ICsg variando de 0,4-7,1 uM. Frente ao exposto, foi possivel
obter candidatos a inibidores enzimaticos das proteases do SARS-CoV-2 e Zika, usando
a fotoquimica e reagées multicomponentes. Estudos posteriores poderéo ser conduzidos
para melhorar a eficacia dos compostos estudados.

Palavras-chave: Inibidores enzimaticos; RMCs; SARS-CoV-2; ZIKV; fotoquimica
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ABSTRACT

SYNTHESIS AND FUNCTIONALIZATION OF HETEROCYCLIC COMPOUNDS AIMING
AT THE DISCOVERY OF ANTIVIRAL DRUGS. The humanity has faced numerous viral
epidemics, significantly impacting daily life. Notable examples include infections caused
by dengue and Zika virus, as well as the covip-19 pandemic caused by the SARS-CoV-2.
In this respect, the scientific community mobilized a task force to develop vaccines and
new therapies. Drug repurposing also played a crucial role during this period, as seen with
remdesivir, a C-glycoside originally developed to combat the Ebola virus, that became one
of the first drugs approved for emergency use against SARS-CoV-2. Despite having a well-
established synthetic route, remdesivir production still posed challenges, prompting
various research groups to optimize steps with low yields or harsh reaction conditions. In
this context, the objective of this thesis was to synthesize C-glycoside analogs using more
sustainable methods, such as C-H functionalization of N-heterocycles via photochemical
processes and multicomponent reactions. Once these compounds were synthesized, their
biological activity was evaluated against the proteases Mpro and PLpro of SARS-CoV-2
and NS2B-NS3P© of the Zika virus. Concerning the C-H functionalization of N-
heterocycles, 14 compounds were synthesized, with yields ranging from 10% to 81%. The
developed protocol demonstrated to be regioselective, enabling the formation of a C-C
bond at the C-7 position of pyrrolo[2,1-f][1,2,4]triazine. Then, 38 compounds were
obtained, including derivatives of dihydropyrimidine-2(1H)-ones/thiones (DHPMs),
coumarins, DHPM-coumarin hybrids, and coumarin dimers. These compounds have
demonstrated potential in inhibiting the viral activity of SARS-CoV-2 and the Zika virus.
For SARS-CoV-2, seven compounds showed promising activity against the Mpro enzyme,
with ICso values ranging from 4.8 to 87 uM. Six compounds exhibited effectiveness against
PLpro, with ICso values between 21 and 81 uM. Regarding the Zika virus NS2B-NS3Pr,
seven compounds displayed activity, with ICso values ranging from 0.4 to 7.1 uM. In
summary, this study successfully identified potential enzymatic inhibitors for SARS-CoV-2
and Zika virus proteases using more sustainable approaches, including photochemistry
and multicomponent reactions. Further studies may be conducted to enhance the efficacy
of these compounds.

Keywords: Enzyme inhibitors; MCRs; SARS-CoV-2; ZIKV; photochemistry
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1. INTRODUGAO

Temos vivenciado na contemporaneidade varias epidemias causadas por
virus, dentre elas dengue e zika."! Estas por sua vez ocasionam mudangas no modo de
vida da populagdo, mostrando assim a importéncia de agdes governamentais que
auxiliem na promogao de saude e, consequentemente, a minimizagao dos maleficios
acarretados por estas enfermidades.

Neste cenario, de doengas ocasionadas por virus, € importante ressaltar
a grande incidéncia de quadros de uma pneumonia viral relatada em Wuhan na
provincia de Hubei na China no final do ano de 2019. Rapidamente foi descoberto que
se tratava de um novo coronavirus (inicialmente denominado por 2019-nCoV,
posteriormente de SARS-CoV-2) com capacidade de infectar humanos.?

Os coronavirus (CoVs) sao pertencentes a uma grande familia de virus
de RNA, que podem ocasionar diversas doencas, dentre elas: respiratorias,
gastrointestinais, hepaticas e neurologicas. Alguns exemplos evidentes s&o as
zoonoses: SARS (sindrome respiratoria aguda grave) e MERS (sindrome respiratoria
do Oriente Médio).23

No final de janeiro de 2020, a China ja havia reportado quase 6000 casos
confirmados e mais de uma centena de mortes em decorréncia do novo virus.* A
notificagdo de casos do novo virus aumentou de forma surpreendentemente em todo o
mundo, até que em 23/03/2020 a Organizagdo Mundial da Saude (OMS) declarou
estagio de pandemia.® Na FIGURA 1 encontra-se uma linha temporal, que expde fatos

marcantes ocorridos no cenario desta pandemia.®

2019 og/12 23/03/2020 11112/2020  24/01/2021 ~ 05/05/2023
| | | I I | .
| I | | [ I g
Primeiro paciente OMS declara 12 vacina O Brasil OMS declara
desenvolve sintomas de estagio de aprovada para ultrapassa ﬁl:l'l do
uma nova infecgéo viral em pandemia uso emergencial 100 mil estagio c_ie
Wuhan nos EUA vacinados pandemia

FIGURA 1. Linha temporal de fatos marcantes relacionados a pandemia de Covid-19.5
1



O SARS-CoV-2, causador da sindrome respiratoria aguda grave-2,
pertence a familia Coronaviridae. Este € um virus envelopado, cujo material genético
consiste em um RNA de fita simples com polaridade positiva. E composto por uma
glicoproteina denominada espicula (spike) que possui dois dominios (S1 e S2), sendo
o S1 responsavel pelo reconhecimento do receptor nas células humanas, que ocorre
por meio do receptor enzima conversora da angiotensina 2 (ECA-2). Esta enzima por
sua vez é responsavel pelo sistema renina-angiotensina-aldesterona (SRAA) que atua
como regulador de pressao arterial.” Este virus ainda é constituido por outras proteinas
estruturais e nao estruturais, incluindo nucleocapsideo, envelope e glicoproteina de
membrana (FIGURA 2).8

RNA

FIGURA 2. Representacgéo da constituicdo do SARS-CoV-2.°

Frente a este cenario de pandemia, a populacdo mundial passou a adotar
medidas de assepsia mais rigorosas e isolamento social para evitar o contagio frente
ao virus, modificando assim o modo de vida e agravando ainda mais a desigualdade
social. No entanto, apesar dessas ag¢des, até o final de 2021, cerca de 5 milhdes de
pessoas ja haviam morrido devido a infec¢ao viral, além também do surgimento de
novas variantes do virus foram evidenciadas.'®'" Na FIGURA 3 sdo expostos graficos
contendo o numero total de infectados, bem como a quantidade de vitimas informadas
a OMS desde o inicio da pandemia até o presente momento (informacdes acessadas

em margo de 2025).12
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FIGURA 3. Relatos registrados a OMS no contexto a pandemia de covid-19. (A) Total

de infectados. (B) Total de mortes.'?

Concomitante neste periodo, houve uma forga tarefa para o
desenvolvimento de vacinas e terapias que pudessem combater 0 novo coronavirus.
Neste cenario deu-se a largada para corrida pela vacinagao, o que deixou ainda mais
claro a dependéncia dos paises menos desenvolvidos aos detentores da tecnologia da
producao dos Insumos Farmacéuticos Ativos (IFAs). A desigualdade entre os indices
de vacinagao nao ficou restrito apenas a diferentes paises, mas também dentro do
mesmo territério nacional, como exemplo no Brasil. Neste contexto, podemos salientar
Séao Paulo, o estado detentor de maior riqueza, foi o unico a atingir a meta de 90% de
cobertura vacinal estabelecida pelo Ministério da Saude. Entre os municipios, apenas
16% chegaram a mais de 80% sendo estas em sua maioria localizadas no sul do pais.’

Apesar das desigualdades salientadas anteriormente, com o avango da
imunizagao, e a queda no numero de contagios e mortes, a humanidade pode retornar
suas atividades gradativamente. Até que em maio de 2023, a OMS declarou o fim do
estagio de pandemia.’®

Ainda no contexto do desenvolvimento de imunizantes, no Brasil houve a
busca pelo desenvolvimento de uma vacina nacional, a ButanVac, estudada pelo
Instituto Butantan. Contudo, o instituto suspendeu os estudos em agosto de 2024 apés

os resultados em testes clinicos apontarem indices inferiores aos pré-estabelecidos.'*
3



Além das vacinas, os medicamentos também tiveram seu destaque no
contexto da pandemia, como os anticorpos monoclonais, administrados via intravenosa
em pacientes hospitalizados.' No entanto, muitos dos medicamentos disponiveis
limitavam-se apenas em tratar os sintomas, assim foi imprescindivel a busca por
antivirais especificos e que também fossem de facil administragao ao paciente.

Nesta perspectiva, diversos estudos tem sido desenvolvidos visando a
descoberta de novos antivirais. Para a eficiéncia destes agentes, eles podem atuar: a)
na fixagdo do virus em receptores da célula hospedeira; b) na entrada do virus através
da membrana na célula hospedeira; c) no desencapsulamento do material genético
viral; e d) como inibidores enzimaticos.6.1”

Diferentes alvos moleculares tém sido empregados para estudo de
desenvolvimento de novos antivirais para tratar a Covid-19, como por exemplo a RNA
polimerase dependente de RNA (RdRp), a Mpro (main protease), também denominada
por 3CLpro (protease semelhante a quimiotripsina da regiao 3’ proximal) e a PLpro

(papain-like protease).

1.1. Proteinas-alvo do SARS-CoV-2

O SARS-CoV-2, assim como outros tipos de coronavirus, apresenta entre
suas proteases virais a Mpro, que desempenha um importante papel no processamento
das poliproteinas do virus. A enzima Mpro € uma cisteino protease, em que
estruturalmente € um homodimero composto por dois protémeros rotulados A e B, com
trés dominios (I-111) (FIGURA 4) com capacidade de clivar as poliproteinas produzidas
pelo virus.'™® Esta protease é responsavel pela clivagem de poliproteinas para a
obtencao de 12 proteinas nao estruturais necessarias para a replicagao viral, dentre
elas a RdRp.19:20



FIGURA 4. Estrutura da Mpro do SARS-CoV-2.20

A PLpro € uma protease do tipo papaina, que atua conjuntamente com a
Mpro clivando ligagbes peptidicas para produzir proteinas ndo estruturais,?’ ou seja,
cliva as proteinas néo essenciais nsp1 a 3 do polipepitideo formado. A PLpro também
€ uma cisteino protease, constituida por quatro dominios, e seu sitio ativo é formado
pela triade catalitica que consiste em Cys111, His272 e Asn286 que estao localizados
na interface dos dominios palma e polegar (FIGURA 5). O dominio dedo zinco
compreende quatro cisteinas coordenadas com um ion de zinco e € vital para a

integridade estrutural e atividade enzimatica da PLpro.??

FIGURA 5. Estrutura tridimensional da PLpro do SARS-CoV-2.2"
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Apds a entrada do virus na célula, o processo de transcrigao/replicacao
viral € mediado pelo complexo replicase RdRp. Os virus de RNA de polaridade positiva
traduzem diretamente sua RdRp logo no inicio da infecgdo, que se encarrega de
replicar o genoma produzindo copias de RNA de sentido antigenémico. Estas copias
servirdo de molde para a sintese de mais copias de sentido genémico. Quando a RdRp
€ inibida, o RNA genbmico viral ndo podera ser replicado e neste sentindo este

completo é classificado como um alvo farmacologicos.?3

1.2. Farmacos empregados para a Covid-19

Em 2020, a industria farmacéutica Pfizer realizou testes clinicos de fase |
de um inibidor da enzima Mpro do SARS-CoV-2, identificado como PF-07304814 (1)
(FIGURA 6).2* Este composto foi usado como protétipo para o desenvolvimento do
nirmatrelvir, o primeiro antiviral administrado de forma oral aprovado para o tratamento
da Covid-19. O nirmatrelvir (2) foi combinado com o ritonavir, um antirretroviral ja usado
no tratamento da AIDS, e empregado para auxiliar na melhora no tempo de meia-vida

do nirmatrelvir. Esta combinag&o recebeu o nome comercial de Paxlovid.?®

H 0 H
N
N
© F3CJ\NH O
NH 4 O : OH h O g
H HO.; 0 ¥
H N

FIGURA 6. Inibidores da enzima Mpro do SARS-CoV-2.

Outros inibidores da Mpro, como o ensitrelvir (3) e atilotrelvir (4),
desenvolvidos por industrias japonesas, e ibuzatrelvir (5)?° da Pfizer (busca apresentar
melhoras em relagdo ao Paxlovid, principalmente quanto as interacdes

medicamentosas) estdo em estudos clinicos de fase Il (FIGURA 7).27
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FIGURA 7. Farmacos em estudos clinicos em fase Ill.

Como inibidores da RdRp pode-se citar o remdesivir (GS-5734, Verklury)
(6) (FIGURA 8), desenvolvido inicialmente para combater o virus Ebola,?® que é
administrado de forma intravenosa. Seu uso emergencial frente ao SARS-CoV-2 foi
aprovado pela Food and Drug Adminstration (FDA) nos EUA em maio de 2020 e pela
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) no Brasil em margo de 2021,
mostrando assim a importancia do reposicionamento de farmacos. Ja o molnupiravir
(7), produzido pela Merck Sharp & Dohme (MSD), foi aprovado pela ANVISA em abril

de 2022, e é administrado de forma oral.

FIGURA 8. Farmacos inibidores da RdRp para o tratamento da Covid-19.

Neste sentindo, no periodo que se iniciava o desenvolvimento desta tese,
o remdesivir era um dos farmacos mais promissores para o0 emprego para o tratamento
da Covid-19, assim, buscamos compreender melhor as etapas de sua sintese, bem

como a possibilidade da obtencado de analogos, por métodos mais sustentaveis.



1.3. Rotas Sintéticas para o Remdesivir

O remdesivir (6) age como um pro-farmaco do GS-441524 (7), para
auxiliar na permeabilidade e metabolizagdo no meio intracelular.?® A estrutura quimica
do composto (7) consiste em trés porgdes distintas, sendo elas: uma pentose, o nucleo
pirrolo[2,1-][1,2,4]triazina e um fosforamidato®® (FIGURA 9).

FIGURA 9. Estruturas do remdesivir (GS-5734) (6) e do GS-441524 (7).

Mesmo se tratando de um farmaco ja disponivel comercialmente, diversos
grupos tem se dedicado na otimizagao da rota de sintese para a obtencéo de 6. A busca
pela melhoria na rota de sintese encontra-se pautada em diferentes vertentes, sendo
elas: sintese da base nitrogenada nao natural (em vermelho na FIGURA 9), e as etapas
de C-glicosilagao, cianagdo e fosforamidagdo assimétrica.?®

Neste contexto, na literatura, encontram-se trabalhos que descrevem a
busca por novas rotas para a obtengdo do nucleosideo do remdesevir. Investigagdes
para a etapa de C-glicosilagdo sdo comumente exploradas, uma vez que o produto
almejado € obtido com rendimentos baixos a moderados.

O método denominado de primeira geragcdo para obtencdo do C-
nucleosideo do remdesevir adota a nucleobase bromada 8, ja o de segunda geragéo
emprega a nucleobase iodada 9. De forma convencional, os métodos envolvem a
protecdo da amina da pirrolo[2,1-f][1,2,4]triazina, com o uso de trimetilclorosilano
(TMSCI) ou 1,1,4,4—tetrametil-1,4-dicloro dissililetileno, [-CH2Si(CH3)2Cl]2, e 0 emprego
de reagentes organometdlicos, para promover a litiagdo seguido pela adigédo

nucleofilica na lactona 11, para a formacgao da ligagao C-C (ESQUEMA 1).
8



NH, [CH2Si(CH35),Cll;, NH, TMSCI, THF, ta., NH,
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ESQUEMA 1. Sinteses de 12 e 22 geragao para obtencéo do intermediario

ribofuranonucleoesideo 10.

O grupo de Xue?® investigou a influéncia da protegdo da amina na reagéo
de C-glicosilagédo entre a nucleobase 8 e a lactona 11 (ESQUEMA 2). Assim avaliaram
diferentes aminas secundarias como aditivos, para que o intermediario de litio fosse
estabilizado. O método adotado mostrou-se efetivo uma vez que o produto 10 foi obtido

com 74% de rendimento, com o emprego de diisopropilamina.

NH2 \S./_\s-/
<N oo & &
yon o eno
Bf BnO  ©OBn RoNH, n-Buli, THF, ¥
8 i -78°C,2h BnO  OBn
10, 74%

ESQUEMA 2. Obtengao de 10 com emprego de aminas secundarias como aditivos.

Como alternativa para obtengao do nucleosideo 10 reagdes em regime de
fluxo continuo tém sido exploradas. Kappe e colaboradores obtiveram o composto 10
com rendimentos moderados com um tempo de residéncia menor que 1 minuto®’
(FIGURA 10).



11 (0,48 M) em THF
2,16 mL/min

20 °C

PhMgCI (2 M) em THF
0,8468 mL/min

ot

TMSCI (2 M) em THF
0,846 mL/min

Unsrsroraramcrsrururareray
~

8 (0,4 M) em THF
2,16 mL/min

iPrMgCl (2M) em 10
THF 0,564 mL/min

FIGURA 10. Configuragéo do sistema de fluxo adotado por Kappe e colaboradores.3"

Mediante a todos os desafios da etapa de C-glicosilagdo, avancos na
construgdo da ligacdo C-C de forma direta foi reportada pelo grupo de List.3? O
protocolo desenvolvido centrou-se na adigdo nucleofilica direta de arenos a agucares
desprotegidos. Esta adigao nucleofilica conduz a obteng¢do dos respectivos polidis 14
por meio de um protocolo one pot, em que seguido de uma etapa de ciclizagdo mediada
por acido evolui para a obtengdo da a-furanose cinética ou o p-andmero

termodinamicamente favorecido (ESQUEMA 3).

NH \ NHe
O_.oH ? TMSOTf (25 mol%) no HQ || YA
X BSTFA, 50 °C \
HO/\Q«' + \\ )N - HO / 7 =/
HO  OH N.N? TBAF/THF oH OH
86% 14
12 3 4 exemplos
53-86% de rendimento

ESQUEMA 3. Método de C-glicosilagao direta de 13.
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Esta estratégia permite entdo a formacgéo da ligagdo C-C entre a base
nitrogenada nao natural e o agucar desprotegido, o que nas rotas tradicionais era
empregada a riboclatona benzilada, além da auséncia da instalagdo de grupos
protetores ou ativadores da pirrolo[2,1-f][1,2,4]triazina. N&o foram localizados
protocolos que permeiam a formagao desta ligagdo C-C de forma direta por meio de

um processo fotoquimico.

1.4. EMPREGO DA FOTOQUIMICA NA FUNCIONALIZAGAO
DIRETA DE HETEROCICLOS

1.4.1. Fotoquimica: Definicoes Gerais

A fotoquimica aplicada a sintese organica encontra-se centrada no estudo
de reagbes de compostos excitados eletronicamente induzidos pela luz. Este ramo da
quimica pode promover uma gama de reagdes que nao acessiveis por meio de
protocolos classicos.33

O interesse por esta area pode ser explicado por permitir o acesso a
diferentes reatividades além da possibilidade de se operar as reagdes muitas vezes em
condigdes mais brandas (temperatura ambiente, uso de luz visivel, minimizagado do
emprego reagentes toxicos e perigosos), proporcionando assim uma melhora na
tolerancia a grupos funcionais em estudo.3* Além disso, a luz é considerada uma forma
de energia mais amigavel para sintese quimica, uma vez que nao é toxica, ndo gera
residuos e pode ser obtida de fontes renovaveis.®®

Contudo, como qualquer ramo da ciéncia, a fotoquimica ainda enfrenta
desafios e também a necesidade da melhora em seus processos. Neste sentido,
podemos destacar o aumento de escala reacional, tempos reacionais e a
reprodutibilidade dos protocolos desenvolvidos. Com isso, muitas empresas se
empenharam em desenvolver e comercializar equipamentos padronizados, como
exemplo, os diodos emissores de alta intensidade em uma faixa estreita de
comprimento de onda para se tornaram fontes de luz ideais. Os reatores também vem
sendo alvo de intenso desenvolvimento, como o emprego da quimica em regime de

11



fluxo continuo, que vem ajudando a superar estes empasses no aumento de escala e
reprodutibilidade de reagdes fotoquimicas.3+-3¢

Neste contexto, uma reacdo permeada por um processo fotoquimico pode
ser conduzida por: i) excitagao direta dos substratos de partida ou intermediarios ou
por ii) capacidade de um fotocatalisador (PC) absorver luz e entdo ativar os substratos
que ndo absorvem luz no comprimento de onda empregado.3® Essa via explora a
capacidade de um catalisador fotorredox, que ao absorver luz € conduzido ao seu
estado eletronicamente excitado, e assim possui a capacidade de remover um elétron
ou doar um elétron para os substratos de interesse, ou seja, o processo pode ser guiado

por meio de um ciclo oxidativo ou redutivo (FIGURA 11).33

e  aceptor
e” doador

*
e” aceptor SET [PC]

SET

e  doador

+e
[PC] CiCLO CiCLO o~
OXIDATIVO REDUTIVO [PC]

B -+ e” aceptor
e doador

SET SET

PC

e  doador
e” aceptor

FIGURA 11. Mecanismos gerais de um ciclo catalitico fotorredox.3”

Ainda no contexto das reagdes conduzidas com o emprego de um
fotocatalisador, estas espécies podem atuar de formas distintas no processo em
estudo, sendo elas: transferéncia de energia, transferéncia de atomo, transferéncia de
elétron fotoinduzida (PET).2337 Os fotocatalisadores, de forma geral, podem ser

oriundos de complexos de metais de transicdo de ruténio—tris(bipiridina) ou iridio—

12



tris(fenilpiridina) ou de corantes orgéanicos, como exemplo: antraquinona, riboflavina
(FIGURA 12).37

Complexos metalicos Organicos

OH
HO
"y
o OH
“’OH
O‘O H3°:©(" NP
o H,C N;;(N

Antraquinona (o)

X

Riboflavina

Cz
NC CN
Cz Cz
Cz
N
A

Ir[dF(CF3)ppyl,(dtbbpy)* 4CzIPN

[Ru(phen);]*?

FIGURA 12. Exemplos de fotocatalisadores de complexos metalicos e organicos.

Caso o processo fotoquimico de interesse exija a formacao de espécies
radicalares, diferentes classes de compostos podem ser adotadas como precursores
de radicais. Como exemplos podemos citar os acidos carboxilicos, haletos de alquila e
acidos oxamicos, que podem ser empregados como geradores de radicais carbamoila
por meio de sua descarboxilagdo.3® Os sais de Katritzky podem ser empregados em
protocolos desaminativos para obtengdo de radicais alquila. Esta classe de
precurssores também €& explorada em processos que ocorrem a formacdo de
complexos Doador-Aceptor de Elétrons (EDA).2° As ftalimidas substituidas também
vem recebendo destaque, uma vez que sao capazes de promover a geragao de radicais
sob condigdes moderadas (FIGURA 13).40
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FIGURA 13. Classes de compostos que podem ser empregadas como precursores de

radicais em reagdes fotoquimicas.

Os ésteres de Hantzsch também recebem atengdo da comunidade
cientifica como agentes precursores de radicais. A justificativa pelo seu emprego bem
como aplicacdes destes compostos como precursores de radicais em funcionalizagao

C-H direta de N-heterociclos, sdo expostos na sec¢ao a seguir.

1.4.2. Funcionalizagcao de heterociclos com o emprego de ésteres

de Hanztch como fonte de radicais

Os ésteres de Hantzsch (HEs) (15) vem recebendo destaque por se
demonstrarem compostos versateis, como doadores de elétrons e fontes de protons
em processos fotorredox, podendo ser empregados como precursores de radicais
alquila, acila, dentre outros (ESQUEMA 4).

14
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ESQUEMA 4. Obtenco de radicais a partir de HEs.*'

Além de suas aplicagdes, os HEs sao evidenciados devido sua obtencéo
ser considerada relativamente facil, como por exemplo, as denominadas 4-alquil-1,4-
diidropiridinas (DHPs) que podem ser facilmente preparadas por meio de RMCs, com

materiais de partida disponiveis de forma comercial.*’

No contexto da fotoquimica, podem ser aplicados em reacdes através
fotoexcitacdo direta de HEs ou na formacdo de complexos EDA com moléculas
organicas na presencga de luz visivel, mediadas por transformacgbes organicas na

auséncia de um fotocatalisador externo (ESQUEMA 5).4?

-
HE —— .~ [HE]*

HE <)

HE i» [O....... HE

O = substrato

ESQUEMA 5. Modos reacionais do HE na presenca de luz visivel, na auséncia de um

fotocatalisador.*?

Mediante a aplicagédo dos HEs em fotoquimica, a seguir sdo expostos
exemplos recentes, reportados na literatura, destes compostos como precursores de
radicais em funcionalizacdo de compostos N-heterociclicos livres de pré-
funcionalizacdo em processos mediados por luz visivel.

A funcionalizagdo C-H direta em C-3 de quinoxalina-2(1H)-onas 19
mediada por um processo fotoquimico foi descrita por He e colaboradores.** No
protocolo desenvolvido foram empregados ésteres de Hanztch 15 como precursores de
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radicais, ja o acetoxibenziodoxol 20 foi usado como aceptor de elétrons. Este trabalho
permitiu a obtengdo de um amplo escopo constituido por 38 exemplos de quinoxalina-
2(1H)-onas funcionalizadas 21 obtidas com até 98% de rendimento (ESQUEMA 6).

]
]
]
R ' 0
N N R ]
RIS . EtO,C CO,Et B1-OAC 20 il XY i
(& | | g Oz ! P
N~ 0 N CHClg, 3 h, ta., N, N“ 70 I
R? H & 7 LED azul (24 W) R? H OAc
19 15 21 i
38 exemplos i 20 =BI-OAC
33-98% de rendimento 1

ESQUEMA 6. Funcionalizagdo C-H de quinoxalina-2(1H)-onas mediadas por luz

visivel.

Os autores propuseram um mecanismo baseado na absorgao de luz pela
DHP 15, conduzindo assim ao seu estado fotoexcitado 15*. Posteriormente, por meio
de uma transferéncia de um unico elétron (SET) entre BI-OAc 20 e a DHP 15* fornece
o cation radical 16, o qual é clivado fornecendo o radical de interesse 18 e a DHP
aromatizada 22. Em uma préxima etapa, o radical formado se adiciona a quinoxalina-
2(1H)-ona 19, evoluindo assim para a formacao do intermediario 23, o qual é seguido
por uma etapa de migragdo 1,2-hidrogénio e de posterior oxidagao, fornecendo o
produto de interesse 21 (ESQUEMA 7).
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R? R?

21 BI'+ AcOH ou BI-H 24 23

ESQUEMA 7. Mecanismo proposto para a funcionalizagdo em C-3 de 19.

Uma abordagem livre de fotocatalisador e aditivos foi reportada para a

funcionalizacdo em C-4 de piridinas.** O método desenvolvido encontra-se pautado no

emprego de sais de N-amidopiridinio 27 e HEs como fontes de radicais via um complexo

EDA. A metodogia permitiu o alcance um amplo escopo constituido por 52 exemplos,

em que foi possivel acessar diferentes radicais alquila, acila e carbamoila, levando a

piridinas funcionalizadas em C-4 com substituintes de diferentes naturezas (ESQUEMA

8).

RZ

1,2-DCE N

(0,1 M), t.a., 'kN/
N,

28

52 exemplos
40-86% de rendimento

ESQUEMA 8. Reagao fotoquimica entre sais de N-amidopiridinio 27 e ésteres de

Hanztch 15.

Melchiorre et al.*® desenvolveram um protocolo fotoquimico livre de

oxidantes e fotocatalisador para a hidroxialquilagao direta de quinolinas e isoquinolinas
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com a adogao de 4-acil-1,4-diidropiridinas (30) como precursores de radicais. O método
permitiu a obtencdo de um escopo reacional constituido por 23 exemplos, com
rendimentos de 31-95% (ESQUEMA 9).

O~_R?
LED 460nm) R ]
RIS EtO,C COEt — > AN
AN || TFA (2,0 eq.)
- N CH43CN (0,3 M), HO R2
30 23 exemplos
31-95% de rendimento

ESQUEMA 9. Hidroxialquilagao fotoquimica de N-heterociclos.

Estudos relacionados a alquilacéo direta em C-2 de quinazolinonas 32 foi
reportado por Dong e colaboradores.*® Neste trabalho, HEs foram adotados como
fontes de radicais 15, e verificou-se a necessidade de um fotocalisador no meio
reacional, sendo o 33 o melhor empregado na condugao da reagdo. Na reagdo o
oxigénio foi adotado como oxidante do meio. Com isso, os autores construiram um
escopo amplo, constituido por 38 exemplos, com rendimentos de 33-89% (ESQUEMA

10), incluindo produtos farmacéuticos e naturais.

EorS CF,
o R' o NG A t-Bu

EtO,C CO,Et 1 mol% de 33 A NH “, N

RL Y NH | | 1,5 eq. TFA R F I i
! J t AN Ir
N\ N N R! F. \\N z

H DMSO (0,1 M), O, 4 |

32 15 LED azul (36W), t.a., 24 h N t-Bu
38 exemplos |
33-89% de rendimento F ZNcF
3

33 = (Ir[dF(CF3)ppyl2(dtbpy))PFg

ESQUEMA 10. Funcionalizagao direta de (32) conduzido por um processo

fotocatalisado.

Mediante a evidéncias experimentais e estudos anteriores, os autores
propuseram que o mecanismo é baseado na fotoexcitagédo de fotocatalisador de Ir3*, o

qual promove a oxidacdo da DHP via SET, permitindo assim a obtencao da DHP
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aromatizada 17 e o radical 18 e, consequentemente, o fotocatalisador é reduzido para
Ir?*. Posteriomente, o radical formado é inserido ao N-heterociclo 35 obtendo o cétion
radical 36. O fotocatalisador retorna ao seu estado fundamental o qual é oxidado pelo
oxigénio. Por fim, ocorre desprotonagdo de 36 por meio do anion radical superdxido
(037), conduzindo a obtengéo do produto de interesse 34 e H202 (ESQUEMA 11).

