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RESUMO
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Universidade federal de Santa Maria

SINTESE E AVALIAGAO BIOLOGICA DE COMPOSTOS DERIVADOS DA 5°-
ARILCALCOGENIL-3’-AMINO-TIMIDINA

Autor: Julliano Guerin Leal
Orientador: Prof. Dr. Oscar Endrigo Dorneles Rodrigues
Data e local: Santa Maria, 06 de novembro de 2020

Compostos organocalcogénios vem sendo objeto de varios estudos quanto ao seu potencial
biolégico em varias aplicagbes, como antitumoral, antiviral, antiinflamatoério e antioxidante.
Com relacao a esta ultima, podemos destacar seu emprego no combate ao estresse oxidativo
e suas consequéncias. Neste contexto, o acido ferulico € uma molécula natural que apresenta
uma grande variedade de aplicagdes bioldgicas, onde podemos destacar a sua capacidade
de atuar como agente antioxidante. Da mesma maneira, os analogos de nuclesideos
apresentam um crescente interesse nos seus derivados para a sintese de novos farmacos.
Ainda, o desenvolvimento de novos fotosensibilizadores para a aplicagdo em terapia
fotodindmica vem sendo um alvo de pesquisa bastante atual. Entre os fotosensibilizadores
existentes, podemos apresentar as Rodaminas. Assim, este trabalho teve como um dos seus
objetivos a preparacdo de uma nova classe de calcogeno-nucleosides conjugados com acido
ferulico. Assim, quinze analogos de calcogeno-nucleosideos derivados do acido ferulico foram
sintetizados. Para tal foi elaborado um protocolo utilizando condigdes brandas, onde os
referidos compostos foram preparados em bons rendimentos (34%-96%). Verificou-se que os
compostos estudados exibiam atividade anticancer in vitro contra a linha celular de cancer de
bexiga, sem a demonstracdo de efeitos tdxicos nos ensaios in vivo realizados em
camundongos. Também foram testados quanto a sua capacidade antioxidante in vitro.
Observou-se dessa forma que os compostos possuem atividade superior em comparagao
com o acido ferulico e todos os outros padrdes utilizados. Ainda, um segundo objetivo deste
trabalho envolveu a preparacido de fotossensibilizadores aplicaveis a terapia fotodinamica
derivados da rodamina. Neste contexto um total de doze compostos foram sintetizados, a
partir dos 5’-arilcalcogenil-3’-amino-timidina e rodamina B, obtendo-se assim produtos, em
sua maioria, com bons rendimentos (14%-96%) e com &timas perspectivas visando sua

aplicagédo a TFD, através de uma metodologia simples.

Palavras-chave: Organocalcogénio, acido ferulico, antioxidante, nucleosideo, rodamina B
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Organochalcogen compounds have been the subject of several studies regarding their
biological potential in various applications, such as antitumor, antiviral, anti-inflammatory, and
antioxidant. Regarding the last, we can highlight its use in combating oxidative stress and its
consequences. In this context, ferulic acid is a natural molecule that has a wide variety of
biological applications, where we can highlight its ability to act as an antioxidant agent. In the
same way, nucleoside analogs have a growing interest in their derivatives for the synthesis of
new drugs. On the other hand, the development of new photosensitizers for application in
photodynamic therapy has been a very current research target. Among the existing
photosensitizers, we can present Rodaminas. Thus, this work had as one of its objectives the
preparation of a new class of chalcogen-nucleosides conjugated with ferulic acid. In this work,
fifteen chalcogen-nucleoside analogs derived from ferulic acid were synthesized. For this
purpose, a protocol was developed using mild conditions, where the said compounds were
prepared in good yields (34%-96%). It was found that the studied compounds exhibited anti-
cancer activity in vitro against the bladder cancer cell line, without demonstrating toxic effects
in the in vitro assays. performed on mice. They were also tested for their antioxidant capacity
in vitro. It was thus observed that the compounds have superior activity in comparison to ferulic
acid and all the other standards used. Still, the second objective of this work involved the
preparation of photosensitizers applicable to photodynamic therapy derived from rhodamine.
In this context, a total of twelve compounds were synthesized, starting from 5'-arylchalcogenyl-
3'-amino-thymidine and rhodamine B, thus obtaining products, in almost all cases, with good
yields (14%-96%) and with excellent perspectives aiming their application to PDT, through a

simple methodology.
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1. Introdugao e Objetivos







1.1 Introducgéao e Objetivos

Ha varios anos, diversos ramos da quimica, principalmente nas areas da
quimica organica e da quimica medicinal, vém pesquisando diferentes estratégias
para a sintese de novos farmacos ou a melhoraria da atividade farmacolégica de
compostos ja existentes. Uma destas estratégias € o bioisosterismo que consiste em
realizar modificagdes pontuais de compostos de conhecido efeito ao organismo
humano ou a sintese de miméticos deles. Este subterfugio tem como principal objetivo
a obtencéo de farmacos mais potentes e seguros (LIMA, 2005). Tendo em vista esta
estratégia, uma das classes de compostos que vem sendo amplamente explorada é
a dos nucleosideos, sendo estes as subunidades dos nucleotideos, os blocos de
construgdo do acido desoxirribonucleico (DNA) e do acido ribonucleico (RNA)
(LODISH, 2001). O desenvolvimento de farmacos baseados em nucleosideos,
visando efeitos biolégicos relacionados as interagdes dessas moléculas nos
processos metabdlicos, ja € descrito na literatura e conta diferentes exemplos com as
mais diversas propriedades, como agentes anticancerigenos, (BEUTLER, 1992 e
ROSS, 1993) antimicrobianos (THOMSON, 2019) e antivirais (HURYN, 1992;
MAHMOUD, 2018; JORDHEIM, 2013). Adicionalmente, analogos de nucleosideos
pirimidinicos, como a 5-azacitidina (1), que € empregada no tratamento da sindrome
mielodisplasica (MDS), um grupo heterogéneo de disturbios da medula 6ssea (ISSA,
2005), bem como a 2',2'-difluoro-2'-desoxicitidina (gencitabina, 2) comumente descrito
por sua atividade contra cancer de pancreas, pulméo, mama e bexiga, (MINI, 2006)

s&o excelentes exemplos destes como agentes antitumorais (Figura 1).

O estudo de derivados nucleosidios pirimidinicos, tais como o AZT (3), também
foram explorados em outros ambitos de interesse, como ja descritos na literatura
(MUGESH, 2001; NOGUEIRA, 2004). Baseado nos estudos anteriores sobre os
efeitos antitumorais e antioxidantes expressivos destes derivados nosso grupo de
pesquisa vem trabalhando com varios calcogénio derivados do AZT, como, o 5'-
arilcalcogénio-3'-azido-3'-desoxitimidina (4) e 5'-arilcalcogénio-3'-amino-3'-
desoxitimidina (5), como agentes anticancer e antioxidantes, como mostrado na figura
1 (DE SOUZA, 2015; MARIANO, 2016; DA ROSA, 2017; ECKER, 2017; ECKER,
2018).
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Figura 1 — estruturas de medicamentos baseados em nucleosideos (1, 2 e 3) e alguns

dos derivados arilcalcogénio-AZT publicados anteriormente por nosso grupo (4 e 5).

NH, NH, 0
N0 N0 N™ "0
HO HO HO
0 O-F 0
OH OH OH F N,

5-Azacitidina (1) Gemcitabina (2) Azidotimidina (3)

0
\kaH \KKNH
N/&o N/&O
ArY ArY-
0 0
N3 NH,

5'-Arilcalcogenil-3'- azidotimidina (4) 5'-Arilcalcogenil-3'-aminotimidina( 5)

Fonte: Autor

Um outro ponto importante e que vem sendo estudado desde os primérdios da
humanidade por diversas culturas do nosso planeta é o uso de produtos naturais para
o tratamento de diferentes patologias e problemas de saude. A busca por ervas e

folhas foi uma das primeiras formas de utilizagcdo dos produtos naturais

Alguns dos exemplos mais comuns sdo, a salicina (6), um conhecido
antiilfamatorio precursor do acido acetil salisilico (7), a morfina (8) um poderoso
analgésico utilizado para o tratamento de dor crénica ou aguda, além, da penicilina (9)
um antibiético que revolucionou a medicina, sendo o primeiro a ser utilizado
amplamente (Figura 2) (DIAS, 2012). Hoje ja € amplamente conhecida a grande
quantidade de exemplos e de beneficios dos compostos de origem natural
sinteticamente modificados descritos na literatura, devido as diferentes atividades

biolégicas e a ampla disponibilidade destas matérias de partida (BORRIS, 1996).
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Figura 2 — Compostos de origem natural.

OH
OH
HO ©
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H
N S YA
- O
HO'
Morfina (8) Penicilina (9)

Fonte: Autor

Neste cenario, vale ressaltar os compostos denominados acidos fendlicos
cindmicos, como acido 3,4-hidroxicinamico (10, acido cafeico), acido 5-(3,4-di-
hidroxicinamoil)quininico (11, acido clorogénico), acido trans-4-hidroxicinamico (12,
acido p-coumarico) e o acido 4-hidroxi-3- metoxicinadmico (13, acido ferulico) que estéo
entre os antioxidantes naturais mais abundantes e podem ser encontrados em muitos
graos, frutas e vegetais amplamente consumidos na dieta humana (Figura 3)
(SHAHIDI, 2004 e 2010).
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Figura 3 — Representacgao de alguns acidos cinamicos fendlicos bioativos

importantes.
0]
= OH
HO i 9
X
HO HO “y
HO OH
Acido caféico (10) Acido clorogénico (11)
O 0]
_0
X OH X OH
HO HO
Acido p-coumarico (12) Acido Ferulico (13)

Fonte: Autor

O acido ferulico (13, FA), que foi isolado primeiramente da Ferula foetida,
popularmente chamada de assa-fétida, férula ou funcho-gigante (HLASIWETZ, 1866),
pode ocorrer naturalmente em dois isbmeros geométricos diferentes (forma Z 90% e
forma E 10%), e € um conhecido componente de muitos alimentos, como arroz, farelo
de milho, farelo de trigo, café, entre outros (KUMAR, 2014). Na estrutura das plantas
esta presente principalmente como um importante componente da parede celular,
sendo responsavel pela reticulacdo de polissacarideos e outros polimeros da parede
celular, além de propiciar protegao contra a radiagédo UV impedindo degradacéo de
outras estruturas por meio de reagdes em cadeia de radicais livres, sendo conhecido

assim como um excelente eliminador de radicais livres (SANTOS, 2008).

O acido ferulico e seus derivados exibem propriedades antioxidantes potentes,
responsaveis por uma ampla gama de aplicagdes biolégicas, como agente anti-
inflamatdrio, atuando sobre muitos processos inflamatérios como aterosclerose,
artrite, catarata e outros tipos de inflamacgdes crénicas (ANDREASEN, 2001; DOSS,
2016; ZHUI, 2000; LAMPIASI, 2016; BIANCHI, 1999). O &acido ferulico também é

descrito na literatura por seus efeitos preventivos na aceleragdo dos processos
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cutaneos do envelhecimento causados pela reacdo em cadeia dos radicais livres pela
exposic¢ao a radiagcao UV, bem como efeitos protetores sobre o sistema nervoso e o
figado (PRASAD, 2007; KANSKI, 2002; MARUF, 2015; ADEYEMI, 2019).

Tendo em mente as propriedades antioxidantes dos compostos analogos do
acido ferulico discutidos anteriormente e os derivados arilcalcogénio-AZT ja
publicados por nosso grupo de pesquisa, este trabalho teve como um dos objetivos a
utilizagado do conceito quimico medicinal de hibridagdo molecular (VIEGAS-JUNIOR,
2007), ou seja, a combinagédo de blocos biologicamente ativos. Para tal, foi idealizada
a uniao das classes de compostos previamente descritos em uma nova classe de
compostos por meio de uma abordagem sintética simples (Esquema 1), com o
objetivo de estudar seus potenciais efeitos eliminadores de radicais, antioxidantes e
antitumorais, além de promover estudos in silico e toxicologicos. Para melhor
compreender a relagdo entre a atividade biolégica dos diferentes derivados da 3'-
amidoferuloil-5'-arilcalcogenotimidina, este trabalho também teve como objetivo o de
estudar um modelo de Relagdo Quantitativa Estrutura-Atividade (QSAR) dos
compostos, visando elucidar as caracteristicas estruturais importantes e suas relagcbes

a atividade bioldgica.
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Esquema 1 — Sintese proposta para obtencdo dos compostos derivados do acido

ferulico.
o} 0 P . 0
. ArYJ, = 15a-150 |
\(J\NH N | ArY) = 15a-150 ' \fiﬁ
N’go 1) THF, Et;N, 0°C NAO 1) ArY),; THF N~ 0
HO MsO 2) NaBH4 EtOH  ArY.
N o 2) H;CSO,CI, t.a., 2h o 3) Roflurs.24h o
N3 N NH,
3 14 5a-50
0
o)
NH
| /t' OH
N" "0 DCC
+ ArY-
e} o 18h 50 o
/
NH,
5a-50 13 O
Ar = CgHs; p-CICgH4; p-MeCgHy; p-MeOCgHy; 2,4,6-MesCgHy;
CioH7; 2-Py 16a-160
Y=S, Se, Te

Fonte: Autor

Um segundo objetivo deste trabalho, consistiu no desenvolvimento de novos
calcogeno-nucleosideos que  pudessem  apresentar  aplicagbes  como
fotosensibilizadores para terapia fotodinamica.

A TFD consiste na irradiacdo de uma fonte de luz com determinado
comprimento de onda, para a excitagcdo eletrbnica de um composto
fotossensibilizador, ou seja, com propriedades fotoativas, para a assim ocorrer a
geracgao de espécies reativas de oxigénio no local irradiado, o que pode levar a morte
celular, levando assim a uma seletividade muito maior pois assim tera um efeito
localizado (RIBEIRO, 2005).

Com este outro propdsito, foi também objetivo deste trabalho, a sintese de uma
nova classe de compostos com potencial propriedades fotoativas. Para isto foram
empregados os compostos previamente descritos derivados do AZT (5’-arilcalcogenil-
3’-amino-deoxitimidina, 5) e como porgao fotoativa foi escolhida a rodamina B (17)

(Esquema 2), um composto ja conhecido por sua fotoatividade frente a TFD.
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Esquema 2 — Sintese proposta para obtencdo dos compostos derivados da

rodamina B.
0
Ly
1.)TsCl; DCM - N ~O
2.) DMAP ArY:
3.) 5; DMC; Refluxo; 3h (@) O
: O ! N O NEt,
; e O
: : 0
: N "0 | O
+ ArY. 5
: 0 :
5 NH, i
Y=S, Se, Te SR S !
Ar = CgHsg; p-CICgHy; p-MeCgHy4, p-MeOCgH,

Fonte: Autor

1.2 Objetivos Especificos

e Sintetizar uma série de compostos derivados da 5’-arilcalcogenil-3’-
amino-deoxitimidina (5) juntamente com o acido ferulico (13), utilizando
diferentes substituintes arilcalcogenil nos compostos derivados de AZT.

e Sintetizar uma série de compostos derivados da 5’-arilcalcogenil-3’-
amino-deoxitimidina (5) juntamente com a rodamina B (17), utilizando

diferentes substituintes arilcalcogenil nos compostos derivados de AZT.

o Estudar/realizar ensaios para determinar as possiveis aplicacbes
biolégicas dos compostos sintetizados.
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2. Revisao Bibliografica




2.1 Nucleosideos

Os nucleosideos (Figura 4) sdo biomoléculas oriundas da hidrolise de
nucleotideos (blocos construtores dos acidos nucléicos DNA e RNA) podendo, pelas
vias de recuperacao, formar novamente os nucleotideos. Além de participarem de
processo enzimaticos também tem a funcao de sinalizadores celulares, sendo desta
forma de extrema importéncia para o organismo humano. Como mencionado, todas
as fontes de nucleosideos envolvem a etapa de hidrdlise de um nucleotideo. Por
exemplo, os acidos nucleicos quando ingeridos sao hidrolisados no organismo por
diversas enzimas digestivas formando nucleosideos, que sdo em parte absorvidos,
porém também possuem uma parcela que é degradada e posteriormente excretada.
Outra fonte € a sintese “de novo”, rota metabdlica que através de biomoléculas como,
aminoacidos e carboidratos, gera nucleotideos que podem ser hidrolisados a
nucleosideos (SAENGER, 1973; SCOFIELD, 2007).

Figura 4 — Exemplos de nucleosideos.

NH, O
N B N
N NH
¢ 1 <ff
N N/) N N/)\NHZ
HO HO
O O
OH R OH R
Adenosina (19) Guanosina (20)
NH2 0] (@]

NH | NH

Cr, O A

N o}
HO
o
OH R OH R OH R
Citidina (21) Timidina (22) Uridina (23)
R=HouOH )

Fonte: Autor
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Sua estrutura é constituida por um heterociclo denominado base nitrogenada
(ou base azotada), ligada a um acucar via ligagdo B-N-glicosidica. Existem duas
classes de bases nitrogenadas que constituem tanto os nucleotideos como os
nucleosideo: as bases purinicas e as bases pirimidinicas. Ja a por¢cdo monosacaridica
€ formado pelo carboidrato pentose e este também possui suas diferencas para o RNA
(ribose) e DNA (desoxirribose) (BOWATER, 2015)(Figura 5).

Figura 5 — Estruturas basicas dos nucleosideos.

... _BasesNitrogenadas _ _____~  Pentose
: Pirimidinas ; Purinas | Desoxiribose Ribose
i Timina 5 Adenina | ! HOws OH 1o OH |
! 0 ! NH, L 10— . 0 :
1 5 ﬁl 1 6 5 : ' 4 1 '
! 4 ' ! 3 2' |
| [ /J: : 1N/ \>8 | OH OH OH |
i 6 N 230 E 3N 4 N9 3 i 29 30 i
i 24 . 25 o )
! Citosina | Guanina :

ﬁi l'ﬁ\l\)j:N\> Nucleosideos

I : N 2 \
! . N Vo .
! No© P HNDONT L B !
! 26 5 27 ;1 HO o ;
: Uracilo T~ Ligagdo !
: 0 : ! OH R N-Glicosidica |
5 f‘\NH ; L 5
N/&o | | B = Base Nitrogenada :
! H ; ' 1 R=HouOH |
N 28 . e A S )

Fonte: Autor

O interesse da comunidade cientifica pelos acidos nucleicos vem desde o
isolamento da “nucleina” (DNA associado a proteinas) por Miescher em 1869 (DAHM,
2005) durante as analises sobre as moléculas que compunham a célula. Desde ent&o
muitos pesquisadores dedicaram seus estudos a esta area. Na década de 1950
Alexander Todd estabeleceu, via sintese, a estrutura dos nucleosideos, a partir da
hidrélise de nucleotideos, pesquisa que lhe concedeu o prémio nobel de quimica em
1957 (TODD, 1954). A partir disto a pesquisa por nucleosideos se intensificou e,

apenas alguns anos apods terem sua estrutura definida, o primeiro analogo que veio a
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se tornar um farmaco, com propriedade anti-viral e anti-herpético foi sintetizado, sendo
ele a iodoxuridina (32) (Esquema 3) (PRUSOFF, 1959).

Esquema 3 — Sintese da lodoxuridina.

0 0
| NH ! | NH
N/go v o1, — oGk Nko
HO HNO3 HO
:o: A2n :o:
OH OH
56%
23 31 32

Fonte: Autor

No ano de 1964, Horwitz e colaboradores relataram a sintese do analogo da
timidina, 3'-azido-3’-desoxitimidina (AZT, 3) (HORWITZ, 1964 ). No entanto, foi apenas
no decorrer nas décadas de 70 e 80 que algumas propriedades biolégicas do AZT
foram elucidadas por Ostertag e Mitsuya que relataram a sua atividade anti-retroviral
(OSTERTAG, 1974 ;MITSUYA, 1985), sendo mais efetivo contra o HIV (Virus da
Imunodeficiéncia Humana), que é a causa da AIDS (Sindrome da Imunodeficiéncia
Adquirida). Desta forma, Fischl et al. a partir de estudos pré-clinicos conduzidos em
1987, mostrou que o AZT (3) poderia ser administrado no tratamento de HIV em
pacientes infectados (FISCHL, 1987), sendo eficazes contra a replicagdo do virus e
atuando simultaneamente contra as infec¢gdes bacterianas oportunistas (CASADO,
1999). Entratanto, séo relatados diversos efeitos tdxicos relacionados ao AZT (3)
(RACHLIS, 1993; RICHMAN, 1987), como na medula 6ssea (SOMMADOSSI, 1989),
no figado (DE LA ASUNCION, 1999), no musculo esquelético (LEWIS, 1992) e no
coragao (ACIERNO, 1989), sendo um fator limitante para sua administragao.
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Esquema 4 — Sintese do AZT.
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Fonte: Autor

Entre a sintese do AZT e sua aprovacdo como um medicamento houveram
ainda mais dois analogos de nucleosideos que tiveram destaque como novos
farmacos. A citarabina (38), um antitumoral muito utilizado no combate a doencas
hematoldgicas malignas, que foi sintetizado a partir de uma da citidina por meio de
uma reacgao de nitragao e posterior reagdo com etanol e hidroxido de sédio, onde
ocorre a inversao de configuragdo do substituinte da posigdo 2’ da pentose, devido a
conformacgao estrutural do acgucar, etapa esta onde também ocorre remocéao dos
demais grupamentos nitro da estrutura, e o aciclovir (42), um antiviral analogo da
guanosina (Esquema 5). No entanto todos estes compostos derivados de
nucleosideos, podem agir de forma semelhante a nucleosideos endégenos o que
pode acarretar em diversos problemas ao organismo (HOOVER, 1975 e SELEY-
RADTKE, 2018).
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Esquema 5 — Sintese de citarabina e do aciclovir.
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Fonte: Autor

O principio dos mecanismos de agao dos analogos de nucleosideos inicia-se
com a sua entrada na célula através de transportadores especificos. Ja dentro das
células os medicamentos sdo subsequentemente fosforilados por quinases levando
ao acumulo de analogos de nucleosideos fosforilados em células cancerigenas.
Assim, interferindo na DNA polimerase entrando na cadeia do DNA e interrompendo
sua duplicagdo, ou em células infectadas por virus, agindo sobre a transcriptase
reversa, que faz parte da etapa crucial da replicacdo dos retrovirus, sendo entéo
incorporado ao DNA viral interrompendo o alongamento de sua cadeia e bloqueando
a sua replicacdo (FURMAN, 1986). Poréem células saudaveis também podem ter este

acumulo de analogos nucleosidicos, podendo sofrer as mesmas consequéncias.
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Dessa forma a busca por uma maior seletividade na agcédo destes compostos é
de extrema importancia, visto que eles podem apresentar diferentes efeitos colaterais.
Assim, diversas pesquisas de modificagbes estruturais dos seus analogos vém sendo
realizadas, aliados aos estudos de seus outros mecanismos de acgao e suas diversas
propriedades biologicas (DE CLERCQ, 2005)(Esquema 6).

Esquema 6 — Agcao das cinases sobre os nucleosideos.

B B
0O (0N0)
HO . I\ O // \\ O
Cinases Celular O p Pl P
O - e \\ 7 ~ pd \\ O
> 0 %bd 9%
R, R, R1 R2
SR O R0 i HIV-T
P "~ -Transcriptase
O \\o d’ o \\o o P > Terminagdo da Cadeia do DNA viral
R, R,
B = Base nitrogenada

Fonte: Autor

No ano de 2018 haviam mais de 30 medicamentos aprovados pela Food &
Drugs Administration — FDA (agéncia norte-americana de controle sobre os produtos
alimenticios e farmacéuticos) analogos de nucleo-sideos/tideos utilizados como,
antitumorais, antivirais, antioxidantes, antiparasitario, antibactericida e antifungico,
além de varios outros com estudos em estagios preé-clinicos (SELEY-RADTKE, 2018).
Devido a este fato, nesta revisédo, serdo destacados alguns dos principais analogos
de nucleosideos ja sintetizados e as modificagoes feitas neles, pertinentes a este

trabalho.
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2.1.1 Anélogos de nucleosideos

Um dos farmacos aprovados pela FDA e utilizado como quimioterapico contra
diversos tipos de cancer é a gemcitabina (1) que consiste em um analogo da citidina
com a presenca de dois atomos de fluor na posicdo 2’ do agucar. A estrutura foi
proposta devido ao fluor ser um bioisoster classico do hidrogénio mantendo a
topologia geral da molécula e podendo aumentar o seu tempo de meia vida no
organismo devido ao bloqueio de uma posigao passivel de oxidagédo. Este composto
foi sintetizado por Hertel e colaboradores em 1988 (HERTEL, 1988) onde, por meio
de oito etapas reacionais, chegaram ao produto de interesse. Primeiramente, partindo
de um gliceraldeido (43), via uma reagdo de Reformatsky com um organozinco
preparado in situ a partir do composto 44, para obtencdo do produto 45. Este foi
submetido a uma desprotecao e ciclizacado concomitantes com utilizagdo da resina
Dowex 50. Posteriormente, apds diversas etapas reacionais (protecado, reducao,
mesilagdo, substituicdo e desprotecdes), foi possivel obter o produto com um
rendimento global de 10% (Esquema 7). Devido a este baixo rendimento e a grande
importancia deste composto, diversos pesquisadores ja elaboram novas rotas para
esta sintese, que hoje ja possui alternativas sintéticas com rendimentos maiores que
90% (BROWN, 2014).

Esquema 7 —Sintese da gemcitabina.
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Fonte: Autor
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No ano de 1990, Flandort e colaboradores deram inicio a busca por
modificagdes, até entdo pouco exploradas na area dos analogos de nucleosideos. Os
autores realizaram a sintese de 3'-alil-2',3'-didesoxinucleosideos visando n&o apenas
novos farmacos, mas principalmente buscando demonstrar novas perspectivas
reacionais para os analogos da timidina (FLANDORT, 1990). A estratégia sintética dos
autores foi a utilizagao de reagdes radicalares para formagéo de uma nova ligagéao
carbono-carbono na posicao 3'. Para isso adaptagdes em uma metodologia ja descrita

na literatura foram realizadas (KECK, 1982).

Entdo por meio de uma reacdo entre organo-estanhos e analogos de
nucleosideos previamente preparados 48, juntamente com a utilizagado de um iniciador
radicalar (no caso azobisisobutironitrila — AIBN), assim os autores obtiveram o
composto de interesse, 50, que possui um grupamento funcional alila, sendo este
utilizado como material de partida em outras sinteses por eles desenvolvidas (51 e
52)(Esquema 8).
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Esquema 8 — Sintese desenvolvida por Flandor e colaboradores.
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Fonte: Autor

Os analogos de nucleosideos sdo muito estudados como antineoplasicos,
porém nenhum novo quimioterapico para o tratamento da leucemia linfoblastica aguda
— LLA (céncer mais comum em criangas) na década de 1980 foi relatado. Entdo
Montgomery e colaboradores no ano de 1992, realizaram a sintese de analogos de

nucleosideos obtendo assim diversos compostos, sendo entre eles a clofarabina (53).

