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RESUMO

As Reacdes Multicomponentes de Biginelli sdo utilizadas na sintese de 3,4-
dihidropirimidin-2-onas(tionas) (DHPMs) estruturalmente variadas, de maneira
simples e eficiente. A reacdo consiste na ciclocondensacdo entre um aldeido,
ureia/tioureia e um composto 1,3-dicarbonilado, levando a formacdo de DHPMs.
A importancia das DHPMs esta relacionada com as diversas atividades biolégicas que
elas podem exibir, incluindo atividades antitumorais.

O uso de compostos fluorescentes como sondas biol6égicas tem-se mostrado
uma estratégia importante na investigacdo de eventos celulares em nivel molecular.
Isso permite uma melhor compreensdo da dindmica de tais eventos e por
consequéncia, contribui para o desenvolvimento de novas estratégias no tratamento
de muitas doencgas, como por exemplo, o cancer.

Dentro deste contexto, visando a preparacdo de DHPMs fluorescentes via
reacao de Biginelli como possiveis sondas moleculares, investigou-se a utilizacédo de
aldeidos ou aminas fluorescentes, ambos derivados de benzazéis. Essas moléculas
apresentam uma propriedade especifica, chamada de transferéncia protdnica
intramolecular no estado excitado (ESIPT - Excited State Intramolecular Proton
Transfer). Moléculas fluorescentes por ESIPT apresentam um grande deslocamento
de Stokes, que € uma caracteristica importante para o seu emprego eficiente como
sondas moleculares.

A partir de aldeidos fluorescentes benzazdlicos, foram preparadas
quatro diferentes DHPMs em rendimentos que variaram entre 53-75%. A reacdo de
Biginelli utilizando acetoacetamidas fluorescentes, sintetizadas a partir de aminas
fluorescentes benzazdlicas, permitiu a preparacdo de seis novas DHPMs com
rendimentos entre 48-70%.

Assim, as dez novas DHPMs fluorescentes por ESIPT foram objeto de um
estudo fotofisico em solugéo, utilizando-se o0s solventes diclorometano, etanol
e acetonitrila, sendo que duas DHPMs foram medidas em DMSO, pois ndo foram
soluveis nos solventes testados. Os resultados mostraram deslocamentos de Stokes
de 16-227 nm para os compostos estudados e o maior deslocamento de Stokes foi
obtido em acetonitrila. Estes estudos demonstraram a viabilidade das DHPMs

fluorescentes sintetizadas para serem utilizadas como possiveis sondas moleculares.
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ABSTRACT

Biginelli Multicomponent Reactions are used in the synthesis of structurally
diverse 3,4-dihydropyrimidin-2-ones(thiones) (DHPMs), through a simple and efficient
way. The reaction consists in a cyclocondensation between an aldehyde, urea/thiourea
and a 1,3-dicarbonyl compound, leading to the formation of DHPMs. The importance
of DHPMs regards the plethora of biological activities they can exhibit, including the
antitumor activity.

The use of fluorescent compounds as biological probes has been shown to
be an important strategy in the investigation of cellular events at the molecular level.
This allows a better understanding of the dynamics of such events and consequently
contributes to the development of new strategies in the treatment of many diseases,
such as cancer.

In order to prepare the fluorescent DHPMs as possible molecular probes, via
Biginelli's reaction, it was investigated the use of fluorescent aldehydes or fluorescent
amines, both derived from fluorescent benzazoles with a specific property, called
Excited State Intramolecular Proton Transfer (ESIPT). Fluorescent molecules by the
ESIPT mechanism show a large Stokes shifts, which are important feature for their
efficient use as molecular probes.

From the fluorescent aldehydes, four different DHPMs were prepared in good
yields, ranging from 53-75%. The fluorescent amines were used to synthesize the
fluorescent acetoacetamides, which were applied as 1,3-dicarbonyl compound in the
Biginelli reaction to afford six new DHPMs in reasonable to good yelds from 48 to 70%.

The photophysical study of the ten new fluorescent DHPMs by ESIPT were
performed in solution, using three different solvents such as: dichloromethane, ethanol,
and acetonitrile. Two DHPMs were measured in DMSO as solvent, due to the
insolubility in the other employed solvents. The results showed Stokes shifts from 16
to 227 nm for the studied compounds and the highest Stokes shift value was obtained
in acetonitrile. These studies demonstrated the feasibility of the ten new synthesized

fluorescent DHPMs to be used as possible molecular probes.
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1. INTRODUCAO

1.1 REACOES MULTICOMPONENTES

As reacgdes multicomponentes (RMCs) sédo conhecidas ha mais de cem anos e
estdo ganhando cada vez mais importancia na sintese de novas moléculas com
potencial bioldgico, de maneira simples e seletiva, possibilitando a obtencdo de
bibliotecas de compostos estruturalmente diversos, visto que todos seus reagentes
podem ser modificados.*?

Reacdes multicomponentes séo caracterizadas como sinteses convergentes e
consistem na adicdo simultdnea de mais de dois reagentes, em um mesmo vaso
reacional (processo One Pot), gerando um produto com porcdes dos reagentes de
partida. Essas reacdes seguem o Principio Doming, onde uma sequéncia de eventos
bimoleculares ocorrem até a formagéo do produto final.3

As RMCs apresentam vantagens sobre as sinteses lineares convencionais
(multietapas) em termos de velocidade, diversidade e eficiéncia, tornando-as

relevantes nos processos de descobertas de novas drogas*® (Esquema 1).

Sintese linear multietapas

L
| i

Reacdo multicomponente & am

)

Esquema 1. Esquema comparativo entre sinteses lineares multietapas e rea¢des multicomponentes.®

Na busca pelo processo de sintese ideal, proposto por Wender em 1997,” os
pesquisadores tem investido no estudo das RMCs por serem de simples execucao,
altamente seletivas e eficientes. Além disso, sdo viaveis economicamente, s&o

ambientalmente amigaveis e podem ser realizadas a partir de diferentes familias de



compostos,*&° em um processo one pot, o que minimiza perdas em processos de
transferéncia.1°

A metodologia multicomponente esta inserida no conceito de “Economia
Atdomica”, desenvolvido por Trost,!* no qual o maior niimero possivel de atomos dos
reagentes deve estar presente no produto final. Sdo exemplos de reacoes
multicomponentes as reagées de Biginelli*?, Passerini'?, Ugi'* e Hantzsch'® (Figura 1).
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Biginelli Y 7 D N N ©
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Figura 1. Exemplos de reacdes multicomponentes.

1.2 REACOES MULTICOMPONENTES DE BIGINELLI

1.2.1 Histérico

Uma das RMCs mais notaveis é a Reac¢do de Biginelli, que produz uma classe
importante de heterociclos nitrogenados, as 3,4-Dihidropirimidinonas (DHPM). Foi
descoberta pelo quimico italiano Pietro Biginelli em 1891 e publicada em 1893 no
periédico Gazzetta Chimica Italiana.'® Envolve uma reacgédo de ciclo-condensacéo de
um aldeido, um B-cetoéster e ureia/tioureia, produzindo a respectiva DHPM, conforme
o Esquema 2.
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Esquema 2. Reacéo de Biginelli.

A reacdo de Biginelli foi descoberta ha mais de um século, mas um dos
produtos mais notorios, o monastrol, foi descoberto no fim dos anos 90, despertando
maior interesse nas pesquisas relacionadas a essa reacdo, como mostra o grafico a

seguir (Figura 2).7
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Figura 2. Gréfico do numero de publicacdes sobre Biginelli (eixo vertical) por ano (eixo horizontal).