Et0,C._~_CO,Et ' o
w + R
H 18 R—%\\ BH
R’ 17 NP
EtO,C CO,Et H
| | 35
N SET
H o)
15 Irz*
0, S NH

R
+o .
Z N)\R1

Ir*3*

SET 36
0,
& H;0,
(0]

Ir3*

ESQUEMA 11. Mecanismo para reagao de alquilagao de 34 via processo

fotocatalisado.

Diversos estudos de funcionalizagdo de analogos a bases nitrogenadas
s3do0 descritos. Por exemplo, Chen e colaboradores 4’ realizaram a funcionalizagdo em
C-2 de quinazolinonas 32 através de método fotoquimico, livre de metais de transigao,
fotocatalisador e oxidante. Neste estudo as DHPs 15 também foram usadas como
precursores radicalares (ESQUEMA 12).
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1) TFA (1,5 eq), TFE,
EtO,C CO,Et
R )NH .\ 2 ﬁ 2= 4 LEDs (azul), Ny, 4 h R )N\H
] ]
PN N 2) exposto ao ar por 4 h SN R

H
34
32 15 21 exemplos
25-98% de rendimento

ESQUEMA 12. Funcionalizagdo C-H em C-2 de quinazolinonas 32.

1.5. C-Nucleosideos

Os N-nucleosideos sao constituidos por uma base nitrogenada e uma
porcao de agucar, e assim sao estruturados com a ligagao C-N, como por exemplo no
nucleosideo adenosina (37). Ja os C-nucleosideos sdo analogos aos nucleosideos
tradicionais, porém a porcao do agucar e a base nitrogenada estdo ligadas por uma

ligacao glicosidica C-C, conforme constituicao da 9-deazaadenosina (38) (FIGURA 14).

FIGURA 14. Diferenga estrutural entre N-nucleosideos e C-nucleosideos.

A ligacao C-C dos C-nucleosideos confere a esta classe de compostos
uma maior estabilidade frente a hidrélise quimica e enzimatica, o que pode contribuir
para que estes compostos sejam promissores na busca por compostos bioativos.4849

Funcionalizacbes de C-nucleosideos vém sendo estudadas para a
compreensdo da relagdo estrutura-atividade bioldgica.’® Neste contexto, Li e
colaboradores realizaram funcionalizagbes na posigdo C-5 da pirrolo[2,1-
fl[1,2,4]triazina.> O composto 39, substituido com iodo em C-5 do nucleo, foi
empregado em uma reagdo de acoplamento cruzado de Sonogashira com catalise
medida por Pd, na presenga de alquinos terminais. O Cul foi adotado como co-
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catalisador, trietilamina como base e DMF como solvente e os derivados foram obtidos
com rendimentos entre 8-13%. Os autores também realizaram rea¢des de acoplamento
cruzado de Suzuki-Miyaura, em que foram executadas funcionalizagdes com grupos
aril em C-5, e os rendimentos variaram entre 7-40% (ESQUEMA 13). Todos os

analogos alquinil e aril foram avaliados frente a oito diferentes linhagens de cancer.

R
R—
NH
40 2
a PdC|2 (PPhs)z, N N
Cul, NEt;, DMF, J
100°C, 16 h
I NH, —
PdC|2 (PPhg)z, HO |
=7 SN Cul, NEts, DMF, 100 °C HO  OH
\ N\N/) posteriormente,
o K,CO3, MeOH, t.a., 2 h 7 exemplos
8-13% de rendimento
HO |
S "OH
HO RB(OH), 41 R NH
39 Pd(OAc),, TPPTS,
Na,CO; SN
MeCN, H,0 2
100 °C,1h
HO |
|.|o¢ OH
11 exemplos
7-40% de rendimento

ESQUEMA 13. Funcionalizagdo em C-5 do nucleo pirrolo[2,1-f][1,2,4]triazina 39 via

reacao de acoplamento cruzado de Sonogashira e Suzuki-Miyaura.

Em outro trabalho, Li e colaboradores realizaram funcionalizagdes do
nucleo da pirrolo[2,1-f][1,2,4]triazina na posi¢gdo C-5 com halogénios. Os derivados
tiveram suas propriedades bioldgicas estudadas frente a RdRp do norovirus murino
(MNV). O composto sem halogénio 44 apresentou melhor potencial frente ao virus em
estudo, com ECso de 0,015 uM (FIGURA 15).%?

21



FIGURA 15. C-nucleosideo 44 com atividade antiviral estudado por Li et al. %2

Diversos compostos heterociclicos podem ser obtidos por meio das
reagdes multicomponentes, um exemplo é a reacao de Biginelli para formagao de
diidropirimidinonas (DHPMs). Existem relatos desta reacdo para a obtencdo de C-

nucleosideos e analogos.>3-%

1.6. Reacgao Multicomponente de Biginelli

As reag¢des multicomponentes (RMCs) sdo uma classe de reagdes que se
destacam pela sua convergéncia, uma vez que permitem em uma unica etapa a
insercdo de partes essenciais de trés ou mais materiais de partida ao composto
almejado, ou seja, sdo capazes de gerar compostos com complexidade estrutural em
apenas uma etapa reacional. Neste sentido, ocorre uma maior incorporacao de atomos,
reduzindo o numero de etapas e consequentemente o aumento na economia atébmica
e a diminuicdo na geracgao de residuos. Assim este método se encontra alicer¢cado nos
eixos norteadores da quimica verde.%® A relevante importancia dessa classe de reagbes
é evidenciada em revisdes recentes relatadas na literatura.%-5"

A reacao classica de Biginelli foi inicialmente desenvolvida pelo quimico
italiano Pietro Biginelliem 1893.58 Esta reagdo envolve o preparo das denominadas 3,4-
diidropirimidin-2(1H)-onas ou tionas (DHPMs) ou também conhecidas como
tetraidropirimidonas 49 ou 50. A reacéo para obtengéo destes compostos engloba uma
RMC por meio de uma ciclocondensacgao entre trés materiais de partida, sendo eles:
aldeido 45, B-cetoéster 48 e uréia 46/tiouréia 47 (ESQUEMA 14).5°
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A
Z H
2
R HoN™ “NHz - HCl, refluxo
+ B
45 46, X=0
O O 47, X=8
RMOR'I
X=0,8 48

ESQUEMA 14. Representacao geral da reacao de Biginelli classica.

No decorrer dos anos, modificagdes foram realizadas na reacao de
Biginelli original, como por exemplo nos materiais de partida propostos inicialmente.
Estas reagdes sao reportadas comumente na literatura como reagdes do tipo Biginelli
(RTB) ou reagdes de Biginelli modificadas (RBM). Estas variantes foram e vem sendo
consideradas uteis na obtencédo de DHMPs com arranjos estruturais variados, os quais
nao eram possiveis de serem obtidos com o perfil de materiais de partida propostos
inicialmente. %0

As modificagdes na reagao de Biginelli ndo ficaram centradas apenas em
alterar os componentes reacionais, mas também na adog¢ao de diferentes estratégias
para obtencao das DHPMs. Um exemplo claro € o emprego de diferentes tecnologias
facilitadoras,®' como por exemplo quimica em regime de fluxo continuo,®? fotoquimica,®?
mecanoquimica,’48566 micro-ondas®”-68 e ultrassom.®°

O mecanismo para a obtengdo das DHPMs tem sido alvo de varias
discussoes. Neste sentido trés vias sdo comumente propostas para a reagcao de

Biginelli, sendo elas: rota iminio, enamina e Kndevenagel (ESQUEMA 15).70
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ESQUEMA 15. Mecanismos propostos para reagéo de Biginelli (forma simplificada).®®

A rota denominada de iminio prossegue por meio da adi¢gao nucleofilica
do derivado de ureia ao aldeido desejado 45, ocasionado assim a formagao do ion
iminio 51 (ion este que leva o nome desta rota). Este intermediario formado reage entao
com o B-cetoéster de interesse, seguido de uma ciclizagéo intramolecular que evolui
para a obtencdo da DHPM. Com relagdo a via enamina, estamos lidando com uma
reacao de condensacgao entre o derivado de ureia e o S-cetoéster, que seguido de uma
reacdo de desidratacdo leva a obtengao da enamina. Em uma etapa posterior ocorre
uma adigdo nucleofilica entre o intermediario obtido, seguido de uma ciclizagao
intramolecular e o composto 49 ou 50 é obtido. Por fim, a rota Knéevenagel é oriunda
de uma condensacao alddlica entre o aldeido 45 e o B-cetoéster 48. O intermediario
obtido reage entdo com o derivado de ureia, e posteriormente, por uma etapa de
ciclizagdo, a DHPM é obtida.®®

Esta classe de reagdes nao se destaca apenas pela sua eficiéncia
operacional, mas também pela possibilidade da obtengdo de compostos bioativos.
Estas propriedades ficaram ainda mais evidentes apds o descobrimento do monastrol
(54)"" e consequentemente o interesse da comunidade cientifica. Neste contexto, seu

destaque deve-se por ser um inibidor da ATPase do dominio do Eg5, atuando como
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um inibidor mitético. Assim, a busca por derivados ou analogos do monastrol levou por
exemplo a condugéo do (S)-enastron (55) (FIGURA 16).72

Outra gama de atividades biologicas das DHMPs tem sido reportada,’
como, por exemplo, a nitractina G (56), com atividade antiviral, e o (R)-SQ 32926 (57)

como potencial agente hipertensivo (FIGURA 16).74

OH ©/0H O:N NO,
o Y o )\ 0 )
EtO,C L NH MeO,C L o | NJLNHZ
As A o o
H H H
55 56 57

FIGURA 16. Derivados DMPMs com atividade biolégica reconhecida.

O grupo de Tripathi”® estudou a obtengéo do glicosil-DHPM 59, com o
emprego de aldeidos glicosilados. O processo catalitico foi desempenhado pelo
hidrogenossulfato de tetrabutilaménio e o dietilenoglicol foi adotado como um solvente
mais verde. O protocolo permitiu a obtengao de glicosil-DHPM, com rendimentos de 70-
98% (ESQUEMA 16).

o_ ,CHO 9/%
Qm 4 = 3
NG ¢ 1
O\‘ 1 R'O O
OR Bus;N*HSO,
58 > CO,R?2
o O X dietilenoglicol, HN |
R20J\/U\ N HZNJLNHZ 120°C, 1,5-3 h XJ\”
46, X=
48 47 );:(S) 59, 13 exemplos
’ 70-98% de rendimento
X =0, S; R" = Me, Bn; R?= Me, Bn

ESQUEMA 16. Sintese de glicosil-DHPM 59 via RMC.

DHPMs substituidas por agcucares em C-4 também foram exploradas por
Sharma e colaboradores, em que o meio catalitico foi conduzido por 24,6-

tricloro[1,3,5]triazina (TCT).”® Além dos relatos expostos, sdo reportados DHPMs
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substituidas com acucares em outras posi¢cées do seu nucleo, como por exemplo em
N-1 e C-6, ou seja, derivados de agucares foram preparados com a porgao ureia e (-
cetoéster, respectivamente (ESQUEMA 17). 77

H,N
R = 0
HB R EOCT_
60 61
+
X X
o o N I
)J\/U\OEt CHO | 1 HoN™ "NH;
45 i O _r | 46X=0 CHO
48 : Bno/\(_)’ | 47,X=S 45

BF4.Et,0, Cul, AcOH BnO  OBn Yb(OTf)s, THF, refluxo,
THF, 65°C, 24 h L ! 20 h

EtO,C

2 | NH

o
O
BnO \ 'I'OB

< n

BnO 63, 3 exemplos
62, 48% 66-90% de rendimento

ESQUEMA 17. Protocolos para a obtencao de C- e N-DHPMs através reagao
de Biginelli.

Na FIGURA 17 é exposto um recorte de compostos oriundos a partir da

reacao de Biginelli, com atividade antiviral, reportados nos ultimos doze anos na

literatura.
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IC50= 0,04 pM ECs = 3,62 yM NO R = H; Me ECso = 0,078 pM
HIV Virus Varicela-Zéster z poliomavirus humano

FIGURA 17. Representagao geral de DMPMs com atividade antiviral.

Jankovic e colaboradores’® obtiveram complexos de ruténio (IlI) contendo
DHPM 66, por meio de uma pés modificagdo do produto de Biginelli (ESQUEMA 18).
Estes compostos tiveram seu potencial antiviral avaliado frente a Mpro do SARS-CoV-
2. Os autores consideraram que os complexos em estudo possuem uma atividade
inibitéria significativa. Nesta perspectiva, foi verificado que complexo oriundo das
substituicbes 3-OMe e 4-OH na por¢ao do aldeido demonstrou-se o0 mais efetivo com
Ki = 4,18 uM. Neste trabalho os valores de Ki indicam a maior afinidade de ligacao, e
gue a menor concentragao de um composto € necessaria para interagir com o sitio ativo

do receptor.’®
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48 5 exemplos
50-78% de rendimento

ESQUEMA 18. Sintese de complexos de ruténio (Il) contendo DHPM.

Recentemente, Mammeri et al.”® realizaram a obtencdo de DHMPs
funcionalizadas com fluor, nas posi¢des 2 e 4 oriundas do aldeido aromatico de partida.
Neste processo foi empregado acetato de cobalto como catalisador, conduzindo assim
a obtencao dos produtos de interesse com rendimentos de até 90% (ESQUEMA 19).
Neste estudo foram exploradas a teoria funcional da densidade (DFT) e pre-ADMET
frente as proteases Mpro e RdRp do SARS-CoV-2. Mediantes os estudos in silico, foi
observado que estes derivados podem possuir boa biodisponibilidade oral. Também foi
observado que os exemplos de DHPMs estudados possuem varios sitios de ligagao

com as proteases estudadas.

(0] | \—R
o O | H N
N HoN™ NHz  co(0AC),
+ 46 ——  EtO NH
45 sem solvente, |
0O O 80°C,2h N0

A~ "

67. 2 exemplos

67a. R = 2-F, 83%
67b. R = 4-F, 90%

ESQUEMA 19. Sintese de DHPMs fluoradas nas posigdes 2 e 4.

Estudos in vitro de derivados de diidropirimidina-2-tiona frente a Mpro do
SARS-CoV-2 foram realizados por Saeed e colaboradores.8® Para a obtengéo destes
derivados, inicialmente as diidropirimidina-2-tionas 68 foram submetidas a uma reagao

de substituicdo na presenca de aminas primarias para a obtencao do intermediario 69.
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Posteriormente, estes compostos foram submetidos a reagao na presenca de brometo
de bromoacetila (70), para assim haver o preparo de derivados de DHPM
bromoacetiladas 71, e por fim, estes derivados reagiram com aminas secundarias e
assim, obtendo-se 12 exemplos DHPM com rendimentos de até 65% (ESQUEMA 20).

Todos os derivados oriundos deste trabalho foram submetidos a ensaios
de inibigao in vitro frente a Mpro. Foi verificado que todos os compostos apresentaram
inibicado e assim os valores de ICso foram determinados, apresentando variagdes entre
0,054 a 23,42 uM, sendo 72a o composto mais promissor com ICso de 0,054 pM, em
destaque no ESQUEMA 20.

o R' 0O R! o R
o)
2. 2 ACE, K,CO; R2
C#@M R2-NH, RHNle\)\i-i N Br)l\/Br ,CO; RHNle\/k)IN\ )Ol\/sr
F,.c”7 N7 s DMF, KoCO3,  F,c” N7 s F,C7 N7 s
H H 70 H
68 69 7

MeO.__O | o R
' R2HN Ro-NH
: )\ )l\/NHR2

HNj\I CF3 ' CDI,
/( DMAc
(\N 72, 12 exemplos
: \)\

48-65% de rendimento

ESQUEMA 20. Sintese de DHPM-tionas como potenciais inibidores da Mpro.

O grupo de Naesens?®! relatou a obtengéo de 13 exemplos DMPMs, com
o emprego de aldeidos aromaticos e alifaticos com rendimentos de até 95%. Os autores
avaliaram a atividade antiviral destes compostos frente a diversos virus. Mediante a
série estudada, o composto 73 (FIGURA 17), o qual é constituido por uma longa cadeia
lateral lipofilica na posigdo 4 do nucleo pirimidina, foi considerado o inibidor mais
potente dentre a série estudada, frente o virus Punta Toro (PTV) com ECso= 3,0 + 1,4
MM.

Zabihollahi e colaboradores®? estudaram compostos de Biginelli perante o

virus herpes simples do tipo 1 (HSV-1). Neste trabalho, foram evidenciados que 9
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derivados dos 46 empregados se demonstraram promissores em inibir a atividade viral,
sendo 74 (FIGURA 17) o composto mais promissor, o qual apresentou o ICso de 0,9
MM. O mesmo grupo também relatou a possibilidade das DHMPs como potenciais
inibidores da atividade do virus da imunodeficiéncia humana (HIV)-1.83 Dentre os
exemplos avaliados o derivado 75 se destacou, apresentando ICso de 1,1 uM e
concentracgéao citotoxica de 50% (CCso) maior que 100 yM. Em ambas as pesquisas os
autores abordam possiveis relagbes entre a estrutura e atividade, mediante a essas
evidéncias € possivel realizar o planejamento direcionado de novos derivados para a
obtencao de possiveis candidatos a farmacos antivirais.

A possibilidade de as DHPMs atuarem como inibidores da glicoproteina
viral gp120 do HIV-1 foi estudada pelo grupo de Kondapi.8* Para a compreensao da
propriedade biolégica desejada, os autores realizam a sintese de 14 exemplos de
DHPMs com rendimentos de até 85%. Na obtencao desta quimioteca, o protocolo foi
conduzido com EtOH como solvente e acido p-toluenossulfénico (p-TsOH) como
catalisador. Neste estudo foram adotados apenas aldeidos aromaticos. Foi notério que
os compostos constituidos por enxofre no nucleo da pirimidina apresentaram-se como
melhores inibidores com uma com valores ICso < 5,0 yM, evidenciando-se o composto
76 (FIGURA 17), com substituicdes 3-OMe e 4-OH, como o mais promissor do estudo
com ICs0=2,2 £ 0,19 pM.

Diversas estratégias podem ser empregadas para compreender o design
de uma determinada série de compostos em estudo e, consequentemente
compreender como este arranjo molecular influi na atividade biolégica de interesse,
dentre estas estratégias podemos ressaltar a hibridagdo molecular. Nesta perspectiva,
serao discutidos avangos que contenham esta estratégia com o emprego das DHPMs

na busca de compostos como possiveis agentes antivirais.
1.6.1.DHPMs E HIBRIDAGAO MOLECULAR

Um hibrido molecular é uma molécula que combina dois ou mais grupos
farmacofdricos de diferentes compostos, buscando sinergia em suas atividades ou

novas propriedades. A obtencdo de um hibrido também pode ser almejada para a
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melhora de alguma propriedade que n&o era promissora quando apenas um
componente da unidade do hibrido é avaliado, como por exemplo: toxicidade,
solubilidade, biodisponibilidade.8%86.87 A combinagao entre as unidades formadoras do
hibrido desejado pode ocorrer de diferentes maneiras, conforme exposto na FIGURA
18.

A) B) C)

O OO O»

FIGURA 18. Representacdes de diferentes estratégias para a obtengdo de compostos

hibridos (adaptado de Kumar et al.).®

A juncéao entre os componentes formadores do hibrido pode ser realizada
por meio de um espagador (FIGURA 18A), o qual pode ser uma molécula flexivel ou
rigida. A ligacdo destas subunidades também pode ser realizada sem a presenca de
um espagador (FIGURA 18B), ou por fim podem estes componentes estar dispostos
de forma fundida (FIGURA 18C).8588

Mediante a abordagem de obtencgao de hibridos moleculares, a sintese de
DHPMs polifuncionalizadas do tipo estiril tiazolopirimidinas 78 foi reportada pelo grupo
de Tripathi.8® Neste estudo, os autores desenvolveram um protocolo pautado em duas
etapas one pot, em que em uma primeira etapa ocorre uma reacao entre 77 e brometo
propargilico em meio basico, para a obtencdo do intermediario tiazolopirimidina.
Posteriormente, ocorre a adicdo do aldeido de interesse em excesso, € assim a reacao
evolui para os derivados estiril tiazolopirimidinas 78 (ESQUEMA 21). Neste trabalho,
todos os compostos obtidos foram avaliados frente a HIV-RT (transcriptase reversa do
HIV), e foi possivel verificar que trés compostos tiveram a atividade inibitéria mais

promissora com até 74% de inibigdo a 100 mg/mL.
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1) brometo propargilico,
KOH:EtOH, 5 min., 30 °C

2) CgHsCHO, 80 °C

22 exemplos
65-72% de rendimento

ESQUEMA 21. Obtencéao de estiril tiazolopirimidinas por meio de uma RMC.

Ainda nesta vertente de DHPMs com aplicagdo antiviral, Pagano et al.®°
alcangaram hibridos 5-(tiazol-2-il)-pirimidinas 83 por meio da quimica em regime de
fluxo continuo®' (ESQUEMA 22). Neste protocolo os autores empregaram solugdes em
DMF de bromocetonas 80 e tioamida 79 como materiais de partida. Estas solucdes
foram bombeadas continuamente para um microrreator para a obtencao do cetodiazol
82. Em uma nova linha, foram bombeados os demais componentes, o aldeido 45 e o
derivado de ureia 81. Estes por sua vez, entraram em contato em um novo reator com
o intermediario cetodiazol previamente formado, e assim evoluem para a obteng¢ao dos
compostos de interesse 83.

Inicialmente foram obtidos 10 compostos, sendo o derivado com R’ = 4-
CNPh demonstrou ser o mais promissor da série estudada com ICso de 0,44 uM.
Posteriormente a este resultado, os autores realizaram a sintese de varios exemplos
por meio de aquecimento convencional, com intuito de melhorar a poténcia dos
derivados frente ao alvo de interesse. Com isso foi observado, que os hibridos com R?
constituidos por 4-OHPh produziram compostos com melhores poténcias com ICso <
0,15 uM.
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ESQUEMA 22. Sintese de 5-(tiazol-2-il)-pirimidinas sob regime de fluxo continuo.

Lazrek et al.?? também investigaram a potencialidade de hibridos de
DHPMs contudo realizando a insercdo de 1,2,3-triazdis, € os compostos foram
avaliados contra o virus varicela-zoster (VZV). Inicialmente os autores obtiveram as
DHPMs 85, com auxilio de processo mediado por irradiagdo de micro-ondas.
Posteriormente, foram realizadas modificacbes pds-sintéticas nos produtos obtidos,
assim foi realizada uma N-alquilagao, levando aos produtos de mono- e dialquilacéo 87
e 88, respectivamente, de forma seletiva apenas com a modificagdo da base emprega
(t-BuOK ou NaH). Por fim, estes compostos contendo os alcinos terminais foram
submetidos individualmente a reagdes de cicloadigdes com azidas catalisada por
cobre,?3 sob irradiagdo de micro-ondas (ESQUEMA 23).

Dentre os compostos estudados, quatro demonstraram maior poténcia,
sendo todos eles constituidos por duas porgdes triazolilmetil. Os hibridos apresentaram
ECso de até 3,6 uM frente a cepa TK+ VZV.
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ESQUEMA 23. Sintese de hibridos DHPMs-1,2,3-triazdis.

O grupo de Brodsky® também estudou a influéncia da inser¢do de
substituintes nas posi¢cdes N-1 e N-3 do nucleo pirimidina, contudo frente ao
poliomavirus humano. Nesta perspectiva, os autores verificaram que a alquilagao da
posicao 3 acentua a inibicdo da atividade viral. Também se compreendeu que a
presenca da tiouréia nos produtos N-3 alquilados favoreciam o aumento da poténcia
destes compostos. Sendo assim, a DMPM N-3 alquilada (92) foi a mais promissora no
estudo desenvolvido, sendo considerada um excelente inibidor, apresentando atividade
superior ao farmaco cidofovir.

Para a obtencdo destes compostos foram adotadas as enonas 93
previamente sintetizadas, na presenca de cloreto de (4-metoxibenzil)isotiourdnio (94).
Posteriormente, os derivados obtidos foram submetidos a reacdes de N-alquilagdo com
bromonitrila, em que foram obtidos os derivados funcionalizados 96. Estes por sua vez
foram convertidos em tetrazoéis 92 na presenca de TMS-azida e trifenildifluorosilicato de
tetrabutilamonio (TBAT) (ESQUEMA 24).
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ESQUEMA 24. Protocolo para obtencao de DHPMs 3-N-substituidas.

A inser¢cao de um farmacaoforo na porgéo do éster da DHPM também pode
ser conduzida. Nesta perspectiva, Kim et al.®® estudaram trés possiveis modificagcoes
estruturais nessa regiao da molécula, podendo entao originar: analogos de lactona e
analogos de cetona e bioisésteros, com intuito de obter compostos com estabilidade
metabdlica, mantendo a atividade antiviral contra a replicagdo do HIV-1.

Neste estudo, foi verificado que os compostos constituidos por analogos
da lactona foram inativos, ja os derivados formados por analogos de cetona,
apresentaram melhora na atividade, sendo considerados inibidores moderados.
Contudo, quando houve a substituicdo por derivados bioisostéricos (oxazol e tiazol)
(ESQUEMA 25) houve uma melhor estabilidade metabdlica e, concomitantemente,
melhora significativa na atividade antiviral, quando comparado aos demais da série em

estudo, sendo assim, o composto 100 foi 0 mais promissor com ECso = 0,078 uM.

)
H OH OH
HO +  HNT TNH; Cl Cl
cl 46
97 AcOH, 100 °C, 74 {\J Separagido 74 {\l
16h X | NH quiral X | NH
(0] N \ N/&O N/&O
\/”\)’\ H H
X 99 100
98
3 exemplos
X=0,S, NTr 20-49% de rendimento

ESQUEMA 25. Sintese de DHPMs contendo analogos de bioisosteros.
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O mesmo grupo®® ainda no interesse na busca de DHPMs como possiveis
inibidores da replicagdo do HIV-1, realizou a sintese de novos derivados obtendo

diferentes ésteres/amidas da porcéo oriunda do B-cetoéster.
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2. OBJETIVOS

Os objetivos desta tese foram a sintese de analogos de C-nucleosideos
(diidropirimidina-2-(1H)-onas/tionas, cumarinas, hibridos de DHPMs com cumarinas e
dimeros cumarinicos, quinazolinas funcionalizadas), empregando métodos
sustentaveis, tais como funcionalizagdo C-H de N-heterociclos por meio de processo
fotoquimico e reacbes multicomponentes. Apos a obtencéo destes compostos buscou-
se avaliar a atividade biolégica destes compostos frente a diferentes proteases virais.

Mais especificamente pretendeu-se:

e explorar protocolos para a construgao de ligagdo C-C entre analogos de bases
nitrogenadas com diferentes precursores de radicais, visando obter a pirrolo[2,1-
fl[1,2,4]triazina-4-amina funcionalizada;

e promover novos métodos de funcionalizagado C-H direta em N-heterociclicos via
processo fotoquimico;

e estudar reagbes multicomponentes para a sintese de analogos de C-
nucleosideos;

e avaliar a atividade biolégica dos compostos obtidos frente as proteases Mpro e

PLpro do SARS-CoV-2;

e submeter os compostos obtidos frente a protease NS2B-NS3P™ do virus Zika
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3. RESULTADOS E DISCUSSOES
3.1. FUNCIONALIZAGAO C-H FOTOQUIMICA

A funcionalizagao direta de N-heterociclos vem recebendo destaque, pois
permite a insergao do grupo de interesse no substrato desejado, sem a necessidade de
fazer uma pré-ativagéo na ligagdo que se deseja ser funcionalizada.®” S&o relatados na
literatura diversos métodos para a funcionalizagcdo de N-heterociclos, dentre eles
podemos destacar as reacgdes de alquilagdo de Minisci,?:9%.100.101 horém apresentam
desafios de seletividade e obtencédo de condicbes mais amenas.

A fim de se estudar novos métodos de funcionalizagdo C-H, a 4-
aminoquinazolina (103) foi escolhida como modelo para iniciar nossos estudos por ser
um analogo de bases nitrogenadas, principalmente das purinas. Além disso, este
composto apresenta similaridade com a base nitrogenada nao natural pirrolo[2,1-
fl[1,2,4]triazina 13, que esta presente no remdesivir (em destaque na FIGURA 8, pagina
7). Vale ressaltar que até o momento n&o foram encontrados relatos de funcionalizagcé&o

C-H direta via processo fotoquimico da pirrolo[2,1-f][1,2,4]triazina.

3.1.1. Obtencao dos materiais de partida

3.1.1.1. Sintese dos heterociclos

Inicialmente foi realizada a sintese do composto 103 a partir da 2-
aminobenzonitrila (101) e trietoximetano (102) sob irradiagdo de micro-ondas (M.O.)."02
O protocolo adotado permitiu a obtencdo de 103 com 75% de rendimento (ESQUEMA
26).

NH,
CN A~
P P -
NH, HiC” 0707 cH, M.O., N?
101 102 5 min. 103, 75%

ESQUEMA 26. Sintese da 4-aminoquinazolina (103).
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Samavi e Moghadam'©? realizaram uma proposta do mecanismo para a

obtencdo de 103, o qual encontra-se disposto no ESQUEMA 27.

AcONH,4 AcOH + NH;

CN
CN (O/R\ -EtOH . -EtOH @[
L™ Aok " ."
NH >
101 ':/02 oo™ /\OJ\R

103
NH,
‘ -EtOH
-
NH, NH C’//N CN
SN H (: NH, @ (NH
- - - o
N/)\R @f:/)\R N/)\R HJ\R
103 107 105 106

ESQUEMA 27. Mecanismo para a obtencéo de 103.

O mecanismo proposto inicia-se com a obtencao da amidina 105, formada
pela reacdo entre a 2-aminobenzonitrila 101 e trietoximetano 102. Posteriormente,
ocorre uma ciclizagdo por meio de um ataque nucleofilico do grupo amina na nitrila,
conduzindo a obtengao de 107, que em seguida por meio de uma tautomerizagao a 4-
aminoquinazolina 103 é obtida.’%?