A clofarabina (Figura 6) € um analogo da adenosina que possui propriedades
contra diversos tipos de cancer e €, até hoje, um dos poucos medicamentos que
podem ser utilizados para o tratamento de LLA (MONTGOMERY, 1992).
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Figura 6 — Estrutura Clofarabina.
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Fonte: Autor

Friedel (FRIEDEL, 1989), realizou o estudo da atividade biologica do S-
adenosil-L-metionina (54, SAMe), molécula de ocorréncia natural distribuida a
praticamente todos os tecidos e fluidos do corpo. Este composto mostrou-se de
fundamental importancia em varias reagdes bioquimicas envolvendo transmetilacao
enzimatica, contribuindo também para a sintese, ativagdo e/ou metabolismo de
compostos como horménios, neurotransmissores, acidos nucléicos, proteinas,
fosfolipidios e certos farmacos. Além disso, foi verificado que esta molécula possuia
propriedades restauradoras da fungao hepatica frente a varias doencas hepaticas
cronicas (como cirroses alcodlica e n&o alcodlica), além de prevenir ou reverter a
hepatotoxicidade devido a varios medicamentos e produtos quimicos, como alcool,
acetaminofeno (paracetamol), esterdides e chumbo, e ter propriedades

antidepressivas

Secrist e colaboradores, no inicio dos anos 1990, demonstraram a sintese de
novos compostos analogos de nucleosideos, que também possuiam um enxofre em
sua estrutura, porém ligado a posi¢cao 4’ e 1’ do agucar no lugar do oxigénio. Entre
estes compostos o 56 foi extremamente eficiente, em ensaio in vitro, como
antileucémico (SECRIST Ill, 1991). Além disso, o enxofre dentro dos nucledsidos 4'-
tiofuranosil foi comprovadamente resistente a hidrélise quando comparados com
analogos nativos, o que aumentava o seu tempo de meia vida no organismo. Assim
estimularam novamente o interesse de pesquisadores nessa classe de nucleosideos

calcogeno-substituidos (Esquema 9).
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Esquema 9 — Estrutura SAMe e sintese de Secrist e colaboradores.
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Fonte: Autor

Joshi, Rao e Reese em 1992 também chegaram a exemplos de analogos da
timidina contendo o atomo de enxofre e inclusive selénio em sua estrutura nas
posicoes 3’ e 5, pois acreditavam que outros nucledéfilos moles também reagissem
diretamente com derivado ciclico (67) como na sintese do AZT. Dessa forma
realizaram reacdes utilizando nucledfilos tiolato e selenolato para a obtencdo dos
compostos 3’-desoxitimidina-calcogeno-substituidos (60 e 61) e 5’-desoxitimidina-
calcogeno-substituidos (58 e 59), sendo estes inibidores de transcriptase reversa

comprovados por ensaios (JOSHI, 1992) (Esquema 10).
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Esquema 10 — Compostos sintetizados por Joshi e Reese.
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Fonte: Autor

No fim do século XX diversas sinteses e ensaios foram realizados para
obtengao de novos possiveis medicamentos analogos de nucleosideos. Desta forma
um composto aprovado pelo FDA, em 1996, para o combate ao virus da herpes (HSV-
1 E HSV-2) teve grande destaque, pois utilizou um subterfugio interessante: o
processo de modificagdo de farmacos denominado latenciacdo para obtencdo do
valaciclovir (62), um pro-farmaco, ou seja, um medicamento que depende de sua
metabolizagdo pelo organismo para a liberagcdo do seu composto ativo. Entao,
mediante a escolha de transportadores ideais, o aprimoramento das propriedades do
farmaco foi alcangado, como o aumento de sua biodisponibilidade e diminuicdo de
seus efeitos colaterais (PERRY, 1996). Sua sintese teve apenas trés etapas
reacionais. Inicialmente o aminoacido valina foi primeiramente protegido com
carbobenziloxi (Cbz) e em seguida ligado ao aciclovir usando o reagente de
acoplamento, diciclo-hexilcarbodiimida (DCC) na presenga de uma quantidade
catalitica de 4-(dimetilamino) piridina (DMAP) em DMF. A desprotecdo deu-se por
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hidrogenagao catalitica em meio acido dando origem ao produto de interesse 62 que,
ao ser metabolizado, leva a formagao do aminoacido valina (63) e do farmaco aciclovir
(42) (SHINKAI, 1996) (Esquema 11).

Esquema 11 — Metabolismo do pré-farmaco valaciclovir.
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Fonte: Autor

2.1.2 Calcogeno-Nucleosideos

2.1.2.1 A importancia dos organocalcogénios

Os analagos de nucleo-sideos\tideo contendo atomos da familia dos
calcogénios comegarem a ser cada vez mais explorados. Isso se deu devido a uma
perspectiva muito positiva de suas ag¢des no organismo, principalmente dos

compostos contendo selénio.

No ano de 1817, o quimico sueco Jons Jacob Berzelius relatou, pela primeira

vez, o elemento selénio, mas com a visao de que este era tido como um elemento de
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alta toxicidade, o que foi seguido por diversos anos. Nas décadas de 1960 e 1970
diversas pesquisas abordando o seu envolvimento com processos bioldgicos
endégenos, como sua relacdo com a GPx (Glutationa peroxidase) e sua presenga em
diversos aminoacidos/enzimas com importantes fungdes, além dos exdgenos, como
a prevencao da necrose nos tecidos do figado, fizeram o interesse em compostos
bioativos contendo esse elemento crescerem vertiginosamente (BOYD, 2011;
PAINTER, 1941; ROTRUCK, 1973).

No organismo o selénio participa de diversas reacbes redox, como na
decomposicao de peroxido de hidrogénio, subproduto da respiracdo aerdbica que em
excesso acarreta em danos a diversas células. Compostos sintéticos contendo selénio
em sua estrutura ou capazes de liberar selendis em ambientes biologicos a partir de
sua metabolizacdo tem sido objeto de varios estudos quanto ao seu potencial
biolégico no combate ao estresse oxidativo e suas consequéncias, como derrames e
doengas neurodegenerativas. Dois exemplos classicos sdao o ebselen (65) que
demonstrou ser um 6timo mimético da GPx catalizando a decomposi¢cado do perdxido
de hidrogénio e os disselenetos de diarila (15) que possuem comprovada atividade
anti-inflamatéria, antidepressiva e antioxidante, dentre outras (NOGUEIRA, 2004 e
2011) (Figura 7).

Figura 7 — Estrutura do Ebselen e de diselenetos de diarila.
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Fonte: Autor

Além disso, estes compostos sdo muito estudados por sua versatilidade
reacional, podendo ser utilizados de diversas formas, pois sao facilmente submetidos
a diversas reagdes sendo, em muitos casos, utilizados como nucledfilo ou eletrofilos.

Adicionalmente, estes elementos sdo considerados 6timos grupos de saida e sao,

52



dependendo do caso, estabilizadores carbocations e carbanions. Porém apesar de o
enxofre, o selénio e o telurio mostrarem comportamento semelhante para as
abordagens quimicas, na maioria dos casos, a relagao nao € verdadeira em questdes
bioldgicas. (TIECCO, 1993, 2000 e 2004; RODRIGUES, 2010; DEOBALD, 2010;
GODOI, 2011)

Os farmacos e candidatos a farmacos derivados de compostos
organocalcogenio tem alguns de seus mecanismos de agao ja propostos na literatura,
quase sempre envolvendo suas propriedades antioxidantes, e uma ja comprovada
caracteristica destes compostos é a sua predilecdo por ambientes bioldgicos proé-
oxidantes (DOERING, 2010; LILIENTHAL, 2011). Também se sabe que diversos tipos
de cancer possuem seus proprios sistemas redox, sendo alguns deles pro-oxidantes.
Portanto, a utilizagdo de compostos derivados de organocalcogénio no auxilio a
vetorizagao de farmacos aliados a sua capacidade antioxidante € de extrema valia,
ainda mais quando associados a outros compostos de comprovado efeito biolégico
(HILEMAN, 2004; GILES, 2003; KONG, 2017; FRY 2005 e 2006).

2.1.2. Analogos de calcogeno nucleosideos

No ano de 2009 Braga e colaboradores estimulados em seus trabalhos
anteriores sobre a sintese de aminoacidos e peptideos ndo naturais de selénio e
telurio que possuem atividade semelhante a glutationa peroxidase, decidiram entédo
expandir suas pesquisas a sintese de analogos de nucleosideos contendo a porgéao
organocalcogénio. (BRAGA, 2005, 2006 E 2009; SCHNEIDER, 2006; SCHWAB,
2008).

Para isto sintetizaram um analogo de uridina funcionalizado na posigdo 5’ com
organocalcogénios. Para se chegar ao produto de interesse primeiramente
protegeram apropriadamente as hidroxilas secundarias da uridina com
trimetilortoformato, na presenca de p-TSP (p-toluenossulfonato de piridinio), para
fornecer o derivado 66. Munidos da uridina protegida realizaram uma reagdo com
cloreto de p-toluenossulfonil, na presenca de DMAP e EtsN, para fornecer a uridina 5'-
tosilada 67. Na sequencia, foi realizada uma reacao de substituicdo nucleofilica, onde

foram utilizados dicalcogenetos de diarila/alquila em meio redutor para favorecer sua
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clivagem gerando calcogenolatos de arila/alquila que atuaram como nucleodfilos na
reacao com a 5’-OTs-Uridina-Protegida, levando a diversos exemplos do composto

68 contendo os atomos de enxofre, selénio e telurio (BRAGA, 2009)(Esquema 12).

Esquema 12 — Sintese de Braga e colaboradores.
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Fonte: Autor

Ainda com o intuido de verificar a versatilidade do derivado tosilados que
obtiveram, realizaram mais duas reacdes, sendo uma com acido tioacético, em
condigbes basicas, para obter o tioacetato correspondente (69). A outra reagdo com
diseleneto de dilitio, gerado in situ pela reacéo de selénio elementar com super-hidreto
de litio, que proporcionou o diselenedo de uridina (70). Demonstrando assim rotas
sintéticas curtas e simples para se chegar a analogos de nucleotideos calcogénio-
substituidos (Esquema 13).
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Esquema 13 — Variagbes na sintese de Braga e colaboradores.
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Os efeitos farmacolégicos dos nucleosideos dependem, em diversos casos, de
seu anabolismo a nucleotideos e para isto € necessario a manuteng¢ao de sua hidroxila
na posic¢ao 5’. No entanto, eles também possuem outros efeitos, ndo mediados pela
formacao de nucleotideos. A agcdo do AZT como agente antiviral e seus analogos
como antitumoral ja foram descritas varias vezes e muitas delas seguem esta rota
metabdlica no organismo. Porém devido a seus efeitos toxicos ao figado, musculo
esquelético, coragao, entre outros, sua aplicabilidade ¢é dificultada (RACHLIS, 1993;
RICHMAN, 1987). Além disso, a toxicidade molecular desses analogos vem a ser um
ponto que necessita de analise constante, pois ela pode envolver multiplos
mecanismos, incluindo a geracédo de espécies reativas de oxigénio (EROs). Entéo,
tendo em vista estes fatos, De Souza e colaboradores em 2015 propuseram a sintese
de analogos da azidotimidina contendo na posicdo 5 um grupamento
organocalcogenio, visando usufruir das propriedades antioxidantes destes compostos
e analisar os efeitos bioldgicos de modificagdes nesta posicdo (MITSUYA, 1987;
OATES, 1989; SPALLHOLZ, 1994; COMBS, 2001) (Esquema 14).
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Esquema 14 — Sintese de De Souza e colaboradores.
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Fonte: Autor

Para a sintese utilizaram como material de partida o proprio AZT (3), e a partir
de uma reacao de mesilagao, com cloreto de mesila, trietil amina e THF como solvente
obtiveram o composto 14 (5°-MsO-AZT). Por fim utilizaram a metodologia ja descrita
anteriormente (por Braga e col. 2009) para a reagdo de substituicdo, utilizando
dicalcogenetos de diarila na presenga de borohidreto de sédio em meio etandlico e
THF, para a formagao da espécie nucledfilica, arilselenolato-(trietoxiborato) de sodio.
Ao estudar as propriedades biologicas destes compostos ficou comprovada, in vitro,
a sua aplicabilidade como antioxidante e antitumoral, contra carcinoma da bexiga
5637, sempre obtendo resultados mais expressivos que o proprio AZT. Cabe aqui
salientar, que esta classe de compostos apresentou resultados de uma agao
antitumoral proeminente combinado com uma atividade antioxidante, o que é

incomum para quimioterapicos (DE SOUZA, 2015).

Estudos de toxicidade por eles conduzidos também constataram que os 5’-
calcogeno-AZT-substituidos apresentaram um valor menor para este parametro
quando em comparagao com zidovudina comercial. Isso demonstrou uma perspectiva
interessante para o desenvolvimento de mais estudos e modificacbes neste tipo de
analogos nucleosidicos que possuem diversos alvos de efeito, ou seja, como drogas
multi-alvo (MARIANO 2017; ECKER 2017 e 2018; WAGNER 2018).

Neste contexto Da Rosa e colaboradores no ano de 2017, com o interesse no
desenvolvimento de outros novos nucleosideos contendo calcogénios em sua

estrutura, realizaram a preparagdo de uma série de compostos, 5'-calcogénio-3'-
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amino-timidina, derivados do AZT. O trabalho teve como objetivo, além do
desenvolvimento da nova rota sintética, o de analisar novas classes de compostos
nao-metabolizaveis (a nucleotideo) e suas propriedades bioldgicas, visto que a amina
€ um bioisostero da hidroxila componente natural da deoxitimidina nesta posi¢ao (DA
ROSA, 2017) (Esquema 15).

A sintese destes compostos deu-se de maneira muito semelhante a ja descrita
por De Souza, 2015. Partindo do AZT, primeiramente promoveu-se uma reagao de
mesilagao, para posterior substituicdo envolvendo o organocalcogénio. Porém, nesta
segunda etapa reacional ainda ocorreria a redugao da azida na posi¢céo 3’ do AZT a
amina obtendo o composto 5. Para isto um excesso de borohidreto de sddio foi
utilizado para além da clivagem do dicalcogeneto/formag¢do do nucledfilo, também
proceder com a reducéo da azida a amina via o complexo formado com o borohidreto
de sédio e o calcogénio (MIYASHITA, 1988, 1989 e 1997). Para os compostos
avaliados foi observada uma melhor eficiéncia antitumoral e antioxidante que o AZT,
porém o composto (5) foi o0 que demonstrou um melhor resultado para estas atividades
combinadas. Adicionalmente, este composto apresentou um indice de letalidade baixa
nos ensaios de toxicidade in vivo realizados além de uma baixa toxicidade nos demais

parametros bioquimicos avaliados.

Esquema 15 — Sintese de Da Rosa e colaboradores.
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Fonte: Autor

Munchen e colaboradores propuseram, em 2018, a sintese de analogos de
timidina contendo o heterociclo triazol-4-substituido na posicdo 3° bem como
derivados organocalcogénio contendo enxofre, selénio e telurio na posi¢cdo 5’ do
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acucar. O objetivo do estudo foi a obtegao de novos candidatos a medicamentos para
carcinoma da bexiga, o quarto tumor mais comum do mundo. As moléculas
sintetizadas (72) mostraram uma atividade antitumoral proeminente para este
carcinoma, um alto indice de seletividade e um consideravel efeito antioxidante. Para
sua sintese utilizaram como material de partida o farmaco AZT (3) que foi submetido
a uma reacao de mesilagdo para posteriormente uma reacao de cicloadicdo 1,3-
dipolar e por fim uma substituicdo nucleofilica utilizando dicalcogenetos, semelhante
as descritas anteriormente (MUNCHEN, 2018) (Esquema 16).

Esquema 16 — Sintese de Munchen e colaboradores.
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Fonte: Autor

Os compostos sintetizados (72) foram submetidos a ensaios como
antioxidantes e antiproliferativos do carcinoma da bexiga 5637, sendo que os
derivados contendo fenil-telurio, na posicédo 5 do acgucar, foram os mais efetivos

seguido dos derivados de selénio e enxofre. Os resultados para os ensaios anticancer
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foram mais expressivos quando comparados ao de Da Rosa, 2017, porém né&o tao
eficazes na capacidade antioxidante. Nos testes de toxicidade nenhum composto
demonstrou alteragcdo nos indices estudados e obtiveram uma taxa de 100% de
sobrevivéncia dos ratos testados nos ensaios, demonstrando assim novamente a

potencialidade destes novos compostos como possiveis farmacos.

Da mesma forma Quoos e colaboradores buscaram a sintese de analogos da
timidina, porém com por¢des organocalcogenicas em ambas posigdes, 3’ e 5 do
agucar. Para isto utilizaram uma sintese convergente, onde primeiramente a partir de
alcoois acetilénicos (73) submetidos a uma reagdo de mesilagcdo com cloreto de
mesila, trietilamina (base) e THF (solvente) obtiveram o composto 74. Posteriormente,
por meio de uma substituicdo, os respectivos mesilatos foram convertidos a
calcogeno-acetilenos (75). Para isto realizaram uma clivagem redutiva de
dicalcogeneto de diarila na presenga do NaBH4, EtOH e THF para gerar a espécie
nucleofilica da reagdo. Ja o AZT (3) foi conduzido a uma reagao de mesilagéo, da

mesma forma que os trabalhos ja aqui citados (QUOOS, 2020).

Entdo via uma reacao de cicloadigao 1,3 dipolar, realizaram as modificagdes
na posicao 3’ do agucar do derivado de timidina, com o intuito de fornecer o heterociclo
1,2,3-triazol disubstituido. Nesta reacéao foi utilizado como catalisador iodeto de cobre
(I) em uma mistura de THF e agua como solventes, levando ao produto (76). Por fim
foi executada, novamente uma reagao de substituicdo, utilizando dicalcogeneto de
diarila, boro hidreto de sédio, etanol e tetrahidrofurano, na presenga do composto 79,

para a obtenc&o dos bis-calcogenetos derivados de nucleosideos 77 (Esquema 17).

59



Esquema 17 — Sintese de Quoos e colaboradores.
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Fonte: Autor

Estes compostos foram testados contra carcinoma e apresentaram bons

resultados contra célulasde carcinoma de bexiga 5637.

2.2 Acido Fertlico

A histéria demonstra uma vasta gama de exemplos da utilizagdo destes
recursos na medicina (SILVA, 2018). Com o desenvolvimento das ciéncias e o passar
dos anos criou-se uma area na quimica dedicada a pesquisa destes materiais,
denominada quimica dos produtos naturais, que estuda e caracteriza os compostos
obtidos na natureza. Estes compostos sao até hoje estudados na busca do

entendimento de seus mecanismos de agcdo e no isolamento dos principios ativos,
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onde varios destes provaram ser de extrema eficacia no combate a diferentes
doencas. Neste contexto encontra-se o acido ferulico (13) (Figura 8) que é um
composto acido hidroxicinamico, ou seja, um acido carboxilico que apresenta em sua
estrutura o substituinte fenol (neste caso o 4-hidroxi-3-metéxifenil ligado a posi¢ao 3
da cadeia principal) sendo que substancias desta classe tem por caracteristica
atuarem, principalmente, como antioxidantes. Porém além desta fungdo o acido
ferulico demonstra outras diversas propriedades, como descrito por Paiva (Paiva,
2013) em seu artigo de revisdo onde salienta diversos estudos envolvendo o acido
ferulico como agente anti-inflamatorio, antimicrobiano, hepatoprotetor, anti-diabético,
anticolesterolémico, neuroprotetivo, anticarcinogenico, protetor UV e agente
radioprotetor, além de seu uso clinicamente para tratamento de trombose cerebral,
hemicrania e doengas cerebrovasculares causadas por isquemia (ZHANG, 2018;
ZDUNSKA, 2018).

Figura 8 — Estrutura do acido ferulico.

Acido (E)-3-(fenil-4-hidroxi-3-metoxi)prop-2-endico
Acido Ferulico, 13

Fonte: Autor

A maioria das propriedades farmacolégicas do acido ferulico podem estar
associadas com sua capacidade de quebrar as reagdes em cadeia de radicais livres,
0 que envolve sua capacidade de eliminador radicalar. Esta capacidade pode estar
relacionada ao seu sistema  conjugado que pode estabilizar um elétron através do
efeito de ressonéncia, como representado no esquema 18. Entéo, a partir da geragéo
um radical livre (R-) proveniente de uma fonte de processos de oxidagao (radiagédo UV
ou qualquer outro processo oxidativo), advindo de uma substancia hipotética R-H,

pode ocorrer a abstragdo de um atomo de hidrogénio (HAT — do inglés Hydrogen Atom
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Transfer — transferéncia do atomo de hidrogénio) do acido ferulico que regenera o
composto neutro R-H inicial. O radical fendxil resultante é estavel e pouco reativo, ele
nao inicia, nem propaga outras oxidagoes, interrompendo a reagdo em cadeia,
levando a dimerizag&o do acido ferulico ou a regeneragao do acido ferulico via reagéo
com o radical hidrogénio (SHAHIDI, 2010; AMIC, 2020).

Esquema 18 — Mecanismo proposto de eliminacéo radical de acido ferulico.
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Fonte: Autor

Zhang e colaboradores no ano de 2005 estudaram de maneira mais profunda
0 seu metabolismo em ratos, com a intencdo de observar os metabdlitos formados.
Eles puderam identificar a formagdo de trés principais metabolitos (78, 79 e 80)
(Figura 9), todos envolvendo o acido glicurénico. O acido glicurdnico esta diretamente
ligado a excrecdo de moléculas lipossoluveis, a maioria dos farmacos sofre

hidroxilagdo oxidativa por enzimas. A partir dessa hidroxilagdo, os medicamentos
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podem entdo ser conjugados ao acido glicurénico ou a glicina, moléculas com a
polaridade elevada, aumentando a velocidade de excrecao destes compostos pela
urina (ZHANG, 2005).

Figura 9 — Metabolitos do acido ferulico.
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Fonte: Autor

Os 4acidos carboxilicos fenolicos como o acido ferulico também foram
estudados como agentes antiproliferativos contra diversas linhagens de células
tumorais. Neste contexto, Serafim e colaboradores relataram a atividade citotoxica
antiproliferativa de derivados lipofilicos do acido cafeico e ferulico contra linhagens
celulares de cancer de mama MCF-7, MDA-MB-231 e HS578T. Embora o &acido
ferulico tenha mostrado resultados consistentes inibindo a proliferacdo de diferentes
tipos de células tumorais, no caso da linha celular MDA-MB-231 exibiu um efeito
proliferativo significativo, ou seja, demonstrando uma ineficacia neste caso. No

entanto, o estudo das propriedades anticancer do acido ferulico e seus derivados
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ainda é bastante valiosa em relagdo a quimica medicinal, principalmente como um
composto bruto (SERAFIM, 2011).

2.2.1 Sintese de derivados do acido ferulico e suas propriedades

A sintese de compostos derivados do acido ferulico visando estudos de suas
diversas propriedades ou a sua conjugagao a outros farmacos para obtencao de
compostos multifuncionais para o organismo vem de longa data. No ano de 1997 Miao
e colaboradores, sintetizaram compostos via reagdes de alcoxilagdo e acoplamento
utilizando amino acidos e o acido ferulico. Para realizagdo da sintese empregaram
aminoacidos previamente protegidos ou reduzidos, juntamente com o acido ferulico
na presenga de DSC (Carbonato de N, N'-Disuccinimidila) e base de Hunigs (DIPEA -
N,N-diisopropiletilamina), para assim obter os produtos alcoxilados (81) e acoplados
(82) dos derivados propostos (MIAO, 1997)(Esquema 19).

Esquema 19 — Sintese de Miao e colaboradores.

Produtos de alcéxilagao Produtos de acoplamento

o 0
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Fonte: Autor

Todos os compostos foram submetidos a diversos ensaios in vitro como na

atividade SOD-ike (tipo- SuperOxido Dismutase) para identificacdo da capacidade em
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catalisar a dismutagdo do superoxido em oxigénio e peroxido de hidrogénio. Os
derivados obtiveram resultados semelhantes ao proprio acido ferulico.
Adicionalmente, eles também foram testados como inibidor-AP (ativador
plasmogénico) para avaliar o seu uso contra o estresse oxidativo, que pode acarretar
em trombose e aterosclerose. O ensaio realizado demonstrou maior efetividade

quando comparado aos controles utilizados.

Em 2009 Stankova e colaboradores utilizaram sistemas heterociclicos - que
fazem parte de um grande numero de medicamentos e moléculas biologicamente
relevantes o que torna o seu estudo bioquimico e de compostos derivados
heterociclicos um campo interessante. Com o objetivo de aliar a bioquimica do acido
ferulico, foi planejado o desenvolvimento de uma nova classe de compostos 84. O
heterociclo escolhido pelos autores para o trabalho foi 0o oxazol, e para a sintese
utilizaram um composto derivado do mesmo (83), e a partir de uma reagado de
acoplamento, utilizando EDC (N-etil-N-(dimetilaminopropil) carbodiimida), trietilamina
e 4-dimetilaminopiridina na presenca do acido ferulico (13). Os produtos (84) foram
submetidos a ensaios como antioxidantes, demonstrando resultados muito proximos
aos dos padrdes controle (STANKOVA, 2009) (Esquema 20).

Esquema 20 — Sintese de Stankova e colaboradores.
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Fonte: Autor

A busca por compostos multifuncionais foi observada de uma maneira muito
interessante por Huang e colaboradores em 2013. Foi desenvolvida a sintese de
amidas derivadas do acido ferulico e estudada sua capacidade antiviral e inseticida
simultdnea. Os ensaios obtiveram 6timos resultados para alguns exemplos

produzidos, demonstrando assim que as amidas do acido ferulico possuem
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propriedades antivirais. Além disto utilizaram uma estratégia sintética diferente das
aqui ja descritas (HUANG, 2013).

Para sua sintese realizaram primeiramente a protecdo da por¢ao fendlica do
acido ferulico via esterificacado para, posteriormente, ser realizada uma reagdo com o
cloreto de tionila, obtendo com isso um cloreto acido derivado do acido ferulico (86).
Este produto foi submetido a uma reagdo de substituicdo nucleofilica acilica com
aminas como nucledfilos, gerando assim as amidas correspondentes (88). Para a
sintese de diferentes exemplos foram realizadas algumas variagdes em suas

estruturas levando a formagao dos compostos 89 (Esquema 21).

Esquema 21 — Sintese de Huang e colaboradores.
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Fonte: Autor

Analogos de nucleosideos também foram utilizados na sintese de novos
compostos derivados do acido ferulico. No ano de 2019 Zhao e colaboradores
realizaram a sintese de ésteres e amidas, utilizando como material de partida acidos
hidroxicinamicos e nucleosideos. O composto 90 foi o que apresentou a melhor
ligacdo ao DNA. O composto (90) foi sintetizado a partir do respectivo cloreto acido
protegido (86) e a citidina (21) obtendo o produto através de reagdes de substituicao

acilica. Seus estudos demonstraram que a utilizacdo de derivados de acidos
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hidroxicinamicos analogos a nucleosideos podem possuir um papel fundamental na

protegao do DNA contra a oxidagdes causadas por radicais livres, protegendo assim

de danos que poderiam acarretar em diferentes enfermidades (ZHAO, 2019)

(Esquema 22).

Esquema 22 — Sintese de Zhao e colaboradores.
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2.3 Relagoes Estrutura-Atividade (SAR - do inglés - Structure-Activity
Relationships)

Diversos aspectos das ciéncias farmacéuticas, da medicina e da quimica
formam a éarea denominada quimica medicinal, cuja missao envolve todos os
processos para obtengao e analise de compostos biologicamente ativos. O processo
extende-se desde o planejamento, sintese, ensaios, estudos de metabolismo,
interpretacdo dos mecanismos de agao até a analise das relagdes estrutura-atividade
(SAR — do inglés Structure-Activity Relationship), ou seja, a relagdo da estrutura
quimica com a atividade farmacoldgica) sendo esta area caracterizada por sua

interdisciplinaridade.

Devido aos avancgos nas tecnologias de informacgao, as ciéncias da computagao
entraram de vez como suporte em diversas areas de pesquisa, dentre elas encontra-
se a quimica medicinal, onde auxilia de diferentes formas, como, nas estratégias
modernas de planejamento molecular, docagem molecular e relagdes estrutura-
atividade (SAR, QSAR QSPR), além de diversos outros processos (ALVES, 2018).

2.3.1 Relagoes Quantitativas de Estrutura-Atividade (QSAR - do

inglés - Quantitative Structure-Activity Relationships)

O QSAR compreende a aplicagdo de diversas metodologias estatisticas de
analise de dados com o intuito de desenvolver modelos para predizer uma
determinada propriedade biolégica, baseados na estrutura quimica dos compostos e
em outras propriedades ja descritas na literatura para certas substancias. Geralmente
compostos com similaridade estrutural apresentam propriedades parecidas, apesar
de isto ndo acontecer na totalidade dos casos, porém, estas similaridades sao
estudadas, via SAR, para analisar as porgoes farmacoféricas da molécula e também
para estudos de possiveis novas funcionalizacbes para aumento da seletividade e

potencializagao dos farmacos (PERKINS, 2003).

Estas similaridades sdo calculadas computacionalmente por meio de

descritores, ou seja, um numeral descritor gerado por procedimentos ldgico-
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matematico que transforma as informacgdes (tanto estrutural quanto biologica) em
descritores da molécula, que podera ser utilizado na formagao de um modelo QSAR.
O modelo QSAR utiliza, muitas vezes, de métodos de aprendizagem de maquina
(inteligéncia artificial) como auxilio no desenvolvimento dos descritores, assim se
define o quanto um descritor tera importancia no desenvolvimento da equacgao do
modelo QSAR. Sendo o principal objetivo destes modelos avaliar in silico compostos
com poucos dados experimentais (in vitro e in vivo). Essa abordagem auxilia na
identificacdo racional dos ligantes, suas possiveis substituicbes para otimizar as
propriedades do composto, além da identificagdo da sua farmacocinética. Existem
diversos trabalhos que demonstram esta utilizacdo dos modelos de QSAR para o

planejamento de farmacos (PATEL, 2014).

Um exemplo € o estudo de Nikolic de 2007, que desenvolveu um modelo QSAR
para avaliagdo da capacidade da atividade tipo-GPx (GPx-like) de
organocalcogenetos aromaticos, como selenetos e teluretos, entre outros. Para isto
primeiramente realizaram ensaios da atividade tipo-GPx em diversos compostos para
assim elaborar um modelo QSAR e predizer a atividade de compostos semelhantes
aos por eles sintetizados. Também realizaram a validacido do modelo ao se comparar
resultados gerados com os experimentais, confirmando assim sua aplicabilidade.
Entdo os métodos tedricos por eles desenvolvidos e apresentados podem ser
aplicados na analise de modificacbes estruturais, pois o seu modelo QSAR pode
averiguar se modificagdbes em moléculas similares, as por eles testadas, poderiam
acarretar em melhor desempenho nos ensaios de atividade tipo-GPx, para assim se

obter planejamento racional de novas moléculas (NIKOLIC, 2007).