Ndamero de publicacdes

1990
1991
1992 ||
1993
1994
1995
1996
1997
1998
zooo
2004
2005
2006
2007
2008
zoos

2001
2002
2003
2010
2011
2012
2013
2014
2015
2016
2017

No presente cenario de preocupacdes ambientais, processos de sinteses
com reagentes e catalisadores toxicos e perigosos estdo gradativamente sendo
substituidas por processos conhecidos como “Quimica Verde”, que procuram utilizar
reagentes e condigBes reacionais que sejam ambientalmente compativeis e néo
afetem o0 meio ambiente. Com essa motivacéo, tem surgindo muitas adaptacdes ao
protocolo da reacao de Biginelli tradicional, trazendo resultados bastante promissores
do ponto de vista econdmico e ambiental.®18



Em alternativa ao forte acido de Bronsted, HCI, presente na reacéo tradicional,
foram utilizados &cidos de Lewis como os haletos, triflatos e outros sais.*® A utilizacéo
de haletos metalicos hidratados tais como CeCls.7H20%%21 e SnCl2.2H2022, por
exemplo, proporcionaram 6timos rendimentos e maior facilidade no processo, pois
ndo necessitam de condi¢cdes anidras, diferentemente dos haletos metélicos néo
hidratados.?® Recentemente foram reportadas metodologias eficientes empregando
catalise basica, sem a presenca de solventes, com trietilamina??, trifenilfosfina®®, e t-
BuOK?®, resultando em bons rendimentos.

Outras adaptacdes a reacéo de Biginelli, visando melhorar seus rendimentos e
transformé-la num processo menos agressivo ao meio ambiente, séo a utilizacdo de
liguidos i6nicos, como [HmMIMJHSO4 e [Bmim][BF4], de biocatalisadores, de
organocatalisadores e de catalisadores reutilizaveis.’® Além das alteracdes de
catalisadores, pode-se destacar a auséncia de catalisador,?’ o uso de microondas,?®
ultrassom,?® variacdes na temperatura,?® nos tipos de solventes® e até sem a

presenca de solventes.?4?7

1.2.2 Estudos Mecanisticos

A fim de elucidarem o mecanismo da reacdo de Biginelli, os pesquisadores
propuseram diferentes caminhos e intermediarios para essa reacdo, dentre eles,
alguns foram mais relevantes.’® Em 1933, Folkers e Johnson3! fizeram a primeira
tentativa de explicar este mecanismo provando a formacéo, sob catélise acida, do
intermediario N,N-benzilidenodiureia (A), proveniente da condensac¢do do aldeido
com duas moléculas de ureia, além de proporem a formacdo de outros 2
intermediarios: o primeiro (B) resultante da condensacdo do composto 1,3-
dicarbonilado e a ureia, e o outro (C) € uma enamina, formada pela reacdo entre o
composto 1,3-dicarbonilado e o benzaldeido (Figura 3).1°3!

Quarenta anos depois, em 1973, Sweets e Fissekis®? apresentaram um
mecanismo, conhecido como mecanismo de Knoevenagel, via condensacao alddlica
entre o composto 1,3-dicarbonilado e o aldeido, em meio acido. Esta reacéo resulta
na formacdo do ion carbenium (D) (Figura 3) na etapa limitante da reacdo que,

posteriormente, reage com a ureia para a formagao da DHPM.
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Figura 3. Intermediarios proposto por Folkers e Johnson, Sweet e Fissekis e Kappe.

Em 1997, Kappe®*® fez uma nova investigacdo, baseada em técnicas
espectroscopicas (RMN 'H e 13C), a temperatura ambiente, sobre o mecanismo da
reacdo de Biginelli, a fim de identificar os possiveis intermediarios dessa reacdo. De
acordo com suas investigacfes, a etapa lenta € a adicdo nucleofilica da ureia ao
benzaldeido, ocorrendo perda de uma molécula de agua e formando o ion N-aciliminio
(E). Este ion é interceptado pelo acetoacetato de etila, provavelmente em sua forma
endlica, gerando um ureido de cadeia aberta que sofre cicliza¢do para a obtencao da
DHPM (Esquema 3a).
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Esquema 3. Mecanismos avaliados para a reacao de Biginelli.

Alguns anos depois, em 2009, De Souza et. al.,?* baseados em técnicas
espectrométricas (espectrometria de massas com ionizacdo por electrospray, ESI-
MS) e estudos tedricos utilizando a Teoria do Funcional de Densidade (DFT- density
functional theory) fizeram uma nova analise detalhada dos mecanismos propostos
anteriormente para a reacdo de Biginelli: via ion N-aciliminio (a), via Knoevenagel (b)

e via enamina (c), mostrados no Esquema 3.



Primeiramente, analisaram por ESI-MS apenas a reac¢éo entre o benzaldeido e
a ureia apos 5 minutos, identificando a presenca do N,N-benzilidenodiureia protonado
[A+H"], do ion N-aciliminio (E), do seu precursor hidratado (F) e outros ions.

Reagindo os trés componentes da reacao tradicional por 5 minutos, foram
detectados os ions presentes na analise anterior (com apenas benzaldeido e ureia),
além de outros como o intermediario (G), o produto final da reag&o protonado e o ion
(H), como mostra a Figura 4. Ao reagirem apenas a ureia e 0 acetoacetato de etila,
pelos mesmos 5 minutos, ndo conseguiram identificar a enamina protonada (l), mas
detectaram seu precursor (G). Por fim, investigaram a condensacgéo de Knoevenagel
entre o benzaldeido e o0 acetoacetato de etila, mas somente apés 24 horas o aduto de
Knoevenagel protonado (J) e seu precursor aldolico protonado [K+H*] foram

observados.34
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Figura 4. Espectro de massas (ESI-MS) obtido durante a reagéo de Biginelli.

Os estudos teodricos realizados para 0s mecanismos anteriores foram coerentes
com os resultados experimentais, demonstrando que o mecanismo de Knoevenaegel
apresenta elevada barreira de ativagcéo e que o caminho via ion N-aciliminio é cinética

e termodinamicamente favoravel.3*



A partir desses dados, os autores concluiram que o mecanismo via ion N-
aciliminio (Esquema 3a) é o mais provavel e que o mecanismo via condensacgéo de
Knoevenaegel (proposto por Sweet e Fissekis) também ocorre, mas é muito lento e,

dessa forma, ndo contribui efetivamente para a formacgéo do produto final.3*

1.2.3 Variagdes estruturais da reacao de Biginelli

Visto que cada um dos trés reagentes da reacdo de Biginelli podem ser
alterados, é possivel a construcdo de bibliotecas de compostos com grande
variabilidade estrutural, permitindo o desenvolvimento de novos compostos com
potencias atividades bioldgicas.

Apesar dos aldeidos aromaticos, em geral, apresentarem melhores
rendimentos, o aldeido também pode ser alifatico ou conter heterociclos, como alguns
derivados do furano, tiofeno e piridina, por exemplo.3 Ja foi reportado na literatura o
uso de aldeidos derivados de carboidratos,®® o uso de bis-aldeido®” e até a

substituicdo do aldeido por alcoois sob condicdes reacionais brandas (Esquema 4).38
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Esquema 4. Uso de alcoois em vez de aldeidos para a sintese de DHPMs.

Em vez do acetoacetato de etila usado na reacédo original, podem ser utilizados
outros compostos dicarbonilados, ciclicos ou ndo, bem como diversos outros
compostos com hidrogénios ativos ou com hidrogénios que possam ser ativados.®
Como alternativa para a ureia, tem-se as alquil ureias simples monossubstituidas que,
em geral, proporcionam bons rendimentos, além das outras moléculas derivadas da
ureia ou tioureia e moléculas do tipo guanidina que também podem ser utilizadas. As
tioureias e seus derivados normalmente apresentam maiores tempos reacionais e
menores rendimentos quando comparados as ureias e seus derivados
correspondentes.3® Alguns compostos alternativos ao benzaldeido, a (tio)ureia e ao
acetoacetato de etila que podem ser utilizados na reacao de Biginelli s&o mostrados

na Figura 5.