Foi também preparada uma pirimidina conforme abordagem de Yang e
colaboradores (ESQUEMA 28).7%% Os autores empregaram inicialmente a reagdo
multicomponente de Biginelli levando ao composto 49. Em seguida, 49 € submetido a
uma dessulfuracao aerdbica e aromatizacao via catalise fotorredox para a obtencao do

nucleo pirimidina 109.
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ESQUEMA 28. Método fotocatalitico para dessulforagao e aromatizacao de

diidropirimidina-2-(1H)-tiona.

O método empregado pelos autores foi realizado na presencga de eosina
B (108) como fotocatalisador, LED de luz azul 15 W (nado foi informada a faixa de
absorcao), com a adogdo de DMF como solvente, a temperatura ambiente por um
periodo de 12 horas. Ao comegar o preparo deste material, ndo tinhamos a disposi¢cao
a eosina B, contudo neste trabalho os autores, no processo da otimizagdo das
condigdes reacionais, também avaliaram a eosina Y (tetrabromofluoresceina) (FIGURA
19), com um rendimento de 54%. Com isso, tentou-se obter 109, conforme descrito na
TABELA 1.

TABELA 1. Estudo para a obtengcdo da DHPM aromatizada 109.

Entrada® Modificagdes nas condigdes padrio Rendimento 109 (%)°

1 tetrabromofluoresceina (2 mol%); 10
Amax. =450 nm P =10 W

2 4CzIPN (2 mol%); 21
Apix. =450 nm, P=10 W

3 4CzIPN (2 mol%); 7

Amay. = 440 nm, P = 40 W
aCondic¢es: reagdes realizadas em frasco Schlenk de 10 mL, contendo DHPM (49) (0,2 mmol; 55,2 mg),

fotocatalisador (2 mol%) e DMF (0,6 mL). O sistema reacional foi exposto a emissdo de um LED Kessil

azul por 12 h. °PRendimentos isolados apés purificagdo em coluna cromatografica.
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FIGURA 19. Estrutura quimica dos fotocatalisadores.

Assim, iniciou-se o0 processo para a obtengao de 109, porém ao se adotar
as condi¢des reportadas na literatura alterando apenas o fotocatalisador da eosina B
para a eosina Y, o produto foi obtido apenas com 10% de rendimento, resultado
discrepante ao reportado na literatura (Entrada 1, TABELA 2). Com intuito de aumentar
o rendimento para a obtencado de 109, foi investigado outro fotocatalisador no meio
reacional, sendo este o 4CZIPN (FIGURA 19), e felizmente houve um aumento no
rendimento para 21% (Entrada 2, TABELA 1). Houve também o estudo do LED
empregado, modificando para um de emissao maxima de 440 nm e poténcia de 40 W.
o produto almejado foi obtido com apenas 7% (Entrada 3, TABELA 1). Como nosso
objetivo ndo era o desenvolvimento de um novo protocolo para obtencédo de 109, mas
sim estudar a funcionalizagdo do mesmo por meio de um processo fotoquimico, néo
foram realizados mais ensaios com intuito de aumentar o rendimento. Porém, estes
ensaios evidenciam a importancia de uma melhor descricdo do aparato reacional nos
trabalhos descritos na literatura.

Uma proposta mecanistica para a reacdo em estudo desenvolvida pelos
autores esta pautado em que o fotocatalisador (PC) é excitado pela fonte de luz. A
DHPM ¢é tautomerizada 110, que posteriormente por um processo de SET leva a forma
com a obtengao de um cation tiol radical 111. O anion radical do fotocatalisador é entédo
oxidado pelo ciclo aerdbio, formando o anion peroxi o qual intercepta o radical tiol. Em
seguida, podem ocorrer etapas de dessulforagdo e aromatizacdo para obtencao da
diidropirimidina aromatizada 109 (ESQUEMA 29).
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ESQUEMA 29. Proposta mecanistica para a dessulforagcao e aromatizacao de 49.

3.1.1.2. Sintese dos precursores radicalares

Visando a funcionalizacédo de 103, foi realizada a sintese dos precursores

radicalares, as DHPs por meio da reacdo multicomponente de Hantsch através de

método ja reportado na literatura.’® Foram obtidas as DHPs 15a-1 com rendimentos de

19-84%, contendo diferentes grupos na posigao 4, dentre eles: alquilico ciclico saturado

15a e 15e, alquilico ciclico insaturado 159, alquil aciclico saturado 15¢ e 15i, aromatico
15b, benzilico 15f e derivado de um farmaco (ibuprofeno) 15k (ESQUEMA 30).
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ESQUEMA 30. Sintese de DHPs 15a-l via RMC.

O mecanismo comumente proposto para a sintese das DHPs (15) envolve
o ataque nucleofilico da aménia ao B-cetoéster 48 conduzindo a formagao da enamina
114. Concomitantemente, outro equivalente do B-cetoéster 48 em sua forma endlica
115 realiza uma condensacdo com o aldeido 45, conduzindo a obtencdo de um
intermediario a,B-insaturado 117. Este por sua vez sofre uma adicao de Michael pela
enamina 114 formada previamente, que apds reagao de ciclizagcao intramolecular e de
desidratagdo conduz a formagao das DHPs de interesse 15 (ESQUEMA 31).105
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ESQUEMA 31. Mecanismo classico para a obtengédo das DHPs (15)

3.1.2. Funcionalizagdo C-H fotoquimica

Assim, com a obtencdo dos materiais de partida, foi iniciada a

investigacao sobre a funcionalizagao C-H de 103. No primeiro teste, empregou-se as
condigbes reacionais reportadas por Chen e colaboradores,*” e foi possivel obter o
produto 121a funcionalizado em C-2 com 57% de rendimento (TABELA 2, Entrada 1)

além da DHP aromatizada 21 como subproduto (ESQUEMA 32).

NH,
A EtO,C CO,Et TFA (1,5 eq), TFE, exposto ao ar EtOzC CO,Et
)N + | _LED azul (440 nm) _ azul (440 nm) _ pordh
N/ N Ny, 4 h, 35 C sem luz,
H 25°C
103 15a 121a

ESQUEMA 32. Reagao de funcionalizagdo C-H de 103.
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Andlises de RMN 'H e {'H}'3C de 121a foram realizadas e comparadas
com a literatura' e certificou-se o sucesso de sua sintese. No espectro de RMN de 'H
(Anexo, FIGURA A41, pagina 167) é possivel obter sinais que evidenciam a formacao
de 121a, como por exemplo, tripleto (6 = 2,86 ppm) que é referente ao hidrogénio que
se liga ao carbono na ligagdo C-C formada entre a quinazolina 103 e o cicloexano.
Também deve-se salientar a auséncia do sinal classico do hidrogénio que se liga ao
carbono-2 da quinazolina 103 (singleto, 6 = 8,38 ppm), mostrando assim que a
funcionalizacdo em C-2 se deu de forma efetiva.

O produto oriundo da funcionalizagdo C-H 121a ja é descrito na literatura,
porém nao ha relatados da obtencéo de 4-amino-quinazolinas substituidas em C-2, por
meio de um processo fotoquimico. Sdo escassos relatos de alquilacdo em C-2 de 4-
amino-quinazolinas, e os principais avangos estdo pautados em RMC. Como, por
exemplo, pode-se citar o processo desenvolvido por Yang et al.'®” em que sao adotados
como materiais de partida 2-halo-benzimidamida (122), aldeidos e azida de sédio, com
o uso de CuBr como catalisador, em que o protocolo otimizado conduziu a sintese de
26 exemplos de 2-amino-quinazolinas C-2 substituidas com rendimentos de medianos
a excelentes (ESQUEMA 33).

NH NH,
Rive X CuBr, L-prolina 1\ XN XIN
| NH, + R2_cHO + NaN; ——— > |
P x 45 DMF, 70 °C, 4 h % N/)\Rz
X=1, Br 103
122 26 exemplos
50-90% de rendimento

ESQUEMA 33. Protocolo para a obtengdo de 4-amino-quinazolinas através RMC.

Com o composto 121a em méaos, foi iniciado o estudo da otimizagao das

condicdes reacionais (TABELA 2).
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TABELA 2. Otimizacao das condicdes reacionais para obtencio de 121a.

NH, TFA (1,5 eq), TFE, NH,
©\)>N | Eoc N COEt LED (440 mm) ©\)§/N . EtOzc)fj;COzEt
N H exposto ao ar N)\O \N
103 15a s%?:]Tu';, 121a 21
25°C
Entrada® Modificagoes nas condigdes padrao Rendimento 121a (%)°

1 - 57

2 2 LEDs (40 W cada) 13

3 Auséncia de luz em todo processo -

4 Exposicao ao ar em todo o método -

5 Auséncia de acido -

6 CHF303S tracos

7 BF3.0Et2 8

8 AcOH tracos

9 p-TsOH.H20 tracos

10 Exposicao a luz nas duas etapas 20

11 0,1 — 0,2 mol.L"! 30

12 0,1 — 0,05 mol.L" 74

13 0,1 — 0,04 mol.L" 61

14b 4 h — 2 h na primeira etapa 19

15b 4 h— 6 h na primeira etapa 37

16° 4 h — 2 h na segunda etapa 16

17° 4 h— 6 h na segunda etapa 21

18P 0,75 eq. TFA tragcos

19P 2,0eq. TFA 55

20° MeCN:H20 (9:1) tracos

21b EtOH 9

22b Amsr. =390 Nnm P =40 W 10

23b Amsrz. =397 nm P =50 W 7

240 Luz branca tracos

25b 4CzIPN (1 mol%) 12

aCondicbes: reagdes realizadas em frasco Schlenk de 10 mL, sob atmosfera de N2, contendo 121 (0,2
mmol; 1 eq.), 15a (0,3 mmol; 1,5 eq.), acido trifluoroacético (TFA) (0,3 mmol; 1,5 eq.) (exceto Entradas
5-9 e 18-19) e 2,2,2-trifluoroetanol (TFE) (2 mL) (exceto Entrada 20-21), irradiando-se por um LED Kessil
azul de 40 W (1,5, =440 nm) (exceto Entradas 2-3 e 22-24). Realizando freeze-pump-thaw (3 ciclos).
bEmprego de 4 mL de TFE. °Rendimentos isolados apés purificagdo em coluna cromatografica.
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Inicialmente buscou-se compreender se a quantidade de luz emitida ao
sistema, influenciaria no processo reacional. Assim, com o0 aumento para dois diodos
emissores de luz (LEDs) de 40 W (4,,s.. = 440 nm), o rendimento para obtencéo de
121a diminuiu drasticamente para 13% (TABELA 2, Entrada 2). Também foram
realizados estudos controle para uma melhor compreensao da natureza da reacao.
Sendo assim, foi verificado que a emissao de luz no sistema é fundamental para a
obtencgao do produto de interesse, uma vez que na auséncia de luz nao foi observada
a formacao do produto (TABELA 2, Entrada 3). A influéncia da atmosfera inerte também
foi avaliada, uma vez quando o sistema foi exposto ao ar em todo o processo reacional,
o produto nao foi obtido (TABELA 2, Entrada 4). Por fim, foi estudado se o acido seria
fundamental para o progresso da reacao, tal fato foi confirmado, sendo que 121a nao
foi formado ao longo do percurso reacional com auséncia de acido (TABELA 2, Entrada
5).

Findado os estudos controle, o intuito foi estudar diferentes acidos como
promotores da reacdo. Dentre eles, testou-se o acido trifluorometanossulfénico
(CHF303S) (TABELA 2, Entrada 6) e o eterato de trifluoreto de boro (BFs.Et20)
(TABELA 2, Entrada 7), porém nenhum deles apresentou resultados promissores para
a obtengéo de 121a. Na tentativa de tornar o método mais ambientalmente amigavel,
acidos “mais verdes” foram adotados,'% tais como o acido acético (AcOH) (TABELA 2,
Entrada 8) e o acido p-toluenossulfénico (TABELA 2, Entrada 9), porém nenhum destes
conduziu ao progresso reacional.

Mediante a estes resultados seguiu-se com o processo de otimizacao, e
buscou-se compreender como a exposi¢cao da fonte emissora de luz influi no avango
da reacdo. Assim iniciou-se o estudo do periodo de exposicédo a fonte de luz. Ela foi
mantida apenas na primeira etapa da reacado, que possivelmente conduz a formacgao
do possivel intermediario 120, (n&do oxidado) que depois em uma segunda etapa é
exposto ao ar e sem a presenca de luz conduz a formacao do produto oxidado 121a,
com 57% rendimento (TABELA 2, Entrada 1). Verificou-se que quando o sistema foi
irradiado por luz nas duas etapas o rendimento diminuiu drasticamente para 20%

(TABELA 2, Entrada 10). Mediante ao exposto, o estudo foi continuado mantendo a
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exposicao a luz no sistema reacional apenas na primeira etapa, e assim 0 proximo
parametro avaliado foi a concentragao do meio reacional.

Nesta perspectiva, observou-se que adotar um meio mais concentrado
para a reacao nao foi satisfatério, uma vez que o rendimento diminuiu para 30%
(TABELA 2, Entrada 11). Com a adogdo de um meio reag&o mais diluido (0,05 mol.L™")
(TABELA 2, Entrada 12), felizmente levou o aumento do rendimento para 74%. Diluindo
ainda mais o meio para compreender até onde a diluicdo era satisfatéria, percebeu-se
que na concentragéo de 0,04 mol.L™", houve um decréscimo no rendimento para 61%
(TABELA 2, Entrada 13).

Com a fixagdo da concentracdo de 0,05 mol.L"', foram explorados
diferentes tempos reacionais na primeira etapa na reacdo em estudo. Com duas horas
de reagédo ndo houve a formacgao do produto (TABELA 2, Entrada 14), e com tempo
reacional mais longo (6 horas) também n&o contribuiram para a melhora para a sintese
de 121a (TABELA 2, Entrada 15). Sendo assim, foi fixado o periodo de 4 horas para a
primeira etapa da reagdo. Com isso, seguiu-se com a avaliagdo do tempo reacional na
segunda etapa da reagdo (oxidagédo). Nesta perspectiva, também se notou que
periodos menores ou maiores 2 h e 6 h (TABELA 2, Entradas 16 e 17), na segunda
etapa da reagado nao conduziram melhoria no método em estudo.

Ainda no contexto da otimizacao, foi estudada a quantidade de acido
trifluoracético (TFA) presente no meio reacional. Com a diminuigdo de acido no meio
para 0,75 eq. apenas tracos de 121a foi observado (Entrada 18) e com o aumento da
quantidade para 2,0 eq. o rendimento diminuiu para 55% (TABELA 2, Entrada 19) e
assim manteve-se com a quantidade adotada desde o inicio do estudo.

Outros solventes polares também foram analisados como MeCN:H20
(9:1) e EtOH (Entradas 20 e 21) e nenhum deles demonstrou ser mais efetivo que o
(2,2,2-trifluoroetanol).

Em seguida, outros diodos emissores de luz também foram avaliados.
Dentre eles um LED Kessil de 4,5, = 390 nm e poténcia de 40 W (Entrada 22), outro
de A5, = 397 nm com P = 50 W (Entrada 23), além de uma lampada branca (Entrada
24), porém os resultados nao foram satisfatérios levando a formagao do produto 121a,

desde tracos a 10% de rendimento.
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Por fim, buscou-se compreender se algum fotocatalisador ajudaria na
conducdo da reacdo. Assim foi empregado o 1,2,3,5-tetrakis(carbazol-9-il)-4,6-
dicianobenzeno (4CzIPN) (FIGURA 19), o qual foi escolhido por apresentar elevado
tempo de meia-vida no seu estado excitado e aos seus potenciais de oxirredugéo. 09110
Contudo quando empregado este fotocatalisador, apenas 12% do produto de interesse
foi obtido (Entrada 25).

Com o término da otimizacdo das condicdes reacionais, adotou-se como
condicdo otima a obtida na Entrada 12 (TABELA 2). Para mostrar o possivel
escalonamento, a reacao foi realizada com 1 mmol do substrato 103 (ESQUEMA 34).
Felizmente foi possivel observar que a reagcdo se processou de maneira satisfatoria
com o aumento de escala, com uma ligeira queda no rendimento para 65% e sendo

possivel assim obter 180,2 mg do composto de interesse 121a.

NH, 1) TFA (1,5 eq), TFE (0,05 M), NH,
N EtO,C CO2Et | ED azul (440 nm), 35 °C, Ny, 4 h SN Et0,C__CO-Et
) + I | + | Pz
N/ N 2) exposto ao ar N/ N
H por 4 h, sem luz,
103 15 25°C 112810a,265% 21
,2 mg

ESQUEMA 34. Experimento de aumento de escala reacional.

Em seguida, iniciou-se o estudo do escopo reacional e das limitagdes do
método (ESQUEMA 35). Primeiramente, buscou-se explorar diferentes 4-alquil-DHPs
no método em estudo. Sendo assim, foi possivel obter o produto funcionalizado com
diferentes precursores radicalares, dentre eles: alquilico ciclico insaturado 121b e
alquilico aciclico saturado 121¢, com 35 e 41% de rendimento, respectivamente. Foi
possivel explorar um precursor radicalar derivado do ibuprofeno e assim obteve-se o
produto 121d funcionalizado em C-2 com 33% de rendimento. Outras 4-alquil-DHPs
foram empregadas, porém néo conduziram a formag¢ao dos produtos funcionalizados
121e-121g. Tal fato se deve pelos radicais formados nestes exemplos ndo serem
suficientemente estaveis para a condugdao da formacédo do produto de interesse.
Infelizmente ndo houve a formacgédo de 121h quando empregado o composto 15h com
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a DHP substituida com 4-(tetraidrofuran-3-il). Também foi estudado o emprego da 4-
carbamoil-diidropiridina, contudo ndo foi observado a obtencdo do produto de

funcionalizag&o 121j, foi observado a DHP aromatizada e funcionalizada em C-4.

1) TFA (1,5 eq), TFE (0,05 M),

EtO,C CO,Et  LED azul (440 nm), EtO,C CO,Et
R - N R z
+ | | 35°C, Ng, 4 h + 4
N N
H
21

2) exposto ao ar

103a-h or 4 h, sem luz,
15a-| P e 121a+

Estudo do Escopo Reacional

NH, NH, NH, NH, NH,

P o P/ 7
ol os cTI A adive: A,
121a. 74% 121b. 35% 121c. 41% 121d. 33% 121e. R= C3H; -
121f. R= CgHs -
121g. R=CHj -
NH, NH, NH, Cl
@" P @" P @"
Z ~ P/
N)\Co N/ N/)YO N N
HN ome 1211, 64%
= i . (]
121h. 121i. 26% 121j. - 1}1 121k. 43%
cl cl o
o L O IO
EtO,C /
— ~ (o) 2 B
Oy ) e (A Ay
R —
N
121m. 24% 121n. 59% 1210.R=H 41% 21r 2100
121p. R= Me n.r. 121q. 67% r. o
NH, o
<" SN
\ N P/
2 |
0
121s. 10%2 121t. 81%

Condigoes: reagdes realizadas em frasco Schlenk de 10 mL, sob atmosfera de Ny, contendo o heterociclo 103a-h (0,2 mmol; 1 eq.), DHP 15a-1 (0,3
mmol; 1,5 eq.), &cido trifluoroacético (TFA) (0,3 mmol; 1,5 eq.) e 2,2,2-trifluoroetanol (TFE) (4 mL), irradiando-se por um LED Kessil azul de 40 W e
440 nm. Realizando freeze-pump-thaw (3 ciclos). Os rendimentos foram determinados apds purificagdo em coluna cromatografica.?reagdo realizada

na escala de 0,1 mmol.

ESQUEMA 35. Estudo do escopo reacional.

Diferentes N-heterociclos também foram adotados como aceptores
radicalares. Como, por exemplo, a 4-metil-quinazolina substituida na posicdo C-8,
permitiu a obtencao do produto alquilado em C-2 121k com 43% de rendimento.

Além dos substituintes amino e metila na posigcao 4 da quinazolina, a

insercao do cloro foi avaliado. Felizmente a insergcdo do cloro no aceptor radicalar
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conduziu a obtencdo do produto alquilado em C-2 1211 com 64% de rendimento.
Mediante a este resultado, avaliou-se a DHP substituida com 4-(tetraidrofuran-3-il) em
conjunto com a 4-cloro-quinazolina, e assim neste caso, o produto alquilado ciclico e
com a presencga de heteroatomo 121m foi produzido com 24% de rendimento.

Para compreender a versatilidade da reacdo em estudo, N-heterociclos
distintos da quinazolina foram explorados. Nesta perspectiva, com o emprego da
quinoxalin-2(1H)-ona como substrato levou a obteng¢do do produto de funcionalizag&o
1210 com 41% de rendimento, porém quando foi adotada a quinoxalin-2(1H)-ona N-
alquilada nao foi observado o consumo dos materiais de partida.

Ao submeter o substrato pirimidina 109, na reag¢ao de funcionalizagao, o
produto de alquilagdo 121q foi alcangado com rendimento satisfatorio de 67%. Nao
foram encontrados relatos de reagdes de funcionalizagdo C-H de pirimidinas néo
substituidas em C-2 por meio de um método fotoquimico. As Unicas discussoes
pautadas para este substrato encontram-se centradas em métodos de reagbes de
acoplamento cruzado com emprego de reagentes de Grignard.'".112

O protocolo de alquilagdo de Minisci desenvolvido foi aplicado na
funcionalizagdo de compostos oriundos de produtos naturais, como por exemplo a
cafeina, sendo o produto alquilado 121r obtido com rendimento de 21%. Além disso,
empregando a flavona, que pode ser encontrada como metabdlito secundario em
plantas,'"3 foi possivel obter o produto dialquilado 121t com 81% de rendimento.

Em uma colaboracdo com o Prof. Giovanni Amarante (UFJF), nds
aplicamos o protocolo desenvolvido na pirrolo[2,1-f][1,2,4]triazina (13), nucleo central
do remdesivir. Através da analise de RMN 'H do produto obtido 121s (Anexo, Figura
AG65, Pagina 179) verificou-se que o sinal caracteristico do hidrogénio que se liga ao
carbono-2 (singleto, & = 7,79 ppm), encontrava-se presente, mostrando assim que a
funcionalizacdo ocorreu em outra posicao. Ao analisar os sinais oriundos da porg¢ao do
pirrol, nota-se a auséncia de um hidrogénio deste anel, mostrando assim que a
funcionalizacdo se deu de forma efetiva nesta por¢gao do anel. Analises de HSQC
(Anexo, Figura A67, Pagina 180) (TABELA 3) ajudaram a compreender a posigao

adequada da funcionalizagéo, sendo essa na posi¢ao C-7 da pirrolo[2,1-f][1,2,4]triazina.
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TABELA 3. Dados espectroscoépicos das principais correlagbes de HSQC de 121s.

"°C, 3 (ppm)
Posicdo  Multiplicidade 3 (ppm) Jy—n (H2) HSQC
2 s 7,79 - 147,8
5 d 6,39 4,3 106,9
6 d 6,79 4,3 101,0
7 - - - 136,0

Monocristais de 121s foram obtidos e submetidos a técnica de difragcao de
raio-X, em colaboragdo com o Prof. Javier Ellena (IFSC/USP), confirmando assim, a
funcionalizagdo em C-7 da pirrolo[2,1-f][1,2,4]triazina 13 (FIGURA 20).

NH . _._t.'{'-
2 _fi N

<" N A -"HT
\ N ) = J’_:;’“-.-""
> = oy
\_:_’.\_‘

{_(r a

TN

!

FIGURA 20. Estrutura cristalografica de 121s.

Alguns parametros reacionais foram avaliados brevemente para tentar
obter 121s com maior rendimento (TABELA 4), uma vez que, conforme ja mencionado,
nao ha relatos de funcionalizagao direta fotoquimica deste substrato. Estes ensaios

foram realizados alterando as condi¢des otimizadas para 121a (ESQUEMA 36).
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1) TFA (1,5 eq), TFE (0,05 M),
NH NH
2 LED azul (440 nm), 35° C, 2
" N EtO,C CO,Et N,, 4 h "N EtO,C X CO,Et
+ +
\ N‘N/) l l 2) exposto ao ar N N~N/) INI
13 H por 4 h, sem luz,
15a 25°C 121s 21

ESQUEMA 36. Reacao de Minisci aplicada a funcionalizag&o da pirrolo[2,1-
l1,2,4]triazina (13).

TABELA 4. Tentativas para a funcionalizagdo C-H de 13.

Entrada® Modificagées nas condigoes padrao Rendimento 121s (%)

1 - 10

2 24 h na primeira etapa 20

3 48 h na primeira etapa Degradacao
4 Amax. =390 Nnm P =40 W n.r.

5 TFE (1 mL) tragos

6 3,0 eq. de 15a tragcos

aCondigdes: reagdes realizadas em frasco Schlenk de 10 mL, sob atmosfera de N2, contendo 13 (0,1
mmol; 1 eq.), 15a (1,5 eq.), acido trifluoroacético (TFA) (1,5 eq.) e 2,2,2-trifluoroetanol (TFE) (2 mL),
irradiando-se com um LED Kessil azul de 40 W (4,,4,. = 440 nm), realizando freeze-pump-thaw (3 ciclos).

bRendimentos isolados apds purificagdo em cromatografia em placa preparativa.

Ao extrapolar o tempo reacional na primeira etapa para 24 h, notou-se que
o rendimento dobrou (Entrada 2). Com este resultado, estabeleceu-se a hipotese da
necessidade de um maior tempo reacional, porém ao conduzir a reacdo em um periodo
maior de 24 h, sendo este 48 h, foi observado degradacdo do produto desejado
(Entrada 3). Também investigou-se alterar a fonte emissora de luz, porém neste ensaio
nao foi observada nenhuma reagao (Entrada 4). Buscou-se avaliar se a concentracao
do meio reacional poderia contribuir no progresso na reagdo, € com um meio mais
concentrado também n&o foi observada reagdo (Entrada 5). Também foi explorado o
aumento da quantidade de precursor radicalar presente no meio reacional, o que

permitiu apenas a obtenc¢ao de tragos do produto (Entrada 6).
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Dada a relevancia nesta transformacao, estudos de otimizacdo deste
protocolo se fazem necessarios e serdo continuados. Posteriormente a obtencao de
uma melhor condigdo reacional, novas DHPs como as 4-glicosil-1,4-diidropiridinas
serdo empregas como precursores de radicais, para que assim seja possivel obter
novos C-nucleosideos e analogos ao remdesivir e assim avaliar a atividade antiviral
destes derivados. Outros compostos N-heterociclos foram explorados na reagao de
funcionalizagdo C-H fotoquimica, contudo infelizmente o protocolo aqui desenvolvido
nao foi tolerado para uma série de substratos, os quais encontram-se expostos no
ESQUEMA 37.

1) TFA (1,5 eq), TFE (0,05 M),

EtO,C CO,Et LED azul (440 nm), /\ Et0,C_~~ CO,Et
R . | 35°C, Ny, 4 h R‘@/—O + /\E\/I(
N

H 2) exposto ao ar
124a-h or 4 h, sem luz,
15a P 28 °C 125a-n 21
Limitagoes
| o
N~ (o]
A A A X
l Z N N™ @(rj\ " | N\>

N | O o (0] o I\\ N

= Nl
125a. n.r 125b.n.r 125c. n.r. 125d. n.r. 125e. n.r. h?::fs:.t':}‘a
ipoxanti
o / o o] o
N OH Na Xy MeO
HN <
A A N |
0” N N N N
I o} o
125g.n.r. 425h, mistura complexa  125i. tragos 125j. tragos OMe
Teobromina Lausona 5-cloro-purina

_O X .HCI
\O ~-N
T
~o
125l. mistura complexa 125m. mistura complexa 125n. tragos
cloridrato de papaverina

Condigdes: reacgdes realizadas em frasco Schlenk de 10 mL, sob atmosfera de N, contendo o heterociclo 124a-h (0,2
mmol; 1 eq.), DHP 15a (0,3 mmol; 1,5 eq.), acido trifluoroacético (TFA) (0,3 mmol; 1,5 eq.) e 2,2,2-trifluoroetanol (TFE) (4
mL), irradiando-se por um LED Kessil azul de 40 W e 440 nm. Realizando freeze-pump-thaw (3 ciclos). Os rendimentos
foram determinados apds purificacdo em coluna cromatografica.

ESQUEMA 37. Limitacbes do método.
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Na busca de compreender se N-heterociclos ndo fundidos levariam ao
progresso da reacdo, empregou-se a 24-lutidina (125a) como substrato a ser
funcionalizado, porém nao foi observada reacdo. Ainda na busca de expandir o escopo
reacional, explorou-se outro azaareno fundido, a 1-metil-isoquinolina (125b), contudo
também nao foi observada reagcdo e quando se adotou o cloridrato de papaverina
(125l), foi observada a formacao de uma mistura complexa em que nao foi possivel
isolar nenhum produto. Foram avaliados compostos derivados de produtos naturais,
como cumarinas (125d e 125e), além de outros derivados com a posicdo C-2
bloqueada, dentre eles a quinolona (125j) e a flavona (125k), porém em todos os casos
nao se notou a formacao de nenhum produto.

Outros derivados de bases nitrogenadas também avaliados, sendo eles:
hipoxantina (125f), teobromina (125g) e 5-cloro-purina (125i). Para estes casos
também nao se mostraram efetivos frente ao método estudado, pois também para estes
exemplos nao foi observado reagao.

A N-(quinazolin-4-il)acetamida (125n) também foi estudada, para
compreender se 0 azaareno menos rico em elétrons contribuiria para o progresso
reacional, contudo neste ensaio foi observada a hidrélise da acetamida, obtendo assim
a 4-amino-quinazolina (103). Ainda foi observada a formagao de algum outro composto,
porém em pequena quantidade, ndo sendo possivel isola-lo.