Dessa forma tem-se um exemplo da rota necessaria para uma das aplicagoes
do SAR, que se inicia com o planejamento molecular, a partir da literatura e
metodologias classicas ou modernas da quimica medicinal, para posterior sintese dos
compostos seguida de sua avaliagdo bioldgica. Com o intuito de fornecer dados e
obter os descritores para a formagao do modelo QSAR, que apds sua validagao,
demonstrara a influéncia dos descritores na atividade e pér fim a otimizagao
(mudancgas estruturais) para alcancar o efeito desejado com o maior sucesso possivel,
0 que pode ser melhor elaborado gragas as informagdes adquiridas e entédo levadas

novamente a avaliagéao frente ao modelo QSAR, sem necessidade das as etapas de
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sintese e avaliagdo bioldgica, o que leva a muita economia de tempo/dinheiro na

obtengao de um novo candidato a farmaco (Esquema 23).

Esquema 23 — Aplicagdo de QSAR no desenvolvimento de novos farmacos.
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Fonte: Autor

Porém ainda ha diversas formas de aplicagdao deste método, como por
exemplo, a utilizagdo de banco de dados, disponiveis em plataformas especializadas
para realizagdo de triagens virtuais que podem ser baseadas no alvo, onde as
melhores estruturas para interacdo com ele sdo selecionadas, ou baseadas no
composto, onde a triagem encontra o melhor alvo. este método também utiliza os
descritores e suas similaridades, porém como nao leva em conta os pesos especificos
que cada descritores ganha (como no método anteriormente destacado) acaba nao
sendo tao eficiente, mas ainda assim € uma metodologia excelente para se iniciar uma
pesquisa (VILAR, 2008).
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2.4 Terapia fotodinamica - TFD (PDT - do inglés — PhotoDynamic Therapy)

As ciéncias colaboraram muito para evolugao da tecnologia no mundo atual o
que trouxe junto diversas técnicas e terapias inovadoras para o tratamento das mais
diferentes enfermidades. Com isso uma diversa gama de compostos comegaram a
ser exploradas para aplicacdo nestas novas areas. Dentre elas encontra-se a terapia
fotodinamica, sendo esta baseada na utilizagdo da propriedade fisico-quimica
chamada efeito fotodindmico que consiste na caracteristica que os compostos
fotossensiveis (denominados fotossensibilizadores ou FS) tem de, em um
determinado comprimento de onda, ser ativados por um feixe de luz, na presenca de

oxigénio molecular, de modo a gerar espécies reativas de oxigénio (RIBEIRO, 2005).

A terapia fotodindmica teve sua primeira aparicdo como alternativa no
tratamento de combate ao cancer em um congresso internacional sobre
procedimentos contra o cancer no Japao, em 1966. Mas apenas em 1975 os primeiros
testes em modelos pré-clinicos foram realizados pelo Dr. Thomas Dougherty,
considerado o pai da terapia fotodinamica (SELLERA, 2016). Um ano apds, em 1976,
Weishaupt, juntamente com Dougherty descreveram o oxigénio singlete ('02), gerado
na terapia fotodindmica, como um dos agentes citotoxicos responsaveis pela
destruicdo das células tumorais e, desde entdo, o numero de publicagcdes nesta area
cresce a cada ano .Atualmente se destaca entre as novas formas de tratamento do
cancer, principalmente devido a sua atuacdo uUnica e exclusivamente na area

irradiada, evitando ao maximo os efeitos colaterais (DOUGHERTY, 1976).

O oxigénio molecular (O2) pode apresentar trés estados energéticos diferentes,
o tripleto (302) que é seu estado de fundamental, de mais baixa energia, estavel e
onde apresenta-se com os elétrons desemparelhados paralelos nos orbitais
antiligante, o singleto ('02) seu estado excitado de mais alta energia, ou seja, reage
de forma facil com outras substancias e encontrasse com os elétrons demparelhados
em um orbital 7 antiligante ("A) ou com elétrons desemparelhados antiparalelos nos
orbitais  antiligantes (X — estado de maior energia). Desta forma podemos
diferenciar dois tipos efeitos fotodindmicos para TFD, o do tipo | e o do tipo Il,
dependendo o estado fisico reativo do oxigénio gerado (espécies radicalares e 'O2
respectivamente) (FOOTE, 1976).

71



Na reacédo de tipo | espécies radicalares, reagem facilmente com outras
substancias liberando energia, é gerado resultando na destruigdo da célula
hospedeira, devido a oxidacado de seus constituintes. O mesmo acontece no do tipo
Il, porém com a formagao de oxigénio singleto. Essas transigbes de estados fisicos
ocorrem apenas devido a presenga e interagdo do oxigénio com fotossensibilizadores.

Os fotossensibilizadores sao capazes de absorver, de forma direta, fétons em
determinado comprimento de onda, n&o infringindo as leis de conservagao. Devido a
este fato, quando os FS se encontram proximidades de um 302, podem servir como
intermediarios para o processo de excitagdo eletrbnica do oxigénio, ou seja, a
molécula intermediaria (0 FS) absorve diretamente o foéton, do feixe luminoso, e

transfere a energia para o oxigénio de acordo com o esquema 24.

Esquema 24 — Mecanismo de ac¢ao dos fotossensibilizadores.
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de
energia @ @
hU Calor
}\. ou Fosforescéncia PR ‘
Fluorescéncia ' Tipo Il !
L 7’
Estado Fundamental <®v ----------------------- -

Fonte: Autor

Na TFD quando o FS é excitado ao seu estado S1 (Singleto excitado ou singleto
de alta energia) por um feixe de luz, em comprimento de onda apropriado, ele tem um
aumento energético e posteriormente tende a perder esta energia, o que pode ocorrer
de diversas formas. Pode ocorrer em forma de calor ou fluorescéncia, retornando ao
seu estado fundamental, e por um cruzamento intersistemas onde primeiramente vai
ao seu estado triplete excitado (T+1, de menor energia excitado que o S1 e mais estavel),

estado este que possui trés mecanismo. O primeiro mecanismo é o retorno ao estado
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fundamental por fosforescéncia, o segundo e terceiro mecanismos sdo as reagoes
explicadas anteriormente envolvendo transferéncia de energia para o oxigénio, seja
pode meio das reagdes de tipo | ou tipo Il, podendo formar espécies radicalares ou
oxigénio singlete, respectivamente, acarretando na oxidacdo de componentes
celulares, levando a morte celular seletiva por necrose ou mesmo por apoptose (morte
celular programada — sendo estd a mais relatada em diversos estudos)
(SCHWEITZER, 2003).

2.4.1 Fotossensibilizadores

Um FS deve possuir diversas propriedades para ser considerado ideal, dentre
elas se destacam a alta seletividade ao alvo desejado, amplo espectro de agéo, baixa
toxicidade, solubilidade em agua e principalmente alto rendimento quéantico (®). O ®
para a terapia fotodindmica é definido pelo numero de reacdes que ocorrem entre
oxigénio e fotossensibilizador excitado por cada féton absorvido pelo FS, ou seja, sua
eficiéncia em relagdo a interagdo com a luz, que é calculada pela degradagao de um

composto padréo para a determinagéo de oxigénio singlete (KUDINOVA, 2010).

Existem centenas de diferentes FS publicados na literatura, e diversos estudos
sobre sua acdo na TFD. Um exemplo é a pesquisa de Zhang e colaboradores
publicada em 2016, onde obtiveram compostos derivados do AZT conjugados ao ja
conhecido fotossensibilizador quinoxalina para averiguar sua aplicagdo na terapia
fotodindmica frente a carcinomas de figado e pancreas, onde foram muito efetivos
demonstrando sua capacidade de agir como agentes anticancerigenos eficazes,
principalmente devido ao acumulo seletivo no local do tumor pelo nivel anormalmente
alto de timidina-quinases em algumas células cancerigenas (ZHANG, 2016)

(Esquema 25).
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Esquema 25 — Sintese de Zhang e colaboradores.

@) (0]
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Fonte: Autor

Também em 2016 Pirillo e colaboradores, em um estudo tedrico, calcularam
como se daria a aplicagao de compostos organocalcogénios ligados nas posigoes 2 e
4 da base nitrogenada de uma timidina frente a TFD (Figura 10). Para isso utilizaram
a teoria funcional da densidade que, por métodos de aproximacao, pode resolver a
equacgao de Schrodinger. O protocolo aplicado pode simular diversos sistemas e
propriedades, incluindo propriedades fotofisicas. A partir dos resultados obtidos, os
autores puderam realizar a simulacdo das excitagbes S1 e T1 que deveriam ocorrer

com o FS e assim concluiram que a energia do estado T1 dos compostos testados é
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suficiente para geragdo de oxigénio singlete ('O2) sendo assim considerados
potenciais agentes quimioterapicos na aplicagao da TFD porém, averiguaram também
que estes compostos ndo poderiam ser aplicados a diversos tipos de cancer visto que
estes necessitam um comprimento de onda muito baixo para excitagdo, ou seja, de
baixa penetracao no tecido (PIRILLO, 2016).

Figura 10 — Compostos analisados pos Pirillo e colaboradores.
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\fkr \KKNH
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HO HO
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OH OH
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Fonte: Autor

Ainda utilizando organocalcogénios, mas desta vez ndo como
fotossensibilizadores, Liu e colaboradores em 2018 investigaram os efeitos da
ficocianina (um pigmento-proteina encontrada em cianobactérias) enriquecida com
selénio na TFD contra o tumor hepatico in vitro e in vivo. Os resultados obtidos foram
expressivos com taxas de inibicdo tumoral de até 75%, muito superiores quando
comparadas aos padrdes por eles utilizados. Ainda, realizaram ensaios para avaliagao
do efeito antioxidantes do composto obtido, realizando assim um estudo mais
complexo de como ocorre a morte celular do tumor. Neste estudo comprovaram que

compostos derivados de selénio utilizados na TFD podem causar a morte celular (do
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tumor) por diversos caminhos diferentes, sendo inclusive por ambos caminhos,

oxidantes e antioxidantes (LIU, 2018) (Esquema 26).

Esquema 26 — Mecanismo de acao proposto por Liu e colaboradores para
compostos fotossensibilizadores contendo Se aplicados a TFD.

Composto fotossensibolizador

Se Autofagia celular—= Vacuolizagao celular /\
GSH + Se0,2 + O, |

alta dosagem
o) Morte da
2

Tumor —————* EROST Vias dependentes de caspases —= Apoptose —=  celula
Irradiacédo tumoral

hv J
Membrana
\/> Destruidos — Necrose

Vasos sanguineos

Degradagéo do Fotossensibilizador —— Residuos peptidicos

Se lSODT

Sistema AntioxidanteT

Aumento da sintese da GPx

Fonte: Autor

Um dos diversos FSs existentes é a rodamina B, que seguidamente também &
utilizado como corante, sequestrador de metais e até para obtengcédo de imagens de
células vivas (GAO, 2019), e devido a sua grande versatilidade vem sendo bastante
empregado na TFD. Lv e colaboradores em 2019 sintetizaram um derivado de
rodamina B (103) contedo selénio e testaram sua aplicagdo em ensaios de TFD
utilizando 1,3-difenilisobenzofurano (DPBF, 104) como sequestrador de 'Oz, assim
obtiveram resultados expressivos para o ® dos compostos, comprovando assim sua
eficiéncia para sua possivel aplicagdo na terapia fotodinamica (LV, 2019) (Esquema
27).
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Esquema 27 — Mecanismo da reagc&o do oxigénio singlete com o DPBF.

103

104 105 106

Fonte: Autor

Outra vantagem na utilizagado de derivados da rodaminas B para a busca por
farmacos a serem aplicados na terapia fotodinamica é a sua possivel utilizagdo como
composto multifuncional, da mesma forma que o estudo exposto por Qu e
colaboradores (Qu, 2019). Os compostos por eles sintetizados (107, Figura 11)
demonstraram alto rendimento quantico e baixa téxicidade, além de direcionamento
mitocondrial (caracteristicas de compostos derivados da rodamina) e capacidade de
geragcdo de imagens de fluorescéncia por infravermelho proximo e alto efeito de
antitumoral por meio de quimioterapia e fotodindmica sinergética in vitro e in vivo, ao
incluirem na estrutura compostos quimioterapicos, o que demonstrou ser de extrema

eficiéncia.
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Figura 11 — SAR proposto por Qu e colaboradores.

: Direcionador
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Fonte: Autor
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3. Apresentacao E Discussao Dos Resultados




Este capitulo estda destinado a apresentacdo e discussdo dos resultados
obtidos no desenvolvimento deste trabalho, no qual sdo expostos os dados referentes
as otimizagdes para as reagdes dos produtos de interesse, bem como os aspectos

mecanisticos.

3.1. Analise Retrossintética

Tendo em vista que um dos objetivos deste trabalho foi o de unir derivados do
nucleosideo AZT (3), a aril-calcogenetos (15) e o acido ferulico (13), foi proposta uma
molécula-alvo (16) e esta foi submetida a uma analise retrossintética, onde pode-se
observar os melhores equivalentes sintéticos para proceder com a sintese dos

produtos de interesse (Esquema 28).

Conforme apresentado no esquema 28, inicialmente foi realizada uma
desconexao entre a por¢do da molécula derivada do 5'-arilcalcogenil-3’-amino-
timidina e o acido ferulico, levando aos equivalentes sintéticos de interesse.
Posteriormente outra desconex&o e uma IGF foi realizada na posi¢cao 5 do AZT,
levando aos equivalentes sintéticos dicalcogeneto diarilico e o AZT-mesilado 14. Por
fim, via uma interconvergdo de grupo funcional resultando assim no equivalente

sintético AZT (3) sendo este o precursor inicial para a futura realizagdo da sintese.

Visando entdo a formagédo do produto desejado 16, foi apresentada uma
proposta sintética partindo-se inicialmente da molécula de AZT (3), que através uma
reacao de mesilagédo, pode-se levar a formacgao do respectivo 5-mesilado-AZT (14).
Posteriormente, por meio de uma reacao de substituicdo nucleofilica na mesma
posicdo, agora ativada, € possivel realizar a conjugagcdo do grupo aril-calcogenio
simultaneamente a reducao da porcao azida, levando a formacgao da respectiva 5'-
arilcalcogenil-3’-amino-timidina 5 (DA ROSA, 2017).

A etapa final foi proposta via uma reagdo de amidagéo, ou seja, a reagao de
um acido, no caso o acido ferulico (13), com uma amina, conduzindo entdo a formagao

de uma amida, levando a formagao do produto desejado 16.
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Esquema 28 — Analise restrossintética das moléculas-alvo.
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| NH
N/go
HO

13

Fonte: Autor

3.2. Obtencao da 5’-O-(metanosulfonil)-3-azidotimidina (14)

Para a obtencao deste produto, primeiramente foi realizada a preparacao do

composto 14 a partir da 3-azido-timidina (3) via uma reacdo de mesilagdo, como

previamente planejado.
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Para esta reacdo foi empregado cloreto de mesila, visando a mesilagado da
hidroxila na posicdo 5 do AZT. Esta etapa foi realizada buscando a obteng¢ao de um
bom grupamento abandonador, tornando entdo esta posicdo um centro eletrofilico

muito mais susceptivel a reagdes de substituicdo nucleofilica.

Tabela 1 — Deslocamentos quimicos do composto 14

o) o)
N” 0 1) THF, EtsN, 0°C N” 0
HO. 2) H3CSO,Cl, ta., 2h  MsO
o) o)
N3 N3
3 14
Composto RMN 'H (400 MHz, RMN 13C (100 MHz,
DMSO-ds) & (ppm) DMSO-ds) & (ppm)
0 11,28 (s, 1H); 7,47 (d, J | 164,4; 151,1; 136,7;

=1,1 Hz, 1H); 6,15 (t, J | 110,8; 84,8; 81,3; 69,7;
6,7 Hz, 1H); 4,47 — | 60,8; 37,7; 36,3; 12,7.

. -
Oﬁ o 4,41 (m, 2H); 4,10 — 4,04
(m, 1H); 3,23 (s, 3H);

14 2,53 2,43 (m, 3H); 1,80
(d, J = 0,8 Hz, 3H).

O
1
n-0
\ T
Ow
Nz
I
|

O
|

3.3. Obtengao das 5’-Arilcalcogenil-3’-Amino-Timidinas (5a-50)

Na sintese destes compostos foi aplicada uma metodologia empregada por Da
Rosa (2017), onde é utilizado borohidreto de sddio e etanol como meio redutor, para
proceder com a clivagem do dicalcogeneto de diarila levando a formagéo da espécie

nucleofilica, arilcalcogeneto-(trietoxiborato) de sodio.

Essa, por sua vez, realiza um ataque nucleofilico ao carbono primario do
composto 14 liberando acido metanossulfénico, ocorrendo entdo uma substuicéo

nucleofilica bimolecular. Também, segundo Da Rosa e colaboradores, a utilizagao de

83



um excesso de borohidreto de sédio em temperatura de refluxo pelo periodo de vinte
e quatro horas, leva a formagao de uma outra reagao in situ, que é a reducio da azida

a amina, levando assim entido a formacao do produto de interesse 5.

Para esta etapa da reacgéo foi proposto um mecanismo (Esquema 29) pois,
como é sabido, azidas nao sao reduzidas por boro hidreto de sddio em condicbes
brandas. Entdo baseado nos estudos de Miyashita e colaboradores sobre reducao de
a-B-epoxi-cetonas utilizando disselenetos de difenila, propés-se a formacédo do
intermediario fenil-seleno-(trietoxiborato) de sodio (111) como agente que procedera
a redugao (MIYASHITA, 1988, 1989 e 1997).

Esquema 29 — Mecanismo proposto para reducao da azida do AZT.

s (]
‘iSe ®[ 'TI

Lo o

Na H—I|3—H
15e
lEtOH
0®
@ S SeNa
2 Na [PhSeB(OEt))] <~ 2©/ + 2B(OEt); + 7H2T
108
R R
@ S
N, E@ Na [PhSeB(OEt)s]

N® ChNe®
N© N

® ©
RNH, + 2Na[B(OEt),] + PhSe), <EtOH

©] @
Na I,QNa

aN
(Et0);B”  “B(OEt),

+ PhSe), + NZT

Fonte: Autor
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Tabela 2 — Deslocamentos quimicos e rendimentos dos compostos 5a-o.

MsO

14

Ty

N0 1) ArYjy; THF

2) NaBH,; EtOH
3) Refluxo;24h

5a-50

Ar = CgHs; p-CICgH,; p-MeCgHy; p-MeOCgHy; 2,4,6-MezCgHy;
C1oH7: 2-N-CsHy4

Y=S, Se, Te

Composto e Rend.

RMN 'H (400 MHz, DMSO-
de) & (Ppm)

RMN "3C (100 MHz,
DMSO-ds) 6 (ppm)

0

7,42 — 7,38 (m, 2H); 7,34 (d,
J = 0,8 Hz, 1H); 7,32— 7,28
(m, 2H); 7,23 — 7,17 (m, 1H);
6,20 (dd, J = 6,8: 5,2 Hz, 1H);
3,96 — 3,80 (m,1H); 3,65 —
3,50 (m, 1H); 3,33 (d, J = 5,0
Hz, 2H); 2,33 — 2,16 (m, 2H);
1,82 (d, J = 0,8Hz, 3H).

163,9; 150,4; 135,6;
135,5; 129,1; 128,9;
126,4; 110,9; 84,9;
84,2; 53,9; 41,2; 36,1;
12,5.

\fj\NH
N (@]
S
(0]
NH,
5a
82%
Me (@]
N (@]
S

)

47%

\fj\NH
o)

NH,
5b

7,36 (s, 1H); 7,33 — 7,28 (m,
2H); 7,13 -7,07 (m, 2H); 6,17
(t, J=6,0 Hz, 1H); 3,91 - 3,82
(m, 1H); 3,63 — 3,50 (m, 1H);
3,33 — 3,21 (m,2H); 2,31 (s,
3H); 2,29 -2,19 (m, 2H); 1,85
(s, 3H).

163,5; 150,2; 135,9;
135,2; 132,4; 129,5;
128,6; 109,4; 84,7;
83,3; 54,2; 35,8; 20,3;
11,9.
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7,42 — 7,38 (m, 2H); 7,37 (d,
J = 0,8 Hz, 1H); 6,88- 6,82
(m, 2H); 6,16 (dd, J= 6,4; 5,2
Hz, 1H); 3,84 — 3,77 (m, 4H);
3,59 — 3,49 (m,1H); 3,23 —
3,15 (m, 2H); 2,30 — 2,12 (m,
2H): 1,88 (d, J = 1,2 Hz, 3H).

164,1; 158,8; 150,4;
135,4; 132,5; 125,7;
114,6; 110,5; 84,2;
55,1; 53,9; 40,7; 38,2;
12,2.

7,35 - 7,30 (m, 2H); 7,27 (m,
1H); 7,26 — 7,22 (m, 2H); 6,17
(dd, J = 6,8; 5,2 Hz, 1H); 4,28
(sl, 2H); 3,95 — 3,79 (m, 1H);
3,63 — 3,44 (m, 1H); 3,39 —

163,9; 150,4; 135,5;
134,3; 132,4; 130,4;
129,1; 110,9; 84.8;
84,4; 54,0; 41,0; 36,5;
12,3.

NH; 3,17 (m, 2H); 2,37 — 2,06 (m,
ot 2H): 1,83 (d, J = 1,2 Hz, 3H).
0 7,57 — 7,46 (m, 2H); 7,34 (d, | 163,7; 150,3; 135,5;
© \f‘\NH J = 1,2 Hz, 1H); 7,29- 7,18 | 132,3; 129,9; 129,2;
N"No | (m,3H); 6,16 (dd, J=7,2;5,6 | 127,2;110,9;  85,7;
Se} o Hz, 1H); 3,93 — 3,84 (m, 1H); | 84,4; 54,9; 41,4; 30,2;
3,55 — 3,48 (m,1H); 3,29 — | 12,3.
NH; 3,24 (m, 2H); 2,31 = 2,13 (m,
758e% 2H); 1,85 (d, J = 1,2 Hz, 3H).
Me 0 7,46 — 7,41 (m, 2H); 7,37 (d, | 163,8; 150,3; 137,4;
\kaH J = 1,2 Hz, 1H); 7,12— 7,02 | 135,6; 132,8; 130,1;
N~ 0 (m, 2H); 6,17 (dd, J=6,8; 5,2 | 125,9; 110,9; 85,7,
Se o Hz, 1H); 3,90 — 3,79 (m, 1H);  84,3; 54,8; 41,4; 30,5;
3,56 — 3,45 (m,1H); 3,28 — 21,0; 12,4.
NH,

3,11 (m, 2H); 2,31 (s, 3H);
2,28 — 2,15 (m, 2H); 1,87 (d,
J = 0,8 Hz, 3H).
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72%

7,562 — 7,44 (m, 2H); 7,37 (d,
J = 1,2 Hz, 1H); 6,85— 6,77
(m, 2H); 6,17 (dd, J = 6,8; 5,6
Hz, 1H); 3,90 — 3,82 (m, 1H);
3,78 (s, 3H); 3,55 — 3,44 (m,
1H); 3,17 (d, J = 5,6 Hz, 2H);
2,31 — 2,14 (m, 2H); 1,87 (d,
J=1,2 Hz,3H).

164,1; 159,3; 150,4;
135,5; 135,0; 119,4;
114,9; 110,7; 85,6;
84,1; 55,1; 54,6; 41,1;
31,2;12,4.

7,51 — 7,43 (m, 2H); 7,30 (d,
J = 1,2 Hz, 1H); 7,26— 7,20
(m, 2H); 6,17 (dd, J= 6,8; 5,2
Hz, 1H); 3,90 — 3,79 (m, 1H);
3,56 — 3,42 (m, 1H); 3,33 —
3,11 (m, 2H); 2,33 — 2,12 (m,
2H): 1,87 (d, J = 1,2 Hz, 3H).

163,5; 150,3; 135,5;
133,7; 133,6; 129,4;
128,0; 110,9; 85,5;
84,3; 54,9; 41,5; 30,5;
12,5.

28%

7,41 (d, J= 1,4 Hz, 1H); 6,95
(d, J = 0,9 Hz, 2H); 6,10 (dd,
J =172, 57 Hz, 1H); 4,03 (q,
J = 7,1 Hz, 2H); 3,66 — 3,58
(m, 1H); 3,35 — 3,25 (m, 1H);
2,98 (dd, J = 12,2, 4,5 Hz,
1H); 2,90 (dd, J = 12,2, 7,8
Hz, 1H); 2,49 (s, 6H); 2,21 (s,
3H): 1,79 (d, J = 1,2 Hz, 3H).

164,2; 150,8; 142,9;
136,6; 128,7; 110,0;
86,2; 83,7; 60,2; 55,6;
31,1; 24,6; 21,2; 20,9;
14,5; 12,6.

42%

8,39 — 8,32 (m, 1H); 7,89 —
7,75 (m, 3H); 7,61-7,44 (m,
2H); 7,40 — 7,32 (m, 1H); 7,30
(d, J = 1,2 Hz, 1H); 6,15 (dd,
J = 6,4; 5,6Hz, 1H); 3,95 —
3,82 (m, 1H); 3,57 — 3,46 (m,
1H); 3,34 — 3,17 (m, 2H); 2,28
— 2,14 (m, 2H); 1,80 (d, J =
1,2 Hz, 2H).

164,0; 150,4; 135,4;
133,8; 133,7; 131,8;
128,8; 128,5; 128,3;
126,88; 126,6; 126,1;
125,6; 110,7; 85,4;
84,1;54,7; 40,7; 30,2;
12,2.
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83%

8,44 (dd, J=4,6, 1,6 Hz, 1H);
7,59 (td, J=7,7, 1,9 Hz, 1H);
7,54 -7,43 (m, 2H); 7,16 (dd,
J=7,1,4,8Hz, 1H); 6,11 (dd,
J=17,2,53Hz 1H); 3,79 (q,
J=6,0 Hz, 1H); 3,58 (dd, J =
12,8, 4,9 Hz, 1H); 3,46 (dd, J
=12,8, 6,4 Hz, 1H); 3,36 (q, J
= 6,9 Hz, 1H); 2,20 (ddd, J =
13,2, 7,7, 5,4 Hz, 1H); 2,04
(dt, J=13,7,7,0 Hz, 1H); 1,77
(s, 3H).

164,1; 154,9; 150,8;
150,3; 137,0; 136,6;
125,3; 121,1; 110,0;
85,7; 83,5; 55,3; 40,0;
27,7;12,6.

7,78 — 7,73 (m, 2H); 7,45 (s,
1H); 7,31 — 7,16 (m,3H); 6,20
— 6,14 (m, 1H); 3,93 — 3,85
(m, 1H); 3,45 — 3,22 (m, 3H);
2,38 — 2,18 (m, 2H);1,87 (d, J
= 2,1 Hz, 3H).

164,3; 150,3; 137,4;
135,9; 128,8; 127,3;
111,2; 110,3; 85,5;
83,5; 55,4; 40,0; 11,0;
10,9.

63%

7,65 — 7,52 (m, 2H); 7,44 (d,
J=14Hz, 1H); 7,02 (d, J =
7,8 Hz, 2H); 6,09 (dd, J= 7,4,
5,1 Hz, 1H); 3,72 (q, J = 6,2
Hz, 1H); 3,36 — 3,24 (m, 2H);
3,16 (dd, J = 12,0, 6,5 Hz,
1H); 2,32 (d, J = 11,5 Hz, 1H);
2,26 (s, 3H); 2,23 — 2,17 (m,
2H): 2,05 (dt, J= 13,4, 7,3 Hz,
1H); 1,77 (d, J = 1,2 Hz, 3H);
1,73 (td, J = 4,4, 4,0, 1,2 Hz,
1H).

164,4; 151,0; 137,5;
137,1; 136,7; 130,5;
130,4; 110,0; 109,1;
86,4; 83,4; 56,7; 21,1;
12,6; 12,3.
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7,67 — 7,58 (m, 2H); 7,44 (d,
J = 1,3 Hz, 1H); 6,85 — 6,76

164,6; 159,6; 151,1;
139,92; 136,7; 115,7;

63%

6,1 Hz, 1H); 2,20 (ddd, J =
14,0, 7,1, 3,1 Hz, 1H); 2,10 —
1,75 (m, 1H); 1,76 (s, 3H).

N~ 0 (m, 2H); 6,10 (dd, J=7,4,5,2  110,0; 101,8; 86,5;
e Hz, 1H): 3,73 (s, 3H); 3,72 — | 83,4; 56,7; 55,5; 40,3:
3,70 (m, 1H); 3,29 — 3,22 (m, | 12,7; 12,7.
NH, 2H); 3,12 (dd, J = 11,9, 6,6
o Hz, 1H); 2,20 (ddd, J = 13,1,
7.6, 5,2 Hz, 1H); 2,04 (dt, J =
13,4, 7,2 Hz, 1H); 1,78 (d, J =
1,2 Hz, 3H).
Cl 0 7,66 (d, J= 7,2 Hz, 2H); 7,44 | 164,2; 150,8; 138,6;
\fka (s, 1H): 7,23 (d, J = 7,3 Hz, | 136,7; 132,7; 129,5:
N"So | 2H):6,13—6,04 (m, 1H); 3,73 | 112,3; 110,0; 86,1;
e (d, J = 12,6 Hz, 1H): 3,39 — | 83,3;56,7; 12,5; 12,5.
3,33 (m, 1H): 3,26 (d, J = 7,4
NHz Hz, 1H); 3,20 (dd, J = 12,1,
50

aRendimentos dos produtos purificados por coluna cromatografica.

