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RESUMO

Nesta dissertagdo estdo descritos o planejamento, sintese e atividade biologica de duas séries
de hibridos moleculares entre compostos biologicamente ativos. A primeira contém os
grupamentos BHT e diidropirimidinonas (DHPM), e na segunda série, foram formados
compostos inéditos, a partir da hibridizacdo conjugada de compostos organosselénio com os
compostos preparados na primeira série, utilizando para tal, um linker de 1,2,3-triazol. Os
hibridos sintetizados foram discutidos, avaliados e caracterizados por RMN de 'H e 13C, e os
inéditos ainda por infravermelho e ponto de fusdo. As duas séries de hibridos foram submetidas
a ensaios de inibi¢ao da protease MP™ do SARS-CoV-2, e foi observado que na série de BHT-
DHPM, somente o derivado contendo selénio alcangou inibi¢ao da enzima. Da segunda série,
em que hd a inser¢do de compostos organosselénio através de um linker, todos exibiram
atividades aceitaveis, chegando em até 73% de inibicao.

Palavras-chave: BHT, diidropirimidinonas, hibridos moleculares, selenetos, SARS CoV-2.



ABSTRACT

This dissertation describes the design, synthesis and biological activity of two series of
molecular hybrids between biologically active compounds. The first contains BHT and
dihydropyrimidinones (DHPM), and in the second series, hybrids of organoselenium
compounds were formed with the compounds prepared in the first series, using a 1,2,3-triazole
linker. The synthesized hybrids were discussed and characterized by 'H and '*C NMR, and the
unpublished ones also by infrared and melting point. Both series of hybrids were submitted to
SARS-CoV-2 protease Mpro inhibition assays, and it was observed that in the BHT-DHPM
series, only the selenium-containing derivative achieved enzyme inhibition. From the second
series, in which organoselenium compounds were inserted through a linker, all exhibited
acceptable activities, reaching up to 73% inhibition.

Keywords: BHT. Dihydropyrimidinones. Molecular hybrids. Selenides. SARS-CoV-2.
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1 INTRODUCAO
1.1 HIBRIDIZACAO MOLECULAR

A quimica medicinal esta em constante evolucdo. A obtencao de novos farmacos ¢ um
desafio didrio e a hibridizagdo molecular ¢ uma das ferramentas mais utilizadas para a
prospeccao de novas drogas. A hibridizagdo molecular ¢, basicamente, uma forma de fazer a
jungdo entre dois compostos bioativos, e faz-se isto por algumas razdes, sendo uma delas a

diminui¢dao de medicamentos ingeridos pelo paciente.

Isso pode ser alcangado com a utilizacdo de drogas multicomponentes — em que em
um comprimido ou cépsula tenha os dois compostos — ou através da formacao de uma droga
que contenha em seu esqueleto a estrutura de farmacos ou grupos farmacoforicos para as duas
funcdes. A segunda opc¢do tem algumas vantagens como a diminui¢do de interacdes droga-
droga que possam acontecer nas situagdes 1 e 2 (Figura 1) (MORPHY; RANKOVIC, 2005).
A hibridiza¢ao molecular ¢ uma forma de tornar a situa¢ao 3 possivel, mas também serve para
simplificagdo estrutural de drogas comerciais, para potencializar a acdo do farmaco ou diminuir

seus efeitos colaterais.

Figura 1. Formas de tratamento por terapia multialvo.

B

N

‘f" — ¥

— oY

2 capsulas 1 capsula 1 capsula
2 farmacos 2 farmacos 1 farmaco
Situacio 1 Situacio 2 Situacio 3

Dentre as estratégias empregadas na formacdao de hibridos moleculares serdao
abordados, a seguir, algumas técnicas de maior relevancia no cendrio sintético de formulagao

de design inteligente.
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1.1.1 Hibridiza¢do mesclada

A hibridizacao mesclada nada mais ¢ que a “condensa¢ao” de compostos bioativos a
fim de formar um hibrido com maior simplificacdo estrutural. Alguns autores consideram a
mesclada como uma hibridizagcdo fundida. Um exemplo estd ilustrado no Esquema 1, que
demonstra a mesclagem entre a huperzina-A —um alcaloide natural, oriundo da planta Huperzia
serrata, com agao potente e reversivel na inibigdo da AChE (Acetilcolinesterase) — e a Tacrina
— o primeiro farmaco aprovado no tratamento do Alzheimer (BARREIRO; FRAGA, 2015). A
Tacrina também foi mesclada com Nimodipino — um bloqueador de canais de Ca*>* — e resultou
em um inibidor da AChE que, além de ser potente e seletivo até em escala nanomolar, exibiu
atividade neuroprotetiva devido ao bloqueio dos canais de Ca** provindo do Nimodipino

(BANSAL; SILAKARI, 2014).

Esquema 1. Exemplos de hibridos mesclados.

Q Huperzina-A

2

(Barreiro, 2015) (Bansal et al., 2014)

1.1.2 Hibridizacao fundida

Na hibridizacdo fundida (Esquema 2), os grupamentos bioativos estdo unidos
lateralmente, como na representacdo do farmaco Benorilato — gerado a partir da jungdo do
paracetamol e do acido acetilsalicilico (ARAUJO et al., 2015). Outro hibrido é a jungdo entre a
huperzina e a donepezila (BARREIRO; FRAGA, 2015), em que o farmaco6foro da huperzina
permanece ligado ao seu receptor, enquanto que a estrutura provinda da donepezila interage em
seu sitio periférico, promovendo, neste hibrido, uma dupla interacdo com a AChE, e, assim,

uma maior atividade inibitoria.



Esquema 2. Exemplos de hibridizagdo fundida.
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Donepezila

Acido acetilsalicilico

)OL”Q/EEO(O\H/

Benorilato

______________________________________________________________________________________________________

(Aratjo et al., 2015)

(Barreiro, 2015).

1.1.3 Hibridizacao co

njugada

Neste ultimo modelo de hibridizacdo, utiliza-se /inkers para juntar dois compostos

diferentes. Desta forma, ¢ possivel aumentar a aplicagdo sintética no design de moléculas e,

diferentemente das estratégias apresentadas, a utilizacdo do /inker tende a manter os

grupamentos farmacoforicos sem mudanca funcional em outras partes da molécula. Um

grupamento bastante utilizado como linker ¢ o 1,2,3-triazol, devido a sua alta estabilidade in

vivo (KAUR; SAXENA; RISHI, 2021). SAVATEEV et al., 2021 planejaram a sintese de

compostos hibridos para explorar a atividade biologica da molécula contendo porcdes ativas

contra virus e bactérias (Figura 2). Ja CAPCI et al., 2020 reportaram a formacao de hibridos

com atividade antiviral para a prospeccao de agentes anti-citomegalovirus humano (Figura 3).

Figura 2. Exemplo 1 de hibridiza¢do conjugada.

Porgéo responsavel Lo TN
pela atividade antiviral .~

! N
RSy
A v’
N e

Linker

F
L J

N__S
N T
N-N

R1/%/<
R2 R3
Adaptado de Savateev et al., 2021

Porcéao responsavel
pela atividade antibacteriana
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Figura 3. Exemplo 2 de hibridizacdo conjugada.

droga aprovada anti-maldria
de fonte natural

Artemisina

Linker de reacédo "Click"

Adaptado de Capci et al., 2020

Para ambos os casos, os autores utilizaram a reacdo click, que ¢ uma variagdo via
catalise de cobre da cicloadigdo 1,3 — dipolar de Huisgen (HUISGEN, 1961) e aprimorada por
Meldal (MELDAL; TOM@E, 2008) e Sharpless (KOLB; FINN; SHARPLESS, 2001). Apos a
consolidacdo desse termo por Sharpless, a reacdo ganhou uma grande notoriedade por ser uma
reacdo de facil execucdo, bons rendimentos, simples purifica¢ao e grande tolerancia para grupos
funcionais (FREITAS et al., 2011; HIMO et al., 2005; TIWARI et al., 2016), além de diversas
aplicagdes, como no descobrimento de fiarmacos (THIRUMURUGAN; MATOSIUK;
JOZWIAK, 2013). Por possuir grandes vantagens sintéticas ¢ muito explorada na hibridizagao
molecular, ampliando, assim, a quimioteca de compostos a serem sintetizados (ALMEIDA et
al., 2020; LIMA et al., 2021).

E importante salientar novamente que as conexdes dentre compostos bioativos sdo
cruciais para potencializar agcdes de seus hibridos, além de fornecer compostos com porgdes
multifungdes. Um composto bastante notavel por suas propriedades antioxidantes € explorado
até hoje nas suas derivatizagdes e hibridizagdes com demais compostos organicos € o

hidroxitolueno butilado, mais usualmente conhecido como BHT.

1.2 HIDROXITOLUENO BUTILADO (BHT): MUITO ALEM DE UM ADITIVO
ALIMENTAR

O processo de oxidag@o € muitas vezes natural. A oxidagdo de alimentos — por exemplo
— ¢ tdo rapida que, para a maior durabilidade do produto, € necesséria a adi¢do de antioxidantes.
As espécies reativas de oxigénio (EROs) sdo produtos comuns associados a oxidagdo e
decomposicdo, e neles tém a presenca de radicais livres no seu atomo de oxigé€nio. Os
antioxidantes da familia do BHT (hidroxitolueno butilado) possuem a capacidade de capturar

esses radicais livres de forma mais rapida que o substrato, impedindo que o mesmo seja
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oxidado, resultando em um radical estavel. A estrutura fenolica destes antioxidantes, com o0s
grupamentos tert-butil em orto a hidroxila, impede a interacdo dos radicais livres com o
substrato e, portanto, cessam a reacao em cadeia de formagao de EROs (YEHYE et al., 2015).

As propriedades antioxidantes do BHT sdo bastante exploradas, porém algumas
aplicagdes em sintese também vém sendo estudadas. SHARIF et al., 2019 reportaram que o sal
de Na-BHT tem a fun¢do de reduzir haletos de arila frente a complexos de palddio, ainda
conseguindo recuperar e reutilizar cerca de 80% do Na-BHT, enfatizando a alta atratividade
para a industria pelo baixo custo e reutilizagdo deste material. Este produto ainda foi utilizado
por SEMENIUCHENKO; BRAJE; ORGAN, 2021 como base em aminacdo solvent-free
catalisada por paladio. Os autores enfatizam que a utilizagdo da base padrio ‘BuOK obteve
baixos rendimentos ¢ alta concentragdao de misturas complexas.

O BHT também ¢ utilizado em testes controle, como ferramenta para elucidagio de
mecanismos reacionais. XU et al.,, 2020 reportaram a insercdo eletroquimica do grupo
trifluormetil (-CF3) em quinolinonas e, ao utilizar o sequestrante de radicais BHT, conseguiram
comprovar que o mecanismo da reacao se processa de forma radicalar, com a formacao do
BHT-CFs.