Em relagdo a aspectos da investigagdo do mecanismo, o trabalho adotado
como referéncia*’ ndo realizou estudos UV-Vis para a melhor compreenséo da reagéo,
ou seja, se ela prossegue por meio da excitacdo direta do precursor de radical ou
através de um complexo EDA. Também nao foi explorada a ocorréncia de reacgdes
paralelas no processo e ndao sédo expostas informagdes sobre a faixa do comprimento
de onda do LED adotado. Ainda no trabalho de Chen, o experimento com sequestrador
de radical foi conduzido, mostrando que a reagao prossegue via radicalar. Mediante a
isso, buscamos explorar informagdes adicionais no quesito do mecanismo que nao

foram relatas no estudo base.

55



Assim inicialmente estudos espectroscopicos foram realizados. Com isso,
foi feita a andlise do espectro de emissao da lampada empregada (FIGURA 21), em

parceria com o Prof. Daniel Varela Magalh&es (IFSC-USP).

1,00 440 nm

0,754

- 0,50

0,251

0,00 T T T
350 400 450 500 550

A (nm)

FIGURA 21. Espectro de emissao da lampada empregada nas reagdes fotoquimicas.

Este espectro mostra que a ldampada empregada possui uma faixa de
emissdo em aproximadamente 400-500 nm, com seu maximo em 440 nm. Nesta
perspectiva, estudos de UV-Vis dos materiais de partida 103, precursor radicalar 15a

em conjunto com o TFA foram realizados (FIGURA 22).

——DHP + TFA
Quinazolina + TFA -
—— DHP + Quinazolina + TFA
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FIGURA 22. Espectro de absor¢cao UV-vis dos materiais de partida na presenca de

TFA.
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Frente a analise do espectro de UV-Vis (FIGURA 22), verifica-se que o
maximo de absorgao da diidropiridina 15a na presenga do TFA é de aproximadamente
425 nm, mostrando assim que a faixa de emissado do LED Kessil é adequado para a
possivel fotoexcitacdo de 15a. Também ¢é possivel observar no espectro a absorcao
maxima da 4-amino-quinazolina (103) (linha verde), mostrando entdo que este
composto ndo é responsavel pela absor¢cdo de luz nas condigbes estudadas. Assim,
quando foi realizada a mistura de todos os componentes reacionais (linha vermelha),
nao foi possivel observar deslocamento batocrémico da mistura, indicando que a
reagdo nao prossegue recorrendo a um complexo EDA,"411% mas sim pela excitagdo
direta do precursor radicalar 15a.

Concomitantemente a estas analises, foram realizados estudos com
sequestradores radicalares, com intuito de compreender a natureza reacional e a
identificacdo de possiveis intermediarios. Assim, realizou-se a reagao sob as condi¢des
otimizadas com a insercao do sequestrador radicalar 2,2,6,6-tetrametil-piperidi-1-nil)oxil
(TEMPO), conforme exposto no ESQUEMA 38.

NHz 1) TFA (1,5 eq), TFE (0,05 M), NH,
A\, EtO;C CO,Et  LED azul (440 nm), TEMPO N} I /O
) | | (3,0 €q.), 35°C, Np, 4 h N . -
AT )
N H 2) exposto ao ar N
103 15a por 4 h, sem luz, 121a 126

25°C - Detectado por
Nao observado MS

ESQUEMA 38. Experimento controle com o emprego de um sequestrador de radical.

Ao término do periodo reacional sob as condigdes expostas no
ESQUEMA 38, nao foi possivel observar com analises de CCD a formacgao do produto
funcionalizado em C-2, entendendo assim que a espécie radicalar presente no meio
que conduz a formagao de 126 pode ter sido capturada pelo agente sequestrante
inserido no meio reacional. Com isso, com o bruto reacional em maos, foi realizada a
analise por espectrometria de massas através infusédo direta. O espectro massas de

varredura completa do bruto reacional encontra-se exposto na FIGURA 23.
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FIGURA 23. Espectro de ESI-MS do bruto reacional na presenca de TEMPO.

Mediante o estudo deste espectro, ndo foi possivel observar o sinal de
228,15 m/z do produto 121a funcionalizado em C-2, mostrando que o radical formado
no processo foi inibido, também nao foi possivel observar os adutos de sédio de
potassio do produto funcionalizado. Notou-se a presenca do sinal de 240,35 mi/z
referente ao produto oriundo da ligagéo do radical alquila do ciclohexano da DHP com
o sequestrador radicalar TEMPO, mostrando assim, que o radical alquila é formado no
meio reacional. Outros possiveis intermediarios foram observados, dentre eles a DHP
aromatizada na auséncia da por¢ao alquila na posi¢ao 4, referente ao sinal 252,26 m/z.

Além disso, experimentos “on-off’ foram conduzidos, com intuito de
compreender, se no método em estudo ha a necessidade de irradiagado constante de
luz, além de compreender se ha reacdes paralelas no processo. Reacgdes
independentes foram realizadas em cada ciclo, ora na presenca ou auséncia da fonte
emissora de luz. Para cada ciclo, o rendimento foi determinado ap6s isolar o produto.

O resultado deste estudo encontra-se exposto na FIGURA 24.
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FIGURA 24. Estudo “on-off’ para a obtencao de 121a.

Mediante a analise dos resultados expostos na FIGURA 24 é possivel
compreender que na reagao em estudo ha a necessidade da irradiagdo constante para
a obtencédo de 121a, uma vez que em periodos que a luz permaneceu desligada o
rendimento permaneceu contante (periodos entre 1-2 h e 3-4 h). Mostrando assim que
o radical alquila presente no meio pode se tratar de um radical transitorio, e
consequentemente nao ocorrendo reagoes paralelas.

Frente as constatagbes realizadas e o que se é reportado na literatura,*’

no ESQUEMA 39 é exposto uma proposta do mecanismo reacional para a

funcionalizacdo C-H de 121a.
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ESQUEMA 39. Proposta do mecanismo reacional para a funcionalizacdo C-H de 103

via processo fotoquimico.

Inicialmente, a DHP 15a absorve luz, sendo entdo conduzida ao seu
estado eletronicamente excitado 15a*, em seguida ocorre uma homdlise formando
assim o radical de interesse 18. Posteriomente, o radical formado se insere na 4-amino-
quinazolina protonada (127), ocorrendo a formacao do cation radical Il. Com isso, em
uma proxima etapa ocorre uma SET entre | e ll, conduzindo a formagao do intermediario
IV, o qual é oxidado pelo oxigénio do meio levando a obtengédo do produto alquilado
protonado. A DHP aromatizada é obtida como subproduto deste protocolo.

Alguns compostos oriundos da reagao de funcionalizagcdo C-H foram
submetidos para avaliagdo da atividade de inibigdo das enzimas Mpro e PLpro do
SARS-CoV-2, contudo até o presente momento ndo apresentaram resultados

promissores.
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3.2. SINTESE E AVALIAGAO DA ATIVIDADE BIOLOGICA DE
DIIDROPIRIMIDINONAS E HIBRIDOS MOLECULARES

O estudo exploratério inicial pautou-se no emprego de N-heterociclos
fundidos, que possuem uma ligacdo N-N em que um dos nitrogénios faz a conexao em
um sistema biciclico, como encontrado no remdesivir."'® Compostos contendo N-
heterociclos fundidos, como por exemplo o [1,2,4]triazolo[1,5-a]pirimidina (TZP), sédo
estudados por apresentarem atividades frente aos virus influenza, SARS-CoV-2,117.118
e flavivirus.'® Mediante o exposto, foi explorada a obtengdo do nticleo TZP na reacéo
de Biginelli, conforme método reportado na literatura.'? Assim, os derivados 130 e 131
(sendo este inédito) foram obtidos com 53 e 10% de rendimento, respectivamente
(ESQUEMA 40).

Q R
J@)LH
R ; SnCly, Q

45 + N EtOH,80°C,6h g NN
o o s R —— | <Y
)j\/u\ > N §
o 129 H
48 R=H, 130 (LPSN909), 53%

R= OMe, 131 (LSPN917), 10%

ESQUEMA 40. Protocolo para a obtencao de derivados [1,2,4]triazolo[1,5-a]pirimidina.

Os derivados TZT, bem como os demais compostos obtidos nesta tese
foram submetidos a ensaios para avaliagao da atividade enzimatica frente as proteases
Mpro e PLpro do SARS-CoV-2. Os ensaios foram realizados em parceria com o Prof.
Dr. Glaucius Oliva e Prof. Dr. Rafael Guido, ambos do Centro de Pesquisa e Inovagao
em Biodiversidade e Farmacos (CIBFar)'?' do IFSC-USP. Em vista disso, todos os
compostos que mostraram inibigao superior a 50% em relacédo a atividade da enzima
nativa a 100 yM foram submetidos a ensaios de concentragéo inibitéria a 50% (ICso).

Logo, os compostos 130 e 131 foram estudados frente as duas proteases,
porém nao apresentaram inibicao superior a 50% e consequentemente nao tiveram os
valores de ICso determinados.
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Mediante a estes resultados, buscou-se mudar a vertente para a obtencao
destes compostos, e passou-se a avaliar as DHPMs classicas, ou seja, sem a por¢ao
da TZT. Nesta perspectiva, a diidropirimidina-2-(1H)-ona 67¢c (LSPN900) ou a tiona 49
(LSPN901) foram obtidas, conforme métodos reportados na literatura,'?> com 84 e 65%
de rendimento, respectivamente (ESQUEMA 41).

CHO 0
A (@] NH
o™ 4 X MO, 120°C, Y
48 CH3CN, 15 min. N X
H,N 2 H
46, X=0 X=0 67C, (LSPNQOO), 84%
47, X=S X=S 49, (LSPN901), 65%

ESQUEMA 41. Sintese assistida por micro-ondas dos compostos 67c¢ e 49.

Os compostos 67c e 49 também foram avaliados frente as proteases de
interesse, porém, de forma similar ao sistema biciclico, ndo apresentaram atividade
relevante. Contudo, ainda com intuito de explorar esta classe de compostos, a sintese
de novos derivados foi realizada, inserindo diferentes substituintes na porgao oriunda
do aldeido, uma vez que esta € a por¢ao da molécula que permite 0 maior numero de
modificagdes estruturais. Visto isto, os derivados com diferentes substituintes 45d-h

foram obtidos, com rendimentos entre 26-92%, conforme exposto no ESQUEMA 42.123

45d. R = 4-N(CHs),
45¢. R = 3,4,5-(CH30)
45f. R = 4-Br
45g. R = 3-O-CHj
45h. R = 4-Cl

| =R
_Z
6 o CHO
)]\/U\ 45b-f SnCI2
o . JOL EtOH, 80 °C,
48 H,N” NH, 8N

67d. (LSPN907), 31%
67e. (LSPN908), 26%
67f. (LSPN912), 92%
67g. (LSPN913), 69%

67h. (LSPN1121), 82%

ESQUEMA 42. Obteng¢ao das DHPMs 67d-h via RMC.
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Neste contexto, de forma similar aos compostos LSPN900 e LSPN901,
os derivados funcionalizados na porg¢ao do aldeido 67d-h, ndo apresentaram inibigao
enzimatica.

Posteriormente aos resultados obtidos, outra alternativa foi explorada.
Buscou-se realizar a obtencao de um derivado de DHPM com o 5-hidroximetilfurfural
(HMF) (132), uma vez que o HMF é um material de partida renovavel, facilmente obtido
a partir da celulose.'? Com isso, o derivado constituido pelo HMF foi obtido, conforme
reportado por Fan et al.'?> (ESQUEMA 43), levando a 5-acetil-4-[5'-(hidroximetil)furan-
2'-il]-6-metil-3,4-diidropirimidin-2(1H)-ona 133 (LPSN902) com 54% de rendimento.

46

HO
O\ CcHO =
HO/\@/ o O/
(0] (0] 132 ZnCl,
T NH
)J\/U\ L e} EtOH, |
48 80 °C
HoN H, ” ©

133 (LSPN902), 54%

ESQUEMA 43. Emprego do HMF (132) para sintese de 133 (LSPN902).

O derivado 133 (LSPN902) obtido é constituido por uma hidroxila livre
(oriundo do HMF), o que ¢ interessante do ponto de visto da sintese organica, pois este
composto pode ser usado em modificagdes estruturais pés reagao de Biginelli para a
aquisicdo de novos derivados de DHPMs.'?® Contudo, ao ser avaliado frente as
proteases do SARS-CoV-2, este derivado ndo apresentou inibicdo da atividade
enzimatica.

Frente a todas essas abordagens adotadas ndo apresentarem éxito na
obtencdo de compostos como inibidores das proteases do SARS-CoV-2, buscou-se
avaliar a obtengao de derivados C-DHPMs. Para isso inicialmente outros materiais de
partida foram explorados, como por exemplo os aldeidos glicosilados. Partindo-se da
D-Ribose (12), em uma primeira etapa realizou-se uma reagdo de protegcdo das
hidroxilas das posi¢cdes 2 e 3 e uma metilagao na posicdo anomérica, alcangando assim
o composto 134, com 43% de rendimento (ESQUEMA 44).126
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ESQUEMA 44. Sintese do alcool protegido 134 partindo da D-Ribose.

Quando analisado o espectro de RMN 'H de 134 (Anexo, FIGURA A89,

Pagina 191), é possivel observar os sinais caracteristicos da obtenc&o deste composto.

Assim, em 1,30 e 1,49 ppm observou-se 2 singletos integrando para trés hidrogénios

referentes as metilas do acetal, oriundos da protecédo das hidroxilas das posigdes 2 e

3. Ja em 3,41 ppm nota-se a presenga de um singleto constituido por 3 hidrogénios

proveniente da metoxila da posicdo anomérica. Os sinais foram comparados aos da

literatura e correspondem ao alcool de interesse 134.

Em seguida a D-Galactose (135) foi submetida a uma reagao de protegao

seletiva das hidroxilas para obter o alcool protegido de interesse 136 com 90% de

rendimento (ESQUEMA 45). Os dados de RMN foram analisados e comparados aos

da literatura,'?® assim como realizado com 134, e pode-se verificar que os sinais s&o

similares.

o)

HO

OH

o]

OH
135

OH

H,SO,

RV ¢

ACE, t.a., 4 h,

O

136, 90%

OH

0]

B4

ESQUEMA 45. Obtengéao do alcool (136) oriundo da D-Galactose (135).

Na literatura existem diversos métodos para a oxidagao de alcoois, como

por exemplo: o-iodoxi-benzdico

(|BX),127
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clorocromato de piridinio (PCC),'?® N-oxil,2,2,6,6-tetrametilpiperidina (TEMPO),"3°
Swern. '3

A oxidacao de Swern foi adotada como promotora da oxidagao de 134 e
136 por ser um método que emprega reagentes facilmente disponiveis em laboratorio,
operar em condigbes amenas e o0s subprodutos da reagao serem sais e/ou gases. Além
disso, é mais eficiente quando comparado a outros oxidantes que apresentam baixa
economia atbmica e/ou alta toxicidade. Mediante o exposto, os aldeidos 137 e 138
foram obtidos com 90 e 92% de rendimento, respectivamente (ESQUEMA 46).

o) 0
CHO
134 (COCI), CH,Cl,, N, O o/ A( 0
ou > H ou
136 DMSO i ©
78°C—>ta. o. 0 of
< X
137, 90% 138, 92%

ESQUEMA 46. Oxidacao de Swern para a obtengao de aldeidos glicosilados 137 e
138.

Levando em consideragdo a analise de RMN 'H do aldeido 138 (Anexo,
FIGURA A93, Pagina 193) proveniente da D-Galactose foi possivel observar sinais
tipicos que sugerem a conversao do alcool para o aldeido de interesse, podendo
salientar por exemplo a auséncia de um multipleto em 3,83-3,90 ppm constituido por 2
hidrogénios, que s&o oriundos do metileno ligado ao alcool, que pode indicar a
conversao desejada. Também se notou a presenca de um singleto em 9,62 ppm
integrando para um hidrogénio, referente ao aldeido. Os dados também foram
comparados com os reportados na literatura e estdo condizentes que sugerem a
formagao do composto de interesse.’?

A reacgao de oxidacao de Swern se processa na presenca de cloreto de
oxalila (141) EtsN e DMSO (139), com todos os componentes anidros. Neste contexto,
o oxigénio do DMSO atua como nucledfilo atacando a carboxila do cloreto de oxalila,

permitindo a formacgao do ilideo 142 que atua como agente oxidante. Assim, o oxigénio
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do alcool 137 ou 138 a ser oxidado ataca o centro positivo do agente oxidante, obtendo
o intermediario 143, que € desprotonado pelo cloreto proveniente do meio reacional
levando a obten¢ao do sal de alcooxisulfénico 144 e acido cloridrico, que é neutralizado
pela base no meio reacional. Em uma etapa posterior o sal de alcooxisulfénico 144 &
desprotonado pela base, obtendo assim a formagédo do ilideo 145, que apds uma
migracao interna de hidrogénio obtém-se o aldeido de interesse 137 ou 138 e como

subproduto dimetil sulfeto (146).

0
N\ Cl O
. C')kﬂ/ cl
9 :9:\/ o __, W = ¥ co,+co+ o
" - —_— 2+
139 140 oIt 142
(clzl
o + St —— ¥ HCI
H 144
137
ou 138 142 143& .
:Cl
I e ), H
+ S )\HJ\ H
R0 — R/I\)O’ ~ N R’&o TSNt !
w l—"\‘/ )i L a
144)\ J\ 137 ou 138 146 )\ cl
N 145

ESQUEMA 47. Mecanismo reacional para a oxidagao de Swern.

Infelizmente ainda nao foi possivel testar ainda os aldeidos glicosilados
137 e 138 na reacao de Biginelli. Este estudo devera ser feito futuramente.

Paralelamente a sintese destes aldeidos, cumarinas foram exploradas,
uma vez que recebem destaque frente sua ampla gama de potencialidades biolégicas
ja reportadas, inclusive antiviral.'32133.134 Nesta perspectiva, buscamos realizar a

sintese de compostos de Biginelli em que em sua constituicdo possuam cumarinas e
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assim, posteriormente, avaliar se estes compostos apresentam atividade frente as
proteases do SARS-CoV-2.

Neste contexto, inicialmente foi realizada a sintese de cumarinas, via a
reagdo de Knodvenagel,'®® para serem empregadas na reagdo de Biginelli como £
cetoésteres. Dessa forma, foram obtidas cinco cumarinas com rendimentos variando
de 21-56% de rendimento'3® (ESQUEMA 48).

(o)
O O O o &
S A pommons
R A~ N Piperidina o Irx o

= + 1

OH EtOH = o o

t.a.
147a-e 148 24 h 149a-e
5 exemplos

até 56% de rendimento

o o o
N B o
HO (o) (o) /\N (o) (o]
149a. 42% 149b. 21% .
LSPN920 LSPN1063 143c. 56%
o o o o LSPN921
N o /@fﬁk)‘\o/\
0" Yo MeO o~ "o
1494, 40% 149¢. 44%
LSPNo2s LSPN1074

ESQUEMA 48. Sintese das cumarinas 149a-e funcionalizadas em C-3.

Todas as cumarinas obtidas foram avaliadas frente as proteases do
SARS-CoV-2. Felizmente verificou-se que a cumarina funcionalizada 149c¢ apresentou
inibicado maior que 50% a 100 uM para a PLpro e assim seu valor de I1Cso foi determinado
como sendo de 4,8 uM (FIGURA 25).
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FIGURA 25. Grafico de determinagéo de ICso do composto LSPN921 frente a PLpro.

Posteriormente, a cumarina 149a foi adotada como f-cetoéster modelo na
reacao de Biginelli. Nesta perspectiva, também foi possivel realizar modificacbes
estruturais com o emprego de diferentes aldeidos aromaticos, assim foram obtidos oito
hibridos cumarina-DHPM 150a-h com rendimentos de até 75% de rendimento (sendo

150f e 150h inéditos) (ESQUEMA 49).
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149a R= aril HO

150a-h
8 exemplos
até 75% de rendimento

150a. 13% 150b. 37% 150c. 42% 150d. 75%
LSPN903 LSPN904 LSPN905 LSPN906

150e. 29% 150f. 47% 150h. 48%

LSPN926 1509. 56%
LSPN923 LSPN1067 LSPN1068

ESQUEMA 49. Obtengéo de hibridos cumarina-DHPMs através RMC de Biginelli.

Estes derivados também foram avaliados frente aos alvos de interesse, e
pode-se observar que dentre os avaliados da série anterior, os compostos 150b
(LSPN904) e 150c (LSPN905) foram os mais promissores para a protease Mpro a 100
MM. O grafico para a determinagdo do ICso destes compostos encontra-se exposto na
FIGURA 26.
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FIGURA 26. Determinagéo de ICso dos hibridos LSPN904 e LSPN905 frente a Mpro.

Conforme o exposto, os compostos LSPN904 e LSPN905 apresentaram
ICs0 de 14 e 12 pM, respectivamente. Este resultado ressalta a importancia da cumarina

para a atividade, uma vez que compostos LSPN912 e LSPN913 sem este nucleo) nao
apresentaram inibicdo da Mpro (FIGURA 27).

HO
R= 4-Br, LSPN912 R= 4-Br, LSPN904, IC5, = 14 uM
R= 3-OMe, LSPN913 R= 3-OMe, LSPN905, IC5,= 12 uM

FIGURA 27. Influéncia da inser¢ao do nucleo cumarinico na inibicado da Mpro.

Ainda tentando melhorar a atividade de inibicdo da Mpro, outros
substituintes foram adotados, como por exemplo a inser¢ao do cloro na posigao 4
oriunda do aldeido (LSPN906), porém nao foi observado nenhum resultado promissor.
Tomando como base que o melhor resultado, o composto LSPN904 que possui uma
metoxila na posi¢ao 3, avaliou-se o efeito da posicao das metoxilas, ou seja, posicao 2
(LSPN1068), e posigao 4 (LSPN1067). Porém, nao se observou nenhuma melhora na
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inibicdo da Mpro, o que se pode inferir que a posicao 3 pode ser uma regiao que
contribui para a atividade biologica desejada. Foi ainda realizada a substituicao de
metoxila por uma hidroxila na posicdo 3 (LSPN926), contudo infelizmente n&o foi
verificada uma melhora na atividade.

No entanto, no cenario desta série frente a PLpro, resultados distintos
foram obtidos. Os derivados substituidos pela metoxila nas posi¢coes 2 (LSPN1068) e
4 (LSPN1067) apresentaram ICso de 24 e 36 uyM, respectivamente, ja o composto
funcionalizado com a metoxila na posicdo 3 (LSPN905), ndo apresentou inibicao
satisfatéria. Estas evidéncias podem auxiliar na compreensao que as posigoes 2 e 4
podem ser uma regiao que contribuem para inibicdo enzimatica em relagéo a PLpro.

Estes resultados encontram-se expostos a seguir, na FIGURA 28.
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FIGURA 28. Graficos de ICso para os derivados que apresentaram inibicao superior a
50% para a PLpro a 100 uM (A) LSPN906 (B) LSPN1067 e (C) LSPN1068.
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De forma similar que a Mpro, para a PLpro é observado que a cumarina
também ¢é fundamental para a atividade antiviral. Porém, foi observado que a
modificagdes na posicdo das metoxilas influenciaram na atividade inibitoria, sendo o
composto mais promissor o substituido na posigao 2 (LSPN1068), com ICso de 24 uM.

Dessa forma, foi fixada a porgdo oriunda do aldeido (3-metoxi-
benzaldeido), uma vez que até o momento a melhor inibigdo foi apresentada com a
insercdo deste grupo nesta posicdo (LPSN905). Empregando as cumarinas
previamente obtidas 149b-d, foi possivel obter 4 exemplos 151a-d com até 50% de
rendimento (ESQUEMA 50).

OCH3
HCl
NH2 EtOH, 85 °C,
R

151d. 17%
. 239 K 151b. 50% 151c. 40%
I1_§1PaN§13 6/o LSPN924 LSPN925 LSPN915

ESQUEMA 50. Sintese de novos hibridos cumarina-DHPMs.

Os resultados dos ensaios enzimaticos desta ultima série demonstraram
que nenhum dos compostos estudados apresentaram atividade relevante, logo em
nenhum destes exemplos o valor de ICso foi calculado. Logo é possivel compreender
que a insercao de substituintes em outras posi¢cées da cumarina ndo contribuem na
atividade de interesse. E possivel entender que a hidroxila livre na posicdo 7 no nucleo
cumarinico no composto 150¢c (LSPN905) é fundamental para a atividade, uma vez que
o composto metilado (LSPN916) demonstrou queda na atividade enzimatica.

No contexto da por¢cao oriunda do p-cetoéster, também buscou-se
verificar se outros substituintes modificariam a atividade biolégica de interesse. Logo
explorou-se a 5,5-dimetil-1,3-ciclohexadiona (152) como substrato sob condi¢des
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reportadas na literatura,’3® e assim foi possivel obter os compostos 153 (LSPN1061) e
154 (LSPN1110) com 48 e 43% de rendimento, respectivamente (ESQUEMA 51).

OMe
OMe
i ®
CHO 0
459 MG NH
© + EtOH, 85 °C, /J§
152 X 24 h H X
HQNJLNHZ X=0, 153 (LSPN1061), 48%
46, X=0 X=S, 154 (LSPN1110), 43%
47, X=8

ESQUEMA 51. Diidropirimidina-2-(1H)-ona/tiona com o emprego de (152) como £

cetoéster.

Apos a avaliagcdo destes compostos, observou-se que eles nao

apresentaram atividade relevante, sendo que o 153 (LSPN1061) apresentou inibigao

para a protease PLpro de 33,4 %

0,6% a 100 uM. Quando comparado ao 154

(LPSN1110), ou seja, com a inser¢cado da tioureia, ndo foi observada melhora na

atividade, uma vez que a inibigao decaiu para 27,08%, mostrando assim que a troca de

oxigénio por enxofre no nucleo da pirimidina ndo contribui na atividade. Quando

avaliados frente a Mpro estes derivados n&do apresentaram nenhuma inibicado da

atividade enzimatica.

Estudos realizados pelo grupo do Prof. Glaucius Oliva e Prof. Rafael

Guido, ambos do Centro de Pesquisa e Inovagao em Biodiversidade e Farmacos

(CIBFar) identificaram que a taxifolina (155) e derivados da quercetina (156) como
promissores inibidores da M-pro do SARS-CoV-2 (FIGURA 29).
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FIGURA 29. Estruturas da taxifolina (155) e quercetina (156).

Baseado nesses resultados e outros expostos na literatura,’®” buscamos
realizar a sintese de novos hibridos, que contenham em sua estrutura alguma
similaridade com os compostos 155 e 156, que apresentam em sua estrutura o nucleo
cromona (4H-1-benzopiran-4-ona). Esta classe de compostos é pertencente a familia
dos flavonoides e assim como as cumarinas recebem atengao frente a ampla aplicacéao
farmacologica.38.139.140 Neste contexto, inicialmente foi realizada a sintese da 3-formil-
cromona (158) a partir da reagdo de Vilsmeier-Haack,'#! que foi obtida com 74% de
rendimento (ESQUEMA 52).

o) 0O 0
8 DMF, POCls 6_Aua 4
5 1 —_—— | 3 H
, H,0, 24 h, t.a
4 Z 2 OH 2 7 820 2
8 1
157 158, 74%

ESQUEMA 52. Protocolo para sintese de 3-formil-cromona (158).

A obtencao do composto 158 pode ser confirmada com auxilio da analise
de RMN de 'H (Anexo, FIGURA A127, Pagina 210), sendo observado um singleto
intenso em campo baixo (6 = 10,39 ppm) que corresponde ao hidrogénio do aldeido.
Outro sinal importante observado foi o hidrogénio 2, como um singleto (& = 8,55 ppm),
oriundo da ciclizagao intramolecular para a formagao da cromona de interesse.

Com a obtencdo da formil-cromona 158, ela foi submetida a reagao de

Biginelli nas mesmas condi¢cdes reacionais das séries anteriores, e o composto de
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interesse LSPN1062 foi obtido com 38% de rendimento (ESQUEMA 53), sendo este

um hibrido inédito do tipo DHPM-cumarina-cromona.

O
o] HCI
158 o EtOH, 85 °C,
B o L 24 h
+ H,N" “NH,
HO 0" o

149a 46 159 (LSPN1062), 38%

ESQUEMA 53. Obtengéo do hibrido DHPM-cumarina-cromona (159).

Com analise de RMN "H (Anexo, FIGURA A129, Pagina 211), de 159, foi
possivel notar a presenga dos sinais classicos que sugerem a formagao do produto de
interesse. Como por exemplo, a etila oriunda da por¢cdo do B-cetoéster, é possivel
identificar um tripleto (6 = 0,86 ppm) e um multipleto (5 = 3,83-3,87 ppm). Outro sinal
importante que pode ser observado foi o da formagao do centro estereogénico oriundo
da ciclizagao intramolecular para a formag&o do nucleo diidropirimidina (singleto em &
= 5,41 ppm). Além das analises de RMN de 'H e '3C, o estudo de HRMS também foi
realizado, em que a razdo m/z calculada para o produto é de 475,1141; e sendo obtida
miz de 475,1152; ou seja, foi possivel encontrar a massa do produto almejado com uma
margem de erro de 2,31%, sendo essa mais uma evidéncia experimental da obtencao
do hibrido de interesse.

Este derivado também foi avaliado frente as proteases do SARS-CoV-2,
e demonstrou inibicdo quando estudado frente a PLpro, o resultado encontra-se
alocado na FIGURA 30.
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FIGURA 30. Grafico de ICso0 para o hibrido DHPM-cumarina-cromona (LSPN1062)
frente a PLpro

Mediante a analise da FIGURA 30, € possivel observar que a inser¢ao da
flavona no nucleo em estudo auxiliou na atividade antiviral, uma vez que este hibrido
apresentou o menor valor de 1Cso0 (21,1 + 3,8 yM) para a PLpro dentre todas as séries
estudadas. Nesta perspectiva, nota-se que esta € uma classe promissora de possiveis
inibidores. Caso seja necessario para estudos posteriores novos derivados podem ser
preparados a partir de diferentes 3-formil-cromonas. A formil-cromona (158) também foi
avaliada de forma isolada, e nao foi verificada nenhuma inibigdo, mostrando assim que
a insercao desde nucleo nos hibrido cumarina-DHPM é fundamental para a efetivacao
da inducgéo da atividade.