3.4. Obtencgao dos Aril-calogenil-ferulico-amido-timidina (16a-160)

Como ja discutido anteriormente, o objetivo principal deste trabalho foi a
obtencao dos produtos 16a-160 e para isto foi proposta a utilizacdo de uma reagao de
amidacdo. Como descrito na literatura, para estas reacdes ha a necessidade do

emprego de um agente de acoplamento.

Para iniciar o processo de otimizacdo foi estabelecida, primeiramente, a
utiizacdo de um agente de acoplamento especifico, o EDC ou 1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil)carbodiimida. Conforme relatado em literatura ele & utilizado com
ou sem aditivos nestas reacdes. Neste caso optou-se, inicialmente, por ndo usar
aditivos para inicio da otimizagdo (MONTALBETTI, 2005).
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Tabela 3 — Otimizag&o da sintese do composto 16e.2

o]
o
" \E\NH
[ :] | A OH NAO
N~ "0 O\H/\/@[ Ag. Acoplamento
+ A - Se
Se ) Solvente o)
o) o Temperatura k J OH
Tempo
NH, HNj‘/\/©:O/
o
5e 13 16e
Entrada Tempo Solvente Ag. Acopla. | Temp. | Rend.P
1 18h CH3CN EDC 50°C 42%
2 18h EtOH EDC 50°C -
3 18h THF EDC 50°C -
4 18h DMF EDC 50°C 45%
5 18h DMF DCC 50°C 82%
6 18h DMF DCC/DMAP | 50°C 51%
7 18h DMF TBTU / EtsN 50°C 55%
8 18h° DMF DCC 50°C 46%
9 18h DMSO DCC 50°C 31%
10 18h DMF DCC 100°C 62%
11 18h DMF DCC t.a. -
12 12h DMF DCC 50°C 68%
13 24h DMF DCC 50°C 80%

aCondigbes reacionais: 5e — 0,25mmol; 13 — 0,25mmol; Ag. Acoplamento — 0,3mmol;
Solvente — 5mLPRendimentos dos produtos purificados por CC.°Reagdo sob

atmosfera inerte.

As reagdes foram conduzidas em um sistema aberto e como material de partida
padrao foi escolhido o composto 5e que foi utilizado em todas reacbes na mesma

quantidade que o acido ferulico 13 (1:1). Porém os agentes de acoplamento foram
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utilizados em pequeno excesso de 1,2 equivalentes. Todas as reacbes foram

monitoras por CCD.

Anteriormente ao estudo de otimizagdo desta reagdo um teste reacional foi
conduzido com acetonitrila a temperatura ambiente, porém n&o foi observada uma
total solubilizagdo dos materiais de partida. Entao todos os estudos que se seguiram
foram conduzidos a temperatura branda (50°C) para uma efetiva solubilizagdo dos
materiais de partida.

Nas entradas de 1 a 4 foram realizadas as variacdes de solventes. A reacéo
utilizando acetonitrila como solvente (Tabela 3, Entrada 1), resultou em um rendimento
de 42% para o produto esperado demonstrando, desta forma, a possivel utilizagao da
metodologia planejada para esta reagdo. Na sequéncia foram testados solventes
menos polares (Tabela 3, Entradas 2 e 3). Neste caso, tanto etanol, solvente praético,
como THF, solvente aprotico, ndo foram eficientes, ocorrendo apenas uma
solubilizagédo parcial dos materiais de partida, ndo sendo observada a formacg&o dos
produtos em nenhum dos casos. Dessa forma, a otimizagao foi continuada com outros

solventes com propriedades similares aos da primeira reagao.

Empregando DMF como solvente (Tabela 3, Entrada 4) ocorreu a formagéo do
produto com rendimento de 45% que, além de ser levemente mais elevado que o
obtido com acetonitrila (Tabela 3, Entrada 1), obteve maior eficacia na solubilizagéao
dos compostos. Dessa forma, decidiu-se seguir a otimizagdo com DMF como solvente
e proceder o estudo do efeito de outras variaveis. Em relagdo ao agente de
acoplamento, o emprego de DCC (Tabela 3, Entrada 5) demonstrou uma eficiéncia
muito superior para esta reagao, levando a formagao do produto desejado com um

rendimento de 82%.

Na reacdo onde foi utilizado DMAP como aditivo além do agente de
acoplamento DCC (Tabela 3, Entrada 6), foi observada a formagéo do produto com
um rendimento de 51%. Também foi realizado um teste (Tabela 3, Entradas 7),
utilizando TBTU e trietliamina, mas esta condicdo também nao mostrou-se eficiente
na formagéao do produto (MAYER, 2017).

Dessa forma, visto a grande diferenga de rendimento entre as entradas e para
finalizagdo da otimizagdo foram propostas algumas pequenas variagdes a fim de

confirmar a metodologia ideal para a realizagao da reacao. Foi testada a utilizacao de
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atmosfera inerte, uso de DMSO que possui propriedades similares ao DMF, sendo
que ambas as modificagdes ndo demonstraram uma melhor eficacia (Tabela 3,
Entrada 8 e 9). Por fim, foram realizadas alteragdes na temperatura e no tempo
reacional (Tabela 3, Entradas 8, 9 e 10). Entretanto nenhum resultado chegou proximo
ao obtido na utilizacdo apenas de DCC e DMF.

Enfim, apés a otimizagdo das condi¢gdes reacionais, uma variedade de 5'-
arilcalcogenil-3’-amino-timidina foi empregada na sintese, visando a formag¢ao de uma

biblioteca de compostos.

Tabela 4 — Estruturas e rendimentos obtidos dos compostos 16a-160.

0]
0]
| NH
NH
| Y OH N/§O
N0, Lol DCC Ry
RY. o~ DMF o
0 o 18h; 50°C OH
HN AN e
NH, ©
5a-50 13 o
Ar = CgHs; p-CICgHy4; p-MeCgHy4, p-MeOCgH,; 2,4,6-Me3CgHy;
C1oH7; 2-N-CsH,4 16a-160
Y=S, Se, Te
Entrada Composto R Y Rendimento(%)?
0]
\fj\NH
N/go
S
1 o OH Ph S 96
HN AN o~
0]
16a
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S
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p-MeOPh

2,4,6-Me3Ph

Se

Se

89

73
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p-MePh

Te

46
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OMe (@)
| NH
N/go
Te
14 ] 'e) OH p-MeOPh Te 34
HNWK\/@[O/
(0]
16n
Cl (0]
| NH
N No
Te
15 0 OH p-CIPh Te 56
HN \[(\/@[O/
0]
160

aRendimentos dos produtos purificados por coluna cromatografica.

Analisando os resultados encontrados na Tabela 4, pode-se fazer algumas
observagbes. Com relagdo ao atomo de calcogénio, foi possivel observar que os
rendimentos se mantiveram elevados para os compostos com enxofre e selénio. Ja
para os exemplos contendo telurio o rendimento foi menor, o que ja era esperado

devido a menor estabilidade dos respectivos teluretos.

Outro fato a ser observado € que ao buscar uma relagdo dos rendimentos
obtidos com o grupamento arila ligado ao calcogeneto, ndo se encontra uma conexao,
seja ela por efeito eletrdbnico ou por impedimento estérico. Isto também era esperado,
pois a por¢cao amina do derivado de AZT, que é a parte da estrutura modificada nesta
etapa reacional, encontra-se separada do atomo de calcogénio por quatro carbonos
sp®, ou seja, carbonos que ndo fazem conjugagdo entre os grupamentos, nio
havendo, desta forma, influéncia eletrénica entre eles. Adicionalmente, devido a esta
distdncia espacial também nao ha nenhuma influéncia estérica. Assim, acredita-se
que o fator preponderantemente responsavel por esta variagdo esteja relacionado a

estabilidade do produto obtido.
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Seguindo, apos estabelecida a metodologia e a variagdo de exemplos, foi

realizado o estudo do mecanismo da reagédo (Esquema 30).

Esquema 30 — Mecanismo de reagao para sintese do composto 16a-160.

OH
Cy HD on mC% \H/\)Q:
PN ! N=C=NH 0 -
Cy/N—C A NN o &y I 0
110 111
DCC © 13 J
109
AYAZT
N
0 OH
Cy >
| /t' N\\C/O NS o/
N" "0 NH O "Acido Ativado" (Ester)
ArY = ArYAZT-NH, Cy 112
o] 5 l
NH,
ArYigT on
e
O (gruis
=Cy :N¢ .0 N -
G °
Cy~ ©
1“13
ArYAZT
| OH
o ArYAZT OH b
HN. .0 Y - HNLO -~
(i-: HN N P % (I: “ 0
_NH 0 o-NH 09
Cécu ° ’

Fonte: Autor

Inicialmente o DCC (109) promove a retirada do préton formando um ion iminio
110 e o carboxilato 111. Na sequencia o carboxilato realiza o ataque nuclefilico no
composto 1130onde ocorre a deslocalizagdo do par de elétrons para no nitrogénio.
Na sequeéncia, ocorre a formagao do composto 112 que € o intermediario chave desta
reacao, o “acido ativado”. Apos este ataque ocorre a formacgao do zwitterium 113 que,
por uma simples transferéncia de elétrons, leva ao ion dipolar 114. Este por sua vez

sofre a remocgao do grupamento de saida em consequéncia do deslocamento do par
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de elétrons do oxigénio que reconstitui a carbonila. Entdo ha a obtenc&do dos

compostos 16 de interesse e 115 (Diciclohexiluréia) coproduto da reagao.

Todos os compostos de 16a-160 sintetizados sao inéditos e foram
caracterizados por ressonancia magnética nuclear (RMN 'H e RMN '3C) e por
espectrometria de massa de alta resolucdo. Os dados espectrais completos destes
compostos encontram-se descritos na 5. Parte Experimental e os espectros no 7.

Espectros Selecionados.

A seguir, para exemplificar, sera discutida a atribuicdo de sinais do espectro de
RMN de '"H e RMN de "*C do composto 16e (Observacédo: a numeragao a seguir é
meramente uma sequéncia de acordo com os deslocamentos quimicos, de campo alto

para campo baixo).

Figura 12 — Espectro de RMN de 'H do composto 16a.
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Fonte: Autor

Na Figura 12 pode-se observar que o espectro de RMN de '"H do composto
16a, apresenta um dupleto em 1,77 ppm (J = 1,2 Hz) referente a trés hidrogénios da
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metila 1 da por¢do base nitrogenada o AZT. Em seguida pode-se observar de 2,48
ppm a 2,13 ppm um multipleto que s&o referentes a os dois hidrogénios
diasterotopicos 2 assim como o multipleto de 3,52-3,40 ppm um pouco distorcidos
devido a presenga de agua mas que representam os hidrogénios 3. O sinal em 3,82
ppm é o referente aos da metdxila 4 ligada ao anel aromatico. Os hidrogénios 5, 6 e 7
referem-se respectivamente aos multipletos em 4,05-3,90 ppm, 4,64-438 ppm e ao

tripleto em 6,22 ppm.

Dando sequéncia o dupleto com deslocamento quimico em 6,43 ppm
representa o hidrogénio vinilico 8 da porgao do acido ferulico. Os sinais entre 6,81
ppm a 7,42 ppm sao referéntes aos hidrogénios arilicos 9, 10 e 11. Dentre estes o
multipleto em 7,42-7,35 ppm com integral para trés hidrogénios contém o outro
hidrogénio vinilico da parte derivada do acido juntamente com dois H do anel
aromatico do aril-calcogeneto. O dupleto com deslocamento quimico de 7,54 ppm
representa o hidrogénio vinilico do nucleosideo 12, e por fim o dupleto em 8,43 ppm
e os dois simpletos em 9,44 e 11,30 ppm correspondem aos hidrogénios 13, 14 e 15

respectivamente.

Figura 13 — Espectro de RMN de "*C do composto 16e.
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A figura 13 apresenta o espectro de RMN de "*C do composto 16a onde pode-
se observar na regidao dos carbonos alquilicos, os C-2, C-3, C-4, C-6 e C-7 que
caracterizam a parte do agucar derivado de nucleosideo. Ainda, pode ser observado
o C-1 em 12,5 ppm que representa a metila da base nitrogenada remanescente do
AZT e em 56,0 ppm o C-5 relativo a metoxila. Na faixa de 110 ppm a 150 ppm
encontram-se os carbonos arilicos e vinilicos, sendo estes os C-8 e C-18 (110,2 ppm
e 136,5 ppm respectivamente) da porgéao derivada da base nitrogenada e os C-11 e
C-19 (118,8 ppm e 140,2 ppm respectivamente) derivada do acido. Por fim os
carbonos carbonilicos C-22, C-23 e C-24 (150,8 ppm, 164,1 ppm e 165,9 ppm

respectivamente) sendo o ultimo deles em 165,9 ppm, o carbono da fungdo amida.

3.5. Avaliagoes Bioldgicas

3.5.1. Ensaios de Atividade Antioxidante

Com o objetivo de estudar a potencialidade biologica dos compostos
sintetizados, foi realizada a avaliagcdo da atividade antioxidante na Universidade
Federal de Santa Maria (UFSM), pelo grupo de pesquisa em Bioquimica Toxicoldgica,

sob coordenacao do Prof. Dr. Jodo Batista Teixeira da Rocha.

3.5.1.1. Atividade de Eliminagdao do Radical 2,2-difenil-1-
picrilhidrazil (DPPH)

Os derivados de 5'-arilcalcogenil-3'-N-(E)-feruloilamido-desoxitimidina foram
testados como eliminador do radical livre 2,2-difenilpicliril-hidrazil (DPPH) (Figura 14).
Dimetilsulfoxido (DMSOQO) foi usado para dissolver os compostos. A 1 mM, todos os
compostos tiveram comportamento semelhanto ao acido ferulico e eliminaram 50%
do DPPH imediatamente apds o inicio da curva dependente do tempo (Figura 14A).
Em contraste, a azidotimidina nao foi capaz de eliminar o radical livre. Posteriormente,
foram realizadas curvas de concentragao para calcular a concentragao semi-inibidora
(ICs0) dos compostos (Figura 14B). Todos os derivados 5'-arilcalcogenil-3'-N-(E)-

feruloilamido-desoxitimidina e acido ferulico exibiram um ICso semelhante ao controle
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positivo (a-tocoferol). Os compostos contendo atomos de S e Se apresentaram
atividade eliminadora estatisticamente semelhantes, independentemente da variacao
na fracao aril. Por outro lado, os derivados teluro 16h e 160 exibiram um ICso menor
que o derivado seleno 16e [F (13,29) = 2,749; p = 0,01] (PEREIRA, 2014).

A atividade como sequestrador radicalar dos compostos 16a, 16e e 16l foi
comparada com seus precursores sintéticos 5'-arilcalcogenil-3'-amino-3'-
desoxitimidina 5a, 5e e 5l previamente sintetizados e avaliados por atividade de Da
Rosa et al., 16a (17,92 + 0,85%), 16e (13,92 + 1,06%) e 161 (16,83 £ 1,31%) foram
significativamente melhores quando comparados com 5a (99,18 + 1,85%), 5e (100,06
t 0,33%) e 51 ( 30,72 £ 1,67%) [F (8,35) = 372,7; p <0,0001], respectivamente, na
mesma concentracdo (1 mM). De fato, 5a e 5e nao apresentaram atividade
sequestradora, bem como azidotimidina (95,93 + 3,78%) (DA ROSA, 2017).
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Figura 14 — A curva dependente do tempo dos derivados de 5'-arilcalcogenil-3'-N-
(E) -feruloilamido-desoxitimidina (1 mM).
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(A) e concentracado semi-inibidora (ICso) de Atividade sequestrante de DPPH (B). O a-tocoferol foi
usado como controle positivo. Os resultados foram expressos como média + S.E.M. de trés a oito
experimentos independentes. Os dados foram analisados por ANOVA unidirecional, seguida pelo
teste posthoc de Tukey e as diferencas sdo consideradas significativas em p <0,05. Letras diferentes
significam diferenca estatistica.

3.5.1.2. Substancias Reativas a Acido Tiobarbiturico (TBARS)

Posteriormente, a inibicdo da peroxidagao lipidica induzida por Fe (ll) pelos
derivados 5'-arilcalcogenil-3'-N-(E)-feruloilamido-3'-desoxitimidinados  foi testada
usando as Substancias Reativas ao Acido Tiobarbitirico (TBARS) (Figura 15). As
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membranas celulares sdo compostas principalmente por fosfolipidios, principalmente
fosfatidilcolina, que podem sofrer peroxidacdo formando aldeidos, como o
malondialdeido. Os produtos de peroxidacgao lipidica formam um complexo de cor rosa
com acido tiobarbiturico que pode ser quantificado por espectrofotometria. Todos os
compostos causaram uma grande inibigdo da peroxidagdo lipidica, sendo mais
eficazes que o difenil diseleneto (controle positivo, 15e) (Figura 15A). Além disso, a
maioria dos derivados do AZT teve atividade semelhante (16a, 16b, 16d, 16e, 16f,
16h, 16m, 16n, 160) ou melhor (16l) que o a-tocoferol. E importante destacar que os
compostos também foram mais eficazes do que os dois blocos de construgao
azidotimidina e acido ferulico isolados. Assim, foram realizadas curvas de
concentragdo para calcular o ICso dos compostos (Figura 15B). Entre todos os
produtos, os 16¢c e 16g apresentaram os maiores valores de I1Cs0 (114,1 £ 14,09 e
102,2 + 11,46 uM, respectivamente). Os compostos 16a, 16b, 16d, 16e, 16f, 16h e
16m apresentaram ICso semelhantes que também eram estatisticamente iguais ao a-
tocoferol. Os compostos que apresentaram o ICso mais baixo foram os derivados de
telureto 161 (2,53 + 0,29 uM), 16n (3,68 + 0,41 uM) e 160 (2,7 £ 0,44 pM) (OHKAWA,
1978 e 1979).

No ensaio TBARS, também comparamos os resultados dos compostos 16a-
160 com seus precursores sintéticos. A inibicdo da peroxidacao lipidica da 5'-
arilcalcogenil-3'-N-(E)-feruloilamido-3'-timidina 16a (10,5 + 0,23 nmol MDA / mg de
fosfolipido), 16e (9,26 + 1,18 nmol MDA / mg fosfolipideo) e 16l (3,12 + 0,25 nmol
MDA / mg de fosfolipido) foram semelhantes aos precursores sintéticos 51 das aminas
(4,48 £ 0,26 nmol MDA / mg de fosfolipido), mas significativamente mais baixos
quando comparados com 5a (60,46 £ 5,04 nmol de MDA / mg de fosfolipido ) e 5e
(565,92 + 8,65 nmol MDA / mg de fosfolipido) [F (9,36) = 131,1; p <0,0001] a 200 mm
(DA ROSA, 2017).
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Figura 15 — Efeito dos derivados 5'-arilcalcogenil-3'-N-(E)-feruloilamind-timidina (200
MM).
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difenil ((PhSe)2) e a-tocoferol (200 uM) foram utilizados como controles positivos. Os dados foram

analisados por ANOVA unidirecional, seguida pelo teste posthoc de Tukey e as diferencas séo

consideradas significativas em p <0,05. Letras diferentes significam diferenca estatistica.

Entdo, ao se verificar os resultados obtidos nos ensaios antioxidantes é
possivel observar que os compostos testados possuem uma proeminente propriedade

antioxidante, dando destaque para o 160 que obteve resultados muito expressivos,
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sendo, em alguns testes, até melhor que o padrdo positivo a-tocoferol que € um

antioxidante bem descrito em literatura.

3.5.2. Atividade Antitumoral

Como indicado no inicio deste trabalho, a atividade antitumoral foi realizada
juntamente com a Universidade Federal de Pelotas (UFPel), pelo grupo de pesquisa
em Oncologia Celular e Molecular — GPO, sob coordenagdo do Prof. Dr. Tiago
Collares e Prof2.Dr2. Fabiana Seixas, utilizando as células linhagem T24 de cancér de
bexiga.

3.5.2.1. Ensaio de Citotoxicidade

Estudos na literatura demonstram que quando as hidroxilas presentes na
estrutura do AZT séo substituidas por calcogenetos elas podem potencializar a
atividade antitumoral deles (DE SOUZA, 2015), principalmente a insergdo do atomo
de Te em relagao a outros calcogénios (DA ROSA, 2017). Compostos organotelurio
também tem sido utilizados como um inibidores de transportadores ABC associados
a resisténcia a multiplos farmacos em células de cancer humano (SAWADA, 2008;
EBERT, 2012; MYETTE, 2013). Foi demonstrado por Ba, 2010 que a respectiva
quimica de oxigénio, enxofre, selénio e telurio estdo estreitamente relacionadas, in
vitro e in vivo, e estes sdo agentes claramente potentes: eles inibem proteinas e
enzimas, matam varios microorganismos e induzem apoptose em certas células
cancerosas (BA, 2010). Entdo ensaios antitumorais com estes compostos sédo de

extrema valia.

Como mostrado na figura 16, os compostos obtiveram resultados de uma
atividade dependentes da concentracdo e do tempo. Além disso, foi realizada uma
analise de variancia (ANOVA de trés vias), o que revelou uma interagao significativa
de terceira ordem [(composto x concentragdo x tempo de incubagao) F (20, 120) =
3,5; p <0,0001]. Os compostos 16l e 160, que contém o atomo de Te (Figura 16C e

F) em suas estruturas demonstraram maior citotoxicidade em relagdo aos compostos
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contendo S (16a) e Se (16e), bem como os demais contendo Te (16m e 16n) apos
24h de incubacgao (Figuras 16A, B, D e E).

No entanto, apos 48 horas de incubagéo, todos os derivados 16 testados
apresentaram atividade antiproliferativa em um padrdo semelhante. Quando os
valores de ICso foram analisados, verificou-se que os analogos 16a e 161 mostraram
uma pequena diferenca, sendo que o derivado 161 demonstrou melhor atividade
antiproliferativa, com valores de ICso de 42 e 31 pM, respectivamente na linha celular
T24 em 48 h (Tabela 5). Estudos anteriores do nosso grupo de pesquisa
demonstraram que a adigdo de calcogenetos na posi¢cao 5' no AZT potencializa a
atividade antitumoral dos derivados, particularmente a insercdo do atomo de Te em
relagdo a outros calcogénios. Os compostos organotelurio também tem sido utilizado
como inibidores dos transportadores de ABC associados a resisténcia a multiplas
drogas em células cancerigenas humanas (DE SOUZA, 2015; ECKER, 2017;
MARIANO, 2017; ECKER, 2018; WAGNER, 2018; DA ROSA, 2017).
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Figura 16 — Efeito inibidor in vitro de contra a linha celular T24.
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Efeito inibidor in vitro de 16a (B), 16e (A), 161 (C), 16m (D), 16n (E) e 160 (F) contra a linha celular
T24, conforme determinado por MTT. A linha celular T24 foi tratada com 6,12,25,50 e 100 uM por 24

e 48 horas. Os dados foram apresentados como média + SEM de trés experimentos. Letras

maiusculas representam a diferenca entre os tempos, enquanto as letras minusculas representam a

diferenca entre as concentragdes de uso.
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Tabela 5 - Atividade citotoxica dos derivados 16 contra T24 cells.

ICso = SEM (uM)° Inibi¢do do Crescimento (%)
100 uM®
Composto 24 h 48 h 24 h 48 h
16a - 42 +£6.8 30 91
16e - 52 +11.23 22 76
16l 50+11.2 31+£5.9 73 91
16m 44 +3.9 36 £3.5 57 98
16n - 38+3.7 39 79
160 71£3.5 22+2.6 77 98

@ Células de carcinoma da bexiga humana T24; ® Concentragdo necessaria para diminuir o
crescimento celular em 50%; Os valores representam a média de trés experiéncias © Os valores

de inibi¢do do crescimento foram medidos pelo ensaio MTT.

Entdo, nos testes de citotoxicidade os compostos demonstraram ser muito
efetivos para a inibicdo do crescimento de células da linhagem T24, sendo que quatro
deles, os compostos 16a, 161, 16m e 160 apresentaram uma inibicao acima de 90%
em 48h para a concentragcdo de 100 pM. Além disso, estes mesmos compostos
apresentaram uma CCso entre 36 yM e 22 uM o que pode ser considerado uma
atividade antiproliferante muito expressiva. Devido a estes fatos estudos de seu

efeitos no ciclo celular sdo de elevada importancia.

3.5.2.2. Efeitos dos compostos sobre o ciclo celular das
células T24

Para investigar o mecanismo de citotoxicidade celular, o efeito dos derivados
de 5'-arilcalcogenil-3'-N-(E)-feruloilamido-timidina na distribuicdo do ciclo celular foi
utilizado o ensaio de coloragdo com iodeto de propidio (Pl). Como mostrado na figura
17, a porcentagem de células na fase G1 apds o tratamento com os compostos 16l
(40 uM), 16m (40 uM), 16n (40 M) e 160 (25 pM) foram, respectivamente, 83,2%,
82,1 %, 85% e 81,9% quando comparado ao controle (75,2%), enquanto a proporgéo
de células na fase S e G2 / M diminuiu significativamente com a aplicagcdo dos
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compostos. Estes resultados indicaram que a fase G1 para a parada do ciclo celular
pode ser induzida pelos derivados de Te assim demonstrando um dos mecanismos

plausiveis de citotoxicidade celular para estes compostos.

Figura 17 — Estudo do ciclo celular — células T24.
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Os compostos 161, 16m, 16n e 160 interromperam o ciclo celular induzido por células T24. As
proporcdes de células nas fases G1, S e G2 / M foram calculadas. Os dados representam as médias
+ o erro padrao médio de trés experiéncias independentes. Os dados foram analisados por ANOVA
one-way, seguida pelo teste posthoc de Tukey, * p <0,05, ** p = 0,0033, *** p = 0,0002, **** p <0,0001.

3.5.3. Toxicidade in vivo

Os testes de toxicidade foram realizados na Universidade Federal de Santa
Maria (UFSM), pelo grupo de pesquisa em Bioquimica Toxicoldgica, sob coordenagao
do Prof. Dr. Jodo Batista Teixeira da Rocha. Ensaios de toxicidade para obtencao de
novos candidatos a farmacos sado imprescindiveis, ainda mais em compostos que tem

potencial quimioterapico/antioxidante sinérgicos como os aqui demonstrados.

Para avaliar a toxicidade dos compostos, os ratos foram injetados
intraperitonealmente com os compostos 16a, 16e e 161 ou DMSO. Apds sete dias (168
h) de exposicdo aos compostos, 0os animais ndo apresentaram sintomas que

pudessem ser atribuidos a toxicidade, como piloere¢ao, tremor, lacrimagao, convulsao

109



e morte. A Figura 18A mostra a porcentagem de sobrevivéncia de animais tratados
com os compostos 16a, 16e e 161 (100 umol / Kg). Como mostrado na figura, nenhum
dos camundongos tratados com os derivados 5'-arilcalcogenil-3'-N-(E)-feruloilamido-
timidina morreram durante as 168h. O peso corporal, a ingestao de alimentos e agua
(Figura 18B, C e D, respectivamente) também foram analisados. Geralmente, um
camundongo adulto ingere aproximadamente 5 gramas de comida e 6 mililitros de
agua por dia. Alteragdes na dieta e na ingestao de agua e, consequentemente, o peso
corporal também podem dar uma indicacdo de toxicidade (CHORILLI, 2007). Os
resultados mostraram que nenhum dos camundongos tratados com os compostos do

trabalho apresentou alteracdes nesses parametros.
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Figura 18 — Avaliagédo da toxicidade — taxa de sobrevivéncia, peso corporal,
consumo de alimento e agua
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Porcentagem de sobrevivéncia de camundongos tratados com 100 umol/kg
(subcutaneamente) de 16a, 16e e 161 para 168 horas (7 dias) (A). O peso corporal (B), a alimentagéo
(C) e a ingestao de agua (D) também foram analisados durante o periodo de tratamento. Os dados
sobre a porcentagem de sobrevida foram plotados na curva de Kaplan-Meier e analisados pelo teste
de Log-rank quanto a tendéncia. Os dados sobre o peso corporal, a ingestao de alimentos e agua
foram analisados por ANOVA de uma via, seguida pelo teste posthoc de Tukey. Nao foram obtidas

diferencgas significativas (p> 0,05).

