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RESUMO

Céancer € um termo usado para doengas em que células anormais se dividem sem
controle e séo capazes de invadir outros tecidos, podendo se espalhar para lugares distantes no
corpo através dos sistemas sanguineos e linfaticos por um processo conhecido como
metastase, sendo considerado pela Organizacdo Mundial da Satide um dos maiores problemas
de saude enfrentados pela humanidade neste século. A Hsp90 (Heat Shock Proteins — 90kD) é
considerada hoje como um possivel alvo terapéutico no tratamento contra o cancer. Esta
enzima possui um papel muito importante no desenvolvimento de processos tumorais das
células porque a mesma esté presente em todas as organelas e é estavel, além de corresponder
a 1-2% do contetdo protéico celular, podendo chegar a 6% em nivel de estresse. Dessa forma,
a presente dissertacdo propde o planejamento e a sintese de uma série de analogos ao
novobiocin (24), pois é um inibidor desta enzima ja descrito na literatura. A série aqui
descrita é da classe das diidropirimidin-2(1H)-onas e foi planejada através de hibridacdo
molecular deste nucleo com a subunidade cumarinica do novobiocin. Ambos 0s nlcleos séo
comprovadamente ativos sobre linhagens de células tumorais. Portanto este trabalho tem
como objetivo estudar o processo de sintese das diidropirimidin-2(1H)-onas planejadas como
inibidoras da Hsp90, seu escopo reacional e avaliar suas propriedades de fluorescéncia como
possiveis marcadores celulares. A serie foi sintetizada através da reacdo multicomponente de
Biginelli, utilizando ureias (50a-b), aldeidos aromaticos (Ar a-n), beta-cetoésteres
cumarinicos sintetizados previamente (105a-b), HCI como catalisador. Toda a serie foi
caracterizada por métodos fisicos e quimicos de analise. Este é o primeiro relato de adutos de
Biginelli contendo um ndcleo cumarinico e o seu mecanismo reacional multicomponente
parece curiosamente passar através de um intermediario de Knoevenagel, que foi considerado
improvavel pela literatura. A biblioteca de diidropirimidin-2(1H)-onas foi obtida com
rendimentos de baixos a excelentes (25-99%), tendo sua estrutura final confirmada, também,
por estudos de difracdo de raios-X. Analises fotofisicas de alguns compostos, em diferentes
solventes, mostraram bons deslocamentos de Stokes em agua, que estdo associados a um
processo conhecido como transferéncia interna de carga (ICT) que, junto com a determinacao
de seu pKa, fazem destes compostos um bom ponto de partida para novas sondas quimicas e
biologicas, bem como indicadores de pH.

PALAVRAS-CHAVE: Cancer, diidropirimidin-2(1H)-onas, Hsp-90, novobiocin, reacéo
multicomponente de Biginelli.



ABSTRACT

Cancer is a term used for diseases in which abnormal cells divide without control and
are able to invade other tissues and can be spread to distant locations in the body through
blood and lymph systems through a process known as metastasis, been considered by the
World Health Organization as one of the biggest health problems facing humanity at this
century. Hsp90 (Heat Shock Proteins — 90kD) is considered today as one possible therapeutic
target in cancer treatment. This enzyme has an important role in the development of tumor
cells processes because it is stable, and is present in all organelles, corresponding to 1-2% of
the cellular protein content, reaching to 6% stress in stress level. Thus, this work proposes the
design and synthesis of a series of novobiocin (24) analogs, and it is known as inhibitor of this
enzyme. The molecules described herein belong to the class of dihydropyrimidin-2(1H)-one
and was designed by molecular hybridization of this core with coumarin subunit of
novobiocin, both compounds have proved activity on tumor cell lines. Therefore this work
aims to study the process of synthesis of diidropirimidin-2(1H)-ones planned as inhibitors of
Hsp90, its reaction scope and evaluate their fluorescence properties as possible cellular
markers. The series was synthesized by multicomponent Biginelli reaction, using ureas (50a-
b), aromatic aldehydes (Ar a-n), coumarin beta-ketoesters previously synthesized (105a-b)
and HCI as catalyst. All compounds were characterized by physical and chemical methods of
analysis. This is the first report of Biginelli adducts bearing a coumarin nucleus in the -
ketoester moiety and their MCR mechanism seems to pass through a Knoevenagel
intermediate, which was considered as unlikely before. A chemical library of
dihydropyrimidin-2(1H)-one was obtained with low to excellent yields (25-99%), with its
final structure confirmed also by studies of X-ray diffraction. Photophysical analyses of
representative compounds in different solvents show good Stokes shifts in water that are
associated to a postulated ICT process which, along with the determination of their pKa, make
these compounds a good start point for new chemical and biological probes as well as useful
pH indicators.

KEYWORDS: Cancer, dihydropyrimidin-2(1H)-one, Hsp-90, novobiocin, Biginelli
multicomponent reaction.
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Myt1 — fator de transcricdo de mielina 1

NCI EUA — Instituto Nacional do Cancer Americano (National Cancer Institute)
NOESY — Nuclear Overhauser Effect Spectroscopy

NRTKSs — proteinas tirosina kinases ndo receptoras

P.F. — ponto de fuséo

PDB — Protein Data Bank

PDGFR - receptor do fator de crescimento derivado das plaquetas
Phe — aminoécido fenilalanina

ppm — partes por milh&o

PTKSs — proteinas tirosina kinase

Raf-1 — proteina tirosina kinase retificada pelo oncogene Raf-1
Raji — linfoma de Burkitt

RIP — proteina inativadora de ribosomas

RMCs — reagdes multicomponentes (MCR - multicomponent reactions)
RMN - ressonancia magnética nuclear

RNA — acido ribonucleico (ribonucleic acid)

RTKSs — proteina tirosina kinase receptoras

SAR - Relacéo estrutura-atividade (structure-activity relationship)
SkBr3 — Sloan-Kettering Cancer Center

SKOV-3 — adenocarcinoma

Src — proteina tirosina kinase retificada pelo oncogene Src

Syk — tirosina quinase esplénica

Thr — aminoécido treonina

TKis — inibidores de tirosina quinase
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UV — Ultravioleta
VEGFR — receptor do fator de crescimento do endotélio vascular

Weel — Mitosis inhibitor protein kinase
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1. Introdugéo
1.1. O cancer

Céancer € um termo usado para doengas em que células anormais se dividem sem
controle e s&o capazes de invadir outros tecidos, podendo se espalhar para lugares distantes no
corpo através dos sistemas sanguineos e linfaticos por um processo conhecido como
metastase (KATZUNG, 1994; JAIN, 1994).

O céncer nao pode ser classificado como apenas uma doenga. Existem na verdade
mais de 100 tipos diferentes de canceres e a maioria sdo nomeados de acordo com o 6rgéo ou
tipo de célula em que eles comecam, como por exemplo, o cancer de colon que afeta
primariamente o cdlon. Diferentes tipos de cancer podem ser agrupados em categorias mais
amplas, sendo que as principais incluem:

e Carcinoma — Tumor maligno desenvolvido a partir de células epiteliais,
glandulares ou do trofoblasto;

e Sarcoma — Neoplasia que atinge células da mesoderme, que podem atingir
0ss0s, cartilagens, gorduras, musculos, vasos sanguineos ou tecidos moles;

e Leucemia — Corresponde a um conjunto de neoplasias malignas que atingem o
sangue e possuem origem na medula 6ssea;

e Linfoma — Grupo de doencas neoplasicas do sistema linfatico que se originam
da proliferacéo clonal de linfocitos em qualquer estagio de maturacgéo;

e Mieloma — Neoplasia dos plasmdcitos que se caracteriza pela proliferacdo
excessiva de plasmocitos malignos; e

e Canceres do sistema nervoso central.

Todos os canceres comecam nas células, a unidade basica de vida do corpo (NCI EUA, 2014).

Para se tentar compreender o cancer € Gtil saber como e quando as células normais se
tornam células cancerosas. O corpo humano, assim como de outros animais, € composto de
inimeros tipos de células diferentes. Estas células crescem e se dividem de forma controlada
para produzir outras novas células para manutencdo de um corpo saudavel e executar as
atividades de todo o organismo. Quando estas células se tornam velhas ou “danificadas”, elas

morrem e sdo substituidas por novas células, processo chamado de apoptose (Figura 1).
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Figura 1. Desenvolvimento do cancer: células normais que ap0s alteracdes genética perdem o controle

proliferativo e invadem tecidos e érgaos. Adaptado de HARBER, 2000.

No entanto, este processo tdo bem organizado pode falhar. O material genético (DNA)
de uma célula pode tornar-se danificado ou alterado, produzindo mutacdes que afetam o
crescimento de células normais. Quando isso acontece, as celulas ndo morrem quando
deveriam e novas células se formam quando o organismo nédo precisa delas. As células extras
podem formar uma massa de tecido chamado tumor. A maioria das células normais no corpo
humano tem 46 cromossomos. No entanto, algumas celulas cancerosas podem ter mais de 100
cromossomos. Além disso, tal padrédo € inconsistente e células cancerosas podem ter nimeros
diferentes de cromossomos entre si (INCA, 2014).

No Brasil, a estimativa para o biénio 2014-2015, aponta para a ocorréncia de
aproximadamente 576 mil casos novos de cancer, incluindo os casos de pele ndo melanoma,
reforcando a magnitude do problema do céncer no pais. O cancer de pele do tipo ndo
melanoma (182 mil casos novos) sera 0 mais incidente na populacdo brasileira, seguido pelos
tumores de prostata (69 mil), mama feminina (57 mil), célon e reto (33 mil), pulméo (27 mil),
estdbmago (20 mil) e colo do Utero (15 mil). Em homens, os tipos mais incidentes serdo 0s
canceres de proéstata, pulmao, colon e reto, estdmago e cavidade oral; e, nas mulheres, os de

mama, colon e reto, colo do Gtero, pulm3o e glandula tireoide (Figura 2). E incontestavel que
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0 cancer € hoje, no Brasil, um problema de saude publica, cujo controle e prevencdo deverdo
ser priorizados em todas as regides, desde as mais desenvolvidas até as mais desiguais (INCA,
2014).

Localizagéo primaria casos % Localizacéo primaria casos %

Prostata 68.800 22,8% Homens Mulheres Mama Feminina 57.120 20,8%

Traqueia, Brénquio e Puimdo 16.400 5,4% Golon e Reto 17.530 6,4%

Colon e Reto 15.070 5,0% Colo do Utero 15.590 5,7%

Estémago 12.870 4,3% Traqueia, Bronquio e Puimdo  10.930 4,0%

Cavidade Oral 11.280 3,7% Glandula Tireoide 8.050 2,9%

Eséfago 8.010 2,6% Estémago 7.520 2.7%

Laringe 6.870 2,3% Corpo do Utero 5.900 2,2%

Bexiga 6.750 2,2% Qvério 5.680 2,1%

Leucemias 5.050 1,7% Linfoma nao Hodgkin 4.850 1,8%

Sistema Nervoso Central 4.960 1,6% Leucemias 4.320 1,6%

Figura 2. Distribuicdo proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes estimados para 2014-2015 por sexo,

exceto pele ndo melanoma (INCA, 2014).

1.2. O tratamento do cancer

A quimioterapia continua sendo o principal tratamento para doencas malignas
sistémicas, como o cancer, tendo como principais eventos desse tratamento a redugdo do
crescimento de vasos sanguineos, o bloqueio da divisdo celular e a indugdo de apoptose
(AHLES & SAYKIN, 2007; Figura 3). No entanto, alguns tumores sdo insensiveis a agentes
quimioterapicos e outros adquirem resisténcia aos mesmos. Diversos farmacos podem induzir
a apoptose através de vias de apoptose especificas e mutacdes Unicas que impedem a

apoptose, podem promover resisténcia aos mesmos (JOHNSTONE et al., 2002).
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Figura 3. Mecanismo de a¢8o da quimioterapia.

Um dos maiores problemas do tratamento do cancer com medicamentos se da pelo
fato das células cancerigenas serem muito parecidas com as células normais do organismo.
Diversos sdo os alvos da quimioterapia que, em geral, atua matando as células que estdo em
rapida multiplicacdo. Nesse sentido, essa abordagem terapéutica atua preferencialmente sobre
células cancerigenas, mas também acaba afetando qualquer tecido normal cujas células
apresentem caracteristica de rapida proliferacdo, como por exemplo a medula 6ssea, a mucosa
do tubo digestivo ou as células do bulbo capilar. Isso explica por que os agentes
quimioterapicos podem levar a queda dos componentes do sangue e a queda dos cabelos, por
exemplo (FERREIRA & ROCHA, 2010).

Duas classes terapéuticas de extrema importancia para o tratamento do cancer sdo 0s
agentes alquilantes e os inibidores de proteinas tirosinas quinases. O uso de agente
alquilantes, como o nome ja sugere, leva a alquilacdo das bases nitrogenadas do DNA,
originando entdo a fragmentacao das fitas do DNA por enzimas reparadoras, promovendo o0
pareamento incorreto de nucleotideos e também impossibilitando a separacdo das fitas de
DNA para replicacio (AVENDANO e MENENDEZ, 2008). Esta foi uma das primeiras
alternativas para o tratamento de alguns linfomas, tendo sua descoberta ocorrida ao acaso.
Durante um treinamento militar um grupo de pessoas foi exposto acidentalmente ao gas
mostarda (1) e através da contagem de leucocitos do sangue descobriu-se mais tarde que os
mesmos diminuiram. Na década de 40, muitos pacientes com linfoma avancado foram

tratados ndo mais com a inalacdo do gas, mas por administracdo intravenosa. Os resultados
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obtidos com o tratamento foram bons, porém temporarios devido a resisténcia desenvolvida
pelas células tumorais. Com isso, 0 gas mostarda (1) serviu de inspiracdo para pesquisas e
elaboracdo de outros agentes alquilantes, como as mostardas nitrogenadas (2-5; GILMAN,
1963; Figura 4).

/ %
CO,H

NH Cl
2 N/\/ o )OJ\
Melfalan
2 Cl Estramustina
Gas Mostarda Cl 3
S

© N/\/CI Metilcloroetanamina
Clorambucil H CI\/\N/\/CI

Figura 4. Gas mostarda e mostardas nitrogenadas utilizadas no tratamento do cancer como agentes alquilantes

das bases nitrogenadas do DNA.

Entre outros agentes alquilantes também sdo bastante utilizados os sulfatos alquilicos
(6-7), etil aminas (8-9) e as nitrosuréias (10-11). Tambéem s&o utilizados complexos de platina
que tem efeito metalante (12-13; AVENDANO e MENENDES, 2008; Figura 5).
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Figura 5. Agentes alquilantes mais cumuns: sulfonatos alquilicos, etilenaminas e nitrosuréias E os complexos de

platina com efeito metalante.

As proteinas tirosinas quinases (PTKs, Protein Tyrosine Kinases) sdo responsaveis

pela fosforilacdo e modulacdo da atividade enzimatica. As PTKs estdo relacionadas com

27



processos oncogénicos devido algumas PTKs-chave se encontrarem desreguladas em
tumores, mantendo a fosforilagdo, que leva os sinais de transdugdo a um estado
permanentemente ativado (AVILA e ROMEIRO, 2010). As PTKs séo geralmente divididas
em proteinas quinases receptores (RTKs, Receptor Tyrosine Kinases) e proteinas quinases
ndo-receptores (NRTKSs, Non-Receptor Tyrosine Kinases). Exemplos de RTKSs séo o receptor
de insulina e receptores de fatores de crescimento (GFRs), como o receptor do fator de
crescimento epidérmico (EGFR), receptor do fator de crescimento de fibroblastos (FGFR),
receptor do fator de crescimento derivado das plaquetas (PDGFR) e receptor do fator de
crescimento do endotélio vascular (VEGFR). Exemplos das PTKs ndo-receptores, que sao
componentes intracelulares, sdo as proteinas clientes Src, Jak, Abl, Fak, Fps, Csk, Syk e Btk
(Tabela 1; BENNASROUNE et al., 2004).

Na Figura 6 sdo apresentados alguns inibidores de tirosinas quinases (TKIs, Tyrosine
Kinase Inhibitors) com atividade antitumoral. Dentre os principais, o imatinibe (14) teve
grande destaque no tratamento da leucemia mieloide cronica (CML, Chronic Myeloid
Leukemia), marcando o inicio da era dos “-tinibes”, TKIs. Porém, a resisténcia associada ao
tratamento do cancer com este farmaco, que é um desafio na busca de novos TKIs, levou ao
aparecimento de inibidores de segunda, terceira e quarta geracdo, em geral tendo como alvo

mais de uma quinase, os chamados inibidores multi-quinases (14-17; AVILA e ROMEIRO,

2010).
N Imatinibe NH Q\
14 S Lapatinibe  Cl /\©
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N =0
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Figura 6. Inibidores de PTKs selecionados: Imatinibe (14), Lapatinibe (15), Canertinibe (16) e
Erlotinibe (17). 28




A interacdo do inibidor imatinibe (14) com o sitio do ATP das enzimas ocorre pois
tanto o farmaco em questdo quanto a prépria molécula de ATP (18) possuem um grupamento
essencial para esta interagdo, a sub-unidade amino-pirimidina (Figura 7A). A formacdo de
ligagdo de hidrogénio desta com um residuo de treonina (Thr 315) é essencial para a interagdo
entre estes ligantes e a enzima alvo (AVENDANO e MENENDES, 2008; Figura 7B).

Essencial para atividade

14

NH,

N Imatinibe
| )N/ . </Nj|\/§N
Nﬁ O O ATP N 2
AN HN K/N\ _O— N

O T
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|/N 0 O O O & THS
H H

OH OH
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R™™H N+ +N o R
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-l /'\
O R HN---------- O Thr315A
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R |
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Figura 7. A — Grupamento essencial para atividade sobre a PTK alvo para o Imatinibe (14) e ATP (18). B -
Principais interacdes entre Imatinibe e aminoacidos presentes no sitio de ligacdo com ATP, destacando a
interacdo do tipo ligacdo de hidrogénio entre o ligante e residuo de treonina na posicdo 315 (Adaptado de PDB
3K5V).
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1.3. Proteinas como alvo terapéutico do cancer

Os estudos sobre o proteoma revelaram que as “chaperonas moleculares” sdo uma
antiga e conservada classe de proteinas que orientam o enovelamento normal, disposi¢cdo
intracelular e o controle proteolitico de muitos dos principais reguladores do crescimento
celular, diferenciacdo e sobrevivéncia. Esta fungdo de guardids essenciais é subvertida durante
a oncogénese para permitir a transformagdo maligna e para facilitar uma evolugdo somatica
rapida. Farmacologicamente, 'subornar' o dever de uma proteina guardid e essencial como as
chaperonas parece oferecer uma estratégia Unica e promissora no tratamento do cancer
(WHITESELL et al., 2005).