Frente a todas as discussoes elencadas, na FIGURA 31, encontra-se um
resumo das principais observagdes realizadas no contexto das modificagcdes realizadas
nas séries em estudos e seu reflexo na atividade de inibigdo das proteases do SARS-
CoV-2.
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FIGURA 31. Resumo dos resultados sobre a relagao entre estrutura e atividade de

inibicdo das proteases.

Apods todo o estudo para a compreensao da relagao entre a estrutura e
atividade dos hibridos DHPM-cumarina, buscou-se investigar se o arranjo estrutural
destes hibridos afetaria na atividade biologica de interesse. Nesta perspectiva, a 4-
hidroxi-cumarina (160) foi avaliada como material de partida na reacao de Biginelli, para
assim conduzir a obtengcdo de hibridos do perfil cromeno[4,3-d]pirimidina (161).
Contudo, ao submeter os materiais de partida nas mesmas condigbes reacionais
usadas para a obtencao dos hibridos das séries anteriores, nao foi possivel obter o
produto desejado 161, mas o que foi verificado foi a obtengdo de dimeros de cumarina
162 (ESQUEMA 54).
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HN” ~NH
O
0”0
oH R’ 161
Cfi . SHo cromenol4,3-dJpirimidina
R—u _ 45 HCI
0" 0 EtOH,
H,N” ~NH,
R =H ou OMe; 46
R' = aril
162a-f
6 exemplos

até 71% de rendimento

OMe
162a. 48% 162b. 67% OMe

LSPN1064 LSPN1071 162c. 60%
LSPN1070

OMe

162d. 40% 162e. 71%
LSPN1072 LSPN1111 162f. 40%
LSPN1112

ESQUEMA 54. Emprego da 4-hidroxi-cumarina (160) na reacao de Biginelli.

Mediante a analises iniciais de RMN 'H (Anexo, FIGURA A131, Pagina
212), foi observado um singleto em aproximadamente (6 = 6,00 ppm), 0 que se
demonstrou controverso, uma vez que o hidrogénio desta posig¢ao oriundo da ciclizagao
intramolecular para a formagdao do nucleo diidropirimidina esperava-se um sinal
disposto em um deslocamento quimico caracteristico de aproximadamente 5,00 ppm.
Este deslocamento para um campo baixo pode ser compreendido pela formagao do

dimero, uma vez que nao ha formagao do centro estereogénico, mas sim uma posigcao
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benzilica adjacente a duas hidroxilas que auxiliam no aumento do deslocamento
quimico por meio do processo de blindagem.

Outra evidéncia avaliada foi a quantidade de hidrogénios aromaticos
esperados. Para ilustrar este fato, ao tomar o composto LSPN1068 como exemplo,
esperava-se 8 hidrogénios aromaticos, enquanto para o dimero 12. Logo, o que foi
observado foi a presenga de 12 hidrogénios aromaticos, corroborando mais uma
evidéncia para a obteng¢do do dimero. Além disso, a analise de HRMS também auxiliou
para mais uma evidéncia para a obtencdo do dimero, em que considerando o
LSPN1072 como exemplo, a razdo m/z calculada para o dimero é 503,1342 ja para o
respectivo cromeno[4,3-d]pirimidina 353,1137, e sendo obtido 503,1334, ou seja, foi
encontrada a razdo m/z com 1,59% de erro experimental, em relagdo ao dimero.
Discussodes similares foram realizadas recentemente por Neto et al.,'? e ainda relatam
que atribuicdes indevidas entre o dimero e o produto cromeno[4,3-d]pirimidina s&o
comumente reportados.

Mesmo obtendo os dimeros, seis derivados foram alcangcados com até
71% de rendimento (sendo o composto 162d inédito) e tiveram a atividade bioldgica
estudada. Os resultados estado dispostos no ESQUEMA 56.

100
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FIGURA 32. ICs0 para os dimeros da 4-hidroxi-cumarina frente a PLpro (A) LSPN1064
e (B) LSPN1072.

Os unicos exemplos que se demonstraram mais promissores foram os
LSPN1064 ¢ LSPN1072 para a PLpro (ICso variaram entre 57-81 uM). Ambos os

dimeros sao constituidos por metoxilas na posicao trés do aldeido aromatico. Quando
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a modificagcado da posicao das metoxilas foram avaliadas houve perda da atividade.
Outro fato a ser destacado € a insergdo de uma metoxila na posi¢cao 7 da cumarina,
onde a atividade decaiu. Os resultados demonstram que os dimeros séo inibidores

menos potentes que os hibridos DHPM-cumarina estudados nas séries anteriores.

100 |C50 = 87 + 3 uM o«
v
l§ .ll."llf
5 50 r_,-’
= s
.'f:r
[ 3
_.
04 * & *®
I | I 1
1 10 100 1000
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FIGURA 33. ICso para o dimero LPSN1112 frente a Mpro.

O unico derivado da classe dimeros que se demonstrou mais promissor
para a Mpro foi o composto LPSN1112, com ICso de 87 £ 3 yM (FIGURA 33). Mesmo
sendo o0 mais promissor desta classe, é possivel compreender que os dimeros de
cumarina sao inibidores menos potentes que os hibridos DHPM-cumarina, fato similar
foi observando quando estes compostos foram estudados frente a PLpro, conforme
exposto anteriormente.

Além disso, os compostos LSPN904 e LSPN905 também foram avaliados
pela técnica de Differential Scanning Fluorimetry (DSF) denominado alternativamente
de ensaio de deslocamento térmico (TSA). Esta técnica € comumente empregada para
compreender a estabilidade de uma proteina, ou seja, é possivel verificar os estados
de desnovelamento da proteina e sua estabilidade térmica, fornecendo informacoes
sobre o processo de desnaturagdo.'3

O grafico resultante deste estudo encontra-se pautado na variacéo de
temperatura versus a fluorescéncia, sendo assim adotado usado para determinar a

temperatura de melting (Tm), em que o valor da Tm € obtido como a metade do maximo
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temperatura da curva de desdobramento de proteinas, um exemplo encontra-se

exposto a seguir na FIGURA 34.

14

12=

—
o
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Unidades relativas de
fluorescéncia

Temperatura (°C)

FIGURA 34. Representagédo de um grafico de DSF fornecendo a ATm (Adaptado de

Charvat et. al.).44

A técnica pode ser usada para estudar uma ampla gama de fenémenos,
incluindo a ligagdo de uma proteina a possiveis candidatos a ligantes. Assim, na
TABELA 5 estao expostos os resultados da Tm para os hibridos LSPN904 e LSPN905.

TABELA 5. Valores da Temperatura de melting (Tm) para os hibridos DHPM-cumarina

em relagao a Mpro.

Condicgao Tm (°C) ATm (°C)
Mpro Apo 543+0,2 -
LSPN904 51,9+0,2 -24
LSPN905 50,4 +£0,2 -3,9

E possivel observar que os derivados estudados apresentaram uma ATm
de 2,4°C para o LSPN904 e de 3,9 para o LSPN905 em relacao a forma Apo da Mpro,
esse resultado pode indicar uma possivel interagdo entre o candidato a inibidor e a

protease Mpro. Os demais compostos que tiveram seus valores de ICso determinados,
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também terdo os valores de Tm estudados pelos nossos colaboradores, tanto para Mpro
e PLpro.Como perspectivas, nossos colaboradores avaliardo os derivados mais
promissores frente a técnica de termoforese em microescala (MST), sendo esta usada
para medir a afinidade entre a proteina de interesse e os candidatos a inibidores. 5

Todos os compostos aqui estudados também tiveram sua atividade
antiviral avaliada frente ao complexo NS2B-NS3P do Zika Virus (ZIKV). O virus Zika
(ZIKV) pertence a familia Flaviviridae, a qual também é constituida por outros virus
conhecidos pela populagédo, dentre eles da febre amarela (YFV) e da dengue
(DENV).146

Estudos associaram a infecgdo ocasionada pelo ZIKV a outras doengas,
como por exemplo: sindrome de Guillain-Barré e microcefalia em recém-nascidos.’#’
Neste contexto, a OMS declarou as infecgoes por ZIKV e suas complicagdes
neurologicas como uma emergéncia global de satide publica em 2016.'“8 No Brasil, em
2015, a alta incidéncia de nascimentos com microcefalia e sua associacdo com a
infeccéo pelo virus Zika, foi declarado o estado de Emergéncia em Saude Publica de
Importancia Nacional.®

Apesar dos esforgos realizados pela ciéncia, ainda nao se encontram
disponiveis vacinas ou terapias especificas para tratamento da infeccdo gerada pelo
virus Zika.'#®1%0 Diversos alvos do ZIKV vém sendo estudados para obtengéo de
antivirais. Um alvo que vem recebendo destaque é a NS2B-NS3Pro, sendo esta uma
serino-protease que possui uma triade catalitica (His51-Asp75-Ser135). O dominio da
protease NS3 requer NS2B como seu co-factor, sendo assim responsavel pela
clivagem da poliproteina viral .46

Nesta perspectiva, alguns compostos obtidos nesta tese foram estudados
frente a NS2B-NS3P© do ZIKV. A partir dos ensaios realizados, 7 compostos
apresentaram inibicdo maior que 80% (FIGURA 35) e foram submetidos aos ensaios
para determinacao dos valores de ICs0, em que as curvas se encontram expostas na
FIGURA 35.
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FIGURA 35. Compostos que apresentaram inibicao maior que 80% da NS2B-NS3Pro.

Ao estudar essas curvas € possivel compreender que os compostos
avaliados apresentaram [Cso relevantes na faixa de 0,4-7,1 uM. Porém, ainda se faz
necessario realizar ajustes nesta analise uma vez que para alguns casos, por exemplo
LSPN923 e LPSN1121, as curvas apresentaram desvios significativos afetando assim
o coeficiente de correlagdo. Temos ainda como perspectiva a determinag¢ao do ICso dos
compostos LSPN904 e LSPN926, que também apresentaram inibicao superior a 80%.

Mediante ao exposto, € possivel compreender que as séries de
compostos estudadas apresentaram exemplos como potenciais candidatos a inibidores
da NS2B-NS3P™ do ZIKV. Contudo, estudos adicionais ainda sdo necessarios para a
compreensao do mecanismo de acao desses inibidores e a relacao estrutura-atividade,

que servirdo como base para o planejamento de novos compostos.
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FIGURA 36. Curvas de dose resposta frente ao complexo ZIKV_NS2B-NS3P™ dos

compostos mais promissores.
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4. CONSIDERAGOES FINAIS E PERSPECTIVAS

Os objetivos deste trabalho foram a sintese de analogos de C-glicosideos
e a avaliagcdo da atividade biolégica destes compostos frente as proteases Mpro e
PLpro do SARS-CoV-2 e NS2B-NS3Pro do virus Zika.

No que se refere ao estudo de funcionalizagdo C-H de N-heterociclos
através reacéao fotoquimica, foram obtidos 14 compostos com 10-81% de rendimento.
O protocolo desenvolvido permitiu a obtencdo de um exemplo, constituido pela
formagao de uma ligagao C-C em C-7 da pirrolo[2,1-f][1,2,4]triazina, sem a necessidade
da sua pré-funcionalizacao. Estudos exploratérios foram realizados com intuito de obter
o produto de interesse com maior rendimento, porém as tentativas realizadas ainda nao
apresentaram muito sucesso, com isso, dada a importancia nesta transformacao,
estudos de otimizagéo serédo continuados. Posteriormente a obtengcdo de uma melhor
condicdo reacional, novas DHPs como as 4-glicosil-1,4-diidropiridinas serao
empregadas como precursores de radicais, para que seja possivel obter novos C-
glicosideos analogos ao remdesivir e assim avaliar a atividade destes derivados.

Em relagédo a estratégia de obter N-heterociclos via RMC, obteve-se 38
compostos constituidos por diidropirimidina-2-(1H)-onas/tionas, cumarinas, hibridos de
DHPMs com cumarinas e dimeros cumarinicos. Estes compostos foram obtidos com
rendimentos variados entre 10-92%. Todos os compostos tiveram sua atividade
inibitéria avaliada frente as proteases Mpro e PLpro do SARS-CoV-2.

Os ensaios enzimaticos revelaram que sete compostos apresentaram
atividade inibitéria para a enzima Mpro, com porcentagem de inibicdo variando entre
40-97% e com ICs0 = 4,8-87 uyM. Ja em relagdo a PLpro seis compostos se
demonstraram mais eficazes, com variagées na porcentagem inibitoria entre 48-85% e
com ICso = 21-81 uM. Mediante os resultados obtidos, foi possivel propor uma breve
relagao entre a estrutura e a atividade dos compostos em estudo.

Dois compostos foram estudados frente a técnica de DSF e apresentaram
uma temperatura de melting de até - 3,9 °C em relagéo a forma Apo da Mpro. Os demais
compostos que apresentaram inibicao satisfatéria também serdo submetidos ao ensaio

de DSF, tanto para Mpro e PLpro.
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Os compostos estudados também serdo utilizados na preparacao de co-
cristais, assim novos derivados poderao ser planejados para contribuir com o estudo
da relagao estrutura-atividade.

Ainda como perspectivas por parte de nossos colaboradores, os
derivados mais promissores serdo estudados pela técnica de termoforese em
microescala (MST). Pretende-se realizar ensaios enzimaticos para a compreensao do
mecanismo de ac¢ao dos compostos, além de avaliar a atividade dos compostos
oriundos desta tese frente a RdRp do SARS-CoV-2.

Frente ao exposto verifica-se que mesmo se tratando de classes de
compostos conhecidos na literatura, foi possivel elencar um novo potencial biolégico
para os mesmos. Com a descoberta deste novo potencial, compostos inéditos também
foram obtidos, que auxiliaram nas discussoes de relagao entre a estrutura e atividade.
Dessa forma, este trabalho demonstrou a importancia destes compostos como
possiveis inibidores das proteases do SARS-CoV-2 e do ZIKV, abrindo assim caminho

para novos estudos.
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5. PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

5.1. Informagodes gerais

Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) de 'H e de
{'H}'3C e bidimensionais foram obtidos no espectrometro Bruker ARX 400 MHz,
localizado no Laboratério de Ressonancia Magnética Nuclear da Universidade Federal
de Sao Carlos. Os deslocamentos quimicos (8) foram expressos em partes por milhdo
(ppm), e as constantes de acoplamento (J) em Hertz (Hz). Para a multiplicidade dos
sinais foram empregadas algumas abreviaturas: s-singleto, sl-singleto largo, d-dupleto,
t-tripleto, g-quadrupleto, m-multipleto ou n&o resolvido.

Os espectros vibracionais de absorg¢ao na regiao do IV foram gerados em
um espectrofotbmetro Shimadzu, modelo IR Prestigie-21, acoplado a um dispositivo
ATR da PIKE Technologies.

As reacdes promovidas sob irradiagao de micro-ondas foram realizadas
em um forno Discovery® da CEM.

As reacgdes conduzidas a - 78 °C foram acessadas por meio de um
refrigerador criogénico da Thermo NESLAB.

As reacobes fotoquimicas foram realizadas em um frasco Schlenk de 10
mL o qual foi irradiado por um LED azul Kessil H1160L de 40 W com emissao maxima
de 440 nm, o LED foi posicionado a 3 cm do Schlenk.

As analises por cromatografia em camada delgada (CCD) foram
realizadas em cromatoplacas de aluminio Merck DC Kieselgel 60 (230-400 mesh),
revestidas com silica visualizadas em uma camara com luz U.V. SOLAB SL-204 (254
ou 365 nm) e/ou reveladas em vanilina sulfurica, vapores de iodo, ninidrina,
permanganato de potassio ou 2,4-dinitrofenilhidrazina (2,4-DNP).

A purificagdo dos compostos foi realizada por coluna cromatografica flash,
em que se utilizou silica gel 60, 230-400 mesh ASTM Merck e silica gel 60 A, 70-230
mesh AldrichCo.

Os pontos de fusao (PF) foram obtidos com o emprego de um fusémetro

digital (Buchi, modelo M-560) e foram reportados em graus Celsius (°C).
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As analises de absorcao UV/Vis foram realizados em uma cubeta
constituida de quartzo de 1,0 cm utilizando um espectrofotdmetro Shimadzu UV/Vis,
modelo 1800 a 20 °C. Os espectros de absorcdo dos componentes individuais, foram
realizados na mesma concentragao da reacao estudada.

Os espectros de espectros de massas de varredura completa do bruto
reacional foram obtidos em um equipamento da Waters (Xevo TQD Triple Quadrupole
Mass Spectrometry).

As analises por UHPLC-QTof-MS/MS foram realizadas com o emprego de
uma coluna XDB-C18 (Zorbax Eclipse 2,1 x 100 mm), com os solventes A = Agua com
0,1% de acido férmico e B = Acetonitrila com 0,1% de acido férmico. A vazao foi de
0,3 mL/min, e o volume de injecao foi de 3 pL. A analise qualitativa foi realizada usando
um sistema Agilent 6545 qTOF MS (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EUA)

equipado com uma interface eletrospray (ESI).

5.2. Funcionalizagao fotoquimica de heterociclos

5.2.1. Obtencao dos heterociclos

A 8-metoxi-4-metilquinazolina empregada para a obtencdo do produto
121k foi obtida por meio do material de acervo do Laboratério de Sintese de Produtos
Naturais (LSPN) da Universidade Federal de Sao Carlos.’™"%2 A pirrolo[2,1-
fl[1,2,4]triazina (13) foi obtida em colaboragdo com o Prof. Giovanni Amarante da
Universidade Federal de Juiz de Fora, cuja rota de sintese desenvolvida pelo seu grupo

ainda nao foi publicada.

4-amino-quinazolina (103a):"%3

Em um tubo foram adicionados 2-aminobenzonitrila (101) (1 mmol, 118
mg), trietoximetano (102) (2 mmol, 296 mg) e acetato de aménio (2 mmol, 154mg). Em

NH, seguida este tubo foi introduzido no reator de micro-ondas e irradiado a

SN 1800 W por um periodo de 5 minutos. O sélido formado foi lavado com

J

N EtOH (5 mL) e em seguida com H20 (10 mL). O precipitado obtido foi
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coletado por meio de uma filtracdo a vacuo. O composto foi purificado por
recristalizacdo simples em EtOH. Foi obtido um sdlido de coloragdo cinza com
rendimento de 75% (109 mg; 0,75 mmol), PF: 273-275°C (lit. 270-272°C)."53 RMN 'H
(400 MHz, DMSO-ds) 6: 8,39 (s, 1H), 8,21 (dd, J = 8,3, 0,8 Hz, 1H), 7,78 — 7,74 (m, 3H),
7,68—-7,66 (m, 1H), 7,49 (ddd, J = 8,2; 6,9; 1,2 Hz, 1H). RMN {'H}'3C (100 MHz, DMSO-
de) 8: 162,1; 155,8; 150,0; 133,2; 127,7; 125,8; 124,0; 114,8.

Obtencao de quinazolinonas substituidas (32):1%

Procedimento Geral:

Em um frasco selado foram adicionados o acido antranilico substituido de
interesse (2 mmol) e formamida (797,1 uL, 20 mmol). O frasco selado contendo a
mistura foi introduzido em uma chapa metalica a uma temperatura de 120 °C. Apds 5
h, deixou-se o sistema resfriar até atingir a temperatura ambiente. Posteriormente foi
adicionado ao bruto reacional agua gelada (10 mL), em que se verificou a formagao de

um precipitado, o qual foi recolhido por meio de filtragdo a pressao reduzida.

8-Metil-4(3H)-quinazolinona (32a):'%® o produto foi obtido sem a necessidade de

purificacdes adicionais. Sendo assim o produto foi alcangado na forma
de um solido marrom com 21% de rendimento (65,7 mg; 0,40 mmol).
P PF: 256-258°C (lit.251-253°C).">> RMN 'H (400 MHz, DMSO-ds) 5: 8,12
(s, 1H), 7,97 (d, J = 0,7 Hz, 1H), 7,70 — 7,66 (m, 1H), 7,40 (t, J = 7,6 Hz,

1H), 2,54 (s, 3H).

8-Metoxi-4(3H)-quinazolinona (32b):'®®* o produto foi purificado em coluna

o cromatografica flash com o emprego de acetato de etila : hexano 1:1

NH| como eluente, obtendo-se um solido de cor marrom com 38% de

N/) rendimento. RMN 'H (400 MHz, DMSO-ds) 5: 8,03 (s, 1H), 7,67 (dd, J

OMe =7,9; 1,2 Hz, 1H), 7,45 (t, J = 8,0 Hz, 1H), 7,36 (dd, J = 8,0; 1,3 Hz,
1H), 3,90 (s, 3H).
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6,7-Dimetoxi-4(3H)-quinazolinona (32c):"®® o produto foi purificado em coluna

o cromatografica flash com o emprego de acetato de etila como
MeO NH eluente, obtendo-se um sdlido de cor marrom com 42% de
N/) rendimento. RMN 'H (400 MHz, DMSO-ds) &: 12,07 (sl, 1H), 7,98

(s, 1H), 7,44 (s, 1H), 7,13 (s, 1H), 3,90 (s, 3H), 3,86 (s, 3H). RMN
{'H}'3C (100 MHz, DMSO-ds) 5: 160,5; 154,9; 149,0; 145,3; 144,3; 116,1; 108,5; 105,4;

56,4; 56,1.

MeO

4-Cloro-8-metilquinazolina (103b):"%®

Em um sistema adaptado para refluxo foram inseridos a quinazolinona
41a previamente sintetizada (0,4 mmol; 64mg), cloreto de tionila (1,3 mL) e DMF (2

gotas). Este sistema se manteve em refluxo por um periodo reacional de 8 h. Findado

cl este periodo, o SOCI2 foi removido do bruto reacional via pressao

N reduzida. Posteriormente, o residuo obtido foi dissolvido em DCM (5

J

N mL), e a fase organica foi lavada com uma solugdo saturada de

NaHCOs3 (10 mL) e de NaCl (10 mL). Findada as lavagens, as fragdes

organicas foram reunidas e secas com Na2S04 anidro. Em seguida, a fase orgéanica foi
concentrada a pressao reduzida. O produto foi purificado em coluna cromatografica
flash com o emprego de acetato de etila : hexano 3:7 como eluente, obtendo-se um
sélido branco com 82% de rendimento (58,4 mg; 0,32 mmol). PF: 123-127°C (lit.129-
130°C).">” RMN "H (400 MHz, DMSO-ds) §: 8,57 (s, 1H), 8,03 — 7,99 (m, 1H), 7,77 (ddd,
J=74;14;0,8Hz; 1H), 7,51 (t, J= 7,7 Hz, 1H), 2,59 (s, 3H). RMN {'H}'3C (100 MHz,
DMSO-ds,) 6: 160,6; 147,1; 143,0; 136,3; 133,3; 127,8; 124,5; 122,4; 17,9.

8-metil-4-amino-quinazolina (103c): %8

Em um frasco selado foi inserida uma solugdo contendo a 4-cloro-
quinazolina 48c¢ (35,7 mg; 0,2 mmol), hidroxido de aménio 28% (2,5 mL) e EtOH (2,5

mL). Este frasco foi inserido a uma placa metalica a uma temperatura de 60 °C,
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posteriormente, este sistema permaneceu por agitagdo constante por 15 h. Ao término

do periodo deste periodo, o bruto reacional foi concentrado a pressao reduzida e

NH, posteriormente purificado em coluna cromatografica. O produto foi

SN purificado em coluna cromatografica flash com a adogdo de um

J

N gradiente de AcOEt:Hex 50% até 100% como fase movel, obtendo-se

assim o produto na forma de um sélido branco com 65% de rendimento
(20,5 mg; 0,12 mmol). RMN 'H (400 MHz, DMSO-ds) &: 8,42 (s, 1H), 8,03 (d, J = 8,2
Hz, 1H), 7,68 (sl, 2H), 7,61 (d, J = 7,0 Hz, 1H), 7,35 (dd, J = 8,1; 7,2 Hz, 1H), 2,55 (s,
3H). RMN {'H}'*C (100 MHz, DMSO-ds) §: 162,5; 155,1; 148,9; 135,6; 133,1; 125,2;
121,6; 114,5; 17,9.

N-(quinazolin-4-il)-acetamida (125n):'%°

Em um baldo de fundo redondo foi preparada uma solu¢ao com 4-amino-
quinazolina (103) (1,38 mmol; 200 mg) em diclorometano (11 mL). A esta solug&o foi
0 inserido anidrido acético (1,38 mmol; 130,4 yL) e piridina (111,75 uL).

)LNH Assim, a mistura reacional permaneceu sob agitacdo constante a

SN temperatura ambiente por 4 dias. Ao término do periodo reacional,

N houve a formagao de um sélido que foi filtrado H20 (20 mL) e seco a

pressao reduzida. O composto foi usado na etapa posterior sem purificagdes adicionais.
Foi obtido um sélido preto com rendimento de 81% (209,2 mg; 1,11 mmol). RMN 'H
(400 MHz, DMSO-ds) 6: 10,86 (s, 1H), 8,98 (s, 1H), 8,28 (d, J = 8,3 Hz, 2H), 8,01 — 7,91
(m, 2H), 7,71-7,67 (m, 1H), 2,36 (s, 3H). RMN {'H}'*C (100 MHz, DMSO-ds) 5: 171,0;
157,8; 154,5; 151,2; 134,5; 128,3; 127,6; 125,4; 117,7; 25,1.

Quinoxalin-2(1H)-ona (19a):60

Foi preparada uma solugédo de o-fenileno de amino (1 mmol; 108,4 mg)

em MeOH (769,2 uL). Esta solugdo foi mantida a 0 °C a agitagéo

N
@[ l constante. A esta solucio foi adicionada lentamente uma solugcado de
O] &cido glioxilico (1 mmol; 92 uL) em H20 destilada (152 uL). A mistura

N
H
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resultante permaneceu sob agitacéo constante por um periodo de 30 min. Findado esse
tempo, houve a formagao de um sélido que foi filtrado e lavado com MeOH gelado (10
mL), e posteriormente seco a presséo reduzida. O produto de interesse foi obtido na
forma de um soélido amarelo com 13% de rendimento (20,6 mg; 0,14 mmol). RMN 'H
(400 MHz, DMSO-de) 8: 8,17 (s, 1H), 7,79 (d, J = 8,2 Hz, 1H), 7,56 (t, J = 7,6 Hz, 1H),
7,35 —-7,27 (m, 2H).

1-metilquinoxalin-2(1H)-ona (19b):6°

Foi preparada uma suspensdo de quinoxalin-2(1H)-ona (28) (1 mmol;
146,4 mg) na presenca de K2COs (1,2 mmol; 165,8 mg) em DMF (3,2 mL).

Posteriormente, a esta suspensao foi adicionado iodo metano (1,6
N

©: l mmol; 99,9 uL) e assim o sistema permaneceu por agitacao
lil o)

constante a temperatura ambiente por 15 horas). Findado o periodo

reacional foi realizada uma extragdo com AcOEt (3 x 10 mL). As
fracbes organicas foram reunidas e lavadas com uma solugao saturada de NH4Cl (10
mL) e solugdo saturada de NaCl (10 mL). Posteriormente, as fragdes organicas foram
secas com sulfato de sédio anidro e concentradas a presséo reduzida. O produto foi
purificado em coluna cromatografica flash com o emprego de acetato de etila : hexano
1:1 como eluente. O produto foi obtido na forma de um sélido branco com 34% de
rendimento (54,2 mg; 0,33 mmol). RMN 'H (400 MHz, DMSO-d¢) 5: 8,24 (s, 1H); 7,83
(d,J=79Hz, 1H), 7,68 (t, J=7,7 Hz, 1H), 7,59 (d, J = 8,4 Hz, 1H), 7,40 (t, J = 7,5 Hz,
1H), 3,61 (s, 3H).

4H-cromen-4-ona: "¢’

Em uma solugéo de 2’-hidroxiacetofenona (2 mmol; 240,9 uL) e formiato

de etila (3 mL), foi adicionado em porg¢des hidreto de sédio suspensao em dleo (288,4

5 mg, 11,8 mmol) a 0 °C. Este sistema permaneceu por agitagdo por um

periodo de 2 h. Findado esse periodo, foi inserido ao sistema metanol (1
| mL) e assim o sistema mante-se a agitagcdo constante a temperatura
0
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ambiente por mais 1,5 h. Posteriormente, HCI 37% (3,1 mL) foi inserido a mistura
reacional, e assim permaneceu com agitacao constante a temperatura ambiente por
mais 16 h. Em seguida, foi adicionado H20 (10 mL) no bruto reacional e foram
realizadas extragdes com DCM (3 x 15 mL). Logo apos as fragdes organicas foram
reunidas e lavadas com uma solugao saturada de cloreto de sddio (10 mL). Por fim, a
fracao organica foi seca com sulfato de sédio anidro, o excesso de solvente foi removido
a presséo reduzida. O bruto reacional foi purificado em coluna cromatografica flash com
o emprego de acetato de etila : hexano 1:9 como eluente. Sendo assim o produto foi
obtido na forma de um sélido amarelo com 59% de rendimento (172,3 mg; 1,17 mmol).
RMN 'H (400 MHz, CDCls) &: 8,21 (dd, J = 8,0; 1,5 Hz, 1H), 7,86 (d, J = 6,0 Hz, 1H),
7,72 — 7,64 (m, 1H), 7,50 — 7,37 (m, 2H), 6,35 (d, J = 6,0 Hz, 1H). RMN {'H}'3C (100
MHz, CDCIs) &: 177,8; 156,7; 155,5; 133,9; 126,0; 125,4; 125,0; 118,3; 113,1.