Além disso, o BHT também possui a estrutura que pode estar em sua forma quinoidal,
com a oxidag¢do do fenol estericamente impedido. Na reacao de NIPATE et al., 2021 ¢ realizado
o acoplamento do BHT em indo6is e imidazopiridinas através da desidrogenacao mediada por
TEMPO. O método ¢ considerado suave quando comparado a metodologias reportadas
anteriormente, e foi também ampliado para reagdes em outros compostos heterociclicos,

obtendo bons rendimentos mesmo em ensaios scale-up (Esquema 3).

Esquema 3. Acoplamento do BHT em inddis e imidazopiridinas.

'
-—
|

TEMPO | ! TEMPO
R? O MRt IPA, 100 °C, 24h / IPA, 80 °C, 36h
N X p
H

,’/,-—-—-\\ Z
O Rz@w 7 oH N RZ‘E\/Ww
\ N NSN
\ _ >

Adaptado de Nipate et al., 2021




20

Hibridos moleculares contendo BHT e sulfocompostos sdo reportados por AHMAD
et al., 2019 que demonstraram, além da atividade antioxidante comumente associada por
compostos derivados de BHT, atividade citotdxica promissora contra células de cancer de colon
e mama. Os autores ressaltam a similaridade que os resultados das duas aplicacdes possuem:
ambas obtiveram melhores resultados com os derivados que contém duas por¢des de BHT
frente aos que contém somente uma (Esquema 4). SHATOKHIN et al., 2022 também

exploraram ambas as aplicagdes: hibridizagdo de cromonas, xantinas e BHT foi realizada em

uma reagao simples de condensacdo em metanol e utilizando H>SO4 como catalisador.

Esquema 4. Exemplos de compostos sintetizados por Ahmad (2019) e Shatokhin (2022).
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Outro alvo de derivados de BHT ¢ a atividade anti-Alzheimer. CAI et al.,

2018

reportaram a formagdo de hibridos moleculares entre Donepezila e BHT através de diferentes

linkers (Figura 4). Estes linkers permitem que o grupamento farmacéforo da Donepezila

permanecesse atuando diretamente no sitio ativo catalitico da AChE, enquanto que o BHT

pudesse interagir no seu sitio anidnico periférico — impedindo que este interaja com os peptideos

B-amiloides, impossibilitando a formacao de placas e a progressdao da doenga. A inser¢ao de

BHT em ensaios anti-Alzheimer continua sendo um alvo de cientistas que buscam alternativas

terapéuticas para esta doenga (MAKHAEVA et al., 2020; PASHIROVA et al., 2019).

Figura 4. Planejamento estrutural de Cai (2018) para inibidores bilaterais da AChE.
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Além da Donepezila, a hibridizacdo do BHT também foi avaliada com o aminoécido
serina e anti-inflamatdrios ndo esteroidais como ibuprofeno e cetoprofeno (THEODOSIS-
NOBELOS et al., 2021). Estes hibridos foram promissores ndo s6 como antioxidantes, mas
também obtiveram potenciais atividades anti-inflamatéria e hipolipidémica, demonstrando que
a conjugag¢ao de compostos com diferentes fun¢des pode exibir agcdes farmacolodgicas multiplas,
podendo ser utilizada para doengas multifatoriais.

A insercdo de BHT ndo acontece somente na quimica medicinal. A quitosana ¢ um
polissacarideo que ¢ estudado na preparacao de filmes para a formagdao de embalagens
biodegradaveis para alimentos. No estudo de (SUGITA et al., 2020) ¢ demonstrado que a adi¢ao
de BHT nestes filmes promoveu uma maior atividade antioxidante, o que ¢é crucial para a
conservagao de alimentos. Apesar dessa adi¢ao ter diminuido a labilidade do filme, este ¢ um

progresso para a substitui¢do de sacolas plésticas por alternativas sustentaveis.

Além do BHT, temos demais compostos interessantes por suas propriedades
farmacoldgicas e que sao importantes salientar como pegas valiosas na hibridizacdo molecular,

como as diidropirimidinonas, vulgo DHPM.
1.3 DIIDROPIRIMIDINONAS (DHPM): DO ERRO AO EXITO

Pietro Biginelli era um quimico fascinado pela quimica de condensagao carbonilica. Em
seus anos trabalhando em Florenca, na It4lia, foi influenciado por Behrend - que descobriu a
formagdo de produtos entre ureia e acetoacetatos - € Schiff - que reportou através da reagao
entre aldeidos e derivados nitrogenados, que a ureia pode reagir duplamente com aldeidos
aromaticos e alifaticos para fornecer bisureias simétricas (TRON; MINASSI; APPENDINO,
2011) (Esquema 5).

Esquema S. Reagdes de Behrend e Schiff que inspiraram Biginelli.
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Sua primeira publicagdo sobre suas famosas ciclizagdes foi realizada em 1891, porém
sua conclusdo foi a formac¢ao de um produto de condensagdo linear entre a ureia, aldeido
benzoico e o acetoacetato de etila (Figura 5). Mesmo ap0s reportar esta reagdo, Biginelli nao
se acomodou, algo estava inconsistente. Pietro planejou diversas reagdes bindrias para
comprovar a formagdo do produto em questdo. Apds esta andlise, Biginelli, enfim, descobriu
que seu produto era a formagdo de um heterociclo, € ndo uma condensagdo linear, como
reportado em 1891 (Figura 6) (BIGINELLI, 1893).

“Al composto potrebbe essere attribuita una dele costituzioni seguenti:”

(BIGINELLI, 1891)
Tradugdo: “Ao composto pode ser atribuida uma das constituigdes a seguir:”

Figura 5. Estruturas propostas por Biginelli em 1891.
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“[...] si dovra ammettere che sempre com uno dei costituenti si puo congiungere gli
altri due, cioé nel composto formato i ter costituenti sono collegati in catena chiusa.
Delle formole di struttura che si potrebbe date, a tale quesito soddisfa meglio la
seguente:" (BIGINELLI, 1893)

Tradugdo: “[...] deve-se admitir que sempre com um dos constituintes pode juntar-se
aos outros dois, ou seja, no composto formado os trés constituintes estao ligados numa
cadeia fechada. Das formulas estruturais que poderiam ser dadas, a que satisfaz
melhor esta questdo ¢ a seguinte:”
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Figura 6. Estrutura resolvida por Biginelli em 1893.
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O que mais aumentou o interesse da comunidade cientifica acerca das criagdes de
Biginelli, foi a descoberta do Monastrol em 1999 (MAYER et al., 1999). Este feito € tdo grande
que houve um salto na quantidade de publica¢cdes com o tdpico “Biginelli”’, de acordo com o
Web of Science (Grafico 2). Quando a busca foi feita com o tdpico Monastrol, foram
encontrados mais de 300 artigos publicados desde sua descoberta, ha 23 anos atrés, até ento.
Destes, os paises que mais publicam com esse termo sio EUA, India, China, Brasil, Alemanha

e Franca (Grafico 1).

Grifico 1. Porcentagem de publicagdes por pais com o termo “Monastrol” de acordo com o Web of Science.
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Grifico 2. Numero de publicagdes por ano com o termo “Biginelli” de acordo com o Web of Science.
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O Monastrol ¢ a primeira molécula inibitéria da enzima Eg5. Esta enzima € responséavel
pela formacdo do eixo bipolar com fusos equatoriais e separagdo dos centrossomos (SAWIN et
al., 1992). Sem essa separagdo, a mitose ndo ocorre, sendo assim interrompida a divisdo celular.
Desta forma, a acdo do Monastrol na enzima Eg5 impede a separagdo dos centrossomos,
acarretando na formagao de fusos monoastrais, o que nao permite a multiplicagao celular. Uma
vez que as células cancerosas se multiplicam em uma frequéncia muito maior que as saudaveis,

cessar a mitose possibilita o ndo alastramento do cancer (Figura 7) (MAYER et al., 1999).

Figura 7. Fusos equatoriais em que ocorre a mitose normalmente (a esquerda) e fusos monoastrais (a direita).
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O Monastrol entdo inspirou diversos pesquisadores a investigarem analogos que
potencializassem a inibicdo da Eg5. RAGAB et al., 2017 sintetizaram uma série de hibridos
moleculares de diidropirimidinonas e 1,3,4-oxadiazois que demonstraram elevada
citotoxicidade contra leucemia (Esquema 6a). SAGHA et al., 2022 reportaram a sintese de
DHPM com altos efeitos contra células gastricas de adenocarcinoma humano, além de
simulagdes computacionais da a¢cdo destes compostos no sitio alostérico da Eg5 (Esquema 6b).
A publicagdo mais recente encontrada sobre o assunto foi de BARBOSA et al., 2022 em que
foi reportada a sintese de hibridos moleculares entre DHPM e 4cido cinamico que exibiram
efeito antiproliferativo de células de cancer de prostata, além de reportarem propriedades

farmacocinéticas 6timas para prototipos de drogas (Esquema 6c¢).

Esquema 6. Sintese de analogos do Monastrol com a fungdo de inibigdo da Eg5.
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Além disso, (BARBOSA et al., 2018)reportaram a sintese de DHPM derivadas da
selenoureia, que foram capazes de causar apoptose de células de cancer cervical e de mama.
Este composto, além de ser anticarcinogénico, obteve maior seletividade para células tumorais
que o farmaco comercial 5-fluorouracil (Utoral ®), o qual ¢ um dos mais empregados no
tratamento de tumores so6lidos. A incorporagao de selénio em DHPM também foi reportada por

BENASSI et al., 2020, desta vez na forma de selenoésteres, que demonstraram toxicidade frente
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a células de carcinoma hepatico e elevada seletividade frente a células cancerosas, tendo este
efeito mediante interacdes com o DNA.

As atribuicoes das DHPM nao se resumem a atividade anticancer.
ARUNKHAMKAEW et al, 2013 reportaram a sintese de hibridos entre DHPM e
curcuminoides que apresentaram potente inibicdo da enzima acetilcolinesterase, inclusive um
dos compostos sintetizados se manifestou mais ativo que a galantamina, fArmaco utilizado no
tratamento da doenca de Alzheimer. BARBOSA et al., 2016 relataram a sintese de hibridos de
DHPM e selenoésteres como compostos multidirecionados contra o Alzheimer, em que ha,
além da inibicdo da AChE, a avaliagdo de desempenho antioxidante e a aplicabilidade na
quelagao de ferro.

A grande exploracdo de atividade para este heterociclo nos abriu muitas opc¢des de
direcionamento para a aplicacdo de novos derivados. J4 foram investigadas as atividades anti-
inflamatoria, antifingica, antibacteriana, anti-hipertensiva, acao analgésica, anticonvulsionante
e muitas outras (KAUR et al., 2017; KHASIMBI et al., 2020). No ano de 2022, o foco foi
avaliar a acdo antiviral.