1.4. HSP 90 e o Cancer

Devido a exposicdo a fatores interferentes, as células em muitos tecidos aumentam
drasticamente a producdo de um pequeno grupo de proteinas que sdo conhecidas como
proteinas de choque térmico ou “proteinas de estresse térmico” (do inglés, Heat Shock
Proteins - HSP). Ha cerca de 40 anos, muitos grupos de pesquisa vém estudando estas
proteinas e outras similares a elas, mostrando que se trata de uma classe de proteinas
expressas como ‘“chaperonas moleculares” (BORGES & RAMOS, 2005; TIROLI-CEPEDA
& RAMOS, 2011) e que, como sugere o termo do francés Chaperon (“dama de companhia”),
assistem o enovelamento protéico e previnem interacfes indesejaveis (WHITESELL et al.,
2005). As chaperonas, de maneira geral, ligam e estabilizam polipeptideos, facilitando seu
correto enovelamento, sem causar modificagdes na estrutura primaria das proteinas. As
chaperonas também participam da translocacdo de proteinas através de membranas e
organelas (HARTL & HAYER-HARTL, 2002), na entrega de substratos para proteélise e na
recuperacdo de proteinas agregadas (SANCHEZ & LINDQUIST, 2000). As principais
chaperonas moleculares sdo as Hsp’s 60/10, 70, 90 ¢ 100 (o numero representa o tamanho da
proteina em kDa). Por exemplo, a Hsp90 é uma chaperona de 90kDa (PDB, 2008). A figura 8

representa estas principais chaperonas e suas funcdes bioquimicas.
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Figura 8. Envolvimento de cada Hsp em suas fungdes especificas. Adaptado de: Mosser e Morimoto, 2004;

Borges e Ramos, 2005.

A Hsp90 possui um papel muito importante no desenvolvimento de processos
tumorais das células porque a mesma esta presente em todos os compartimentos celulares e é
estavel, além de corresponder a 1-2% de todas as proteinas que ndo sdo submetidas a estresse
celular, podendo chegar a 6% das proteinas em nivel de estresse. (SANGSTER &
QUEITSCH, 2005; LEOPOLDINO et al., 2012).

A Hsp90 atua na manutencdo da conformacdo, regulacdo e no trafego de uma
variedade de proteinas, denominadas proteinas clientes (ou substratos). Mais de 200 proteinas
clientes de Hsp90 ja foram identificadas em mamiferos como dependentes direta ou
indiretamente desta chaperona para o desempenho de suas funcdes celulares (Figura 9;
ECHEVERRIA et al., 2011) incluindo fatores de transcricdo, proteinas quinases, receptores
hormonais, e outras classes envolvidas em transducdo de sinais e em epigenética sendo,
portanto, extremamente importante para o ciclo celular, apoptose, e respostas adaptativas a
situacOes de estresse (CHIOSIS et al., 2012).
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Figura 9. A rede de interagdo de proteinas clientes da enzima Hsp90 citosélica humana. Adaptado de Da Silva e
Ramos, 2012.

Segundo Hanahan e Weinberg (2000), uma instabilidade genética ou um estresse
celular permite que a célula adquira seis caracteristicas associadas a maioria dos tumores em
que as proteinas clientes da Hsp90 estdo relacionadas (Tabela 1): auto-suficiéncia em sinais
de crescimento (BASSO et al., 2002); invasdo de outros tecidos e metastase (BELIAKOFF et
al., 2003); potencial replicativo ilimitado (EUSTACE et al., 2004); angiogénese (ISAACS et
al., 2002); insensibilidade a sinais de supressdo de crescimento (MUNSTER et al., 2002) e
resisténcia a apoptose (MALONEY & WORKMAN, 2002). Sendo assim a Hsp90 é
responsavel por ligar-se as suas proteinas clientes, estabilizando-as e fazendo com que suas
funcbes sejam executadas corretamente, contribuindo entdo para o processo de carcinogénese
e tornando-a um alvo terapéutico e de estudo contra o céncer (SPECENIER &
VERMORKEN, 2012).
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De fato, essas proteinas clientes citadas possuem participacdo em diversos tipos de
tumores, sendo que o aumento da expressao de Hsp90 é mais proeminente em canceres de

mama, melanoma, de pulmao e gastrointestinais (HONG et al., 2013).

Tabela 1. Caracteristicas das células tumorais e proteinas clientes da Hsp90 envolvidas.

Caracteristica Principais proteinas clientes
Autossuficiéncia em sinais de RTKSs, serina/treosina quinases, receptores de
crescimento horménio esteroide, Akt, ErbB2, Raf-1, EGFR
Invaséo de oytros tecidos e MMP2, c-Met
metastase
Potencial replicativo ilimitado hTERT
Angiogénese Hif-1lalfa, FAK, Akt
Insen3|b~|lldade a sinais de PIK, Weel, Mytl
supressao de crescimento
Resisténcia a apoptose Akt, RIP

1.5. HSP 90 — Estrutura e funcéo

As Hsp90 sdo proteinas de massa molecular entre 82-96 kDa que formam
homodimeros principalmente através da associacdes de seus 191 aminoacidos na regido C-
terminal (NEMOTO et al., 1995). Esta proteina possui trés subunidades, sendo elas: dominios
N-terminal, Central (M) e C-terminal.

O dominio N-terminal (DN), que possui aproximadamente 25 kDa, é 0 que possui um
sitio de ligacdo ao ATP, sendo o responsavel pela atividade ATPasica (hidrolise de ATP), que
gera a energia necessaria para o enovelamento das proteinas clientes. Uma sequéncia de
aminodacidos carregados de tamanho variavel separa o dominio N-terminal do dominio
Central (M), o que pode conferir certa flexibilidade entre esses dominios (WHITESILL et al.,
1994; YOUNG et al., 2001).

O dominio Central ou dominio M (DM) possui aproximadamente 35 kDa e possui a

funcdo de direcionar a hidrolise do ATP no dominio N-terminal através de uma interacdo de
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um residuo de arginina com um fosfato do ATP j& ligado a subunidade N. Este também pode
interagir com proteinas clientes e co-chaperonas (MEYER et al., 2003).

O dominio C-terminal (DC) é o menor dos trés dominios da Hsp90 com
aproximadamente 12 kDa, cuja funcéo € a dimerizacdo da Hsp90, além de possuir sitios de
ligacdo para co-chaperonas. Recentemente foi demonstrado que o dominio C-terminal é capaz
de assumir uma dindmica alternando entre estados abertos e fechados, sendo que durante a
hidrélise de ATP, o equilibrio esta deslocado para o estado aberto, mostrando uma completa
harmonia e cooperatividade entre os trés dominios da Hsp90 (RATZKE et al., 2010). A figura
10 mostra todas as subunidades responsaveis pela funcdo da Hsp90.
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lpy separados
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terminal
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separados

(pinca molecular)
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Figura 10. Estrutura e fungdo da Hsp90. Representacdo dos trés dominios, N-terminal (DN), Central (DM) e C-
terminal (DC); e ativacdo de proteina cliente dependente da hidrélise de ATP. (Modificada de HARTL et
al.,2011)
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1.6. Inibidores de HSP 90

Os inibidores da Hsp90 podem ser divididos em duas classes principais: inibidores do
dominio N-terminal e inibidores do dominio C-terminal.

O dominio N-terminal da Hsp90 é tido como alvo de inibicdo, pois este é o sitio de
hidrélise do ATP que gera energia para o enovelamento das proteinas clientes. Diversos
inibidores foram planejados como miméticos de ATP, visando a formacdo de um complexo
de inibicdo mais estavel com a enzima (BUCHNER, 1999).

Entretanto, foram os produtos naturais que forneceram os inibidores da unidade N-
terminal mais conhecidos, sendo o antibidtico geldanamicina (19) da classe das ansamicinas,
0 mais descrito. Quando ligado ao dominio N-terminal (Figura 11) este leva a degradacéo das
proteinas clientes através do proteassomo, uma vez que estas ndo sofrem mais o
enovelamento correto devido a inibigdo da Hsp90 (CHIOSIS et al., 2004; CALDERWOOD et
al., 2006). O alvo N-terminal tem sido extensamente estudado, sendo que em 2010
aproximadamente 17 protdtipos de inibidores se apresentavam em diversos estagios de
triagem clinica (JANIN, 2010) e atualmente varias classes quimicas foram descritas como
inibidores desta subunidade (BHAT et al.,2014; Figura 12). Entretanto, é necessario ter em
mente que inibidores do dominio N-terminal tém sido associados com toxicidade, limitando
seu uso no combate de tumores (DUERFELDT & BLAGG, 2010).

Figura 11. Representacdo da interacdo do DN-terminal com ATP e com o inibidor Geldanamicina,

respectivamente.
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Figura 12. Exemplos de inibidores do dominio N-terminal: Geldanamicina (19); NVP-HSP990 (20); BIIB028
(20; Fase 1); AT13387 (21; Fase 2); Ganetespib (23; Fase 3).
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Diferentemente dos inibidores do dominio N-terminal, os inibidores do dominio C-
terminal tem sido considerados promissores no tratamento de células tumorais por
apresentarem reduzidos efeitos colaterais, uma vez que este dominio ndo é conservado frente
a outras enzimas (CONDE et al., 2009) e sua inibicdo ndo leva a inducdo de resposta pro-
sobrevivéncia (BAGATELL et al., 2000). Sendo assim, do ponto de vista farmacoldgico é
mais interessante a busca de inibidores desta subunidade da enzima (BAGATELL et al.,
2000). O primeiro ligante do dominio C-terminal identificado foi 0 Novobiocin, 24 (Clsy =
700 uM frente a Hsp90), um antibiotico natural da classe das cumarinas, que inibe a
topoisomerase do tipo Il (Marcu et al., 2000) e diminui 0s niveis de algumas proteinas cliente
relacionadas a alguns tipos de cancer (MARCU et al., 2000), mostrando também a capacidade
de afetar a apoptose e a inibicdo da proliferacdo celular (SOTI et al., 2002).

Desde a descoberta do novobiocin (24), apenas alguns outros inibidores C-terminais
foram descritos, incluindo o taxol (25), cisplatina (8), epigalocatequina-3-galato (26; Figura
13) e analogos sintéticos estruturalmente relacionados ao novobiocin (serdo abordados mais a

frente).
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Figura 13. Exemplos de inibidores do dominio C-terminal: Taxol (25), Cisplatina (8), Epigalocatequina (26) e

em destague o Novobiocin (24).

Embora o modo de ligag&o dos inibidores do dominio N-terminal da Hsp90 tenha sido
bem definido (ROE et al., 1999), os elementos estruturais necessarios para a interacdo com o
dominio C-terminal ainda ndo estdo totalmente caracterizados, principalmente devido a falta
de uma estrutura cristalografica deste dominio. Um trabalho recente com o novobiocin
utilizando modelo de docking atraves de homologia molecular forneceu informacdes
adicionais sobre as variagdes estruturais do sitio de ligacdo deste a Hsp90. No entanto, a
grande liberdade conformacional desta chaperona flexivel ainda é uma grande limitacdo para
0 desenho racional de inibidores seletivos (MORONI et al., 2014; Figura 14).
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Figura 14. Modelagem molecular feita para o complexo novibiocin-Hsp90, através de um modelo homélogo de
hHsp90a. A — Homodimero da Hsp90 e ligagdo do novobiocin na interface dos dois monémeros. B — Interagfes
do novobiocin com os residuos de aminoacido. C — Superficie de acesso ao solvente e encaixe do ligante

novobiocin.

1.7. Novobiocin e cumarinas inibidoras da HSP 90

O Novobiocin € uma cumarina membro da mesma familia de antibidticos a qual
pertencem a cumermicina e o clorbiocin (Figura 15) e que manifesta uma forte atividade
antimicrobiana através da inibicdo da DNA girase B, mediada pela hidrolise de ATP (LEWIS
et al., 1996). Estes antibidticos sdo isolados a partir de varias espécies de Streptomyces e
todos possuem uma estrutura comum, a 3-amido-4-hidroxicumarina (BERGER & BATCHO,
1978; LANOQT et al., 2002). Devido ao fato do novobiocin atuar sobre o dominio de ligacédo
do ATP da DNA girase B da mesma forma que a geldanamicina e o radicicol, dois
antibioticos inibidores da Hsp90, Marcu e colaboradores (2000) levantaram a hipotese de que
0 novobiocin poderia também atuar sobre esta chaperona. De fato, a avaliacdo antitumoral
frente a células de cancer de mama SkBr3, que possuem alta expressdo da Hsp90,
demonstraram que esta cumarina era capaz de exercer atividade citotoxica. Atraves de

analises posteriores de Western blot, Marcu e colaboradores confirmaram que o novobiocin
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induz a degradacdo de enzimas dependentes da Hsp90 de uma forma dependente da
concentragéo.

Em contraste com outros inibidores da Hsp90, foi demonstrado que o novobiocin se
liga ao dominio C-terminal, revelando um local de ligacdo ndo reconhecido anteriormente, e,
talvez, uma nova oportunidade de se estudar o maquinario da Hsp90 (MARCU et al., 2000).
Porém, devido sua baixa poténcia contra células cancerigenas (Clsp = 700 uM; frente células
de cancer de mama SkBr3), é considerado um composto protétipo, mas ndo adequado para
fins terapéuticos (JOSEPH et al., 2006).
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Figura 15. Estruturas dos antibidticos, que atuam sobre proteinas clientes da Hsp90: Novobiocin (24);

Clorobiocin (27) e Cumermicina (28).

A partir desta descoberta iniciou-se, entdo, uma busca por analogos cumarinicos do
novobiocin mais potentes e seletivos.

Em 2005, a primeira tentativa de melhorar a atividade inibitéria do novobiocin contra
a Hsp90 foi relatada por Blagg e colaboradores. Estes autores exploraram o papel da sub-
unidade noviose ligada na posicdo 7 do anel cumarinico para a atividade biologica (Figura
16). O Composto 29, presente na figura 16, ndo possui uma hidroxila na posicdo 4 da
cumarina mas contem uma cadeia lateral N-acetil no lugar de uma benzamida, se mostrando

entdo mais ativo que o novobiocin, sendo identificado como um inibidor de Hsp90 que
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induziu a degradacdo de proteinas clientes com uma concentracdo 70 vezes menor do que a
do novobiocin (BLAGG et al., 2007; ANSAR et al., 2007). Em continuagdo, os estudos de
Blagg relataram que o composto 30 (Figura 16) provou ser um inibidor mais eficaz e seletivo
para Hsp90, levando a degradacdo das proteinas clientes ErbB2 e p53 (BURLISON et al.,
2006). Ja o andlogo 31, também mais potente em relacdo ao novobiocin, pode degradar as
proteinas Her2, Raf e Akt, com aumento de 2000 vezes na atividade bioldgica (Clso = 0,37
pHM) em SKBr3, uma linhagem de celulas tumorais (BURLISON et al., 2008; HUANG &
BLAGG, 2007; HASTINGS et al., 2008).
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Figura 16. Estruturas dos anélogos descritos por Blagg e colaboradores como inibidores da Hsp90 29-31.

Apesar dos relatos iniciais de modificacGes estruturais mantendo a noviose terem
levado a compostos bastante ativos como antitumorais, indicado a importancia desta
subunidade glicosidica, compostos relatados em trabalhos posteriores, sem essa subunidade
na posicdo 7 da cumarina (32-35; Figura 17), também se mostraram mais ativos que 0
novobiocin com Clsp proximos a 50pM para a mesma linhagem de células tumorais, a SKBr3
(LE BRAS et al., 2006 e 2007; RADANY 1 et al., 2008; HERNANDEZ et al., 2008).
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Figura 17. Analogos do novobiocin com atividade sobre a linhagem de células tumorais SKBr3 (32-34), e 35
com atividade pronunciada sobre a linhagem celular tumoral MCF-7.

Posteriormente, Zhao e colaboradores sintetizaram compostos (36-39) com uma
substituicdo do acgucar na posi¢do 7 por alquil aminas e observaram que a atividade biologica
frente as linhagens celulares SKBr3 e MCF-7 foram muito melhores do que os analogos com
a noviose (Figura 18). As Clsp variaram na faixa de 3-100 puM para derivados com a
subunidade glicosidica conservada enquanto que os derivados com alquil aminas
apresentaram Clso que variaram na faixa de 0,44-1,86 uM, demonstrando ent&o que o agucar

ndo seria essencial para a atividade (ZHAO et al., 2011).
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Figura 18. Compostos (36-39) mais potentes frente a Hsp90 da série de alquil aminas como substituintes na
posicdo 7 da sub-unidade cumarinica.

Com todas essas informacdes em maos, é possivel entdo tracar uma correlacdo entre
relacdo estrutura atividade com os compostos ja descritos. Nesses estudos foi observado que
na subunidade cumarinica (Figura 19) a presenca de uma amida secundaria na posicdo 3 €
importante para a atividade biolégica. Substituintes hidroxila na posicéo 4 do anel cumarinico
levam a perda de potencia, enquanto substituintes oxigenados na posicdo 6 e 8 aumentam
levemente a potencia de inibicdo da Hsp90. A noviose pode ser substituida por alquilaminas
para aumento de potencia. Curiosamente, o0 nacleo cumarinico parece ser importante por ser
um grupo planar e por deixar seus substituintes na posicdo 3 e 7 em distancias favoraveis a
interacdo com o0 DC da Hsp90 (ZHAO et al., 2011).
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Figura 19. Descricdo de relagdo estrutura atividade realizada para inibidores da Hsp90 contendo o nicleo

cumarinico.

Em termos sintéticos os trabalhos de Zhao mostram uma quantidade razoavel de reacdes
quimicas para a sintese de analogos do novobiocin contendo o nicleo cumarinico. Entretanto,
ndo ha uma descricdo do uso de reagdes multicomponentes para a obtencdo de analogos do
novobiocin. Em especifico, a reacdo tricomponente de Biginelli poderia ser de grande valia,
uma vez que permitiria unir a subunidade cumarinica, uma amida secundaria e uma cadeia
lateral aromatica, requisitos dos inibidores da Hsp90. Esse planejamento sintético sera melhor

detalhado nos objetivos desta dissertacdo de mestrado.

1.8. Reacbes Multicomponentes

Reacdes multicomponentes (RMCs) sdo, por definicdo, reacdes convergentes onde
trés ou mais reagentes de partida se organizam quimicamente para formar apenas um unico
produto que contem basicamente a maioria dos atomos das espécies reagentes (BATALHA,
2012). Essas reacBes podem ser comparadas a um quebra-cabeca, onde todos 0s reagentes ou

pecas se unem para formar um sé produto ou uma so6 peca (Figura 20).
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Figura 20. Exemplo de uma reacdo multicomponente, fazendo-se analogia com um quebra-cabeca (SLOBBE et
al., 2012).