4-metil-6-fenilpirimidina-5-carboxilato de etila (109):"62

Em um frasco Schlenk foram adicionados a DHPM (49) (0,2 mmol; 55,2
mgq) e o fotocatalisador 4 CzIPN (123) (2 mol%; 3,1 mg) e DMF (0,6 mL). O sistema

reacional foi exposto a emissdo de um LED azul de 4,5, = 440 nm e
poténcia de 40 W. Este sistema permaneceu por agitagao constante por

Et0,C 15 horas. Ao término desse periodo, ao bruto reacional foi inserido uma
SN
I

|\

N solugado saturada de NH4Cl (4 mL) e posteriormente foram realizadas

extragdes com AcOEt (3 x 10 mL). Posteriormente, as fragdes organicas

foram reunidas e lavadas com uma solugao saturada de NaCl (10 mL). Por fim, as
fragbes organicas foram secas com sulfato de sédio anidro e concentrada a pressao
reduzida. O bruto reacional foi purificado em coluna cromatografica flash com o
emprego de acetato de etila : hexano 2:8 como eluente. O produto foi obtido na forma
de um dleo amarelo com 28% de rendimento (13 mg; 0,05 mmol). RMN 'H (400 MHz,
CDCIs) 8: 9,16 (s, 1H), 7,65 (d, J = 6,9 Hz, 2H), 7,56 — 7,37 (m, 3H), 4,21 (dd, J = 14,0;
6,9 Hz, 1H), 2,64 (s, 3H), 1,08 (t, J = 6,9 Hz, 3H).
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3-acetil-2H-cromen-2-ona (70e): %3

Em um baldo de fundo redondo foram adicionados salicilaldeido (532 pL,

5 mmol) e acetoacetato de etila (48) (632 uL, 5 mmol), e o sistema permaneceu por 10

minutos sob agitagdo constante a 0 °C. Posteriormente, adicionou-

@(\/\87\ se gota a gota dietilamina (521 uL, 5 mmol) mantendo a reacéao a
0 °C e agitagéo por mais 30 minutos. Formou-se um solido amarelo,

°° que foi filtrado e deixado sob agitagdo em agua gelada e depois

fitrado novamente. Foi obtido, entdo, o produto 125e como um sdlido branco e
rendimento de 51% (483 mg; 2,56 mmol). PF =116 — 117 °C.'%3 RMN 'H (400 MHz,
CDCIs) 6: 8,52 (s, 1H), 7,68-7,64 (m, 2H), 7,37(dd, 2H, J = 8 Hz, 8Hz), 2,73 (s, 3H).
RMN {'H}'3C (100 MHz, CDCls) &: 195,2; 158,9; 155,0; 147,2; 134,1; 129,9; 124,7;
124,1; 117,9; 116,4; 30,3.

5.2.2.SINTESE DOS PRECURSORES RADICALARES (DHPs)(15a-l):

Procedimento Geral:

Em um tubo Schlenk, sob atmosfera de nitrogénio, foram inseridos o
aldeido de interesse (1 mmol), o B-cetoéster (48) (2 mmol; 255,17 uL), acetato de
amonio (2 mmol; 154,1 mg) e PEG-400 (0,5 mL). O Schlenk foi inserido em uma chapa

metalica aquecida a 90 °C por 2 h.104

4-ciclohexil-1,4-diidro-2,6-dimetil-3,5-piridinadicarboxilato de dietila (15a):'%* O

produto foi purificado em coluna cromatografica flash com o
emprego de acetato de etila : hexano 2:8 como eluente. Foi obtido
Et0,C COEtl  um sélido de cor branco com 22% de rendimento. RMN H (400
MHz, CDCIs) &: 5,58 (s, 1H), 4,27 — 4,08 (m, 4H), 3,91 (d, J = 5,7
Hz, 1H), 2,30 (s, 6H), 1,63 (s, 3H), 1,54 (d, J = 12,1 Hz, 2H), 1,29 (,

J=7,1Hz, 6H), 1,07 (t, J = 8,9 Hz, 3H), 0,92 (t, J = 11,8 Hz, 2H).

Iz
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3,5-dicarbetoxi-2,6-dimetil-4-fenil-1,4-diidropiridina  (15b):'®® O produto foi

purificado em coluna cromatografica flash com o emprego de

acetato de etila : hexano 1:5 como eluente. O produto foi obtido na
EtO,C COEt[ forma de um sdlido branco amarelado com 51% de rendimento.
RMN 'H (400 MHz, CDCls3) §: 7,20 (d, J = 7,4 Hz, 2H), 7,12 (t, J =
7,5 Hz, 2H), 7,04 (t, J = 7,2 Hz, 1H), 5,93 (s, 1H), 4,91 (s, 1H), 4,07
— 3,94 (m, 4H), 2,22 (s, 6H), 1,14 (t, J = 7,1 Hz, 6H). RMN {'H}'3C (100 MHz, CDCls) &:
167,8; 147,8; 144,2; 128,0; 127,8; 126,1; 104,0; 59,8; 39,6; 19,5; 14,3.

=

1,4-diidro-2,6-dimetil-4-(2-metilpropil)-3,5-piridinadicarboxilato de dietila (15c):5¢

O produto foi purificado em coluna cromatografica flash com o

emprego de acetato de etila : hexano 2:8 como eluente. Foi obtido
EtO,C co,et| na forma de um solido branco com 20% de rendimento. RMN 'H
(400 MHz, CDCIs) 3: 5,75 (s, 1H), 4,27 — 4,07 (m, 4H), 3,94 (t, J =
6,7 Hz, 1H), 2,28 (s, 6H), 1,52 — 1,40 (m, 2H), 1,29 (t, J = 7,1 Hz,
6H), 1,10 (t, J = 6,8 Hz, 2H), 0,87 (d, J = 6,5 Hz, 6H). RMN {'H}'3*C (100 MHz, CDCls)
8: 168,2; 144,6; 104,1; 59,6; 47,0; 30,6; 23,7; 23,0; 19,4; 14,3.

I=z

1,4-diidro-2,4,6-trimetil-3,5-piridinadicarboxilato de dietila (15d):'6” O produto foi

purificado em coluna cromatografica flash com o emprego de

Etozcj\)jicozﬂ acetato de etila : hexano 2:8 como eluente. Foi obtido na forma
| N l de um sdlido branco com 33% de rendimento. RMN 'H (400 MHz,
CDCls) 5: 5,53 (s, 1H), 4,17— 4,06 (m, 4H), 3,76 (q, J = 6,4 Hz,
1H), 2,20 (s, 6H), 1,22 (t, J = 7,1 Hz, 6H), 0,90 (d, J = 6,5 Hz, 3H). RMN {'H}"*C (100
MHz, CDCIs) 6: 167,9; 144,3; 104,7; 59,6; 28,5; 22,2; 19,5; 14,4.

H

4-ciclopropil-1,4-diidro-2,6-dimetil-3,5-piridinadicarboxilato de dietila (15e):'%> O

produto foi purificado em coluna cromatografica flash com o

Et0,C CO,Et emprego de acetato de etila : hexano 2:7 como eluente. O produto
| | foi obtido na forma de um sélido branco com 32% de rendimento.
RMN "'H (400 MHz, CDCIs) &: 5,67 (s, 1H), 4,05 — 3,84 (m, 4H),
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3,35 (d, J = 7,9 Hz, 1H), 2,07 (s, 6H), 1,06 (t, J = 7,1 Hz, 6H), 0,65 — 0,48 (m, 1H), 0,09
— -0,08 (m, 4H). RMN {'H}'*C (100 MHz, CDCl3) &: 168,9; 145,1; 103,1; 60,1; 35,6;
19,9; 18,4: 14,9; 2,4.

1,4-diidro-2,6-dimetil-4-(1-feniletil)-3,5-piridinadicarboxilato de dietila (15f):'%® O

produto foi purificado em coluna cromatografica flash com o

emprego de acetato de etila : hexano 2:7 como eluente. O produto

Et0,C co,et| foiobtido na forma de um sélido branco amarelado com 39% de

] rendimento. RMN 'H (400 MHz, CDCls) : 7,18-7,08 (m, 5H), 5,32

i (s, 1H); 4,27 (d, J = 5,1 Hz, 1H), 4,10 — 3,98 (m, 3H), 3,93 — 3,80

(m, 1H), 2,19 (d, J= 0,9 Hz, 6H), 1,27 (t, J= 7,1 Hz, 1H), 1,20 (s, 3H), 1,17 (dd, J = 7,2;

3,3 Hz, 5H). RMN {'H}'*C (100 MHz, CDCIs) 5: 168,8; 145,6; 145,3; 144,5; 128,9; 127,6;
126,3; 101,5; 101,4; 60,0 (2C sobrepostos); 46,4; 40,6; 19,8; 19,6; 15,9; 14,8; 14,7.

4-(3-ciclohexen-1-il)-1,4-diidro-2,6-dimetil-3,5-piridinadicarboxilato de dietila

(159):'%* O produto foi purificado em coluna cromatografica flash
com o emprego de acetato de etila : hexano 2:8 como eluente. O
Et0.C CO:Etl  produto foi obtido na forma de um sélido branco com 41% de
rendimento. RMN "H (400 MHz, CDCls) 5: 5,69 — 5,53 (m, 3H), 4,26
— 4,09 (m, 4H), 4,01 (d, J = 5,8 Hz, 1H), 2,30 (s, 6H), 2,07 — 1,59
(m, 6H), 1,29 (t, J = 7,1 Hz, 6H). RMN {'H}'3C (100 MHz, CDCls) &: 169,0; 169,0; 145,3;
145,1; 127,5; 127,1; 102,1; 60,1; 42,0; 38,2; 27,9; 26,5; 25,4; 20,0; 19,9; 14,8.

Iz

1,4-diidro-2,6-dimetil-4-(tetrahidro-3-furanil)-3,5-piridinadicarboxilato de dietila

(15h):1%9 O produto foi purificado em coluna cromatografica flash

com o emprego de acetato de etila : hexano 2:8 como eluente. O
produto foi obtido na forma de um sélido branco com 53% de
rendimento. RMN 'H (400 MHz, CDCls) &: 6,29 (s, 1H), 4,20 — 4,01
(m, 5H), 3,75 (id, J = 8,2; 3,3 Hz, 1H), 3,60 (dt, J = 22,8; 7,9 Hz,
2H), 3,36 (t, J = 8,7 Hz, 1H), 2,24 (d, J = 3,8 Hz, 6H), 2,20 — 2,10 (m, 2H), 1,74 — 1,63
(m, 1H), 1,58 (dd, J = 21,1; 9,2 Hz, 1H); 1,23 (t, J = 7,1 Hz, 6H). RMN {'H}'3C (100
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MHz, CDCIs) 6: 168,5; 168,4; 146,4; 146,2; 102,0; 101,8; 70,2; 68,3; 60,2; 47,1; 33,9;
28,8; 19,8; 19,7; 14,8 (2C sobrepostos).

1,4-diidro-2,6-dimetil-4-(1-metilbutil)-3,5-piridinadicarboxilato de dietila (15i):% O

Et0,C CO,Et
| |
N

H

produto foi purificado em coluna cromatografica flash com o
emprego de acetato de etila : hexano 1:5 como eluente. O produto
foi obtido na forma de um 6leo amarelo com 19% de rendimento.
RMN 'H (400 MHz, CDCls) &: 6,27 (s, 1H), 4,18 — 4,00 (m, 4H),

3,93 (d, J =4,4 Hz, 1H), 2,21 (d, J = 3,5 Hz, 6H), 1,38 — 1,30 (m, 1H), 1,22 (t, J = 7,1
Hz, 6H), 1,16-1,13 (m, 1H), 0,92 — 0,80 (m, 2H), 0,75 (t, J = 6,9 Hz, 3H), 0,63 (d, J=6,8
Hz, 3H). RMN {'H}'*C (100 MHz, CDCls) &: 169,5; 169,0; 145,5; 145,3; 102,2; 101,2;
59,9 (2C sobrepostos); 41,2; 38,0; 35,2; 31,2; 20,9; 19,5; 19,4; 15,3; 14,7 (2C

sobrepostos); 14,6.

2,6-dimetil-4-(fenoximetil)-1,4-diidropiridina-3,5-dicarboxilato de dietila (15j):'7° O

¢

(o)

Et0,C CO,Et
| |
N

H

Hz, 6H).

produto foi purificado em coluna cromatografica flash com o
emprego de acetato de etila : hexano 2:8 como eluente. O produto
foi obtido na forma de um sélido amarelo com 84% de rendimento.
RMN 'H (400 MHz, CDCls3) 6: 7,32 — 7,20 (m, 3H), 7,00 — 6,85 (m,
2H), 5,83 (s, 1H), 4,42 (t, J = 5,7 Hz; 1H), 4,18 — 4,06 (m, 4H),
3,86 (d, J = 5,8 Hz, 2H), 2,30 (s, 6H), 2,08 (s, 1H), 1,20 (t, J= 7,1

4-(1-(4-iso-propil)fenilpropan-2-il)-2,6-dimetil-1,4-diidropiridina-3,5-dicarboxilato

Et0,C CO,Et

Iz

de dietila (15k):'" O produto foi purificado em coluna
cromatografica flash com o emprego de acetato de etila : hexano
2:8 como eluente. O produto foi obtido na forma de um dleo
amarelo com 43% de rendimento. RMN 'H (400 MHz, CDCls) 3:
7,01 (d, J=7,8Hz, 2H), 6,92 (d, J=7,8 Hz, 2H), 5,97 (s, 1H), 4,17
— 4,04 (m, 5H), 2,77 (dt, J = 13,8; 6,9 Hz; 1H), 2,69 (dd, J = 13,3;
3,2 Hz, 1H), 2,23 (s, 6H), 2,05 — 1,96 (m, 1H), 1,65 (dd, J = 10,8;
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6,5 Hz, 1H), 1,25-1,17 (m, 6H), 1,13 (d, J = 6,8 Hz; 6H), 0,56 (d, J = 6,8 Hz; 2H). RMN
{'H}'3C (100 MHz, CDCIs,) 5: 169,2; 168,9; 146,2; 145,5; 145,5; 139,8; 129,3 (2C
sobrepostos); 126,4 (2C sobrepostos); 102,0; 101,6; 60,1 (2C sobrepostos); 43,5; 39,2;
39,1; 34,0; 24,5 (2C sobrepostos); 19,8; 19,7; 14,9; 14,8; 14,7.

1,4-diidro-2,6-dimetil-4-(tetrahidro-2H-piran-2-il)-3,5-piridinadicarboxilato de

dietila (15l): """ O produto foi purificado em coluna cromatografica

flash com o emprego de acetato de etila : hexano 1:9 como
eluente. O produto foi obtido na forma de um sdlido amarelo com
37% de rendimento. RMN 'H (400 MHz, CDCl3) &: 5,68 (s, 1H),
4,42 (q,J=7,1Hz; 1H), 4,28 — 4,14 (m, 4H), 3,90 — 3,80 (m, 1H),

3,28 — 3,21 (m, 1H), 3,08 (ddd, J = 10,3; 5,8; 1,9 Hz; 1H), 2,95 (s, 1H), 2,32 — 2,24 (m,
6H), 1,48 — 1,34 (m, 4H), 1,32 — 1,26 (m, 6H).

5.2.3. Funcionalizagao C-H fotoquimica de heteroarenos

Procedimento Geral:

Em um tubo Schlenk de 10 mL, foram inseridos a 4-amino-quinazolina
(103) (0,2 mmol; 29,03 mg) o precursor radicalar de interesse (15a-l) e 2,2,2-
trifluoroetanol (4 mL). Posteriormente, foi realizado ao sistema o freeze-pump-thaw (3
ciclos) e apés com o auxilio de uma seringa, o TFA (0,3 mmol; 23,1 uL) foi inserido no
sistema reacional. O Schlenk foi posicionado em frente a um LED azul Kessil H1160L
de 40 W com emissdao maxima de 440 nm, permitindo que assim fosse irradiado por 4
horas o sistema também permaneceu sob agitagdo constante neste periodo. Findado
esse periodo o Schlenk foi aberto e o LED desligado, e assim o sistema reacional
continuou sob agitagao por mais 4 h (FIGURA 37). Com a conclusdo do periodo
reacional foi inserido EtsN (69 uL; 0,43 mmol). Desta forma, a mistura reacional foi
evaporada a pressao reduzida e posteriormente purificado em coluna cromatografica

flash.47
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FIGURA 37. Representagdo do método de funcionalizagdo de heteroarenos
através método fotoquimico. 1) inicio da reagcdo sem a presenca de luz; Il) reator
fotoquimico (visao interna); Ill) reator fotoquimico (visao externa); IV) reagao exposta a

luz e V) término na reagéo.

2-ciclohexil-4-quinazolinamina (121a):'%” O produto foi purificado em um gradiente

NH, de 30-70% AcOEt: Hexano, com a coluna dopada com EtsN a 1%.
©\)%N O produto foi obtido como um sdélido branco com 74% de
N/)\O rendimento (33,6 mg; 0,14 mmol). RMN 'H (400 MHz, DMSO-de) 5:

9,70 (d, J = 35,1 Hz, 2H), 8,41 (d, J = 8,2 Hz, 1H), 8,02 (t, J= 7,7

Hz, 1H), 7,81 (d, J = 8,3 Hz, 1H), 7,71 (t, J = 7,7 Hz, 1H), 2,86 (ddd, J = 11,7, 8,6, 3,3
Hz, 1H), 1,95 (d, J = 11,9 Hz, 2H), 1,83 (d, J = 13,0 Hz, 2H), 1,74 — 1,68 (m, 1H), 1,66
—1,54 (m, 2H), 1,35 (dd, J = 25,5, 12,7 Hz, 2H), 1,29 — 1.13 (m, 1H). RMN {'H}'3C (100
MHz, DMSO-ds) 6: 167,7; 164,0; 139,4; 136,7; 128,1; 125,3; 119,4; 111,6; 44,0; 30,6;
25,6. HRMS (ESI*): m/z calculado para: C14H17N3 [(M+H)]*: 228,1500; obtido: 228,1509.

2,6-dimetilpiridina-3,5-dicarboxilato de dietila (21a):'"2 O produto foi purificado com

30% AcOEt: Hexano, como fase mével. O produto foi obtido como
Et0,C CO,Et . . ~ ,

rj/\ um solido branco. O rendimento deste subproduto no foi
N determinado. RMN 'H (400 MHz, CDCls) &: 8,77 (s, 1H), 4,40 (q,
J=7,1Hz, 4H), 2,89 (s, 6H), 1,41 (t, J = 7,1 Hz, 6H). RMN {'H}"3C (100 MHz, CDCls)
6: 165,2; 161,7; 142,0; 123,8; 61,7; 23,8; 14,2.
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2,4,6-trimetil-3,5-piridinadicarboxilato de dietila (21b):'"3 O produto foi purificado

Etozcj\)\/(coza
|
N

com 30% AcOEt: Hexano, como fase movel. O produto foi obtido
como um oleo amarelo. O rendimento deste subproduto ndo foi
determinado. RMN 'H (400 MHz, CDCIs) &: 4,33 (q, J = 7,1 Hz,

4H), 2,44 (s, 6H), 2,20 (s, 3H), 1,31 (t, J = 7,1 Hz, 6H). RMN {'H}'3C (100 MHz, CDCl5)
6: 168,3; 154,9; 142,1; 127,6; 61,6; 22,8; 16,9; 14,1.

4-(benzilcarbamoil)-2,6-dimetilpiridina-3,5-dicarboxilato de dietila (21c): O produto

Os_NH
EtOZC;%/\COZEt
|
N

foi purificado com 30% AcOEt: Hexano, como fase mével. O
produto foi obtido como um d6leo amarelo. O rendimento deste
subproduto ndo foi determinado. RMN 'H (400 MHz, CDCls) 3:
7,30 — 7,19 (m, 5H), 6,40 (sl, 1H), 4,45 (d, J = 5,8 Hz; 2H), 4,13
(9, J=7,1Hz; 4H), 2,51 (s, 6H), 1,19 (t, J= 7,1 Hz, 3H).

Ciclohex-3-en-1-il)quinazolin-4-amina (121b): O produto foi purificado em um

NH,

ae

gradiente de 30-70% AcOEt: Hexano, com a coluna dopada com
EtsN a 1%. Este composto ainda necessita de purificagbes

adicionais.

2-(1-metilbutil)-4-quinazolinamina (121c): ' O produto foi purificado com um

NH,

A~

gradiente de 30-70% AcOEt: Hexano, com a coluna dopada com
EtsN a 1%. O produto foi obtido como um sdélido branco com 41%
de rendimento (17,6 mg; 0,08 mmol). RMN 'H (400 MHz, DMSO-
de) 8: 8,15 (dd, J = 8,2; 0,7 Hz, 1H), 7,71 — 7,58 (m, 4H), 7,38

(ddd, J=8,1; 6,9; 1,2 Hz, 1H), 2,78 (dd, J = 14,6; 6,8 Hz, 1H), 1,88 — 1,73 (m, 1H), 1,52
— 1,40 (m, 1H), 1,20 (dd, J = 9,9; 4,7 Hz, 4H), 0,83 (t, J = 7,3 Hz, 3H). RMN {'H}'3C
(100 MHz, DMSO-de) &: 170,8; 162,4; 150,6; 132,9; 127,5; 124,8; 123,8; 113,4; 42.8;
38,4; 20,8; 20,3; 14,6,
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2-(1-(4-isopropilfenil)propan-2-il)quinazolin-4-amina (121d): O produto foi purificado

NH,

:: :\\N
~
N

com um gradiente de 30-70% AcOEt: Hexano, com a coluna
dopada com EtsN a 1%. O produto foi obtido como um dleo
incolor com 33% de rendimento (20,1 mg; 0,06 mmol). RMN 'H
(400 MHz, DMSO-ds) 6: 8,14 (d, J = 7,6 Hz; 1H), 7,74 — 7,58
(m, 4H), 7,40 (dd, J = 11,0; 4,0 Hz; 1H), 7,07 (s, 4H), 3,20 —

3,12 (m, 1H), 3,04 (d, J = 7,1 Hz, 1H), 2,83 — 2,66 (m, 2H), 1,18-1,12 (m, 9H). RMN
{'H}'3C (100 MHz, DMSO-de) 5: 170,3; 162,5; 150,4; 146,0; 138,8; 133,2; 129,3: 127,5;
126,5: 125,2; 123,9; 113,4; 44.,9; 41,3; 33,5; 24,5; 24.4: 19,9.

2-ciclohexil-8-metil-4-quinazolinamina (121i): O produto foi purificado em placa

preparativa com 100% AcOEt como fase moével. O produto foi
obtido como dleo amarelo com 26% de rendimento (5 mg; 0,02
mmol). RMN 'H (400 MHz, DMSO-ds) 5:7,64 (d, J = 8,0 Hz; 1H),
7,34 (d, J=7,2Hz; 1H), 6,88 (d, J = 3,5 Hz; 1H), 6,72 (t, J = 7,7
Hz, 1H), 4,56 (dd, J = 6,2; 3,8 Hz, 1H), 2,14 (s, 3H), 1,75 - 1,48

(m, 6H), 1,16 — 0,91 (m, 4H).

4-metil-7-metoxi-2-cicloexilquinazolina (121k): O produto foi purificado com 20%

NN

Z
N
OMe

AcOEt: Hexano, como fase mével. O produto foi obtido como um
6leo amarelo com 43% de rendimento (22,0 mg; 0,08 mmol).
RMN 'H (400 MHz, CDCls) 6: 6,93 (d, J = 7,9 Hz; 1H); 6,78 (d, J
=7,8 Hz, 1H); 6,61 (t, J = 7,9 Hz, 1H); 3,84 (s, 3H); 2,91 (s, 1H);

2,32 (s, 3H): 1,29-1,17 (m, 10H).

4-cloro-2-cicloexilquinazolina (1211):'7% O produto foi purificado com AcOEt: Hexano

Cl

iaae

2:8 como fase movel. O produto foi obtido como um sélido branco
com 64% de rendimento (31,5 mg; 0,172 mmol). RMN 'H (400
MHz, CDCls) 8: 8,28 (dd, J=8,0; 1,1 Hz, 1H), 7,78 — 7,70 (m, 2H),
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7,46 (ddd, J = 8,1; 7,0; 1,4 Hz; 1H), 2,77 — 2,71 (m, 1H), 2,09 — 2,01 (m, 2H), 1,96 —
1,88 (m, 2H), 1,83 — 1,71 (m, 3H), 1,52 — 1,38 (m, 3H).

4-cloro-2-(tetraidro-3-furanil)quinazolina (121m): O produto foi purificado com

Cl

LA,

AcOEt: Hexano 3:7 como fase mével. O produto foi obtido como
um sélido branco com 24% de rendimento (11,2 mg; 0,04 mmol).
RMN 'H (400 MHz, CDCls) 6: 8,26 (d, J=7,9 Hz, 1H), 7,77 (t, J
=7,6 Hz, 1H), 7,68 (d, J = 8,1 Hz, 1H), 7,48 (t, J = 7,5 Hz, 1H),
4,24 — 4,13 (m, 2H), 4,04 — 4,00 (m, 1H), 3,92 — 3,86 (m, 1H),

3,58-3,49 (m, 1H), 2,54 — 2,45 (m, 1H), 2,35 - 2,27 (m, 1H).

4-cloro-2-(tetraidro-2H-piran-2-il)quinazolina (121n): O produto foi purificado com

Cl

e

AcOEt: Hexano 3:7 como fase mével. O produto foi obtido como
um 6leo amarelo com 59% de rendimento (15,0 mg; 0,06 mmol).
RMN 'H (400 MHz, CDCls) &: 7,88 — 7,84 (m, 1H), 7,31 — 7,27
(m, 1H), 6,83 (td, J = 7,3; 4,3 Hz; 1H), 6,66 (dd, J = 7,9; 3,9 Hz;
1H), 4,78 (d, J=5,9 Hz, 1H), 4,60 (d, J = 7,2 Hz; 1H), 4,04 — 3,99

(m, 1H), 3,45 — 3,41 (m, 2H), 1,92 (d, J = 12,2 Hz; 1H), 1,87 — 1,72 (m, 2H), 1,55 — 1,52

(m, 2H).

3-ciclohexil-2(1H)-quinoxalinona (1210):'® O produto foi purificado com AcOEt:

N
L
6}

N
H

Hexano 2:8, como fase movel. O produto foi obtido como um
solido branco com 41% de rendimento (18,7 mg; 0,08 mmol). PF:
252-253°C (lit. 252-253°C)."”> RMN 'H (400 MHz, CDCls3) &: 10,77
(sl, 1H), 7,85 (d, J = 8,0 Hz, 1H), 7,48 (t, J = 7,6 Hz, 1H), 7,34 (t,

J=7,6 Hz, 1H), 7,30 — 7,22 (m, 2H), 3,44 — 3,31 (m, 1H), 2,01 (d, J = 11,3 Hz, 2H), 1,91
(d, J = 12,6 Hz, 2H), 1,81 (d, J = 12,5 Hz, 1H), 1,68 — 1,56 (m, 3H), 1,53 — 1,46 (m, 2H).
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2-cicloexil-4-metil-6-fenil-5-pirimidinacarboxilato de etila (121q):''? O produto foi

purificado com AcOEt: Hexano 1:9 como fase mével. O produto
foi obtido como um 6leo amarelo com 67% de rendimento (43,4
mg; 0,13 mmol). RMN 'H (400 MHz, CDCl3) §: 7,63 (dd, J =
7,8; 1,8 Hz, 2H), 7,47 — 7,40 (m, 3H), 4,15 (q, J = 7,1 Hz, 2H),
3,93-3,86 (m, 1H), 2,55 (s, 3H), 1,81 —1,77 (m, 3H), 1,64 — 1,55
(m, 3H), 1,49 — 1,45 (m, 1H), 1,42 — 1,37 (m, 2H), 1,33 — 1,28

(m, 1H). HRMS (ESI*): m/z calculado para: C20H24N202 [(M+H)]*: 325,1916; obtido:

325,1923.

8-ciclohexilcafeina (121r):'"® O produto foi purificado com AcOEt: Hexano 3:7 como

.
\N N
)\)‘I/z < >
o ril N

fase movel. O produto foi obtido como um sélido branco com
21% de rendimento (11,6 mg; 0,04 mmol). RMN 'H (400 MHz,
CDCls) &: 3,92 (s, 3H), 3,57 (s, 3H), 3,39 (s, 3H), 2,70 (ddd, J
=11,7; 8,3; 3,4 Hz, 1H), 1,92 — 1,83 (m, 4H), 1,79 — 1,59 (m,
3H), 1,45 — 1,32 (m, 3H). RMN {'H}'3C (100 MHz, CDCIs) &:

158,0; 155,5; 151,8; 148,1; 107,0; 35,8; 31,4; 30,9; 29,7; 27,8; 26,0; 25,6. HRMS (ESI*):
m/z calculado para: C14H20N4O2 [(M+H)]*: 277,1665; obtido: 277,1665.