MANOS-TURVEY et al., 2016 reportaram a sintese de diidropirimidinonas com
habilidade de inibir a replicacdo de poliomavirus humano de forma mais potente que o
medicamento Cidofovir. KAOUKABI et al., 2018 sintetizaram hibridos de DHPM com 1,2,3-
triazois que mostraram atividade antiviral contra o virus da Varicela-Zoster, e enfatizaram que
ndo houve inibi¢do do crescimento celular, ou seja, inibiram o virus sem que prejudicasse a
célula hospedeira.

KIM et al., 2012 reportaram a sintese de DHPM que agem contra a replicagao do HIV,
e enfatizaram a importancia do tiazol na estabilidade metabolica do composto. SARI et al., 2015
publicaram acerca de diidropirimidinas que demonstraram eficiéncia na inibi¢do do HIV via
interacdo no sitio catalitico da HIV integrase, porém relataram a citotoxicidade que os
compostos sintetizados obtiveram nos estudos in vitro. Uma razao para esta citotoxicidade pode

ser a grande afinidade que estas DHPM oxidadas possuem com o DNA.

SCHMOELLER et al., 2022 estudaram as diferencas entre as DHPM reduzidas e
oxidadas. Um grande feito foi a percepcdo da conformacdo pseudo-boat que as DHPM
reduzidas possuem, o que ¢ algo interessante para interagdo com enzimas. Por outro lado, as
DHPM oxidadas possuiam uma maior planaridade no anel pirimidinico e este, por sua vez,

acarreta em grandes diferenciagdes nas atividades destas duas estruturas. As oxidadas
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obtiveram uma maior — e mais profunda — interacdo com o DNA de esperma de salmao, o que

pode ser um dos motivos da citotoxicidade encontrada nos produtos de Sari.

Como demonstrado acima, as DHPM sao encontradas nas mais diversas fungdes e estao
sempre em ascensdo, na atual conjuntura, ¢ relevante adentrar em uma possivel futura

empregabilidade desta classe de compostos: o atual coronavirus.
14 CORONAVIRUS: OS AVANCOS DO COMBATE A ESSA AMEACA

Os coronavirus sdo virus envelopados, com uma fita simples de RNA, de polaridade
positiva. Possuem aproximadamente 30.000 nucleotideos, sendo assim considerado o genoma
mais longo encontrado em virus RNA, e também uma das maiores razdes de sua alta capacidade
de mutacdo (WOO et al., 2009). Esses virus sdo bastante comuns no reino animal, no entanto
somente 7 atingem os seres humanos e dentre estes, somente 3 causaram grandes surtos de
pneumonia (SU et al., 2016).

A primeira epidemia relacionada ao coronavirus foi em 2002-2003, comegou na China
e em trés meses o surto de sindrome respiratoria aguda grave (SARS) foi espalhada
mundialmente. Em um semestre, estava reportada a presenga do virus em 26 paises, onde
causou cerca de 8096 casos de infec¢dao e 774 mortes (MULLER; MCGEER, 2007).

A segunda foi iniciada no oriente médio, em 2012, e devido a geografia foi denominada
MERS (sindrome respiratoria do oriente médio). Até maio/2015, cerca de 1180 casos foram
reportados, e 483 mortes. No oriente médio ainda existem novos casos da doenca até hoje
(ZUMLA; HUI; PERLMAN, 2015).

A terceira foi a recente pandemia do SARS-CoV-2, iniciada em dezembro de 2019, na
China, e que de acordo com a Organizagdao Mundial da Satde (OMS) contabilizou mais de meio
bilhdo de casos positivos € mais de 6 milhdes de mortes ao redor do mundo. Dentre estes
numeros, 30.000.000 de casos e mais de 600.000 mortes foram somente no Brasil até

junho/2022 (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2022).
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Figura 8. Casos didrios confirmados de COVID-19 no Brasil (linha verde) e mundo (linha azul).
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Fonte: Our World in Data. (Dados extraidos em 12/07/2022).

Essa ameaga global mobilizou grupos cientificos do mundo todo na procura de
medicamentos a preven¢do e tratamento contra o virus. Um dos focos foi a busca por
medicamentos que inibissem a replicagdo do virus. Com a gravidade da situagdo, vdrias
conclusoes precipitadas foram tomadas, como por exemplo, a utilizagdo de hidroxicloroquina
(HCQ) para tratamento de COVID-19 (GOVERNO FEDERAL DO BRASIL, 2020). Diversos
estudos com este (e outros) farmacos foram realizados in vitro, porém, somente com HCQ
tiveram estudos in vivo dentre os agentes antiparasitarios estudados contra o atual coronavirus
(RAKEDZON et al., 2021). Apesar disso, estudos clinicos indicaram resultados conflitantes
acerca da eficicia da HCQ (BOULWARE et al.,, 2020; LYNGBAKKEN et al., 2020;
PACCOUD et al., 2021; YU et al., 2020).

A OMS criou, entdo, a Solidarity, uma colaboracdo internacional para identificar
tratamentos para o COVID-19 em larga escala, com controle randomizado. Neste estudo, foram
analisados mais de 11000 adultos, em 405 hospitais, de 30 paises, e concluiu-se que os
medicamentos avaliados (Remdesivir, HCQ, Lopinavir e Interferon beta-1a) nao reduziram a
mortalidade e nem o agravamento da infec¢ao pelo SARS-CoV-2 (PAN et al., 2021). Apos este

resultado frustrado, a OMS comecou o projeto Solidarity PLUS, com os farmacos Artesunato,



29

Imatinibe e Infliximabe, na tentativa de sucesso no combate ao novo coronavirus(WORLD

HEALTH ORGANIZATION, 2021).

Figura 9 Medicamentos testados nos estudos da Solidarity e Solidarity PLUS da OMS
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Além do Solidarity PLUS, sdo publicados, diariamente, novos estudos acerca de drogas
com potencial anti-COVID-19. Uma das formas mais citadas de combate a esse virus ¢ a
inibicao de sua proteina principal (MP™) (ALI et al., 2022; HUFF et al., 2022; JIN et al., 2020).
A utilizagdo de estudos computacionais € in vitro sdo cruciais para a descoberta de novos
inibidores da MP™, que podem, entdo, prosseguir para estudos clinicos precisos para a
concretizacdo de farmacos seguros e eficazes contra o SARS-CoV-2 (ZHAO; LI; ZHONG,
2022).

Um elemento que ganhou destaque na busca por potenciais inibidores deste virus ¢ o
selénio, porém, antes de seguir diretamente para a utilidade de seus derivados no combate ao
novo coronavirus, ¢ importante salientar sua descoberta e principalmente o papel dos

pesquisadores brasileiros que exploram este elemento ha décadas em nosso pais.

1.5 A QUIMICA DO SELENIO NO BRASIL: UMA TENDENCIA QUE VEIO PRA
FICAR

No ano de 1817, o professor de quimica Jons Jacob Berzelius ficou curioso em relagao
a sedimentos marrom-avermelhados que encontrou no fundo das camaras que produziam acido

sulfurico na fabrica em que o mesmo tinha ac¢des. Ele coletou uma parte e levou a Estocolmo
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para estudar mais a fundo. Berzelius reparou na similaridade do cheiro forte com o de telurio,
e ao perceber que se tratava de um novo elemento, nomeou o mesmo como selénio (do grego
selene, que significa Lua), para dar um contraste com o nome telurio (do latim zellus, que
significa Terra) (EMSLEY, 2001).

Quase 20 anos depois, o dietilseleneto, primeiro selenocomposto, foi sintetizado com
suas caracteristicas brevemente descritas por LOWIG, em 1836. Logo apos, em 1847, foram
sintetizados o etilselenol e também o produto da reacdo do mesmo com Hg(II) formando um
complexo de coordenacdo (ROCHA; PICCOLI; OLIVEIRA, 2016).

O desenvolvimento tardio da quimica de selénio foi devido, principalmente, as
publicagdes acerca da toxicidade deste elemento. Somente em 1949 foi reportado que o selénio
era um dos fatores para a protecao contra necrose fatal no figado de ratos. Apds, vérios estudos
relataram que a deficiéncia deste calcogénio estava relacionada com diversas doengas como
hepatose dietética em porcos e degeneracdo pancreatica em aves (ZANE DAVIS; HALL,
2011).

A histéria do selénio no Brasil iniciou-se em 1934, juntamente com a primeira
universidade brasileira, a Universidade de Sao Paulo (USP). O professor alemao, Heinrich
Rheinboldt desenvolveu sua linha de pesquisa na USP na quimica de selénio e teltrio, e até seu
leito de morte defendeu ferrenhamente este tema, publicando estudos e avangando na ciéncia
destes calcogénios, e com a formagdo de profissionais qualificados, como, por exemplo, os
professores Moura Campos e Nicola Petragnani.

Entre as décadas de 60-80, o professor Nicola Petragnani e seu ex-doutorando,
professor Jodo Valdir Comasseto, levaram adiante seus conhecimentos em quimica sintética
envolvendo compostos de selénio e telirio, com a formagdo de varios doutorandos
(COMASSETO, 2010).No entanto, a quimica destes compostos ganhou um grande impulso
somente a partir do final dos anos 80, na UFSM, através da publicag¢ao dos resultados de varios
estudos bioquimicos realizados nos laboratorios dos professores Jodo Batista Rocha e Antonio
Luiz Braga, ex-doutorando do professor Comasseto (BARBOSA et al., 1998).

Essa tradicdo nos estudos dos compostos organicos de selénio e derivados estdo
permeados em diversos grupos de pesquisa produtivos no Brasil, principalmente na regiao Sul-
Sudeste, ainda com grande énfase na UFSM, envolvendo os laboratdrios dos professores Jodao
Batista Rocha, Gilson Zeni, Cristina Nogueira, Ernesto Lang, Claudio Silveira, dentre outros.

E importante salientar que hoje o Brasil é um dos principais centros mundiais de estudos
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envolvendo essa classe de compostos, tanto do ponto de vista sintético, com de estudos
bioquimicos.

A titulo de exemplo, recentemente, GOULART et al., 2022 publicaram a sintese de
oxazolonas contendo compostos organoselénio, a partir de uma ciclizacdo nucleofilica
intramolecular regiosseletiva com rendimentos de até 93% (Esquema 7). BETTANIN et al.,
2018 reportaram uma metodologia geral para a calcogenacao metal-free de ligacdo Csp2)-H de
N-heteroarilas de 5 membros, catalisada por NH4l com rendimentos de até¢ 87% (Esquema 7).
Outros trabalhos metal-free de selenilacdo de heteroarenos estdo reportados no review de
SCHUMACHER et al., 2021.