Estas reacOes apresentam as seguintes vantagens sobre as reacdes tradicionais ou
lineares: alto poder de convergéncia (Figura 21), ambientalmente amigavel (quimica verde),
menor numero de etapas, materiais de partida disponiveis facilmente, possibilidade de
automacao, possibilidade de formacdo de bibliotecas de compostos com caracteristicas
estruturais de todos os reagentes e oOtima eficiéncia na formacdo de ligagdes quimicas
(ROCHA et al., 2008).
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Figura 21. Comparacio entre a sintese linear classica e a convergente (DOMLING et al., 2012).

As reacdes multicomponentes tém sua marca na gquimica medicinal, pois sdo uma
ferramenta extremamente Util e moderna na pesquisa e obtencdo de novos candidatos a

farmacos. Devido a sua aplicabilidade sintética sdo capazes de produzir compostos
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extremamente complexos estruturalmente, como alguns produtos naturais (TOURE & HALL,
2009), e altamente sofisticados (BATALHA et al., 2012). Estes tipos de reacdes podem gerar
moléculas contendo uma variedade de grupos funcionais, além de permitir a criacdo de novas
estruturas através de uma variacdo sisteméatica de reagentes, possibilitando produzir
bibliotecas de moléculas diversificadas e estruturalmente distintas, as quais podem apresentar
atividade bioldgica ou serem modificadas para tal fim (DOMLING et al., 2012).

Antes de se descobrir o amplo espectro de agéo biologia dos compostos obtidos e suas
vantagens sintéticas j& mencionadas, as RMCs ndo eram muito exploradas. Porém, nos
altimos anos, as mesmas se desenvolveram principalmente pela busca por moléculas
bioativas, tanto na industria farmacéutica quanto agroquimica (BIENAYME et al., 2000;
GANEM, 2009). A importancia e valoracdo crescente deste tipo de reacdo é claramente
notada consultando-se a base de dados SCOPUS utilizando-se a como palavra chave

“multicomponent reaction” no titulo e abstract® (Figura 22).
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Figura 22. Crescimento das publicacdes utilizando reacdes multicomponentes (1946-2014). *

1.9. Breve historico das RMCs

Varios procedimentos sintéticos foram propostos e tém sido aplicados com grande

eficiéncia em termos de RMC, principalmente as de compostos heterociclicos. No Esquema 1
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estdo representados exemplos destas RMCs em ordem cronoldgica. Esta evolucdo pdde ser
vista na literatura cientifica a partir de 1850 com a publicacdo da reacdo de Streker
(STRECKER, 1850). A partir de 1882 outras importantes reagdes foram reportadas como a
sintese de diidropiridinas de Hantzsch (HANTZSCH, 1882), as diidropririmidinonas de
Biginelli (BIGINELLI, 1893), a reagédo de Mannich (MANNICH, 1917), a reagdo de Passerini
(PASSERINI, 1921) e a reacao tetracomponente de Ugi (UGI, 1959).
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Esquema 1. Exemplos de RMCs em ordem cronoldgica de descobertas.
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1.10. Reagéo Tricomponente de Biginelli

No ano de 1983, o quimico italiano Pietro Biginelli foi o responsavel pelo
descobrimento de uma reacgdo tricomponente entre benzaldeido (49), ureia (50) e acetoacetato
de etila (48; BIGINELLI, 1893). A reacdo se procedeu sob refluxo em etanol e catalise acida
com HCI, gerando como produto uma 3,4-diidropirimidin-2(1H)-ona (DHPM, 43, Esquema 2
24). Tal procedimento sintético é conhecido atualmente como reacdo de Biginelli,
condensacédo de Biginelli ou sintese de diidropirimidinonas de Biginelli (KAPPE, 2000).

o o)
NH, o
EtO " oL H* , EtOH DHPM
EtO NH
o H,N™ 0 A | he 51
48 49 50

Esquema 2. Primeiro relato da reagéo de Biginelli.

A reacdo de Biginelli ndo se limita apenas aos reagentes relatados na primeira reagdo
descrita, podendo-se obter uma infinidade de DHPMs diferentes de acordo com a vasta
quantidade de substratos que podem ser empregados nesta reacao.

Os trés componentes podem ser variados na reacdo, porém o aldeido é que apresenta
maior variedade. De acordo com Kappe, a condensacdo de Biginelli funciona melhor com
aldeidos aromaticos, com substituintes em todas as posi¢cdes do anel. Aldeidos com grupos
retiradores e doadores de elétrons nas posicdes meta e para normalmente fornecem produtos
com melhores rendimentos. Para aldeidos contendo substituintes volumosos na posicao orto,
os rendimentos podem diminuir. Aldeidos heterociclicos, como furano, tiofeno, tiazolil e
anéis piridinicos também podem ser empregados, enquanto que o emprego de aldeidos
alifaticos fornece produtos em rendimentos de baixo a moderados (KAPPE, 2003).

O componente dicarbonilico pode ser variado e ndo se limita somente ao uso de
acetoacetatos de alquila (Figura 23). Beta-cetotioésteres, acetatos subtituidos, beta-dicetonas
cilicas e aciclicas sdo viaveis para a reacdo de Biginelli. Acetoamidas podem até substituir o
uso dos cetoésteres para produzir piridino-5-carboxamidas, porém com rendimentos inferiores
(KAPPE, 2003).
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Figura 23. Exemplos de alguns compostos 1,3-dicarbonilicos e anlogos utilizados na reacéo de

Biginelli.

A ureia é o componente da RMC de Biginelli que tem a maior restricdo em termos de
variacdo estrutural. A ureia pode ser trocada por ureias substituidas, tioureias, tioureias
substituidas e até mesmo guanidinas, tendo como desvantagem um acréscimo no tempo
reacional (Figura 24; KAPPE, 2003).

X 0 I
H,N” ONH, HoN” N7 HoN” Y07 H,NT ONH,
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H,N" N
H
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Figura 24. Uréias/tiouréias e guanidina utilizadas em reagdes de Biginelli.

1.11. Mecanismo de reacéo
A reacdo de Biginelli foi alvo de intensa investigacdo por parte de pesquisadores na

tentativa de explicar a interacdo tri-componente e varias propostas de mecanismo sdo

discutidas até hoje.
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A primeira proposta mecanistica da reacdo de Biginelli, foi a via enamina, estudada na
década de 1930 por Folkers e Johnson (Folkers & Johnson, 1933) os quais basearam suas

conclusdes em rendimento de reacéo e observacoes visuais (Esquema 3).

O O 0] H* 0
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Esquema 3. Mecanismo enamina para sintese de DHPMs proposto por Folkers.

Em 1973, a segunda proposta mecanistica foi sugerida por Sweet e Fissekis (1973).
Conhecido como mecanismo de Knovenagel (Esquema 4), esta via envolvia a reacdo entre
benzaldeido 49 e acetoacetato de etila 48 via condensacdo alddlica formando um carbocation

87 estavel que sofria posterior reacdo com uréia 50.
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Esquema 4. Mecanismo Knovenagel para sintese de DHPMs proposto por Sweet.

A formacdo do ion iminio foi proposta entdo em 1997 por Kappe (KAPPE, 1997;

Esquema 5) e constitui a explicagdo mais concisa na formacdo da DHPMs. A primeira

interacdo ocorre entre o benzaldeido 49 e a ureia 50 formando intermediario reativo do tipo

fon iminio 89. O intermediario formado reage com acetoacetato de etila 48 para formacédo de

51. Os dados obtidos por experimentos de RMN foram fundamentais para a aceitacdo da

proposta.
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Esquema 5. Mecanismo iminio para sintese de DHPMs proposto por Kappe.
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Recentemente De Souza e colaboradores (2009) caracterizaram, empregando técnica
de ESI-MS/MS, a formacdo de ion iminios referentes a reagdo de uréia com benzaldeido
numa reacdo de Biginelli, sem entretanto observar, num periodo menor do que 24h, a
formacdo de massa correspondente ao intermedidrio de Knoevenagel proposto por Sweet.
Este resultado veio a corroborar com 0 mecanismo proposto por Kappe, indicando que
realmente esta reacdo passa pela formacdo inicial do ion iminio, deixando de lado as outras

vias mecanisticas, enamina e Knoevenagel.

1.12. Aplicacéo Biologica das Diidropirimidinonas de Biginelli

A reacdo multicomponente de Biginelli tem ganhado espaco e chamado atencéo
devido ao amplo espectro de aplicacdo biologica dos produtos obtidos atraves desta reacéo.
Os adutos de Biginelli apresentam atividades promissoras, tais como antiproliferativas (90),
antibacterianas (91) e antifungica (92; ASHOK et al., 2007), anti-inflamatéria (93; KAPPE,
2000), antioxidante (94; STEFANI et al., 2006; ISMAILLI et al., 2008) alem da capacidade
de modular canais de célcio (95-97) e antagonistas de receptores adrenérgicos oia (98;
KAPPE, 2000). Podem também ser eficazes no tratamento de hipertensdo arterial (99-100;
ATWAL et al.,1990; ROVNYAK et al., 1992). Apesar de ndo serem sintéticos, alcaldides
marinhos contendo um nacleo DHPM, tais como a batzeladina B (101), isolados de vérias
espécies de esponjas marinhas, foram relatados como 0s primeiros produtos naturais de baixa
massa molecular capazes de inibir a ligacdo do HIV ao receptor gp-120 de células CDy,
atuando como um agente antiviral no tratamento na AIDS (PATIL et al., 1995). A Figura 25
mostra exemplos de compostos que possuem cada uma das atividades bioldgicas mencionadas

acima.
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Figura 25. DHPMs e suas diversas aplicacdes bioldgicas no tratamento de diversas doengas, como cancer,

hipertencéo, HIV, dentre outras.

52




Em 1999 foi relatador por Mayer e colaboradores uma DHPM, o monastrol (102;
Figura 31), como o primeiro inibidor especifico da enzima Kinesin Eg5 que é responsavel
pela mitose celular (MAYER et al., 1999; KAAN et al., 2010). A inibi¢do da proteina quinase
Eg5 € uma estratégia promissora no tratamento do cancer, pois se tonar vantajosa frente a
outros inibidores de mitose pois ndo apresenta efeitos neurotdxicos consideraveis (MULLER
et al., 2009). Com inspiragdo no monastrol (102), Kumar e colaboradores descreveram a
sintese e atividade antiproliferativa de adutos de Biginelli em estudos realizados com células
de tumor de mama (MCF-7). Os compostos avaliados neste trabalho (103; KUMAR et al.,
2009; Figura 31) mostraram percentual de citotoxidade na ordem de 7 a 79 % quando
empregados a 50 pg/mL. Pouco mais tarde Azizian e colaboradores relataram a atividade
antiproliferativa de bisdiidropirimidinonas (104). Os compostos foram testados contra células
de carcinoma cervical humano (HelLa), adenocarcinoma (SKOV-3), carcinoma de colon
humano (LS-180), céncer de mama (MCF-7) e linfoma de Burkitt (Raji). A
bisdiidropirimidona (104; Figura 26) foi a mais promissora dentre 0s compostos testados por
Azizian mostrando Clso de 26,4; 23,9; >100,0; 45,3 ¢ 32,9 uM para as linhagens Hela,
SKOV-3, LS-180, MCF-7 e Raji, respectivamente (AZIZIAN et al., 2010).
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Figura 26. DHPM inspiradas através na descoberta das propriedades antiproliferativas do Monastrol

(102) em células tumorais.

A promissora atividade antiproliferativa descrita para alguns adutos de Biginelli levou
0 nosso grupo de pesquisa (LaDMol-QM — Laboratorio de Diversidade Molecular e Quimica
Medicinal) a investigar o potencial dos adutos de Bigineli com o ndcleo cumarinico em

células tumorais e avaliacdo dos mesmos como sondas quimicas e biologicas.
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2. OBJETIVOS

2.1.  Objetivo Geral

Baseado em uma das linhas de pesquisa de nosso laboratério (LaDMol-QM —
Laboratério de Diversidade Molecular e Quimica Medicinal) que visa a identificacdo de
novos candidatos a farmacos anti-tumorais e a marcadores celulares por fluorescéncia,
objetivamos neste trabalho a constru¢cdo de uma quimioteca de Diidropirimidinonas,
explorando o uso do nucleo cumarinico. Desta forma, o objetivo geral deste trabalho foi
sintetizar e caracterizar, através de técnicas espectroscopicas, uma quimioteca de
diidropirimidinonas, analogas ao novobiocin (24), planejadas como inibidores da enzima
Hsp90, e avaliar suas propriedades de fluorescéncia para possiveis marcacdes celulares.

2.2.  Objetivos Especificos

o Sintetizar e purificar uma quimioteca de diidropirimidinonas ineditas analogas
ao novobiocin;

o Caracterizar por métodos espectroscopicos de infravermelho (1V), ressonancia
magnética nuclear de hidrogénio e carbono (RMN de ‘H e *3C) e espectrometria de
massas 0s produtos sintetizados;

o Determinar a via mecanistica que a reacdo de multicomponente de Biginelli
passa no caso de termos um composto dicarbonilico particular como o
betacetoéster cumarinico;

o Avaliar o perfil dos compostos sintetizados como sondas de fluorescéncia e

como marcadores de fluorescéncia para Hsp90; Uso destes como terandsticos.

2.3.  Planejamento Estrutural

O planejamento estrutural da série de Diidropirimidinonas foi baseado na técnica de
hibridacdo molecular. Esta hibridacdo dos grupos Diidropirimidinona e cumarina baseou-se
em dados da literatura que demonstram perfil farmacolégico como antitumoral para estes
nucleos em estudos farmacoldgicos in vivo e in vitro (Esquema 6). O ndcleo cumarinico foi

escolhido, pois este, como visto na introducdo, esta presente em diversos inibidores da Hsp-
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90. J4 a escolha da subunidade diidropirimidinona se deu, pois a mesma poderia ser
construida a partir de beta-cetoésteres de cumarinas, fornecendo outros requisitos estruturais
para a inibicdo da Hsp-90, uma amida secundaria e um anel aromético. (ZHAO et al., 2011;
Esquema 6).

Neste contexto, pretendeu-se realizar o estudo de identificacdo de novos candidatos a
farmacos anti-tumorais a partir da construgdo de uma quimioteca de 18 diidropririmidinonas
cumarinicas (106a-r), sendo quinze 7-OH-cumarinas (106a-0) e trés 7-N-dietil-cumarinas
(106p-r), variando-se a natureza dos anéis aromaticos ligados as subunidades
diidropirimidinona. A reacdo adotada para a sintese dos compostos foi a reacdo
multicomponente de Biginelli, que é capaz de unir as duas subunidades propostas neste

trabalho: diidropirimidinona e cumarinica.

A eleicdo dos anéis aromaticos para a construcdo da quimioteca foi planejada de
maneira racional tendo como objetivo investigar a relevancia da diversidade de interacoes
moleculares e propriedades fisico-quimicas (estereoeletrdnicas, aceptor/doador de ligacédo
hidrogénio e lipofilicidade) introduzidas pelas modificacdes propostas (Esquema 7).
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Esquema 6. Planejamento estrutural da série proposta.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Planejamento  Sintético e  Obtencdo da  Quimioteca  de
Diidropirimidinonas de Biginelli (106a-r)

A sintese dos compostos da quimioteca de diidropirimidinonas de Biginelli (106a-r)
foi baseada na analise retrossintética ilustrada no Esquema 7.

A andlise retrossintética, através de duas desconexdes C-N (etapa a) e uma
desconexdo (C-C), permitiu identificar os precursores aldeidos (Ar a-n), beta-cetoésteres
(105a-b) e (tio)uréias (50a-b) como compostos-chave para a sintese da quimioteca de
diidropirimidinonas (4a-r), explorando a condensacdo &cido-catalisada de aldeidos
aromaticos funcionalizados em Ar, (tio)ureias e betacetoésteres cumarinico numa reacdo

tricomponente de Biginelli.

Os benzaldeidos (Ar a-n) e as (tio)uréias (50a-b) selecionados para esta sintese
puderam ser adquiridos comercialmente. Por sua vez, os betacetoésteres cumarinicos (105a-
b), que ndo sdo comerciais, foram ser sintetizados. Através da andlise retrossintética do
composto 105a-b podemos observar na etapa b uma desconexdo C=C e uma C-O, que
permitiu identificar como precursores seus salicilaldeidos correspondentes (107a-b), que apos
uma reacdo de Knovenagel com 3-oxopentanodioato de dietila (108), explorando a
substituicdo nucleofilica a carbonila com catalise basica, originaram 0s betacetoésteres

pretendidos.
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Esquema 7. Andlise retrossintética para obtencao da quimioteca de Diidropirimidinonas de Biginelli (106a-r)

3.1.1 Sintese dos Betacetoesteres (105a-b)

O emprego de metodologia descrita por Barrio e colaboradores nos permitiu obter os
betacetoésteres (105a-b), em 66-86% de rendimento isolado, diretamente a partir dos
precursores aldeidicos correspondentes (107a-b) (BARRIO et al., 2005). Normalmente esta
reacdo se procede com o uso de salicilaldeidos, 3-oxopentanodioato de dietila (108) e uma
base organica, utilizando-se etanol como solvente, passando por um mecanismo do tipo
Knoevenagel (BARRIO et al., 2005). A otimizacdo das condigdes reacionais, bem como seus
rendimentos serdo abordadas adiante.

A necessidade do uso da base organica nesta reacdo se deve a formacdo de um
carbanion como intermediario (111), o que acontece na primeira etapa do mecanismo. Em
seguida, este carbanion (111) atua como nucleéfilo na segunda etapa reacional, atacando a

carbonila do salicilaldeido (107a-b) numa reacdo de condensacdo alddlica. O uso da
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piperidina se da, pois a mesma é basica o suficiente para desprotonar o hidrogénio do carbono
alfa-carbonilico do 3-oxopentanodioato de dietila (108) na primeira etapa, assim como o fenol
do salicilaldeido (em 112), levando ao seu fenoxido correspondente (113). Este fendxido, na
etapa seguinte do mecanismo, faz uma substituicdo nucleofilica acilica intramolecular ao
éster, seguida de uma desidratacdo (115) que origina o ndcleo cumarinico (105a-b). A base
normalmente é utilizada em quantidades cataliticas, pois a mesma deve participar de todas as
etapas do mecanismo sendo sempre regenerada como demonstrado no Esquema 8.
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Esquema 8. A — Esquema reacional. B — Mecanismo proposto para a formacéao dos betacetoésteres (105a-b).