7-cicloexil-pirrol[2,1-f][1,2,4]triazina (121s): O produto foi purificado em placa

preparativa com o emprego de AcOEt: Hexano 6:4 como eluente.
O produto foi obtido como um sdlido branco com 20% de
= N rendimento (4 mg; 0,02 mmol). RMN 'H (400 MHz, DMSO-ds) 5:
7,79 (s, 1H), 7,54 (sl, 2H), 6,79 (d, J = 4,4 Hz, 2H), 6,39 (d, J=4,3
Hz, 1H), 3,06 (s, 1H), 1,98 (d, J = 6,5 Hz, 2H), 1,75 (dd, J = 24,9;
9,3 Hz, 4H), 1,39 (t, J = 9,9 Hz, 4H). RMN {'H}'3C (100 MHz,

DMSO-ds) 6: 156,1; 147,9; 136,0; 114,1; 107,0; 101,1; 34,5; 31,8; 26,4; 26,2.
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2,3-dicicloexil-4H-cromen-4-ona (121t): O produto foi purificado com AcOEt: Hexano

1:9 como fase movel. O produto foi obtido como um 6leo amarelo
com 81% de rendimento (37,5 mg; 0,12 mmol). RMN 'H (400 MHz,
| CDCls) 8: 7,98 — 7,83 (m, 1H), 7,50 — 7,46 (m, 1H), 7,02 — 6,97 (m,
2H), 4,22 (ddd, J = 9,4; 5,6; 3,3 Hz, 2H), 2,78-2,53 (m, 4H), 2,02-

(o)

1,72 (m, 10H), 1,62 (s, 4H).
5.3. Sintese de derivados de diidropirimidinonas
Sintese de 1,2,4-triazolo[1,5-a]pirimidinas:'%3

Em um frasco selado foi adicionado o aldeido de interesse 45 (1 mmol),
3-amino-1,2,4-triazol (129) (1,2 mmol; 100 mg) e acetoacetato de etila (48) (1,0 mmol;
126,6 pL), na presenca de cloreto de estanho (20 mol%) e EtOH (1,5 mL). O sistema
permaneceu aquecimento a 80 °C por 6 h. Ao término do periodo reacional o sdlido
formado foi lavado com agua (10 mL). A purificagdo destes compostos se deu por

recristalizagdo simples em EtOH.'23

5-metil-7-fenil-4,7-diidro-[1,2,4]triazolo[1,5-a]pirimidina-6-carboxilato de etila
(130) (LSPN909):'"7 Foi obtido um sdlido branco com 53% de rendimento (150,6 mg;
0,52 mmol). PF: 187-192°C (lit. 190-192°C)."”” RMN 'H (400
o MHz, DMSO-de) &: 7,61 (s, 1H), 7,44 — 7,41 (m, 2H), 7,36 — 7,30
| )N;N\> (m, 3H), 6,80 (s, 1H), 4,84 (d, J=12 Hz, 1H), 4,83 (d, J = 12 Hz,
NN | 1H), 3,94 3,79 (m, 2H), 1,79 (s, 3H), 0,90 (t, J = 6 Hz, 3H).
RMN '3C {'H} (100 MHz, DMSO-ds) 5: 168,3; 152,9; 149,2;

140,2; 128,9; 128,5; 81,7; 60,5; 57,3; 53,3; 25,9; 14,2.

s
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5-metil-7-fenil-4,7-diidro-7-(3-metoxifenil)-[1,2,4]triazolo[1,5-a]pirimidina-6-
carboxilato de etila (131) (LSPN917): Foi obtido um sélido branco com 10% de

OMe

rendimento (31,4 mg; 0,09 mmol). RMN 'H (400 MHz, DMSO-
ds) 6: 10,79 (s, 1H), 8,18 (s, 1H), 7,24 (t, J = 7,9 Hz, 1H), 6,90 —
6,72 (m, 3H), 6,32 (s, 1H), 3,98 — 3,92 (m, 2H), 3,72 (s, 3H), 2,42
(s, 3H), 1,04 (t, J= 7,1 Hz, 3H). RMN *C{'H} (100 MHz, DMSO-
de) &: 165,5; 159,8; 148,0; 147,2; 144,5; 139,3; 130,5; 118,9;
113,4; 113,3; 95,9; 59,8; 56,2; 55,5; 19,2; 14 4.

Sintese de diidropirimidina-2-(1H)-onas/tionas (49) e (67c):"'%?

Em um tubo de reator de micro-ondas, foram inseridos benzaldeido (1,0

mmol; 102 uL), ureia ou tioureia (1,0 mmol; 60 mg ou 76 mg), acetoacetato de etila 48
(1,5 mmol; 191 L), triflato de itérbio (0,1 mmol) e CH3CN (0,5 mL). O sistema foi

irradiado a 120°C por um periodo de 15 min em um reator de micro-ondas. No final do

periodo de reagao, um solido foi formado, o qual foi lavado com agua (10 mL), filtrado

e seco sob pressao reduzida. Os compostos LSPN900 e LSPN901 foram purificados

por recristalizagao simples em EtOH.

6-metil-2-oxo0-4-fenil-1,2,3,4-tetrahidropirimidina-5-carboxilato de etila (LSPN900)

(67¢c):'"® O produto foi obtido na forma de um sélido branco com
84% de rendimento (218 mg; 0,83 mmol). PF: 204-206°C (lit. 202-
204°C)."7¢ RMN 'H (400 MHz, DMSO-ds) 5: 9,21 (s, 1H), 7,75 (s,
1H), 7,32 — 7,23 (m, 5H), 5,15 (s, 1H), 3,96 (q, J = 8 Hz, 2H), 2,25
(s, 3H), 1,09 (t, J = 6 Hz, 3H). RMN 3C{'H} (100 MHz, DMSO-ds)

6: 165,9; 152,7; 148,9; 145,3; 128,9; 127,8; 126,8; 99,8; 59,7; 54,5; 18,3; 14,6.
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6-metil-4-fenil-2-tioxo-1,2,3,4-tetrahidropirimidina-5-carboxilato de etila

(LSPN901) (49):7% O produto foi obtido na forma de um sélido

o branco com 65% rendimento (176 mg; 0,63 mmol). PF: 203-
o NH 204°C. (lit. 202-204°C)."7® RMN 'H (400 MHz, DMSO-d¢) 8: 10,35
| N,gs (s, 1H), 9,67 (s, 1H), 7,37 — 7,21 (m, 5H), 5,17 (s, 1H), 4,01 (q, J

H = 8 Hz, 2H), 2,29 (s, 3H), 1,10 (t, J = 6 Hz, 3H). RMN *3C{'H} (100

MHz, DMSO-de) 3: 174,7; 165,6; 145,5; 144,0; 129,0; 128,1; 126,8; 101,1; 60,0; 54,5;
17,6; 14,5.

Sintese de diidropirimidina-2-(1H)-onas (67d-h):'%3

O protocolo para a obtencdo dos derivados 67d-h, ocorreu seguindo o

mesmo método adotado para os exemplos de 1,2,4-triazolo[1,5-a]pirimidinas.

4-[4-(dimetilamino)fenil]-6-metil-2-ox0-1,2,3,4-tetrahidropimidina-5-carboxilato de

- etila (LSPN907) (67d):'® O produto foi obtido na forma de um
so6lido amarelo com 31% de rendimento (94 mg; 0,31 mmol). PF:
257-265°C (lit. 255-258°C)."®* RMN "H (400 MHz, DMSO-d¢) 5: 9,08
o I NH (s, 1H), 7,58 (s, 1H), 7,03 (d, J = 8,5 Hz, 2H), 6,65 (d, J = 8,5 Hz,
’J*o 2H), 5,03 (d, J=2,9 Hz, 1H), 4,00 — 3,95 (m, 2H), 2,85 (s, 6H), 2,22

(s, 3H), 1,11 (t, J = 7,0 Hz, 3H). RMN "3C{'H} (100 MHz, DMSO-ds)
&: 165,9; 152,7; 150,2; 148,0; 133,1; 127,3; 112,7; 100,4: 59,5; 53,8: 18,2; 14,6.

6-metil-2-ox0-4-(3,4,5-trimetoxifenil)-1,2,3,4-tetrahidropirimidina-5-carboxilato de
etila (LSPN908) (67e):'8" O produto foi obtido na forma de um

H,CO OCH3OCH3 sélido branco com 26% de rendimento (91 mg; 0,25 mmol).
PF: 212-214°C (lit. 213-215°C)."®" RMN 'H (400 MHz, DMSO-

~ i " de) 8: 9,21 (s, 1H), 7,74 (s, 1H), 6,53 (s, 2H), 5,12 (d, J = 4 Hz,
| /& 1H), 4,02 (q, J = 8 Hz, 2H), 3,72 (s, 6H), 3,63 (s, 3H), 2,25 (s,

N 3H), 1,13 (t, J = 8 Hz, 3H). RMN 3C{'H} (100 MHz, DMSO-ds)
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8: 165,9; 153,2; 152,7; 148,9; 140,9; 137,3; 103,9; 99,5; 60,4; 59,7; 56,2; 54,3; 18,2;

14,6.

4-(4-bromofenil)-1,2,3,4-tetrahidro-6-metil-2-oxo-5-pirimidinacarboxilato de etila

Br

N
H

(LSPN912) (67f):'82 O produto foi obtido na forma de um solido
branco com 92% de rendimento. RMN 'H (400 MHz, DMSO-ds)
8: 9,26 (s, 1H), 7,78 (s, 1H), 7,53 (d, J = 8,3 Hz, 2H), 7,18 (d, J =
8,4 Hz, 2H), 5,12 (d, J = 3,2 Hz, 1H), 3,97 (q, J = 7,1 Hz, 2H),
2,24 (s, 3H), 1,09 (t, J = 7,1 Hz, 3H). RMN "3C{'H} (100 MHz,
DMSO-ds) 8: 165,7; 152,4; 149,2; 144,7; 131,8; 129,0; 120,8;

99,2; 59,8; 54,0; 18,3; 14,5.

4-(3-metoxifenil)-6-metil-2-o0x0-1,2,3,4-tetraidropirimidina-5-carboxilato de etila

OCH,

(LSPN913) (679g):'82 O produto foi obtido na forma de um
solido branco com 69% de rendimento. RMN 'H (400 MHz,
DMSO-de) 8: 9,20 (s, 1H), 7,74 (s, 1H), 7,24 (t, J = 7,9 Hz,
1H), 6,83 — 6,79 (m, 2H), 6,77 (d, J = 1,6 Hz, 1H), 5,11 (d, J =
3,3 Hz, 1H), 3,99 (q, J = 7,1 Hz, 2H), 3,71 (s, 3H), 1,10 (t, J =

7,1 Hz, 3H). RMN *3C{'H} (100 MHz, DMSO-ds) 5: 165,8;

159,7; 1562,7; 148,9; 146,8; 130,1; 118,7; 112,9; 112,6; 59,7; 55,4; 54,2; 18,2; 14,6.

4-(4-clorofenil)-6-metil-2-0x0-1,2,3,4-tetrahidropirimidina-5-carboxilato de etila

Cl

(LSPN1121) (67h):'82 O produto foi obtido na forma de um sélido
branco com 82% de rendimento. RMN 'H (400 MHz, DMSO-ds)
8: 9,25 (s, 1H), 7,77 (s, 1H), 7,39 (d, J = 8,3 Hz, 2H), 7,24 (d, J =
8,3 Hz, 2H), 5,13 (d, J = 2,9 Hz, 1H), 3,98 (q, J = 7,0 Hz, 2H),
2,24 (s, 3H), 1,09 (t, J = 7,0 Hz, 3H).
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5-acetil-3,4-diidro-4-[5-(hidroximetil)-2-furanil]-6-metil-2(1H) pirimidinona
(LSPN902) (133):'8 Em frasco Schlenk foram inseridos 5-hidroximetilfurfural (HMF)
(132) (1,0 mmol; 126 mg), acetilacetona (1,0 mmol; 103 pL), ureia

(46) (1,5 mmol; 114 mg) e ZnCl2 (37 mg; 20 mol%) na presenca de
EtOH (2,0 mL). Essa mistura permaneceu sob aquecimento a 80 °C

durante 4 h. Findado o periodo reacional, o sistema foi deixado em

repouso até atingir a temperatura ambiente. Posteriormente, foi

adicionado agua destilada gelada (10 mL) ao bruto reacional, o qual
foi observado a formacdo de um precipitado o qual foi filtrado e seco sob presséo
reduzida. O produto foi obtido na forma de um sdlido amarelo com 54% rendimento
(135 mg; 0,53 mmol). PF: 248-252°C (lit. 252-254°C)."8* RMN 'H (400 MHz, DMSO-ds)
8: 9,23 (s, 1H), 7,88 (s, 1H), 6,15 (d, J = 4 Hz, 1H), 6,03 (d, J = 3,2 Hz, 1H), 5,27 (d, J
=4 Hz, 1H), 5,20 (t, J = 6Hz, 1H), 4,32 (d, J = 8 Hz, 2H), 2,25 (s, 3H), 2,17 (s, 3H). RMN
13C{'H} (100 MHz, DMSO-ds) 5: 194,3; 155,5; 155,3; 152,9; 149,4; 108,1; 107,6; 106,7;
56,1; 48,3; 30,4; 19,4.

SINTESE DOS AGUCARES PROTEGIDOS 26
Metil 2,3-O-(1-metiletilideno)-D-ribo-pentodialdo-1,4-furanosideo (134):%¢
Em um frasco selado foram adicionados D-Ribose (12) (0,5 mmol; 76 mg),

metanol (302,5 pL) e acetona (302,5 uL) e posteriormente HCI (37%) (7,56 pL), o

sistema permaneceu em aquecimento a 75 °C por 4 horas. Findado

HOAQ" esse periodo, deixou o sistema resfriar e em seguida, o meio

(5: o) reacional foi neutralizado com piridina (75,6 pL). A solucéo

\|< resultante foi concentrada e posteriormente diluida com AcOEt (5
mL), em seguida a esta solugéo foi adicionada uma soluc¢ao saturada de NaHCO3 (15
mL), e posteriormente foi realizada uma extragdo com AcOEt (10 mL). A fase organica
foi seca com Na2SO4 anidro, concentrada a pressao reduzida e purificada em
cromatografia em coluna com AcOEt: Hex (1:1) como fase mével. Foi obtido um dleo
amarelo, com 43% de rendimento (44 mg; 0,21 mmol). RMN 'H (400 MHz, CDCls) &:
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4,94 (s, 1H), 4,80 (d, J = 5,9 Hz; 1H), 4,56 (d, J = 5,9 Hz; 1H), 4,40 (t, J = 2,9 Hz; 1H),
3,72 — 3,54 (m, 2H), 3,40 (s, 3H), 3,03 (sl, 1H), 1,45 (s, 3H), 1,29 (s, 3H). RMN {'H}'*C
(100 MHz, CDCls) &: 112,1; 109,9; 88,3; 85,8; 81,4; 63,9; 55,5 26,3; 24,6.

1,2:3,4-di-O-isopropilideno-a-D-galactopiranose (136):"8

Foi adicionado em um baldo de fundo redondo D-Galactose (135) (5,5

mmol, 99 mg) e acetona (37 mL). Em seguida inseriu-se no sistema H2S0O4 concentrado

(1,1 mL) com o sistema a uma temperatura de 0 °C. O sistema

OH
0 o .
A( o permaneceu por agitagdo constante a temperatura ambiente por 5 h.
0 Ao término desse periodo o inseriu-se H20 (1 mL) e em seguida
00

/( Na2COs até o pH = 7. Posteriormente, a mistura reacional foi filtrada

em celite e em seguida, concentrada a pressao reduzida. Foi obtido
um oleo amarelo com 90% de rendimento (1,31g; 5,03 mmol). RMN 'H (400 MHz,
CDCls) 6: 5,54 (d, J =5,0 Hz; 1H), 4,59 (dd, J =7,9; 2,4 Hz, 1H), 4,31 (dd, J=5,0; 2,4
Hz, 1H), 4,27 — 4,21 (m, 1H), 3,90 — 3,78 (m, 2H), 3,76 — 3,69 (m, 1H), 2,36 (sl, 1H),
1,51 (s, 3H), 1,43 (s, 3H), 1,31 (s, 6H). RMN {'H}'3C (100 MHz, CDCIs) &: 109,5; 108,7;
96,3; 71,6; 70,7; 70,6; 68,1; 62,3; 29,7; 26,0; 25,9; 24,3.

OXIDAGAO DOS ALCOOIS PROTEGIDOS

Procedimento Geral:

Em um balédo de fundo redondo foi inserido cloreto de oxalila (141) (1,63
mmol; 139,7 yL) e DCM anidro (1,82 mL) a uma temperatura de - 78 °C, em seguida
DMSO anidro (3,27 mmol; 232,2 uL) e DCM anidro (0,5 mL) foram inseridos gota a gota
e o sistema permaneceu por agitagcao por 10 min a - 78 °C. Entado o alcool protegido
134 ou 136 (1,49 mmol) foi dissolvido em DCM anidro (0,5 mL) e essa solugao foi
inserida no meio reacional gota a gota, e o sistema continuou em agitagao constante
por mais 15 minutos a - 78 °C. Apds o periodo mencionado trietilamina anidra (7,45

mmol; 1 mL) foi inserida gota a gota no sistema reacional e o sistema continuou em
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agitacao por um periodo de 30 minutos ainda na temperatura de - 78 °C. Findado esse
tempo, o sistema permaneceu em agitagdo por 1,5 h a temperatura ambiente. O
sistema foi neutralizado com uma solucéo saturada de NaHCOs (4 mL), posteriormente
foram realizadas extragbes com AcOEt (3 x 10 mL). As fases orgéanicas foram

combinadas, secas com Na2S04 anidro, e concentradas a presséao reduzida.

Metil 2,3-O-(1-metiletilideno)-D-ribo-pentodialdo-1,4-furanosideo (137):'% Foi

o cg obtido um éleo amarelo com 92% de rendimento (277 mg; 1,36 mmol).

H)L(_7N~ RMN 'H (400 MHz, CDCls) &: 9,56 (s, 1H), 5,07 (s, 1H), 5,03 (d, J =

50 5,9 Hz; 1H), 4,49 — 4,47 (m, 1H), 4,46 (s, 1H), 3,43 (s, 3H), 1,47 (s,
% 3H), 1,31 (s, 3H).

2,2,7,7-tetrametil-(3aR,5S,5aR,8aR,8bR)-tetrahidrodi[1,3]dioxo[5,4-b;5,4-d]pirano-
O cho 5-carbaldeido (138):'8” Foi obtido um o6leo amarelo com 92% de
A(ﬁg\ rendimento (354 mg; 1,37 mmol). RMN 'H (400 MHz, CDClIs) &: 9,62
© 50 (s, 1H), 5,67 (d, J = 4,9 Hz; 1H), 4,70 — 4,56 (m, 3H), 4,39 (dd, J =
/( 4,9; 2,4 Hz, 1H), 4,20 (d, J = 2,0 Hz; 1H), 1,51 (s, 3H), 1,44 (s, 3H),
1,35 (s, 3H), 1,32 (s, 3H).

5.4. Sintese de hibridos moleculares via RMCs

5.4.1.0btencao das cumarinas 149a-e

Procedimento Geral:

Em um balao de fundo redondo foram adicionados o aldeido de interesse
147a-e (1,55 mmol), 3-oxopentanodioato de dietila (148) (1,55 mmol; 281 uL),
piperidina (0,77 mmol; 38 pL) e etanol (5 mL). A mistura reacional foi mantida sob

agitagcdo durante 24 h a temperatura ambiente.'36
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3-(7-(hidroxi)-2-oxo-2H-cromen-3-il)-3-oxopropanoato de etila (149a)

(LSPN920):'3¢ Ao término da reagdo formou-se um

MOH precipitado amarelo, que foi lavado e filtrado com etanol
o 0o gelado. Obteve-se o produto desejado 139a como um
sélido de coloragdo amarela e rendimento de 42% (179,8
mg; 0,65 mmol). PF: 145-146°C (lit. 142-144°C)."3 RMN "H (400 MHz, DMSO-ds) 5:
11,26 (s, 1H), 8,71 (s, 1H), 7,84 (d, J = 8Hz, 1H), 6,89 (d, J = 8Hz, 1H), 6,76 (d, J =
4,2Hz, 1H), 4,09 (q, J = 7,1 Hz, 2H), 3,99 (s, 2H), 1,17 (t, J = 7,1Hz, 3H). RMN {'H}'*C

(100 MHz, DMSO-ds) 3: 190,3; 168,2; 166,0; 159,8; 158,0; 149,2; 117,9; 115,3; 113,5;
111,1; 102,4; 60,9; 48,7; 14,5.

3-0x0-3-(3-0x0-3H-benzo[flcromen-2-il)propanoato de etila (149b) (LSPN1063):188

Foi obtido um sdlido amarelo, com 21% de rendimento (97,7
mg; 0,31 mmol) RMN "H (400 MHz, CDCIs) §: 12,75 (s, 1H),
9,32 (s, 1H), 8,40 (d, J= 8,5 Hz; 1H), 8,07 (d, J = 9,0 Hz; 1H),

7,94 (d, J = 8,4 Hz; 1H), 7,76 (t, J = 7,8 Hz, 1H), 7,68 — 7,58
(m, 1H), 7,48 (d, J = 9,1 Hz; 1H), 6,76 (s, 1H), 4,30 (g, J = 7,1 Hz; 2H), 1,36 (¢, J = 7,1
Hz; 3H). RMN {'H}"3C (100 MHz, CDCls) &: 173,7; 163,6; 157,9; 154,2; 138,7; 135,1;
130,3; 129,4; 129,2; 128,8; 126,5; 121,7; 118,1; 116,5; 113,0; 93,6; 60,7; 14,2.

3-(7-(dietilamino)-2-oxo-2H-cromen-3-il)-3-oxopropanoato de etila (149c)

(LSPN921):"36 Ao término da reagdo houve a formagao

N OFt de um precipitado amarelo, que foi lavado e filtrado com
A N 00 etanol gelado. Obteve-se o produto de interesse como

) um sélido de coloracdo amarela e rendimento de 56%

(295 mg; 0,89 mmol). PF: 111-113°C (lit. 108-110°C)."8 RMN 'H (400 MHz, DMSO-de)
8: 8,56 (s, 1H), 7,69 (d, J = 9,1 Hz, 1H), 6,82 (dd, J = 9,1; 2,3 Hz, 1H), 6,59 (s, 1H), 4,08
(@, J = 7,1 Hz, 2H), 3,94 (s, 2H), 3,50 (q, J = 7,0 Hz, 4H), 1,18-1,13 (m, 9H). RMN
{'H}"3C (100 MHz, DMSO-ds) 5: 189,8; 168,4; 160,5; 158,9; 153,8; 148,7; 133,2; 114,0;
110,9; 108,1; 96,3; 60,8; 48,8; 45,0; 14,5; 12,8.
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3-(6-metil)-2-oxo0-2H-crome-3-il)-3-oxopropanoato de etila (149d) (LSPN922):'° Ao

término do periodo reacional o bruto foi agregado a silica gel,

N oetl Por evaporacao a baixa pressao e purificada por coluna
oo cromatografica flash com o emprego de acetato de etila :

hexano 2:8 como fase moével. Obteve-se o produto desejado

como um solido de coloragao palha e rendimento de 28% (118 mg; 0,43 mmol). PF:
126-130°C. RMN 'H (400 MHz, DMSO-d¢) 5: 8,72 (s, 1H), 7,78 (d, J= 1,3 Hz, 1H), 7,61
(dd, J=8,5; 1,9 Hz; 1H), 7,43 - 7,37 (m, 1H), 4,10 (q, J = 7,1 Hz; 2H), 4,05 (s, 3H), 2,39
(s, 5H), 1,17 (t, J = 7,1 Hz; 3H). RMN {'H}'3C (100 MHz, DMSO-d¢) 5: 190,7; 167,9;
153,4; 148,5; 136,5; 135,0; 130,9; 123,6; 118,3; 116,5; 61,0; 48,7; 20,7; 14,4. HRMS
(ESI*): m/z calculado para: C15H1505 [(M+H)]*: 275,0919; obtido: 275,0916.
3-(7-(metoxi)-2-oxo0-2H-cromen-3-il)-3-oxopropanoato de etila (149¢) (LSPN1074):
Ao término da reacgao formou-se um precipitado amarelo,

MOB que foi lavado e filtrado com etanol gelado. Obteve-se o
MeO X0 produto desejado 139e como um solido de coloragao
verde claro e rendimento de 44% (197,7; 0,68 mg). RMN
H (400 MHz, CDCls) &: 8,59 (s, 1H), 7,57 (d, J = 8,8 Hz; 1H), 6,91 (td, J = 8,2; 2,3 Hz;
1H), 6,83 (t, J = 2,5 Hz, 1H), 4,30 — 4,17 (m, 2H), 4,10 (s, 2H), 3,92 (s, 3H), 1,27 (t, J =
7,1 Hz, 3H). HRMS (ESI*): m/z calculado para: C15H140s [(M+H)]*: 291,0869; obtido:
291,0864.

5.4.2. Sintese dos hibridos através RMC136

Procedimento Geral:

Em um tubo selado foram adicionados cumarina (-cetoéster de interesse
(149a-e) (0,15 mmol), aldeido (0,25 mmol), ureia (46) (0,17 mmol; 10 mg), acido
cloridrico 36,5% (6,25 L) e etanol (1,0 mL). O tubo foi colocado sob uma placa metalica
a 75 °C com agitacao constante por 24 h. No final da reacéo, o bruto da reagao foi
concentrado sob pressao reduzida e posteriormente purificado em uma coluna

cromatografica flash.136
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1,2,3,4-tetrahidro-6-(7-hidroxi-2-oxo-2H-1-benzopiran-3-il)-2-oxo-4-fenil-5-
pirimidineacarboxilato de etila (150a) (LSPN903):3¢ A purificagdo foi conduzida em

coluna cromatografica com a mistura de acetato de etila/hexano 8:2 como fase mével.

Foi obtido um sélido amarelo com 13% de rendimento (8 mg;
0,02 mmol). PF: 217-220°C (lit. 218-220°C)."3¢ RMN 'H (400
MHz, DMSO-d¢) &: 10,75 (s, 1H), 9,42 (s, 1H), 8,02 (s, 1H),
7,96 (s, 1H), 7,60 (d, J = 8 Hz, 1H), 7,49 — 7,32 (m, 5H), 6,89-
6,86 (m, 1H), 6,83 (d, 1H), 5,28 (d, J = 4 Hz, 1H), 3,83 (q, J =
8 Hz, 2H), 0,87 (t, J = 8 Hz, 3H). RMN "3C{'H} (100 MHz, DMSO-ds) 5: 164,9; 162,2;
159,2; 155,7; 152,5; 144,5; 143,7; 142,4; 130,6; 129,0; 128,1; 127,1; 119,6; 114,0;
111,5; 102,5; 60,0; 54,6; 14,1.

4-(4-bromofenil)-1,2,3,4-tetrahidro-6-(7-hidroxi-2-oxo-2H-1-benzopiran-3-il)-2-
oxo-5-pirimidineacarboxilato de etila (150b) (LSPN904):"*® A purificagdo foi

conduzida em coluna cromatografica com a mistura de

acetato de etila/hexano 8:2 como fase mével. Foi obtido um
solido branco com 37% de rendimento (26,9 mg; 0,05 mmol).
PF: 128-131°C (lit.128-130°C)."*¢ RMN 'H (400 MHz, DMSO-
de) 6: 10,75 (s, 1H), 9,47 (s, 1H), 7,98 (s, 1H), 7,95 (s, 1H),
7,60 —7,58 (m, 3H), 7,38 (d, J = 8 Hz, 2H), 6,82 (dd, J = 4 Hz,
4Hz, 1H), 6,78 (s, 1H), 5,21 (d, J = 4 Hz, 1H), 3,82 (q, J = 8 Hz, 2H), 0,85 (t, J = 6 Hz,
3H). RMN 3C{'H} (100 MHz, DMSO-ds) &: 164,8; 162,2; 159,1; 155,7; 152,3; 143,9;
142,4; 131,9; 130,6; 129,3; 121,1; 119,3; 114,0; 111,4; 102,4; 60,0; 54,0; 14,0.

1,2,3,4-tetrahidro-6-(7-hidroxi-2-oxo-2H-1-benzopiran-3-il)-4-(3-metoxifenil)-2-
oxo-5-pirimidinacarboxilato de etila (150c) (LSPN905):"36

A purificagao foi conduzida em coluna cromatografica com a

mistura de acetato de etila/hexano 8:2 como fase mével. O
produto foi obtido na forma de um sdlido amarelo com 42%
de rendimento (27,4 mg; 0,06 mmol). PF: 247-253°C (lit. 245-
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247°C).13 RMN 'H (400 MHz, DMSO-ds) 5: 9,37 (s, 1H), 7,96 (s, 1H), 7,86 (s, 1H), 7,60
(d, J = 8,5 Hz, 1H), 7,29 (t, J = 8,1 Hz, 1H), 7,02 (d, J = 6,7 Hz, 2H), 6,84 — 6,77 (m,
2H), 6,78 (d, J = 2,1 Hz, 1H), 5,21 (d, J = 3,3 Hz, 1H), 3,83 (q, J = 7,1 Hz, 2H), 3,76 (s,
3H), 0,86 (t, J = 7,1 Hz, 3H). RMN 3C{'H} (100 MHz, DMSO-ds) 5: 165,0; 162,9; 162,2;
159,9: 159,3; 155,7; 152,6; 145,9; 143,8; 142,3; 130,7; 130,1; 119,5: 119,2; 114,0;
133,3: 112,8; 111,5; 102,4; 60,0; 55,4; 54,4: 14,1,

1,2,3,4-tetrahidro-6-(7-hidroxi-2-oxo-2H-1-benzopiran-3-il)-4-(4-clorofenil)-2-oxo-
5-pirimidinacarboxilato de etila (150d) (LSPN906):'3¢ A purificagéo foi conduzida em

coluna cromatografica sendo adotado como fase mdvel um
gradiente de AcOEt:Hexano (4:6) até 100% AcOEt. O produto
foi obtido na forma de um sodlido amarelo com 75% de
rendimento (66,8 mg; 0,15 mmol). RMN 'H (400 MHz, DMSO-
de) 6: 10,70 (s, 1H), 9,43 (s, 1H), 7,97 (s, 1H), 7,91 (s, 1H), 7,58
(d, J=8,5Hz, 1H), 7,44 (s, 4H), 6,83 (dd, J = 8,5; 2,2 Hz, 1H), 6,77 (d, J = 2,1 Hz, 1H),
5,23 (d, J=3,4 Hz, 1H), 3,82 (d, J=7,1 Hz, 2H), 0,85 (t, J = 7,1 Hz, 3H).