O teste de campo aberto € usado para avaliar os efeitos de um novo ambiente
nas reagbes emocionais dos animais (ou seja, novos ambientes geram reagdes
naturais de medo) e para determinar a atividade locomotora geral de camundongos e
ratos. As analises do numero de cruzamentos (Figura 19A) e criagao (Figura 19B)
indicaram que os derivados 5'-arilcalcogenil-3'-N-(E)-feruloilamido-timidina 16a, 16e e
161 ndo alteraram a locomogé&o e a exploragéo dos ratos, respectivamente (NAHAS,
1999).
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Figura 19 — Teste de campo aberto.
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Efeito do tratamento com 5'-arilcalcogenil-3'-N-(E)-feruloilamido-timidina derivados 16a, 16e
e 161 (100 uymol / Kg, por via subcutédnea) no numero de cruzamentos (A) e criagdo (B) obtidos no
teste comportamental de campo aberto. Os dados foram analisados por ANOVA one-way, seguida

pelo teste posthoc de Tukey. Nao foram obtidas diferengas significativas (p> 0,05).

Os biomarcadores de lesdo hepatica e renal foram avaliados (Figura 20). Em
relagdo a fungcdo hepatica, os niveis séricos de alanina aminotransferase (ALT)
(Figura 20A) e aspartato aminotransferase (AST) (Figura 20B) ndo mudaram apdés
os tratamentos com os compostos 16a, 16e e 161, indicando a auséncia de dano no
figado dos animais. Além disso, os marcadores séricos de dano renal, uréia (Figura
20C) e creatinina (Figura 20D) ndo foram alterados nos camundongos tratados.
Assim, pode-se inferir que os compostos 16a, 16e e 161 (100 umol / Kg) ndo causaram

danos renais nos camundongos.
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Figura 20 — Avaliagdo a danos hepaticos e renais.
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Efeito dos derivados 5'-arilcalcogenil-3'-N-(E)-feruloilamido-timidina 16a, 16e e 16l em
camundongos tratados com AST (A), ALT (B), uréia (C) e creatinina (D). Os dados foram analisados
por ANOVA one-way, seguida pelo teste posthoc de Tukey. Nao foram obtidas diferengas
significativas (p> 0,05).

Dessa forma, devido aos resultados obtidos nos ensaios de toxicidade fica
demonstrado que, mesmo em concentragdes mais elevadas e em maiores tempos
aos que os compostos obtiveram bons resultados nos ensaios antioxidante e

antitumoral nao foi apresentado qualquer tipo de toxicidade, sendo assim comprovada

sua possivel aplicagao.

3.5.4 Ensaios in Silico

Os ensaios in silico foram realizados juntamente a Universidade Federal de

Santa Maria (UFSM), pelo grupo de pesquisa em Bioquimica Toxicoldgica, sob
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coordenagao do Prof. Dr. Jodo Batista Teixeira da Rocha. Estes consistem na
aplicagao de softwares para predizer e criar modelos baseados nos compostos de
interesse, assim pode-se obter informacbes tedricas de sua aplicacdo e/ou
modificagdo estruturais para uma maior aplicabilidade. Aqui serdo relatados os
resultados obtidos nestes ensaios.

3.5.4.1. Previsao do alvo e propriedades farmacocinéticas

O software swissADME previu que duas sub-familias do citocromo P450 (CYP-
2C9 e CYP3A4) estao envolvidas no metabolismo dos compostos e para todos eles
também se prevé serem substratos para o transportador ABC de glicoproteina de
permeabilidade (Pgp). O SwissTargetPrediction Server previu que os compostos
inibissem a colagenase 3 entre outras proteases, uma proteina importante na
degradacgdo das proteinas da matriz extracelular, interagindo com os ions Zn?* da
colagenase. Os produtos sdao moderadamente soluveis em agua com predicao de
indice de lipofilicidade xlogP menor que 4,15 para todos os compostos, que € um dos
critérios de semelhanga a medicamentos, utilizando a regra de Lipinski de 5, o numero
de aceitadores de ligagao de hidrogénio para os compostos <10 e doadores de ligagéao
de hidrogénio <5. Apenas uma violagao de Lipinski foi observada no peso molecular
> 500 para todos os produtos sendo assim compostos que seguem regra de Lipinski
de 5 (LIPINSKI, 2004; CHENG, 2007; GFELLER, 2014; DAINA, 2017).

Prevé-se que a absorgao gastrointestinal (GIT) significativa para a manutencao
de niveis 6timos de farmaco na circulacao sistémica, para os compostos 16a-16d uma
absortividade baixa, enquanto para os 16e-16h e 161-160 sdo altamente absorvidos.
Previu-se que nenhum dos compostos atravessasse a barreira hematoencefalica
(BBB) e predizeram-se pontuagdes acima da média de biodisponibilidade para todos

0s compostos.

Entdo via os ensaios in silico fica demonstrada a biodisponibilidade dos
compostos, que seguem a regra de Lipinski de 5, tendo apenas uma violagéo e
também prevé alguns alvos que podem ser atingidos por estes compostos, o que pode

corroborar para estudos futuros de seus mecanismos de agao.
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3.5.4.2 Modelo QSAR

Os resultados das atividades eliminadora de DPPH e a inibigao de peroxidagao
lipidica, juntamente com as propriedades estruturais dos compostos foram utilizadas
para a realizacdo de modelos QSAR. Estes modelos mostraram boa eficiéncia de
predicao de atividade = 90%, além de demonstrar 6tima robustez. Conclusdes podem
ser tiradas de que os modelos desenvolvidos e validados preverdao corretamente a
atividade sequestradora de DPPH e inibicdo de peroxidagao lipidica para compostos
analogos aos testados, desta forma, podem ser feitos novos planejamentos de
candidatos a farmacos similares, via utilizagdo dos modelos QSAR gerados e obter

informagdes quanto a suas propriedades.

Para a estruturacdo do modelo foram utilizados os dados dos compostos 16a,
16e e 16h e para sua validagcdo (como demonstrado nas tabelas 6 e 7
respectivamente para DPPH e TBARS) foram aplicados os dados dos demais
compostos, assim confirmando a aplicabilidade dos modelos e podendo passa assim

a avaliagao dos descritores de contribui¢ao para cada modelo gerado.

Tabela 6 — Aplicagao dos modelos QSAR para atividade eliminadora de DPPH.

Composto | Experimental  Modelo A Modelo A Modelo A

(uM) 1 (uM) 2 (uM) 3 (uM)
(nM) (M) (M)

6b 4.153 4.14 0.013 4.138 0.015 4.13 0.023
6¢ 4.228 4.2 0.028 | 4.185 0.043 4.183 0.045
6d 4.178 4.244 | -0.066 | 4.236 | -0.058 | 4.245 -0.067
6f 4.033 4.027 0.006 | 4.042 | -0.009 | 4.042 -0.009
61 4.301 4.299 0.002 | 4.294 | 0.007 4.315 -0.014

6m 4.358 4366 | -0.008 | 4.371 |-0.013 | 4.358 0
6n 4.436 4.429 0.007 | 4.438 | -0.002 4.424 0.012
60 4.460 4.443 0.017 | 4.443 0.017 4.448 0.012
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Tabela 7 — Aplicacdo dos modelos QSAR para atividade inibitoria de peroxidagao

lipidica.
Composto | Experimental | Modelo A Modelo A Modelo A
(uM) 4 (uM) S (uM) 6 (uM)
(nM) (M) (nM)

6b 4.242 4.277 -0.035 | 4312 -0.07 4311 | -0.069
6¢ 3.943 4.218 -0.275 | 4.229 | -0.286 4.23 -0.287
6d 4.29 4.178 0.112 4.258 0.032 4.26 0.03
6f 4.442 4.21 0.232 4.115 0.327 | 4.122 0.32
61 2.596 2.617 -0.021 2.576 0.02 2.568 0.028
6m 4.471 4.474 -0.003 | 4.441 0.03 4.412 0.059
6n 2.473 2.649 -0.176 | 2.629 | -0.156 2.71 -0.237
60 2.569 2.403 0.166 2.467 0.102 2412 0.157

3.5.4.2 Descritores de contribuigao

Descritores moleculares sido informacdes fisico-quimicas sobre uma
molécula. Ao se definir varios desses descritores, podemos identificar propriedades
relacionadas a atividade das moléculas na eliminacdo de DPPH, na inibicdo da
producado de TBARS e o quanto influenciam em cada, ou seja, seu grau de influencia.
Para isto foram utilizados descritores de distribuicao radial e descritores moleculares

invariantes holisticos ponderados.

Os descritores WHIM (descritores moleculares invariantes holisticos
ponderados) sao descritores geométricos baseados em indices estatisticos
calculados nas projegdes dos atomos ao longo dos eixos principais, ou seja, as
coordenadas dos atomos na molécula de forma a capturar informagdées 3D
moleculares relevantes, e nele diferentes ponderagdo sdo adotadas, como a massa
atdbmica, o volume de van der Waals, a eletronegatividade atébmica de Sanderson, a
polarizabilidade atdémica e os indices de estado eletrotopolégico de Kier e Hall
(TODESCHINI, 1997 e 2009; GRAMATICA, 2006).
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A fungao de distribuigado radial (FDR) & a fungéo de onda de maior propabilidade
do local onde encontrar um elétron circundante a um ponto especifico. Este descritor
€ independente do tamanho e rotagdo dos compostos e descreveram eficientemente
a atividade eliminadora de DPPH e a inibicdo da produgcdo de TBARS dos compostos.
Porém demonstrou pouco impacto nos modelos 1, 2 e 3, enquanto isso mostrou um
grau de influencia efetivo nos modelos de produgcédo TBARS (4, 5 e 6), quando
ponderada por polarizabilidades relativas, ou seja, quando levado em conta a

polarizabilidade relativa total da molécula.

No entanto, a autocorrelagdo baseada na distancia topoldgica (descritores
WHIM) sado as principais variaveis independentes que influenciam a inibicdo da
atividade de sequestro de DPPH pelos compostos sintetizados. Esses descritores sao
baseados em distancias topologicas e geométricas. Neste caso o grupo aril ligado aos
calcogénios teve um efeito significativo na inibicdo da atividade da DPPH, conforme
indicado por este descritor e ha atividade crescente quando o substituinte no fenil é
um grupo metil (hidrofébico) sendo assim a presenga de atomos mais polares nesta
posigcao redutores da atividade.

Assim se obteveram alguns dos descritores que mais influenciaram as
atividades das moléculas, podendo agora ser ponderado de forma mais eficiente quais
modificagdes podem agregar a futuros planejamentos moleculares destes compostos
como antioxidantes. Como o aumento da polarizabilidade relativa total da molécula e
a adicao de substituintes hidrofébicos na posicdo para do anél ligado ao

organocalcogénio.

3.6. Sintese dos calcogeno nucleosideos

Ao se observar os resultados obtidos para os primeiros compostos sintetizados
neste trabalho, que demonstram 6tima capacidade antioxidante porém nao foram tao
eficientes como antitumorais em ensaios in vitro, apesar de testes in vivo poderem
demonstrar uma maior efetividade deles por meio de sua metabolizacao e predile¢cao
de organocalcogénios a ambientes biologicos pré oxidantes, decidiu-se por elaborar
uma nova molécula-alvo partindo também dos mesmos derivados de nucleosideos

(Esquema 30).
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O principal objetivo com esta nova estrutura foi a sintese de compostos
aplicaveis a terapia fotodindmica. Para isso, escolheu-se agregar ao analogo de
nucleosideo (5) a rodamina B. Estes compostos sdo conhecidos na literatura, pela sua
atividade excelente frente a TFD, além de diversas outras, o que o torna de grande

interesse.

Para isso foi empregada uma rota sintética que esta apresentada no esquema
31. Pode-se observar que, a partir do composto 5 visou-se obter o produto final por
meio de uma reagao de acoplamento, envolvendo os mesmos grupos funcionais das

reagdes para obtengéo do produto 6a-o (acido carboxilico e amina).

Esquema 31 — Rota sintética proposta.
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Fonte: Autor

3.6.1. Obtencgao dos Aril-calogenil-rodamina-amido-timidina (18a-18l)

Para obtencido das moléculas alvo deste trabalho foi proposta a utilizacdo de
uma reacao de acoplamento, assim como no procedimento anteriormente elaborado.

Porém ao iniciar a otimizagcdo desta sintese, primeiramente utilizando a mesma
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metodologia aplicada para os compostos (16) e outras metodologias de reagdes de

acoplamento, ndo se obteve o produto de interesse como demonstrado na tabela 8.

Tabela 8 — Otimizacao da sintede dos compostos 18a-18l.2

& T
° COOH
cl _ 1) Ag. Acoplamento ArY.
® ‘ O 2) 5e; Solv. @] 0O
Et,N 0 NEt,
17

wn
()
A[:L

Et,N 18e
NH,
________ Se ...
Entrada Tempo Solvente Ag. Acopla. | Temp. Rend.
1 18h DMF DCC 50°C -
2 18h THF EDC 50°C -
3 18h DMF DCC / DMAP 50°C -
4 18h DMF TBTU / EtsN 50°C -

aCondigbes reacionais: 5e — 0,25mmol; 17 — 0,25mmol; Ag. Acoplamento — 0,3mmol;

Solvente — 5mL.

A partir disto foi aplicada a metodologia desenvolvida por Soares-Paulino e
colaboradores. Para isso, foi adicionado ao sistema reacional rodamina, cloreto de
tosila, seqguido da adicao de 4-dimetilaminopiridina como base e o composto 5e
levando assim ao produto de substituicdo acilica (esquema 31) (SOARES-PAULINO,
2018 e 2020).
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Tabela 9 — Otimizac&o de reagao do composto 18e.2

0
\f‘\NH
N

@)

1.)TsCI; Solv.

@
3.) 5e; Solv.

2.) DMAP

n
()
A[E
m
ol
Z
=
(o]

NH,
___________ Se ________.

Entrada 17 TsCl DMAP @ Solvente  Tempo Temp. Rend.P¢
1 4 eq. 7 eq 10 eq. DCM 3h t.a. 51%
2 2eq. | 3,5eq. 5eq. DCM 3h t.a. 52%
3 2 eq. 3,5 eq. 5 eq. DCM 3h refluxo 84%
4 1eq. | 1,75eq. | 2,5€q. DCM 3h t.a. 62%
5 1eq. | 1,75eq. | 2,5€q. DCM 3h refluxo 27%
6 2 eq. 3,5 eq. 5 eq. THF 3h refluxo -
7 2 eq. 3,5 eq. 5eq. EtOH 3h refluxo -
8 2eq. | 3,5eq. 5eq. MeCN 3h refluxo 39%
9 2 eq. 3,5 eq. 5 eq. DCM 6h refluxo 65%
10 2 eq. 3,5 eq. 5 eq. DCM 1,5h refluxo 37%

aCondigdes reacionais: 5e — 1mmol; Solvente — 15mL ® Reagcdeso em atmosfera inerte

(Ar®).© Rendimento do produto isolado por CC.

Inicialmente, foram seguidas as condigbes descritas no artigo para esta
otimizagao e obteve-se um rendimento de 51%. Em seguida foi realizada a variagéo
nas equivaléncias dos reagentes, porém sempre mantendo a estequiometria que
demonstrou ser efetiva. Como o nucledfilo (5e) foi adicionado em menor quantidade

todos os outros reagentes tiveram a sua equivaléncia a ele comparada.
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Nas entradas 2 e 4 foram diminuidas as equivaléncias da rodamina B para a
amina derivada do AZT. Foi realizada a modificacdo para 2 e 1 equivalentes
respectivamente, da mesma forma que para o cloreto de tosila e a 4-
dimetilaminopiridina, respeitando a estequiometria reacional. Nos dois casos, foi
observado um aumento nos rendimentos. Visando verificar a influéncia da
temperatura nestas condicdes, foram realizadas as reagdes na temperatura de refluxo
(entradas 3 e 5). Neste caso, a entrada 3 demonstrou um expressivo aumento de
rendimento, sendo esta a metodologia ideal para se seguir com outras variagdes no

sistema.

Em seguida foi realizada a variagao de solventes. Primeiramente utilizou-se
THF, porém nao houve a formagao de produto empregando este solvente (Entrada 6).
Ao testar um solvente proético o protocolo também n&o se mostrou eficiente nao
levando ao produto desejado (Entrada 7). A ultima variagao de solvente foi realizada
com acetonitrila, solvente aprotico e com polaridade elevada. Desta vez o produto foi

obtido, mas em baixissimo rendimento (Entrada 8).

Por fim, foi analisado a influéncia do tempo reacional nestas reacdes. Nas
entradas 9 e 10 as reagdes foram realizadas nos periodos de seis horas (6h) e uma
hora e trinta minutos (1,5h) respectivamente. Porém, como pode ser observado nas
referidas entradas, nenhuma demonstrou um melhor rendimento que a Entrada 3, que

foi escolhida como condicao reacional ideal para esta reagao.

Para confirmar estes resultados obtidos uma variedade de exemplos fora
sintetizada empregando esta condi¢cao reacional, visando a obtencédo de diversos

exemplos dos compostos 18a-18l objetivados nesta etapa do trabalho.
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Tabela 10 — Rendimentos e estruturas dos compostos 18a-18l.

Entrada Produto Rendimento (%

18b
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76

18d

EtoN

18f

EtoN

123



18h

124



10

14

11

16

12

Et,N
18|

16

Ao observar os resultados obtidos nos variados exemplos sintetizados pode ser

observado que os derivados contendo selénio, independente do substituinte na porgao

arilica, apresentaram maiores rendimentos que os derivados contendo enxofre e

telurio. Por outro lado, fica bastante claro que os respectivos teluretos foram obtidos
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com rendimentos muito inferiores em relagdo aos demais calcogenetos. Este fato
pode estar relacionado a menor estabilidade dos derivados contendo telurio em

relagcado aos contendo enxofre e selénio.

Entdo, em posse do protocolo desenvolvido, partiu-se para um estudo

mecanistico da reagao, a fim de assim compreende-la melhor (Esquema 32).
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Esquema 32 — Mecanismo de reagao para sintese dos compostos 18a-18l.

: NQN/
o

Fonte: Autor

Com base na proposta acima representada, primeiramente ocorre o ataque do

par de elétrons do oxigénio ao enxofre do cloreto de tosila, deslocando a carga para
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o oxigénio. Posteriormente a base DMAP foi adicionada para acelerar o processo de
tosilacao, realizando a remocao do proton da porgao acido carboxilica da rodamina
ao mesmo tempo em que ocorre o deslocamento da carga do oxigénio, restituindo
assim a dupla ligagdo com o enxofre e liberando cloro para o meio (Cl"). O DMAP em
excesso também foi responsavel pela desprotonacdo da amina, que procede com o
ataque nucleofilico ao carbono carbonilico (agora ativado/tosilado) e, apds os
deslocamentos de carga, leva a retirada do grupamento acido p-toluilsulfénico. Por
fim, o outro proéton foi retirado da amida (provinda da amina derivada do AZT) o que
leva a uma ciclizacado e formacao do produto de interesse com o deslocamento das
cargas. Com este mecanismo proposto foi explicado a necessidade do grande

excesso DMAP utilizado para esta reacao.

Todos os compostos de 18a-181 sintetizados sao inéditos e foram
caracterizados por ressonancia magnética nuclear (RMN 'H e RMN **C). Os dados
espectrais destes compostos encontram-se descritos na 5. Parte Experimental e os

espectros no 7. Espectros Selecionados.

A seguir, para exemplificar, sera discutida a atribuicdo de sinais do espectro de
RMN de "H e RMN de *C do composto 18e (Observacao: a numeragédo a seguir é
meramente uma sequéncia de acordo com os deslocamentos quimicos, de campo alto

a campo baixo).
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Figura 21 — Espectro de RMN de "H do composto 18e.
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Na figura 21 estda demonstrado o espectro de hidrogénio do composto 18e
onde na regidao dos hidrogénios alquilicos pode-se encontrar a metila da base
nitrogenada (H-2 - 6 1,61 (d; J = 1,2 Hz; 3H)), os hidrogénios diasterotépicos (H-3 e
H-4 neste caso — H-3 - 2,73 — 2,62 (m; 1H); 1,69 — 1,62 (m; 1H) e H-4 — & 2,92 (dd;
J =13,6; 3,0 Hz; 1H); 2,16 (dd; J = 13,6; 4,2 Hz; 1H)) e o hidrogénio H-6 da posigcéo
3’ do acgucar (6 3,72 — 3,60 (m; 1H)), porém o hidrogénio H-7 apresenta um
deslocamento quimico superior ao esperado (6 4,88 — 4,76 (m; 1H), ou seja, mais
desblindado, isto pode ocorrer pela proximidade estérica com o oxigénio carbonilico
que pode retirar sua densidade eletronica, porém nao foram realizados estudos
especificos para esta confirmagao. Ainda na regido alquilica tem-se os hidrogénios
provenientes das etilas da por¢ao derivada da rodamina B (os quatro CHz — H-1 6 1,16
(td; J =7,1; 4,0 Hz; 12H); e os quatro CH2 — H-5 & 3,33 (dt; J = 14,0; 6,9 Hz; 8H)).

Nas proximidades da regi&do dos aromaticos encontra-se o hidrogénio H-10 (d
6,54 (t J = 6,6 Hz; 1H)), com deslocamento devido sua proximidade a dois
heteroatomos mais eletrobnegativos. Ja na regido dos hidrogénios aromaticos
encontram-se todos os demais hidrogénios e acredita-se que estejam distribuidos de
acordo como é apresentado pela figura 21 (H-8 — 0 6,29 (dt; J = 9,1; 3,2 Hz; 2H); H-
9-066,49-6,35(m; 3H); H-11 -6 7,04 (d; J = 1,3 Hz; 1H); H-12 -6 7,18 — 7,08 (m;
4H); H-13 -6 7,33 -7,27 (m; 2H); H-14 -6 7,55 — 7,40 (m; 2H)). Os dois ultimos sinais
séo relacionados ao hidrogénio mais desblindado entre os aromaticos devido a sua
proximidade a amida o H-15 (& 7,95 — 7,86 (m; 1H)) e o vinilico ligado a posigao 6 da
base nitrogenada (H-16 — & 8,02 (s; 1H)).

130



Figura 22 — Espectro de RMN de "*C do composto 18e.
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Na Figura 22 esta exposto o RMN de *C do composto 18e, que demonstra a
elucidagcdo completa da molécula, onde ao se analisar o espectro percebe-se na
regido dos carbonos alquilicos os C-2 e C-5 (& - 12,4; 44,4) da etila advinda da
rodamina B, e inclusive o C-7 carbono quaternario spiro (o - 60,5), além é claro dos
carbonos alquilicos localizados na por¢ao nucleosidica C-1, C-3, C-4, C-6, C-8 e C-9
que apresentam deslocamento quimico semelhante aos do composto 16e, com
pequenas variagdes (6 - 12,1; 29,9; 35,8; 55,0; 78,4; 84,5). Os carbonos da dupla
ligacdo da base nitrogenada sao destacados como C-12 e C-17 sendo o primeiro
blindado por hiperconjugagao e o segundo mais desblindado devido a proximidade
com um heteroatomo. Os trés carbonos carbonilicos da molécula apresentam o maior
deslocamento quimico devido a alta eletronegatividade do oxigénio quando
comparada ao carbono que retira sua densidade eletrénica, sendo estes destacados
como C-21, C-22 e C-23 (6 - 153,3; 163,7; 167,2). Os demais carbonos arilicos estao
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demonstrados como C-13 a C-20 no espectro e sao distribuidos conforme explicitado

na molécula.
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4. Conclusoes E Perspectivas




No desenvolvimento deste trabalho diversos aspctos quimicos, bioquimicos e
computacionais foram abordados e, desta forma, pode-se chegar a diversos

compostos de extremo interesse para a comunidade cientifica.

No caso dos compostos 16a-160, vale ressaltar que estes foram sintetizados
de maneira simples e eficiente, provando assim que o protocolo desenvolvido foi muito
eficaz (rendimentos de 34%-96%), além disto demonstraram 6timos resultados em
todos os ensaios aos quais foram submetidos e via analises in silico pode-se obter
informagdes de grande valia. Dessa forma podemos concluir que estes compostos
sao otimos candidatos a farmacos, pois com o seu potencial antioxidante e antitumoral
aliado a sua biodisponibilidade tedrica avaliada e sua nao toxicidade, chegou-se a
uma estrutura de muito interesse. Ainda ha diversos aspectos relevantes que nao
foram fruto de estudo deste trabalho, porém, de acordo com a literatura, estes
compostos também devem apresentar predilecdo por ambientes celulares pro-
oxidantes e certa seletividade para alguns tipos de tumores que possuam elevada
quantidade de timidina cinase (DAMARAJU, 2003). Estes fatos dispertam ainda mais
o interesse nesta classe de compostos que, a partir do modelo QSAR criado, pode ter

diversos derivados estudados em ensaios in silico.

Para os compostos 18a-18l foi elaborada uma rota sintética que difere da
primeira abordada neste trabalho, apesar de um dos objetivos ser a utilizagdo da
mesma metodologia. O novo protocolo também foi estudado ao maximo para a
obtencdo dos compostos com a maior eficiéncia possivel, 0 que ocorreu para 0s
derivados de enxofre e selénio (rendimentos de 65%-96%). Porém os compostos
contendo telurio foram obtidos em baixissimos rendimentos (14%-16%) todavia, ainda

foram devidamente caracterizados.

Todos derivados de rodamina B apresentam o6timas perspectivas de atuacao
como fotossensibilizadores frente a terapia fotodindmica, conforme descrito na
literatura, e os estudos para a sua aplicacdo como fotosensibilisadores esta em

andamento.
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5. Parte Experimental




Este capitulo esta destinado a parte experimental deste trabalho, no qual sédo
expostos os materiais e métodos, os procedimentos experimentais e dados de

caracterizacdo dos compostos.

5.1. Materiais e Métodos

5.1.1. Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear

Os espectros de RMN 'H e RMN '3C foram obtidos em espectréometros
Bruker Avance lll, que operam na frequéncia de 600 e 400 MHz e 151 e 100 MHz,
respectivamente (Departamento de Quimica — UFSM). Os deslocamentos quimicos
(O) estao relacionado em parte por milhdo (ppm) em relagao ao tetrametilsilano (TMS),
utilizado como padréo interno para os espectros de RMN 'H e CDClIs para os espectros
de RMN '3C. Entre parénteses a multiplicidade (s = simpleto, d = dupleto, dd = duplo
dupleto, t = tripleto, m = multipleto, sl = simpleto largo), o numero de hidrogénios

deduzidos na integral relativa e a constante de acoplamento (J) expressa em Hertz.

5.1.2. Espectroscopia de Massa de Alta Resoli¢ao

Os espectros de massas de alta resolucdo foram obtidos a partir de um
aparelho XEVO G2-Q-TOF (Waters) operando em modo ESI (do inglés, Electro Spray
lonization) no Laboratdrio de Andlises Quimicas Industriais e Ambientais (LAQIA) na

Universidade Federal de Santa Maria.

5.1.3. Rota Evaporadores

Para a remocgéao dos solventes das solugdes organicas, foram utilizados:
- Rota-evaporador Heidolph VV 2000

- Rota-evaporador IKA RV 10 Digital
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- Linha de vacuo equipada com oma de alto-vacuo Vaccumrand modelo RD 4
4,3 m3h.

5.1.4. Reagentes e Solventes

A maior parte dos reagentes empregados, neste trabalho, foram adquiridos
comercialmente junto a Sigma-aldrich. Os solventes utilizados foram devidamente
tratados e ou purificados para n&o haver interferéncia na eficiéncia das metodologias

e nos rendimentos dos produtos obtidos.

5.1.5. Cromatografia em Coluna (CC)

A maior parte dos produtos foi obtida em sua forma pura, através de coluna
cromatografica, utilizando silica gel 230 — 400 mesh como fase estacionaria, valendo-
se de solventes previamente tratados, como fases moveis, cujas composi¢des

variaram conforme as caracteristicas de cada produto.

5.1.6. Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

Em algumas etapas do procedimento de sintese, foi empregada a CCD como
forma de acompanhamento da evolucdo das reacdes, bem como observacido da
pureza de materiais de partida e/ou produtos obtidos, onde foram utilizadas

cromatoplacas de silica 60 GF254 obtidas comercialmente.

5.1.7. Ponto de Fusao
Os valores de ponto de fusdo dos compostos Sélidos foram determinados em

aparelho digital Micro Quimica MQAPF-302 no Departamento de Quimica da
Universidade Federal de Santa Maria
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5.1.8. Atividade de Eliminagao do Radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazil
(DPPH)

O método proposto por Pereira, 2014, foi utilizado para este teste. Para a curva
dependente do tempo, os compostos foram dissolvidos em DMSO (concentragao final
igual a 1 mM) foram misturados com 0,3 mM de DPPH em etanol. Para realizar a curva
de concentragao foram utilizados 0, 0,025, 0,05, 0,1 e 1 mM dos compostos
misturados com 0,3 mM de DPPH em etanol. A absorbancia no espectrofotdmetro
SpectraMax a 518 nm a cada 5 min por 180 min. O a-tocoferol nas mesmas
concentracdes dos compostos derivados foi usado como controle positivo.