A crescente onda de sustentabilidade ambiental green chemistry tem trazido inovagdes
e reinvencdes na tentativa de encontrar metodologias consistentes com a quimica atual,
incluindo técnicas de flow chemistry, eletrossintese, fotoquimica, sonoquimica, irradiacao
microondas, entre outros (AZEREDO et al., 2022). Um recente trabalho publicado no nosso
grupo de pesquisa, LabSelen (Laboratorio de sintese de derivados de selénio e teltrio), utilizou
a eletrocatdalise para a realizag@o de ciclizacdo intramolecular de 2-alquinil-fenois empregando
e anexando em sua estrutura grupamentos organosselénio, com rendimentos de até 98%

(Esquema 7) (DOERNER et al., 2022).
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Esquema 7. Exemplos de reagcdes com disselenetos.

o
EtO 2
>=O 0)L N~ R (Goulart et al., 2022)
R3-——N =
R2 R3

I,,CH;NO,, 80 °C

3
> ’ N b R B 1., 2018
N ttanin et al.,
NH,4l, DMSO/H,0 R ~ sy (Bettanin et a )

Disselenetos AcOH, 110 °C, 14h
R3
=Z
2R OH
- 2 (-]
— > A\ R3 (Doerner et al., 2022)
célula nao dividida
I=10 mA
MeCN, TBACIO,
t.a., 1h

Uma das aplicagdes mais estudadas em relacdo a derivados de selénio ¢ a mimetizagao
da glutationa peroxidase (GPx) — uma selenoenzima responsavel pela redugdao de perdxidos,
imprescindivel para a prote¢do contra estresse oxidativo. O mecanismo catalitico da GPx foi
revisado em estudos de nosso grupo de pesquisa em 2012, e foi demonstrado, entdo, a oxidacao
de tidis a dissulfetos através de intermediarios hidroxi-peridroxi-selenanas, e nao diretamente
por selenoxidos, como aceito anteriormente pela comunidade cientifica (NASCIMENTO et al.,
2011). Apos esta revisdo, nosso grupo também reportou a sintese de outros miméticos da GPx,
sendo inclusive o melhor deles vérias vezes mais efetivo que os padrdes ebselen e disseleneto
de difenila (BOTTESELLE et al., 2021).

Por outro lado, também ¢ conhecido que as células cancerosas sdo identificadas pelo
elevado e desordenado crescimento, além da alta concentracdo de EROs. Além de atuarem na
reducdo de EROs, como antioxidante, os compostos organosselénio, também possuem

citotoxicidade frente a estas células.
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LIMA et al., 2021 reportaram a sintese de 47 novos compostos derivados de quinona
via reagdo click, salientando a insercdo de um segundo centro ativo redox na estrutura — um
grupamento organosselénio. Os compostos sintetizados foram reportados com rendimentos de
até 99%, e 22 deles apresentaram citotoxicidade contra células cancerosas e uma alta
seletividade, com baixa toxicidade em células saudaveis (Esquema 8). A eletrossintese também
tem sido utilizada com o propoésito de sintetizar compostos organoselénio. KHARMA et al.,
2020 reportaram que a selenagao/ciclizagdo eletroquimica de quinonas fornecendo compostos
selenilados com acao contra cinco linhagens de células cancerosas, ¢ ainda com acao contra o

parasita Tripanosoma Cruzi, causador da doenca de Chagas (Esquema 8).

Esquema 8. Metodologias para sintese de Seleno-Quinonas

célula ndo dividida Atividade tripanocic’ i
nBU4NPF6 '
MeCN, t.a., 1h '
I=10 mA !
o, 0 '
] ,
Pt I lPt Valores de IC5, contra !
PC-3: 1,51 uM .
< > (Kharma et al., 2020) HCT-116: 0,95 uM E
2 tripomastigotos de T. Cruzi: 38,3 uM -
"""""""""""""""""""""""""""""""""" ¢i 7 Atividade anticancer I
(0]
Reacao "click" o
> Se

CUSO4-5H20 14(7
Na-ascorbato o N_ N Valores de IC5, contra:
DCM:H,0 °N HL-60: 1,00 pM
ta., 24h (Lima et al., 2021) HCT-116: 0,84 uM

Outro alvo importante de compostos organosselénio ¢ a enzima acetilcolinesterase
(AChE) (BARBOSA et al., 2016; CANTO et al., 2014; HERTZOG DA SILVA LEME;
CARDOSO, 2020; WILHELM et al., 2020). A AChE ¢ responsavel pela inativacdo do
neurotransmissor acetilcolina (ACh) cessando o impulso nervoso, € assim promovendo o
equilibrio do cérebro saudavel. Porém, em pacientes com Alzheimer, o aumento de sinapses
colinérgicas ¢ crucial para o retardamento da morte de células neuronais, ou seja, a inibigao da
AChHE torna-se um meio terapéutico contra a doenga de Alzheimer. Esse efeito cognitivo ¢é
alcancado hoje em dia com um inibidor comercial vastamente aplicado: a Donepezila (ALVES

etal., 2012).
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Devido a interagdo que o selénio possui na inibicdo da AChE, a sintese de
selenocompostos tem uma grande tendéncia a ser seguida por ensaios anti-Alzheimer.
RODRIGUES et al.,, 2018 reportaram uma nova metodologia de calcogenagao de
hetero(arenos) catalisada por KIO3. Os produtos foram obtidos de forma regiosseletiva com
rendimentos de at¢ 99% (Esquema 9). SCHEIDE et al., 2020 reportaram a
selenofuncionalizacao de derivados alil-naftois/fendis via eletrossintese, uma abordagem eco-
friendly com rendimentos de até 99%. Ambos os trabalhos obtiveram compostos derivados de
selénio com altas porcentagens de inibicdo da AChE, enfatizando suas potenciais atividades

Anti-Alzheimer (Esquema 9).

Esquema 9. Exemplos de formagdes de organosselénio com acdo de inibi¢ao da AChE.

R2 PP . OH
// \\
I/ \\
/ \
\
\

R2 i

. ey
o e e e O
110 °C 3h Disselenetos ,~’

I=5mA
célula nao dividida

(Rodrigues et al., 2018) (Scheide et al., 2020)
MeCN, "BuyNCIO,

K ta., 1-2h /
Alta porcentagem de inibicao da enzima AChE

1.6 COMO SERA O FUTURO DOS SELENOCOMPOSTOS POS COVID-19?

(0]

Além das inumeras aplicacdes ja conhecidas, os compostos selenados estdo se
mostrando promissores, também, em relacdo ao SARS-CoV-2. WANG et al., 2020 reportaram
a sintese de uma nanoparticula de selénio que se mostrou eficiente na detec¢ao de antigenos e
anticorpos anti-SARS-CoV-2 em soro e sangue humanos. Além disso, pacientes com 0 novo
coronavirus tiveram suas concentracdes de selénio analisados em dois estudos, o primeiro no
soro e o segundo nos fios de cabelo, e a conclusdo em ambos foi que pacientes que possuiam
maiores concentragdes de selénio tiveram a tendéncia de maiores chances de cura
(MOGHADDAM et al., 2020; ZHANG et al., 2020).

HIFFLER; RAKOTOAMBININA, 2020 deduziram que o motivo desta correlagdao
estivesse interligado com a propriedade de inibigao de NF-kb que o selénio possui. NF-kb ¢ um
complexo proteico que tem como funcdo a resposta celular ao estresse oxidativo, ROS,

citosinas, antigenos virais, entre outros. Em contato com coronavirus, as proteinas deste
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intensificam a a¢do da NF-kb, provocando uma resposta imune desregulada. O estudo de
DEDIEGO et al., 2014 reportou o estudo in vivo relacionando a inibi¢do da NF-kb em ratos
contaminados com SARS-CoV-1, e demonstrou um menor agravamento da doenca em relagao
aos grupos que nao continham inibidores desta proteina.

Aliado a estes fatores, temos o conhecimento da presenga de um residuo de cisteina no
sitio ativo da MP™ do SARS-CoV-2. A presenca deste aminoacido abre portas para a introdugao
de inibidores contendo selénio devido a alta afinidade que o0 mesmo tem com estes residuos de
aminoacido. Alguns estudos foram reportados acerca da capacidade de inibi¢do altamente
eficiente da MP™ pelo Ebselen (Figura 10) (MENENDEZ et al., 2020; SIES; PARNHAM,
2020).

Figura 10. Estrutura do Ebselen.

Ebselen

Este resultado abriu espaco para o estudo das relagdes de estrutura/atividade na sintese
de novas estruturas derivadas do Ebselen a serem avaliadas como inibidoras da MP™, a fim de
aprimorar a seletividade e a inibi¢do em relagdo ao mesmo (SANTI; SCIMMI; SANCINETO,
2021; SUN et al., 2021; THUN-HOHENSTEIN et al., 2022). O mecanismo quimico da agao
pro

do Ebselen na cisteina da M

(AMPORNDANAI et al., 2021).

comprova a grande afinidade entre esses calcogénios

Outras alternativas de inibidores da MP™ contendo selénio foram reportadas por
MANGIAVACCHI et al., 2021. Os autores indicaram que a funcionaliza¢ao da quercetina
contendo um grupamento organoselénio foi crucial para o aumento da atividade inibitoria in
silico e em células, além da demonstracdo de ndo citotoxicidade. Este feito abre alas para a
insercdo de grupamentos organosselénio em uma vasta gama de outras substancias que,
inclusive, j4 demonstraram atividade inibitoria frente a esta enzima (POTSHANGBAM et al.,
2021; ZHANG et al., 2022) ou demais estruturas com atividade antiviral e, principalmente, anti

SARS-CoV-2 (Figura 11).



Figura 11. Exemplos de compostos organosselénio antivirais.
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Atividade inibitéria in silico da MP™ SARS-CoV-2
(Rakib et al., 2021)
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Analogos de antivirus de amplo espectro
(Sahu et al., 2014)

Atividade inibitéria in vitro de inibigdo do COVID-19 em células

(Mangiavacchi et al., 2021)
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2 OBJETIVOS

2.1.1 Objetivo Geral

O principal objetivo desta dissertacdo envolve a sintese, caracterizagdo e avaliagao de
inibidores do SARS-CoV-2 empregando hibridos moleculares entre compostos com
propriedades antioxidante (BHT), esqueletos heterociclicos com ampla aplicagdo (DHPM) e os

compostos derivados organosselénio, na sintese de moléculas potencialmente bioativas.

2.1.2 Objetivos Especificos

e Preparagdo dos adutos de Oxo-, Tio- e Seleno-diidropirimidinonas com BHT;

e Sintese dos adutos Azido- Oxo-diidropirimidinonas com BHT;

e Sintese dos selenetos propargilados;

e Execucdo de reagdes do tipo “Click” com os derivados Azido e selenetos
propargilados;

e Caracterizacdo por espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de 'H e
He

e Avaliacdo da atividade inibitoria da MP® do SARS-CoV-2 e sua relagdo

estrutura atividade em colaboragdo com laboratdrios parceiros;
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Esquema geral da rota sintética do escopo deste projeto
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 PROCEDIMENTOS GERAIS

Os reagentes utilizados foram oriundos de fontes comerciais como Acros e Sigma Aldrich,
e foram aplicados sem demais purificagdes.