4-(benzo[d][1,3]dioxol-5-il)-6-(7-hidroxi-2-oxo-2 H-cromen-3-il)-2-0x0-1,2,3,4-

tetrahidropirimidina-5-carboxilato de etila (150e)

(LSPN923):%6 A purificagdo foi conduzida em coluna
cromatografica com a mistura de acetato de etila’/hexano 8:2

como fase moével. O produto foi obtido na forma de um sdlido

amarelo com 29% de rendimento (66,2 mg; 0,14 mmol). RMN
H (400 MHz, DMSO-ds) 3: 9,37 (s, 1H), 7,97 (s, 1H), 7,82 (d, J = 2,9 Hz; 1H), 7,58 (d,
J=8,6 Hz; 1H), 6,96 (s, 1H), 6,89 (s, 2H), 6,82 (dd, J = 8,5; 2,3 Hz, 1H), 6,76 (d, J= 2,2
Hz; 1H), 6,00 (s, 2H), 5,14 (d, J = 3,3 Hz; 1H), 3,81 (q, J=7,0 Hz; 2H), 0,84 (t, J =71
Hz, 3H). RMN 3C{'H} (100 MHz, DMSO-ds) 5: 164,9; 162,1; 159,2; 155,6; 152,4; 147,8;
147,0; 143,6; 142,1; 138,4; 130,6; 120,4; 119,5; 113,9; 111,0; 108,6; 107,4; 102,4;
101,4; 56,0; 54,2; 14,1.
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1,2,3,4-tetrahidro-6-(7-hidroxi-2-oxo-2H-1-benzopiran-3-il)-4-(3-hidroxifenil)-2-
oxo-5-pirimidinacarboxilato de etila (150f) (LSPN926): A

purificagcdo foi conduzida em coluna cromatografica com a

mistura de acetato de etila/hexano 8:2 como fase movel. O
produto foi obtido na forma de um sélido amarelo com 47% de
rendimento (106,8 mg; 0,25 mmol). RMN 'H (400 MHz, DMSO-
de) 6: 10,71 (s, 1H), 9,44 (s, 1H), 9,35 (d, J = 1,8 Hz; 1H), 7,92 (s, 1H), 7,85 - 7,82 (m,
1H), 7,60 (d, J = 8,6 Hz, 1H), 7,15 (t, J = 7,8 Hz; 1H), 6,90 — 6,81 (m, 3H), 6,78 (d, J =
2,2 Hz; 1H), 6,68 (ddd, J = 8,0; 2,4; 0,9 Hz, 1H), 5,15 (d, J = 3,3 Hz; 1H), 3,83 (q, J =
7,1 Hz; 2H), 0,87 (t, J= 7,1 Hz; 3H). RMN 3C{'H} (100 MHz, DMSO-d¢) 5: 164,9; 162,1;
159,0; 157,9; 155,7; 152,6; 145,9; 143,4; 142,2; 130,6; 129,9; 119,4; 117,5; 114,9;
114,0; 113,9; 111,4; 102,4; 59,9; 54,5; 14,1.

1,2,3,4-tetrahidro-6-(7-hidroxi-2-oxo-2H-1-benzopiran-3-il)-4-(4-metoxifenil)-2-
oxo-5-pirimidinacarboxilato de etila (150g) (LSPN1067):"3¢ A

purificacdo foi conduzida em coluna cromatografica com a

mistura de acetato de etila/hexano 8:2 como fase mével. O
produto foi obtido na forma de um sélido amarelo com 56% de
rendimento (120,0 mg; 0,27 mmol). RMN 'H (400 MHz, DMSO-
ds) &: 9,36 (s, 1H), 7,96 (s, 1H), 7,83 (d, J = 2,1 Hz, 1H), 7,59 (d, J = 8,6 Hz, 1H), 7,34
(d, J = 8,6 Hz; 2H), 6,92 (d, J = 8,7 Hz, 2H), 6,83 (dd, J = 8,5; 2,2 Hz, 1H), 6,78 (d, J =
2,1 Hz; 1H), 5,18 (d, J = 3,3 Hz; 1H), 3,81 (q, J = 7,0 Hz; 2H), 3,75 (s, 3H), 0,85 (t, J =
7,1 Hz, 4H).

1,2,3,4-tetrahidro-6-(7-hidroxi-2-oxo-2H-1-benzopiran-3-il)-4-(2-metoxifenil)-2-
oxo-5-pirimidinacarboxilato de etila (150h) (LSPN1068): A

purificacdo foi conduzida em coluna cromatografica com a

mistura de acetato de etila’hexano 8:2 como fase moével. O

produto foi obtido na forma de um sélido amarelo com 48%
de rendimento (41,8 mg; 0,30 mmol). RMN 'H (400 MHz,
DMSO-de¢) 5: 9,33 (s, 1H), 7,99 (s, 1H), 7,61 (d, J = 8,6 Hz; 1H), 7,43 (dd, J = 9,0; 4,8
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Hz; 2H), 7,28 (td, J = 8,2; 1,6 Hz, 1H), 7,03 (d, J = 7,8 Hz; 1H), 6,92 (dd, J = 11,5; 4,0
Hz, 1H), 6,85 (dd, J = 8,5; 2,3 Hz; 1H), 6,80 (d, J = 2,2 Hz; 1H), 5,57 (d, J = 3,2 Hz; 1H),
3,84 (s, 3H), 3,81 — 3,74 (m, 2H), 0,83 (t, J = 7,1 Hz; 3H). RMN 3C{'H} (100 MHz,
DMSO-ds) 5: 164,8; 162,2; 160,1; 159,2; 157,1; 155,6; 152,6; 144,2; 142,2; 131,2;
130,5; 129,4; 127,8; 120,7; 119,7; 113,9; 111,5; 102,4; 100,8; 59,8; 55,8; 49,5; 14,1.

1,2,3,4-tetrahidro-6-(7-metoxi-2-oxo-2H-1-benzopiran-3-il)-4-(3-metoxifenil)-2-
oxo-5-pirimidinacarboxilato de etila (151a) (LSPN916): A

purificagdo foi conduzida em coluna cromatografica com a

mistura de acetato de etila’hexano 8:2 como fase movel. O
produto foi obtido na forma de um sélido amarelo com 23%
de rendimento. RMN 'H (400 MHz, DMSO-ds) &: 9,44 (s,
1H), 8,03 (s, 1H), 7,90 (s, 2H), 7,70 (d, J = 8,7 Hz; 1H), 7,30 (t, J = 8,1 Hz; 1H), 7,08 (d,
J=2,3Hz, 1H); 7,05 - 6,98 (m, 3H), 6,87 (dd, J = 8,2; 2,3 Hz, 1H), 5,22 (d, J = 3,3 Hz,
1H), 3,88 (s, 3H), 3,83 (q, J = 7,1 Hz; 2H), 3,76 (s, 3H), 0,86 (t, J = 7,1 Hz, 3H). RMN
13C{'H} (100 MHz, DMSO-ds) 5: 164,8; 163,3; 159,8; 159,1; 155,6; 152,4; 145,8; 143,6;
142,0; 130,3; 130,1; 101,0; 60,0; 56,5; 55,4; 54,4; 14 1.

1,2,3,4-tetrahidro-6-(7-dietilamino-2-oxo-2H-1-benzopiran-3-il)-4-(3-metoxifenil)-

2-oxo-5-pirimidinacarboxilato de etila (151b)
(LSPN924): A purificacdo foi conduzida em coluna
cromatografica com a mistura de acetato de etila’hexano

8:2 como fase movel. O produto foi obtido na forma de um

sélido amarelo com 50% de rendimento (121,1 mg; 0,24
mmol). RMN 'H (400 MHz, DMSO-ds) &: 9,40 (s, 1H), 7,91 (dd, J = 3,1; 2,0 Hz; 1H),
7,87 (s, 1H), 7,55 (d, J = 8,9 Hz, 1H), 7,34 (t, J = 8,1 Hz; 1H), 7,08 (d, J = 7,2 Hz; 2H),
6,91 (ddd, J = 8,1; 2,3; 1,1 Hz; 1H), 6,78 (dd, J = 8,9; 2,4 Hz; 1H), 6,63 (d, J = 2,3 Hz;
1H), 5,24 (d, J = 3,4 Hz; 1H), 3,93 — 3,85 (m, 2H), 3,82 (s, 3H), 3,51 (q, J = 6,9 Hz; 4H),
1,19 (t, J = 7,0 Hz, 6H), 0,95 (t, J = 7,1 Hz, 3H). RMN "3C{'H} (100 MHz, DMSO-d¢) 5:
165,1; 159,8; 159,7; 156,6; 152,7; 151,3; 146,0; 144,3; 142,5; 130,2; 130,0; 119,2;
116,2; 113,2; 112,8; 109,5; 107,7; 96,7; 59,8; 55,4; 54,3; 44,5; 14,2; 12,8.
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1,2,3,4-tetrahidro-6-(6-metil-2-oxo-2H-1-benzopiran-3-il)-4-(3-metoxifenil)-2-oxo-
5-pirimidinacarboxilato de etila (151c) (LSPN925): A

purificagdo foi conduzida em coluna cromatografica com a

mistura de acetato de etila’/hexano 8:2 como fase moével. O
produto foi obtido na forma de um sélido branco com 40% de
rendimento (50,9 mg; 0,11 mmol). RMN 'H (400 MHz, DMSO-
de) 8: 9,48 (s, 1H), 8,04 (s, 1H), 7,95 - 7,91 (m, 1H), 7,57 (s, 1H), 7,49 (dd, J= 8,5, 1,8
Hz; 1H), 7,37 (d, J = 8,4 Hz; 1H), 7,30 (t, J = 8,1 Hz; 1H), 7,03 (d, J = 6,8 Hz; 2H), 6,87
(dd, J = 8,6; 2,0 Hz; 1H), 5,23 (d, J = 3,3 Hz; 1H), 3,83 (q, J = 7,1 Hz; 2H), 3,77 (s, 3H),
0,84 (t, J = 7,1 Hz; 3H). RMN "*C{'H} (100 MHz, DMSO-ds) 3: 164,8; 159,4; 152,0;
145,8; 143,4; 141,6; 134,1; 130,1; 128,8; 124,2; 119,2; 118,8; 116,4; 113,4; 112,7; 60,0;
55,5; 54,4; 20,8; 14,1. HRMS (ESI*): m/z calculado para: C24H23N20s [(M+H)]*:
435,1556; obtido: 435,1551.

4-(3-metoxifenil)-2-0x0-6-(3-oxo-3H-benzo[flcromen-2-il)-1,2,3,4-

OCH; | tetrahidropirimidina-5-carboxilato de etila (151d)
(LSPN915): A purificacdo foi conduzida em coluna

i* cromatografica com a mistura de acetato de etila’hexano 8:2
(6]

como fase movel. O produto foi obtido na forma de um solido

amarelo com 17% de rendimento (22,2 mg; 0,04 mmol). RMN
H (400 MHz, DMSO-ds) &: 9,51 (s, 1H), 8,99 (s, 1H), 8,69 (d, J = 8,5 Hz; 1H), 8,26 (d,
J=9,1Hz; 1H), 8,10 (d, J = 8,1 Hz; 1H), 7,93 (s, 1H), 7,76 (t, J = 7,6 Hz; 1H), 7,71 —
7,60 (m, 2H), 7,31 (t, J=7,9 Hz; 1H), 7,09 (d, J = 7,5 Hz; 2H), 6,93 — 6,82 (m, 1H), 5,27
(d, J=3,2 Hz, 1H), 3,85 - 3,76 (m, 5H), 0,81 (t, J= 7,1 Hz; 3H).

4,6,7,8-tetrahidro-4-(3-metoxifenil)-7,7-dimetil-2,5(1H,3H)-quinazolinadiona (153)
(LSPN1061):"%" O produto foi purificado por recristalizagdo simples

OMe
O em etanol. Foi obtido um soélido de cor branco com 48% de rendimento
(0]
" (72,0 mg; 0,23 mmol). RMN 'H (400 MHz, DMSO-ds) §: 9,48 (s, 1H),
‘ /J% 7,77 (s, 1H), 7,23 (t, J= 7,8 Hz, 1H), 6,84 — 6,73 (m, 3H), 5,13 (d, J =

N
H
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1,5 Hz, 1H), 3,71 (s, 3H), 2,42 (d, J = 17,3 Hz, 1H), 2,24 (dd, J = 27,2; 16,7 Hz, 2H),
2,05 (d, J = 16,1 Hz, 1H), 1,02 (s, 3H), 0,91 (s, 3H). RMN {'H}'*C (100 MHz, DMSO-ds)
8: 193,4; 159,6; 153,0; 152,4; 146,5; 129,9; 118,8: 112,8: 112,5; 107,7; 55,4; 52,2; 50,3;
39,6; 32,7; 29,3; 27,3,

2,3,4,6,7,8-hexahidro-4-(3-metoxifenil)-7,7-dimetil-2-tioxo-5(1 H)-quinazolinona
(154) (LSPN1161):1%" O produto foi purificado por recristalizagdo simples em etanol. Foi

ove obtido um sdélido de cor branco com 43% de rendimento (64 mg; 0,20

o O mmol). RMN 'H (400 MHz, DMSO-ds) : 10,57 (s, 1H), 9,66 (s, 1H),

NH 7,25 (dd, J = 10,4, 5,4 Hz, 1H), 6,85 — 6,76 (m, 3H), 5,15 (d, J = 3,3

‘ ’&s Hz, 1H), 3,72 (s, 2H), 2,41 (q, J = 17,6 Hz, 2H), 2,24 (d, J = 16,2 Hz,
1H), 2,08 (d, J = 16,1 Hz; 1H), 1,03 (s, 3H), 0,90 (s, 3H).

N
H

Sintese da 3-formilcromona (158):"%?

Em um baldo de fundo redondo bitubulado sob atmosfera de nitrogénio,

foi preparada a 0 °C, uma solugao de 2'-hidroxiacetofenona (157) (2 mmol; 241,2 uL)

o o com DMF anidro (3 mL). Posteriormente o oxicloreto de fosforo
@f‘])LH (POCI3) (224,3 uL; 1,2 eq.) foi adicionado ao sistema reacional gota
0] a gota. Em seguida, a mistura reacional permaneceu por agitacéo

constante por 24 h a temperatura ambiente. Ao término deste

periodo foi adicionada H20 destilada (15 mL) e a mistura foi extraida com AcOEt (3 x
10 mL). As fases organicas reunidas foram lavadas com uma soluc&o saturada de NaCl
(83 x 5 mL), secas com sulfato de sédio anidro e concentrada a pressao reduzida. O
produto foi cristalizado com auxilio de EtOH, sendo obtido um sélido branco com 74%
de rendimento (257,1 mg; 1,44 mmol). PF: 154-156°C (lit. 152-153°C)."%* RMN 'H (400
MHz, CDCIs) 6: 10,38 (s, 1H), 8,55 (s, 1H), 8,30 (dd, J =7,9; 1,6 Hz, 1H), 7,76 (ddd, J
=8,6; 7,2; 1,7 Hz, 1H), 7,57 — 7,48 (m, 3H). RMN {'H}'3C (100 MHz, CDCl3) &: 188,7;
176,0; 160,6; 156,2; 134,7; 126,7; 126,2; 125,3; 120,3; 118,6.
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(7-hidroxi-2-oxo-2H-cromen-3-il)-4-(3-cromona)-2-oxo0-1,2,3,4-tetraidropirimidina-
5-carboxilato de etila (149) (LSPN1062):

Em um tubo selado foram adicionados o f-cetoéster previamente sintetizado (149a)
(0,20 mmol; 55,2 mg), 3-formilcromona (158) (0,33 mmol; 57,4
mg), ureia (46) (0,23 mmol; 13,8 mg), acido cloridrico 36,5%
(8,33 uL) e etanol (1,3 mL). O tubo foi inserido em uma chapa

metalica aquecida a 75 °C durante 24 h. O produto foi purificado

em coluna cromatografica flash com o emprego de acetato de

etila : hexano 6:4 como eluente, obtendo-se um sélido de cor
marrom com 38% de rendimento (35,6 mg; 0,07 mmol). PF: 255-259°C. RMN 'H (400
MHz, DMSO-ds) &: 10,73 (s, 1H), 9,50 (s, 1H), 8,42 (s, 1H), 8,13 (dd, J = 8,0; 1,5 Hz;
1H), 8,04 (s, 1H), 7,84 (ddd, J = 8,7; 7,3; 1,6 Hz; 1H), 7,69 (d, J = 8,3 Hz; 1H), 7,61 (d,
J =8,5Hz; 1H), 7,53 (dd, J = 14,1; 6,0 Hz; 2H), 6,85 (dd, J = 8,5; 2,3 Hz; 1H), 6,80 (d,
J=2,1Hz; 1H), 5,41 (d, J = 3,3 Hz; 2H), 3,89 - 3,81 (m, 2H), 0,86 (t, J = 7,1 Hz; 3H).
RMN {'H}'3C (100 MHz, DMSO-ds) 5: 176,1; 164,5; 162,3; 156,3; 155,6; 155,1; 152,4;
145,2; 142,6; 134,9; 130,7; 126,2; 125,5; 124,4; 124,0; 119,3; 119,0; 114,1; 111,4;
102,5; 98,5; 60,0; 14,1. HRMS (ESI*): m/z calculado para: C2sH1sN20s [(M+H)]*:
475,1141; obtido: 475,1152.

3,3'-[(3-metoxifenil)metileno]bis[4-hidroxi-2H-1-benzopiran-2-ona] (162a)
(LSPN1064):'°* O produto foi purificado por recristalizagdo simples em etanol. Foi
obtido um sdlido branco com 48% de rendimento (53,2 mg; 0,11
mmol). RMN H (400 MHz, DMSO-de) : 7,89 (dd, J=7,9; 1,5 Hz,
2H), 7,62 — 7,56 (m, 2H), 7,36 — 7,29 (m, 4H), 7,14 (t, J = 7,9 Hz,
1H), 6,76 — 6,71 (m, 2H), 6,31 (d, J = 0,6 Hz, 1H), 3,64 (s, 3H).
RMN {'H}'3C (100 MHz, DMSO-d¢) 3: 166,3; 165,2; 159,6; 152,7;
142,7;132,2; 129,4; 124,4; 124,0; 119,7; 118,6; 116,3; 113,7; 110,4; 104 ,4; 55,3; 36,4.
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3,3'-[(2-metoxifenil)metileno]bis[4-hidroxi-2H-1-benzopiran-2-ona] (162b)

(LSPN1071):'9* A purificagdo foi conduzida em coluna cromatografica com a mistura

de acetato de etila’/hexano 8:2 como fase movel. O produto foi
obtido na forma de um solido amarelo com 61% de rendimento
(74,9 mg; 0,16 mmol). RMN "H (400 MHz, DMSO-ds) &: 7,88 (dd,
J=17.8; 1,5 Hz, 2H), 7,56 — 7,49 (m, 2H), 7,31- 7,25 (m, 5H),
7,17 — 7,11 (m, 1H), 6,86 — 6,82 (m, 2H), 6,30 (s, 1H), 3,60 (s,
3H). RMN {'H}'*C (100 MHz, DMSO-ds) §: 167,6; 164,6; 157,7; 152,8; 131,4; 130,9;
129,4; 126,8; 124,4; 123,8; 120,6; 119,8; 115,8; 111,4; 104,2; 55,9; 33,2.

3,3'-[(4-metoxifenil)metileno]bis[4-hidroxi-2H-1-benzopiran-2-ona] (162c)

(LSPN1070):'%* A purificagdo foi conduzida por recristalizagao
simples em etanol. O produto foi obtido na forma de um sdlido
branco com 67% de rendimento. RMN 'H (400 MHz, DMSO-ds)
8:7,89 (dd, J=7,9; 1,4 Hz, 2H), 7,59 (ddd, J = 8,6; 7,4; 1,6 Hz,
OCHs 2H), 7,42 - 7,26 (m, 4H), 7,05 (d, J = 8,0 Hz, 2H), 6,79 (d, J= 8,8
Hz, 1H), 6,28 (s, 1H), 5,92 (sl, 2H), 3,70 (s, 3H). RMN {'H}'3C (100 MHz, DMSO-ds) :
165,3; 165,2; 157,8; 152,6; 132,5; 131,5; 128,2; 124,3; 118,1; 116,5; 114,0; 104,9; 55 4;
35,7.

3,3'-((3-methoxifenil)metileno)bis(4-hidroxi-7-metoxi-2H-cromen-2-ona) (162d)

OMe | (LSPN1072): A purificacdo foi conduzida por
recristalizacdo simples em etanol. O produto foi obtido
na forma de um so6lido amarelo com 40% de rendimento
(50 mg; 0,09 mmol). RMN 'H (400 MHz, DMSO-ds,) 5:
7,81 (s, 1H), 7,79 (s, 1H), 7,14 (t, J = 8,0 Hz, 1H), 6,95
(d, J=2,4Hz, 1H), 6,93 (d, J= 2,4 Hz, 1H), 6,91 (d, J= 2,4 Hz, 1H), 6,72 (ddd, J = 10,3;
8,8; 1,6 Hz; 2H), 6,63 (s, 1H), 6,27 (s, 1H), 3,85 (s, 6H), 3,64 (s, 3H). RMN {'H}'3C (100
MHz, DMSO-ds,) 6: 166,2; 165,7; 162,9; 159,7; 154,4; 142,6; 129,5; 125,5; 119,6;
113,6; 112,3; 111,3; 110,6; 102,3; 100,5; 56,3; 55,3; 36,0. HRMS (ESI*): m/z calculado
para: C2sH2309 [(M+H)]*: 503,1342; obtido: 503,1334.
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3,3'-[(3-hidroxifenil)metileno]bis[4-hidroxi-2H-1-benzopiran-2-ona] (162e)

(LSPN1111):"%% A purificagdo foi conduzida em coluna

cromatografica com a mistura de acetato de etila/lhexano 8:2
como fase mével. O produto foi obtido na forma de um sélido rosa
com 71% de rendimento (76,8 mg; 0,11 mmol). RMN 'H (400
MHz, DMSO-d¢) &: 8,92 (s, 1H), 7,82 (dd, J = 7,8; 1,5 Hz, 2H),
7,55 -7,47 (m, 3H), 7,24 (dd, J = 14,6; 7,6 Hz, 5H), 6,93 (t, J = 7,8 Hz, 1H), 6,56 (s,
1H), 6,52 (d, J=7,8 Hz, 1H), 6,45 (dd, J=7,9; 2,2 Hz, 1H), 6,19 (s, 1H). HRMS (ESI*):
m/z calculado para: C2sH1607 [(M+H)]*: 429,0974; obtido: 429,0961.

3,3'-[(4-cianofenil)metileno]bis[4-hidroxi-2H-1-benzopiran-2-ona] (162f)

(LSPN1112):"% A purificagdo foi conduzida por recristalizagao
simples em etanol. O produto foi obtido na forma de um sélido
branco com 40% de rendimento (43,7 mg; 0,09 mmol). FT-IV
(ATR, cm™): 2922, 2613, 1651, 1604, 1566, 1348, 1309, 1097,
763. RMN 'H (400 MHz, DMSO-ds) &: 7,86 (dd, J = 7,9; 1,5 Hz;

2H), 7,66 (d, J = 8,4 Hz, 2H), 7,57 (ddd, J = 8,7; 7,3; 1,6 Hz, 2H), 7,36 — 7,25 (m, 6H),
6,99 (sl, 2H), 6,35 (s, 1H).

5.5. Ensaios enzimaticos
5.5.1.SARS-CoV-2:
5.5.1.1. PLpro:™°

Os ensaios enzimaticos de inibicdo foram conduzidos com base em um
ensaio de atividade previamente padronizado pelo grupo do Prof. Dr. Rafael Guido
(IFSC/USP). A atividade enzimatica da protease PLpro foi medida utilizando-se um
substrato peptidico especifico para o sistema de ensaios FRET (Fluorescence
Resonance Energy Transfer). Esse método possibilitou uma anadlise precisa de
interagdes moleculares em escala nanométrica, sendo ideal para estudos de atividade

proteolitica em tempo real.
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Para os ensaios de inibicdo, uma concentragao final de 20 yM do
substrato FRET-peptide Abz-TLKGG APIKEDDPS-EDDnp, 70 nM da enzima PLpro, e
os potenciais inibidores em concentragdes variando entre 10 e 200 uM. A reacgao foi
realizada em tampéo de reacédo (50 mM HEPES pH 7,5, 5 mM DTT, 0,01% Triton).
Cada ensaio foi executado em microplacas ELISA de fundo chato, brancas ou pretas,
com volumes de reacédo de 100 uL para placas de 96 pogos ou 50 pL para placas de
384 pocos, em duas etapas. Na primeira etapa, incubamos metade do volume de
reacado contendo a concentragéo final de cada potencial inibidor (diluido em DMSO,
limitado a 1% do volume total de reagéo) e a concentracéo final da proteina a 37 °C por
30 minutos. Apds a incubacgao, adicionamos a outra metade do volume de reagao
contendo o substrato na concentragdo final. Ambas as etapas foram realizadas em
tampéao de reagéao, e a atividade enzimatica foi imediatamente medida pela emissao de
fluorescéncia em leitor de microplacas SpectraMax Gemini EM (A excitagdo/emissao de
320/420 nm), com leituras a cada 30 s durante 30 minutos. Para identificar possiveis
compostos inibidores da atividade proteolitica, foram subtraidas de todas as reagdes a
média de leitura do controle branco e utilizamos a média do controle positivo como 100%
de atividade. Os valores das outras reacdes foram expressos como atividade relativa em
relacdo ao controle. Subtraindo a atividade relativa de 100, foram obtidos a porcentagem
de inibigcdo para cada composto. Esses ensaios foram realizados em duplicata e o erro
associado foi calculado.

Para compostos com inibicdo satisfatéria e que nao apresentaram
emissao ou inibigdo de fluorescéncia do ensaio, foram determinadas a concentragao
média de inibi¢cdo e curva de dose-resposta (ICso0). Para as medidas de ICso, 0s ensaios
de inibicdo foram realizados nas mesmas condicdes de concentracdo de proteina,
substrato e tampao descritas para o ensaio de atividade, também em duas etapas, com
incubacado da proteina com o ligante seguida de adicdo do substrato e leitura da
fluorescéncia. Os inibidores pré-selecionados foram diluidos de forma seriada com
razao -, partindo de aproximadamente 4 vezes a concentragao testada anteriormente.
A diluicdo do composto foi feita em DMSO, incluindo controles de reagdo com o mesmo
volume de DMSO sem inibidor e controles de fluorescéncia basal com a maior

concentracao de ligante sem proteina. As leituras de fluorescéncia foram realizadas em
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microplacas ELISA de fundo chato, brancas ou pretas, com o0 mesmo volume de reagao
descrito anteriormente, em leitor SpectraMax Gemini EM nas mesmas condigdes de A
excitagao/emissado, a cada 30 s por 30 minutos a 37 °C. Todos os ensaios foram
realizados em triplicata, derivando as velocidades iniciais da inclinagao da fase linear
de cada reacao, descontando a fluorescéncia meédia das reacdes brancas e utilizando
os controles de DMSO como atividade total. O grafico de inibigdo e o valor de ICso foram
obtidos aplicando o modelo de inibicdo de dose-resposta com curva variavel (4
parametros), ajuste ndo-linear e fungéo de Hill 1, usando o software GraphPad Prism
8.4.3.

5.5.1.2. Mpro:'®

Foram realizados seguindo o mesmo protocolo em duas etapas e
utilizando um substrato peptidico especifico para Mpro do tipo FRET, conforme
reportado para a PLpro.

Apenas as condicbes especificas para a enzima Mpro foram alteradas.
Sendo assim, uma concentragao final de 20 uM do substrato FRET DABCYL-KTSAVLQ
| SGFRKM-E (EDANS) -NH2 (Creative Biolabs), 0,015 uyM da proteina Mpro, e os
potenciais inibidores em concentragbes variando de 10 a 200 uyM. A reagao foi
conduzida em tampao de reagao (20 mM Tris pH 7,3, 1 mM EDTA, 1 mM DTT, 0,01%
Triton X-100) e incubada com cada potencial inibidor a 37 °C por 10 minutos. Apés a
incubacado, o substrato foi adicionado, e a atividade enzimatica foi medida pela
fluorescéncia em leitor de microplacas SpectraMax Gemini EM (A excitagao / A emissao
de 360/460 nm) a cada 30 s, durante 30 minutos. Todos os compostos que mostraram
inibigdo superior a 60%, em relagdo a atividade da enzima nativa foram submetidos a
ensaios de ICso.

Para a determinagédo dos valores ICso, foi adotado o mesmo protocolo
descrito anteriormente para a PLpro, contudo adaptado para as condigdes especificas
de Mpro. Diferentes amostras de reacdo foram pré-incubadas com concentragdes
variadas dos inibidores pré-selecionados (série %, partindo de 4x da concentragao
testada em ponto unico) a 37 °C por 10 minutos. Os inibidores foram diluidos em DMSO,
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e reacodes controle, contendo o mesmo volume de DMSO na auséncia do inibidor, foram
realizadas na presenga da proteina. Os célculos foram realizados conforme descrito
para a PLpro. Todos os ensaios foram realizados em triplicata, e as velocidades iniciais

foram derivadas da inclinagao da fase linear de cada reacao.

5.5.2. ZIKV
5.5.2.1. NS2B-NS3Pro

Para a avaliagéo do potencial inibitério dos compostos, 5 yL de enzima foi
adicionado a 84 uL de tampao de reagao (Tris 20 mM, pH 8,5; Triton X 100 0,01 % e
10% de glicerol) para concentragao final de 8 nM. 1 pL de cada composto diluidos
previamente a 20 mM em 100% de DMSO foi adicionado a mistura para concentragao
final de 200 uM, seguido de um periodo de 30 minutos de incubagéo a 8 °C. Apds esse
periodo, 10 yL de substrato (Bz-nKRR-AMC) (A excitacdo = 380 nm, A emisséo = 460
nm) a 300 uM foi adicionado para o inicio da reagao.

Para a determinagéo dos valores de 1Cso dos compostos que exibiram
atividade inibitoria significativa no ensaio anterior, foram realizados ensaios de
concentracio-resposta para cada um, a partir de diluicbes seriadas.

Para isso, a enzima foi diluida em tampao de reacao (Tris 20 mM, pH 8,5;
Triton X 100 0,01 % e 10% de Glicerol) para a concentracao final de 8 nM, seguido da
adicdo de 1 pL de uma diluicao seriada de 10 pontos de composto iniciando a 20 mM
em 100% de DMSO. A mistura foi incubada por 30 minutos a 8 °C, tempo necessario
para que a interagdo enzima-composto acontecesse. Apds esse periodo, 10 pyL de
substrato (Bz-nKRR-AMC) (A excitagdo = 380 nm, A emissdo = 460 nm) a 300 uM foi

adicionado para iniciar a reacao.
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