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RESUMO

As diidropirimidinonas (DHPM-CI) e alguns derivados de bases nitrogenadas sao classes
de compostos que apresentam atividades biolégicas como antitumoral, anti-alzheimer e
antiviral. A hidridizacdo dessas moléculas pode levar a compostos que atuem em diferentes
aspectos de uma mesma doenga. Com a finalidade de combinar possiveis atividades de ambas
classes de compostos, foi sintetizada uma biblioteca de hibridos adenina-diidropirimidinonas.
As DHPM-CI foram preparadas por meio da reacdo de Biginelli e apresentam alta diversidade
estrutural com rendimentos que variam de 66 a 88%. Na sequéncia, com as DHPM-CIl em maos,
otimizou-se uma metodologia para a preparagdo dos hibridos moleculares. A melhor condigao
experimental envolveu a mistura das DHPMs com a adenina a 100°C na presenga de carbonato
de s6dio e dimetilformamida. A estratégia sintética utilizada permitiu a obtengdo de hibridos
DHPM-adenina com rendimentos moderados 12 a 30%, entretanto o consideramos satisfatorios
devido a grande complexidade estrutural dos hibridos obtidos. Realizou-se estudos preliminares
sobre sua atividade biologica dentre os hibridos avaliados, o composto mais citotoxico
apresentou os valores de ICso de 88,23 uM para as cé€lulas HepG2 e com valores de 162,0 uM
para as cé¢lulas MCF-7. Os hibridos moleculares sintetizados sdo inéditos e apresentam
caracteristicas interessantes para o desenvolvimento de moléculas multi-alvo no tratamento do

cancer.

Palavras-chave: Reacdes multicomponente, Biginelli, diidropirimidinonas, hibridizagao
molecular, adenina, anticancer.



ABSTRACT

Dihydropyrimidinones (DHPMs) and some derivatives of nitrogen-containing bases are
classes of compounds that have biological activities such as antitumor, anti-alzheimer and
antiviral. Hybridization of these molecules can lead to compounds that act on different aspects
of the same disease. In order to combine possible activities of both classes of compounds, a
library of adenine-dihydropyrimidinones hybrids was synthesized. The DHPMs were prepared
by the Biginelli reaction, with yields varying from 66 to 88% and show high structural diversity.
With the obtainment of the DHPMs, a methodology for the preparation of the molecular hybrids
was optimized. The best experimental condition involved mixing the DHPMs with the adenine
dimethylformamide at 100 ° C in the presence of sodium carbonate. With the synthetic strategy
used, it was possible to obtain DHPM-adenine hybrids with moderate yields, ranging from 12
to 30%, however it was considered satisfactory due to the great structural complexity of the
obtained. Preliminary studies were performed on its biological activity among hybrids, the most
cytotoxic compound showing IC50 values of 88.23 uM for HepG2 cells and 162.0 uM for
MCEF-7 cells. Synthesized molecular hybrids are characteristics and the interesting features for

the development of multi-target molecules in cancer treatment.

Key words: Multicomponent reactions, Biginelli, Dihydropyrimidinones, molecular

hybridization, adenine, antitumoral.
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1 INTRODUCAO

Uma das Reagdes Multi-Componentes mais importantes, a Reacdo de Biginelli, foi
desenvolvida em 1891 por Pietro Biginelli e trata-se de uma reacdo de condensacdo entre um
arilaldeido, um composto 1,3-dicarbonilico, e ureia, para formagdo de compostos da classe
diidropirimidinona, (DHPM). !?

As DHPM apresentam grande relevancia em termos bioldgicos, devido as suas diversas
propriedades farmacologicas, como atividades antivirais e antibacteriana, moduladores de
canais de célcio, inibidores da cinesina mitdtica, antagonista de receptores adrenérgicos, >*
como exemplo de anticancer dessa classe, tem-se 0 Monastrol.’

Atualmente, as principais limitagdes associadas a medicamentos sdo a rejeigao pelo
organismo e os efeitos colaterais. Com isso, vem-se aumentando os estudos relacionados com
a obtengdo de novos farmacos, buscando evitar possiveis danos ao organismo.*?

A hibridizagdo molecular ¢ definida como a jungdo de fragmentos bioativos em uma
estrutura molecular quimica tnica. E uma importante ferramenta utilizada com a finalidade de
alcancar um dos objetivos a seguir: sinergismo de agdo farmacoldgica, terapia de dupla acao
farmacologica ou modulagio de efeitos secundarios indesejaveis®’. Nesse contexto, utiliza-se
essa ferramenta e espera-se que os produtos resultantes da hibridizacdo possuam atividades
bioldgicas das moléculas originais, além da possibilidade de um sinergismo entre ambas e
também de atuar em outros sitios ®.

O DNA e RNA sdo responsaveis por atividades como a sintese proteica, multiplicacao
e regeneracgao celular, além do mecanismo de transmissao das caracteristicas hereditarias. Estas
estruturas sdo constituidas por bases nitrogenadas, pentoses e fosfato. °

A sintese de andlogos DHPM-bases nitrogenadas presentes no DNA e RNA tem a
finalidade de biomimetizar as moléculas e explora-las no metabolismo celular. '®!! Esses

10,12, as

andlogos sdo incorporados nas células por intermédio de transportadores especificos
bases nitrogenadas que sio metabolizadas em derivados di-trifosforilados dentro das células'?,
e podem ser incorporados no DNA e RNA inibindo a replicacao de células, virus e cancer, entre
outras atuacdes no organismo.

Desde a década de 80, estudos vem sendo realizados nesse sentido e alguns derivados
de adenina, como a rabina ¢ cladribina foram clinicamente testadas e se mostraram eficazes,
entretanto mostraram certa toxicidade. Outro exemplo importante, foi a forodesina, que se

mostrou ativa no combate da leucemia e linfomas.!> A forma de atuagio desses anilogos

nucleosideos deve ocorrer de forma secundaria de modo a inibir o crescimento celular, além da
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inibicdo de enzimas chaves na proliferacio de virus e tumores.!® Um outro exemplo ¢ o caso da
cordicepina, que possui atividade antitumoral. Essa molécula ¢ incorporada em uma cadeia de
RNAm causando o término na produgdo deste, que € responsavel por transmitir a informagao
sobre como sintetizar a proteina ou age diretamente na produgdo dessa. Assim, impossibilita o
crescimento descontrolado das células, e que também, as células se unam umas com as outras,
levando a ruptura de células de cancer de mama. '

Tendo em vista os dados promissores em questdo, vem crescendo os estudos
relacionados a esses andlogos, de forma a se tornarem cada vez mais eficazes, seletivos e menos
toxicos.!* Para a sintese de novos produtos muito estudos tem sido feito para encontrar
condi¢des Gtimas reacionais, dentre outras modificagdes, tem-se como exemplo, a utilizagao de
catalisadores, diferentes formas de aquecimento, e o uso de reagentes mais apropriados.!>!°,

Sendo assim, com base nas informagdes supracitadas, planejou-se para esse trabalho de
mestrado, a sintese de hibridos DHPMs-adenina (Esquema 1) visando a obtengdo de moléculas
hibridas com atividades antitumorais das DHPMs e as propriedades biologicas inerentes das
bases nitrogenadas, no caso a adenina. Como sera comentado nos objetivos, mais adiante,

espera-se a obtencdo hibridos moleculares para serem aplicados como antitumorais multi-alvo

em sistemas biologicos.

Esquema 1- Sintese dos hibridos moleculares DHPM-adenina

S
—R |/—R
NH, O
AN N N
LT XS —— T AL
CI N NN ///N N N
N\' N/>
Onde: H,N

R= Cl, H, OCH;3
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2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 Reagdes multicomponentes

A sintese organica desempenha um importante papel em areas como: quimica, farmacia,
agricultura, energia sustentavel e eletronica!’, tendo como objetivo a obtengio de compostos de
forma mais simples, eficiente e econdomica. '* Tendo isso em vista, atualmente, um dos
principais desafios na sintese de moléculas complexas ¢ o nimero de etapas necessarias, o que
pode ocasionar ineficiéncia no processo, formagao de subprodutos o que leva a problemas nas
etapas de purificaco, além da geracdo de residuos toxicos, e perda de rendimento."”

Nesse contexto, surgiu a necessidade do desenvolvimento de metodologias sintéticas,
na qual se torne possivel a formacao de multiplas ligagdes quimicas em apenas uma unica etapa
reacional sendo capaz de funcionalizar os substratos, com a agilizacdo do processo.?’ Uma
importante classe de métodos sintéticos para esse proposito sao as reacdes multicomponentes
(RMCs).2°

Esses tipos de reagdes tiveram origem em meados do século XIX, entretanto obtiveram
um crescimento exponencial nas tltimas décadas alcancando destaque no ambito metodolégico
para a quimica sintética. Esse destaque ocorre devido a eficiéncia na formagao de varias
ligacdes de modo sequencial, eficazmente utilizada para combinagdo de moléculas e ocorrer de
forma sustentavel, além de gerar uma economia atdmica '*2!. Essas rea¢des ocorrem onde trés
ou mais materiais de partida reagem para formar apenas um produto, em que o produto formado
apresenta em sua estrutura grande parte dos atomos de partida envolvidos, como observado na
Esquema 2 *2. Tendo em vista esses fatores, as RMC apresentam vantagens em relagio a sintese

convencional em multiplas etapas. 2*2*

Esquema 2 Sistema reacional de vérias etapas vs. multicomponente.?

l —
ot

Fonte: BELLER, M_; et al; 2003
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26,27

Essas RMC possuem fécil execugdo, sdo altamente seletivas, eficientes, além de

serem consideradas ambientalmente amigédveis e versateis, ja que podem ser utilizadas com
varios grupos funcionais, e, 0 mais importante, sdo realizadas por um processo one pot, o que
diminui a probabilidade de perdas em processos de transferéncia. '32>2° Pode-se considerar,
também, que essa metodologia vai ao encontro de um conceito muito importante da Quimica
verde a economia atdmica, desenvolvido por Trost, em 1991.!828

Nesse contexto, vale ressaltar alguns exemplos de reacdes multicomponentes, tais

27,32,33

como: Hantzsch,?® Ugi,?® Passerini,?® Biginelli*’, Strecker’! e Orru , como mostrado no

Esquema 3.

Esquema 3 — Exemplos de reagdoes multicomponentes.