Os solventes organicos, provenientes das empresas Quimidrol, Vetec e Synth, foram
inicialmente purificados por destilagdo simples para serem empregados nos meios reacionais,
nas purificagdes por coluna cromatografica e nas extracdes liquido-liquido.

As especificagdes técnicas dos evaporadores rotativos a vacuo utilizados sdo: marca M
Biichi (modelo HB-140) e marca IKA (modelo RV10).

A linha de vacuo empregada na secagem dos solventes residuais nos produtos purificados,
estd munida de uma bomba de alto-vacuo da marca Vacuumbrand (modelo RD 4, 4,3 m?/h).

As andlises de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio e carbono (RMN de 'H e 1°C)
foram executadas em um espectrometro da marca Bruker.

As andlises de espectroscopia de infravermelho (IV) foram efetuadas com o
espectrofotometro de infravermelho da marca ABB (modelo FTLA 200), oriundo da Central de
Andlises do Departamento de Quimica da UFSC.

As analises de espectrometria de massas de alta resolugdo foram executadas nos modos
ESI+, ESI- e APPI em um espectrometro da marca Xevo G2-S QTOF (Waters).

As andlises de ponto de fusdo foram sucedidas através do equipamento da marca
MicroQuimica (modelo MQAPF-301) sem prévia calibragao.

A purificagdo dos compostos foi realizada por técnicas de recristalizagdo — quando possivel
— e cromatografia em coluna, utilizando como fase estacionaria gel de silica 60, 0,05-0,1 mm —
130-270 mesh.

Para o monitoramento das reagdes, foram realizadas anélises de cromatografia em camada
delgada (CCD) com revelagdes sob luz-ultravioleta, cAmara de iodo e aquecimento em vanilina.

As vidrarias empregadas nas reacdes em atmosfera inerte foram antecipadamente secas em

forno a 150 °C e utilizou-se técnica de lamina de argdnio.
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3.2 SINTESE DOS MATERIAS DE PARTIDA

Os materiais de partida foram sintetizados de acordo com os protocolos descritos a

seguir, seguindo a literatura.
3.2.1 Sintese dos disselenetos de diarila

Disselenetos foram sintetizados via reacdo de Grignard seguida por reagdo com selénio

em po (200 mesh) (REICH; RENGA; REICH, 1975).

3.2.2 Sintese dos selenetos propargilados (5a-c)

Esquema 10. Sintese dos selenetos propargilado (5a-c).

NaBH, _F

THF/EtOH (2:1)
0 °C, 10 min

R: H, CHa, F R = H (5a; 85%)
CH3 (5b; 90%)
F (5¢; 72%)

+ Br/

Os selenetos propargil-substituidos Sa-c¢ foram sintetizados de acordo com a literatura
(REICH et al., 1981). Em um balao de duas bocas acoplado a linha de argonio, foi adicionado
o disseleneto correspondente (5 mmol) e NaBH4 (10 mmol) em 60 mL da solu¢ao de THF/EtOH
(2:1), seguido pela adi¢do lenta de brometo de propargila (10 mmol). Apos reagir por 10
minutos, a reacdo foi extraida 3 vezes com EtOAc e salmoura, a fase organica foi seca com
MgSQOs, filtrada e evaporada. O produto bruto foi purificado por coluna cromatografica

utilizando n-hexano como eluente.

Figura 12. Estrutura do seleneto propargilado 5a.

Fenil(prop-2-in-1-il)selano (5a): RMN de 'H (200 MHz, CDCl3) & 7,67 — 7,59 (m, 2H); 7,37
—17,29 (m, 3H); 3,51 (d,J=2,7 Hz, 2H); 2,27 (t, J= 2,7 Hz, 1H). RMN de 3C (50 MHz, CDCl3)
0 133,39; 129,25; 129,64; 127,84; 80,97; 71,88; 12,45.
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Figura 13. Estrutura do seleneto propargilado Sb.

| se_Z!
SO

___________________

Prop-2-in-1-il(p-toluil)selano (5b): RMN de 'H (200 MHz, CDCls) & 7,54 (d, J = 8,1 Hz, 2H);
7,15 (d, J="7,8 Hz, 2H); 3,47 (d, J = 2,6 Hz, 2H); 2,37 (s, 3H); 2,27 (t,J = 2,7 Hz, 1H). RMN
de 13C (50 MHz, CDCl5) § 138,02; 133,96; 130,03; 125,77; 81,13; 71,77; 21,25; 12,72.

Figura 14. Estrutura do seleneto propargilado 5c.

(4-fluorfenil)(prop-2-in-1-il)selano (5¢): RMN de 'H (200 MHz, CDCI3) § 7,67 — 7,55 (m,
2H); 7,01 (t, J = 8,7 Hz, 2H); 3,43 (d, J = 2,6 Hz, 2H); 2,24 (t, J = 2,7 Hz, 1H). RMN de °C
(50 MHz, CDCl3) 8 162,90 (d, Je.r = 248,1 Hz); 136,27 (d, Jor = 7,9 Hz); 123,67 (d, Jer = 3,6
Hz); 116,28 (d, Jor = 21,6 Hz); 80,66; 71,94; 13,05.

3.2.3 Sintese do 4-azido-3-oxo-butanoato de etila (3)

Esquema 11. Sintese do composto 3.

(o] (o] NaN3 (0] (0]
/\O)J\/U\/CI - AoMNi;
Acetona/H,0 3
refluxo, 5h 70%

O composto 3 foi sintetizado seguindo a literatura (CHEN et al., 2009). Em um balao
de 100 mL, sob agitacdo, acoplado a um condensador de refluxo, foi adicionado o 4-cloro-3-
oxo-butanoato de etila (20 mmol) e uma mistura de acetona e agua (6:2), e entao foi adicionada
a azida de s6dio (22 mmol). Apos Sh sob refluxo, foi removida a acetona no evaporador rotativo
sob baixa pressdo, e a fase aquosa restante foi extraida 3x com EtOAc. A fase organica foi seca
em MgSOQsq, filtrada e evaporada. O produto bruto foi purificado por coluna cromatografica 9:1
(n-hexano/EtOAc). Rendimento 70%. RMN de 'H (200 MHz, DMSO-ds) & 4,28 (s, 2H); 4,11
(q,J = 17,1 Hz, 2H); 3,63 (s, 2H); 1,20 (t, J= 7,1 Hz, 3H). RMN de *C (50 MHz, DMSO-dj) &
198,50; 166,62; 60,77; 56,91; 46,17; 13,87.



3.2.4 Sintese do 3,5 di-tert-butil-4-hidroxibenzaldeido (1)

Esquema 12. Sintese do composto 1.

OH OH
NBS, DMSO

120 °C, 10 min

80 %
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A oxidagdo do BHT foi realizada de acordo com a literatura (BAIK et al., 2000). A
uma solucdo de BHT (30 mmol) em 90 mL de DMSO, foi adicionado NBS recristalizado (36

mmol), e entdo a mistura reacional foi aquecida a 120 °C por 10 minutos. Apds, foi feita a

precipitagdo do produto bruto em agua destilada. Entao o sélido foi filtrado sob véacuo e lavado

diversas vezes com agua e, por fim, com hexano. O produto foi purificado por cromatografia
em coluna cromatografica 9:1 (n-hexano/EtOAc). Rendimento 90%. RMN de 'H (200 MHz,
CDCls3) § 9,85 (s, 1H); 7,72 (s, 2H); 5,88 (s, 1H); 1,47 (s, 18H). RMN de '*C (50 MHz, CDCl3)

6 191,91; 159,81; 136,71; 128,92; 127,77; 34,49; 30,21.

3.2.5 Procedimentos Gerais na Sintese das DHPM-BHT

3.2.5.1 Sintese das Oxo-, Tio-DHPM-BHT

Esquema 13. Sintese das diidropirimidinonas 2a e 2b.

OH
Hc'conc
o O H
1 EtOH, 100 °C
o HZN/g X
X=0,S

O procedimento para a formagao das diidropirimidinonas 2a e 2b seguiu a literatura

(BARBOSA et al., 2016). Em um baldo de duas bocas, foram adicionados o BHT-aldeido 1 (10

mmol), o etilacetoacetato (10 mmol) e a ureia para obtengao do composto 2a (20 mmol) ou
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tioureia para obten¢do de 2b (20 mmol), além de 5 gotas de HCI concentrado para catalisar a
reacdo. A mistura reacional foi aquecida a 100 °C por 3h e ap6s foi precipitada em dgua gelada.

Os compostos foram purificados por coluna cromatografica 8:2 (n-hexano/EtOAc).

Figura 15. Estrutura da diidropirimidinona 2a.

_____________________

_____________________

4-(3,5-di-tert-butil-4-hidroxifenil)-6-metil-2-0xo0-1,2,3,4-tetrahidropirimidina-5-
carboxilato de etila (2a): Rendimento 77%. Solido amarelo claro. RMN de 'H (400 MHz,
DMSO-ds) 6 9,16 (s, 1H); 7,64 (s, 1H); 7,03 (s, 2H); 6,91 (s, 1H); 5,04 (d, J= 3,3 Hz, 1H); 4,00
(qd,J=7,1; 1,3 Hz, 2H); 2,21 (s, 3H); 1,34 (s, 18H); 1,13 (t,J=7,1 Hz, 3H). RMN de *C (101
MHz, DMSO-ds) 6 165,55; 152,96; 152,54; 147,59; 138,90; 136,19; 122,33; 100,16; 59,14;
53,96; 34,45;30,31; 17,68; 14,19. IV (KBr, cm™!) v: 3612, 3241, 3111, 2956, 1711, 1650, 1471,
1434, 1228, 1096.

Figura 16. Estrutura da diidropirimidinona 2b.

_____________________

_____________________

4-(3,5-di-tert-butil-4-hidroxifenil)-6-metil-2-tioxo-1,2,3,4-tetrahidropirimidina-5-

carboxilato de etila (2b): Rendimento 40%. Sélido amarelo claro. P.F. 235-238 °C; RMN de
'H (400 MHz, DMSO-ds) § 10,30 (d, J = 1,9 Hz, 1H); 9,55 (d, J = 2,0 Hz, 1H); 7,02 (s, 2H);
6,98 (s, 1H); 5,07 (d, J=3,6 Hz, 1H); 4,04 (q, /= 7,1 Hz, 2H); 2,25 (s, 3H); 1,35 (s, 18H); 1,15
(t, J = 7,1 Hz, 3H). RMN de 3C (101 MHz, DMSO-ds) & 174,38; 165,25; 153,17; 144,11;
138,92; 134,81; 122,39; 101,58; 59,43; 53,97; 34,35; 30,17; 16,94; 14,01. IV (KBr, cm™) v:
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3627, 3566, 3327, 3172, 1691, 1642, 1642, 1467, 1434, 1369, 1320, 1236, 1181, 1095, 779.
HRMS (ESI"): Calculado para C22H33N>03S [M+H]" 405,2212, encontrado 405,2203.