A formacdo dos beta-cetoésteres cumarinicos (105a-b) foi confirmada através de

analises de RMN *H e *3C. A Figura 27 ilustra alguns dos principais sinais de RMN *H para o
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betacetoéster (105a) formado. Podemos observar a presenga de um sinal simpleto, em 8,72
ppm para 105a e 8,56 para 105b (anexo S5), com integracdo referente a um hidrogénio,
correspondendo ao hidrogénio da subunidade cromenona, que é o principal indicativo da
formacdo de uma ligagdo C=C que ndo existia nesta posicdo em nenhum dos reagentes de
partida. Ademais, seu deslocamento para campo mais baixo se destaca em relagdo aos outros
sinais da cromemenona e é caracteristico devido a proximidade de duas carbonilas. O
deslocamento quimico no espectro de RMN de **C mostra um sinal referente e este CH numa
faixa entre 148,70 (para 105b, anexo S5) e 149,29 (para 105a, Figura 27) ppm.

Também podemos destacar os sinais simpletos com integracdo para dois hidrogénios
variando entre 3,94 (105b, anexo S5) e 4,00 (105a, Figura 27) ppm, e 48,76 (105b) e 48,73
(105a) nos espectros de *3C, referentes ao metileno alfa-dicarbonilico presente na subunidade
ceto-éster, confirmando a obtengdo da molécula 105a-b (Figura 27).
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Figura 27. Atribuicdo dos principais sinais do espectro de RMN de *H e *3C (500 e 125 MHz) dos compostos
105a em DMSO-d.
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No espectro no IV do composto 105a (Figura 28) foi observada uma banda alargada
em 3485 cm™ sendo esta banda caracteristica do estiramento do grupo —OH. A banda presente
em 3160 cm™ foi atribuida ao estiramento da ligagdo C-H de carbono sp? Em 1712 cm™
observou-se o estiramento do grupamento carbonila do grupo éster, enquanto que a banda
intensa em 1602 cm™ corresponde ao estiramento do grupamento carbonilico vizinho ao éster.
Observou-se ainda em 1274 cm™ uma banda intensa caracteristica do estiramento da ligacdo
C-O do grupamento éster da estrutura.
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Figura 28. Atribuicdo das principais bandas do espectro de IV em pastilha de KBr dos compostos 105a-b.

A Figura 29 mostra o espectro de massas do composto 105a, com fonte de ionizacao
negativa por eletronspray, o pico base foi detectado como m/z 275, e todos 0s outros picos séo

elucidados pela proposta de fragmentografia mostrada na figura.

3.1.2 Padronizacao e otimizacéo da sintese do betacetoéster 105a.

Para elaboracdo de uma sintese de melhor execucdo e obtencdo de melhores
rendimentos reacionais, foi necessario a padronizacdo e otimizacdo da sintese do composto

105a. Para tal, foram utilizadas diferentes bases e temperaturas reacionais. Diversos relatos da
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literatura indicam que esta sintese ocorre normalmente em refluxo, utilizando piperidina como

catalisador (BARRIO et al., 2005). Desta forma, foram realizados os testes de sintese de 105a

com estas condicOes reacionais e a mesma foi obtida em 79% de rendimento apds 4h. No

entanto, a reacdo apresentava alguns subprodutos de dificil separacdo que se mantinham no

produto isolado, os quais possivelmente eram oriundos da dimerizagcdo da cumarina com 0

salicilaldeido nestas condigdes reacionais (SPECHT et al., 1982; Figura 30).
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Figura 29. Atribuicdo dos principais picos do espectro de Massas ionizado por eletronspray do composto 105a.

Assim, optou-se por testar a mesma reacdo, mas a temperatura ambiente, o que acabou

levando a maiores rendimentos e menos impurezas, ap6s 24h de reacdo. Surpreendentemente

a sintese ainda pbde ser feita a baixas temperaturas (5°C, 48h), mas em menores rendimentos.
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Figura 30. Esquema reacional de dimerizacdo da cumarina em questdo. Adaptado de SPECHT et al., 1982.

No Brasil, a venda de piperidina comercial tem sido cada vez mais rigida e por isso
pensou-se no uso de morfolina como base catalitica. Com esta base e utilizando as condi¢Ges
otimizadas de 25°C e 24h, a reacdo funcionou bem levando a rendimentos satisfatérios de
76%, sendo uma alternativa a falta de piperidina no mercado nacional, mesmo possuindo
valor financeiro maior. Tentou-se também o uso de bases alifaticas como trietilamina e
dietilamina, mas as mesmas ndo levaram a bons rendimentos, o uso da trietilamina forneceu
apenas 20% de produto e a dietilamina ndo levou a qualquer formacdo do mesmo, indicando

que uma base ciclica seria mais adequada para esta sintese (Tabela 2).

Tabela 2. Otimizacdo das condi¢des reacionais.

107a-b @ O o o EtOH 1 1
d“ * QWQ Base. b I 1050, ke ﬁ|(_|Et)2
R OH Et Et R o "0
Teste Condicdes Reacionais % Rendimento 105a % Rendimento 105a
1 Piperidina (cat), refluxo, 4h 79° 65
2 Piperidina (cat), 25°C, 24h 86 66
3 Piperidina (cat), 5°C, 24h 61 Nd
4 Morfolina (cat), 25°C, 24h 76 Nd
5 EtsN (cat), 25°C, 24h 20 Nd
6 Et,NH (cat), 25°C, 24h 0 Nd

Presenca de impurezas; Nd — Ndo determinado.
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3.1.3 Sintese das Diidropirimidinonas - Padronizacao

Com os beta-cetoesteres em mdaos, 0 primeiro teste realizado para sintese das
diidropirimidinas de Biginelli com benzaldeido e uréia foi feito da forma cléssica como
descrito na literatura, fazendo o uso de uma gota de HCI como catalisador e etanol como
solvente a 75°C (SHARGHI & JOKAR, 2009). Entretanto, foi observado o aparecimento de
uma coloracdo avermelhada intensa na reacdo, indicando uma possivel degradacdo do anel
cumarinico que é sensivel a presenca de acidos e bases (MURRAY, 1978).

Devido a isso, decidiu-se investigar as melhores condi¢des reacionais para a formagéo
dos produtos pretendidos, analisando a natureza (organicos e inorganicos; acidos ou bases) e a
concentracdo dos catalisadores.

De fato, embora a observagdo por cromatografia em camada delgada (CCD) tenha
indicado a consumo total dos reagentes e a formacgdo de um produto levemente fluorescente,
uma mistura complexa e dificil de isolar apareceu na reacdo. Com base nesse resultado,
decidimos investigar as melhores condicdes reacionais para a obtencdo dos produtos de
Biginelli, usando a reacdo de obtencdo de 106a como modelo e analisando a formacdo dos
produtos apés 24h de reacdo a 75 C. Foram entdo utilizados diferentes catalisadores de
distintas naturezas, tais como acidos e bases, organicos e inorganicos, e também mudando as

suas concentracdes (Tabela 3).

Tabela 3. Otimizacéo das condi¢Bes reacionais para a obtencéo de 106a.

O Ar
O O o} o ee M
EtOH o NH
X O + H N — |
Mét @ HzN)J\NHz 75°C X H/&O
HO o~ o 24h
105a 49 50a HO 0" S0 106a
Teste Catalisador % Rendimento?
1 - Traco”
2 HCI (25 uL) 15
3 H,SO, (25 uL) 36
4 HCI (12,5 uL) 68
5 H,SO, (12,5 pL) 38
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6 ACOH (25 pL) Traco”
7 TFA (25 uL) Traco”
8 p-TsOH (0,1mol%) 59

9 CaF; (0,1mol%) Traco”
10 Cu(OAc); (0,1mol%) Traco®
11 CdCl, (0,1mol%) Traco”
12 PPhs (0,1mol1%) Traco”

% Rendimentos isolados apds 24 horas de reacdo. ° Pequena quantidade de produto 106a
formado, observado por cromatogramas de CLAE a 370 nm apds 24 horas de reacdo, porém apresentou

muitas impurezas.

Como esperado, a sintese de 106a é totalmente dependente da presenca de um
catalisador (Teste 1, Tabela 3; Folkers, 1933). No entanto, se na literatura uma grande
variedade de catalisadores pode ser utilizada para este fim, no nosso caso, a natureza e
concentracdo dos referidos catalisadores mudou drasticamente os rendimentos de formagéo do
produto de Biginelli 106a, onde em muitos casos sO foram observados tracos da
diidropirimidinona desejada.

As avaliagdes comecaram utilizando os catalisadores tradicionais, ou seja, 0s acidos
de Bronsted inorgéanicos HCI e H,SO, (Testes 2 e 3, Tabela 3). No entanto, diferentemente do
primeiro ensaio descrito, a concentracdo de acido (25uL / 2 mL) foi fixada. A analise por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) apos 24h indicou a formacéo de 106a e o
total consumo de 105a. Entretanto foram obtidos rendimentos isolados de baixos a razoaveis,

15 e 36%, provavelmente devido a presenca de outros produtos (Figura 31).
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Figura 31. Cromatogramas das reacbes de formacdo do produto 106a utilizando o beta-cetoéster 105a,

benzaldeido e uréia na presenca dos catalisadores indicados, por 24 horas. (A=370 nm, coluna C-18, eluida com
H,O/MeOH 1%); A — Uso de 25 pL de HCI concentrado em 2 mL de etanol; B — Uso de 25 uL de H,SO4
concentrado em 2 mL de etanol.

Tendo em mente a sensibilidade estrutural das cumarinas, a quantidade dos acidos
empregados foi reduzida e surpreendentemente os rendimentos foram maiores, especialmente
para HCI, resultando em uma reacdo bastante limpa. A reacdo também foi avaliada em tempos
menores, mas vimos que 24 horas era a melhor condicdo reacional, pois sempre observou-se
uma quantidade substancial do beta-cetoéster 105a em tempos menores (Figura 32). O uso de
irradiacdo microondas por 1h a 90°C também foi testado, mas os resultados foram bastante
semelhantes a aqueles obtidos sob aquecimento convencional na mesma temperatura e tempo

reacional.
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Figura 32. Cromatogramas das reacOes de formacdo do produto 106a utilizando o beta-cetoéster 105a,
benzaldeido e uréia na presenca dos catalisadores indicados, por 24 horas. (A=370 nm, coluna C-18, eluida com
H,O/MeOH 1%); A — Uso de 12,5 pL de HCI em 2 mL de etanol; B — Uso de 12,5 pL de H,SO4 em 2 mL de
etanol.

Aparentemente a forca do acido € importante para esta reacdo, uma vez que 0 uso de
acidos de Bronsted mais fracos, tais como acido acético e acido trifluoroacético, néo

conduziram a uma quantidade consideravel de 106a (Testes 6 e 7; Tabela 3).

O uso de acidos e bases de Lewis com diferentes naturezas, macios e duros, € comum
nesse tipo de rea¢do multicomponente (KAPPE, 2000). Entretanto, o uso destes catalisadores
em nosso caso levou a uma formacéo insignificante do produto 106a (Testes 9-12; Tabela 3),

0 que indica que ndo s6 a forca, mas também a natureza do catalisador é importante.
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Curiosamente no curso de todas as reacOes catalisadas por &cido de Lewis, por &cidos de
Bronsted e ndo catalisadas, observou-se por CCD o consumo parcial do beta-cetoéster de
partida e o aparecimento de um produto ndo detectado durante a reacdo com &cidos de
Bronsted fortes. A formagdo deste novo produto era dependente do tempo e das condicdes
reacionais. Nas reagdes catalisadas por &cidos e base de Lewis foi observada a presenca desta
nova espécie ja nas primeiras horas de reacdo, enquanto para as reacfes ndo catalisadas

somente apds 24h havia formagdo da mesma.

Como este produto ndo fora observado antes, postulamos que o mesmo poderia se
tratar de uma espécie intermedidria. De fato, a adicdo de 12,5 pL de HCI nas reacdes
catalisadas por &cido de Lewis conduziu ao desaparecimento deste novo composto e a
formacdo do produto de Biginelli 106a, corroborando a proposta de um intermediario
reacional. Embora este produto ndo tenha sido observado por CCD em rea¢des com &cidos
Bronsted fortes, analises por CLAE indicaram sua presenca em pequenas quantidades, sendo
totalmente consumido até ao final do tempo de reagéo, isto é, 24h.

O isolamento por CCD preparativa do intermediario e subsequente analise por RMN
'H e ¥C mostrou a presenca de um novo sinal caracteristico de benzilideno (simpleto) em
7,67 ppm e um sinal no espectro de carbono em 140,28 ppm referente a um metino. Ademais,
todos os sinais dos hidrogénios do sistema aromatico da cumarina e do benzaldeido de partida
estavam presentes, sem, no entanto a presenca de qualquer sinal da unidade proveniente da
ureia. Este entdo foi atribuido como um produto de uma condensacdo de Knoevenagel, 121
(Figura 33).

13436
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Figura 33. Atribuicdo dos principais sinais do espectro de RMN de 'H e *C (500 e 125 MHz) do
intermediario 121 em DMSO-ds. 67




O Esquema 9 mostra o mecanismo de formacédo deste intermediario reacional e o seu
consumo levando a formacdo do aduto de Biginelli final de nossa série de compostos. Na
primeira etapa, existe um equilibrio ceto-enolico da carbonila cetdnica vizinha ao éster. Apos
a formacdo do enol, o par de elétrons da hidroxila regenera a dupla ligagdo da carbonila e a
dupla ligacdo do enol faz um ataque nucleofilico a carbonila do aldeido aromético. Na
segunda etapa, pelo equilibrio no meio reacional, a hidroxila formada advinda do aldeido é
protonada, seguindo entdo por eliminagdo de agua e formacdo de um carbocétion benzilico.
Na terceira e ultima etapa uma molécula de &gua abstrai o hidrogénio acido entre as duas

carbonilas, levando assim a formacéo do aduto de Knovenagel.

A O Ar
O O benzaldeido 121 6 O et
“ . uréia Et  HCI o /’]‘\\H
£t Acido de Lewis O N H 0
HO 0" "0 EtOH, 75°c  HO o oo 106
105a Intermediario isolado a
B o 0O OH O
[soans i liveats
Et
HO o "0 HO o Yo 122
105a 123 /H
OH O e ®O\ i
H
( Et ‘\)|\ SN O,Et
~ o * Ar” TH OH
HO O (e}
HO o Yo \_/ Ar 124
122
(6] (6]
X - AN o/
@0 -
HO O OAr HO (6] (e} Ar
125 126

XN o Et
| 121
HO (@] (@] Al

r

Esquema 9. A — Esquema reacional. B — Mecanismo proposto para a formacdo do intermedidrio 121.

Adutos de Knoevenagel eram postulados como intermediarios da reacdo de Biginelli
antes de Kappe descrevé-los como improvaveis (KAPPE, 1997). No entanto, até hoje a

literatura sé explorou o uso de beta-cetoésteres alifaticos e aromaticos comuns. Entretanto, em
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nossas reacdes utilizamos um novo tipo de cumarina-beta-cetoéster que nunca havia sido
descrito antes para esta reacdo multicomponente e que, pelo menos parcialmente, passa por
um mecanismo de Knoevenagel. O mecanismo entdo proposto para reacdo de Biginelli
fazendo o uso do nucleo cumarinico, pode passar por uma reacdo de Knovenagel como ja
descrito acima. Apés a formacéo do intermediario carbocatidonico (126a-b), ha entdo o ataque
nucleofilico do par de elétrons do nitrogénio da uréia formando 3.5a para que apds uma

desidratacéo e eliminacdo de 4gua geram finalmente o produto de Biginelli (Esquema 10).
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O O o) ﬁ
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Esquema 10. A — Esquema reacional. B — Mecanismo proposto para a formacdo da série de
Diidropirimidinonas.
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3.1.4 Sintese da série de Diidropirimidinonas — Escopo reacional

Depois de todos os ajustes e usando as melhores condi¢des reacionais, ou seja, 12,5
pL de HCI como catalisador, visamos estudar o escopo da reagdo usando 0s beta-cetoésteres-
cumarinicos (105a e 105b); aldeidos de diferentes naturezas, como aromaticos ou
heteroaromaticos; e uréia ou tiouréia, levando entdo a constru¢do de uma quimioteca de novas
cumarinas de Biginelli. Na tabela 4 estdo descritos os produtos obtidos com seus respectivos

rendimentos, purezas e pontos de fusao.

Tabela 4. Escopo reacional, rendimentos da sintese cumarina diidropirimidinona e propriedades fisicas.

o O X 50a-b
X=0,S
h Et o H,N" NH,
R o~ o *
MH HCl (cat)
105a : R=OH EtOH, 75°C R

105b : R= N(Et),
LS § Y
. O,N X HOJ@/\OQ/ 5 0\/0 ?/o
‘ d 3 f 9
5 S 5, &
O o e O
h i i k | n r

Pureza Rend. p.f
Estrutura Pruduto HPLC (%) (%) (°C)
106a 99 68 219
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106b 96 73 124
106¢ 100 77 266
106d 98 80 141
106e 98 79 246
106f 100 81 249

71




1069 100 75 291
106h 95 99 131
106i 97 74 181
106j 99 90 129
106k 96 99 144
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106l 100 25 161
106m 100 25 151
106n 100 21 257
1060 96 61 164
106p 98 65 157
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106q 100 63 177

106r 97 58 96

Os compostos 106a-r foram obtidos com rendimentos de baixo a excelentes apds
purificacdo cromatografica. Normalmente produtos de Biginelli sdo isolados por precipitacdo
simples, porém no nosso caso ndo foi possivel devido a pequenas impurezas residuais
provenientes da degradacdo da subunidade cumarinica. Analisando o0 escopo reacional de
105a, € possivel assegurar que os aldeidos aromaticos sdo muito bem empregaveis neste tipo
de reacdo devido aos rendimentos variando de 68 até 99%, bem como 0 uso de tioureia
levando a uma diidropirimidin-2-(1H)-tiona (1060) em 61%. No entanto, a reacdo parece ser
muito sensivel ao uso de aldeidos heteroaromaticos. O derivado tiofenil mostra um excelente
rendimento de 99%, enquanto o tiazolil, o piridil e o 3-Br-2-piridil foram obtidos com
rendimentos proximos a 25%, pois estes sdo 0s Unicos a conter, na posicdo 2, um nitrogénio
sp? que poderia interferir na reacdo. As mesmas condicdes foram aplicadas a 105b, beta-
cetoéster com uma dietilamina na posi¢cdo 7 da cumarina, com trés aldeidos aromaticos
diferentes que mostraram resultados semelhantes (106p-r), embora tenham sido obtidos com

rendimentos um pouco mais baixos.