Figura 5. Exemplos de moléculas que podem ser utilizadas na reacao de Biginelli em alternativa ao

benzaldeido, a (tio)ureia e ao acetoacetato de etila, respectivamente.

As modificacbes estruturais nas DHPMs permitem a constru¢cdo de moléculas
hibridas e proporcionam grandes avangos no desenvolvimento de novos compostos
bioativos, despertando ainda mais o interesse da industria farmacéutica. Os hibridos
DHPM-Cumarina, por exemplo, apresentam propriedades fluorescentes e podem ser
utilizados como sondas de pH, por exemplo®**' (Figura 6). Outros exemplos de

DHPMs ou derivados de DHPMs fluorescentes também sé&o mostrados na Figura 7.42-
45

X=0,8 ‘tcrriiiiieioioees
R= OH, N(Et),
Ar= Aril ou Heteroaril

Figura 6. Derivados hibridos DHPM-cumarinas fluorescentes, com a porgao cumarina em
vermelho.39-41



X=0,S
R=C;,Hs, CH3

Figura 7. Exemplos de moléculas fluorescentes derivadas de DHPM.42-45

1.2.4 As Dihidropirimidinonas e suas atividades bioldgicas

As DHPMs e seus derivados sdo uma classe importante de heterociclos
nitrogenados que vém sendo amplamente explorados nas Ultimas décadas por suas
diferentes atividades biol6gicas e terapéuticas, tais como: antitumorais,*¢4’
bloqueadoras de canais de célcio,*® anti-inflamatérias,*® antibacterianas,*® anti-HIV,5?
antioxidantes,> antifiingicas®? e antimalariais.>*

Além de poderem ser sintetizadas, moléculas com nacleo derivado de DHPMs
podem também ser isoladas de compostos naturais, como é caso da Crambescina A,
isolada de esponjas Crambe crambe, que apresenta atividades anti-HIV (Figura 8).51:5°
Dentre as diversas DHPMs sintéticas com bioatividade estdo o composto SQ 32926 e
0 SQ32547 que agem como bloqueadores de canais de célcio, controlando a pressao
sanguinea,*®®¢ e o Monastrol, um poderoso antimitético.*’ As estruturas dessas

DHPMs s&o mostradas na Figura 9.

Crambescina A

Figura 8. Estrutura da crambescina A que apresenta atividades anti-HIV.51.55
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Figura 9. DHPMs sintéticas com diferentes atividades bioldgicas.

1.2.5 O Monastrol e seus anélogos

Em 1999, Mayer et. al*’ reportaram a atividade anticancer do Monastrol, por
meio da inibicdo da atividade da proteina motora cinesina Eg5, crucial na formacéo e
organizagdo do fuso bipolar na mitose. Com essa descoberta, a busca por novas

drogas analogas ao Monastrol foi alavancada (Figura 10).

0\
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H H H
Monastrol Dimetilenastron Oxo-Monastrol Piperastrol

Figura 10. Estrutura do Monastrol e alguns de seus andalogos.

A mitose é um processo de divisdo celular no qual a célula mée gera duas
células filhas idénticas. Durante a mitose, ocorre a formacdo de uma estrutura
bipiramidal, chamada de fuso mitético ou fuso acromatico, contendo um centriolo em
cada umas das extremidades ligadas por meio dos microtubulos. Nesta etapa, os
cromossomos estdo totalmente condensados (cromatideas) e alinhados na regido
central do fuso (Figura 11a) para que ocorra a divisdo deles e, apos outras etapas,
originem duas células filhas.®’

O Monastrol age inibindo a proteina cinesina Eg5, o que impede a formacao do
fuso bipolar, promovendo a perda da organizacdo dos microtubulos e o
desalinhamento dos cromossomos (Figura 11b), impedindo a mitose e conduzindo a

célula a apoptose (morte celular).*’
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Figura 11. Visualizacéo por microscopia de fluorescéncia do fuso mitético (verde) e das cromatideas

(azul) durante a mitose (a) na auséncia do Monastrol e (b) na presenca do Monastrol.#”

O Monastrol apresenta vantagem em relacdo a outros compostos antimitéticos
porque € um inibidor especifico da proteina cinesina Eg5 e ndo apresenta efeitos na
localizacdo e organizagdo de organelas na interfase celular, além de n&o alterar o
processo de polimerizagdo da proteina tubulina nos microtabulos. Dessa forma, evita
efeitos colaterais ao organismo, ja que os microtubulos fazem parte de diversos
processos biolégicos.*” Devido a sua especificidade, o Monastrol despertou grande
interesse na industria farmacéutica, bem como na pesquisa por novos compostos
analogos com atividade biolégica similar ou superior.#” Com essa motivacdo, foi
descoberto o Dimetilenastron (Figura 10), outro potente inibidor da cinesina Eg5.5®

Na Figura 12a, pode-se observar um processo de mitose celular sem a
administracdo do Dimetilenastron e a Figura 12b mostra a desorganizacao do fuso

bipolar e o desalinhamento dos cromossomos na presenca do Dimetilenastron.>®

Figura 12. Visualizagé@o do fuso mitético (verde) e das cromatideas (laranja) durante a mitose por

microscopia de fluorescéncia sem (a) e com a presenga do Dimetilenastron (b), respectivamente.>8
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Estudos foram realizados a fim de avaliar e comparar a atividade do Monastrol,
de seu anélogo oxigenado (oxo-Monastrol) e de outros compostos analogos frente a
diversas linhagens de células de cancer. Essa investigacdo demonstrou que o
Monastrol € um antimitético mais poderoso do que o oxo-Monastrol pois exibiu efeito
citostatico (impede a multiplicacdo celular) contra quase todas as linhagens de células
cancerigenas testadas e atividades citotoxicas (causa morte celular) contra as
linhagens de células de cancer UACC.62 (melanoma) e 786-0 (rim), enquanto 0 oxo-
Monastrol apresentou apenas efeitos citostaticos, sendo eles menos intensos que 0s
do Monastrol (Figura 13). Ainda nesse estudo, foi observado que o Piperastrol (Figura
10) € um agente citotdéxico mais efetivo que o Monastrol em culturas de células
cancerigenas de melanoma (UACC.62), rim (786-0), mama (MCF-7), ovario

(OVCARDO3) e c6lon (HT-29).59
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Figura 13. Efeito do Monastrol e do Oxo-Monastrol frente a diferentes linhagens de células de cancer.

Valores positivos correspondem a atividade citostatica e valores negativos a atividade citotdxica.%®

Foram realizados estudos avaliando a atividade das DHPMs LASOM-63 e
LASOM-65 (Figura 14) contra linhagens de células de glioma de ratos (C6) e de
humanos (U138-MG). Os resultados mostraram gue estes compostos apresentam

atividades citotéxicas maiores quando comparadas a do monastrol.60-62
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Figura 14. DHPMs LASOM-63 e LASOM-65 com atividade antiglioma.

1.2.6 Dihidropirimidinonas com atividades biolégicas a partir de

acetoacetamidas

Apesar de um grande numero de metodologias utilizarem o acetoacetato de
etila como composto 1,3-dicarbonilico para a sintese de DHPMs, o uso de
acetoacetamidas e derivados sdo uma alternativa que tem despertado interesse na
busca por novos compostos com potencias atividades biologicas. O SNAP 6201, por
exemplo, é um excelente modulador de canais de célcio e um antagonista seletivo do
receptor aia-adrenérgico.53%4 Qutros derivados sintéticos com atividade
antimicrobiana®® e antituberculose,®® preparados a partir de acetoacetamidas, também

sé&o mostrado na Figura 15.
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Figura 15. Exemplos DHPMs derivadas de acetoacetamidas com atividades bioldgicas.