3.2.5.2 Sintese dos hibridos Seleno-DHPM-BHT

A sintese do composto 2¢ foi realizada em duas etapas de acordo com o Esquema 14:

Esquema 14. Sintese da diidropirimidinona 2¢ a partir da 2b.

Se% NaBH,

B ————

EtOH, refluxo, Ar

Mel

EtOH, refluxo

2ba 2¢c
2b 96% 37%

Sintese do 6-(3,5-di-tert-butil-4-hidroxifenil)-4-metil-2-(metiltio)-1,6-dihidropirimidina-
5-carboxilato de etila (2ba): O derivado de isotioureia foi sintetizado de acordo com a
literatura (BARBOSA, 2019). Em um baldo de fundo redondo com duas bocas, a tioureia 2b (5
mmol) foi solubilizada em EtOH e o Mel (6 mmol) foi adicionado. A reagdo foi agitada a
temperatura de refluxo até o consumo do material de partida monitorado por CCD. Apds, a
reacgao foi tratada com solucao saturada de NaHCOs e entao extraida com EtOAc/H,0. A fase
orginica foi seca com MgSOs, filtrada e o solvente foi removido sob pressdo reduzida.
Rendimento 96%. P.F. 68-70 °C; RMN de 'H (200 MHz, CDC13)$ 7,12 (s, 2H); 5,57 (s, 1H);
5,12 (s, 1H); 4,13 (q, J=7,1 Hz, 2H); 2,47 (s, 3H); 2,31 (s, 3H); 1,41 (s, 18H); 1,23 (t, J=7,1
Hz, 3H). RMN de *C (50 MHz, CDCls) § 167,20; 153,10; 135,82; 123,51; 59,80; 34,40; 30,41;
14,48; 13,68. IV (KBr, cm™) v: 3639, 3300, 2958, 1683, 1650, 1485, 1434, 1267, 1234, 1163,
1098. HRMS (APPI): Calculado para C23H3sN>O3S [M+H]" 419,2368, encontrado 419,2366.

Sintese de 4-(3,5-di-tert-butil-4-hidroxifenil)-6-metil-2-selenoxo-1,2,3,4-
tetrahidropirimidina-5-carboxilato de etila (2c¢): Esse seleno-derivado foi sintetizado
seguindo a literatura (KLAYMAN; SHINE, 1969). Em um baldo de fundo redondo com duas
bocas sob atmosfera de argdnio, Se’ (5 mmol) e EtOH (20 mL) foram adicionados. Apos, o
NaBHy4 foi adicionado em pequenas por¢des (10 mmol) e a mistura foi agitada até ficar incolor.
Entdo, a isotioureia 2ba foi adicionada (1 mmol). A reac¢do foi aquecida até temperatura de

refluxo e entdo permaneceu agitando durante 15 h. Apos, areagao foi extraida com EtOAc/H,0O
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e a fase organica foi seca com MgSQOs, filtrada e concentrada sob vacuo. Rendimento 37%.
Sélido amarelo claro. P.F. 229-232 °C. RMN de 'H (200 MHz, CDCI3) § 8,67 (s, 1H); 8,12 (s,
1H); 7,07 (s, 2H); 5,35 (d, J=3,2 Hz, 1H); 5,25 (s, 1H); 4,10 (q, J = 6,9 Hz, 3H); 2,36 (s, 3H);
1,41 (s, 18H); 1,16 (t,J=7,1 Hz, 3H). RMN de "*C (50 MHz, CDCl3) 6 171,13; 165,59; 153,92;
141,705 136,31; 132,87; 123,53; 104,08; 60,46; 56,39; 34,39; 30,28; 18,07; 14,21. IV (KBr, cm
N v: 3627, 3315, 3168, 2960, 1689, 1638, 1562, 1434, 1318, 1175, 1097, 773. HRMS (APPI):
Calculado para C22H33N203Se [M+H]" 453,1656, encontrado 453,1651.

3.2.6 Procedimento da Sintese do intermediario azido 4

Esquema 15. Sintese do intermediario 4.

OH
Acido acético
o O H - 0o
1 50 °C, 48h
-0 NH,
0 H,N"Yo .
N3 44%

A sintese de 4 seguiu o procedimento de LEBED et al., 2009. Em um baldo de uma
boca munido de agitagdo magnética, foi adicionado o aldeido 1 (1 mmol), ureia (1,2 mmol) e
0 4-azido-3-oxo-butanoato de etila 3 (1 mmol) em 15 mL de 4cido acético (HAc) a 50 °C
durante 48h. Apds, a mistura reacional ¢ despejada em dgua gelada causando a precipitacdo do
produto. O produto foi purificado por coluna cromatografica 8:2 (n-hexano/EtOAc).
Rendimento: 44%. S6lido marrom. P.F. 107-108 °C. RMN de 'H (200 MHz, DMSO-dj) § 9,40
(s, 1H); 7,74 (s, 1H); 7,07 (s, 2H); 6,93 (s, 1H); 5,10 (d, J = 3,1 Hz, 1H); 4,36 (dd, J = 69,8;
12,8 Hz, 2H); 4,12 — 3,96 (m, 2H); 1,36 (s, 18H); 1,14 (td, J = 7,1; 1,4 Hz, 3H). RMN de "*C
(50 MHz, DMSO-dys) 6 164,78; 153,22; 152,10; 143,57; 138,98; 135,53; 122,54; 103,27; 59,83;
54,25; 47,80; 34,44; 30,24; 13,93. IV (KBr, cm™") v: 2964, 2103, 1705, 1636, 1446, 1314, 1230,
1101. HRMS (ESI"): Calculado para C2:H3:NsO4 [M+H]" 430,2454, encontrado 430,2479.
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3.2.7 Procedimento Geral na Sintese das Seleno-Triazois-DHPM

ApOs a obtencdo dos intermediarios chave para o projeto, realizou-se o procedimento

geral na sintese dos compostos finais, conforme apresentado no esquema a seguir.

Esquema 16. Sintese dos derivados 6a-c através da reacdo Click.

OH
o
0 ‘ NH 4 Cul, Et3N -
N o THF, Ar
N, H 24h

R=H: 6a (30%)
R=H, CHj, F R= CHj: 6b (74%)
R=F: 6¢ (47%)

Os procedimentos de reagdes “Click” foram descritos previamente na literatura
(MELDAL; TOM@E, 2008). Em um tubo de Schlenk, sob atmosfera de argdnio, a azida 4 (1
mmol) foi adicionada, seguido pela adicdo de EtsN (1 mmol), Cul (20 mol%), o alcino
correspondente 5a-c (1,5 mmol) em THF seco (3 mL). A reagdo foi agitada sob atmosfera inerte
até o consumo total da azida 4, que foi monitorado por CCD. Apds, a reagdo foi extraida com
EtOAc/H:0, a fase organica foi secada com MgSOs, filtrada e seca na bomba de vacuo. O

produto bruto foi entdo purificado por coluna cromatografica a 1:1 (n-hexano/EtOAc).
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Figura 17. Estrutura do composto 6a.

_____________________

}/.,
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4-(3,5-di-tert-butil-4-hidroxifenil)-2-0x0-6-((4-((fenilselanil)metil)-1H-1,2,3-triazo-1-
i)metil)-1,2,3,4-tetrahidropirimidina-5-carboxilato de etila (6a): Rendimento 30%. So6lido
marrom. P.F. 128 — 130 °C. RMN de 'H (300 MHz, DMSO-d) § 9,47 (s, 1H); 7,78 (s, 1H);
7,76 (s, 1H); 7,46 (dd, J= 6,6 ¢ 3,0 Hz, 2H); 7,26 — 7,20 (m, 3H); 7,01 (s, 2H); 6,91 (s, 1H);
5,60 — 5,34 (m, 2H); 5,09 (d, J = 3,1 Hz, 1H); 4,22 (s, 2H); 4,00 (q, J = 7,2 Hz, 2H); 1,33 (s,
18H); 1,11 (t, J= 7,1 Hz, 3H). RMN de 3C (75 MHz, DMSO-ds) & 164,68; 153,32; 152,03;
144,05; 142,41; 139,04; 135,53; 131,73; 130,27; 129,19; 126,87; 123,13; 122,66; 103,67;
59,99; 54,40; 47,85; 34,47; 30,31; 19,66; 13,97. IV (KBr, cm™) v: 3235, 2958, 1699, 1650,
1434, 1367, 1310, 1226, 1095, 1024. HRMS (ESI"): Calculado para C31H4NsO4Se [M+H]"
626,2246, encontrado 626,2284.
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Figura 18. Estrutura do composto 6b.

o

4-(3,5-di-tert-butil-4-hidroxifenil)-2-0x0-6-((4-((p-toluilselanil)metil)-1H-1,2,3-triazo-1-il-
metil)-1,2,3,4-tetrahidropirimidina-5-carboxilato de etila (6b): Rendimento 74%. Solido
marrom alaranjado. P.F. 153-155 °C. RMN de 'H (300 MHz, DMSO-ds) § 9,46 (s, 1H); 7,76
(s, 2H); 7,34 (d, J = 8,0 Hz, 2H); 7,06 (d, J = 7,9 Hz, 2H); 7,01 (s, 2H); 6,91 (s, 1H); 5,59 —
5,37 (m, 2H); 5,10 (d, J = 3,1 Hz, 1H); 4,16 (s, 2H); 4,00 (q, J = 7,0 Hz, 2H); 2,26 (s, 3H); 1,33
(s, 18H); 1,11 (t,J=7,1 Hz, 3H). RMN de '*C (75 MHz, DMSO-ds) & 164,67; 153,29; 152,01;
144,16; 142,38; 139,01; 136,51; 135,48; 132,34; 129,86; 126,28; 123,01; 122,62; 103,64;
59,95; 54,38; 47,81; 34,45; 30,28; 20,66; 20,01; 13,95. IV (KBr, cm™) v: 2958, 1701, 1650,
1434, 1310, 1228, 1095. HRMS (ESI"): Calculado para C3»Hs»NsO4Se [M+H]" 640,2402,
encontrado 640,2411.
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Figura 19. Estrutura do composto 6c.