Strecker-1850 R)LH + NH; + HCN——> R)\ —

Aminoacidos

R
(o} JOJ\/COOR' R'O0C. COOR'

Hantzsech-1881) Jl_ + NHs + g | |
R H

R "N 'R
H

| 1,4-Dihidropiridinas |

R
R'OOC,

(o} (o}
+ + NH
COOR' ——»
o RANA |
R N 6}

o)
Bigineli- 1893Q  J|_

R H

| 3,4- Dihidropirimidin-(1H)-2-onas|

Passerini- 1921

| N-Acilaminoamidas |

o>|=o
>=o
*

):

\

R

+ RN
oNH2 + pNye ———— I,}
R N

[ 4,5- Dihidroimidazol |

Fonte: Elaborado pela autora (2019)

Com grande reconhecimento entre as RMCs, a reagdo de Biginelli possui uma
caracteristica muito interessante, a qual permite o emprego de substratos pré-funcionalizados.*

Ou seja, possibilita o emprego de diferentes compostos B-dicarbonilicos, varios tipos de
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aldeidos alifaticos e aromaticos, além de derivados alquilados de ureia, ou tioureia, o que torna
essa rea¢do muito versatil. >

2.2 Reacio de Biginelli

Em meados de 1891, Pietro Biginelli, iniciou seus estudos acerca de reacdes
multicomponentes®® envolvendo a condensagdo entre um benzaldeido, ureia e acetoacetato de
etila, sendo utilizado HCI como catalisador em etanol sob refluxo, Esquema 4. 3% Dessa
forma, em 1893, deu-se inicio a sintese de 3,4- dihidropirimidin-(1/)-2-onas, (DHPMs).*° Essa
metodologia permaneceu inexplorada até os anos 1970, entretanto teve sua retomada com
Folkers e Johnson, que realizaram alguns estudos mecanisticos acerca dessa metodologia. O
aumento do interesse na reacao de Biginelli foi devido as propriedades farmacologicas das

DHPM. 3337

Esquema 4 Reacio de Biginelli.**

( 2
Q9 X HCl
+ — 0
* EtO/u\)j\ HZN/U\NHQ refluxo
Acetoacetato HN OEt

CHO de etila Ureia/Tioureia |

Benzaldeido X H
Dihidropirimidinona/tiona

X=0,S

- Y,

Fonte: Elaborado pela autora (2019)

Os primeiros exemplos desta reacao de ciclocondensagdo envolviam tipicamente -
cetoésteres, aldeidos aromaticos e ureia. Ao longo dos anos, o escopo da reagao foi explorado
ao se variar grande parte dos reagentes. Nos dias de hoje sdo descritos mecanismos de sintese
desses compostos e diferentes metodologias, utilizando diversos catalisadores, uso de micro-
ondas como fonte de aquecimento, entre outros parimetros reacionais.>*%** Essas modificacdes
tém como objetivo aumentar o rendimento e reduzir formacgao de subprodutos tdxicos visando
comtemplar os principios da quimica verde. *°®

Os heterociclos em questdao possuem varias atividades bioldgicas comprovadas, tal como
anticancer. Podemos citar com exemplo de DHPM, o monastrol, Figura 1, que vem sendo
amplamente estudado e, deste modo, mostra a importancia da realizagdo de pesquisas

envolvendo a sintese ¢ modificagdo estrutural desses compostos. 4
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Figura 1 Estrutura do Monastrol
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Fonte: Elaborada pela autora (2019)

2.3 Mecanismo da reaciio de Biginelli

Como mencionando anteriormente, tem havido um aumento significativo em relagdo ao
interesse sobre as reacdes de Biginelli, >*® devido a descoberta de vérias atividades bioldgicas
referentes a essa estrutura. Em consequéncia, novas metodologias e propostas sintéticas vem
sendo testadas sobre as condi¢des reacionais ja conhecidas. Com esses novos estudos surgiram
algumas propostas mecanisticas afim de se entender as interagdes que aconteciam entre os
diferentes componentes reacionais de partida.’*3” Atualmente, as propostas mais aceitas sdo
conhecidas pelas caracteristicas dos seus intermediarios: mecanismo via iminio, Esquema 5;
mecanismo via Knoevenagel, Esquema 6, ¢ mecanismo via enamina, Esquema 7.

A primeira tentativa a fim de se elucidar o mecanismo da reacao de Biginelli foi realizada
na década de 90. Folkers e Johnson propuseram a formagao de 3 possiveis intermediarios,
porém acreditavam que um intermediario (A) tinha preferéncia em relagdo em relagdo aos
demais (Figura 2). Nesta Figura esta apresentada as estruturas dos intermediarios sugeridos,
sendo ela resultante da condensacgdo intramolecular entre uma molécula de benzaldeido com
duas moléculas de ureia; o intermediario (B) seria formado pela condensagdo do acetoacetato
de etila com a ureia, e o intermediario (C) obtido pela condensacdo da benzaldeido com o

acetoacetato de etila. 374142

Figura 2 Intermediérios da reagdo de Biginelli proposto por Folkers e Johnson em 1933.%7
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Fonte: Adaptado de (FOLKERS 1933)
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Posteriormente, em 1997, Kappe, retomou os estudos sobre os trés mecanismos propostos
utilizando a técnica de ressonancia magnética nuclear (RMN) de 'H e 1*C, empregando solvente
metanol deuterado (CD3OH) em condigdes 4acidas. Foram realizadas trés diferentes
combinacdes de reagentes sendo elas: acetoacetato de etila/ureia, ureia/aldeido e
aldeido/acetoacetato de etila, em temperatura ambiente. Ao observar a reacao entre benzaldeido
e ureia nao foi possivel detectar reagdo nem a formagdo do intermediario (C); na reagdo entre
ureia e acetoacetato observou-se a formacao do intermediario (B), entretanto, o composto foi

hidrolisado fazendo com que o equilibrio se deslocasse para a formacio dos reagentes. *'*?

Esquema 5 Mecanismo para formagdo do produto de Biginelli via iminio
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Esquema 6 Mecanismo para formaggo do produto Biginelli via Knovenagel
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Esquema 7- Mecanismo para reagdo de Biginelli via Enamina
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Ao analisar a rea¢do entre ureia e o benzaldeido constatou-se a precipitagdo do
intermedidrio (A), apos uns 20 min de reagdo; caso utilizasse acetoacetato de etila ocorria a
formacao do produto DHPM, ap6s um periodo entre 1-2 horas de reagdo. De posse desses
resultados o autor concluiu que a primeira etapa consiste na adi¢ao da ureia ao aldeido, sendo
esta a etapa lenta da reagdo, além de que tanto a desidratagdo quanto a adi¢cdo da ureia sdo etapas
rapidas e ndo foi possivel detectar um intermediario nesse processo. *!

Em 2009, a reacao de Biginelli foi estudada novamente com o monitoramento por meio
de técnicas espectrométricas- espectrometria de massas com ionizagao por electrospray , ESI-
MS- e estudos teoricos por meio da Teoria do Funcional de Densidade — DFT-density functional
theory — realizando uma analise detalhada dos mecanismos propostos anteriormente.>® Por meio
dessas técnicas foi possivel averiguar a formagdo de intermedidrios idnicos ou ionizados
diretamente do meio reacional.

Inicialmente, ao se analisar o mecanismo de Knovenagel (Esquema 6) a formacgdo do
intermedidrio referente a reagdo entre benzaldeido e acetato de etila s6 foi observado apds 24
horas de reacdo, o que se torna incoerente com o tempo reacional médio da reagao de Biginelli
de 2 horas. Por outro lado, ao se colocar em teste 0 mecanismo via enamina (Esquema 7), ndo
foi detectado a sua forma protonada. Essa auséncia foi justificada pelo seu pequeno tempo de
existéncia desse ion no meio reacional. Ao realizar a reagdo entre apenas ureia e o benzaldeido
notou-se a formagdo de intermedidrios semelhantes aos formado quando ¢ adicionado os trés

reagentes, dessa maneira, pode-se constatar a predominancia do mecanismo via iminio. >
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Foipossivel concluir a partir dos estudos tedricos de DFT que os resultados experimentais
estavam coerentes com o0s tedricos e demonstraram que o mecanismo de Knoevenaegel
apresentou uma elevada barreira de ativagdo. Ao se considerar via ion iminio (Esquema 5),
este € cineticamente favoravel, e com isso, o produto cinético € o formado. Assim, tanto quanto
Kappe, que realizou seus estudos envolvendo RMN, quanto pelas novas pesquisas por De Souza
em 2009 por ESI-MS, ambos concluiram que o mecanismo via iminio ¢ o mais plausivel de

ocorrer dentre os sugeridos. 3!

2.4 DHPM com atividades farmacologicas

Como comentado anteriormente, a descoberta das propriedades farmacologicas das
DHPM levou a um grande interesse por esses compostos. Essa classe de moléculas apresenta

diversas atividades biologicas, como mostrado na Figura 34764344

Figura 3- Atividades biologicas das DHPM. °
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T Atividade Anti-hipertensiva

Atividade Antibacteriana

__» Atividade Anti-inflamatdria

Atividade Antitumoral =—__ Antagonista GABA
_—
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. Atividade Antidiabética
Modulador do canal de calcio

Fonte: (MATOS 2018)

Uma das propriedades de grande importancia ¢ a inibicdo da proteina quinase Eg5, que
estd associada ao tratamento do cancer. Uma vantagem na utiliza¢ao de inibidores especificos
para essa proteina vem do fato que este ndo resultara em efeitos neurotoxicos.*>*6

Como exemplo, alguns compostos ja conhecidos por suas atividades bioldgicas sdo
mostrados na Figura 4. Pode-se citar a atividade anti-hipertensiva do composto SQ 32928,
representado pela estrutura 3.7 Outros compostos como os representados pelas estrutura 5 e 1

apresentam atividade a inibi¢io da Hsp 70, e podem agir como antagonista/receptor adenosina

49
Aop
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Figura 4 Exemplos de DHPM com atividades biologica
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Pode-se citar compostos isolados de espécies de esponjas marinhas, como a Batzaladina
B (estrutura 3), que foi relatada como um dos primeiros produtos naturais de baixa massa
molecular capaz de inibir a ligacdo do virus do HIV gp-120 a células CD4°°. Em meados de
2006, Russowsky e colaboradores realizaram a sintese de andlogos do monastrol, que
mostraram ser agente antitumorais potentes contra diversas linhagens de células tumorais,
sendo elas as de mama, rim, c6lon, melanoma e ovario, uma das estruturas o piperastrol

representado pela estrutura 5.