1.3 A FLUORESCENCIA EM COMPOSTOS ORGANICOS

Ao longo das ultimas décadas o uso de fluorescéncia cresceu notavelmente,

sendo a espectroscopia de fluorescéncia uma ferramenta importante nas areas de
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biotecnologia, diagndsticos médicos, sequenciamento de DNA, analises genéticas e
andlises de alteracdes conformacionais, entre outras.®’

A fluorescéncia é um processo luminescente rapido que ocorre quando uma
molécula absorve radiacdo, causando excitacdo eletrbnica de seu estado singleto
fundamental (So) para um estado de transi¢cdo de maior energia. O excesso de energia
é perdido rapidamente por processos ndo-radiativos até o nivel do estado excitado
mais baixo em energia (Si). Ao retornar do estado excitado para o estado
fundamental, ocorre a emissdo de fotons resultantes da transicdo singlete-singlete
(S1—S0).”

O Diagrama de Jablonski simplificado (Figura 16) ilustra alguns processos
fotofisicos radiativos (fluorescéncia) e ndao-radiativos (relaxacdo vibracional e

conversao interna) que ocorrem entre a absor¢éo e a emissédo de luz.%8

A
E
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A} Relaxamento S,
A) vibracional
ﬂ)‘v A )
2 A | \ ] 2
Converséo )'
interna / )
Conversao interna
e externa
(rvorcad)
G
\
S [2 £
0
if

Figura 16. Diagrama de Jablonski simplificado.

Ao observar o Diagrama de Jablonski, é possivel notar que a energia de
emissdo € menor do que a energia de absor¢do, pois ocorre perda de energia no

estado excitado por relaxacgéo vibracional. A diferenca entre os comprimentos de onda
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do méximo de emissdo e do maximo de absorcdo € conhecida como deslocamento

de Stokes e fornece informacdes importantes sobre o estado excitado (Figura 17).67:6°

Ahg

—

absorgdo emissio
comprimento de onda

Figura 17. Espectro de absor¢éo e emissao com deslocamento de Stokes (AAst).

Os espectros de absorcédo e emissdao molecular sdo obtidos por meio de
espectrofotometros e espectrofluorimetros, respectivamente. A absor¢édo de luz por
moléculas organicas segue a Lei de Lambert-Beer, representada na equacéo 1, que
estabelece que a absorbancia (A) de uma solucéo e sua concentracdo molar (c) séo
diretamente proporcionais.®’ A absorbancia também esta relacionada linearmente
com o coeficiente de absortividade molar (¢) e com o caminho éptico (b) percorrido
pela radiacdo que atravessa a solugdo. O coeficiente de absortividade molar € (em
L.molt.cm) expressa a habilidade que uma molécula tem de absorver luz em um
determinado solvente e é caracteristico de cada molécula. Nesta equagdo, o caminho

optico é expresso em cm e a concentracdo molar em mol.L1,67.69

A = €. b C (Equagcdo 1)
1.3.1 Sondas Fluorescentes

As sondas fluorescentes representam uma area importante da espectroscopia
de fluorescéncia e tem atraido a atencéo de diversos grupos de pesquisa das areas
bioldgica, fisico-quimica e médica, na busca e desenvolvimento de novas sondas com
propriedades fotofisicas, como a eficiéncia quéantica e a fotoestabilidade, cada vez

melhores.%’
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Moléculas como hidrocarbonetos poliaromaticos ou heterociclos rigidos e
planares contendo sistemas conjugados e/ou aromaticos, comumente apresentam

fluorescéncia significativa e sdo chamadas de fluoroforos ou corantes fluorescentes

(Figura 18).%7
@\/1 Antraceno (/\/© HsCO
0o~ o N

. H .
Cumarina Indol Quinina

Figura 18. Exemplos de moléculas fluorescentes.

As sondas fluorescentes sdo moléculas projetadas para localizar uma
determinada regido especifica ou produzir uma resposta a um estimulo que possa ser
detectada espectroscopicamente.”® A interacdo de uma sonda fluorescente com uma
macromolécula bioldgica tem sido muito utilizada em quimica analitica, permitindo
andlises quantitativas e qualitativas de forma eficiente e com elevada sensibilidade.5’

Uma caracteristica interessante para um fluoréforo biolégico € apresentar um
grande deslocamento de Stokes (> 100 nm), o que evita efeitos de autoabsorcéo.
Como os sistemas biolégicos apresentam emissfes na faixa do azul ao violeta,
fluor6foros que emitem nesta regido ndo sdo muito utilizados como sondas, sendo
preferidos os que emitem em outras regides.5”"*

A Figura 19, a seguir, mostra exemplos células cancerigenas do tipo HelLa
coradas com diferentes sondas moleculares comerciais.”> As células HelLa sé&o
células humanas imortais e com alto poder de contaminagcdo, muito utilizadas por

pesquisadores.”
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Figura 19. Imagens de células HelLa coradas com diferentes sondas moleculares. (A) Células HelLa
coradas com CF543 (microtibulos, vermelho) e CF488A (endossomas/membrana plasmatica, verde).
(B) Células HelLa coradas com CF514. (C) Células HelLa coradas com CF405S (Golgi, azul), CF488A
(mitocdndrias, verde) e CF555 (F-actina, vermelho). (D) Células HelLa coradas com CF350

(microtdbulos, ciano).”

1.3.2 Os compostos benzazélicos e o mecanismo ESIPT

Os benzoxazois (X=0), os benzotiazdis (X=S) e os benzoimidazois (X=NH) sdo
anéis de cinco membros com dois heteroatomos nas posi¢des 1 e 3, condensados a
um anel benzénico (Figura 20), que participam da familia dos benzazdis. Esses
compostos sao fluor6foros de grande interesse na quimica, na indUstria e na
medicina,’® pois seus derivados apresentam propriedades farmacoldgicas,’*"® como
antitumorais,’® antifingicas,® relaxante muscular®! e inibidoras de trombina,®? além

de importantes caracteristicas fotofisicas (Figura 20).8384
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Figura 20. Heterociclo benzazdlico e alguns derivados com propriedades farmacoldgicas.

Os benzazois podem ser sintetizados pela condensacéo bimolecular entre uma
anilina o-substituida e um &cido carboxilico ou seu éster, amida, nitrila, aldeido ou
cloreto de acila correspondente (Esquema 5).85-8 Uma das metodologias amplamente
empregadas para a sintese de benzazois consiste na utilizagédo de &cido polifosforico

(APF) como solvente e catalisador, sob temperaturas elevadas.®°86

NH, N
v e —— (s
X—H X

R=alquila, arila .
X=NH, S, O Y= COOH, COOR',CONHj,, Composto Benzazélico
CN, CHO, cocl

Esquema 5. Sintese de heterociclos benzazélicos.

Compostos como os hidroxifenilbenzoxazéis (Figura 21) e derivados séo
estaveis térmica e fotoquimicamente, e apresentam um grande deslocamento de
Stokes devido a transferéncia de proton intramolecular no estado excitado (ESIPT-
Excited state intramolecular proton transfer), também chamado de
fototautomerismo.838° Essas caracteristicas, juntamente com o fato do ESIPT ser um
processo fotofisico sensivel ao solvente,®® confere aos hidroxifenilbenzazéis e seus
derivados diversas aplicacdes como sondas para marcagdo de proteinas e DNA,

materiais poliméricos,®! e corantes para laser,% por exemplo.
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2-hidroxifenilbenzazois

O OO o

2-hidroxifenilbenzoxazol 2- hidroxifenilbenzotiazol 2-hidroxifenilbenzoimidazol

Figura 21. Estruturas dos 2-hidroxifenilbenzazéis.