---------------------
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4-(3,5-di-tert-butil-4-hidroxifenil)-6-((4-(((4-fluorfenil)selanil)metil)-1H-1,2,3-triazo-1-
i)metil)-2-0x0-1,2,3,4-tetrahidropirimidina-5-carboxilato de etila (6¢): Rendimento 47%.
Sélido amarelo. P.F. 63-65 °C. RMN de 'H (200 MHz, DMSO-ds) & 9,47 (s, 1H); 7,76 (s, 1H);
7,72 (s, 1H); 7,44 (dd, J = 8,6; 5,6 Hz, 2H); 7,04 — 6,96 (m, 3H); 6,91 (s, 1H); 5,63 — 5,32 (m,
2H); 5,08 (d, J=3,1 Hz, 1H); 4,17 (s, 2H); 3,99 (q, /= 6,9 Hz, 2H); 1,31 (s, 18H); 1,10 (d, J =
7,1 Hz, 3H). RMN de '*C (50 MHz, DMSO-ds) § 165,06; 162,08 (d, J = 244,5 Hz); 153,70; 152,39;
144,33; 142,84; 139,42; 135,93; 135,32 (d, /= 7,9 Hz); 125,12 (d, J= 2,8 Hz); 123,51, 123,03; 116,58
(d, J = 21,5 Hz); 104,04; 60,35; 54,80; 48,19; 34,84; 30,68; 29,44; 20,85; 14,34. IV (KBr, cm'l) v:
2925, 2856, 1703, 1436, 1310, 1230, 1159, 1095. HRMS (ESI'): Calculado para C-
31H39FNsO04Se [M+H]" 644,2151, encontrado 644,2164.

3.2.8 Ensaio de Inibicao da Protease MP™ de SARS-CoV-2

O ensaio de triagem dos compostos capazes de inibir a atividade da protease MTR foi
realizado conforme a recomendacao do fabricante com algumas adaptagdes. Numa placa de 96
pocos, em cada poco foi adicionado 10 pL. dos compostos na concentragdo final de 200 uM,
diluidos em DMSO, em triplicata, em seguida 30 pL da enzima MR (Sigma-Aldrich) na
concentragdo final de 10 pg/mL diluida em tampao contendo 25 mM HEPES (Sigma-Aldrich)
e 0.2% Tween-20 (Sigma-Aldrich), a placa entdo foi incubada por 10 minutos a temperatura
ambiente. Apos este periodo foi adicionado 10 uL do substrato em cada pogo, um peptideo

cromogénico 3CL, Mpro protease chromogenic substrate peptide (Sigma-Aldrich) na
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concentragdo de 200 pg/mL final e incubado por mais 45 minutos a 37 °C, ap6s o tempo de
incubacdo foi adicionado 50 pL de 4cido acético 4% (Merck). Em seguida a placa foi lida em
espectrofotometro Tecan® Modelo Infinite M200 no comprimento de onda de 405 nm. Como
controle positivo foi utilizado o composto Ebselen na concentracdo de 10 uM diluido em

DMSO puro e como controle negativo foi utilizado DMSO na concentracao final de 20%.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Para este trabalho foi proposto a sintese de duas classes de hibridos moleculares entre
as diidropirimidinonas ¢ BHT com os compostos organosselénio. Inicialmente, foi planejado
estruturas do tipo BHT-diidropirimidincalcogenonas (2) conforme esquema retrossintético
abaixo.

Esquema 17. Analise retrossintética das diidropirimidinonas 2a-c.

Os derivados Oxo- e Tio-DHPM-BHT poderiam resultar da reacéo
multicomponente de Biginelli envolvendo o aldeido do BHT 1, um composto
dicarbonilico como o acetoacetato de etila e derivados de ureia e tioureia. De posse
do derivado da tioureia 2b bastaria reagi-lo com iodeto de metila para obter o
intermediario 2ba, que com uma reacdo de substituicio com NaSeH levaria a
selenona 2c desejada.

A proposta da segunda classe de compostos é sintetizar hibridos moleculares
entre a diidropirimidinona 2a com compostos organosselénio. Para isso, seria
utilizado primeiramente um intermediario Azido-DHPM-BHT 4 para possibilitar a
hibridizacdo conjugada através do “linker” 1,2,3-triazol. O produto 4 seria sintetizado
pela reacao de Biginelli envolvendo 4-azido-acetoacetato de etila 3. Este por sua vez

poderia ser sintetizado por uma reacado de substituicdo da 4-cloro-acetoacetato de
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etila com azida de sddio. Outro intermediario necessario € o seleneto propargilado 5,
que pode ser obtido pela reacdo de disselenetos de diorganoila em meio redutor com
brometo de propargila. Apds obter os intermediarios chave, o produto final seria obtido
via reagao de cicloadigao catalisada por cobre do tipo “click” levando assim a formagéao

dos compostos planejados para este trabalho. (Esquema 18).
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Esquema 18. Analise retrossintética dos compostos 3, 4 ¢ 6a-c.

R=H, F, CH,

__________________________________________________________________________________

4.1 SINTESE DOS HIBRIDOS BHT-DHPM

Inicialmente foi feita a sintese da série dos hibridos 2a, 2b e 2¢. A primeira etapa
reacional ¢ a formacao do aldeido derivado do BHT (Esquema 19). A formacao deste reagente
foi realizada de acordo com a metodologia descrita por BAIK et al., 2000 em que a oxidagao
do BHT acontece em meio DMSO com a adi¢gao de NBS durante 10 minutos a 120 °C. A
formacao do produto ¢ facilmente comprovada pelo aparecimento do singleto caracteristico em

9,85 ppm — regidio dos hidrogénios -CHO de aldeidos no RMN de 'H.
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Esquema 19. Sintese do composto 1.

OH OH
NBS, DMSO

120 °C, 10 min

80 %

Apbs a obtencdo do aldeido do BHT, foi possivel realizar a reagdo de Biginelli. O
procedimento para a sintese dessas DHPM foi descrito por CANTO et al., 2014 em que ¢
realizada a ciclizagdo one-pot entre o aldeido do BHT, ureia (para o produto 2a) ou tioureia
(para o produto 2b) e acetoacetato de etila a 100 °C utilizando HClcone. como catalisador e
somente etanol o suficiente para promover a agitacdo durante 3 horas. Esta reacdo forneceu os

compostos 2a e 2b com 77 e 40% de rendimento, respectivamente.

Esquema 20. Reacdo de Biginelli para formagao dos compostos 2a e 2b.

OH OH
HCICOnC
0% “H
o EtOH, 100 °C 0
0 H,N" X
2 X= 0: 2a (77%)
X=0,S X=S:2b (40%)

Estes dois produtos ja sdo reportados na literatura e sua formacao foi comprovada por
RMN de 'H e 13C. A grande semelhanca entre as duas estruturas permite uma analise espectral
concomitante. Em relacdo ao espectro de 2a, temos os sinais referentes aos -NH em 9,16 ¢ 7,64
ppm, logo apos o simpleto em 7,03 ppm com integral igual a 2, relacionado aos hidrogénios
aromaticos, seguido pelo simpleto caracteristico do -OH em 6,91 ppm. Em 5,04 ppm, estd o
dupleto relacionado ao -CH do heterociclo ligado diretamente a por¢ao BHT. Logo em seguida,
em 4,00 ppm, esta o quarteto de dupleto com integral 2 referente ao -CH>- da por¢ao acetato.
Em 2,21 ppm temos o simpleto com integral 3 referente ao -CH3 ligado diretamente ao anel

pirimidinico. O sinal mais intenso, singleto com integral igual a 18 em 1,34 ppm ¢ relacionado
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com os hidrogénios dos grupamentos #-butila e, por fim, o tripleto com integral igual a 3 em
1,13 ppm ¢ referente ao -CHs da por¢ao acetato.
A tnica diferenca significativa entre os RMN de 'H de 2a e 2b ¢ a desblindagem dos

hidrogénios -NH do derivado da tioureia frente ao composto 2* (Figura 20).

Figura 20. Comparagéo entre os RMN de 'H de 2a ¢ 2b.
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O derivado 2¢ ndo ¢ formado diretamente pela ciclizagdo direta com selenoureia,
devido a seu alto custo e toxicidade, mas sim a partir do composto 2b (Esquema 21). A
modifica¢do estrutural do derivado de enxofre para o de selénio foi feita em duas etapas.
Primeiro, foi realizada a metilacdo do enxofre de acordo com BARBOSA, 2019. O composto
2b foi reagido com iodeto de metila para a formagdo da isotioureia 2ba, levando a um
rendimento de 96%. Apos, esse derivado foi substituido com a espécie nucleofilica de selénio
gerada in situ NaSeH de acordo com (KLAYMAN; SHINE, 1969) e apos a extragao foi obtido

o composto 2¢ com 37% de rendimento.
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Esquema 21. Sintese de 2c a partir de 2b.

Mel Se® NaBH,

EtOH, refluxo EtOH, refluxo, Ar

2ba 2c
2b 96% 37%

Pelos espectros de RMN de 'H conseguimos notar a diferenca dentre os espectros
principalmente pelo desaparecimento do sinal da metila referente ao S-Me como retratado na

figura abaixo.

Figura 21. Comparagdo entre os RMN de 'H de 2ba e 2c.

Também foram realizadas analises de espectrometria de massas de alta resolucao
(HRMS) no modo APPI destes dois compostos por serem inéditos. Para o derivado isotioureia
a massa teorica para C23H3sN>O3S [M+H]" é de 419,2368 ¢ foi encontrado experimentalmente
419,2366, confirmando a massa e a formula do composto 2ba. Para o composto de selenoureia
a massa tedrica para C»H33N,03Se [M+H]" é de 453,1656 ¢ foi encontrado 453,1651,

confirmando a formag¢ao do produto 2c¢.
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4.2 SINTESE DOS DERIVADOS BHT-DHPM-SELENIO (6a-c)

A sintese dos compostos 6a, 6b ¢ 6¢ foi feita a partir de uma rota convergente e com
procedimento distinto ao relatado para 2a e 2b. Primeiramente, além da oxidagdo do BHT, foi
realizada a azidacao do composto 4-cloroacetoacetato de etila (Esquema 22). Dessa forma, foi
possivel realizar a ciclizagdo de Biginelli, através da reagdo com composto 1 (formando o
intermediario 4) faltando somente uma etapa reacional para obter o produto final, a reagao
Click. Essa reagao foi realizada de acordo com a metodologia descrita no trabalho de CHEN et
al., 2009 em que o reagente clorado ¢ reagido com NaN3 em uma mistura de agua e acetona

em refluxo para a formagao do produto 3 em 70% de rendimento.

Esquema 22. Sintese do composto 3.

(0] (0] NaN; (0] (o)
/\OJK/U\/CI A0MN3
Acetona/H,0 3
refluxo, 5h 70%

Ap0s, ¢ feita entdo a reagdo de Biginelli pela metodologia de LEBED et al., 2009, a
fim de obter o produto sem utilizacdo de temperaturas muito elevadas, ja que as tentativas
realizadas com a metodologia anterior forneceu uma mistura complexa de produtos Nesse novo
procedimento, a ciclizacdo ¢ feita em 4cido acético a 50 °C durante 48h (Esquema 23). O
produto 4 ¢ entdo precipitado em agua gelada e purificado por coluna cromatografica, sendo

obtido com 44% de rendimento.

Esquema 23. Sintese da diidropirimidinona 4.