Figura 5 DHPM quirais com atividades biologicas *'
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E interessante ressaltar que as DHPM sdo geralmente obtidas em misturas racémicas,

entretanto, as atividades biologicas desses enantidmeros, como visto na Figura S5 podem se

diferenciar, de modo que, em alguns casos podem ser opostas. Dessa maneira, alguns

pesquisadores tém utilizado diferentes maneiras de separacdo desses enantidmeros, como

exemplo, com utilizagdo de uma coluna quiral, ou técnica de cristalizagdo fracionada. >!

2.5 Bases nitrogenadas

Nucleotideos sao unidades basicas dos acidos nucléicos, que sdao constituidos por uma

base nitrogenada, uma pentose e um grupo fosfato. Estas bases nitrogenadas podem ser

classificadas como puricas (adenina e guanina) ou pirimidicas (timina, citosina e uracila),

conforme Figura

6 52,53

Figura 6 Bases nitrogenadas °
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Fonte: Adaptado de NELSON, 2008.
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Devido ao fato de ocorrerem na natureza como componentes de acidos nucléicos (DNA
e RNA), as pirimidinas e purinas tém ganhado bastante destaque na 4rea cientifica 3>,

O termo nucleosideo ¢ utilizado quando existe apenas uma base nitrogenada ligada a
uma pentose de forma covalente, além de um fosfato. Semelhante a ele temos os chamados
nucleosideo analogo, onde as modificacdes podem ser realizadas nos sitios ativos. Estes
compostos merecem uma atencao especial, tendo em vista que constituem um dos mais potentes
antivirais ja sintetizados. >4

Em muitos processos biologicos basicos estdo envolvidos os nucleosideos. Logo,
analogos sintéticos apresentam com frequéncia atividade biologica com grande valor

farmac€utico por serem potenciais agentes antivirais, antitumorais, anti-leishmaniose ,

bactericida e anti-protozoarios.>®

2.6 Atividade antitumoral de derivados de bases nitrogenadas

Considerada a terceira principal causa de morte no mundo, o cancer, pode ser causado
por diferentes fatores sendo que estes provém de fatores internos, externos ou podem agir de
forma inter-relacionadas® . Os fatores internos sdo inerentes ao organismo e podem se
manifestar das seguintes maneiras: mutagdes genéticas hereditarias, alteragdes hormonais, e em
diferentes formas imunologicas 3.

O desenvolvimento do cancer, geralmente, ocorre de forma lenta e gradual, podendo
levar anos para que a célula cancerosa origine um tumor detectavel. > O cancer pode ser tratado
através de cirurgias, radioterapia e quimioterapia. >’ O tratamento mais utilizado para a doenca
¢, na maioria das vezes, a interferéncia em etapas chaves para a sobrevivéncia celular, como
exemplo, a sintese ou replicacio do DNA, RNA ou proteinas. *Desta maneira, vérias sdo as
classes de fAirmacos para o tratamento, como agentes alquilantes, antibidticos, antimetabdlitos,
hormonios, e inibidores de mitose. >

Ainda ndo foi descoberto alguma propriedade bioquimica comum aos diferentes tipos
de células cancerosas, entretanto elas possuem inimeras diferengcas metabdlicas comparadas
com as células normais, tornando-as mais vulneraveis aos antimetabdlitos ou analogos
estruturais das bases nitrogenadas.®® Esses agentes antimetabolitos (Figura 7) agem de forma

a bloquear bioquimicamente a sintese do DNA, o que leva a serem utilizados no tratamento

clinico do céancer. '°
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Figura 7 Exemplos de antimetabolitos
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Fonte: Adaptado de KURZAWSKI, 2014.

2.7 Hibridizacio molecular

Hibridizacao molecular pode ser definida como uma estratégia sintética de aglomeracao
de dois ou mais derivados bioativos para gerar um hibrido molecular. Na maioria das vezes,
esses hibridos podem ser caracterizados por atuarem de forma multifuncionais no
organismo.®!*? H4 hibridos moleculares que foram concebidos pela utilizagiio esta estratégia
sintética, como exemplo, o Ebselen ¢ e o Donepezil, como mostrado na Figura 8. Esse hibrido

molecular Ebselen-Donepezil vem sendo utilizado para o tratamento de doenca de Alzheimer
40

Figura 8 Estrutura do Ebselen e Donepezil
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Fonte: Elaborada pela autora (2019)

Essa estratégia sintética ¢ utilizada com o intuito de interagir em diferentes alvos e
expandir seus efeitos através da agdo em outro alvo. Podem agir, também, de forma que o
hibrido resultante venha inibir algum efeito colateral, ou de maneira a minimiza-los, além de
diminuir a possibilidade de resisténcia a0 medicamento.®!¢>
A eficacia dessas drogas multi-alvo sdo de extrema importancia quando se trata de

doengas que possuem varios fatores patogénicos, como doengas neurodegerativas,
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cardiovasculares, cancer, onde sdo necessarios coquetéis de medicamentos para que a doenga
seja curada. Devido aos fatores supracitados a otimizacdo do processo de tratamento dessas

doencas e a possibilidade de maior eficiéncia na cura seria de grande valia. ¢
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

O objetivo principal desse trabalho é o planejamento, sintese e caracterizacdo de uma
série de hibridos DHPM- adenina, Figura 9, para serem submetidos a testes bioldgicos visando

a avaliacdo de sua atividade antitumoral.

Figura 9 Hibrido molecular DHPM-adenina
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Fonte: Elaborada pela autora (2019)

3.2 Objetivos especificos

(1) Sintetizar uma série de DHPM-CI.

(i1) Planejar e desenvolver uma metodologia sintética para a obtencdo de DHPMs
funcionalizadas com adenina.

(111) Investigar os parametros reacionais adequados.

(iv) Caracterizar os compostos sintetizados por RMN de 'H, RMN de *C, HRMS, 1V,
entre outras técnicas.

(v) Submeter os compostos hibridos a testes antitumorais.

(vi) Apresentar o trabalho em congressos e reunides da area.

(vii) Publicar o trabalho em periddicos reconhecidos na comunidades cientificas.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A estratégia utilizada envolveu inicialmente a sintese das DHPM-CI para posterior
obtencdo dos hibridos DHPM-adenina. Os procedimentos experimentais, assim como 0s

detalhes do desenvolvimento dessa abordagem sintética estdo descritos a seguir.

4.1 Sintese das DHPM-CI1

As 6- cloro-diidropirimidinnas foram sintetizadas conforme procedimento descrito na
literatura %, por meio da reacdo de Biginelli., conforme mostrado no (Esquema 7)

A sintese das DHPM-CI foi realizada utilizando um baldo de duas bocas, o aldeido
aromatico (15 mmol), 4-cloro-acetoacetato de etila (1,35 mL), ureia (720 mg) e 3 gotas de acido
cloridrico concentrado. A reagdo foi mantida sob agitacdo, em um banho de 6leo a 100°C por
um periodo de 2 horas. O término da reacdo foi monitorado por CCD utilizando como eluente
acetato de etila. A mistura reacional foi adicionada em um béquer contendo gelo triturado e
agua destilada. Observou-se a formag¢ao de um sélido. O precipitado formado foi entdo filtrado
a vacuo e lavado com porgdes de agua gelada. Na sequéncia, o solido obtido foi seco ao ar.

As moléculas de DHPM-CI puderam ser obtidas através da reacao de Biginelli, tanto
com aldeidos possuindo grupos retiradores ou doadores de elétrons. Obtiveram-se 8 derivados
de DHPM-CI com boa diversidade estrutural, com rendimentos bons, que variaram de 66 a 88%
(Tabela 1). Todas essas DHPM-CI foram analisadas em relagao a sua pureza por CCD, tendo
em vista ao alto grau de pureza em que se apresentaram e foram utilizadas dessa forma em
reacoes subsequentes. No entanto, todas elas foram caracterizadas através de espectroscopia de
RMN de 'H e 3C, sendo que as substincias inéditas foram caracterizadas também com

espectroscopia de massas de alta resolucdo e infravermelho.
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Tabela 1 DHPM-CI preparadas pela reacdo de Biginelli

H,N
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Cl °
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/\O NH /g N o
| JY N0 a N
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o
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Fonte: Elaborada pela autora (2019)

Na caracterizagdo espectroscopica, através das andlises de RMN unidimensional, o
composto DHPM-CI1 7 foi escolhido como representante desta classe. A Figura 10 apresenta o
espectro de RMN de 'H, obtido na frequéncia de 200 MHz, utilizando-se DMSO-ds como
solvente e TMS como padrao interno, sendo os deslocamentos quimicos medidos em unidades
adimensionais & (ppm).

No espectro ¢ possivel observar os sinais referentes a por¢ao éster com um tripleto
centrado em 6 0,75 ppm (3H, t, /= 7,0 Hz, ) € um quarteto em 5,39 ppm (2H, q, /= 11,5 Hz).

Também ¢é possivel verificar um sinal caracteristico de grupo metdxi, com um simpleto em o
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3,71 ppm (3H, s); ja em & 5,53 ppm (1H, d, J = 3,02 Hz, H-16) um sinal com multiplicidade
para dupleto referente ao CH do centro estereogénico. Na regido entre 6 6,58-7,16 ppm
observam-se quatro sinais com integrais para 4H referentes aos hidrogénios aromaticos, com
acoplamentos orto-orto e orto-meta relacionados, definidos através de duplo dupletos, a
exemplo de & 7,18 ppm (dd, J = 7,5 ¢ 1,5 Hz, 1H). Em 6 7,16 ¢ 6 9,13 ppm observam-se a
presenca de dois simpletos, ambos com integral para 1H, referentes aos hidrogénios N-H do
nacleo DHPM.
Figura 10 Espectro de RMN de H' da estrutura 7
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Através dos espectros de RMN de '3C (Figura 11) foi possivel observar sinais para 15
atomos de carbono sendo: um sp* metilico (8C 14,2 ppm), que pode ser atribuido a metila do
éster etilico; um sp® metilénico (8C 42,7 ppm) referente ao CH> ligado ao Cloro; um sp?
metinico (8C 49,56 ppm), referente ao C-H do centro estereogénico; um sp> metilico oxigenado
(8C 55,7 ppm), referente ao grupo metdxi; um sp® metilénico oxigenado (8C 60,17 ppm)
correspondente ao CH: do éster etilico; cinco sp? metinicos (8C 129,4; 127,6; 120,6; 111,6;
100,8; ppm); trés quaternarios (6C 131,3, 146,8 e 152,6 ppm) e dois carbonilicos (6C 156,9 e
164,7 ppm).
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Figura 11 Espectros de RMN de "°C da estrutura 7
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4.2 Sintese dos hibridos moleculares

A sintese dos hibridos DHPM-adenina foi realizada segundo metodologia descrita por
Petrov e colaboradores, com adaptagdes®, conforme o Esquema 8.