5.1.9. Substancias Reativas a Acido Tiobarbittrico (TBARS)

O método proposto por Ohkawa, 1979, foi utilizado para este teste.
Fosfatidilcolina (0,4 mg) foi misturada com Fe (ll) (55 uM), tampé&o Tris-HCI pH 7,4
(1,85 mM) e os compostos testados (concentragao final foi variada entre 0 e 200 uM)
dissolvidos em DMSO (concentracgédo final foi igual a 3,8%). O sistema foi incubado
durante 30 minutos a 37°C e, subsequentemente, foram adicionados tampao de acido
acético a pH 3,4 e &acido tiobarbiturico (0,22%). As amostras foram incubadas
novamente durante uma hora a 100 ° C. Para extrair o complexo entre o acido
tiobarbiturico e os produtos de peroxidacéo lipidica (coloragdo rosa) adicionaram-se
400 pL de N-butanol. Em seguida, os tubos foram agitados durante 30 s e
centrifugados durante 10 min a 6000 rpm. O sobrenadante foi lido no
espectrofotdbmetro SpectraMax a 532 nm. Uma curva de malondialdeido (MDA) foi
preparada como padrdo. O disseleneto de difenila (200 uM) e o a-tocoferol (0-200 uM)

foram testados como controlos positivos.

5.1.10Testes in vivo

Os experimentos foram realizados de acordo com a lei 11.794, de 8 de Outubro
de 2008, decreto 6899, de 15 de julho de 2009, segundo as regras emitidas pelo
Conselho Nacional para Controle de Experimentagdao Animal (CONCEA), e foi

aprovado pelo Comiss&do de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de
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Santa Maria (CEUA/UFSM) na data de 31/03/2016 (Numero de protocolo: CEUA
4622031115).

5.1.11. Tratamentos

Camundongos Swiss machos com dois meses de idade, pesando entre 25 e
30 g foram utilizados dos testes de toxicidade in vivo. Os animais foram divididos
aleatoriamente em 4 grupos (n =4 por grupo): DMSO (1 mL/Kg de peso corporal como
grupo controle) e tratados com os compostos 6a, 6e e 61 (100 ymol/Kg de peso
corporal) dissolvidos em DMSO. Todos os compostos foram administrados pela via
subcutanea. Apdés o tratamento, foram avaliados sinais e sintomas clinicos como
morte, perda de peso, desidratacido, piloerecdo e postura encurvada durante o
tratamento, pois possiveis alteragées comportamentais nestes parametros sao podem
ser indicativas de efeitos dos compostos. Também foi avaliada a variagcdo de peso

corporal, ingestao de ragao e agua durante todo o periodo.

Apo6s 168 horas (7 dias), os animais realizaram testes comportamentais (teste
do campo aberto) e, posteriormente, foram eutanasiados e o sangue foi coletado por
exanguinagao para realizagdo dos testes de toxicidade. O sangue foi centrifugado a

3000 rpm por 15 minutos para obtengao do soro para as dosagens bioquimicas.

5.1.12. Teste do campo aberto

O aparato do teste do campo aberto consistiu em uma caixa de madeira
cercada por paredes de 30 cm de altura e piso de 40 cm de comprimento por 40 cm
de largura, dividido por marcadores em 9 quadrantes.Cada animal foi colocado
individualmente no centro da caixa e observado por 4 minutos, para verificar a
atividade locomotora (numero de segmentos cruzados com as quatro patas) e

exploratdria (numero de levantamentos sobre as patas traseiras).
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5.1.13. Testes de toxicidade renal: Dosagem de ureia e creatinina séricas

Os niveis de ureia e creatinina séricas foram determinados através de Kkits

comerciais (Bioclin Quibasa, Belo Horizonte, Minas Gerais).

5.1.14. Testes de toxicidade hepatica: Dosagem das transaminases

A dosagem da atividade da aspartato aminotranferase (AST) e alanina
aminotransferase (ALT) séricas foram realizadas através de kits comerciais (Bioclin

Quibasa, Belo Horizonte, Minas Gerais).

5.1.15. Analise Estatistica |

Os testes in vitro foram repetidos trés vezes em duplicata. Os resultados foram
analisados utilizando ANOVA de uma ou duas vias seguido do teste de post-hoc de
Newman-Keuls quando apropriado. Quanto aos testes in vivo, a porcentagem de
sobrevivéncia foi analisada pelo Log-rank teste (Mantel-Cox) e os testes de toxicidade
pela ANOVA de uma via seguido do teste de post-hoc de Newman-Keuls. Os dados

foram considerados diferentes estatisticamente quando p < 0,05.

5.1.16. Ensaio de cultura celular e citotoxicidade

O T24 (carcinoma de células transicionais do bexiga humana) foi obtido da
American Type Culture Collection (Rockville, EUA) e cultivado em Meio Essencial
Minimo de Dulbecco (DMEM) contendo 10% de soro bovino fetal (FBS), mantido a 37
°C em umidificado. atmosfera contendo 5% de CO2. A viabilidade foi determinada pelo
teste de MTT (brometo de 3- [4,5-dimetiltiazol-2-il] -2,5-difeniltetrazdlio) de acordo com
Mosmann, 1983. As células foram semeadas em placas de 96 pogos (2 x 10* células
por pogo) contendo 100 pL de meio de crescimento. Apds incubagao por 24 h, as
células foram tratadas com meio contendo os compostos em diferentes concentragdes
(6, 12, 25, 50, 100 uM), dissolvidas em DMSO (menos de 0,25% em cada preparacao).

Apds a incubacgao, 20 pL / pogo (5 mg / mL em PBS) foram adicionados por 3 horas a
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37 °C. Apds incubacéao por 3 h, os sobrenadantes foram descartados, e 180 mL de
DMSO foram adicionados em cada cavidade para solubilizar o formazan. A
absorvéncia a 492 nm foi medida utilizando um leitor automatico de placas.

A inibicdoo (%) da proliferacdo celular foi determinada como se segue:
crescimento inibitorio = (1- Abs492csiulas tratadas / Abs492csiulas de controle) X 100 2. O valor
de CCso corresponde concentragao do composto de teste que causou uma diminuigéao
de 50% na viabilidade celular de farmaco -tratadas em comparagdo com células néo

tratadas. As experiéncias foram realizadas em triplicada.

5.1.17. Analise Estatistica ll

A analise dos dados foi realizada no Statistix 8, onde os conjuntos de dados do
MTT foram analisados usando ANOVA bidirecional seguido do teste de Tukey para
comparag¢des multiplas. A significancia de P <0,05 foi considerada em todas as
analises. Os dados sao apresentados como média £+ EPM (desvio padrdo da média).
Os valores de CCso para os compostos foram determinados por andlise de regressao
nao linear no software Graphpad Prism 6.0, como graficos para apresentacdo de
dados citotoxicos.

5.2. Procedimentos experimentais

5.2.1. Preparagao da 5’-O-(mesil)-3"’-azidotimidina (14)

Esquema 33 — Sintese da 5’-O-(mesil)-3’-azidotimidina

THF, Et °
E6NOC_ s
o MsCI, 2h, rt, o

HO
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Em um baldo de duas bocas munido de uma barra magnética, sob atmosfera
de argbnio e previamente flambado, foi adicionado 1 mmol de zidovudina e 7 mL de
THF. Posteriormente a total dissolugao do material de partida o sistema foi resfriado
a 0°C e enté&o adicionado trietiamina (1,5 mmol). Apés 10 minutos de agitagdo com o
sistema ainda a 0°C foi adicionado lentamente cloreto de mesila (1,1 mmol) diluido
em THF (3 mL). Apds o periodo reacional de 2h a temperatura ambiente a mistura
reacional foi extraida com solugao saturada de NaHCOs3 (~ 20mL) e dicloro metano
(3x 20mL). As fases organicas foram reunidas, secas com MgSOs4, o solvente foi

evaporado e o Sélido obtido foi lavado com acetato de etila, para obtenc&o do produto.
Caracteristica Fisica: Solido Branco;

Rendimento: 92%

RMN 'H (DMSO-ds, 400 MHz); & (ppm):11,28 (s, 1H); 7,47 (d, J = 1,1 Hz, 1H); 6,15
(t, J=6,7 Hz, 1H); 4,47 — 4,41 (m, 2H); 4,10 — 4,04 (m, 1H); 3,23 (s, 3H); 2,53 — 2,43

(m, 3H); 1,80 (d, J = 0,8 Hz, 3H).

RMN 13C (DMSO-de, 100 MHz); & (ppm): 164,4; 151,1; 136,7; 110,8; 84,8; 81,3; 69,7;
60,8; 37,7; 36,3; 12,7.
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5.2.2. preparagao das 5’-arilcalcogenil-3’-amino-timidinas (5a-50)

Esquema 34 — Sintese da 5’-arilcalcogenil-3’-amino-timidinas

0 0
\fLNH \kaH
Nko RY-), , NaBH Nko
MsO 2. 4>~ RY
0 EtOH/THF 0
24h
N3 NH2

Em um baldo de duas bocas munido de uma barra magnética, sob atmosfera
de argbnio e previamente flambado, foi adicionado o dicalcogeneto de diarila (0,5
mmol); THF (4mL) e etanol (3mL). Posteriormente foi adicionado NaBHs4 (5
equivalentes, 5 mmol) e a reagdo foi mantida em agitagdo por 20 minutos.
Subsequentemente o 5’-O-(mesil)-3’-azidotimidina (1 mmol) dissolvido em THF (3mL)
foi adicionado lentamente a reagao e entao o sistema foi aquecido a temperatura de
refluxo pelo periodo de 24 horas. ApdOs a reagao completa a mistura foi extraida com
NH4CIl (~ 30 mL) e dicloro metano (3 x 20 mL); as fases organicas foram reunidas,
secas com MgSOg, filtradas, o solvente foi evaporado e o produto bruto foi purificado
por coluna cromatrografica aplicando um gradiente de solventes (dicloto metano e

etanol até 70:30) para entdo obter-se o produto puro com rendimento de 20 a 82%.

5’-S-(fenil) -3’-(amino)-timidina (5a)

0
NH Caracteristica Fisica: Sdélido alaranjado;
|
@ X
S Ponto de Fusao: 140-143°C;
0
NH, Rendimento: 82%
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RMN 'H (CDCls, 400 MHz); & (ppm): 7,42 — 7,38 (m, 2H); 7,34 (d, J = 0,8 Hz, 1H);
7,32— 7,28 (m, 2H); 7,23 — 7,17 (m, 1H); 6,20 (dd, J = 6,8; 5,2 Hz, 1H); 3,96 — 3,80
(m,1H): 3,65 — 3,50 (m, 1H); 3,33 (d, J = 5,0 Hz, 2H); 2,33 — 2,16 (m, 2H); 1,82 (d, J =
0,8Hz, 3H).

RMN 13C (CDCls, 100 MHz); & (ppm): 163,9; 150,4; 135,6; 135,5; 129,1; 128,9; 126,4;
110,9; 84,9; 84,2; 53,9; 41,2; 36,1; 12,5.

EMAR [TOF MS ES+]: m/z calculado para CisH19N3O3S [M+H]*: 334,1225.
encontrado: [M + H]*: 334,1240.

5’-S-(4-metil-fenil)-3’-(amino)-timidina (5b)

Me @)
\ﬁ[\ Caracteristica Fisica: Sélido laranja;
NH
|
N/go
S
O

Ponto de Fusao: 150-152°C;

NH, Rendimento: 47%

RMN 1H (CDCls, 400 MHz); & (ppm): 7,36 (s, 1H); 7,33 — 7,28 (m, 2H); 7,13 — 7,07
(m, 2H); 6,17 (t, J = 6,0 Hz, 1H); 3,91 — 3,82 (m, 1H); 3,63 — 3,50 (m, 1H); 3,33 — 3,21
(m,2H): 2,31 (s, 3H); 2,29 — 2,19 (m, 2H); 1,85 (s, 3H).

RMN 13C (DMSO-ds, 100 MHz); &(ppm): 163,5; 150,2; 135,9; 135,2; 132,4; 129,5;
128,6; 109,4; 84,7: 83,3: 54,2: 35,8: 20,3: 11,9.

EMAR [TOF MS ES+]: m/z calculado para Ci7H21N3O3S [M+H]*: 348,1382.
encontrado: [M + H]*: 348,1376.
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5’-S-(4-metoxi-fenil) -3’-(amino)-timidina (5c)

OMe 0
NH Caracteristica Fisica: light rose solid;
|
N0
S Ponto de Fusao: 133-136°C;
o)
NH, Rendimento: 60%

RMN 'H (CDCls, 400 MHz); & (ppm): 7,42 — 7,38 (m, 2H); 7,37 (d, J = 0,8 Hz, 1H);
6,88— 6,82 (m, 2H); 6,16 (dd, J= 6,4; 5,2 Hz, 1H): 3,84 — 3,77 (m, 4H); 3,59 — 3,49
(m,1H): 3,23 — 3,15 (m, 2H); 2,30 — 2,12 (m, 2H); 1,88 (d, J = 1,2 Hz, 3H).

RMN 13C (CDCI3,100 MHz); & (ppm): 164,1; 158,8; 150,4; 135,4; 132,5; 125,7; 114,6;
110,5; 84,2; 55,1; 53,9; 40,7; 38,2; 12,2.

EMAR [TOF MS ES+]: m/z calculado para Ci7H21N304S [M+H]": 364,1331.
encontrado:[M+H]*: 364,1349.

5’-S-(4-cloro-fenil) -3’-(amino)-timidina (5d)

Cl @)
\ﬁJ\NH Caracteristica Fisica: Sélido amarelado;
|
N’go
S
o)

Ponto de Fusao: 133-136°C;

NH, Rendimento: 20%

RMN 'H (CDCls, 400 MHz); & (ppm): 7,35 — 7,30 (m, 2H); 7,27 (m, 1H); 7,26 — 7,22
(m, 2H); 6,17 (dd, J = 6,8; 5,2 Hz, 1H); 4,28 (s, 2H); 3,95 — 3,79 (m, 1H); 3,63 — 3,44
(m, 1H); 3,39 — 3,17 (m, 2H); 2,37 — 2,06 (m, 2H); 1,83 (d, J = 1,2 Hz, 3H).

RMN *3C (CDCls, 100 MHz); & (ppm): 163,9; 150,4; 135,5; 134,3; 132,4; 130,4; 129,1;
110,9; 84,8; 84,4; 54,0; 41,0; 36,5; 12,3.
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EMAR [TOF MS ES+]: m/z calculado para C1sH1sCIN3O3S [M+H]": 368,0835.
encontrado: [M+H]*: 368,0828.

5’-Se-(fenil)-3’-(amino)-timidina (5e)

Ponto de Fusao: 132-134°C;

(0]
\ﬁkNH Caracteristica Fisica: Solido amarelado;
|
; N/&O
Se
(0]

NH, Rendimento: 78%

RMN 'H (CDCls, 400 MHz); & (ppm): 7,57 — 7,46 (m, 2H); 7,34 (d, J = 1,2 Hz, 1H);
7,29 7,18 (m, 3H); 6,16 (dd, J = 7,2; 5,6 Hz, 1H); 3,93 — 3,84 (m, 1H); 3,55 — 3,48
(m,1H): 3,29 — 3,24 (m, 2H); 2,31 — 2,13 (m, 2H); 1,85 (d, J = 1,2 Hz, 3H).

RMN 3C (CDCls, 100 MHz); & (ppm): 163,7; 150,3; 135,5; 132,3; 129,9; 129,2;
127,2;110,9; 85,7; 84,4; 54,9; 41,4; 30,2; 12,3.

EMAR [TOF MS ES+]: m/z calculado para CieH19N3O3Se [M+H]* : 382,0670.
encontrado: [M+H]* : 382,0688.

5’-Se-(4-metil- fenil) -3’-(amino)-timidina (5f)

Me 0o
\KJ\ Caracteristica Fisica: Solido amarelado;
NH
|
N
Se
O

Ponto de Fusao: 146-149°C;

NH, Rendimento: 40%

RMN 'H (CDCls, 400 MHz); & (ppm): 7,46 — 7,41 (m, 2H); 7,37 (d, J = 1,2 Hz, 1H);
7,12— 7,02 (m, 2H); 6,17 (dd, J = 6,8; 5,2 Hz, 1H); 3,90 — 3,79 (m, 1H); 3,56 — 3,45
(m,1H); 3,28 — 3,11 (m, 2H); 2,31 (s, 3H); 2,28 — 2,15 (m, 2H); 1,87 (d, J = 0,8 Hz, 3H).
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RMN 13C (CDCls, 100 MHz); & (ppm): 163,8; 150,3; 137,4; 135,6; 132,8; 130,1; 125,9;
110,9; 85,7; 84,3; 54,8; 41,4; 30,5; 21,0; 12,4.

EMAR [TOF MS ES+]: m/z calculado para C17H21N3O3Se [M+H]": 396,0826.
encontrado: [M+H]*: 396,0826.

5’-Se-(4-metoxi-fenil) -3’-(amino)-timidina (5g)

OMe 0
\KKNH Caracteristica Fisica: Sélido bege;
|
o
Se
O

Ponto de Fusao: 124-127°C;

NH, Rendimento: 72%

RMN 'H (CDCls, 400 MHz); & (ppm): 7,52 — 7,44 (m, 2H); 7,37 (d, J = 1,2 Hz, 1H);
6,85 6,77 (m, 2H); 6,17 (dd, J = 6,8; 5,6 Hz, 1H); 3,90 — 3,82 (m, 1H); 3,78 (s, 3H);
3,55 — 3,44 (m, 1H); 3,17 (d, J = 5,6 Hz, 2H); 2,31 — 2,14 (m, 2H); 1,87 (d, J = 1,2
Hz,3H).

RMN 13C (CDCIs, 100 MHz); & (ppm): 164,1; 159,3; 150,4; 135,5; 135,0; 119,4; 114,9;
110,7; 85,6; 84,1; 55,1; 54,6; 41,1; 31,2; 12,4.

EMAR [TOF MS ES+]: m/z calculado para Ci17H21N304Se [M+H]" : 412,0775.
encontrado: [M+H]* : 412,0765.
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5’-Se-(4-cloro- fenil) -3’-(amino)-timidina (5h)

Cl 0
\ﬁk Caracteristica Fisica: Sdélido bege;
NH
|
Nko
Se
0

Ponto de Fusao: 144-146°C;

NH, Rendimento: 68%.

RMN 'H (CDCls, 400 MHz); & (ppm): 7,51 — 7,43 (m, 2H); 7,30 (d, J = 1,2 Hz, 1H);
7,26— 7,20 (m, 2H); 6,17 (dd, J= 6,8 5,2 Hz, 1H): 3,90 — 3,79 (m, 1H); 3,56 — 3,42 (m,
1H); 3,33 — 3,11 (m, 2H); 2,33 — 2,12 (m, 2H); 1,87 (d, J = 1,2 Hz, 3H).

RMN 13C (CDCI3,100 MHz); & (ppm): 163,5; 150,3; 135,5; 133,7; 133,6; 129,4; 128,0;
110,9; 85,5; 84,3; 54,9; 41,5; 30,5; 12,5.

EMAR [TOF MS ES+]: m/z calculado para CisH1sCIN3O3Se [M+H]": 416,0280.
encontrado: [M+H]*: 416,0273.

5’-Se-(2,4,6-trimetil-fenil) -3’-(amino)-timidina (5i)

M
© Caracteristica Fisica: Sélido Branco;
| NH
M M N (@]
© L © Ponto de Fus&o: 135-136°C;
(@]
NH, Rendimento: 28%

RMN 'H (CDCls, 400 MHz); & (ppm): 7,41 (d, J = 1,4 Hz, 1H); 6,95 (d, J = 0,9 Hz, 2H);
6,10 (dd, J = 7,2, 5,7 Hz, 1H); 4,03 (q, J = 7,1 Hz, 2H); 3,66 — 3,58 (m, 1H); 3,35 — 3,25
(m, 1H); 2,98 (dd, J = 12,2, 4,5 Hz, 1H); 2,90 (dd, J = 12,2, 7,8 Hz, 1H); 2,49 (s, 6H);
2,21 (s, 3H); 1,79 (d, J = 1,2 Hz, 3H).
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RMN *3C (CDCls, 100 MHz); & (ppm): 164,2; 150,8; 142,9; 136,6; 128,7; 110,0; 86,2;
83,7; 60,2; 55,6; 31,1; 24,6; 21,2; 20,9; 14,5; 12,6.

5’-Se-(naft-1-il) -3’-(amino)-timidina (5j)

Caracteristica Fisica: Sélido bege;

Ponto de Fusao: 27-30°C;

(0]
90 \'A
NAO
Se
(@]

Rendimento: 42%

NH,

RMN 'H (CDCls, 400 MHz); & (ppm): 8,39 — 8,32 (m, 1H); 7,89 — 7,75 (m, 3H); 7,61—
7,44 (m, 2H); 7,40 — 7,32 (m, 1H); 7,30 (d, J = 1,2 Hz, 1H); 6,15 (dd, J = 6,4; 5,6Hz,
1H); 3,95 — 3,82 (m, 1H); 3,57 — 3,46 (m, 1H); 3,34 — 3,17 (m, 2H); 2,28 — 2,14 (m,
2H): 1,80 (d, J = 1,2 Hz, 2H).

RMN 13C (CDCls, 100 MHz); & (ppm): 164,0; 150,4; 135,4; 133,8; 133,7; 131,8; 128,8;
128,5; 128,3; 126,88; 126,6; 126,1; 125,6; 110,7; 85,4; 84,1; 54,7, 40,7; 30,2; 12,2.

EMAR [TOF MS ES+]: m/z calculado para C20H21N3O3Se [M+H]": 432,0826.
encontrado: [M+H]*: 432,0836.

5’-Se-(piridin-2-il)-3’-(amino)-timidina (5k)

Caracteristica Fisica: Sélido amarelado;

Ponto de Fusao: 104-105°C;

NH, Rendimento: 83%

RMN "H (CDCls, 400 MHz); & (ppm): 8,44 (dd, J = 4,6, 1,6 Hz, 1H); 7,59 (td, J = 7,7,
1,9 Hz, 1H); 7,54 — 7,43 (m, 2H); 7,16 (dd, J = 7,1, 4,8 Hz, 1H); 6,11 (dd, J = 7,2, 5,3
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Hz, 1H): 3,79 (q, J = 6,0 Hz, 1H); 3,58 (dd, J = 12,8, 4,9 Hz, 1H); 3,46 (dd, J = 12,8,
6,4 Hz, 1H); 3,36 (q, J = 6,9 Hz, 1H); 2,20 (ddd, J = 13,2, 7,7, 5,4 Hz, 1H); 2,04 (dt, J
= 13,7, 7,0 Hz, 1H); 1,77 (s, 3H).

RMN 13C (CDCls, 100 MHz); & (ppm): 164,1; 154,9; 150,8; 150,3; 137,0; 136,6; 125,3;
121,1; 110,0; 85,7; 83,5; 55,3; 40,0; 27,7; 12,6.

5-Te-(fenil) -3’-(amino)-timidina (5I)

Ponto de Fusao: 199°C;

0]
\KJ\NH Caracteristica Fisica: Sélido bege;
|
; Nko
Te
0]

NH, Rendimento: 48%

RMN 'H (CDCls, 400 MHz); & (ppm): 7,78 — 7,73 (m, 2H); 7,45 (s, 1H); 7,31 — 7,16
(m,3H): 6,20 — 6,14 (m, 1H); 3,93 — 3,85 (m, 1H); 3,45 — 3,22 (m, 3H); 2,38 — 2,18 (m,
2H):1,87 (d, J = 2,1 Hz, 3H).

RMN 13C (CDCls, 100 MHz); & (ppm): 164,3; 150,3; 137,4; 135,9; 128,8; 127,3; 111,2;
110,3; 85,5; 83,5; 55,4; 40,0; 11,0; 10,9.

EMAR [TOF MS ES+]: m/z calculado para C1sH19N3O3Te [M+H]*: 432,0567.
encontrado:[M+H]*: 432,0572.
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5’-Te-(4-metil-fenil) -3’-(@amino)-timidina (5m)

Me (0]
O

NH,

Caracteristica Fisica: Sélido Branco;

Ponto de Fusao: 117-118°C;

Rendimento: 63%

RMN 'H (CDCls, 400 MHz); & (ppm): 7,65 — 7,52 (m, 2H); 7,44 (d, J = 1,4 Hz, 1H);
7,02 (d, J = 7,8 Hz, 2H); 6,09 (dd, J = 7,4, 5,1 Hz, 1H); 3,72 (q, J = 6,2 Hz, 1H); 3,36 —
3,24 (m, 2H); 3,16 (dd, J = 12,0, 6,5 Hz, 1H); 2,32 (d, J = 11,5 Hz, 1H); 2,26 (s, 3H);
2,23 — 2,17 (m, 2H); 2,05 (dt, J = 13,4, 7,3 Hz, 1H); 1,77 (d, J = 1,2 Hz, 3H); 1,73 (td,

J=4,4,4,0,1,2Hz, 1H).

RMN 13C (CDCls, 100 MHz); & (ppm): 164,4; 151,0; 137,5; 137,1; 136,7; 130,5; 130,4;
110,0; 109,1; 86,4; 83,4; 56,7; 21,1; 12,6; 12,3.

5’-Te-(4-metoxi-fenil) -3’-(amino)-timidina (5n)

NH,

OMe (o)
\kaH
N0
Te
(@]

Caracteristica Fisica: Sélido Branco;

Ponto de Fusao: 104-105°C;

Rendimento: 74%

RMN 'H (CDCls, 400 MHz); & (ppm): 7,67 — 7,58 (m, 2H); 7,44 (d, J = 1,3 Hz, 1H);
6,85 — 6,76 (m, 2H); 6,10 (dd, J = 7,4, 5,2 Hz, 1H); 3,73 (s, 3H); 3,72 — 3,70 (m, 1H);
3,29 — 3,22 (m, 2H); 3,12 (dd, J = 11,9, 6,6 Hz, 1H); 2,20 (ddd, J = 13,1, 7,6, 5,2 Hz,
1H); 2,04 (dt, J = 13,4, 7,2 Hz, 1H); 1,78 (d, J = 1,2 Hz, 3H).
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RMN 3C (CDCls, 100 MHz); & (ppm): 164,6; 159,6; 151,1; 139,92; 136,7; 115,7;
110,0; 101,8; 86,5; 83,4; 56,7; 55,5; 40,3; 12,7; 12,7.

5’-Te-(4-cloro-fenil) -3’-(amino)-timidina (50)

Cl
\f?\ Caracteristica Fisica: Sélido Branco;
NH
|
© o ) o
Te Ponto de Fusao: 139-141°C;
:O:

NH, Rendimento: 63%

RMN "H (CDCls, 400 MHz); & (ppm): 7,66 (d, J = 7,2 Hz, 2H); 7,44 (s, 1H); 7,23 (d, J
= 7,3 Hz, 2H); 6,13 — 6,04 (m, 1H); 3,73 (d, J = 12,6 Hz, 1H); 3,39 — 3,33 (m, 1H); 3,26
(d, J = 7,4 Hz, 1H); 3,20 (dd, J = 12,1, 6,1 Hz, 1H); 2,20 (ddd, J = 14,0, 7,1, 3,1 Hz,
1H); 2,10 — 1,75 (m, 1H); 1,76 (s, 3H).

RMN 13C (CDCls, 100 MHz); & (ppm): 164,2; 150,8; 138,6; 136,7; 132,7; 129,5; 112,3;
110,0; 86,1; 83,3; 56,7; 12,5; 12,5.
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5.2.3. Preparagao de calcogenil-ferulico-amido-timidina (16a-160)

Esquema 35 — Preparagao do 5'-arilcalgonil-3’-ferulico-amido-timidina

o 0
NH
NH
| 8 OH NAO
N0 4 Ho __DCC , RY.
RY. o~  DMF 0
e} o) OH
HN_ .
0

Em um baldo de uma boca munido de uma barra magnética foram adicionados:
5’-aril-calcogeno-3’-amino-timidina (0,25mmol), acido ferulico (0,25 mmol), DCC (0,3
mmol / 1,2 equivalentes) e por fim DMF (5 mL). A reacao foi deixada sob agitagcéo a
50°C por 18h. Apds completado o tempo reacional, foi adicionado ao sistema acetato
de etila ( ~ 20 mL) e a mistura reacional foi extraida com agua ( 4 x 50 mL). A fase
organica foi seca com MgSOQOa4, o solvente foi evaporado e o produto foi purificado por
coluna cromatrografica aplicando um gradiente da mistura de solventes dicloro
metano e etanol (até 95:05). Os produtos puros foram obtidos em rendimentos que

variaram de 34 a 96%

5’-S-(fenil)-3’-(ferulico-amido)-timidina (16a)

O
| NH Caracteristica Fisica: Sélido Branco;
@ X
S Ponto de Fusao: 197-199°C;
(@]
OH
HNT(\/@O/ Rendimento: 96%
(@]
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'H RMN (400 MHz, DMSO-de); & (ppm): 11,30 (s, 1H); 9,44 (s, 1H); 8,43 (d, J= 7,3
Hz, 1H); 7,54 (d, J = 1,5 Hz, 1H); 7,42 — 7,35 (m, 3H); 7,29 (t, J = 7,7 Hz, 2H): 7,18 (d,
J=17,3Hz, 1H); 7,15 (d, J = 2,0 Hz, 1H); 7,02 (dd, J = 8,1, 2,0 Hz, 1H): 6,81 (d, J = 8,1
Hz, 1H); 6,43 (d, J = 15,7 Hz, 1H); 6,22 (t, J = 6,8 Hz, 1H); 4,64 — 4,38 (m, 1H); 4,05 —
3,90 (m, 1H); 3,82 (s, 3H): 3,52 — 3,40 (m, 2H); 2,48 — 2,34 (m, 1H); 2,29 — 2,13 (m,
1H); 1,77 (d, J = 1,2 Hz, 3H).