OH

HAc

50 °C, 48h
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O composto 4 teve sua estrutura comprovada por ponto de fusdo, RMN de 'H, 1*C,
infravermelho e HRMS. A atribui¢do do RMN de 'H inicia com os dois simpletos, cada um
com integral igual a 1 (em 9,40 e 7,74 ppm) referentes aos hidrogénios -NH do heterociclo.
Logo em seguida, podem-se observar os dois hidrogénios aromaticos da por¢ao do BHT,
representados como um simpleto de integral igual a 2 a 7,07 ppm. O proximo sinal ¢ um
simpleto de integral igual a 1 em 6,93 ppm e refere-se ao hidrogénio -OH do fenol. Seguindo,
temos o sinal em 5,10 ppm, um dupleto com integral igual a 1, que representa o hidrogénio -
CH do nucleo heterociclico. Apos, temos os sinais de CHz referentes ao -CHz do acetato e ao -
CH: ligado ao grupamento azida. Por fim, temos o sinal caracteristico dos grupamentos #-butila
do BHT — um simpleto em 1,36 ppm com integral igual a 18 e o tripleto em 1,14 ppm com

integral igual a 3, que representa o -CH3 da por¢do acetato.

Figura 22. Comparagio dos RMN de 'H de 2a e 4.
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Pela comparagio dos espectros de RMN de 'H de 2a e 4 acima, podemos perceber
claramente a diferenca entre os deslocamentos dos hidrogénios do carbono ligado diretamente
a azida. No composto 2a, temos um simpleto em 2,21 ppm e no composto 4, estes hidrogénios
se tornam um sinal em 4,36 ppm. Comparando os espectros de infravermelho abaixo, temos um

grande destaque que ¢ a banda relacionada a azida, podemos ver claramente a banda no espectro
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do composto 4 (linha azul) em torno de 2100 cm™ e sua auséncia no espectro do composto 2a
(linha verde).

Figura 23. Espectros de infravermelho de 2a (linha verde) e 4 (linha azul).
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O HRMS foi feito no modo ESI, a massa teorica do composto 4 ¢ C22H3NsO4 [M+H]"
430,2454 e foi encontrado experimentalmente 430,2479, o que corrobora com a férmula
molecular desta estrutura.

Com a formagdo e identificacdo do derivado 4, foi possivel dar continuidade para a
inser¢do dos grupamentos selenoarilas. Primeiramente, foi realizada a sintese dos alcinos 5a,
5b e 5¢ de acordo com a literatura, utilizando seu respectivo disseleneto, NaBH4 e brometo de
propargila. Apos, € realizada a adi¢ao Click, conforme o Esquema 24. Para essa ciclizagdo, ¢
feita a reagdo em um tubo de Schlenk sob argénio, com a adigdo de Cul como catalisador e
EtsN como aditivo em THF seco, além dos reagentes em questdo. Em seguida, os produtos sdao
extraidos e purificados por coluna cromatografica. Os rendimentos sdo reportados no

Esquema 24.
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Esquema 24. Reacdo Click utilizada para a sintese dos compostos 6a-c.

OH
OH
(o)
(0]
S
o NH 4 Cul, EtzN o | /t'
_—
| A N~ o
N~ SO THF, Ar N H
N3 H 24h NS
N =—
R=H: 6a (30%)
R=H, CH,, F R= CHsj: 6b (74%)
R=F: 6¢ (47%)

Os produtos foram analisados por ponto de fusdo, RMN de 'H e *C, infravermelho e
HRMS. Os espectros de RMN, pela ampla semelhanca, serdo discutidos simultaneamente
através dos espectros do derivado p-Me 6b abaixo.

O primeiro sinal em 9,46 ppm com integral 1 refere-se a um dos hidrogénios -NH,
enquanto que o segundo -NH est4 sobreposto ao sinal do hidrogénio do triazol, e ambos estdo
representados pelo sinal em 7,76 ppm, um simpleto com integral igual a 2. Os dupletos
seguintes, em 7,34 e¢ 7,06 ppm com integral de 2 hidrogénios cada um, referem-se aos
aromaticos da porcdo arilselénio, enquanto que o singleto com integral igual a 2 estd
relacionado com os hidrogénios aromaticos da por¢ao BHT. Logo em seguida, pode-se observar
o simpleto de integral igual a 1 referente ao hidrogénio -OH do BHT. O quarteto em 5,59-5,37
ppm com integral 2 representa o -CH2 que liga a DHPM ao triazol. O sinal caracteristico do -
CH- do anel pirimidinico est4 representado como um dupleto com integral igual a 1, em 5,10
ppm. O simpleto de integral 2 em 4,16 ppm se refere ao -CH2 ligado ao selénio. Em seguida, o
sinal do -CHz2- da porcdo acetato esta retratado como um quarteto com integral igual a 2 em
4,00 ppm. Por fim, temos o grupamento -CH3 do anel p-Me representado pelo simpleto de
integral 3 em 2,26 ppm; os hidrogénios dos grupamentos t-butila ilustrados na forma de singleto
com integral 18 em 1,33 ppm; e o ultimo € o tripleto de integral 3 relacionado ao -CH3 da porgao

acetato.



Figura 24.Espectro de RMN de 'H simplificado de 6b.
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Comparando os espectros de RMN 'H dos compostos 6a-¢ temos como perceber a
similaridade dentre os trés. Comparando os espectros de RMN de 'H dos compostos 4 ¢ 6a na
Figura 26, temos o aparecimento dos hidrogénios aromaticos provindos do selénio-fenil, o
deslocamento do sinal referente ao metileno ligado a azida, indicando a formag¢do do 1,2,3-
triazol e o aparecimento do sinal referente ao metileno ligado diretamente ao selénio (Figura

26).

Figura 26. Comparagdo entre os espectros de RMN de 'H de 4 ¢ 6a.
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As andlises de HRMS dos trés compostos foram realizadas no modo ESI. O composto
6a tem massa teorica de C31H4oNsO4Se [M+H]" 626,2246 e foi encontrado 626,2284. A massa
tedrica do composto 6b é de C3,H42N504Se [M+H]" 640,2402 e foi encontrado 640,2411. A
massa tedrica do composto 6¢ € de C31H30FNsO4Se [M+H]" 644,2151, encontrado 644,2164 ¢

foi encontrado experimentalmente 644,2161.
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43 ENSAIO DE INIBICAO DA PROTEASE MPRO DE SARS-COV-2

Apos a sintese e caracterizagdo dos compostos, foi realizado o ensaio de inibi¢do da
protease MP"® do SARS-CoV-2. Essa anélise foi feita em colaboragdo com o LQPN (Laboratorio
de Quimica de Produtos Naturais), grupo chefiado pelo professor Louis Sandjo, sendo este um
dos grupos que esta incluido no projeto “Prospec¢do bio-guiada de farmacos anti-Covid-19 a
partir de plantas comestiveis e desenvolvimento de hibridos sintéticos com potencial antiviral”
sob coordenagdo do professor Antonio Luiz Braga, financiado pelo Edital n°® 11/2020 de
Selegao Emergencial "FARMACOS E IMUNOLOGIA" da CAPES.

Para efeitos comparativos, foram analisados os compostos 2a, 2b e 2¢, o intermediario
4 e os compostos finais 6a, 6b ¢ 6¢. Os resultados dos ensaios estdo representados na Tabela

1.

Tabela 1. Inibigdo da Mpro do SARS-CoV-2 pelos compostos 2a-c, 4 ¢ 6a-c.

Porcentagem de inibicio da MP™ do

Composto SARS-CoV-2 a 200 pM

2a ni.”

2 ni.”

2 72,01 %
4 24,40 %
6a 73,86%
6b 43,10 %
6c 73,05 %

* n.i.: ndo ocorreu inibi¢do.

E possivel observar que dentre os compostos 2a, 2b e 2¢, somente o derivado
selenoureia (2¢) inibiu a enzima, alcangando uma inibi¢do de 72,0%. De acordo com esses
dados podemos associar essa notavel diferenga a presenca do selénio na forma de uma
selenoureia na estrutura molecular, representando um forte indicio do papel chave do atomo de
selénio na relacdo estrutura-atividade. Além disso, foi estruturada uma rota para sintetizar
outros derivados com grupamentos organosselénio, preservando o esqueleto base dos

compostos 2, a partir da hibridiza¢dao conjugada.
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Com isso, foi feita a hibridizagao por intermédio do /inker 1,2,3-triazol, e para isso foi
sintetizado o intermediario chave, o composto 4, que possui um grupamento azida. Para fins
comparativos, foi feito o ensaio inibitdrio deste composto, € o mesmo obteve 24,40% de
inibicdo. Apds a reacdo “click” e formacdo dos compostos 6a-c, pode-se perceber que esses
novos compostos hibridizados apresentaram uma elevacao de 73% da porcentagem inibitoria,
comparado com o composto 2a, comprovando que a presenga do elemento selénio ¢ de suma
importancia para a atividade inibitoria dessa classe de compostos.

Dentre os compostos selenilados 6a-¢, houve uma similaridade entre 6a e 6c,
sugerindo que a anexagdo de um grupamento desativante ndo afeta de forma expressiva a
atividade dessas substancias, estando ambas em torno de 73% de inibigdo. Com a inser¢ao de
um grupamento doador de elétrons, como o composto 6b, ¢ possivel perceber a grande queda
de 30% na inibicao desta protease. Estudos adicionais para entender melhor o mecanismo de
inibi¢do desta enzima estdo sendo realizados por laboratdrios parceiros, tais como estudos de
modelagem molecular, os quais deverdo ilustrar melhor os dados experimentais obtidos nesse

ensaio e propor outros derivados que poderdo ser sintetizados pelas rotas aqui empregadas.
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5 CONSIDERACOES FINAIS E CONCLUSAO

Os intermediarios e as moléculas alvo propostas para esse trabalho foram sintetizados
em rendimentos consideraveis, tendo em vista a complexidade estrutural dessas moléculas. A
classe das diidropirimidinonas calcogenadas (2a-c) foram sintetizadas por abordagens classicas
da literatura e apenas o derivado selenilado (2¢) foi responsavel pela inibicdo da MP™,
evidenciando uma forte relacdo estrutura-atividade.

A segunda classe (6a-c) possui uma maior complexidade estrutural, porém, através de
uma sintese planejada foi possivel obter os produtos finais em rendimentos aceitaveis. Estes
compostos apresentaram também uma forte dependéncia frente aos compostos organicos de
selénio na inibicao da Mmpre do SARS-CoV-2.
Ainda ndo temos todas as evidéncias dos mecanismos de ag@o pelos estudos preliminares ja
realizados, no entanto, estudos complementares estdo em andamento e pretendemos, em breve,
publicar os resultados em periddico reconhecido pela comunidade quimica.

Ademais, outros estudos de atividade antioxidante e anticolinesterastica estdo sendo
realizados em parceria com o Prof. Dr. Aldo Sena — UFSC e os resultados serdo oportunamente

divulgados.
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6 ANEXO A — ESPECTROS DE RMN DE 'H E 3C E INFRAVERMELHO.
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Figura S7. Espectro de RMN de *C (101 MHz, DMSO-ds) de 2b.
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