Esquema 8 Preparacdo dos hibridos moleculares

/—R NHZ
N3N DMF,Na,co, -~ O
A~ <Jﬁ—> :
/g ” N 1h, 100°C H
N 0] N N
a Nr/l »
N

N
NH,

Fonte: Elaborada pela autora (2019)
A sintese dos hibridos DHPM-adenina foi realizada utilizando um baldo de uma boca,
onde adicionou-se a DHPM-CI (2 mmol), adenina (270 mg), carbonato de sodio (420 mg), e
DMF (5mL). A reagdo foi mantida sob agitacdo durante uma hora, em um banho de 6leo pré-
aquecido a 100 °C. O término da reacdo foi monitorado via CCD, em seguida a mistura

reacional foi dissolvida em aproximadamente 10 mL de acetato de etila e transferida para um
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funil de separacdo. Extraiu-se o produto com aproximadamente 30 mL de dgua por 5 vezes, e
posterior uma lavagem com aproximadamente 30 mL solugdo saturada de cloreto de sddio. A
fase organica foi separada, seca com sulfato de magnésio anidro, e concentrada em um
rotacvaporador rotativo a pressdo reduzida. Os produtos foram isolados por diferenca de
solubilidade, onde foi adicionado diclorometano e hexano, ocorrendo a precipitagao do produto,
e posterior filtragdo a vacuo do mesmo, obtendo o produto.

Para investigar as melhores condi¢des reacionais utilizou-se como substrato modelo o
hibrido DHPM-(2-OMe) e adenina. Modicaram-se algumas variaveis, tais como: base,
quantidade de base, o tempo reacional, o catalisador, solvente; além de formas alternativas de

aquecimento tais como o micro-ondas e sonda de ultrassom.

4.3 OTIMIZACAO DAS CONDICOES REACIONAIS

4.3.1 Influéncia da quantidade de base

Iniciou-se o processo de otimizacdo em busca da quantidade adequada de base para o

sistema reacional. Tendo em vista algumas reagdes similares descritas na literatura%>-%°

, optou-
se inicialmente pela escolha de KoCO3 como base e temperatura de 100 °C. Na Tabela 2,
encontram-se os resultados desta otimizagdo preliminar, e observa-se que a melhor condi¢ao
reacional obtida sdo as usadas na Entrada 1, caracterizada pela utilizacdo de 2 equivalentes da
base. Na condi¢ao reacional da Entrada 2, nio foi realizado a adicdo da base, onde nao foi

observado a formagdo de produto. Na terceira entrada a base foi usada em quantidade

equimolar, e observou se a formacao do produto, porém com rendimento de apenas 5%.

Tabela 2- Otimizac¢do da quantidade de base

R
R NH, o)
° SN KeCOs o NH
o | \H : <N N/) DMF (5 mL) I "o
I N"So 1h, 100°C r/N | N/>
NS~~N
NH,
Entrada Base Tempo (h) Rendimento” (%)
1 K>COs 1 30
2 K2COs3 2 -
3 K>COs°¢ 1 5

Condigdes reacionais: ® Rendimento isolado. ¢ lequivalente
de base
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4.3.2 Influéncia da Base

Tendo em vista os resultados supracitados, seguiu-se com a utilizagdo de diferentes tipos
de bases: sendo organicas e inorganicas. Os resultados podem ser vistos na Tabela 3.
Considerando-se a similaridade nos rendimentos obtidos para o produto empregando-se
NaCOs;, KoCO3 e KOH, optou-se pela base Na;COs para dar continuidade ao processo de
otimizacao da metodologia, tendo em vista menor custo ¢ a facilidade de manuseio. Ao utilizar
bases organicas fracas como Et3N, ndo foi possivel observar a formag¢dao do produto.Com a
finalidade de observar se a rea¢do s6 ocorre aquecimento, foi realizado um teste em temperatura
ambiente, entretanto o rendimento ndo foi satisfatorio, com isso optou-se em manter o

aquecimento por uma hora.

Tabela 3- Otimizacdo das bases

NH,
) </N | \/)N 2 eq. base
u N 1h, 100°C
NH,
Entrada Base Rendimento * (%)
1 NaxCOs 30
2 KOH 21
3 Et;N -
4 Cs2CO3 15
5 NaxCOs3 ¢ 20°
6 NaH 12
7 K>CO3 30

Condigdes reacionais: solvente DMF 5 mL ® Rendimento

isolado. ¢ Temperatura ambiente (25°C).
4.3.3 Influéncia dos Solventes

Em seguida, avaliou-se a influéncia do solvente na reacdo e os resultados podem ser

vistos na Tabela 4. Haja vista que todos os reagentes sdo solidos optou-se por usar 5 mL do
solvente para que fosse possivel a solubilizacdo de todos eles. Analisando todos os solventes
testados, foi possivel observar que ao utilizar DMF, o produto foi obtido com maior rendimento.
E interessante ressaltar que a adenina ndo é solivel em agua, o que pode ter implicado na ndo
obtencdo do produto. Foram testados solventes considerados mais verdes tais como
etilenoglicol e glicerol, mas estes ndo foram eficientes em promover a formagao do produto

desejado, sendo que os rendimentos obtidos foram 20% e 3%, respectivamente.
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Tabela 4- Otimizacao do solvente

NH,
) </N | \/)N 2eq.Na,CO; g
u N 1h, 100°C
N
]
N~
NH,
Entrada Solvente Rendimento *(%)
1 DMSO 18
2 Etanol 11
3 Glicerol 3
4 Etilenoglicol 20
5 H»0 -
6 PEG 400 6
7 Lactato de Etila 5
8 DMF 30

Condicdes reacionais: solvente 5 mL ® Rendimento isolado.

4.3.4 Avaliacao de outros parametros

De modo a avaliar outras variaveis, testaram-se metodologias de sintese alternativas como
micro-ondas conforme Entradas 1 ¢ 2, no entanto, os rendimentos obtidos foram de 11% e
12%, respectivamente, reportados na Tabela 5, sendo assim descartou-se o uso de micro-ondas.

Além disso, testou-se a utilizagdo de catalisadores como iodeto de potéssio e iodeto de
cobre observando uma reducao significativa no rendimento reacional, reportados nas Entradas
4 e 5 com os rendimentos de 6% e 12%, respectivamente.

Finalmente, fez se uso de uma sonda de ultrassom, também ndo resultou em uma
influéncia positiva no acréscimo de rendimento. Com isso, as condigdes reacionais ja pré-
definidas foram mantidas, que estdo descritas na Entrada 1 da Tabela 2, com 30% de

rendimento.
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Tabela 5 Otimizagdo de outros parametros

—R NH,
N 2 eq. Na,CO N
+ </ | NN q 2003 (0]
NH J
u N

N"o N
a " ] N,)
NS~ SN
NH,
Entrada Base Temperatura °C  Rendime
nto

1 5 min/100W  Na,COs - 11
2 10 min/100W  NaxCOs - 12
3 ultrassom NaxCOs - 10
4 Cul (20 %)  NaxCOs3 100 6
5 KI20% NaxCOs3 100 12
Condicdes reacionais: solvente DMF 5 mL ? Rendimento

isolado.

4.4 Caracterizacao dos hibridos

Em busca de uma variacao estrutural dos hibridos foram sintetizadas as moléculas
mostrados na Figura 12.

Figura 12 Variagdo estrutural dos hibridos DHPM-adenina
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Na caracterizagdo espectroscopica, através das analises de RMN uni e bidimensionais, o
composto 16 foi o hibrido molecular escolhido como representante entre os analogos desta

classe. A Figura 13 apresenta o espectro de RMN de 'H, obtido na frequéncia de 400 MHz,
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utilizando-se DMSO-ds como solvente ¢ TMS como padrao interno, sendo os deslocamentos
quimicos medidos em unidades adimensionais 6 (ppm).

No espectro € possivel observar os sinais referentes a por¢ao éster com um tripleto
centrado em 6 1,02 ppm (3H, t, /= 7,3 Hz, H-15) e um quarteto em 5,39 ppm (2H, q, J=11,5
Hz, H-14). Também ¢ possivel verificar um sinal caracteristico de grupo metdxi, com um
simpleto em 6 3,71 ppm (3H, s); ja em 6 5,53 ppm (1H, d, J = 3,02 Hz, H-16) um sinal com
multiplicidade para dupleto referente ao CH do centro estereogénico. Na regido entre o 6,84-
7,24 ppm observam-se quatro sinais com integrais para 4H referentes aos hidrogénios
aromaticos, com acoplamentos orto-orto e orto-meta relacionados, definidos através de duplo
dupletos, a exemplo de 6 7,18 ppm (dd, J=7,5 ¢ 1,5 Hz, 1H). Em 6 7,36 ppm ¢ possivel observar
um simpleto com integral 2H atribuido aos hidrogénios do grupo NH do ntcleo adenina; além
de outros dois simpletos em & 8,05 e 0 8,20 e ppm, referentes aos hidrogénios do nucleo da base
purinica. Em 6 7,54 € 6 9,20 ppm observam-se a presen¢a de dois simpletos, ambos com integral
para 1H, referentes aos hidrogénios N-H do nucleo DHPM, completando desta forma a

atribui¢o dos sinais referentes ao RMN de 'H (400 MHz, DMSO-djs), que corroboram com a

estrutura proposta.
igura 13 Espectro de RMN de 'H da estrutura de 16
PR W Vi
1'0 14
2 |, 21 19 16 23
| 17 | JJJL
T T T T S 15
16 ’
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lllt A J ] “ -
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Através dos espectros de RMN de °C (Figura 14) e DEPT-135 (Figura 15) foi possivel
observar sinais para 20 4tomos de carbono sendo: um sp* metilico (§C 14,2 ppm), que pode ser
atribuido a metila do éster etilico; um sp® metilénico (8C 42,7 ppm) referente ao CH ligado a
adenina; um sp®> metinico (8C 50,6 ppm), referente ao C-H do centro estereogénico; um sp’
metilico oxigenado (8C 55,6 ppm), referente ao grupo metdxi; um sp> metilénico oxigenado
(8C 60,2 ppm) correspondente ao CHa do éster etilico; seis sp? metinicos (§C 111,6; 120,5;
128,5; 129,4; 141,0 e 153,0 ppm); sete quaternarios (6C 101,3; 119,0; 130,8; 144,4; 150,2;
151,85 e 156,4 ppm) e dois carbonilicos (6C 157,3 e 165,2 ppm).