As moléculas que sofrem ESIPT absorvem na regido do UV e emitem na regido
do visivel, o que Ihes confere uma grande separacao entre as bandas de absorcao e
emissdo, ou seja, um grande deslocamento de Stokes, quando comparadas a
moléculas que ndo apresentam esse processo (Figura 22).%3

No processo de ESIPT, explicado a seguir para os hidroxifenilbenzazois, a
absorcado de radiacdo UV provoca a transferéncia rapida e exotérmica de préton de
um grupo acido para um grupo basico que estejam proXimos e possuam geometria
adequada.®

Ao A

— ' i
absorcdo  emissdo absorcdo emissdo
comprimento de onda comprimento de onda

Figura 22. Representacdo qualitativa de deslocamentos de Stokes em compostos que néo

apresentam ESIPT e de compostos que apresentam ESIPT, respectivamente.

No estado fundamental, o hidroxifenilbenzazol em sua forma endlica (Enol)
absorve luz UV e da origem a espécie cis-enol excitada (Enol*) que, por transferéncia
intramolecular do hidrogénio fendlico para o nitrogénio azélico, se converte ao
tautdmero ceto excitado (Ceto*). A espécie ceto excitada (Ceto*) decai ao estado
fundamental emitindo luz no visivel (fluorescéncia) e gerando a forma ceto
fundamental (Ceto). Como a forma endlica é mais estavel que a forma ceto, ocorre
nova tautomerizagdo e a forma ceto retorna ao enol inicial (Ceto—Enol) sem

nenhuma mudanca fotoquimica (Figura 23).93:95.%
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Figura 23. Mecanismo de ESIPT para os hidroxifenilbenzazéis.

A partir das consideragfes feitas acima e das experiéncias acumuladas no
Grupo de Pesquisa LSO K210 — UFRGS na é&rea de Sintese de Moléculas Biotivas,
foi visualizada a possibilidade de sintetizar DHPMs fluorescentes por ESIPT via
reacao multicomponente de Biginelli, visando o desenvolvimento de moléculas que
possam ser utilizadas como sondas moleculares. Para por em prética tal ideia, foram

estabelecidos os objetivos que serdo discutidos a seguir.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Sintetizar duas séries distintas de dihidropirimidinonas (DHPMs) fluorescentes:
uma a partir de aldeidos e o outra a partir de acetoacetamidas (construidas a partir de
aminas fluorescentes), ambos derivados de benzazdis. De posse das DHPMs
fluorescentes, estas serdo objeto de estudo fotofisico para avaliar a possibilidade da

sua utilizacdo como sondas moleculares (Figura 24).

HO
O Ar
0
NY\@HJJ\ANH
B0 Y TNH Q/z N/&
H

PN X
Me N X
H
Série derivada de aldeidos fluorescentes Série derivada de aminas fluorescentes
X=0,SezZ=0,S. X=0,S; Z=0,S.

Figura 24. Representacdo dos dois grupos de DHPMs fluorescentes sintetizadas.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Sintetizar as DHPMs a partir de aldeidos benzazdlicos fluorescentes
b) Sintetizar as aminas benzazdlicas fluorescentes

c) Sintizar as acetoacetamidas fluorescentes a partir das aminas

d) Sintetizar as DHPMs fluorescentes a partir das acetoacetamidas

e) Estudo fotofisico das DHPMs com aldeidos fluorescentes

f) Estudo fotofisico das DHPMs com acetoacetamidas fluorescentes
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Inicialmente, foram sintetizadas duas DHPMs sem grupo fluoréforo, com o
intuito de testar a metodologia, facilitar a interpretacdo espectroscopica das DHPMs

fluorescentes e de servir como padrdo comparativo nos estudos fotoquimicos.
3.1 SINTESE DAS DIHIDROPIRIMIDINONAS SEM GRUPO FLUOROFORO
As DHPMs 4a,b foram obtidas utilizando metodologia j& conhecida, por meio

da reacao entre benzaldeido (1), acetoacetato de etila (2) e ureia (3a) ou tioureia (3b),

em presenca de CeClz.7H20 e etanol,?! conforme a Tabela 1.

X )
M =
-
* EtOJ\/U\ ¥ HNT ONH,  EtOH Refle  CO || /t' P
1 CHO 2 3a X=0 N X
3b X=S H
Tabela 1. Sintese das DHPMs sem grupo fluoréforo.
Entrada X Tempo (h) Produto Rendimento (%)
1 @) 5 4a 90
2 S 6 4b 86

As DHPMs 4a,b foram purificadas por cromatografia em coluna de silica gel e
recristalizadas em etanol. A caracterizacdo dessas DHPMs foi realizada por RMN H,
RMN 13C e ponto de fus&o.%”?® O resultados demonstrados na Tabela 1 estdo de
acordo com o esperado, apresentando maior rendimento e menor tempo reacional
para a DHPM com a ureia (3a) do que para a DHPM com a tioureia (3b), conforme
reportado por Kappe em 2003.3°

O mecanismo provavel para a formacéo dessas DHPMs utilizando CeCls.7H20
é similar ao proposto por Kappe,2 via ion N-aciliminio. Como o cério possui o orbital
4f vazio, € possivel a formacao de um complexo por meio de uma ligagéo coordenada
com o nitrogénio e o cério ainda auxilia a enoliza¢cdo do composto 1,3-dicarbonilico,

como mostra o Esquema 6.%1
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Esquema 6. Mecanismo para a sintese de DHPMs utilizando CeClz H20.

No espectro de RMN 'H da molécula 4a mostrado na Figura 25, pode-se
observar a presenca de um tripleto em 1,09 ppm (J= 7,0 Hz), referente aos hidrogénios
da metila terminal, da porcéo etila, oriunda do acetoacetato de etila. Em 2,25 ppm
aparece um singleto que foi atribuido aos hidrogénios da metila vinilica. Em 3,98 ppm
aparece um quarteto (J = 7,0 Hz) devido ao acoplamento dos hidrogénios do grupo
CH2 carbindlico com a metila vizinha. Em 5,16 ppm, aparece um dupleto (J = 3,0 Hz)
com integracao para 1 hidrogénio, que foi atribuido ao hidrogénio benzilico na posigéo
C-4 do anel, sinal caracteristco das DHPMs, destacado na Figura 25.
Frequentemente, este sinal aparece como um singleto mas pode aparecer também
como dupleto, como € o caso nos compostos 4a e 4b. A multiplicidade desse sinal
pode ser explicada devido a um acoplamento fraco com o hidrogénio do grupo NH
vizinho. Eventualmente, pode ocorrer um acoplamento a longa distancia (*J) do
hidrogénio benzilico com hidrogénios do anel aromatico. Entretanto, nédo foi feito um
estudo mais detalhado desta situacdo. Os sinais referentes aos hidrogénios do anel
aromatico sao observados na forma de um multipleto entre 7,23-7,32 ppm, e seu
formato € coerente com o padrédo de anéis aromaticos monossubstituidos. Por fim, em
7,75 ppm e 9,21 ppm, aparecem dois singletos largos que foram atribuidos aos sinais
dos hidrogénios ligados aos nitrogénios N3 e N1 do anel pirimidinona,

respectivamente.
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Figura 25. RMN H (300 MHz, DMSO) do composto 4a.