3C RMN (100 MHz, DMSO); & (ppm): 165,9; 164,1; 150,8; 148,9; 148,3; 140,2;
136,5; 136,5; 129,4; 128,4; 126,7; 126,1; 122,2; 118,8; 116,1; 111,2; 110,2; 84,0; 82,9;
56,0; 52,5; 36,5; 36,1; 12,5.

EMAR [TOF MS ES+]: m/z calculado para Ca2sH27N3OeS [(M + Na)']: 532,1513.

encontrado: 532,1571.

5’-S-(4-metil-fenil)-3’-(ferulico-amido)-timidina (16b)

Me (o)

|
N~ 0
S Ponto de Fusao: 111-112°C;

(@] OH
HNWCEO/ Rendimento: 67%
(@]

H RMN (400 MHz, DMSO); & (ppm): 11,35 (s, 2H); 9,51 (s, 2H); 8,46 (d, J = 7,4 Hz,
2H); 7,54 (d, J = 1,6 Hz, 2H); 7,38 (d, J = 15,7 Hz, 2H); 7,30 — 7,22 (m, 5H): 7,15 (d, J
= 2,0 Hz, 2H): 7,10 (d, J = 8,1 Hz, 5H); 7,02 (dd, J = 8,2, 2,0 Hz, 2H); 6,81 (d, J = 8,1
Hz, 2H); 6,43 (d, J = 15,8 Hz, 2H); 6,21 (t, J = 6,8 Hz, 2H); 4,55 — 4,43 (m, 3H); 3,97 —
3,87 (m, 2H); 3,81 (s, 6H); 3,38 — 3,25 (m, 3H); 2,45 — 2,35 (m, 2H); 2,23 (s, 7H); 2,21
— 2,16 (m, 1H); 1,83 — 1,69 (m, 3H).

NH Caracteristica Fisica: Sélido Branco;
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3C RMN (100 MHz, DMSO); & (ppm): 165,9; 164,1; 150,8; 148,9; 148,3; 140,2;
136,5; 135,8; 132,7; 130,1; 129,2; 126,6; 122,2; 118,7; 116,1; 111,1; 110,2; 83,9; 82,9;
55,9; 52,5; 36,7; 36,5; 20,9; 12,5.

EMAR [TOF MS ES+]: m/z calculado para C27H29N306S [(M + H)*]: 524,1850.
encontrado: 524,1867.

5’-S-(4-metoxi-fenil)-3’~(feralico-amido)-timidina (16c)

OMe (@]
NH Caracteristica Fisica: Sélido Branco;
|

N~ 0
S Ponto de Fusao: 196-199°C;

0 OH
HN\H/\/Q;)/ Rendimento: 74%
(@]

H RMN (400 MHz, DMSO); & (ppm): 11,34 (s, 1H); 9,48 (s, 1H); 8,43 (d, J = 7,5 Hz,
1H); 7,54 (d, J = 1,3 Hz, 1H); 7,44 — 7,32 (m, 3H); 7,14 (d, J = 2,0 Hz, 1H); 7,01 (dd, J
= 8,4, 2,0 Hz, 1H): 6,88 (d, J = 8,9 Hz, 2H); 6,81 (d, J = 8,1 Hz, 1H); 6,42 (d, J = 15,6
Hz, 1H); 6,21 (t, J = 6,9 Hz, 1H); 4,56 — 4,40 (m, 1H); 3,92 — 3,83 (m, 1H); 3,81 (s, 3H);
3,71 (s, 3H): 3,41 — 3,13 (m, 1H); 2,46 — 2,31 (m, 1H); 2,25 — 2,11 (m, 1H); 1,79 (d, J
= 1,2 Hz, 3H).

13C RMN (100 MHz, DMSO); & (ppm): 165,8; 164,1; 158,8; 150,8; 148,9; 148,3;
140,1; 136,5; 132,4; 126,6; 126,2; 122,2; 118,8; 116,1; 115,1; 111,1; 110,2; 84,0; 83,0;
55,9; 55,6; 52,4; 38,3; 36,5; 12,5.

EMAR [TOF MS ES+]:m/z calculado para C2rH20N3O7S [(M + H)]: 540,1799.
encontrado: 540,1829.
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5’-S-(4-cloro-fenil)-3’-(ferulico-amido)-timidina (16d)

Cl o)
Caracteristica Fisica: Solido amarelo claro;
NH

|
N/go )
S Ponto de Fusao: 202-203°C;

o OH
HNW/\/C[O/ Rendimento: 65%
O

H RMN (400 MHz, DMSO); & (ppm): 11,36 (s, 1H); 9,52 (s, 1H); 8,47 (d, J = 7,3 Hz,
1H); 7,51 (d, J = 1,2 Hz, 1H); 7,41 — 7,28 (m, 5H); 7,14 (d, J = 1,9 Hz, 1H); 7,02 (dd, J
= 8,3, 1,9 Hz, 1H); 6,81 (d, J = 8,1 Hz, 1H); 6,42 (d, J = 15,7 Hz, 1H); 6,21 (t, J = 6,8
Hz, 1H): 4,67 — 4,30 (m, 1H); 4,01 — 3,87 (m, 1H); 3,81 (s, 3H); 3,52 — 3,31 (m, 2H);
2,48 — 2,33 (m, 1H): 2,27 — 2,11 (m, 1H); 1,76 (d, J = 1,2 Hz, 3H).

3C RMN (100 MHz, DMSO); & (ppm): 165,9; 164,1; 150,8; 148,9; 148,2; 140,2;
136,5; 135,7; 130,7; 130,0; 129,2; 126,6; 122,2; 118,7; 116,1; 111,0; 110,2; 83,9; 82,8;
55,9; 52,4; 36,4; 36,0; 12,5.

EMAR [TOF MS ES+]: m/z calculado para C2sH26CIN3O6S [(M + Na)*]: 566,1123.
encontrado: 566,1191.

5’-Se-(fenil)-3’-(feralico-amido)-timidina (16e)

Ponto de Fusao: 104-106°C;

OH
HN\H/\/©:O/ Rendimento: 82%

0

O 1\
\fj\NH Caracteristica Fisica: Solido Branco;
N/go
Se
)
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H RMN (400 MHz, ); 8 (ppm): 11,34 (s, 1H): 9,50 (s, 1H); 8,45 (d, J = 7,5 Hz, 1H);
7,55 (d, J = 1,5 Hz, 1H); 7,48 (dd, J = 8,2, 1,6 Hz, 2H); 7,37 (d, J = 15,7 Hz, 1H); 7,30
— 7,18 (m,46H); 7,14 (d, J = 1,7 Hz, 1H); 7,01 (dd, J = 8,1, 2,0 Hz, 1H): 6,80 (d, J = 8,2
Hz, 1H); 6,42 (d, J = 15,7 Hz, 1H); 6,20 (t, J = 6,7 Hz, 1H); 4,55 — 4,40 (m, 1H); 4,03 —
3,92 (m, 2H); 3,80 (s, 3H); 2,47 — 2,35 (m, 1H); 2,26 — 2,15 (m, 1H); 1,75 (s, 3H).

13C RMN (100 MHz, DMSO); & (ppm): 165,9; 164,1; 150,8; 148,9; 148,3; 140,2;
136,5; 131,4; 130,8; 129,6; 126,9; 126,6; 122,2; 118,7; 116,1; 111,1; 110,2; 83,8; 83,3;

55,9; 53,0; 36,6; 24,9; 12,5.

EMAR [TOF MS ES+]: m/z calculado para C2sH27N30sSe [(M + Na)*]: 580,0957.
encontrado: 580,1034.

5’-Se-(4-metil-fenil)-3’-(ferulico-amido)-timidina (16f)

Me 0
\ﬁLNH Caracteristica Fisica: Sélido Branco;
|
NAO
Se
o)

Ponto de Fusao: 196-197°C;

; : OH
HNT\/\/C[O/ Rendimento: 94%

o]

H RMN (400 MHz, DMSO); 5 (ppm): 11,36 (s, 1H); 9,51 (s, 1H); 8,45 (d, J = 7,5 Hz,
1H); 7,56 (d, J = 1,4 Hz, 1H); 7,41 — 7,34 (m, 3H); 7,14 (d, J = 2,0 Hz, 1H); 7,08 (d, J
= 8,3 Hz, 2H); 7,01 (dd, J = 8,2, 1,9 Hz, 1H); 6,80 (d, J = 8,1 Hz, 1H); 6,42 (d, J = 15,7
Hz, 1H); 6,20 (t, J = 6,8 Hz, 1H); 4,52 — 4,40 (m, 1H); 4,00 — 3,90 (m, 1H); 3,81 (s, 3H);
3,36 — 3,26 (m, 1H); 2,45 — 2,35 (m, 1H); 2,24 (s, 3H); 2,25 — 2,14 (m, 1H); 1,77 (d, J
= 1,2 Hz, 3H).

13C RMN (100 MHz, DMSO); & (ppm): 165,8; 164,1; 150,8; 148,8; 148,2; 140,1;

136,6; 132,1; 130,3; 126,8; 126,6; 122,2; 118,7; 116,1; 111,1; 110,2; 83,7; 83,4; 55,9;
52,9; 36,6; 30,8; 21,0; 12,5.

158



EMAR [TOF MS ES+]: m/z calculado para C2rH29N30sSe [(M + Na)*]: 594,1114.
encontrado: 594,1187.

5’-Se-(4-metoxi-fenil)-3’~(ferulico-amido)-timidina (16g)

OMe o) . .- .. .
\fk Caracteristica Fisica: Sélido Branco;
NH
|
Nko ) .
Se Ponto de Fusao: 110-112°C;

0 OH
HNW/\/Q:O/ Rendimento: 89%

o

'H RMN (400 MHz, DMSO); & (ppm): 8,45 (d, J = 7,5 Hz, 1H); 7,56 (d, J = 1,3 Hz,
1H); 7,46 (d, J = 8,9 Hz, 2H); 7,36 (d, J = 15,7 Hz, 1H); 7,14 (d, J = 2,0 Hz, 1H); 7,01
(dd, J = 8,3, 2,0 Hz, 1H); 6,85 (d, J = 8,9 Hz, 2H); 6,80 (d, J = 8,1 Hz, 1H); 6,41 (d, J =
15,7 Hz, 1H); 6,20 (t, J = 6,8 Hz, 1H); 4,51 — 4,40 (m, 1H); 3,92 (q, J = 5,7 Hz, 1H);
3,81 (s, 3H); 3,71 (s, 3H): 3,24 (d, J = 5,9 Hz, 2H); 2,46 — 2,34 (m, 1H); 2,24 — 2,13 (m,
1H); 1,79 (d, J = 1,2 Hz, 3H).

3C RMN (100 MHz, DMSO); & (ppm): 165,8; 164,1; 159,1; 150,8; 148,2; 140,1;
136,6; 134,7; 126,6; 122,2; 120,0; 118,7; 116,1; 115,3; 111,0; 110,2; 83,7; 83,4; 55,9;

55,5; 52,9; 36,6; 31,7; 12,6.

EMAR [TOF MS ES+]: m/z calculado para C27H29N307Se [(M + Na)*]: 610,1063.
encontrado: 610,1144.
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5’-Se-(4-cloro-fenil)-3’-(ferulico-amido)-timidina (16h)

Cl 0
\kaH Caracteristica Fisica: Solido Branco;
|
N/gO
Se Ponto de Fuséo: 195-197°C;

0 OH
HN\H/\/@[O/ Rendimento: 64%

0]

H RMN (400 MHz, DMSO); & (ppm): 11,36 (s, 1H); 9,52 (s, 1H); 8,46 (d, J = 7,4 Hz,
1H); 7,56 — 7,49 (m, 3H): 7,37 (d, J = 15,7 Hz, 1H); 7,31 (d, J = 8,6 Hz, 2H); 7,14 (d, J
= 2,0 Hz, 1H); 7,01 (dd, J = 8,3, 2,0 Hz, 1H); 6,80 (d, J = 8,2 Hz, 1H); 6,42 (d, J = 15,8
Hz, 1H); 6,20 (t, J = 6,8 Hz, 1H); 4,54 — 4,38 (m, 1H); 4,01 — 3,92 (m, 1H); 3,81 (s, 3H);
3,37 (d, J = 10,5 Hz, 2H); 2,47 — 2,35 (m, 1H); 2,26 — 2,14 (m, 1H); 1,76 (d, J= 1,2 Hz,
3H).

3C RMN (100 MHz, DMSO); & (ppm): 165,9; 164,1; 150,8; 148,9; 148,2; 140,2;
136,5; 133,2; 131,8; 129,7; 129,4; 126,6; 122,2;: 118,7; 116,1; 111,0; 110,2; 83,7; 83,2;

55,9; 52,9; 36,5; 30,5; 21,2; 12,5;

EMAR [TOF MS ES+]: m/z calculado para C2sH26CIN3OsSe [(M + Na)*]: 614,0568.
encontrado: 614,0629.

5’-Se-(2,4,6-trimetil-fenil)-3’-(feralico-amido)-timidina (16i)

Me (o)

\fj\NH
Me Nko

Caracteristica Fisica: Sélido Branco;

Me Ponto de Fusdo: 120-122°C;

\/_0> OH
HNW/\/@[O/ Rendimento: 73%
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'H RMN (400 MHz, DMSO); 5 (ppm): 11,35 (s, 1H); 9,53 (s, 1H); 8,44 (d, J = 7,5 Hz,
1H); 7,52 (d, J = 1,3 Hz, 1H); 7,35 (d, J = 15,6 Hz, 1H); 7,13 (d, J = 1,8 Hz, 1H); 7,00
(dd, J = 8,2, 1,8 Hz, 1H); 6,92 (s, 2H); 6,80 (d, J = 8,1 Hz, 1H); 6,40 (d, J = 15,8 Hz,
1H); 6,19 (t, J = 6,9 Hz, 1H); 4,48 — 4,35 (m, 1H); 3,80 (s, 3H); 3,63 — 3,55 (m, 1H);
3,03 —2,95 (m, 1H): 2,46 (s, 6H); 2,45 — 2,34 (m, 1H); 2,18 (s, 3H); 1,81 (d, J= 1,2 Hz,
3H); 1,78 — 1,71 (m, 1H).

3C RMN (100 MHz, DMSO); & (ppm): 165,9; 164,3; 151,0; 149,0; 148,4; 143,0;
140,3; 138,3; 136,6; 128,9; 127,7; 126,8; 122,3; 118,8; 116,2; 111,2; 110,4; 84,1; 67,6;

56,0; 53,4; 40,0; 36,7; 31,4; 25,7; 24,6; 21,0; 12,7.

EMAR [TOF MS ES+]: m/z calculado para C29H33N30sSe [(M + Na)*]: 622,1427.
encontrado: 622,1460.

5’-Se-(naft-1-il)-3’-(ferulico-amido)-timidina (16j)

Ponto de Fusao: 90-92°C;

k_J o
HNT(\/Q:O/ Rendimento: 79%

0]

(0]
OO \ﬁkNH Caracteristica Fisica: Sélido Branco;
|
” N No
Se
(@]

'H RMN (400 MHz, DMSO); 5 (ppm): 11,36 (s, 1H); 9,54 (s, 1H); 8,46 (d, J = 7,5 Hz,
1H); 8,20 (dd, J = 8,4, 1,5 Hz, 1H); 7,94 (dd, J = 7,7, 1,9 Hz, 1H): 7,86 (d, J = 8,2 Hz,
1H); 7,79 (d, J = 7,3 Hz, 1H); 7,62 — 7,52 (m, 3H): 7,41 (t, J = 7,9 Hz, 1H); 7,36 (d, J =
15,6 Hz, 1H); 7,13 (d, J = 2,1 Hz, 1H); 7,01 (dd, J = 8,1, 2,0 Hz, 1H); 6,80 (d, J = 8,1
Hz, 1H); 6,40 (d, J = 15,7 Hz, 1H); 6,21 (t, J = 6,8 Hz, 1H); 4,59 — 4,42 (m, 1H); 4,05 —
3,92 (m, 1H); 3,80 (s, 3H); 2,48 — 2,38 (m, 1H); 2,25 — 2,13 (m, 1H): 1,71 (s, 3H).

3C RMN (100 MHz, DMSO); & (ppm): 166,1; 164,1; 150,8; 148,9; 148,4; 140,3;
136,5; 134,0; 133,5; 131,1; 129,6; 129,1; 128,1; 127,2; 126,8; 126,8; 126,7; 126,4;
122,2; 118,8; 116,2; 111,5; 110,3; 84,1; 83,3; 56,2; 53,1; 36,7; 30,8; 12,3.
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EMAR [TOF MS ES+]: m/z calculado para C3oH29N30sSe [(M + Na)*]: 630,1114.
encontrado: 630,1227.

5’-Se-(piridem-2-il)-3’~(ferulico-amido)-timidina (16k)

Ponto de Fusao: 121-124°C;

‘{J o
HNW/\/Q:O/ Rendimento: 94%

0]

(@]
N Caracteristica Fisica: Sélido Branco;
| | i*
N~ N Yo
Se
o)

H RMN (400 MHz, DMSO); & (ppm): 11,36 (s, 1H); 9,53 (s, 1H); 8,47 (d, J = 7,6 Hz,
1H); 8,41 (dd, J = 5,1, 1,8 Hz, 1H); 7,61 — 7,53 (m, 2H); 7,47 (d, J = 7,9 Hz, 1H); 7,37
(d, J = 15,7 Hz, 1H); 7,17 — 7,11 (m, 2H); 7,01 (dd, J = 8,2, 1,9 Hz, 1H): 6,80 (d, J =
8,1 Hz, 1H); 6,43 (d, J = 15,7 Hz, 1H); 6,20 (t, J = 6,7 Hz, 1H); 4,52 — 4,43 (m, 1H);
4,09 — 4,02 (m, 1H); 3,81 (s, 3H); 3,63 (dd, J = 12,7, 4,9 Hz, 1H); 2,46 — 2,36 (m, 1H);
2,25 2,14 (m, 1H): 1,78 (d, J = 1,4 Hz, 3H).

3C RMN (100 MHz, DMSO); & (ppm): 165,8; 164,1; 154,7; 150,8; 150,3; 148,8;
148,2; 140,2; 137,0; 136,5; 126,6; 125,3; 122,2; 121,1; 118,7; 116,1; 111,1; 111,0;

110,3; 83,7; 55,9; 55,3; 53,0; 36,8; 28,0; 12,6.

EMAR [TOF MS ES+]: m/z calculado para C2s5H26N4O6Se [(M + H)*]: 559,1090.
encontrado: 559,1110.
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5-Te-(fenil)-3’-(ferulico-amido)-timidina (16l)

Ponto de Fusao: 161-163°C;

OH
HNj(\/@EO/ Rendimento: 63%

0]

(@]
\fj\NH Caracteristica Fisica: Sélido amarelado;
; N/go
Te
o)

H RMN (400 MHz, DMSO); & (ppm): 11,36 (s, 1H); 9,53 (s, 1H); 8,46 (d, J = 7,4 Hz,
1H); 7,67 (d, J = 6,7 Hz, 2H); 7,60 (d, J = 1,5 Hz, 1H); 7,38 (d, J = 15,6 Hz, 1H); 7,24
(d,J=7,1Hz, 1H); 7,19 (d, J = 7,6 Hz, 2H); 7,15 (d, J = 2,0 Hz, 1H); 7,02 (dd, J = 8,3,
1,9 Hz, 1H); 6,81 (d, J = 8,1 Hz, 1H); 6,43 (d, J = 15,7 Hz, 1H); 6,21 (t, J = 6,7 Hz, 1H);
4,44 (p, J = 6,6 Hz, 1H); 4,00 (q, J = 5,7 Hz, 1H); 3,81 (s, 3H); 3,39 — 3,28 (m, 2H);
2,50 -2,37 (m, 1H); 2,31 — 2,18 (m, 1H); 1,77 (d, J = 1,2 Hz, 3H).

3C RMN (100 MHz, DMSO); & (ppm): 166,0; 164,1; 150,8; 148,9; 148,3; 140,2;
137,1;136,7; 129,6; 127,6; 126,7; 122,2; 118,8; 116,1; 113,2; 111,3; 110,2; 84,0; 83,6;
56,0; 54,2; 36,7; 12,9; 12,5.

EMAR [TOF MS ES+]: m/z calculado para C2sH27rN3OsTe [(M + H)*]: 608,1035.
encontrado: 608,1046.

5’-Te-(4-metil-fenil)-3’-(ferulico-amido)-timidina (16m)

Me (@] .. .. -
\ﬁk Caracteristica Fisica: Sélido Branco;
NH
|
o ] :
Te Ponto de Fusao: 132-134°C;
0 OH
HNW/\/©:O/ Rendimento: 46%

0]
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H RMN (400 MHz, DMSO); 5 (ppm): 11,34 (s, 1H); 9,51 (s, 1H); 8,43 (d, J = 7,4 Hz,
1H); 7,63 — 7,52 (m, 3H); 7,37 (d, J = 15,7 Hz, 1H); 7,14 (d, J = 2,0 Hz, 1H); 7,06 —
6,97 (m, 3H); 6,80 (d, J = 8,2 Hz, 1H); 6,42 (d, J = 15,7 Hz, 1H); 6,20 (t, J = 6,7 Hz,
1H); 4,47 — 4,34 (m, 1H); 3,98 (q, J = 5,8 Hz, 1H); 3,81 (s, 3H); 3,26 (d, J = 5,8 Hz,
2H): 2,49 — 2,36 (m, 1H); 2,25 (s, 3H); 2,32 — 2,15 (m, 1H); 1,77 (d, J = 1,2 Hz, 3H).

13C RMN (100 MHz, DMSO); & (ppm): 165,9; 164,1; 150,8; 148,9; 148,3; 140,2;
137,6; 137,2; 136,7; 130,5; 126,6; 122,2; 118,7; 116,1; 111,1; 110,2; 108,7; 84,1; 83,5;

55,9; 54,1, 36,7; 21,1; 13,0; 12,5.

EMAR [TOF MS ES+]: m/z calculado para C27H29N3OeTe [(M + Na)*]: 644,1011.
encontrado: 644,1030.

5’-Te-(4-metoxi-fenil)-3’-(ferulico-amido)-timidina (16n)

OMe O
\KJ\NH Caracteristica Fisica: Sélido Branco;
|
NAO
Te Ponto de Fuséo: 155-156°C;
O OH

HN\H/\/©:O/ Rendimento: 34%

0]

H RMN (400 MHz, DMSO); 5 (ppm): 11,37 (s, 1H); 9,52 (s, 1H); 8,44 (d, J = 7,4 Hz,
1H); 7,62 (d, J = 8,8 Hz, 2H); 7,58 (d, J = 1,4 Hz, 1H); 7,37 (d, J = 15,7 Hz, 1H); 7,14
(d, J = 2,0 Hz, 1H); 7,01 (dd, J = 8,2, 2,0 Hz, 1H); 6,86 — 6,69 (m, 3H); 6,42 (d, J = 15,7
Hz, 1H); 6,20 (t, J = 6,7 Hz, 1H); 4,47 — 4,35 (m, 1H); 4,00 — 3,90 (m, 1H); 3,81 (s, 3H);
3,71 (s, 3H); 3,21 (d, J = 6,0 Hz, 2H); 2,48 — 2,36 (m, 1H); 2,28 — 2,16 (m, 1H); 1,79
(d, J = 1,3 Hz, 3H).

13C RMN (100 MHz, DMSO); & (ppm): 165,9; 164,1; 159,6; 150,8; 148,8; 148,2;

140,1; 139,9; 136,7; 126,6; 122,2; 118,7; 116,1; 115,6; 111,1; 110,2; 101,4; 84,1; 83,5;
60,2; 55,9; 55,4; 21,2; 14,5; 12,6.
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EMAR [TOF MS ES+]: m/z calculado para C27H29N3O7Te [(M + Na)*]: 660,0960.
encontrado: 660,1016.

5’-Te-(4-cloro-fenil)-3’~(ferulico-amido)-timidina (160)

Cl O
\kaH Caracteristica Fisica: Sélido Branco;
|
NAO
Te Ponto de Fuséo: 142-143°C;
O OH

HN\[(\/C[O/ Rendimento: 56%

0

H RMN (400 MHz, DMSO); & (ppm): 11,34 (s, 1H); 9,51 (s, 1H); 8,44 (d, J = 7,6 Hz,
1H); 7,70 — 7,62 (m, 2H); 7,56 (d, J = 1,7 Hz, 1H); 7,37 (d, J = 15,7 Hz, 1H); 7,27 —
7,19 (m, 2H); 7,14 (d, J = 2,0 Hz, 1H); 7,02 (dd, J = 8,5; 2,0 Hz, 1H); 6,81 (d, J = 8,1
Hz, 1H); 6,42 (d, J = 15,8 Hz, 1H); 6,20 (t, J = 6,6 Hz, 1H); 4,49 — 4,36 (m, 1H); 3,98
(g, J = 5,7 Hz, 1H); 3,81 (s, 3H); 3,31 (t, J = 5,2 Hz, 1H): 2,49 — 2,36 (m, 1H); 2,32 —
2,17 (m, 1H); 1,76 (d, J = 1,2 Hz, 3H).

13C RMN (100 MHz, DMSO); & (ppm): 166,0; 164,1; 150,8; 148,9; 148,3; 140,2; 138,7;
136,7; 132,8; 129,5; 126,6; 122,2; 118,7; 116,1;: 111,7; 111,1; 110,2; 83,96; 83,5; 66,8;

55,9; 54,1, 36,6; 13,40; 12,5.

EMAR [TOF MS ES+]: m/z calculado para C2sH26CIN3OsTe [(M + Na)*]: 664,0465.
encontrado: 664,0503.

Acido trans-Ferulico (13)

'H RMN (400 MHz, DMSO-d®); & (ppm): 9,58 (s; 1H);

OH 9,13 (s; 1H); 7,48 (d; J = 15,9Hz; 1H); 7,05 (d; J = 2,0Hz;
HO\H/\/@EO/ 1H); 7,00 (dd; J = 2,0; 8,1Hz; 1H); 6,67 (d; J = 8,1Hz;1

el H); 6,26 (d; J = 15,9Hz; 1H); 3,69 (s; 3H).
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13C RMN (100 MHz, DMSO-d®); & (ppm): 171,2; 151,5; 149,9; 146,9; 127,7; 123,9;
116,4; 115,9; 111,6; 56,4.

5.2.4. Preparagao das 5'-arilcalcogenil-3'-rodamina-amido-timidina (18a-
18l)

Esquema 36 — Preparagao do 5'-arilcalgonil-3’-rodamina B-amido-timidina.

1.)TsCl; DCM A
2.) DMAP ol—0
3.) 5 DCM

17 \kaH d
- (KO
ArY. o BN
E 5 i

Em um sistema flambado sob atmosfera de Ar° foi adicionada a Rodamina B (2
eq.), TsCl (3,5 eq.) e dicloro metano (10mL) e a mistura reacional foi agitada durante
15 min. Em seguida, foi adicionado DMAP (5 eq.) e a reagéo foi deixado sob agitagao
pelo periodo de 15 min. A seguir, uma solugdo do composto 5 (1mmol) no solvente da
reagao (5mL) foi adicionado lentamente a mistura reacional. Entdo, a mistura foi
agitada até o consumo do composto 5 (3 h; monitorizado por TLC - DCM: EtOH, 19:1).
Ao término do tempo reacional foi adicionada uma solugdo aquosa saturada de
bicarbonato de sddio (10 mL) e em seguida a mistura foi extraida com acetato de etila
(3 x 20 mL). A fase organica resultante foi seca sobre MgSO4 anidro, filtrada e o

solvente foi evaporado. O produto em bruto foi purificado por cromatografia flash em
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silica gel com sistema gradiente até a obtengc&do do produto puro (DCM:EtOH 39:1 -
97,5% DCM / 2,5% EtOH).