Figura 14 Espectro de RMN de "°C do hibrido molecular 16
VY2 B N VA VA B T .
o) o~
~o 7 NH
N’go
N N H
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NH,
[
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f1 (ppm)
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Figura 15- Espectro de RMN de DEPT-135 do hibrido molecular 16
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Baseado nos dados espectrais de RMN, tanto de carbono como de hidrogénio, ndo foi
possivel realizar a caracterizagcdo de forma definitiva da estrutura, ja que no ntcleo da adenina
(Figura 16) ha mais que um nitrogénio potencialmente reativo e, desta forma ndo foi possivel

atribuir de maneira inequivoca, em qual deles o nucleo DHPM estava ligado.

Figura 16 Estrutura da adenina
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Fonte: Elaborada pela autora (2019)
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Quando a adenina ¢ colocada em um sistema reacional basico, o préton mais acido ligado
¢ retirado e com isso € possivel que ocorra ressondncia no amideto formado, podendo resultar
em mais que uma possibilidade de ligagio em diferentes nitrogénios®’

Ha possibilidade de ligacao nos cinco nitrogénios, devido a ressonancia existente no anel,
entretanto existem dois sitios ativos mais comuns para que ocorra a ligacao, sendo estes o N7 e

o N9, que estdo de acordo com a literatura, °* conforme apresentado na Figura 17

Figura 17 Estrutura com marcagio do composto 16
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Estudou-se a possibilidade de a ligacao ocorrer no N7 e, com isso haveria chance de no
espectro ROESY aparecer a interagdao entre os hidrogénios do N10 com os Hidrogénios do
Carbono 10°. Portanto, se fez necessaria a realizacdo das analises de RMN de 2D e RMN N
do hibrido 16, os dados retirados dos espectros estdo descritos na Tabela 6, e as principais

correlagdes referentes ao HMBC mostrado na Figura 18.

Figura 18 . Principais correlagdes do HMBC do hibrido 16
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Tabela 6 Deslocamentos quimicos referentes ao composto 16

5H ppm 5C HMBC* ROESY*
(m,
JHz)) HMQC
*Jen Jcu
1 - - - - -
2 8,05 (s, 1H) 141,01 - - -
3 - - - - -
4 ; 150.2 ; i i
5 - 119,0 - - -
6 ; 1312 ; ; ;
7 - - - B} }
8 8,20 (s, 1H) 153,0 - - -
9 - - - - -
10 735 (s, ; ; i i
1H)
100 397(m2H) 602 ; H-8 i
11 - 144.,4 H-26 H-16 -
12 - 101,3 H-16 H-26 -
13 - 157,3 - - -
14 539(q,J 427 ; i i
~ 11,5 Hz, 2H)
15 1,02 (t, J 14,2 - - H-10’
— 7.3 Hz, 3H)
16 553(d,J 50,6 ; i i
— 3,02 Hz, 1H)
17 - 152,2 H-16 - -
18 7,17 (dd, 128,5 - H-16 -
J=75¢1,5Hz,
1H)
19 6,83 120,5 - - -
20 7,23 129,4 - - -
21 6,98 111,6 - - -
22 - 156,4 H-23 - -
23 3,71 (s, 3H) 55.6 ; ; ;
24 7,53 (s, 1H) ; ; ; ;
25 - 165,2 H-26 H-16 -

26 9,2 (s, 1H) ; ; _ ]

*Principais correlagdes para HMBC e ROESY
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Entretanto essa interacdo ndo pode ser observada nesse espectro conforme mostrado na
Tabela 6, o que sugere que a ligacdo deve ocorrer no N9. Assim, através das andlises realizadas
nao foi possivel determinar a estrutura dos hibridos moleculares de maneira inequivocas. Desse
modo, para confirmacao estrutural foi necessério o auxilio da difratometria de Raios-X.

Foi possivel a obtencdo de monocristais do hibrido 16. Ele foi obtido através da
recristalizagdo do composto em metanol, o qual originou monocristais brancos pertencentes ao
sistema cristalino triclinico com grupo espacial C2. Uma representacdo visual da estrutura
molecular do hibrido 16 se encontra na Figura 19 e os principais parametros cristalograficos e
de refinamento estdo listados na Tabela 7.

Figura 19 Representagdo ORTEP do hidrido 16

C20

C18

Cl8

C15

Fonte: Elaborada pela autora (2019)

Resumidamente, pela analise do ortep, a formagao da liga¢do entre os 4tomos C10°-N9
do hibrido, mostrando que a reacdo € regioespecifica em favor da ligagdo com esse nitrogénio.
Assim, consideramos que a estrutura dos hibridos formados entre as DHPM-CI e adenina

puderam ser identificados de maneira inequivicas.
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Outros dados que puderam ser observados nesse hibrido 16, foi o comprimento da

ligagdo C10-N9, que foi de 1,462 A, e o angulo formado entre os atomos N9-C10-C11 foi de

109,9°, consistente com a geometria tetraédrica do atomo de carbono C10.

Tabela 7 Dados de coleta DRX-monocristal e parametros de refinamento para o composto 16

Férmula empirica

C20 H22 N7 O450

Massa Molar (g/mol)

432,44

Comprimento de

onda (A) h

1,54178

Sistema Cristalino

Monoclinico

Grupo Espacial

C2

Parametros de cela

a=22,7512(10) A

b=7,5544(3) A

c=11,8118(5) A

o a=y=90°.
B 100,0800(10)°.
Volume (A3) 1998,78(15)
Z 4
Densidade (Mg/m3) 1,437
Coeficiente linear de 0,879
absor¢io (mm™)
F(000) 908
Dimensao do cristal 0,400 x 0,200 x
(mm3 ) 0,120
Numero de reflexoes 10179
coletadas
Reflexodes 3386
Independentes
Completeness theta 99,7 %

65.243°
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Método de

Minimo
refinamento quadrados/matriz
completa em F2
GOOF 1,041
Final R indices R1=0,354
[I>2sigma(I)] wR2 = 0,094
R indices (all data) R indices (all

data)
Com este importante avango sintético foi possivel disponibilizar amostras dos 3

diferentes hibridos moleculares para a nossa parceira bioquimica, Professora Rozangela

Pedrosa realizar as avaliagcOes de suas atividades antitumorais

4.5 Testes biologicos
Os hibridos moleculares 14,16 e 17 tiveram seu efeito antitumoral avaliado frente a duas

linhagens tumorais MCF-7 (cancer de mama) e HepG2 (hepatocarcinoma), a fim de verificar a
efetividade da hibridizacao. O efeito citotoxico dos hibridos moleculares foi avaliado segundo
Mosmann® ap6s tratamento das células com os compostos por 72 horas, os valores de ICso para
os hibridos podem ser observados na Tabela 8. Dentre os hibridos avaliados, o composto mais
citotoxico, ou seja, apresenta os menores valores de ICso foi o composto 14 com valores de
88,23 uM para as células HepG2 e com valores de 162,0 uM para as células MCF-7, entretanto
nao apresentou uma boa seletividade.

Entretanto, os compostos nao apresentaram atividade citotoxica promissora frente a essas
linhagens comparados ao padrdao Doxorubicin, sendo necessario, portanto, novos testes com

outras linhagens celulares e/ou modificacdes estruturais a fim de se obter menores valores de
ICso
Tabela 8- Efeito citotoxico in vitro dos hibridos 14,16 e 17 contra as HepG2, McCoy e MCF-7.

Hibridos de ICS50(pM)
adenina  ffepnG2 McCoy  MCF-7
DOXORUBICIN | 0.1167 0,19 3.9
AD _Ph (17) 88,38 1444 155,5
AD 2-0Me(16) = 221,84  162,0 128.,0
AD 4-C1(14) 88,23 56,99 106,7

Tempo de tratamento: 72 h
Experimentos realizados em triplicata e dados apresentados como média+DP

“ICso= Concentracdo que expressa a metade da viabilidade.
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5 EXPERIMENTAL

5.1 Materiais

Os solventes organicos utilizados para isolamento e purificacdo foram obtidos de
fontes comerciais (Vetec, Synth e Quimidrol) e, quando necessario, foram purificados
utilizando métodos descritos em literatura.

Os reagentes empregados nas sinteses e andlises, foram adquiridos de fontes
comerciais (Sigma Aldrich, Acros e Vetec) e utilizados sem purificagdao prévia, sendo eles: 4-
Cloroacetoacetato, acido cloridrico, ureia, etanol, benzaldedo, 2-metobenzaldeido, 4-
metobenzaldeido, 2-clorobenzaldeido, 4-clorobenzaldeio, adenina, carbonato de so6dio,
bicarbonato de sodio, hidroxido de soédio, carbonato de césio, hidroxido de potassio,
trietilamina, tert-butdéxido de potassio, glicerol, dimetilformamida, lactato de etila, PEG 400,
etilenoglicol, etanol, iodeto de cobre, hidreto de sddio, hidréxido de sodio, dimetilsulfoxido, .

As placas de cromatografia em camada delgada (CCD) provém de fontes comerciais,
gel de Silica da marca Machrrey-Nagel com 0,25 mm de espessura e particulas entre 5 a 40 um
de diametro. Utilizou-se, como método de revelagado, luz ultravioleta, cuba de iodo e solucao
4cida de vanilina, seguido de aquecimento a 110 "C.

Para os produtos que foram purificados com o uso de cromatografia em coluna (CC), o
material utilizado foi uma coluna de vidro e, como fase estacionaria, gel de silica 0,063-0,2

mesh (Machrrey-Nagel).