A formacdo das diidropirimidinonas 106a-r foi evidenciada através de analises por

espectroscopia de RMN de *H e de *C. Estes compostos apresentaram um sinal dupleto tipico
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na faixa de 5,2-5,4 ppm (d, 1H) com constante de acoplamento (J) variando na faixa de 2,8-
3,5 Hz, e um sinal no espectro de carbono na faixa de 53-55 ppm, para o CH originado a
partir da reacdo com a carbonila do aldeido. O hidrogénio de cromenona também pode ser
identificado como um simpleto variando na faixa de 7,8- 8,0 ppm e um sinal no espectro de
carbono na faixa entre 141-143 ppm (Figura 34).

145 140 135 130 61 59 57 55 &3
f1 (ppm) fl (ppm)

Figura 34. Atribuicdo dos principais sinais do espectro de RMN de *H e **C (400 e 100 MHz) de 106a em
DMSO-d6.

Visto que os produtos diidropirimidinénicos possuem mais do que um sistema
aromatico em sua estrutura, a determinacdo estrutural da série apresentou complexidade na
elucidacdo e atribuicdo inequivoca de todos os sinais de hidrogénio e carbono. Frente a isso,
foram realizados espectros de RMN de correlagcdo bidimensionais para correta atribuicdo dos

sinais observados nos espectros unidimensionais. Os espectros foram obtidos a partir da
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estrutura 106a, devido & sua maior disponibilidade quantitativa e igualdade dos nucleos da
série.

Com o propésito de se determinar acoplamentos de hidrogénios proximos foi
realizado em espectro de RMN COSY (SILVERSTEIN et al., 2007) do produto 106a (Figura
35). Através deste, pdde-se verificar a interacdo entre o H16 e o NH15 (5,25 ppm — 7,87 ppm)
mostrando entdo especifico deste NH, fazendo distingdo do NH12 que ndo interage com o
H16, e que pdde apenas fazer um acoplamento em “W” com o proprio NH15 (7,87 ppm —
9,37 ppm). O H6 pdde acoplar com seu vizinho H5 por meio de trés ligacGes (6,84 ppm —
7,60 ppm).
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Figura 35. Espectro de RMN bidimensional COSY para o produto 106a. Acoplamento entre hidrogénios

proximos. Ampliacéo na regio de 4,90 — 9,60 ppm no espectro 1D de *H.

Através da atribuicdo dos sinais no espectro de hidrogénio descritos anteriormente foi
possivel determinar, no espectro de carbono, os sinais correspondentes aos carbonos ligados a

esses hidrogénios através de um experimento de HSQC. Este visualiza o acoplamento entre 0s
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nacleos de carbono e de hidrogénio presentes na estrutura do produto através de uma ligacao
covalente, J* (SILVERSTEIN et al., 2007).

A Figura 36 demonstra o espectro de HSQC para o espectro de hidrogénio no eixo
horizontal, e para o espetro de carbono no eixo vertical. Os acoplamentos do tipo J*
observados entre os hidrogénios e carbonos sdo descritos na Tabela 5.

H4 NH15 H24-H28 H22
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NH12 Hs| ' e, 8 H16
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Figura 36. Espectro de RMN bidimensional HSQC para o produto 106a. Acoplamento entre carbonos e

hidrogénios através de uma ligagéo covalente, J'.

Tabela 5. Principais acoplamentos (C-H) apresentados no espectro HSQC (J*) de 106a.

Acoplamento C-H 8'H (ppm) 8'*C (ppm)
C22-H22 0,86 14,08
C21-H21 3,84 59,92
C16-H16 5,25 54,60

C8-H8 6,79 102,44
C6-H6 6,84 113,93
C4-H4 7,97 142,29
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Os acoplamentos entre carbonos e hidrogénios do sistema aromatico podem ser

analisados melhor através de um ampliag&o do espectro de HMQC na regido de 6,6-8,3 ppm

do espectro de hidrogénio, e 110-165 ppm do espectro de carbono. Com essa ampliacdo entdo

se pode atribuir os sinais dos hidrogénios acoplados a carbonos por meio de trés ligacdes,

como mostra a Figura 37 e Tabela 6.

Tabela 6. Principais acoplamentos (C-H) apresentados no espectro HMQC de 106a.

Acoplamento C-H J" 8'H (ppm) 8°C (ppm)
H4-C5 B 7,97 130,56
H4-C11 7 7,97 143,69
H4-C9 B 7,97 155,68
H4-C2 3 7,97 152,44
H5-C4 N 7,60 142,29
H5-C9 B 7,60 155,68
H5-C7 B 7,60 162,16
H6-C10 2 6,84 111,46
H8-C6 B 6,79 113,93

H24-C26 B 7,45 127,93
H25-C23 N 7,39 144,49
H25-C27 ? 7,39 128,96
H26-C24 B 7,30 127,93
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Figura 37. Espectro de RMN bidimensional HSQC para o produto 106a com ampliacdo na regido de 6,6-8,3
ppm do espectro de hidrogénio, e 110-165 ppm do espectro de carbono Acoplamento entre carbonos e

hidrogénios através de trés ligacdes covalentes, J°.

No espectro de 1V do composto 106a (Figura 38) foi observada uma banda alargada
em 3381 cm™ sendo esta banda caracteristica do estiramento do grupo —OH. A banda presente
em 2925 cm™ foi atribuida ao estiramento da ligagdo C-H de carbono sp?. Em 1695 cm™
observou-se o estiramento do grupamento carbonila do grupo éster e amida. Observou-se
ainda em 1224 cm™ uma banda intensa caracteristica do estiramento da ligacdo C-O do

grupamento éster da estrutura.
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Figura 38. Atribuicdo das principais bandas do espectro de IV em pastilha de KBr do composto 106a.
Por fim, a Figura 39 mostra o espectro de massas do composto 106a, com fonte de

ionizacdo negativa, o pico base foi detectado como m/z 405, e todos os outros picos foram

elucidados pela proposta de fragmentografia mostrada na figura.
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Figura 39. Atribuicdo dos principais picos do espectro de massas ionizado por eletronspray do composto 106a.

Com a elucidacéo estrutural feita pelos espectros bidimensionais para 0 composto 4a,

pdde-se atribuir correlacionar os sinais obtidos pelos espectros de RMN *H e **C para toda a

serie de cumarinas-diidropirimidinonas conforme demonstrado nas Tabelas 7-8.
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Tabela 7. Dados espectroscépicos de RMN de *H dos compostos 106a-r. Valores de & expressos em ppm.

1

NH™ R =0H, NEt),
X=0,S

X Ar = Arila/heteroarila

106 Ho | H5 | H6 | OM7 N(ED27 | M8 |NH12 NH15| H16 H21 H22 H24 H25 H26 H27 H28 26 | 25 |27
a 797 76 684 1071 - 679 937 1,87 525 382 086 745 739 13 739 745 - RE
b 802 7,6 68 1076 - 68 958 808 539 384 087 828 773 - 773 828 - e
c 79 76 685 1070 - 679 933 779 515 383 087 723 675 - 675723 i
d 797 76 68 1072 - 68 937 7,85 52 383 087 736 694 - 694 736 00 - .
(OCHy)
e 797 761 684 1072 - 679 94 7,89 521 384 086 68 - 7,04 7,61 7,04 OCH)
3
f 799 76 68 1072 - 679 94 7,85 517 384 086 698 - - 69 69 602(OCH0) | -
366 | 337
g 8 761 684 1074 - 679 943 788 519 38 088 686 - - - 68 (oo Sol
h 799 759 686 1072 - 679 944 7,93 524 383 086 746 721 - 721 746 - e
i 799 7.6 686 1074 - 679 947 7,95 5025 384 087 748 748 - 748 748 - e
j 796 759 684 - - 677 946 1,96 522 383 086 739 758 - 758 739 - E
Kk 789 758 681 - - 674 95 805 548 388 091 - 745708 7 - - e
|

7,9 | 7,64 6,84 10,71 - 6,78 958 | 815 |56 39 092 - 771779 - -



m 701 761!684] 10,7 ] 678 934 | 858 |531/384/086 - | 78732 78 746 -
- 7.05 761 684 10,77 i 678 948 795 527 384 08 - - 753 78 761 -
o 7.99 7.61 6,84 10,77 3 6,79 979 | 1056 528 385 085 7.42 7.42 7.42 7.42 742 -
0 783 749 673 - S46CH) o0l 906 787 522383 088 738 738 7.38 738 738 -
1,14 (CHy)
346 (CHy):; _ 3,75
q 7.82 7.49 6,74 Vo (or) 658 931 | 78 517 384 089 736 6.3 693 736 oorm)
r 758 729 658 - OA2CHI)l g ie 815 635 544 397 009 732 742 - 742 732 -
1,22 (CHy)
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Tabela 8. Dados espectroscépicos de RMN de **C dos compostos 106a-r. Valores de & expressos em ppm.

24

NH'™  R=0OH, NEt),
X=0,S
X Ar= Arila/heteroarila

R77™ 70”70 12
106 | C2 C3 C4 C5 C6 C7 C8 C9 Clo Cl1 Ci13 Cl6 C18  C21 C22 C23 @ C24 | C25 C26 Cc27 | C28
a | 152,44 | 199,55 142,29 | 130,56 | 113,93 | 162,16 102,44 155,68 | 111,46 143,69 159,12 | 54,60 | 164,88 59,92 | 14,05 | 144,49 124,05 128,96 127,93 | 128,96 124,05
b | 155,71 | 119,12 142,57 130,64 114,04 162,29 102,48 155,71 111,36 144,46 159,13 54,14 164,71 60,16 14,07 151,61 124,38 128,40 147,39 | 128,40 124,38
152,50 | 119,88 | 142,21 130,54 | 113,91 162,09 102,43 157,24 | 111,49 143,20 159,15 54,05 164,93 | 59,87 14,11 13508 128,24 11555 | 155,65 | 11555 12824
155,66
d | 152,48 119,62 | 142,26 130,57 | 113,92 162,12 | 102,44 159,11 111,47 143,40 159,15 53,94 164,91 59,91 14,11 136,66 128,24 114,27 5(5(,:5)6 114,27 128,24
(OCHs)
155,68
e | 152,47 119,51 | 142,26 130,59 | 113,95 162,23 | 102,44 159,18 | 111,42 145,89 | 159,85 54,40 164,89 | 59,94 14,11 143,76 112,76 527 113,30 | 119,19 | 130,05
(OCHs)
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— N | -

o |5 |3

152,36

152,37

152,33
152,31
152,34
152,60
152,46
152,70
152,32
159,25

151,26

119,53

119,85

119,35
119,35
118,92
118,57
118,68
119,51
119,27
118,58

116,11

142,30

142,20

142,39
142,42
142,49
142,55
142,58
142,30
142,42
142,94

142,56

130,59

130,65

130,57
130,61
130,51
130,67
130,73
130,60
130,64
130,65

130,22

113,94

113,96

114,00
113,98
114,22
114,27
113,95
113,91
113,98
113,95

109,50

162,15

162,19

162,94
162,20
162,93
163,17
162,29
162,16
162,24
174,64

159,61
©)
44 55
(CHy)
12,79
(CHs)

102,44

102,45

102,45
102,45
102,49
102,48
102,42
102,41
102,45
102,43

96,75

159,22

155,81

155,67
155,68
155,77
155,86
155,77
155,68
155,71
162,22

152,66

111,45

111,43

111,36
111,42
111,09
110,97
111,33
111,14
111,39
111,45

107,75

143,62

143,92

143,82
143,94
143,66
143,85
144,76
144,22
144,62
143,17

144,23

156,64

159,46

159,18
159,14
159,20
159,05
158,77
159,05
159,07
164,67

156,60

54,22

54,31

53,65
53,95
54,01
49,89
52,27
56,30
56,88
54,69

54,51

164,85

164,87

164,82
164,60
164,93
164,67
164,51
164,94
164,79
184,23

165,07

59,95

59,44

59,96
60,03
60,02
60,08
60,19
59,38
60,01
60,32

59,83

14,11

14,18

14,08
14,09
14,09
14,16
14,15
14,11
14,10
14,03

14,18

138,41

137,10

140,71
143,44
144,32
148,27
172,64

163,79
140,61

144,55

107,42

104,20

129,03
128,98
129,32

127,24

127,05

147,83

153,33

(©)
56,23
(OCH;)

115,04
128,98
131,88
124,62
142,89
149,84
141,48
129,15

128,83

147,03

(©) 106,56
101,44
(OCH,0)
122,44 | 153,33
© ©)
60,41 56,23

(OCHs) | (OCH)

162,31 | 115,04
132,57 | 128,98

121,09 | 131,88
127,21 | 125,68

121,10 -
121,91 | 137,33

127,59 | 140,91
128,93 | 129,15

127,94 | 128,83
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120,35

104,20

129,03
128,98

129,32

123,27

120,59
127,27

127,05



159,63

(&) 152,67
15124 | 116,20 | 142,49 130,19 10950 2‘(‘@33) 96,76 | 156,59 107,76 143,93 15994 53,67 16509 59,79 1421 13672 12822 114,23 SECE))S 114.23 | 128,22
12,79 (OCHy)
2(CH3)
159,85
©)
15321 - 14257 12988 113,92 2%&2) 10923 156,75 10343 14172 15985 5511 164,56 6044 1388 13372 12899 12833 127,79 | 12833 | 128,99
12,45
2(CHs)
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Além disso, cristais prismaticos incolores do derivado 106¢ adequados para difracéo
de raios-X foram obtidos por meio de evaporacdo lenta de uma solugdo em mistura de
hexano:acetato de etila a temperatura ambiente e confirmou a formacdo do nicleo
diidropirimidindnico. O composto 106¢ cristaliza num grupo espacial P-1 triclinico e a

estrutura molecular é mostrada na Figura 40.

Figura 40. Estrutura molecular do composto 106¢. Elipséides térmicos sdo desenhados a 40% de probabilidade.
A cristalizacdo da molécula de solvente foi omitida por raz6es de clareza.

3.1.5 Estudos de caracterizacao fotofisica

Como dito nos objetivos, o uso de compostos organicos como teranosticos passa pela
necessidade do mesmo poder ser detectado no tecido alvo devido a suas caracteristicas de
fluorescéncia. Assim, algumas caracteristicas fotofisicas da série de cumarinas-
diidropimidinonas foram analisadas em trés compostos representativos da série: 106a (Ph),
106c¢ (4-OH-Ph) e 106h (4-F-Ph). Inicialmente os compostos tiveram suas absor¢des no UV-
Vis, emissdo de fluorescéncia e rendimentos quéanticos analisados (Figura 41; Tabela 9). A
analise espectroscopica foi feita, num primeiro momento, em metanol usando 7-hidroxi-2H-
cromen-2-ona (umbeliferona — 128) e 3-acetil-7-hidroxi-2H-cromen-2-ona (129) como

padrdes. As mesma analises foram feitas para o composto precursor da serie estudada (105a).



0,20
0,014

0,012
0,15

0,010

0,10 0.008 4

Absorbincia

0,006 -

Intensidade de emissio

005 0,004

\
0,002 4\

0,00 . 0,000

T T = T
300 350 400 450

T
450

Comprimento de onda Comprimento de onda

128 129 O
o0 oo
HO 0”0 HO 0o~ o

Figura 41. Analises espectrais para os derivados cumarinicos. A — Espectro de UV-Vis em metanol
normalizado. B — Espectro de emissdo de fluorescéncia em metanol normalizado, com excitagdo em Anqy para

cada derivado.

Os espectros de UV-Vis mostraram propriedades estruturais interessantes da série.
Estes poderiam fazer uma extenséo de conjugacéo devido a presenca da subunidade cinamica,
porém os compostos 106a, 106¢ e 106h possuem um espectro muito similar ao espectro da
umbeliferona (128). No composto 105a e 3-acetil-7-hidroxi-2H-cromen-2-ona (129), a
subunidade cumarinica pode fazer conjugacdo com o grupo cetona lateral. Como se pode
observar, 105a e 129 exibiram bandas duplas de absor¢cdes com maximo de absorcdo em 370
nm e minimo em 430 nm, diferentemente das diidropirimidinonas (106a) e da umbeliferona
(128).

Tabela 9. Dados espectroscopicos dos derivados cumarinicos.

Composto Solvente AbS Amax Emissao Rendimento | Deslocamento
P (nm) Amad (nm) | Quantico ¢ de Stokes

Metanol 372 456 0,73* 84
105a Agua 424 458 0,62° 34
EtOAC 363 424 0,0055° 61
Metanol 335 398 0,011° 63
Agua 337 452 0,055 115

106a b
EtOAC 327 399 0,013 72
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Metanol 335 412 0,0044° 77
106¢ Agua 337 452 0,032" 115
EtOAC 327 406 0,012 79
Metanol 335 404 0,015 69
106h Agua 337 451 0,11° 114
EtOAC 327 404 0,022 77
Metanol 324 392 0,23° 68
128 Agua 337 451 0,79° 114
EtOAC 327 382 0,018° 55
Metanol 361 457 0,43° 96
129 Agua 424 452 0,79° 28
EtOAC 363 408 <0,001° 51

® Determinado usando 3-acetil-7-hidroxi-2H-cromen-2-ona (129) como padrdo. ® Determinado usando
umbeliferona (128) como padréo. ¢ Valores obtidos de AZUMA et al., 2003.

De fato, a difracdo de raios-X ja havia demonstrado uma conformacéo dobrada entre
as subunidades da cumarina e do éster cinamico, o que impede a conjugagdo dos elétrons 7
entre esses dois sistemas e que provavelmente se mantém em solucdo. O leve deslocamento
barocrémico (14 nm) observado para 0s compostos de Biginelli comparado com a
umbeliferona (128) indica que provavelmente uma transferéncia interna de carga (Internal
Charge Transfer — ICT) pode estar acontecendo entre o anel da cromenona e a subunidade
cinamica do éster (VITORIO et al., 2015).

Os espectros de emissdo de fluorescéncia das cumarinas-diidropirimidinonas
demonstram uma correlacdo com o da umbeliferona (128), enquanto os espectros de 105a e
129 mostram dois comprimentos de onda de emissdo. Novamente um deslocamento
batocrémico quando comparado a 128 e uma reducgdo no rendimento quantico (Tabela acima)
reforcam a ideia de que haja uma transferéncia interna de carga ocorrendo nos compostos
obtidos. Curiosamente, embora o sistema aromatico do nucleo diidropirimidinona néo
apresente conjugacao direta com a subunidade cinamica, este influencia a fluorescéncia de
alguma forma, a Tabela 9 mostra inclusive que o composto mais emissivo é 0 que possui um
substituinte retirador de elétrons no anel aromatico (106h), enquanto 0 menos emissivo é o

que possui um grupo doador de elétrons (106c).
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O aumento da polaridade do solvente levando a um deslocamento batocromico no
espectro de absor¢do maxima (abs Amax) INdicou que as principais bandas observadas séo
correspondentes a uma transicao eletrénica do tipo n-n~ dos compostos. O fendmeno de ICT é
conhecido por ser estabilizado em solventes com grandes constantes dielétricas levando a um
deslocamento para o vermelho nas absorcdes e emissdes maximas (CIGAN et al., 2013). De
fato, em &gua os compostos 106a, 106c e 106h exibiram os maiores deslocamentos
batocrémicos, oriundos de uma ICT. O metanol é um solvente mais polar que o acetato de
etila, por exemplo, €=32,7 e £€=6,02 respectivamente, os resultados mostraram que somente a
agua (=80,1) foi capaz de melhor estabilizar a ICT (Tabela 9). A ICT em cumarinas foi
correlacionada com a habilidade de solventes muito polares em estabilizar seus estados
singletes excitados (DAHIYA et al., 2005; SATPATI, et al., 2009).