Ao analisar o espectro de RMN 3C do composto 4a, mostrado na Figura 26,
observa-se o0s sinais dos quatro carbonos sp® na regido mais blindada, sendo o sinal
do carbono da metila terminal vizinha ao grupo CH2 carbindlico em 14,3 ppm e o da
metila vinilica em 18,0 ppm. O sinal do carbono benzilico (C-4), destacado, aparece
em 54,2 ppm e o carbono do grupo CH:z carbindlico em 59,4 ppm. O sinal em 99,5
ppm foi atribuido ao carbono sp? C-5. Os sinais referentes aos carbonos do anel
aromatico aparecem em 126,4 ppm, 127,5 ppm, 128,6 ppm e 145,1 ppm, este ultimo
atribuido como o sinal do carbono ipso. O sinal em 148,5 ppm foi atribuido ao carbono
sp? C-6 e os sinais mais desblindados, em 152,4 ppm e 165,5 ppm, correspondem

aos carbonos C=0 oriundo da ureia (C-2) e C=0 do éster, respectivamente.

25



o™ O MmO ~ s
[Te} mwno n < < 0 0 oo o ©
[To) [NE-RTe) © I~ © ~ [ [N
© n < < N NN (o2} o < ~ o<
— o~ Ll ] [e)] n o~
11 ~\¢ [ I 1
|
I
0]
3
EtO" s NH
| 2
N7 0
H
I
I
I
I | |
I
l l
I —d
S o o e B e o o L B e e B o e e
180 160 140 120 100 80 60 40 20 0

Figura 26. RMN 13C (75 MHz, DMSO) do composto 4a.

Os dados de RMN 'H do composto 4b estdo mostrados na Figura 27 e séo
bastante similares aos do composto 4a, com diferencas apenas nos deslocamentos
quimicos, principalmente nos sinais dos hidrogénios dos grupos NH que séo
deslocados para uma regido de campo mais baixo. Comparando o RMN *3C do
composto 4b (Figura 28) com o do composto 4a, observa-se poucas alteracdes nos
deslocamentos quimicos, exceto no C-2 que, no espectro do composto 4a aparece
em 152,4 ppm e no do composto 4b aparece em 174,2 ppm, devido a troca do &tomo

de oxigénio pelo enxofre.
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Figura 27. RMN 'H (400 MHz, DMSO) do composto 4b.
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Figura 28. RMN 13C (100 MHz, DMSO) do composto 4b.
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3.2 PREPARACAO DAS DIHIDROPIRIMIDINONAS COM OS ALDEIDOS
FLUORESCENTES

Como proposto anteriormente nos objetivos, realizou-se a sintese das DHPMs
fluorescentes, via reacfes multicomponentes de Biginelli, utilizando os aldeidos
fluorescentes 8a e 8b, que apresentam ESIPT. Para facilitar o entendimento, a sintese
dos aldeidos fluorescentes e das respectivas DHPMs foram discutidas

separadamente.
3.2.1 Sintese dos aldeidos benzazélicos fluorescentes

Os aldeidos fluorescentes 8a e 8b foram fornecidos pelo professor Dr. Fabiano
S. Rodembusch, e foram preparados em apenas dois passos simples.

Na primeira etapa, a reacao de condensacao entre as anilinas orto-substituidas
5a (Z= 0) e 5b (Z=S), e o0 &cido 3-metilsalicilico (6), na presenca de &cido polifosférico
(APF) e temperatura de 170 °C, levou a formacédo dos hidroxifenilbenzazdis 7a e 7b
correspondentes. Na segunda etapa, a introducdo do grupo CHO ocorre através da
reacdo de formilacdo de Duff%®1% em presenca de hexametilenotetramina (HMTA) e
acido trifluoroacético (ATF). Desta maneira, os aldeidos 8a e 8b foram obtidos em

rendimentos de 91% e 84%, respectivamente (Esquema 7).101

CO,H HO Me
©iNH2 OH C[ ATF/HMTA N\
+
[ :[ 170°C, 105 ’ i j " refluxo.ah ‘ i 2
Z Me retluxo, Z
gaz=0 (91%) CHO

o) 6 Z=0
o 7=5 8b Z=S (84%)

5a Z=
5b z=

Esquema 7. Sintese dos aldeidos fluorescentes.

Um mecanismo plausivel para a formacdo dos hidroxifenilbenzazois 7a,b é
mostrado para 0 composto 7a no Esquema 8. Este mecanismo foi adaptado dos
estudos realizados por So e Heeschen que investigaram em detalhes a formacao do
2-fenilbenzoxazol a partir do &cido benzéico e do o-aminofenol em presenca de APF.86

A reacao inicia com a ativacao do acido 3-metilsalicilico (6) pelo APF, por meio
da formacdo do intermediario 9, que encontra-se em equilibrio dindmico com os

reagentes.
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O grupo amino do o-aminofenol protonado 10 em meio acido, permite o ataque
da hidroxila fendlica a carboxila do composto 9, levando a formagéo do éster 11. Em
seguida, ocorre a rapida migracao do grupo acila do éster, gerando a amida 12 que,
sob catalise acida, sofre uma ciclizac&o intramolecular, formando o 2-(2’-hidroxi-fenil-

3’-metil)benzoxazol (7a) (Esquema 8).

COOH
OH OH HO NC OH OH, O OH
Ho_ﬁ<o_ﬁ_>OH N Ho<ﬁ—o>ﬁ—o—c CH,
@) o/n H.C - H0 n\O o
APF 6 9
OH O OH O
I
HSC@KOD L@ e C_OD APF HO:@
' H3N H3N
11 HaN ® ® 10
®
+H
® H
OH(OI H Me OH
HsC A\Nj© NC z E N
7
Hb 'Hzo OD
12 7a

Esquema 8. Mecanismo proposto para a sintese dos hidroxifenilbenzazois (7a,b) em acido

polifosférico. (Adaptado da referéncia 86)

O mecanismo sugerido para a formilagdo de Duff esta representado no
Esquema 9. O anion trifluoracetato ativa o anel aromatico do reagente 7a,b por
desprotonacdo do fenol que faz um ataque nucleofilico ao HMTA protonado,
promovendo a perda da aromaticidade do anel, que recupera sua aromaticidade pela
perda de proton para o meio. Devido ao meio acido, ocorrem sucessivos rearranjos
de cétions iminio formados na por¢cdo da molécula oriunda do HMTA, até a formacéo
do ion iminio 13. O tratamento da reagéo consiste na adicdo de agua, sob refluxo e
agitacdo, promovendo uma hidrdlise acida do intermediério 13, levando a formacao
do produto final formilado 8a,b.%01.102

A formilacdo de Duff ndo é regiosseletiva e isdbmeros orto e para ao grupo fenol

podem ser obtidos. No caso dos compostos benzazélicos 7a,b, ndo ocorre a formacgéo
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de isbmeros, pois somente a posi¢cao para ao grupo fenol esta disponivel, visto que a

posicéo orto esta preenchida com um grupo metila.10%:102

H Z N 7 Z_N g
(o] ~
N i ®l{l‘3 'T' ©o CF; CH
|/( W HO” “CF, |/ ﬁ o o
LNN\\//N L\IN\\//ND
HMTA H Me l/NH Y Me
(( ly% 7ab NN
N/ z=0,8 LN/ ®
Z __N Z__N Z__N ® Z__N
Rearranlo Rearranjo +H
OH o —— OH
H
N HaN NH
\lMe l Me \lCH\ H2N3| Me l/ Me
LN/ p 7/ P.Njf/ M
H,0 Ve

N
Hidrdlise @ N
Z

CHO

Esquema 9. Mecanismo sugerido para a formacéo dos aldeidos 8a,b via formilacdo de Duff.

3.2.2 Sintese das DHPMs a partir dos aldeidos fluorescentes

A fim de obter compostos de Biginelli fluorescentes, foram sintetizadas DHPMs
a partir dos aldeidos 8a,b derivados dos hidroxifenilbenzazdis, utilizando a mesma
metodologia descrita anteriormente para a sintese das DHPMs sem o0 grupo

fluoréforo.2! Os resultados estdo sumarizados na Tabela 2.

x o w4
Me I

A z
H,yN NH,
HO Me 38 X=0 o
@N 3b X=S > 1l4a-d
N +
(@) O EtOH, refluxo, 24h EtO NH

’ N PN
8a 7=0 CHO EtO N X
8b Z=S 2 H
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Tabela 2. Sintese das DHPMs a partir dos aldeidos fluorescentes.