5.2 Caracterizacao das DHPM-CI1

A sintese das DHPM-CI foi realizada segundo metodologia descrita no item 4., seguem
abaixo os dados espectroscopicos e espectrométricos dos produtos obtidos:
( y DHPM-C17
Etil 6-(clorometil)-4-(2-metoxifenil)-2-o0xo0-1,2,3,4-

o 0/ tetrahidropirimidina-5-carboxilato;Rendimento=70%
p.f.:172-175 °C; (C15H17CIN204); RMN de 'H (200 MHz,

/\O | /t-l DMSO-ds) o (ppm) = 9,13 (s, 1H); 7,16 (s, 1H); 6,95 (4,
N (o) J=17,4Hz, 1H); 6,82 (d, J= 7,4 Hz, 1H); 6,69 (d, J=8§,1

Cl H Hz, 1H); 6,58 (d, J= 7,2 Hz, 1H); 5,22 (s, 1H); 4,42 (dd,

J= 10,4 Hz, 2H); 3,67 (d, J = 7,0 Hz, 2H); 3,49 (s, 3H);
0,75 (t, J= 7,0 Hz, 3H). RMN de 3C (50 MHz, DMSO —ds) 5 (ppm) = 164,7; 156,9; 152,6;
146,8; 131,3; 129,4; 127,6; 120,6; 111,6; 100,8; 60,17; 55,7; 49,56; 39,49; 14.2.
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DHPM-CI 8

Etil 6-(clorometil)-4-(2-clorofenil)-2-o0xo0-1,2,3,4-
tetrahidropirimidina-5-carboxilato;Rendimento= 77%
p.f= 163-165°C; (CisH1sCLN203);RMN de 'H (200
MHz, DMSO-ds) 6 (ppm) = 9,60 (s, 1H), 7,86 (s, 1H), 7,34
(d, J=12,3 Hz, 4H), 5,71 (d, J = 2,8 Hz, 1H), 4,75 (dd, J
=10,6 Hz, 2H), 3,96 (q, J = 7,0 Hz, 2H), 1,02 (t,J = 7,1
Hz, 3H).RMN de "*C (50 MHz, DMSO ds) & (ppm) =

163,8; 151,3; 146,9; 140,9; 131,7; 129,5; 129,4; 128,6; 127,8; 100,4; 59,8; 51,3; 39,1; 13,7.

DHPM-CI 10

Etil 6-(clorometil)-2-oxo0-4-fenil-1,2,3,4-
tetrahidropirimidina-5-carboxilato; Rendimento= 66% ;
p.f=171-173 °C; (C14H5CIN2O3); RMN de 'H (400 MHz,
DMSO-ds) & (ppm) = 9,52 (s, 1H), 7,87 (s, 1H), 7,29 (d, J
= 8,3 Hz, 5H), 5,20 (d, /= 3,2 Hz, 1H), 4,69 (dd, J = 10,6
Hz, 2H), 4,03 (q, /= 7,0 Hz, 2H), 1,11 (t, J="7,1 Hz, 3H).
RMN de '*C (101 MHz, DMSO-ds) § (ppm) = 164,2; 152,0;

146,0; 143,9; 128,5; 127,6; 126,3; 101,8; 59,9; 53,9; 39,2; 13,90.

~0
o)
-0 | NH
NS0
c H

DHPM-CI 12
Etil 6-(clorometil)-4-(4-methoxiphenil)-2-o0xo0-1,2,3,4-

tetrahidropirimidina-5-carboxilato; Rendimento =81 %
;p.f= 185-187 °C; (C15H17CIN204) RMN de ;. 'H (200 MHz,
DMSO-ds) o (ppm) 9,48 (s, 1H), 7,80 (s, 1H), 7,18 (d, J =
8,5 Hz, 2H), 6,89 (d, J = 8,5 Hz, 2H), 5,15 (d, /= 2,9 Hz,
1H), 4,69 (dd, J = 11,0 Hz, 2H), 4,03 (q, J = 7,0 Hz, 2H),
3,72 (s, 3H); 1,12 (t, J=7,0 Hz, 3H). RMN de '*C (50 MHz,
DMSO-ds) & (ppm) 164,3; 158,7; 152,1; 145,7; 136,1;

127,5; 113,8; 102,1; 59,9; 55,1; 53,3; 39,1; 13,94.
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DHPM-CI 6
Etil 6-(cloromethl)-4-(4-hidroxi-3-methoxifenil)-2-oxo-
1,2,3,4-tetrahidropirimidina-5-carboxilato;
Rendimento=77%; p.f.=165-168°C ; (CisH17CIN2Os) ;RMN
de'H (400 MHz, DMSO-ds) & (ppm) = 9,43 (s, 1H), 7,75 (s,
1H), 6,80 (d, /= 1,9 Hz, 1H), 6,71 (d, J = 8,1 Hz, 1H), 6,63
(dd, J=8,1, 1,9 Hz, 1H), 5,09 (d, /= 3,2 Hz, 1H), 4,68 (dd, J
=10,6 Hz, 2H), 4,04 (q, J= 7,1 Hz, 3H), 3,71 (s, 3H), 1,12 (t,

J=17,1 Hz, 3H). RMN de 3C NMR (101 MHz, DMSO-ds) & (ppm) = 164,3; 152,1; 147.4;
146,0; 145,6; 134,9; 118,5; 115,3; 102,0; 59,9; 55,5; 53,5; 39,3; 13.9.

\\

DHPM-C19

Etil 6-(clorometil)-2-oxo-4-(p-tolil)-1,2,3,4-
tetrahidropirimidina-5-carboxilato; = Rendimento=77%
p.f= 164-168°C;-(C1sH17CIN203); RMN de 'H (400 MHz,
DMSO-ds) 6 (ppm) = 9,48 (s, 1H), 7,82 (s, 1H), 7,14 (s, 4H),
5,15 (d, J=3,2 Hz, 1H), 4,68 (dd, /= 10,6 Hz, 2H), 4,03 (q,
J=17,0Hz, 2H), 2,26 (s, 3H), 1,12 (t,J= 7,1 Hz, 3H). RMN
de *C (101 MHz, DMSO-ds) & (ppm) = 164,2; 152,1; 145,8;

141,0; 136,8; 129,0; 126,2; 101,9; 59,9; 53,6; 39,2; 20,6; 13,9.

Cl

100,8; 60,3;51,8; 14,2.

DHPM-CI 13

Etil 6-(clorometil)-4-(4-clorofenil)-2-oxo-1,2,3,4-
tetrahidropirimidina-5-carboxilato; Rendimento=75%,
p.f= 179-182 °C; C14sH14CLN,O3;, RMN de 'H (400 MHz,
DMSO-ds) 6 (ppm) = 9,60 (s, 1H), 7,86 (s, 1H), 7,43 (d, J =
7,2 Hz, 2H), 7,34 (d, /= 3,0 Hz, 2H), 5,67 (d, /J=3,0 Hz, 1H),
4,72 (d, J=10,6 Hz, 2H), 3,95 (q, J = 7,1 Hz, 2H), 1,01 (t, J
=7,1 Hz, 3H). RMN de *C (101 MHz, DMSO--ds) & (ppm) =
164,3; 151,7; 147,4; 141,4; 132,1; 129,9; 129,8; 129,1;128,2;
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DHPM-CI1 11
Etil 6-(Clorometil)-4-(3-nitrofenil)-2-oxo0-1,2,3,4-

NO,

tetrahidropirimidina-5-carboxilato. Rendimento= 82 %
p.f=°C : C14sH14CIN3O0s. RMN de 'H (200 MHz, DMSO-ds)
| /g d (ppm) = 9,68 (s, 1H), 8,13 (s, 2H), 8,01 (s, 1H), 7,68 (d, J
N (o) = 8,3 Hz, 2H), 5,38 (d, /= 2,7 Hz, 2H), 4,70 (dd, 2H), 4,05
Cl H (d,J=6,9 Hz, 2H), 1,11 (t, J= 7,0 Hz, 3H). RMN de'*C (50
MHz, DMSO-ds) & (ppm) = 163,9; 151,7; 147,8; 147,1;

146,0; 133,0; 130,3; 122,6; 121,1; 100,7; 60,1; 53,4; 13,8.

5.3 Caracterizacao dos hibridos moleculares

A sintese dos hibridos DHPM-adenina foi realizada segundo metodologia descrita no

item 4.2 e confirmadas a seguir pelos dados espectroscopicos:

Hibrido 16
o o~ Etil 6-((6-amino-9H-purin-9-il)metil)-4-(2-metoxifenil)-2-
o0 NH 0x0-1,2,3,4-tetrahidropirimidina-5-carboxilato;
endimento= 0, C20H21N704; P.1L: - 5 ¢
|N o Rendi 30%; C20H21N704. P.f: 234-236°C ; RMN de 'H
(/N n H (400 MHz, DMSO-ds) 6 (ppm) = 9,20 (s, 1H); 8,20 (s, 1H);
N | N/> 8,05 (s, 1H); 7,54 (s, 1H); 7,36 (s, 2H); 7,24 (t, J = 8,6 Hz, 1H);
NH, 7,18 (dd, J=17,6, 1,5 Hz, 1H); 6,99 (d, J= 7,8 Hz, 1H); 6,84 (t,

J=1,1Hz, 1H); 5,54 (d, J= 2,9 Hz, 1H); 5,39 (dd, /= 11,3 Hz,
2H); 3,97 (q, J=17.1, 3,8 Hz, 2H); 3,71 (s, 3H); 1,02 (t, J = 7,1 Hz, 3H). RMN de '3C (101
MHz, DMSO) 6 (ppm) = 165,2; 157,1; 156,4; 153,0; 152,2; 150,2; 144,4; 141,0; 131,2; 129.4;
128,5; 120,5; 119,0; 111,6; 101,7; 60,2; 55,6; 50,6; 42,71; 14,2. RMN de '°N (41 MHz,
DMSO) & 239,5; 236,1; 224,5; 122,3; 94,0; 81,6; 51,0. HRMS: [M+H] calc.(m/z): 424,1725.
encontrado (m/z): 424,1728.
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Hibrido 17

Etil 6-((6-amino-9H-purin-9-il)metil)-2-oxo-4-fenil-1,2,3,4-
tetrahidropirimidina-5-carboxilato; Rendimento= 25%; p.f.=
204-209 °C (C19H19N703); RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds)
o (ppm) = 9,33 (s, 1H); 8,19 (s, 1H); 8,02 (s, 1H); 7,93 (s, 1H);
7,33 (s, 2H); 7,31 (d, J=7,3 Hz, 5H); 5,39 (dd, J= 16,1 Hz,
2H); 5,22 (d, J= 3,3 Hz, 1H), 4,01 (q, /= 7,3 Hz, 2H), 1,05 (t,
J=17,1 Hz, 3H). RMN de *C (101 MHz, DMSO-ds) & (ppm) =

164,7; 156,0; 152,5; 151,7; 149,7; 144,0; 143,9; 140,6; 128,5; 127,6; 126,6; 126,5; 118.5;
102,7; 60,0; 54,3; 13,9. HRMS: [M+H] calc.(m/z): 394,1624. encontrado (m/z): 394,1622.