A medida dos rendimentos quanticos (¢g) das diidropirimidinonas indicou uma
reducdo em comparacdo com a umbeliferona (128) devido a ICT. Novamente, 0s ¢r para
106a, 106c e 106h nao apresentaram diferencas significativas entre os solventes metanol e
acetato de etila. Porém, inesperadamente, em agua 0s compostos analisados mostraram um
aumento no ¢r de até 5 vezes. Nesta caso era esperado uma reducdo no ¢r, Uma vez que em
solventes mais polares a ICT é melhor estabilizada. O fenémeno inverso apresentado pode ser
explicado pela reducdo no giro feito pelas ligacdes simples envolvidas na transferéncia de
carga no estado excitado para alguns solventes especificos, como descrito para outras
cumarinas (CIGAN et al., 2013).

O aumento no rendimento quantico em adgua somado também a bons deslocamentos de
Stokes', por volta de 115 nm, para as cumarinas-diidropirimidinonas, e a transferéncia interna
de carga (ICT), validam esses compostos para o0 uso e a elaboracdo de novas sondas quimicas

e bioldgicas por fluorescéncia.

Como ja conhecido e descrito na introducdo deste trabalho, as hidroxi-cumarinas
podem atuar como indicadores de pH e, devido a isto, suas fluorescéncias sdo sensiveis a
variacGes de pH em meio aquoso. Desta forma, o pKa do composto 106a foi determinado

através de uma titulacdo espectrofotométrica (Figura 42). Foi observado que com o aumento

' O deslocamento de Stokes pode ser calculado a partir da diferenca entre 0s A de emissao e de absorcao.
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do pH hd um efeito hipocrdmico na banda centrada em 335 nm, enquanto um efeito
hipercromico foi observado na banda centrada em 390 nm, formando um ponto isobéstico em

aproximadamente 355 nm.
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Figura 42. Titulacdo espectrofotométrica do composto 106a (6 uM) em &gua.

Um gréafico de pH versus log ((A - Aq)/(Ao - A)) foi plotado e o valor de pKa para o
composto 106a foi determinado em 7,49 (Figura 43). Adicionalmente, uma maior diminuicéo
do pH ndo levou a nenhuma mudanca no espectro de absorcao no UV-Vis (ndo demonstrado).
Uma preocupacdo com sondas sensiveis ao pH ¢ a determinagdo dos pKa’s, uma vez que em
pHs abaixo destes valores ha uma reducédo da fluorescéncia devido a reducédo da ionizacdo da
hidroxila fendlica. Fortuitamente, 0 pKa determinado para 0s compostos sintetizados permite
gue 0s mesmos sejam utilizados como sondas em meio fisiolégico (pH=7,4), sem que haja

grande comprometimento da fluorescéncia.
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Figura 43. Determinacdo de pKa em funcédo de log((A-Ag)/(Ay-A)) para o composto (106a), obtido através de
valores de absorvancia em 390nm (FRIN, 2008).

Vale destacar que os indicadores de pH fluorescentes como as cumarinas séo
empregados numa faixa de pH em torno do pKa de seu estado fundamental. Na verdade, em
pH fisiologico o composto 106a apresentou um aumento de cerca de 6 vezes na fluorescéncia
quando comparada com a sua forma menos ionizada (aprox pH 5), atingindo o seu maximo de
fluorescéncia a um pH de cerca de 9, onde este apresentou uma intensidade de fluorescéncia

11 vezes maior (Figura 44).
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Figura 44. Espectro de fluorescéncia do composto 106a (6 uM) em agua, com aumento de pH € Aexe €M 337 NM.
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Embora o aumento do pH tenha conduzido a uma alteragdo no espectro de absorcéo de
UV-vis, ndo foram observadas modificagdes na fluorescéncia. Este é um comportamento
tipico de fluor6foros que se submetem a transferéncia de protons fotoinduzida (através de
excitacdo eletrdnica) sem que haja transferéncia de elétrons. Isso poderia ser explicado porque
0s as cumarinas-diidropirimidinonas, como outras cumarinas, sdo muito mais &cidas no estado
excitado quando comparadas aos seus estados fundamentais. Desta forma, quando o composto
106a foi ensaiado em um pH proximo do pKa no estado fundamental, i.e um pH de
aproximadamente 7,5, a estrutura emissiva estava quase que exclusivamente na sua forma

ionizada, devido a desprotonacdo da forma acida no estado excitado (VALEUR et al., 2001).

Finalmente, como as cumarinas também sdo descritas como sondas que complexam
metais (LI et al., 2012) e alguns destes estdo presentes nos meios biolégicos, como em
compartimentos celulares onde as cumarinas-diidropirimidinonas deverdo ser usadas, alguns
dos mais importantes metais (Co*", Cu?*, Mg?*, Na'*, Zn** e Ca®") foram testados como
possiveis interferentes. A Figura 45 mostra que ndo houve qualquer mudancga significativa nos
espectros de absorcdo no UV-Vis quando 5 equivalentes de cada metal foi adicionado sobre
uma solucdo do composto 106a, indicando que as cumarinas-diidropirimidinonas nao se
complexam com os metais testados, o0 que associado a grande fluorescéncia em pH fisiologico
e deslocamento de Stokes validam a série como candidatos a sondas biologicas de

fluorescéncia.

03+
—— 106a

——106a + 5eq Co
106a +5eqCu
—— 106a + 5eq Mg
106a +5eqNa
106a +5eqZn
106a +5eqCa

Absorbancia

0,0 , : : —

Comprimento de onda

Figura 45. Espectro UV-Vis do composto 106a (6 M) em dgua e 106a (6 pM) com adicdo de 5 equivalentes de
Co*, Cu®*, Mg?*, Na'*, Zn** e Ca?".
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4 — CONCLUSOES

A metodologia de construcdo da quimioteca mostrou-se reprodutivel, levando a
obtencdo de 18 novos compostos (106a-r) através da otimizacdo da reacdo multicomponente
de Biginelli.

Obtivemos com sucesso, a partir do protocolo da Reacdo de Biginelli (RMC), novas
3,4-diidropirimidin-2 (1H)-ona/tionas (106a-r). Esta é a primeira descricdo da cumarina beta-
cetoéster utilizada para esta finalidade (105a-b). O melhor protocolo encontrado faz a
utilizacdo de um catalisador classico acido Bronsted (HCI). Foi determinada a melhor
concentracdo catalitica devido & instabilidade das cumarinas nestas condigdes. Acidos de
Bronsted fracos, assim como &cidos/base de Lewis foram testados e ndo conduziram aos
produtos desejados, diferentemente do que se diz na literatura para este tipo de catalise. Desde
0 inicio de todo o processo de sintese, pode-se observar uma quantidade consideravel de um
produto proveniente de uma condensacdo de Knoevenagel, que era consumido quando um
acido de Bronsted era adicionado ao meio reacional levando entdo a conversdo deste nas
diidropirimidinonas. Propusemos este produto (121) de Knoevenagel como um intermediario

importante nas nossas reagdes, ao contrario das descricdes anteriores para a sintese Biginelli.

* oﬂo
® 105a .

e 121 O X | o
1
® 106a o

oH 7,67 ppm
5 3C140,28 ppm

Com a observacdo do aparecimento de um produto ndao esperado pela CCD, devido
sua coloracio diferenciada, o0 mesmo foi isolado e caracterizado por RMN de *H e °C, IV e
massas, como um intermediario de Knoevenagel, cuja via mecanistica havia sido considerada
improvavel. Com isso o trabalho tras um desafio para a busca da determinacdo do mecanismo

da reacdo de Biginelli com diversos substratos.
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Os métodos sintéticos aplicados a construgdo da quimioteca de Diidropirimidinonas
(106a-r) mostraram-se viaveis e com rendimentos variando de 25 a 99%. Os produtos
sintetizados mostram também grande similaridade ao prot6tipo natural, novobiocin (24).

|
NH, o NH
H

o:< o
e) OH |,
{ y (@)
EaYe ke oo R = OH, N(Et)
= X=0,S8

Ar = Arila/heteroarila

Finalmente a avaliagdo das propriedades fluorescentes das cumarinas-
diidropirimidinonas (106a; c; h), revelou através de uma sintese simples e adaptavel, a
obtencdo de novas sondas de pH baseadas no fendmeno de transferéncia interna de carga

(ICT) que pode se util em processos quimicos e biologicos.

Temos como perspectivas 0s ensaios bioldgicos dos compostos sintetizados frente as
linhagens de células tumorais MCF-7 e SKBr3, que possuem alta expressao da enzima Hsp90,
como ja descrito nesse trabalho. Pretendemos realizar os testes, em parceria com o
Laboratorio de Avaliacdo e Sintese de Substancias Bioativas (LASSBIi0). Dentre outros

experimentos que serdo determinadas pelo nosso grupo de pesquisa.

106a 106¢
Em H,O Em H,O Em H,O
ADbS hmax =337 nm ADbS Amax = 337 nm ADbS Amax = 337 nm
Emissiao Anay = 452 nm Emissido Ayay = 452 nm Emissio Aya = 451 nm
® = 0,055 ® = 0,032 ® =011
D. Stokes = 115 nm D. Stokes = 115 nm D. Stokes =114 nm
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5 - PARTE EXPERIMENTAL

5.1 Metodologia Sintética

A fase organica das reacfes foi tratada com sulfato de sodio anidro, filtrada e o
solvente foi evaporado a pressao reduzida em evaporador rotatorio IKA RV10 e HB10.

Para a cromatografia em camada delgada (c.c.d.) foram utilizadas placas de aluminio
Kieselgel 60 (HF-254, Merck) com 0,2 mm de espessura. A visualizacdo das substancias em

c.c.d. foi realizada em lampada ultra violeta (254 e 365 nm).

A determinacdo dos pontos de fuséo foi realizada em aparelho AAKER modelo PFM

Il e os valores ndo foram corrigidos.

Os espectros de RMN-'H 1D e 2D foram obtidos em aparelhos RMN Brucker
AVANCE-400 MHz (DEQUIM-UFRRJ) ou RMN Brucker AVANCE-500 MHz (DEQUIM-
UFRRJ), operando a 400 MHz e 500 MHz respectivamente. As amostras foram dissolvidas
em DMSO-ds ou CDCI; contendo tetrametilsilano (TMS) como referéncia interna e colocadas
em tubos de 5 mm de diametro. Os espectros de RMN-3C 1D e 2D foram obtidos & 100 MHz
ou 125 MHz, em aparelho RMN Brucker AVANCE-400 MHz (DEQUIM-UFRRJ) ou RMN
Brucker AVANCE-500 MHz (DEQUIM-UFRRJ) respectivamente, e as amostras foram

dissolvidas em DMSO-dg ou CDCl; contendo TMS como referéncia interna.

As éareas dos picos foram obtidas por integracdo eletronica e sua multiplicidade
descrita com: s-simpleto / d-dupleto / t-tripleto / g-quadrupleto / m-multipleto / dd-duplo
dupleto.

Os espectros de infravermelho (IV) foram obtidos em um espectrémetro Perkim-
Elmer - Modelo 1600 (DEQUIM-UFRRJ). As amostras foram examinadas sob a forma de
pastilhas de brometo de potassio (KBr). Os valores de absor¢do foram pulsados em nimero de
onda, utilizando como unidade o centimetro reciproco (cm™). Os espectros de massas foram
obtidos em modo de ionizacdo negativa no aparelho Esquire 6000-ESI lon Trap MSn System

Bruker Daltonics e os dados foram analisados no software Compass 1.3.SR2.
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Nas cromatografias de adsor¢do em coluna, utilizou-se gel de silica 100-200 mesh

(Merck) como fase estaciondria e n-hexano:acetato de etila como fase movel.

5.2 Sintese dos betacetoésteres (105a-b)

/ 109 \
O O
" O O O (Nj o
@H . /\OWO/\ H WO
R 108 EtOH g o X0
107a-b 25°C
07a- 105a-b
a-R=0H a-86%
Kb -R = N(Et), b - 66% /

A uma solucdo de 3,1 mmol do respectivo aldeido (107a-b) em 10 mL de EtOH,
mantida a 25°C, adicionou-se seguidamente, 1 mmol de oxopentanodiato de dietila (108) e
0,7 mmol de piperidina. A reacdo foi acompanhada por cromatografia em camada fina e apés
ca. 24h foi evidenciado o total consumo do produto de partida (107a-b). A purificacdo do
produto precipitado no meio reacional foi de filtracdo em funil de Biichner com lavagem de
90 ml de EtOH gelado, levando, apds secura do produto, aos ésteres desejados em

rendimentos de 66 a 86%.

5.2.1 - 3-(7-hidroxi-2-oxo-2H-cromen-3-il)-3-oxopropanoato de etila (105a) — solido

amorfo amarelo, p.f. 143°C.

(0]
5 4 14
6
2)0\ 1113 o/\15
HO O (@]

RMN 'H (500 MHz) DMSO-dg / TMS (3-ppm): OH7=11,31 (1H, s), H4=8,71 (1H, s),
H5=7,84 (1H, d, J 8,5 Hz), H6=6,88 (1H, d, J 8,2 Hz), H8=6,78 (1H, s), H14=4,12 (2H, ),
H12=4,00 (2H, s), H15=1,18 (3H, t). RMN 3C (125 MHz) DMSO-ds / TMS (5 -ppm):
C11=190,34; C13=168,14; C2=165,17; C7=159,72; C9=157,89; C4=149,29; C5=133,57;
C3=118,44, C6=114,99; C10=111,31; C8=102,32; C14=60,89; C12=48,74; C15=14,47. I.V.
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Max. (filme) y — cm'™’: 348526, 1712,73, 1602,79. MS (ESI-) m/z: 275,0, 229,0, 185,0,
157,0: MS/MS (m/z 275,0): 275,0, 228,9, 185,0.

5.2.2 — 3-(7-(dietilamino)-2-oxo0-2H-cromen-3-il)-3-oxopropanoato de etila (105b) — sélido
amorfo laranja, p.f. 109°C.

RMN *H (500 MHz) DMSO-ds / TMS (8 -ppm): H4=8,56 (1H, s), H5=7,69 (1H, d, J 8,8
Hz), H6=6,82 (1H, d, J 9,1 Hz), H8=6,59 (1H, d), H14=4,10 (2H, q), H12=3,94 (2H, s),
H16=3,51 (4H, q) H 15 e H17=1,16 (9H, m). RMN *C (125 MHz) DMSO-ds / TMS (3-
ppm): C11=189,82; C13=168,40; C2=160,54; C9=158,87; C7=153,80; C4=14870;
C5=133,23; C3=114,03; C6=110,90; C10=108,12; C8=96,31; C14=60,75; C12=48,76;
C16=44,97; C15=14,49; C17=12,80. I.V. Max. (KBr) y — cm™: 3442,82, 1741,66, 1716,59.
MS (ESI-) m/z: 330,1, 275,0, 229,0, 185,0; MS/MS (m/z 330,0) 330,1, 284,1, 262,1, 216,1,
188,1, 145,0.

5.3 Sintese dos produtos de Biginelli (106a-0)

N o Bt * HNTONH. o Ar
50a-b EtOH Etvg NH 106
R 0"S0 105ab | i 106ar

(0] 75°C

X N X
105a R=0OH Ar)J\H H
105b R=N(Et), R 0" o
X=0o0u$S Ar a-n

SReaReReaREas e at ey
< SR salvale el ool
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A uma solucdo de 0,3 mmol do betacetoéster (105a-b) em 2 mL de EtreOH, 0,35
mmol de uréia ou tiouréia, 0,5 mmol de aldeidos correspondentes e 12,5 uL de HCI a 37%
como catalisador. Apés agitacdo a 75°C por 24h, a mistura pastilhada e cromatografada em
coluna de silica gel e hexano:acetato de etila como eluente. A evaporacdo do solvente sob

pressao reduzida levou aos produtos de Biginelli com rendimentos de até 99%.

5.3.1 — 6-(7-hidroxi-2-0x0-2H-cromen-3-il)-2-oxo-4-fenil-1,2,3,4-tetraidropirimidinona-5-
carboxilato de etila (106a) — sélido bege, 68% de rendimento apés purificagdo, p.f. 219°C.

RMN *H (500 MHz) DMSO-ds / TMS (3 -ppm): OH7=10,71 (1H, s), NH12=9,37 (1H, s),
H4=7,97 (1H, s), NH15=7,87 (1H, s), H5=7,60 (1H, d, J 8.5 Hz), H24-H28=7,42 (5H, m),
H6=6,84 (1H, d, J 8,3 Hz), H8=6,79 (1H, d), H16=5,25 (1H, d, J 3,2 Hz), H21=3,84 (2H, q),
H22=0,86 (3H, t). RMN C (125 MHz) DMSO-dg / TMS (5 -ppm): C18=164,88;
C7=162,13; C13=159,14; C9=155,65; C2=152,42; C23=144,49; C11=143,69; C4=142,29;
C5=130,58; C27=128,98; C24=127,05, C3=119,55; C6=113,93; C10=111,45; C8=102,43;
C21=59,94; C16=54,56; C22=14,08. I.V. Max. (KBr) y — cm™: 3381,1, 1695,37, 1612,44,
1224,76. MS (ESI-) miz: 405,1, 362,1, 325,2; MS/MS (m/z 405,0) 406,1, 362,1;

5.3.2 - 6-(7-hidroxi-2-oxo-2H-cromen-3-il)-4-(4-nitrofenil)-2-oxo-1,2,3,4-
tetrahidropirimidinona-5-carboxilato de etila (106b) — solido bege, 73% de rendimento

ap6s purificacdo, p.f. 124°C.
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RMN *H (400 MHz) DMSO-ds / TMS (5 -ppm): OH7=10,76 (1H, s), NH12=9,58 (1H, s),
H24 e H28=8,28 (2H, d, J 8,8 Hz), NH15=8,08 (1H, s), H4=8,02 (1H, s), H25 e H27=7,72
(2H, d, J 8,8 Hz), H5=7,60 (1H, d, J 8,5 Hz), H6=6,85 (1H, d, J 8,5 Hz), H8=6,80 (1H, d),
H16=5,39 (1H, d, J 3,2 Hz), H21=3,85 (2H, q), H22=0,87 (3H, t). RMN “C (100 MHz)
DMSO-ds / TMS (3 -ppm): C18=164,71; C7=162,30; C13=159,14; C9=155,71; C2=152,18;
C23=151,62; C26=147,40; C11=144,47; CA4=142,58; C5=130,64; C25 e C22=128,40; C24 e
C28=124,39; C3=119,13; C6=114,04; C10=111,37; C8=102,49; C21=60,16; C16=54,15;
C22=14,07. 1.V. Max. (KBr) y — cm: 3263,45, 1699,23, 1610,51, 1220,9. MS (ESI-) m/z:
451,1, 411,1, 405,1, 339,2, 325,2, 311,2; MS/MS (m/z 405,0) 450,1, 407,1, 360,1.