Entrada X Z Produto Rendimento (%)
1 O @] 14a 60
2 S S 14b 75
S O S 14c 55
4 S O 14d 53

Os compostos 14a-d foram purificados por cromatografia em coluna de silica
gel, utilizando acetato de etila-hexano como eluente. A caracterizacdo desses
produtos foi realizada por espectroscopia de RMN *H, RMN 3C, IV, ponto de fuséo e
espectrometria de massas de alta resolu¢cdo (HRMS).

O espectro de RMN 'H do composto 14a (Figura 29) apresenta os hidrogénios
da metila vizinha ao CH2 carbindlico como um tripleto em 1,15 ppm e 3J= 7,0 Hz, dois
singletos em 2,28 ppm e 2,30 ppm referentes aos hidrogénios das outras duas metilas.
Observa-se os sinais dos hidrogénios do grupo CH2 carbinélico como um multipleto
em 3,97-4,12 ppm. Tal fato é observado pois os dois hidrogénios do grupo CH2 (Ha e
Hb) sdo diasterotopicos e tém deslocamentos quimicos muito proximos, ocorrendo
uma sobreposicdo de sinais, visto que além de mostrarem acoplamentos geminais,
cada um deles apresenta acoplamento vicinal com a metila vizinha. Caso houvesse
maior diferenca entre os deslocamentos quimicos dos hidrogénios Ha e Hb, estes
seriam observados como dois duplos quartetos, um para cada hidrogénio, devido ao
acoplamento entre eles (Jab) € de cada um deles com a metila (Jac € Juc).

Para observar o acoplamento dos hidrogénios Ha e Hb, foi realizado um
experimento de desacoplamento homonuclear (HOMO-Decoupling) irradiando na
frequéncia da metila vizinha, eliminando o acoplamento com a metila e aparecendo
somente o sinal do acoplamento entre os hidrogénios Hae Hp como dois dupletos, um
dupleto para Hae outro para Hp mostrado na Figura 30.

O sinal do hidrogénio benzilico aparece em 5,24 ppm como um dupleto com
3J= 3,5 Hz. Na regido de aromaticos, visualiza-se um dupleto em 7,30 ppm com *J=
2,4 Hz, correspondente ao hidrogénio He ou Ha. Entre 7,46-7,49 ppm ha um multipleto
referente aos hidrogénios Hg e Hn'% e em 7,54 ppm aparece o sinal largo do
hidrogénio do grupo NH da posigéo 3. Observa-se o sinal do hidrogénio He ou Ha, em

7,78 ppm, como um dupleto com 4J= 2,4 Hz e, entre 7,82-7,85 ppm, ha um multipleto
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que corresponde aos hidrogénios Hi e H:1% O sinal do hidrogénio do outro grupo NH
da molécula aparece em 9,00 ppm e o sinal correspondente ao hidrogénio da hidroxila

fendlica aparece em 11,40 ppm.
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Figura 29. RMN !H (300 MHz, DMSO) do composto 14a.
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Figura 30. (a) Sinal dos hidrogénios carbinélicos de 14a com os acoplamentos Jac,, Joc € Jab € (b)

depois da aplicacdo do experimento de HOMO-Decoupling, apenas com Jab.

O espectro de RMN de carbono do composto 14a, mostrado na Figura 31, esta
coerente com a estrutura sugerida, apresentando os cinco carbonos sp? na regiao
abaixo de 60 ppm. O sinal em 14,0 ppm foi atribuido ao carbono metilico ligado ao
carbono alifatico, os sinais em 15,7 ppm e 17,8 ppm foram relacionados aos carbonos
das outras duas metilas presentes na DHPM 14a. O sinal em 53,5 ppm foi atribuido
ao carbono benzilico C-4 e, em 59,2 ppm, aparece o CH2 carbindlico. Acima de 98
ppm, aparecem 17 carbonos sp?, sendo o mais desblindado, em 165,3 ppm, referente

ao C=0 do éster.
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Figura 31. RMN 13C (75 MHz, DMSO) do composto 14a.
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Figura 32. Espectro de RMN 3C APT (DMSO, 100 MHz) do composto 14a.

O experimento de RMN 3C APT (Attached Proton Test) da molécula 4a foi
realizado e, a partir dele, foi possivel observar os sinais dos carbonos CHsz e CH,

orientados para cima, e os sinais dos carbonos CH2 e C, orientados para baixo (Figura
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32). Esta técnica foi importante para distinguir, juntamente com as informacdes do
experimento de HSQC, que os carbonos ligados aos 2 hidrogénios do multipleto em
7,46-7,49 ppm (Hg e Hn) sdo os sinais em 125,3 e 125,9 ppm.

No experimento de HSQC 13C - 'H (Heteronuclear Single Quantum Correlation),
sdo detectados acoplamentos a uma ligacdo, dessa forma, é possivel visualizar
hidrogénios e carbonos que estédo ligados diretamente. Analisando o espectro de
HSQC ®3C - 'H do composto 14a (Figura 33), foi possivel confirmar algumas
atribuicdes realizadas anteriormente. Observa-se em A, B e C a metila vizinha a etila,
a aromatica e a vinilica, respectivamente. Em D, visualiza-se o acoplamento C-H do
CH:z carbindlico e, em E, a correlacdo entre o hidrogénio e o carbono benzilico. Em F
€ mostrado que o hidrogénio em 7,30 ppm (He ou Hd), esta ligado ao carbono em
132,8 ppm. A correlacdo G demonstra que os hidrogénios do multipleto em 7,46-7,49
ppm, correspondentes aos hidrogénios Hg e Hn, se ligam aos carbonos em 125,3 e
125,9 ppm. Provavelmente, o hidrogénio Hqg se liga ao carbono em 125,3 ppm e o Hh,
ao carbono em 125,9 ppm.

Continuando a andlise do espectro de HSQC 3C - 'H do composto 14a,
observa-se em H que o hidrogénio em 7,78 ppm (He ou Hq) esta ligado ao carbono em
122,2 ppm, em | verifica-se que um dos hidrogénios do multipleto em 7,82-7,85 ppm
(Hi) esta ligado ao carbono em 119,0 ppm e, em J, esta a correlacdo entre o outro
hidrogénio desse multipleto (Hf) e o carbono em 110,9 ppm. O carbono Ci aparece
mais desblindado que o Ct, pois esta préximo ao atomo de nitrogénio, que é menos
eletronegativo que o atomo de oxigénio, préximo ao qual encontra-se o carbono Cz.
De posse das andlises realizadas, foi possivel fazer a atribuicdo dos sinais de alguns

carbonos, mostrada na Figura 33.
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No espectro de IV do composto 14a (Figura 34), percebe-se a presenca de
bandas em torno de 3249 cm, referentes ao estiramento de ligagdes N-H, em 1708
e 1652 cm™ referentes ao estiramento de ligacdes C=0 e, em 1226 cm™ e 1088 cm™,

ha bandas de estiramento da ligacédo C-O.
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Figura 34. Espectro de IV (ATR) do composto 14a.

Em cada série de compostos sintetizados, apenas um deles foi escolhido para
a discussdao de seus dados espectroscépicos pois em geral, 0s outros compostos da

mesma série apresentam padrdes semelhantes, com pequenas alteracdes pontuais.