cl
o

-0 | NH

o

NN

(/

Y w

NH,

Hibrido 14

Etil 6-((6-amino-9H-purin-9-il)methil)-4-(4-clorofenil)-2-oxo-
1,2,3,4-tetrahidropirimidina-5-carboxilato;Rendimento=15 %
p.f= 248-252 °C; (CioHisCIN7O; ); RMN de 'H (400 MHz,
DMSO-ds) 6 (ppm) = 9,36 (s, 1H); 8,18 (s, 1H); 8,01 (s, 1H); 7,91
(s, 1H); 7,38 (d, /= 8,6 Hz, 2H); 7,32 (d, J= 8,6 Hz, 2H); 7,29 (s,
2H); 5,38 (dd, J =4,9 Hz, 2H); 5,20 (d, J = 3,3 Hz, 1H); 4,01 (q,
J=17,1Hz, 2H); 1,05 (t,J = 7,1 Hz, 3H). RMN de '*C (101 MHz,
DMSO-ds) & (ppm) = 164,5; 155,9; 152,5; 151,5; 149,7; 1444,

143,0; 140,7; 132,1; 128,5; 128,4; 118,5; 102,0; 60,0; 53,7; 39,7; 13,8. HRMS: [M+H]
calc.(m/z): 428,1230. encontrado (m/z): 428,1232.
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Hibrido 15
Etil 6-((6-amino-9H-purin-9-il)metil)-4-(2-clorofenil)-2-o0xo-
1,2,3,4-tetrahidropirimidina-5-carboxilato;Rendimento=12%
p.f= 264-267°C; (Ci9H;sCIN703); RMN de 'H (400 MHz,
DMSO-ds) 6 (ppm)= 9,38 (s, 1H); 8,20 (s, 1H); 8,09 (s, 1H); 7,89
(s, 1H); 7,52 — 7,45 (m, 1H); 7,42 — 7,36 (m, 1H); 7,31 (s, 2H);
7,29 — 7,22 (m, 2H); 5,70 (d, J = 3,0 Hz, 1H); 5,42 (dd, J = 5,7
Hz, 2H); 3,93 (q, J = 7,3 Hz, 2H); 0,98 (t, /= 7.1 Hz, 3H). RMN

de *C (101 MHz, DMSO-ds) & (ppm) = 164,8; 156,4; 152,9; 151,4; 150,2, 145,6; 141,5; 141 4;
132,1; 129,8; 128,1; 119,0; 101,6; 60,3; 52,2; 42.8; 39,9, 14,2. HRMS: [M+H] calc.(m/z2):
428,1237 encontrado (m/z): 428,1232
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5.4Métodos e instrumentacio
Para a caracterizacdo dos compostos obtidos para elaborag¢ao desse trabalho, foi utilizado

equipamentos e técnicas descritas nessa secao.

5.5 Espectroscopia no infravermelho-1V

Os espectros na regido do infravermelho foram obtidos por Refletancia Total Atenuada
(ATR) em um espectrofotometro Perkin Elmer Spectrum 100, na regido de 4000 a 600 cm-1 no
Laboratorio de Bioinorganica e Cristalografia, no Departamento de Quimica da UFSC. Os
espectros das amostras foram adquiridos na regidao do IV em um espectrofotometro de
infravermelho com Transformada de Fourier e com acessorio de Refletancia Total Atenuada
Horizontal (FTIR — ATR) da Perkin-Elmer Spectrophotometer Spectrum 100, com cristal de
ZnSe (45°) e um detector TGS (“triglycine sulfate”). As medidas das amostras foram corrigidas
pelo espectro do branco que foi registrado somente com background feito com ar ambiente, ou
seja, sem nada sobre o cristal e posteriormente subtraido do espectro da amostra. A temperatura

da sala encontrava-se em torno de 25 °C.

5.6 Ponto de fusao

Os valores de ponto de fusao (P.F.) foram determinados em aparelho MQ APF-301, nao

aferido, localizado no LabSelen, Departamento de Quimica-UFSC.

5.7 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio e Carbono — RMN
de 'H e *C

Os espectros de ressonancia magnética nuclear (RMN) de 'H e '3C foram obtidos em
espectrometros Bruker Avance 200 ou AS-400, operando em 200 e 400 MHz respectivamente,
que se encontram na Central de Andlises, Departamento de Quimica - UFSC. As amostras
foram dissolvidas em dimetilsufoxido deuterado, empregando-se tetrametilsilano (TMS) como
padrdo interno. Os deslocamentos quimicos (9) estdo relacionados em parte por milhdo (ppm)
em relacdo ao TMS, colocando-se entre parénteses a multiplicidade (s = simpleto, d = dupleto,
t = tripleto e, m = multipleto), o nimero de hidrogénios deduzidos da integral relativa e a

constante acoplamento (J) expressa em Hertz (Hz).
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5.8 Espectroscopia de massas de alta resolucao

As analises de HRMS foram realizadas em um espectrometro de massas micrOTOF QII
Bruker, disponivel no Centro de Biologia Molecular Estrutural (CEBIME — UFSC), operado
em modo de ion positivo empregando-se os métodos de ionizacdo quimica a pressao
atmosférica APCI (Atmospheric Pressure Chemical Ionization) ou APPI (Atmospheric Pressure
Photoionization) com injecdo manual das amostras. Os dados foram processados em um

software Bruker Data Analysis versao 4.0 e, expressos como m/z.

5.9 MICRO-ONDAS

As reagoes sob irradiagdo de micro-ondas foram realizadas no MesoLab-Departamento
de Quimica-UFSC, em tubos especificos selados com 10 mL de volume, em um aparelho
Monomode Reactor CEM Discover, equipado com Explore, de 24 posi¢cdes, contendo um

controlador de pressdo e o monitoramento da temperatura € realizado por infravermelho.

5.10 Difratometria de Raio-X

As andlises de difracdo de Raios X de monocristal dos hibridos moleculares foram
realizadas na Central de Analises do Departamento de Quimica- UFSC, pelo Prof. Dr. Adailton
Joao Bortoluzzi. Utilizou-se um difratometro Kappa APEX II DUO equipado com um tubo de
molibdénio (MoKa A = 0,71073 A) e monocromador de grafite 4 150 K. Para a resolugdo da
estrutura cristalina foi utilizado o programa SHIELXS97, para refinar o método dos minimos
quadrados com matriz completa com a utilizagdo do programa SHELXL97. A obtengdo das
representacdes graficas das estruturas moleculares, foram geradas utilizando o programa

ORTEP.

5.11 Avaliacao biolégica
5.11.1Cultura de células

Células de linhagens tumorais MCF-7 (carcinoma de mama humano) e Hepg2
(carcinoma hepatocelular) foram adquiridas do banco de células do Rio de Janeiro. A linhagem
normal McCoy (fibroblasto de camundongo) foi adquirida do Instituto Adolfo Lutz. Todas as
linhagens foram mantidas e cultivadas a 37 °C sob atmosfera contendo COz a 5 % com 95 %
de umidade do ar, o que permite chegar a confluéncia. O meio DMEM utilizado na cultura foi
suplementado com 10 % de soro fetal bovino (FBS), penicilina (100 U / mL) e estreptomicina
(100 pg / mL).
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5.11.2Avaliagdo da viabilidade celular

A viabilidade celular foiavaliada pelo método colorimétrico do MTT (brometo de 3,4,5-
dimetiltiazol-2-il-2,5-difeniltetrazolil), que é um sal tetrazélio que ¢ reduzido a partir do
metabolismo mitocondrial, formando cristais de formazan de coloragdo parpura’.

O efeito citotoxico dos hibridos moleculares 14, 16 ¢ 17 foi avaliado frente as células
MCF-7, Hepg2 e McCoy, plaqueadas em placas de 96 pogos em uma densidade de (10 células
/ pogo) e incubadas com temperatura de 37 °C. Apos 24 h de incubacao, as c€lulas foram
tratadas com hibridos moleculares 14, 16 ¢ 17 em concentragdes crescentes (0,1, 1, 10, 100 e
1000 uM) no tempo de 72 h. Nos pocos do controle negativo, as células foram incubadas em
meio contendo somente o veiculo de diluigdo, DMSO 1%. Apds o tempo de exposi¢ao dos
compostos as células foram lavadas duas vezes com PBS e incubadas durante 2 h com MTT
(0,5 mg / mL). Os cristais de formazan foram entdo solubilizados pela adicado de DMSO (100
uL / poco), e a leitura foi realizada a 550 nm®®. Trés experimentos independentes foram
realizados, e os resultados da viabilidade celular foram apresentados como valores ICso, obtido

a partir da seguinte formula:

abs teste — abs branco x 100

Viabilidade celular (%) = abs controle

A concentracdo inibitéria de 50 % (ICso) foi calculada por regressao linear e expressa
por média + desvio padrao. O controle negativo, que apresentava somente o meio com veiculo

foi considerado como 100% de viabilidade celular.
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6 CONCLUSAO E CONSIDERACOES FINAIS.

Considerando-se os objetivos propostos para este trabalho e analisando-se os resultados
obtidos, ¢ possivel fazer algumas consideragdes frente os estudos realizados.

Foram preparados uma série de diidropirimidinonas, via reagdo multicomponente de
Biginelli, com bons rendimentos, as quais foram utilizadas como materiais de partida para a
sintese dos hibridos moleculares.

Partindo das DHPM-CI, foi sintetizado uma série de hibridos moleculares DHPM-
adenina inéditos. Apesar dos rendimentos ndo serem elevados, acreditamos que sejam
satisfatorios, considerando a complexidade das estruturas. Esses hibridos moleculares
apresentam caracteristicas interessantes do ponto de vista bioldgico, considerando-se as
moléculas utilizadas como materiais de partida.

A condicdo otimizada para a preparagdo dos hibridos foi conduzida utilizando-se DMF
como solvente, a 100°C na presenga de carbonato de s6dio, com o tempo reacional de uma hora.

Estudos preliminares sobre a atividade antitumoral desses compostos frente a linhagens
de células HepG2 e MCF-7 foram realizados, entretanto nao se mostraram muitos seletivos e
apresentaram pouca citotoxicidade em relacdo a Doxorubicin, sendo necessaria algumas
modificagdes estruturais para realizacao de novos testes.