53.3 - 6-(7-hidroxi-2-oxo-2H-cromen-3-il)-4-(4-hidroxifenil)-2-oxo-1,2,3,4-
tetrahidropirimidinona-5-carboxilato de etila (106c) — sélido laranja, 77% de rendimento

apos purificacdo, p.f. 266°C.

RMN 'H (400 MHz) DMSO-ds / TMS (5 -ppm): OH7=10,71 (1H, s), OH26=9,41 (1H, s),
NH12=9,33 (1H, d), H4=7,96 (1H, s), NH15=7,79 (1H, s), H5=7,60 (1H, d, J 8,5 Hz), H24 e
H28=7,23 (2H, d, J 8,5 Hz), H6=6,85 (1H, d, J 8,5 Hz), H8=6,79 (1H, d), H25 e H27=6,75
(2H, d, J 8,5 Hz), H16=5,15 (1H, d, J 3,2 Hz), H21=3,84 (2H, q), H22=0,87 (3H, t). RMN

13C (100 MHz) DMSO-d; / TMS (5 -ppm): C18=164,93; C7=162,09; C13=159,15;
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C9=157,24; C26=155,65; C2=152,50; C11=143,20; C4=142,21; C23=135,06; C5=130,54;
C24 e C28=128,24; C3=119,68; C25 e C27=11550; C6=113,91; C10=111,49; C8=102,43;
C21=59,87; C16=54,05; C22=14,11. .V. Max. (KBr) y — cm™: 3222,95, 1683,8, 1593,15,
1226,69. MS (ESI-) miz: 421,1, 379,1, 349,0 275,0; MS/MS (m/z 421,0) 422,1, 378,1.

5.34 - 6-(7-hidroxi-2-oxo-2H-cromen-3-il)-4-(4-methoxifenil)-2-oxo-1,2,3,4-
tetrahidropirimidinona-5-carboxilato de etila (106d) — sélido laranja, 80% de rendimento

apos purificacdo, p.f. 141°C.

RMN *H (400 MHz) DMSO-dg / TMS (3-ppm): OH7=10,72 (1H, s), NH12=9,37 (1H, d),
H4=7,97 (1H, s),NH15= 7,84 (1H, s), H5=7,60 (1H, d, J 8,5 Hz), H24 e H28=7,36 (2H, d, J
8,5 Hz), H25 e H27=6,94 (2H, d, J 8,8 Hz), H6=6,84 (1H, d, J 8,5 Hz), H8=6,79 (1H, s, J 8,5
Hz), H16=5,20 (1H, d, J 3,2 Hz), H21=3,84 (2H, q), OCH426=3,76 (3H, s), H22=0,87 (3H, 1).
RMN *C (100 MHz) DMSO-dg / TMS (3-ppm): C18=164,91; C7=162,12; C13=159,15;
C9=159,11; C26=155,66; C2=152,48; C11=143,40; C4=142,26; C23=136,66; C5=130,57;
C24 e C28=128,24; C3=119,62; C25 e C27=114,27; C6=113,92; C10=111,47; C8=102,44;
C21=59,91; OCH326=55,56; C16=53,94; C22=14,11. I.V. Max. (KBr) y — cm™: 3417,75,
1693,45, 1610,51, 1222,83. MS (ESI-) m/z: 435,1, 421,1, 393,1, 275,0; MS/MS (m/z 435,0)
436,1, 392,1.

535 - 6-(7-hidroxi-2-oxo0-2H-cromen-3-il)-4-(3-methoxifenil)-2-oxo-1,2,3,4-
tetrahidropirimidinona-5-carboxilato de etila (106e) — sélido bege, 79% de rendimento
apos purificacdo, p.f. 244°C.
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RMN *H (500 MHz) DMSO-ds / TMS (8-ppm): OH7=10,72 (1H, s), NH12=9,40 (1H, s),
H4=7,97 (1H, s), NH15=7,89 (1H, s), H5=7,60 (1H, d, J 8,5 Hz), H27=7,30 (1H, t), H26 e
H28=7,03 (2H, d, J 6,6 Hz), H24=6,86 (1H, d, J 6,9 Hz), H6=6,84 (1H, d, J 8,5), H8=6,78
(1H, d), H16=5,21 (1H, d, J 3,2 Hz), H21=3,84 (2H, q), OCH325=3,77 (3H, s), H22=0,86
(3H, 1). RMN C (125 MHz) DMSO-ds / TMS (8-ppm): C18=164,89; C7=162,33;
C13=159,85; C9=159,18; C26=155,68; C2=152,47; C11=145,89; C23=143,76; C4=142,26;
C5=130,59; C28=130,05; C3=119,51; C27=119,19; C6=113,95; C26=113,30; C24=112,76;
C10=111,42; C8=102,44; C21=59,94; OCH325=55,47; C16=54,40; C22=14,11. I.V. Max.
(KBr) y — cm™: 3338,67, 168573, 1606,65 MS (ESI-) m/z: 435,1, 392,1, 363,1, 275,0,
229,0, 184,9; MS/MS (m/z 435,0) 436,1, 392,1.

53.6 - 4-(benzo[d][1,3]dioxol-5-il)-6-(7-hidroxi-2-oxo0-2H-cromen-3-il)-2-oxo-1,2,3,4-
tetrahidropirimidinona-5-carboxilato de etila (106f) — solido bege, 81% de rendimento

apos purificacdo, p.f. 249°C

RMN 'H (500 MHz) DMSO-dg / TMS (3-ppm): OH7=10,72 (1H, s), NH12=9,40 (1H, s),
H4=7,99 (1H, s), NH15=7,85 (1H, s), H5=7,60 (1H, d, J 8,5 Hz), H24=6,98 (1H, s), H27-
H28=6,90 (2H, s), H6=6,84 (1H, d, J 8,5 Hz), H8=6,79 (1H, d), OCH,0=6,02 (2H, s),
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H16=5,17 (1H, d, J 2,8 Hz), H21=3,84 (2H, q), H22=0,86 (3H, t). RMN **C (125 MHz)
DMSO-ds / TMS (8-ppm): C18=164,85; C7=162,15; C9=159,22; C13=155,64; C2=152,36;
C25=147,83; C26=147,03; C11=143,62; C4=142,30; C23=138,41; C5=130,59; C28=120,35;
C3=119,53; C6=113,94; C10=111,45; (C27=108,58; (C24=107,42; (C8=102,44;
OCH,0=101,44; C21=59,55; C16=54,22; C22=14,11. I.V. Max. (KBr) y — cm™: 3398,46,
1689,59, 1660,66, 1232,47. MS (ESI-) m/z: 449,1, 407,1, 349,0; MS/MS (m/z 449,0) 450,1,
406,1;

5.3.7 - 6-(7-hidroxi-2-oxo-2H-cromen-3-il)-2-oxo-4-(3,4,5-trimetoxifenil)-1,2,3,4-
tetrahidropirimidinona-5-carboxilato de etila (106g) — s6lido bege, 75% de rendimento

apos purificacdo, p.f. 291°C.

RMN ‘H (500 MHz) DMSO-dg / TMS (3-ppm): OH7=10,74 (1H, s), NH12=9,43 (1H, s),
H4=8,00 (1H, s), NH15=7,88 (1H, s), H5=7,61 (1H, d, J 8,5 Hz), H24 e H28=6,86 (2H, d),
H6=6,84 (1H, d, J 8,2), H8=6,79 (1H, d), H16=5,19 (1H, d, J 3,1 Hz), H21=3,86 (2H, q),
OCH326=3,66 (3H, ), OCH325 e OCH427=3,37 (6H, s), H22=0,88 (3H, t). RMN 3C (125
MHz) DMSO-ds / TMS (3-ppm): C18=164,87; C7=162,19; C13=159,46; C9=155,61; C25 e
C27=153,33; C2=152,37; C11=143,92; C4=142,20; C23=137,10; C5=130,65; C26=122,44;
C3=119,65; C6=113,98; C10=111,43; C24 e C28=104,20; C8=102,45; OCH326=60,41;
OCH325 e OCH327=56,23; C16=54,31; C22=14,18. I.V. Max. (KBr) y — cm™: 3313,6,
1720,45, 1130,25. MS (ESI-) m/z: 495,1, 451,1; MS/MS (m/z 495,0) 496,1, 452,1.
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5.3.8 - 4-(4-fluorfenil)-6-(7-hidroxi-2-oxo-2H-cromen-3-yl)-2-oxo0-1,2,3,4-
tetrahidropirimidinona-5-carboxilato de etila (106h) — solido amarelo, 99% de rendimento

apos purificagdo, p.f. 131°C.

RMN *H (500 MHz) DMSO-ds / TMS (3-ppm): OH7=10,72 (1H, s), NH12=9,44 (1H, s),
H4=7,99 (1H, s), NH15=7,93 (1H, s), H5=7,59 (1H, d, J 8,5 Hz), H24 e H28=7,46 (2H, m),
H25 e H27=7,21 (2H, m, J 8,5), H6=6,85 (1H, d, J 8,2 Hz), H8=6,79 (LH, s), H16=5,24 (1H,
d, J 2,8 Hz), H21=3,83 (2H, q), H22=0,85 (3H, t). RMN *C (125 MHz) DMSO-ds / TMS
(3-ppm): C18=164,82; C7=162,94; C26=162,31; C13=159,18; C9=155,67; C2=152,33;
C11=143,82; C4=142,39; C23=140,71; C5=130,57; C28=129,03; C3=119,35; C27 e
C25=115,04; C6=114,00; C10=111,36; C8=102,45; C21=59,96; C16=53,65; C22=14,08. 1.V.
Max. (KBr) y — cm™: 3386,89, 1693,45, 1230,54. MS (ESI-) m/z: 423,1, 380,1; MS/MS
(Mm/z 423,0) 424,1, 380,0.

5.3.9 - 4-(4-clorofenil)-6-(7-hidroxi-2-oxo-2H-cromen-3-il)-2-oxo-1,2,3,4-
tetrahidropirimidinona-5-carboxilato de etila (106i) — sélido bege, 74% de rendimento

ap6s purificacdo, p.f. 181°C
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RMN *H (400 MHz) DMSO-ds / TMS (8-ppm): OH7=10,74 (1H, s), NH12=9,47 (1H, s),
H4=7,99 (1H, s), NH15=7,95 (1H, s), H5=7,60 (1H, d, J 8,3 Hz ), H24, 25, 27 e 28=7,48 (4H,
s), H6=6,86 (1H, d, J 8,5 Hz), H8=6,79 (1H, d), H16=5,25 (1H, d, J 3,2 Hz), H21=3,84 (2H,
q), H22=0,87 (3H, t). RMN **C (100 MHz) DMSO-ds / TMS (8-ppm): C18=164,60;
C7=162,20; C13=159,14; C9=155,68; C2=152,31; C11=143,94; C23=143,44; C4=142,42;
C26=132,57; C5=130,61; C24, 25, 27, e 28=128,98; C3=119,35; C6=113,98; C10=111,42;
C8=102,45; C21=60,03; C16=53,95; C22=14,09. I.V. Max. (KBr) y — cm™: 3392.68, 1697.3,
1660.66, 1228.62. MS (ESI-) m/z: 439,1, 397,1; MS/MS (m/z 439,0) 441,1, 396,1, 275,1.

5.3.10 - 4-(4-bromofenil)-6-(7-hidroxi-2-oxo-2H-cromen-3-yl)-2-o0xo0-1,2,3,4-
tetrahidropirimidinona-5-carboxilato de etila (106j) — s6lido bege, 90% de rendimento

apos purificacéo, p.f. 129°C.

RMN ‘H (400 MHz) DMSO-dg / TMS (3-ppm): NH12=9,46 (1H, s), NH15=7,96 (1H, s),
H4=7,96 (1H, s), H5, 25 e 27=7,59 (3H, m), H24 e 28=7,39 (2H, d, J 8,5 Hz), H6=6,84 (1H,
d, J 8,5 Hz), H8=6,77 (1H, s), H16=5,22 (1H, d, J 3,1Hz), H21=3,83 (2H, q), H22=0,86 (3H,
t). RMN *C (100 MHz) DMSO-ds / TMS (8-ppm): C18=164,93; C7=162,93; C13=159,20;
C9=155,77; C2=152,34; C11=143,66; C4=142,49; C25 e 27=131,88; C5=130,51; C24 e
28=129,32; C26=121,09; C3=118,94; C6=114,22; C10=111,09; C8=102,49; C21=60,02;
C16=54,01; C22=14,09. I.V. Max. (KBr) y — cm'™: 3433,18, 1660,66, 1616,3, 1228,62. MS
(ESI-) miz: 485,0, 406,2, 275,1, 229,0, 185,0; MS/MS (m/z 485,0) 483,1, 442,0.

5.3.11 - 6-(7-hidroxi-2-oxo-2H-cromen-3-il)-2-oxo-4-(tiofen-2-il)-1,2,3,4-
tetrahidropirimidinona-5-carboxilato de etila (106k) — solido laranja, 99% de rendimento

apos purificacdo, p.f. 144°C.
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RMN *H (500 MHz) DMSO-dg / TMS (8-ppm): NH12=9,50 (1H, s), NH15=8,05 (1H, d),
H4=7,89 (1H, s), H5=7,58 (1H, d, J 8,5 Hz), H25=7,45 (1H, d, J 6,0 Hz), H26=7,08 (1H, d),
H27=7,00 (1H, m), H6=6,81 (1H, d, J 8,8 Hz), H8=6,74 (1H, s), H16=5,48 (1H, d, J 3,5 H2),
H21=3,88 (2H, q), H22=0,91 (3H, t). RMN **C (125 MHz) DMSO-dg / TMS (3-ppm):
C18=164,67, C7=163,17; 160,12; C13=159,05; C9=155,86; C2=152,60; C23=148,27;
C11=143,85; C4=142,55; C5=130,67; C26=127,21; C27=125,68; C25=124,62; C3=118,57;
C6=114,27; C10=110,97; C8=102,48; C21=60,08; C16=49,89; C22=14,16. I.V. Max. (KBr)
y — cm™: 3384,96, 1689,59, 1606,65, 1211,26. MS (ESI-) m/z: 411.1, 369.1, 275.0, 229.0;
MS/MS (m/z 411.0) 412.0, 368.0.

5.3.12 - 6-(7-hidroxi-2-oxo-2H-cromen-3-il)-2-oxo-4-(tiazol-2-il)-1,2,3,4-
tetrahidropirimidinona-5-carboxilato de etila (1061) — solido bege, 25% de rendimento

apos puruficacdo, p.f. 161°C.

RMN 'H (400 MHz) DMSO-dg / TMS (3-ppm): OH7=10,71 (1H, s), NH12=9,58 (1H, s),
NH15=8,15 (1H, s), H4=7,90 (1H, s), H26=7,79 (1H, d), H25=7,71 (1H, d), H5=7,64 (1H, d,
J 8,0 Hz), H6=6,84 (1H, d, J 6,5 Hz), H8=6,78 (1H, d), H16=5,60 (1H, d, J 3,2 Hz),
H21=3,90 (2H, q), H22=0,92 (3H, t). RMN °C (100 MHz) DMSO-ds / TMS (3-ppm):
C23=172,64; C18=164,51; C7=162,29; C13=158,77; C9=155,77; C2=152,46; C11=144,76;
C25=142,89; C4=142,58; C5=130,73; C26=121,10; C3=118,68; C6=113,95; C10=111,33;
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C8=102,42; C21=60,19; C16=52,27; C22=14,15. I.V. Max. (KBr) y — cm™: 3390,75,
1701,16, 1610,51, 1220,9. MS (ESI-) m/z: 412,1, 369,1, 275,0, 229,0: MS/MS (m/z 412,0)
413,0, 369,0, 336,1, 323,0, 160,9.

5.3.13 - 6-(7-hidroxi-2-oxo-2H-cromen-3-il)-2-oxo-4-(piridin-2-il)-1,2,3,4-
tetrahidropirimidinona-5-carboxilato de etila (106m) — sélido bege, 25% de rendimento

apos purificagdo, p.f. 151°C.

RMN H (400 MHz) DMSO-ds / TMS (8-ppm): OH7=10,70 (1H, s), NH12=9,34 (1H, s),
NH15=8,58 (1H, s), H4=7,91 (1H, s), H25 e 27=7,80 (2H, m), H5=7,61 (1H, d, J 8,5 Hz),
H28=7,46 (1H, d, J 7,7 Hz), H26=7,32 (1H, m), H6=6,84 (1H, d, J 8,5 Hz), H8=6,78 (1H, d),
H16=5,31 (1H, s, J 3,0 Hz), H21=3,84 (2H, g), H22=0,86 (3H, t). RMN *C (100 MHz)
DMSO-ds / TMS (8-ppm): C18=164,94; C7=162,16; C13=159,05; C9=155,68; C2=152,70;
C25=149,84; C11=144,22; C4=142,30; C27=137,33; C5=130,60; C28=123,27; C26=121,91;
C3=119,51; C6=113,91; C10=111,14; C8=102,41; H21=59,38; C16=56,30; H22=14,11. I.V.
Max. (KBr) y — cm’: 3248,02, 1697,3, 1608,58, 1220,9. MS (ESI-) m/z: 406,1, 3631,
275,0, 229,0; MS/MS (m/z 406,0) 407,1, 363,1, 317,0.