5’-S-(fenil)-3’-(rodamina-amido)-timidina (18a)

Caracteristica Fisica: Solido Rosa;
NH - o
© \fj\/g Ponto de Fusao: 123-125°C;
S
0 o) Rendimento: 60%

N

Q O - TH NMR (600 MHz, CDCl3); & (ppm): 8,40 (s; 1H); 8,02 —
O O 7,86 (m; 1H); 7,57 — 7,45 (m; 2H); 7,37 (d; J = 8,2 Hz; 2H);
7,15 - 7,08 (m; 1H); 7,06 — 7,02 (m; 3H); 6,48 (t; J = 6,6
Hz; 1H); 6,44 — 6,38 (m; 4H); 6,32 — 6,23 (m; 2H); 4,82 —
4,69 (m; 1H); 3,55 - 3,48 (m; 1H); 3,33 (h; J = 8,4; 7,7 Hz;
8H); 2,92 (dd; J = 13,3; 3,5 Hz; 1H); 2,74 (dt; J = 13,8; 6,8 Hz; 1H); 2,22 (dd; J = 13,2;
4,3 Hz; 1H); 1,70 (s; 3H); 1,61 (ddd; J = 14,0; 10,6; 5,9 Hz; 1H); 1,17 (td; J=7,1; 3,1

Hz; 12H).

Et,N

13C NMR (150 MHz, CDCIs); & (ppm): 167,3; 163,5; 158,5; 153,4; 152,7; 149,8; 148,9;
136,1; 132,8; 131,9; 131,6; 131,5; 128,7; 128,4; 126,8; 124,0; 122,8; 114,4; 110,4;
108,4; 98,2; 97,3; 85,2; 79,5; 65,8; 55,3; 54,2; 44,4; 38,1; 36,5; 12,5.
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5’-S-(4-metil-fenil)-3’-(rodamina-amido)-timidina (18b)

6%

O
o

Et,N

2,14 (dd; J=13,6; 4,3 Hz; 1H); 1,72 -

Caracteristica Fisica: Sélido Rosa Claro;

Ponto de Fusao: 115-116°C;

Rendimento: 70%

"H RMN (400 MHz, DMSO); & (ppm): 8,04 (s; 1H); 7,94 —
7,86 (m; 1H); 7,56 — 7,44 (m; 2H); 7,22 - 7,16 (m; 2H); 7,13
— 7,04 (m; 2H); 7,04 — 6,92 (m; 2H); 6,55 (t; J= 6,7 Hz; 1H);
6,47 — 6,37 (m; 4H); 6,33 — 6,22 (m; 2H); 4,79 (ddd; J=7,2;
4,3; 3,0 Hz; 1H); 3,69 — 3,60 (m; 1H); 3,33 (p; J = 7,1 Hz;
8H); 2,86 (dd; J = 13,6; 3,1 Hz; 1H); 2,66 (ddd; J = 13,8; 6,9; 5,3 Hz; 1H); 2,26 (s; 3H);

1,54 (m; 3H); 1,16 (id; J =7,1; 4,7 Hz; 12H).

13C RMN (100 MHz, DMSO); & (ppm): 167,3; 163,4; 153,5; 153,4; 152,6; 149,7; 136,2;
136,1; 132,7; 131,8; 131,1; 129,6; 128,7; 128,4; 127,0; 124,0; 122,7; 110,2; 108,5;

98,3; 97,8; 84,7; 78,8; 65,8; 55,1; 44,5; 36,1; 30,4; 20,9; 12,6; 12,1.

5’-S-(4-metoéxi-fenil)-3’-(rodamina-amido)-timidina (18c)

OMe (o)
NH
N/g
0
N O NEt,
0
Et,N

Caracteristica Fisica: Sélido Rosa Claro;

Ponto de Fusao: 103-107°C;

Rendimento: 65%

H NMR (600 MHz,CDCls); &(ppm): 8,17 (s; 1H); 7,90 (dd;
J=5,8; 3,0 Hz; 1H); 7,47 (dd; J = 5,8; 3,0 Hz; 2H); 7,16 —
7,11 (m; 3H); 7,10 - 7,05 (m; 1H); 6,78 — 6,72 (m; 2H); 6,61
(t; J=6,8 Hz; 1H); 6,44 — 6,40 (m; 2H); 6,39 — 6,35 (m; 1H);
6,29 — 6,23 (m; 2H); 4,71 (ddd; J = 7,5; 4,6; 2,7 Hz; 1H);
3,76 (s; 3H); 3,74 — 3,68 (m; 1H); 3,33 (dq; J = 20,5; 7,1 Hz; 8H); 2,79 (dd; J = 13,9;
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3,0 Hz; 1H); 2,64 (ddd; J = 14,0; 6,8; 4,6 Hz; 1H); 2,13 (dd; J = 13,9; 4,8 Hz; 1H); 1,72
(s; 3H); 1,71 = 1,65 (m; 1H); 1,16 (dt; J = 16,9; 7,0 Hz; 12H).

13C NMR (150 MHz, CDCls); 5(ppm): 167,4; 163,5; 158,5; 153,4; 152,8; 149,8; 148,9;
136,1; 132,8; 131,9; 131,6; 131,5; 128,7; 128,4; 126,8; 124,0; 122,8; 114,4; 110,4;

108,4; 98,2; 97,3; 85,3; 79,5; 65,8; 55,3; 54,2; 44,4, 38,1; 36,6; 12,5.

5’-S-(4-cloro-fenil)-3’-(rodamina-amido)-timidina (18d)

Caracteristica Fisica: Sélido Rosa Claro;
Cl (0]

Ponto de Fusao: 125-129°C;

>r§

N

Rendimento: 76%

0
N O NEt,
1H NMR (600 MHz, CDCls); & (ppm) 8.31 (s, 1H), 7.91 (q,
J=4.2, 3.8 Hz, 1H), 7.48 (q, J = 4.0 Hz, 2H), 7.14 (d, J =
8.3 Hz, 2H), 7.10 — 7.08 (m, 1H), 7.05 (d, J = 8.3 Hz, 2H),
EtN 6.99 (s, 1H), 6.64 — 6.53 (m, 1H), 6.40 (dt, J = 27.1, 7.2 Hz,
3H), 6.31 — 6.22 (M, 2H), 4.76 (dt, J = 7.7, 3.7 Hz, 1H), 3.73
(dt, J =115, 5.7 Hz, 1H), 3.33 (dt, J = 25.1, 7.3 Hz, 8H), 2.86 (dd, J = 13.8, 3.1 Hz,
1H), 2.66 (dt, J = 12.9, 6.2 Hz, 1H), 2.16 (dd, J = 13.9, 4.6 Hz, 1H), 1.85 (dtt, J = 28.1,
22.3, 8.7 Hz, 1H), 1.70 (s, 3H), 1.16 (dt, J = 20.1, 7.1 Hz, 12H).

13C NMR (151 MHz, CDCls); & (ppm): 167,4; 163,4; 153,4; 149,8; 149,1; 135,9; 135,3;
132,9; 131,60; 129,6; 129,4; 128,8; 128,8; 128,5; 124,0; 122,9; 110,6; 108,4; 107,3;
98,2; 97,8; 85,3; 78,9; 65,8; 54,2; 44,4; 36,1; 14,6; 12,5; 12,3.
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5’-Se-(fenil)-3’-(rodamina-amido)-timidina (18e)

o

SRS

s;@

Q N O NEt,
O O

Et,N

Caracteristica Fisica: Sélido Rosa;

Ponto de Fusao: 114-115°C;

Rendimento: 84%

H NMR (400 MHz, CDCls); & (ppm): 8,02 (s; 1H); 7,95 —
7,86 (m; 1H); 7,55 - 7,40 (m; 2H); 7,33 — 7,27 (m; 2H); 7,18
— 7,08 (m; 4H); 7,04 (d; J=1,3 Hz; 1H); 6,54 (t; J = 6,6 Hz;
1H); 6,49 — 6,35 (m; 4H); 6,29 (dt; J = 9,1; 3,2 Hz; 2H); 4,88
- 4,76 (m; 1H); 3,72 — 3,60 (m; 1H); 3,33 (dt; J = 14,0; 6,9

Hz; 7H); 2,92 (dd; J = 13,6; 3,0 Hz; 1H); 2,73 — 2,62 (m; 1H); 2,16 (dd; J = 13,6; 4,2
Hz; 1H); 1,69 — 1,62 (m; 1H); 1,61 (d; J = 1,2 Hz; 3H); 1,16 (id; J = 7,1; 4,0 Hz; 12H).

13C NMR (150 MHz, CDCls); & (ppm): 167,2; 163,7; 153,4; 153,3; 152,4; 149,9; 135,9;
132,7; 131,6; 130,8; 130,4; 128,7; 128,7; 128,6; 128,3; 126,1; 123,9; 122,7; 110,2;
98,1; 97,6; 84,5; 78,5; 60,5; 55,0; 44,4; 35,9; 29,9; 12,4; 12,1.

5’-Se-(4-metil-fenil)-3’-(rodamina-amido)-timidina (18f)

shey
Se@
8 A

Et,N

Caracteristica Fisica: Sélido Rosa Claro;

Ponto de Fusao: 95-96°C;

Rendimento: 96%

"H NMR (600 MHz, CDCI3); & (ppm): 8,09 (s; 1H); 7,91
(dd; J=6,0; 2,9 Hz; 1H); 7,48 (dt; J=8,7; 3,9 Hz; 2H); 7,19
(d; J=8,3 Hz; 2H); 7,12 — 7,08 (m; 1H); 7,07 (s; 1H); 6,99
—6,94 (m; 2H); 6,56 (t; J= 6,6 Hz; 1H); 6,45 - 6,41 (m; 2H);
6,39 (d; J = 4,0 Hz; 1H); 6,27 (d; J = 9,3 Hz; 2H); 4,81 —

4,76 (m; 1H); 3,66 — 3,64 (m; 1H); 3,33 (dd; J = 11,3; 7,2 Hz; 8H); 2,87 (dd; J = 13,6;
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2,6 Hz; 1H); 2,65 (dd; J = 13,3; 6,4 Hz; 1H); 2,26 (s; 3H); 2,12 (dd; J = 13,4; 4,1 Hz;
1H); 1,74 (t; J= 7,5 Hz; 1H); 1,62 (s; 3H); 1,16 (q; J = 7,3 Hz; 12H).

13C NMR (151 MHz, CDCls); & (ppm): 167,3; 163,4; 153,5; 153,4; 152,6; 149,7; 136,1;
132,7; 131,7; 131,0; 129,7; 128,7; 128,7; 128,4; 126,9; 124,0; 122,8; 110,3; 108,4;

98,2; 97,7, 84,6; 78,8; 65,8; 55,1; 44,4; 36,2; 30,4; 20,9; 12,5; 12,1.

5’-Se-(4-metoxi-fenil)-3’-(rodamina-amido)-timidina (18g)

Caracteristica Fisica: Solido Rosa Claro;
OMe 0]
NH ~
\fj\k Ponto de Fusao: 121-123°C;
Se
0 :O: Rendimento: 82%

N O NEt,
Q H RMN (400 MHz, DMSO); & (ppm): 8,06 (s; 1H); 7,96 —

O 0 7,84 (m: 1H); 7,46 (dd; J = 5,6; 3,1 Hz; 2H); 7,16 — 7,11 (m;
3H); 7,10 — 7,05 (m; 1H); 6,77 — 6,71 (m; 2H); 6,59 (t; J =
EtoN 6,7 Hz; 1H); 6,46 — 6,36 (m; 3H); 6,33 — 6,24 (m; 2H); 4,72

(ddd; J = 6,6; 4,8; 2,9 Hz; 1H); 3,76 (s; 3H); 3,71 (ddd; J =
11,1; 6,6; 4,9 Hz; 1H); 3,32 (dq; J = 11,3; 7,1 Hz; 8H); 2,78 (dd; J = 13,9; 3,0 Hz; 1H);
2,65 (ddd; J = 13,8; 6,8; 4,9 Hz; 1H); 2,16 (dd; J = 13,9; 4,9 Hz; 1H); 1,75 - 1,62 (m;
4H); 1,15 (dt; J=9,8; 7,1 Hz; 12H).

13C RMN (100 MHz, DMSO); & (ppm): 167,3; 163,4; 158,6; 153,5; 153,5; 152,8; 149,8;

136,1; 132,7; 131,8; 128,8; 128,8; 128,4; 126,9; 124,0; 122,8; 114,5; 110,4; 108,5;
98,4; 97,9; 85,4; 79,5; 65,8; 55,3; 54,4; 44,4; 38,2; 36,5; 12,6; 12,3.
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5’-Se-(4-cloro-fenil)-3’-(rodamina-amido)-timidina (18h)

Caracteristica Fisica: Sélido Rosa Claro;

Cl o)
NH ~
© \fk/g Ponto de Fusao: 136-139°C;
N 0]
Se
o O

Rendimento: 72%

N

Q O " H NMR (600 MHz, CDCl3); & (ppm): 8,96 (m; 1H); 7,93 —
O O 7,90 (m; 1H); 7,47 (dd; J = 6,1; 2,8 Hz; 2H); 7,22 — 7,19 (m;
2H); 7,12 — 7,07 (m; 3H); 7,01 (d; J = 1,4 Hz; 1H); 6,55 (t;
J = 6,6 Hz; 1H); 6,45 — 6,38 (m; 4H); 6,27 (td; J = 8,9; 2,6
Hz; 2H); 4,82 (ddd; J = 7,2; 4,3; 3,1 Hz; 1H); 3,68 — 3,64
(m; 1H); 3,33 (dq; J = 14,0; 7,1 Hz; 8H); 2,88 (dd; J = 13,3; 3,1 Hz; 1H); 2,72 — 2,67
(m; 1H); 2,21 — 2,17 (m; 1H); 1,69 (d; J = 1,3 Hz; 3H); 1,68 — 1,63 (m; 1H); 1,16 (q; J

=7,3 Hz; 12H).

Et,N

13C NMR (150 MHz, CDCls); & (ppm):167,4; 163,7; 153,5; 152,6; 150,0; 149,0; 135,9;
132,8; 132,4; 132,2; 131,6; 129,1; 128,9; 128,8; 128,7; 128,4; 124,0; 122,8; 110,5;
108,4; 98,2; 97,7; 84,7; 78,5; 65,8; 55,1; 44,4, 35,8; 30,6; 12,5; 12,2.

5’-Te-(fenil)-3’-(rodamina-amido)-timidina (18i)

Caracteristica Fisica: Solido Rosa;

O
NH . .
\fk/g Ponto de Fusao: 117-120°C;
N 0
Te
0

Rendimento: 14%

@]
N O NEt,
Q H NMR (600 MHz, CDCl3); & (ppm): 8,94 (d; J = 10,3 Hz;
O o 1H); 7,92 (dd; J = 5,7; 3,1 Hz; 1H); 7,47 (dd; J = 5,7; 3,0
Hz; 2H); 7,13 (d; J = 8,5 Hz; 2H); 7,09 (dd; J = 5,6; 3,0 Hz;
EtN 1H); 7,06 — 7,03 (m; 2H): 7,00 (s; 1H); 6,57 (t; J = 6,7 Hz;
1H); 6,43 (t; J = 9,6 Hz; 3H); 6,38 (d; J = 2,5 Hz; 1H); 6,31
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— 6,24 (m; 2H); 4,80 — 4,75 (m; 1H); 3,73 (ddd; J = 11,6; 6,7; 5,1 Hz; 1H); 3,32 (dq; J
=22,2; 7,1 Hz; 8H); 2,85 (dd; J = 13,8; 3,0 Hz; 1H); 2,72 — 2,64 (m; 1H); 2,20 (ddd; J
=13,8; 4,8; 2,7 Hz; 1H); 1,71 (s; 3H); 1,69 (d; J = 2,9 Hz; 1H); 1,15 (dt; J = 18,0; 7,0
Hz; 12H).

13C NMR (150 MHz, CDCls); & (ppm): 167,2; 163,7; 153,4; 152,5; 149,8; 148,9; 135,8;
135,3; 132,7; 131,5; 131,3; 129,2; 128,6; 128,3; 123,9; 122,7; 110,4; 108,3; 105,1;

104,5; 98,0; 97,6; 85,2; 78,8; 65,7; 54,1; 44,3; 35,9; 12,4; 12,2.

5’-Te-(4-metil-fenil)-3’-(rodamina-amido)-timidina (18j)

Caracteristica Fisica: Solido Rosa;
Ponto de Fusao: 104-107°C;
Rendimento: 14%

NEt,
Q O H RMN (400 MHz, DMSO); & (ppm): 8.05 (s, 1H), 7.95 —

O 7.88 (m, 1H), 7.51 — 7.45 (m, 2H), 7.23 — 7.17 (m, 2H), 7.12
—7.07 (m, 2H), 7.01 — 6.94 (m, 2H), 6.56 (t, J = 6.7 Hz, 1H),
EtoN 6.47 — 6.39 (m, 3H), 6.29 (dd, J = 9.2, 2.6 Hz, 2H), 4.80

(ddd, J = 7.2, 4.3, 3.0 Hz, 1H), 3.66 (ddd, J = 10.7, 7.0, 5.5
Hz, 1H), 3.34 (p, J = 7.0 Hz, 8H), 2.87 (dd, J = 13.6, 3.1 Hz, 1H), 2.67 (ddd, J = 13.8,
6.9, 5.3 Hz, 1H), 2.27 (s, 3H), 2.15 (dd, J = 13.6, 4.3 Hz, 1H), 1.64 (d, J = 1.2 Hz, 3H),
1.63 —1.58 (m, 1H), 1.17 (td, J = 7.1, 4.7 Hz, 12H).

13C RMN (150 MHz, DMSO); & (ppm): 167,3; 163,4; 153,5; 153,4; 152,6; 149,8; 136,1;

132,8; 131,7; 131,1; 129,7; 128,8; 128,7; 128,4; 127,0; 124,0; 122,8; 110,3; 108,4;
98,2; 97,7; 84,7, 78,8; 65,8; 55,1; 44,5; 36,2; 30,4; 20,9; 12,6; 12,1.
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5’-Te-(4-metoxi-fenil)-3’-(rodamina-amido)-timidina (18k)

Caracteristica Fisica: Sélido Rosa;
Ponto de Fusao: 111-113°C;
Rendimento: 16%

N O NEt,
Q 1H NMR (600 MHz, CDCls); & (ppm): 8,95 (d; J = 15,3 Hz;
0

O 1H); 7,91 (dd; J = 5,8; 3,1 Hz; 1H); 7,48 — 7,45 (m; 2H);
7,16 — 7,12 (m; 3H); 7,09 — 7,06 (m; 1H); 6,74 (d; J = 8,3
EiN Hz: 2H): 6,61 (d; J = 6,8 Hz; 1H); 6,44 — 6,41 (m; 3H); 6,38

(d; J = 2,7 Hz; 1H); 6,27 (id; J = 8,7; 2,7 Hz; 2H); 4,74 —
4,71 (m; 1H); 3,75 (s; 3H); 3,72 (d; J = 5,7 Hz; 1H); 3,32 (dd; J = 15,6; 7,5 Hz; 8H);
2,79 (dd; J = 13,9; 3,1 Hz; 1H); 2,66 (dt; J = 13,9; 5,6 Hz; 1H); 2,16 (dd; J = 13,9; 4,9
Hz; 1H); 1,73 (s; 3H); 1,69 (dd; J = 8,5; 4,6 Hz; 1H); 1,18 — 1,13 (m; 12H).

13C NMR (150 MHz, CDCls); & (ppm): 167,2; 163,7; 157,9; 153,3; 152,7; 149,8; 148,8;
136,0; 132,6; 131,5; 128,6; 126,7; 123,9; 122,7; 114,3; 110,3; 108,2; 105,2; 104,6;

98,1; 97,6; 85,1; 79,3; 65,7; 55,1; 54,2; 44,3; 38,0; 36,4; 12,4; 12,2.

5’-Te-(4-cloro-fenil)-3’-(rodamina-amido)-timidina (18l)

Caracteristica Fisica: Solido Rosa;
Ponto de Fusao: 121-125°C;
Rendimento: 16%

NEt,
Q O H NMR (600 MHz, CDCls); 5 (ppm): 8,93 (s; 1H); 7,93 —

O 7,87 (m; 1H); 7,46 (dt; J=6,3; 4,1 Hz; 2H); 7,21 — 7,17 (m;
2H); 7,12 — 7,05 (m; 3H); 7,00 (d; J = 1,4 Hz; 1H); 6,53 (t;
EtN J = 6,6 Hz; 1H); 6,41 (d; J = 8,9 Hz; 2H); 6,38 (d; J = 9,4

Hz; 1H); 6,26 (td; J = 8,9; 2,6 Hz; 2H); 4,80 (ddd; J = 7,2;
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4,3; 3,1 Hz; 1H); 3,65 (ddd; J = 10,6; 7,0; 5,6 Hz; 1H); 3,31 (dq; J = 14,0; 7,1 Hz; 8H);
2,87 (dd; J=13,3; 3,1 Hz; 1H); 2,68 (ddd; J=13,9; 7,1; 5,5 Hz; 1H); 2,18 (dd; J = 13,5;
4,4 Hz; 1H); 1,67 (d; J = 1,3 Hz; 3H); 1,66 — 1,60 (m; 1H); 1,14 (q; J = 7,3 Hz; 12H).

13C NMR (150 MHz, CDCls); & (ppm): 167,4; 163,8; 153,5 152,6; 150,0; 149,0; 135,9;

132,8; 132,4; 131,6; 129,1; 128,9; 128,4; 124,0; 122,8; 110,4; 108,4; 105,2; 104,7;
98,1; 97,7, 84,7, 78,5; 65,8; 55,1; 44,4; 35,8; 30,6; 12,5; 12,2.
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7. Espectros selecionados




Figura 23 — Espectros de 'H e *C RMN do composto 5’-Se-(2,4,6-trimetil-fenil) -3'-
(amino)-timidina (5i) em DMSO-d® em 400 MHz e 100 MHz respectivamente.
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Figura 24 — Espectros de 'H e '*C RMN do composto 5’-Se-(piridin-2-il)-3’-(amino)-

timidina (5k) em DMSO-d® em 400 MHz e 100 MHz respectivamente.
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Figura 25 — 'H e "*C RMN do composto 5’-Te-(4-metil-fenil) -3’-(amino)-timidina (5m)

em DMSO-d® em 400 MHz e 100 MHz respectivamente.
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Figura 26 —

'H e 3C RMN do composto 5'-Te-(4-metdxi-fenil) -3’-(amino)-timidina

(5n) em DMSO-d® em 400 MHz e 100 MHz respectivamente.
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Figura 27 — 'H e "*C RMN do composto 5’-Te-(4-cloro-fenil) -3’-(amino)-timidina (50)
em DMSO-d® em 400 MHz e 100 MHz respectivamente.
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Figura 28 — 'H e "*C RMN do composto 5’-S-(fenil)-3'-(ferulico-amido)-timidina (16a)

em DMSO-d® em 400 MHz e 100 MHz respectivamente.
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Figura 29 — 'H e "*C RMN do composto 5’-S-(4-metil-fenil)-3’-(fertlico-amido)-
timidina (16b) em DMSO-d® em 400 MHz e 100 MHz respectivamente.
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Figura 30 — 'H e '3C RMN do composto 5’-S-(4-metoxi-fenil)-3’-(ferulico-amido)-

timidina (16¢) em DMSO-d® em 400 MHz e 100 MHz respectivamente.
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Figura 31 — 'H e '3C RMN do composto 5’-S-(4-cloro-fenil)-3'-(ferdlico-amido)-

timidina (16d) em DMSO-d® em 400 MHz e 100 MHz respectivamente.
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Figura 32 — 'H e '3C RMN do composto 5’-Se-(fenil)-3’-(ferulico-amido)-timidina
(16e) em DMSO-d® em 400 MHz e 100 MHz respectivamente.
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timidina (16f) em DMSO-d® em 400 MHz e 100 MHz respectivamente.
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Figura 34 — 'H e '3C RMN do composto 5'-Se-(4-metoxi-fenil)-3’-(fertlico-amido)-

timidina (16g) em DMSO-d® em 400 MHz e 100 MHz respectivamente.
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.

T ——

timidina (16h) em DMSO-d® em 400 MHz e 100 MHz respectivamente.
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Figura 36 — 'H e '*C RMN do composto 5’-Se-(2,4,6-trimetil-fenil)-3’-(ferulico-amido)-

timidina (16i) em DMSO-d® em 400 MHz e 100 MHz respectivamente.
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Figura 37 — 'H e "*C RMN do composto 5’-Se-(naft-1-il)-3’~(ferdlico-amido)-timidina

(16j) em DMSO-d® em 400 MHz e 100 MHz respectivamente.
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timidina (16k) em DMSO-d® em 400 MHz e 100 MHz respectivamente.

Figura 38 — 'H e '3C RMN do composto 5’-Se-(piridin-2-il)-3’-(ferulico-amido)-
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Figura 39 — 'H e "*C RMN do composto 5’-Te-(fenil)-3'-(ferulico-amido)-timidina (16l)

em DMSO-d® em 400 MHz e 100 MHz respectivamente.
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timidina (16m) em DMSO-d® em 400 MHz e 100 MHz respectivamente.
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Figura 41 — 'H e '3C RMN do composto 5'-Te-(4-metoxi-fenil)-3’-(ferdlico-amido)-
timidina (16n) em DMSO-d® em 400 MHz e 100 MHz respectivamente.
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Figura 42 — 'H e '3C RMN do composto 5’-Te-(4-cloro-fenil)-3'-(fertlico-amido)-

timidina (160) em DMSO-d® em 400 MHz e 100 MHz respectivamente.
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Figura 43 — EMAR do composto 5’-S-(fenil)-3’-(ferulico-amido)-timidina (16a).
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Figura 44 — EMAR do composto 5’-S-(4-metil-fenil)-3’-(ferulico-amido)-timidina (16b).
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Figura 45 — EMAR do composto 5’-S-(4-metoxi-fenil)-3’-(ferulico-amido)-timidina
(16c¢).
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Figura 46 — EMAR do composto 5’-S-(4-cloro-fenil)-3’-(ferulico-amido)-timidina
(16d).
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Figura 47 — EMAR do composto 5’-Se-(fenil)-3’-(ferulico-amido)-timidina (16e).
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Figura 48 — EMAR do composto 5’-Se-(4-metil-fenil)-3’-(ferulico-amido)-timidina
(16f).
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Figura 49 — EMAR do composto 5’-Se-(4-metoxi-fenil)-3’-(ferulico-amido)-timidina
(169).
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Figura 50 — EMAR do composto 5’-Se-(4-cloro-fenil)-3’-(ferulico-amido)-timidina
(16h).
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Figura 51 — EMAR do composto 5’-Se-(2,4,6-trimetil-fenil)-3’-(ferulico-amido)-
timidina (16i).
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Figura 52 - EMAR do composto 5’-Se-(naft-1-il)-3’-(feralico-amido)-timidina (16j).
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Figura 53 — EMAR do composto 5’-Se-(piridin-2-il)-3’-(ferulico-amido)-timidina (16k).
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Figura 54 — EMAR do composto 5’-Te-(fenil)-3’-(ferulico-amido)-timidina (16l).
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Figura 55 — EMAR do composto 5’-Te-(4-metil-fenil)-3’-(ferulico-amido)-timidina
(16m).
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Figura 56 — EMAR do composto 5’-Te-(4-metoxi-fenil)-3’-(ferulico-amido)-timidina
(16n).

e A
S1U0T2 58 (Do0E) TOF M5 BESs
100 L] 34

052 1087
BAD 1008
b 850 1098
B2 1083
BN 1508
BB ADTT /
L
PR i L
. - L |m | ‘ ks ]]
L 4 e .
Baa £30 635 E4D B45 ES0 855 &0 (1] & 157 =) [ ¥ - g TCS ™D

226



Figura 57 — EMAR do composto 5’-Te-(4-cloro-fenil)-3’-(ferulico-amido)-timidina
(160).
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Figura 58 — Espectros de 'H e '*C RMN do composto 18a em CDClz em 600 MHz e
150 MHz respectivamente.
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Figura 59 — Espectros de 'H e '*C RMN do composto 18b em CDCls em 400 MHz e
100 MHz respectivamente
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Figura 60 — Espectros de 'H e '3C RMN do composto 18c em CDClz em 600 MHz e
150 MHz respectivamente.
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150 MHz respectivamente.
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Figura 61 — Espectros de 'H e '*C RMN do composto 18d em CDCls em 600 MHz e
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Figura 62 — Espectros de 'H e '3C RMN do composto 18e em CDCl3 em 400 MHz e
150 MHz respectivamente.
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150 MHz respectivamente.
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Figura 63 — Espectros de 'H e "*C RMN do composto 18f em CDClz em 600 MHz e
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Figura 64 — Espectros de 'H e '*C RMN do composto 18g em CDClz em 400 MHz e
100 MHz respectivamente
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Figura 65 — Espectros de 'H e '*C RMN do composto 18h em CDCls em 600 MHz e
150 MHz respectivamente
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Figura 66 — Espectros de 'H e "*C RMN do composto 18i em CDCl3 em 600 MHz e
150 MHz respectivamente.
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Figura 67 — Espectros de 'H e '3C RMN do composto 18j em CDCl3 em 400 MHz e
150 MHz respectivamente.
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Figura 68 — Espectros de 'H e '*C RMN do composto 18k em CDClz em 600 MHz e
150 MHz respectivamente.
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Figura 69 — Espectros de 'H e '3C RMN do composto 181 em CDCl3 em 600 MHz e
150 MHz respectivamente.
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