Como perspectivas do trabalho fica a possibilidade de avaliacdo de atividade antiviral
desses compostos, ¢ a publicagdo desses resultados na forma de um artigo cientifico em um

perioddico conhecido na area.
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Anexo 7 Espectro de HRMS do composto 8
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Anexo 21 Espectro de HRMS do composto 14
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Anexo 25 Espectro de HSQC do composto 14
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Anexo 27 Espectro de ROESY do composto 14
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Anexo 28 Espectro de HRMS do composto 15
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Anexo 29 Espectro de IV do composto 15

U
4000

3500

3000

2500 2000
Wavenumber (cm-1)

1500 1000

500

89



90

96'0
860 W
66'0

Molecular Weight: 427,84

o composto 15

8E'6 —

|

Feoe

Fo0z

Feet

=680

960

4.5

5.0

5.5

6.5

8.5 8.0 7.5

9.0

9.5

f1 (ppm)

TTPT —

668 —
€8Ty —

~
o
n}

8
3
[

¥9' 10T —

00°6TT —

xo0 31 Espectro de RMN de "*C do composto 15

S1'82T —
m S8'62T —

A 80°ZET —

WYl
vSTPT a
LS'SPT —

61°0ST —
SH'IST 7
L6'TST e
TP'9ST —

€8'V9T —

T T T T T T T
160 150 140 130 120 110 100 90
f1 (ppm)

T
170

T
180



Ad ko

A

Anexo 32 Espectro de HMQC do composto 15
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Anexo 34 Espectro de ROESY do composto 15
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Anexo 37 Espectro de HSQC do composto 16.
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Anexo 38 Espectro de '’N do composto 16
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Anexo 39 Espectro de HMBC do composto 16
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Anexo 40 Espectro de NOESY do composto 16
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Anexo 41 Espectro de ROESY do composto 16
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Transmittance

Anexo 42 Espectro de HRMS do composto 17
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Anexo 43 Espectro de IV do composto 17

4000

3500 3000 2500 2000 1500
Wavenumber (cm-1)

1000

500

97



98

MN de 'H do composto 17

Q
o

Anexo 44 Espectro
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Anexo 46 Espectro de HMBC do composto 17
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Anexo 47 Espectro de NOESY do composto 17
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Anexo 48 Dados Cristalograficos

Tabela 1. Dados e refinamento da estrutura do cristal do hibrido 16.

100

Empirical formula
Formula weight
Temperature
Wavelength
Crystal system
Space group

Unit cell dimensions

Volume

Z

Density (calculated)
Absorption coefficient

F(000)

Crystal size

Theta range for data collection
Index ranges

Reflections collected
Independent reflections
Completeness to theta = 65.243°
Absorption correction

Max. and min. transmission
Refinement method

Data / restraints / parameters
Goodness-of-fit on F?

Final R indices [[>2sigma(I)]
R indices (all data)

Absolute structure parameter
Extinction coefficient

Largest diff. peak and hole

C20 H22 N7 04.50

432.44

150(2) K

1.54178 A

Monoclinic

C2

a=22.7512(10) A o= 90°.
b=7.5544(3) A
c=11.8118(5) A v =90°.
1998.78(15) A3

4

1.437 Mg/m?3

0.879 mm-!

908

0.400 x 0.200 x 0.120 mm?

3.801 to 65.243°.

-26<=h<=26, -8<=k<=8, -13<=I<=13
10179

3386 [R(int) = 0.0280]

99.7 %

Semi-empirical from equivalents
0.7526 and 0.6260

Full-matrix least-squares on F?
3386/1/303

1.041

R1=0.0354, wR2 = 0.0945
R1=0.0356, wR2 = 0.0948

0.16(15)

n/a

0.231 and -0.191 e.A3

B= 100.0800(10)°.
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Tabela 2. Comprimento de ligagdo [A] e angulos [°] para o hibrido 16.

N(1)-C(2) 1.332(4)
N(1)-C(6) 1.377(4)
C(2)-N(3) 1.331(4)
C(2)-H(2) 0.9500

N(3)-C(4) 1.356(4)
C(4)-N(9) 1.360(4)
C(4)-C(5) 1.383(4)
C(5)-N(7) 1.373(4)
C(5)-C(6) 1.410(4)
C(6)-N(10) 1.333(4)
N(7)-C(8) 1.316(4)
C(8)-N(9) 1.363(4)
C(8)-H(8) 0.9500

N(9)-C(10) 1.462(3)
N(10)-H(10C) 0.78(4)
N(10)-H(10D) 0.92(4)
C(10)-C(11) 1.510(4)
C(10)-H(10A) 0.9900

C(10)-H(10B) 0.9900

C(11)-C(12) 1.351(4)
C(11)-N(26) 1.371(4)
C(12)-C(13) 1.471(4)
C(12)-C(16) 1.522(4)
C(13)-0(2) 1.214(4)
C(13)-0(1) 1.338(3)
C(14)-0(1) 1.459(4)
C(14)-C(15) 1.502(4)
C(14)-H(14A) 0.9900

C(14)-H(14B) 0.9900

C(15)-H(15A) 0.9800

C(15)-H(15B) 0.9800

C(15)-H(15C) 0.9800

C(16)-N(24) 1.472(3)
C(16)-C(17) 1.526(4)
C(16)-H(16) 1.0000

C(17)-C(18) 1.387(4)



C(17)-C(22)
C(18)-C(19)
C(18)-H(18)
C(19)-C(20)
C(19)-H(19)
C(20)-C(21)
C(20)-H(20)
C(21)-C(22)
C(21)-H(21)
C(22)-0(4)
C(23)-0(4)
C(23)-H(23A)
C(23)-H(23B)
C(23)-H(23C)
N(24)-C(25)
N(24)-H(24)
C(25)-0(3)
C(25)-N(26)
N(26)-H(26)
O(1W)-H(IWA)

C(2)-N(1)-C(6)
N(3)-C(2)-N(1)
N(3)-C(2)-H(2)
N(1)-C(2)-H(2)
C(2)-N(3)-C(4)
N(3)-C(4)-N(9)
N(3)-C(4)-C(5)
N(9)-C(4)-C(5)
N(7)-C(5)-C(4)
N(7)-C(5)-C(6)
C(4)-C(5)-C(6)
N(10)-C(6)-N(1)
N(10)-C(6)-C(5)
N(1)-C(6)-C(5)
C(8)-N(7)-C(5)
N(7)-C(8)-N(9)
N(7)-C(8)-H(8)

1.403(4)
1.384(4)
0.9500
1.379(4)
0.9500
1.386(4)
0.9500
1.392(4)
0.9500
1.368(3)
1.425(3)
0.9800
0.9800
0.9800
1.344(3)
0.83(4)
1.226(3)
1.368(4)
0.79(4)
0.9759

118.7(2)
129.2(3)
115.4

115.4

110.6(2)
127.92)
127.3(3)
104.8(2)
111.6(2)
131.7(2)
116.4(3)
119.1(3)
123.5(3)
117.42)
103.4(2)
113.2(3)
123.4

102
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N(9)-C(8)-H(8) 123.4
C(4)-N(9)-C(8) 106.9(2)
C(4)-N(9)-C(10) 126.6(2)
C(8)-N(9)-C(10) 126.2(2)
C(6)-N(10)-H(10C)  117(2)
C(6)-N(10)-H(10D)  118(2)
H(10C)-N(10)-H(10D) 123(3)
N(9)-C(10)-C(11)  109.9(2)
N(9)-C(10)-H(10A)  109.7
C(11)-C(10)-H(10A) 109.7
N(9)-C(10)-H(10B)  109.7
C(11)-C(10)-H(10B) 109.7
H(10A)-C(10)-H(10B) 108.2
C(12)-C(11)-N(26)  120.4(2)
C(12)-C(11)-C(10)  127.5(2)
N(@26)-C(11)-C(10)  112.2(2)
C(11)-C(12)-C(13)  121.6(2)
C(11)-C(12)-C(16)  120.7(2)
C(13)-C(12)-C(16)  117.6(2)
0(2)-C(13)-0(1) 122.2(2)
0(2)-C(13)-C(12)  125.9(2)
O(1)-C(13)-C(12)  111.9(2)
O(1)-C(14)-C(15)  107.03)
O(1)-C(14)-H(14A) 1103
C(15)-C(14)-H(14A) 110.3
O(1)-C(14)-H(14B)  110.3
C(15)-C(14)-H(14B) 110.3
H(14A)-C(14)-H(14B) 108.6
C(14)-C(15)-H(15A) 109.5
C(14)-C(15)-H(15B) 109.5
H(15A)-C(15)-H(15B) 109.5
C(14)-C(15)-H(15C) 109.5
H(15A)-C(15)-H(15C) 109.5
H(15B)-C(15)-H(15C) 109.5
N(24)-C(16)-C(12)  110.1(2)
N(24)-C(16)-C(17)  111.2(2)
C(12)-C(16)-C(17)  115.1(2)
N(24)-C(16)-H(16)  106.6



C(12)-C(16)-H(16)
C(17)-C(16)-H(16)
C(18)-C(17)-C(22)
C(18)-C(17)-C(16)
C(22)-C(17)-C(16)
C(19)-C(18)-C(17)
C(19)-C(18)-H(18)
C(17)-C(18)-H(18)
C(20)-C(19)-C(18)
C(20)-C(19)-H(19)
C(18)-C(19)-H(19)
C(19)-C(20)-C(21)
C(19)-C(20)-H(20)
C(21)-C(20)-H(20)
C(20)-C(21)-C(22)
C(20)-C(21)-H(21)
C(22)-C(21)-H(21)
0(4)-C(22)-C(21)
0(4)-C(22)-C(17)
C(21)-C(22)-C(17)
0(4)-C(23)-H(23A)
0(4)-C(23)-H(23B)

104

106.6
106.6
118.5(2)
119.3(2)
122.2(2)
121.7(2)
119.2
119.2
119.1(3)
120.5
120.5
121.0(3)
119.5
119.5
119.53)
120.3
120.3
123.8(2)
115.9(2)
120.3(2)
109.5
109.5

H(23A)-C(23)-H(23B) 109.5

0(4)-C(23)-H(23C)

109.5

H(23A)-C(23)-H(23C) 109.5
H(23B)-C(23)-H(23C) 109.5

C(25)-N(24)-C(16)
C(25)-N(24)-H(24)
C(16)-N(24)-H(24)
0(3)-C(25)-N(24)
0(3)-C(25)-N(26)
N(24)-C(25)-N(26)
C(25)-N(26)-C(11)
C(25)-N(26)-H(26)
C(11)-N(26)-H(26)
C(13)-0(1)-C(14)
C(22)-0(4)-C(23)

125.9(2)
112(2)
116(2)

124.02)

119.92)

116.1(2)

124.6(2)
115(3)
120(3)

116.0(2)

117.2(2)
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