53.14 - 4-(3-bromopiridin-2-il)-6-(7-hidroxi-2-oxo-2H-cromen-3-il)-2-oxo-1,2,3,4-
tetrahidropirimidinona-5-carboxilato de etila (106n) — solido bege, 21% de rendimento

apos purificacdo, p.f. 257°C.
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RMN *H (500 MHz) DMSO-dg / TMS (3-ppm): OH7=10,77 (1H, s), NH12=9,48 (1H, s),
NH15 e H4=7,95 (2H, s), H27=7,80 (1H, m), H28 e H5=7,61 (2H, m), H26=7,53 (1H, m),
H6=6,84 (1H, d, J 8,5 Hz), H8=6,78 (1H, d), H16=5,27 (1H, s), H21=3,84 (2H, q), H22=0,86
(3H, t). RMN C (125 MHz) DMSO-ds / TMS (3-ppm): C18=164,79; C23=163,79;
C7=162,24; C13=159,07; C9=155,71; C2=152,32; C11=144,62; C4=142,42; C25=141,48;
C27=140,91; C5=130,64; C26=127,59; C28=120,69; C3=119,27; C6=113,98; C10=111,39;
C8=102,45; C17=100,65; C21=60,01; C16=56,88; C22=14,10. .V. Max. (KBr) y — cm;
3440,9, 1674,16, 1608,58, 1211,26. MS (ESI-) m/z: 486,0, 441,0, 255,2; MS/MS (m/z 486,0)
484,0, 441,0, 396,9, 361,1.

5.3.15 - 6-(7-hidroxi-2-oxo-2H-cromen-3-il)-4-fenil-2-tioxo-1,2,3,4-
tetrahidropirimidinona-5-carboxilato de etila (1060) — solido bege, 61% de rendimento

ap6s purificacdo, p.f. 164°C.

RMN 'H (500 MHz) DMSO-ds / TMS (8-ppm): OH7=10,77 (1H, s), NH15=10,56 (1H, s),
NH12=9,79 (1H, s), H4=7,99 (1H, s), H5=7,61 (1H, d, J 8,5 Hz), H24-28=7,42 (5H, m),
H6=6,84 (1H, d, J 8,5 Hz), H8=6,79 (1H, d), H16=5,28 (1H, d, J 3,5 Hz), H21=3,85 (2H, q),
H22=0,85 (3H, t). RMN C (125 MHz) DMSO-ds / TMS (5-ppm): C18=184,23;
C7=174,64; C13=164,67; C9=162,22; C2=159,25; 15573; C11=14317; C4=142,94;
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C23=140,61; C5=130,65; C25 e 27=129,15; C26=128,93; C24 e 28=127,24; C3=118,58;
C6=113,95; C10=111,45; C8=102,43; C21=60,32; C16=54,69; C22=14,03. I.V. Max. (KBr)
— cm™: 3220,68, 2981,77, 1704,97, 1610,47, 1223,76. MS (ESI-) m/z: 421,1, 419,1, 409,1,
405,1, 403,1, 387,1, 379,1; MS/MS (m/z 421,0) 422,0, 419,0.

5.3.16 - 6-(7-(dietilamino)-2-oxo-2H-cromen-3-il)-2-oxo-4-fenil-1,2,3,4-
tetrahidropirimidinona-5-carboxilato de etila (106p) — sélido laranja, 65% de rendimento

apos purificago, p.f. 156 C.

RMN *H (500 MHz) DMSO-ds / TMS (5-ppm): NH12=9,35 (1H, s), NH15=7,87 (1H, m),
H4=7,83 (1H, s), H5=7,49 (1H, d, J 8,8 Hz), H24-28=7,38 (5H, m), H6=6,73 (1H, d, J 8,8
Hz), H8=6,58 (1H, d), H16=5,22 (1H, d, J 3,5 Hz), H21=3,83 (2H, q), 2(CH,)7=3,46 (4H, q),
2(CHa)7=1,14 (6H, t), H22=0,88 (3H, t). RMN C (125 MHz) DMSO-ds / TMS (3-ppm):
C18=165,07; C7=159,61; C13=156,60; C9=152,66; C2=151,26; C23=144,55; C11=144,23;
C4=142,56; C5=130,22; C25 e C27=128,83; C26=127,94; C24 e C28=127,05; C3=116,11;
C6=109,50; C10=107,75; C8=96,75; C21=59,83; C16=54,51; 2(CH,)7=44,52; C22=14,18;
2(CH3)7=12,79. I.V. Max. (KBr) y — cm™: 2974,14, 1699,23, 1612,44, 1224,76. MS (ESI-)
m/z: 460,3, 432,2, 325,2; MS/MS (m/z 460,0) 461,2, 414,2, 373,2.

5.3.17 - 6-(7-(dietilamino)-2-oxo-2H-cromen-3-il)-4-(4-metoxifenil)-2-oxo-1,2,3,4-
tetrahidropirimidinona-5-carboxilato de etila (106q) — solido laranja, 63% de rendimento

ap6s purificacdo, p.f. 177 °C.
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RMN 'H (500 MHz) DMSO-ds / TMS (3-ppm): NH12=9,31 (1H, s), H4=7,82 (1H, s),
NH15=7,80 (1H, s), H5=7,49 (1H, d, J 8,8 Hz), H24 e H28=7,36 (2H, m, J 8,8 Hz), H25=6,93
(2H, d, J 8,5 Hz), H6=6,74 (1H, d, J 8,8 Hz), H8=6,58 (1H, d), H16=5,17 (1H, d, J 3,1 H2),
H21=3,84 (2H, q), (OCH3)27=3,75 (3H, s), 2(CH,)7=3,46 (4H, q), 2(CH3)7=1,14 (6H, 1),
H22=0,89 (3H, t). RMN C (125 MHz) DMSO-ds / TMS (5-ppm): C18=165,09;
C13=159,94; C7=159,63; C9=156,59; C26=152,67; C2=151,24; C11=143,93; C4=142,49;
C23=136,72; C5=130,19; C24 e C28=128,22; C3=116,20; C25 e C27=114,23; C6=109,50;
C10=107,76; C8=96,76; C21=59,79; (OCH3)26=5555; C16=53,67; 2(CH,)7=44,55;
C22=14,21; 2(CH,)7=12,79. L.V. Max. (KBr) y —cm’: 2925,92, 1695,37, 1610,51, 1226,69.
MS (ESI-) m/z 490,2, 396,8; MS/MS (m/z 490,0) 491,2, 444,2, 403,2.

5.3.18 - 6-(7-(dietilamino)-2-oxo-2H-cromen-3-il)-4-(4-clorofenil)-2-oxo-1,2,3,4-
tetrahidropirimidinona-5-carboxilato de etila (106r) — sélido laranja, 58% de rendimento

ap6s purificacdo, p.f. 96 C.

RMN 'H (500 MHz) CDCls / TMS (3-ppm): NH12=8,15 (1H, s), H4=7,58 (1H, s), H25 e
H27=7,42 (2H, d, J 8,5 Hz), H24 e H28=7,32 (2H, d, J 8,2 Hz), H5=7,29 (1H, d, J 8,8 Hz),
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H6=6,58 (1H, d, J 8,2 Hz), H8=6,48 (1H, s), NH15=6,35 (1H, s), H16=5,44 (1H, s, J 2,5 Hz),
H21=3,97 (2H, q), 2(CH,)7=3,42 (4H, q), 2(CH3)7=1,22 (6H, t), H22=0,99 (3H, ). RMN *C
(125 MHz) CDCls / TMS (8-ppm): C18=164,56; C7 e C13=159,85; C9=156,75; C2=153,21;
C3=142,57; C11=141,72; C23=133,72; H5=129,88; C24 e C28=128,99; C25 e C27=128,33;
C26=127,79; C3=113,92; C8=109,23; C10=103,43; C17=97,21; C21=60,44; C16=55,11;
2(CH,)7=44,97; C22=13,88; 2(CH3)7=12,45. I.V. Max. (KBr) y — cm™: 2976,07, 1712,73,
1614,37, 1510,21. MS (ESI-) m/z 494,2, 472,2, 387,1, 382,2, 371,1, 357,2; MS/MS (m/z
494,0) 495,1, 448,1, 407,1.

5.4 Caracterizacdo do intermedidrio de Knovenagel isolado (121) — s6lido amarelo, p. f.
165°C.

RMN 'H (500 MHz) DMSO-dg / TMS (8-ppm): OH7=10,37 (1H, s), H4=8,68 (1H, s),
H5=7,90 (1H, d, J 6,9 Hz), H16=7,67 (1H, s), H18-H22=7,38 (5H, m), H6=6,91 (1H, d, J 6,3
Hz), H8=6,79 (1H, s), H14=4,19 (2H, d), H15=1,14 (3H, s). RMN **C (125 MHz) DMSO-ds
/ TMS (3-ppm): C11=190,36; C13=165,60; C2=164,49; C7=159,25; C9=158,19; C4=149,93,
C16=140,28; C12=134,36; C5=133,92; C17=133,47; C18-C19 e C21-C22=130,30;
C20=129,31; C3=118,71; C6=115,11; C10=111,47; C8=102,45; C14=61,34; C15=14,46. |.V.
Max. (KBr) y — cm™: 3431,25, 1730,09, 1616,3, 1190,04. MS (ESI-) m/z 363,1, 275,0,
229,0, 185,0; MS/MS (m/z 363,0) 363,1, 291,0.
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Acquisition Parameter

lon Source Type Esl lon Polarity
Mass Range Mode Enhanced Scan Begin
Capillary Exit Rlet€ouron n'a
Accumulation Time 219 ps HSoverages
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n/a

S Spectra

Altermnating lon Polarity off
Scan End TOO m/iz
Trap Drive 88.9
Auto MS/MS off

Intens._
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100 -

S0

Chemical Formula:

C22H1gN206
=04 Molecular Weight: 406,3881

Felipe-1.d: -IMIS, 0.0-0.4min #(2-45)
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Fig. S12 Espectro ESI de 106a.
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Acquisition Parameter

lon Source Type ESI lon Polarity Negative Alternating lon Polarity off
Mass Range Mode Enhanced Scan Begin 100 m/iz Scan End TOo0 miz
Capillary Exit Helsolatron n/a n/a Trap Drive [SE=m=]
Accumulation Time 13906 pus Averages 5 Spectra Auto MS/MS off
Intens. Felipe-2.d: -MS3S. O.0-0.5Smin #(2-51)
[*6] NO
100 - 2 451 .1
80 + o
e 7 NH
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A N O 405.1
H
HO o "0
40
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C22H17N30g I
»o.| Molecular Weight: 451,3857 112 - 411 1
339.2
265.2 297.2
L L] LU, ' n Lo 391 .1 [ |l a=1.3 4531, Al
["191 Felipe-2_MS2.d: -MS2(451.0). 0.0-0.4min #(1-22)
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80
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360.1
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Fig. S16 Espectro ESI de 106b.
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Acquisition Parameter

lon Source Type EsSl lon Polarity Negative Adternating lon Polarity off
Mass Range Mode Enhanced Scan Begin 100 mii= Scan End TOO mi=
Capillary Exit Ralgiolusfon n/a n'a Trap Drive [SE=M=)
Accumulation Time 332 us Averages 5 Spectra Auto MS/MMS off
Intens. Felipe-4.d: -MS, 0.0-0.<kmin #F(2-42)
[%6]
o] OH 421 .1
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20

Chemical Formula:
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Fig. S20 Espectro ESI de 106c.
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Acquisition Parameter

lon Source Type Est

Mass Range Mode Enhanced
Capillary Exit Raet€oiutfon
Accumulation Time 139 yus
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Scan End

Trap Drive

Auto MS/MS
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5 Spectra
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Fig. S24 Espectro de ESI de 106d.
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Acquisition Parameter

lon Source Type Esi

Mass Range Mode Enhanced
Capillary Exit HREEsoution
Accumulation Time 110 ps

lon Polarity Negative
Scan Begin 100 mi=z
ni/a n/a
Averages 5 Spectra

Aldternating lon Polarity off
Scan End TOO0O mJ/z
Trap Drive 539
Auto MS/MNMS off
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80
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Chemical Formula:
Ca3HoN207
Molecular Weight: 436,4141

184.9
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Fig. S28 Espectro de ESI de 106e.
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Acquisition Parameter

lon Source Type Esl lon Polarity Negative Altermating lon Polarity off
Mass Range Mode Enhanced Scan Begin 100 m/z Scan End 700 m/=z
Capillary Exit Reaetgoution n/a n/a Trap Drive 68 9
Accumulation Time 187 pus Averages 5 Spectra Auto MS/MS off
Inter:;s&. 0 Felipe-7.d: -MS, 0.0-0.3min #(2-34)
100 /\O 1
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1 o 7 NH
S0 B N o)
H
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<40 .
Chemical Formula:
C23H1gN20g
Molecular Weight: 450,3976 349.0
20
407 .1
a25.2 )
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Fig. S32 Espectro de ESI de 106f.
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Normalized Intensity
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Acquisition Parameter
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Acquisition Parameter
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Acquisition Parameter

lon Source Type EsIl lon Polarity Negative Alternating lon Polarity off
Mass Range Mode Enhanced Scan Begin 100 mi= Scan End FTOO0 mi=z
Capillary Exit Reisouwion n/a n/a Trap Drive 6589
Accumulation Time 527 us Averages 5 Spectra Auto MS/MS off
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Acquisition Parameter

lon Source Type Esl lon Polarity Negative Aldternating lon Polarity off
Mass Range Mode Enhanced Scan Begin 100 M= Scan End YOO mi=
Capillary Exit Rletsou o n n'a n/a Trap Drive 689
Accumulation Time 3267 ps Averages 5 Spectra Auto MS/IMS off
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Fig. S48 Espectro de ESI de 106j.
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Acquisition Parameter
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Mormalized Intensity
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Acquisition Parameter

lon Source Type EsI

Mass Range Mode Enhanced
Capillary Exit Riet€bu o n
Accumulation Time 199 us
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Acquisition Parameter

lon Source Type Esl lon Polarity Negative Aldternating lon Polarity off
Mass Range Mode Enhanced Scan Begin 100 m/z Scan End FTOO0 mJ/z
Capillary Exit Ret€oluron n/a n/a Trap Drive 65.9
Accumulation Time 94 us Averages 5 Spectra Auto MS/MS off

Intens. Felipe-10.d: -MS, 0.0-0.3min #(4-36)
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Mormalized Intensity
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Acquisition Parameter

lon Source Type Esl lon Polarity MNegative Aldtermating lon Polarity off

Mass Range Mode Enhanced Scan Begin 100 mii= Scan End TOO0 mi=

Capillary Exit RaEEnutiomn n/a nia Trap Drive LSE==]

Accumulation Time 2189 us Averages 5 Spectra Auto MSIMS off

Intens. Felipe_15.d: -MS, 0.0-0.3min #(3-36)
Yo 436.0
100 -

80
S0

Chemical Formula:
40 021H1GBFN306
Molecular Weight: 486,2722

20
255.2 e
5] Folipe_15_MS2.d. -MS2(485.0), 0.1-0 3min #(2-16)
100 + 441 .0
80
361 .1
S0
] as4.0
40
20
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Acquisition Parameter

lon Source Type EsI lon Poalarity Negative Aldternating lon Polarity off
Mass Range Mode Enhanced Scan Begin 100 M= Scan End TOO0 m/i=z
Capillary Exit Ret€ouion n'a nia Trap Drive s8.9
Accumulation Time 413 us Averages 5 Spectra Auto MS/MS Off
"“ltef:l;:- Felipe_2Z4.d: -MS, 0.0-0.3min #({4-36)
[=el 421 .1
S50 fo)
] e 7 NH
\ N
40 H
HO (O]
- Chemical Formula:
C22H1gN05S
Molecular Weight: 422,4537
20
387.1
405.1 409.1
37|9.1 | 4DI3.1 419.1 |
1 ' L 1 [l L 1
l°r§]— Felipe_24 MS2.d: -MSZ2(421.0), 0.0-0.3min #(2-186)
422 O
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Fig. S64 Espectro de ESI de 1060.
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Mormalized Intensity

1.0

0.9

0.8

0.7

0.6

0.5

0.4

0.3

-0.3

-0.4

-0.5

-0.6

N2 BNFY 01.027.001 1R.eSR/articalScaleFactor = 1

30.95

L L
L ] [~
ol = ~
0w o w
e
B B ML I o o L L L B B e L B N I L e e e e e R e m AR RS E R
160 152 144 136 128 120 112 104 96 83 80 72 64 56 48 40 32 24 16

Chemical Shift (ppm)

Fig. S66 Espectro de **C RMN (125 MHz) de 106p em DMSO-dS6.

195



B
™
b

\

—=

BG'E8—s

LL68.—

1 00L— C’?

=
82 '8L0L—

o

=
= =]
o

y
oL'99P—<
)

LB'rLCL
B9 EYZl—=

=

o

(=)
FEBLE=

gL EELl—=—=

=

w0

=

b

L QDPE—\

L PLEE—<

GB|LEBE—
—
\I_—;—)

£8'/801—

GEESFL—=
80ZSE L —=—T"__

glelbl—

9L et

publnlnn
LGl —=—

=

(=]

m
-

=

—

(=]
(=]
(=]

o
o
£Z668L—
rZLol—

Transmittance
o
(5]

=
1l

III|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII
4000 3800 3600 3400 3200 3000 2800 2600 2400 2200 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600 400
Wavenumber (cm-1)

196
Fig. S67 Espectro de IV em pastilha de KBr de 106p.



Acquisition Parameter

lon Source Type EsSI

Mass Range Mode Enhanced
Capillary Exit Raetsoawron
Accumulation Time 2722 us

lon Polarity Negative

Scan Begin 100 mi= Scan End
n/a n/a Trap Drive
Averages 5 Spectra Auto MSMS

Aldtermnating lon Polarity

off

00 miz
639

off

INntens.
[%6]
100

80

Chemical Formula: CygH27N305
Molecular Weight: 461,5097

255.2 28|3»3
R

Felipe_19.d: -MS, 0.0-0.3min #(3-36)
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Intens. Felipe_23.d: -MS, 0.0-0.3min #(3-37)

[%6]
100 490.2

<40
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Acquisition Parameter

lon Source Type
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Capillary Exit
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Mormalized Intensity
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Transmittance
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Acquisition Parameter
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Synthesis and mechanism of novel fluorescent
coumarin—dihydropyrimidinone dyads obtained by
the Biginelli multicomponent reactiont

Felipe Vitério,” Thiago Moreira Pereira,” Rosane Nora Castro,”
Guilherme Pereira Guedes,” Cedric Stephan Graebin® and
Arthur Eugen Kimmerle*a®

The optimization of a Biginelli Multicomponent Reaction (MCR] protocol for obtaining a collection of
I4-dihydropyrimidin-2(1H)-onefthione, with WV absorption and blue fluorescent properties, from
synthetic coumarin beta-ketoester derivatives is described. This is the first report of Biginelli adducts
bearing a coumnarin nucleus in the f-ketoester moiety and their MCR mechanism seems to pass through
a Knoevenagel intermediate, which was considered as unlikely before. A chemical library was obtained
and the dihydropyrimidin-2(1H)-one nucleus formation confirmed by X-ray diffraction. Photophysical
analyses of representative compounds in different solvents show good Stokes shifts in water that are
associated to a postulated ICT process and ph, determination make these compounds a good start
point for new chemical and biological probes as well as useful pH indicators.