3.3 PREPARACAO DAS DIHIDROPIRIMIDINONAS COM AS
ACETOACETAMIDAS FLUORESCENTES

De posse das DHPMs 14a-d utilizando os aldeidos fluorescentes, iniciou-se o
desenvolvimento de um outro tipo de DHPMs fluorescentes, agora com 0 grupo
fluoréforo ligado ao reagente 1,3-dicarbonilico, na forma de uma acetoacetamida
fluorescente, como mostra a Figura 35. Para a sintese das acetoacetamidas, partiu-
se de aminas ja conhecidas na literatura que apresentam fluorescéncia por ESIPT.104
Para tanto, foi preciso primeiramente preparar as aminas e, a partir delas, foram
sintetizadas as acetoacetamidas, usadas posteriormente na reagdo multicomponente

de Biginelli.
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Figura 35. Comparacao entre os dois grupos de DHPMs fluorescentes preparados.

3.3.1 Sintese das aminas benzazolicas fluorescentes

As aminas fluorescentes 16a,b foram preparadas de acordo com metodologia
ja estabelecida na literatura, que consiste na rea¢ao de condensacao entre o acido 5-
aminosalicilico (15) e as anilinas orto-substituidas 16a,b em &cido polifosforico, sob

aquecimento, conforme a Tabela 3.1%°
CO,H

e @r o O

Tabela 3. Sintese das aminas fluorescentes.

16a Z=0 NH,
16b Z=S

Entrada Z Produto Rendimento (%)
1 O 16a 72
2 S 16b 68

ApoOs o tempo reacional de 5h, os compostos foram isolados e purificados por
cromatografia em coluna de silica gel, utilizando diclorometano como eluente. Os
rendimentos obtidos para os dois compostos foram similares e satisfatorios.

O mecanismo sugerido para a sintese das aminas fluorescentes € similar ao
mecanismo mostrado no Esquema 8 (pagina 29) para a sintese dos intermediarios
benzazolicos 7a,b. A caracterizagdo das aminas 16a,b foi realizada por
espectroscopia de RMN H, RMN 13C e por ponto de fuséo, estando os dados em

concordancia cos os dados da literatura.196
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O espectro de RMN 'H do composto 16a (Figura 36) apresenta um sinal largo
em 3,5 ppm que foi atribuido aos dois hidrogénios do grupo amino. O dupleto de
dupleto, em 6,84 ppm foi atribuido ao hidrogénio Hp, como resultado dos
acoplamentos Hb-Ha (3J = 8,8 Hz) e Hb-He (4J = 2,9 Hz). Em 6,96 ppm pode-se
observar o dupleto do hidrogénio Ha (J = 8,8 Hz). No intervalo entre 7,34-7,38 ppm,
aparece um multipleto referente aos sinais dos hidrogénios He e Ht, com o sinal do
hidrogénio Hc sobreposto a eles, justificando ao valor da integral para 3 hidrogénios.
Visualiza-se que entre 7,58-7,71 ppm ha dois multipletos, atribuidos aos hidrogénios

Hg e Ha e, por fim, o singleto em 10,91 ppm foi atribuido ao hidrogénio da hidroxila

fendlica.
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Figura 36. RMN H (400 MHz, CDClz) do composto 16a.

E possivel notar grande diferenca na regifdo dos hidrogénios aromaticos dos
espectros de RMN 'H entre as aminas 16a e 16b, como mostra a Figura 37. Os sinais
referentes aos hidrogénios Ha e Hp ndo apresentaram grandes alteracdes. Ja o dubleto
correspondente ao Hc aparece em 7,02 ppm no composto 16b, em vez de aparecer
junto com os hidrogénios do benzazol, como acontece no 16a. Na amina 16b ocorreu
também a separacgdo clara dos sinais dos hidrogénios do benzazol, resultando em
dois multipletos entre 7,37 e 7,51 ppm (He e Hs) e dois dubletos entre 7,88 e 7,98 ppm
com J = 8,1 Hz (Hg e Ha).
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Figura 37. Comparagcéo entre os espectros de RMN 1H (400 MHz, CDCls) de 16a e 16b na regido

dos aromaticos, respectivamente.

O espectro de RMN de carbono do composto 16a (Figura 38) esta de acordo
com o esperado, apresentando todos os 13 carbonos na regidao aroméatica, sendo os
sinais de menor intensidade correspondentes aos carbonos que néo estéo ligados a
hidrogénios, e os sinais de maior intensidade, referentes aos carbonos que possuem
hidrogénios ligados a eles. De acordo a referéncia 103, foi possivel fazer a
atribuicdo de alguns carbonos. Em 125,2 e 124,9 ppm, encontram-se 0s sinais
atribuidos aos carbonos ligados aos hidrogénios He e Hs, respectivamente. Em 119,2
ppm aparece o sinal correspondente ao carbono ligado ao hidrogénio Hq €, em 110,5
ppm, o do carbono ligado ao hidrogénio Hg. Os sinais em 122,0, 118,0 e 112,2 foram

atribuidos aos carbonos ligados aos hidrogénios Hb, Ha € Hc, respectivamente.
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Figura 38. RMN 13C (100 MHz, CDCIz) do composto 16a.

3.3.2 Sintese das acetoacetamidas fluorescentes

Pode-se obter acetoacetamidas a partir da reacao vigorosa ente o diceteno e
uma amina. Porém, devido a alta toxicidade do diceteno, outras alternativas foram
estudadas. 0’

Uma outra metodologia bastante utilizada para a sintese de acetoacetamidas
consiste em uma reacao de transacetoacetilacdo entre um acetoacetato de alquila ou
arila e uma amina primaria ou secundaria sob aquecimento, como mostrado no
Esquema 10.56:108.109 H3 relatos desse tipo de reacdo utilizando bases como, por
exemplo, tBuOK,1%® NaOH e KOH,*® bem como sem a presenca de base nem

catalisador.19?

O O O O
+ RNH, ——
RlMORZ 2 RlMNHR3
Acetoacetato de alquila  Amina Acetoacetamida
ou arila

Esquema 10. Esquema genérico para a sintese de acetoacetamidas a partir da transacetoacetilacéo.
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Alternativamente, a utilizacdo de 2,2,6-trimetil-4H-1,3-dioxin-4-ona (TMD, 17),
que é um reagente eficiente para a transacetoacetilacdo de alcoois, tidis e aminas,
pode ser utilizado com sucesso na sintese da acetoacetamidas.'® A TMD pode ser
sintetizada!'! ou obtida comercialmente.

Em temperaturas acima de 100 °C, a TMD decompde-se formando acetona e
o acetilceteno 18.112113 O carbono do ceteno é bastante eletrofilico e é atacado pelo
nucleofilo presente no meio reacional, neste caso, uma amina. O enolato 19, formado
in situ, € estabilizado pelo cétion sodio (na presenca de acetato de sédio), enquanto o
anion acetato neutraliza o cation amoénio formando &cido acético. Este enolato,
bastante basico, é protonado em meio 4cido levando a formacdo da acetoacetamida

20, como mostra o Esquema 11.114-116

Q
j)i—;i - (Me),CO i CC:O i EIZ)@ Ar A%N@
Me O — ™ Me B Me)Kf N ==
A N
. H HH
H,NAr
17 18
O @
o) (Q Na O O
ACOH
Me)}?c\ N’ Ar cO MGMNHAF Acetoacetamida
@y H H H
H
19 20

Esquema 11. Mecanismo plausivel para a sintese de acetoacetamidas.

As acetoacetamidas fluorescentes 20a,b foram preparadas a partir da reagao
das aminas 16a,b com a 2,2,6-trimetil-4H-1,3-dioxin-4-ona (17), sob refluxo, em
presenca de acetato de sédio (NaOAc) e utilizando THF como solvente, conforme a
Tabela 4 abaixo.1?

HO oH
N A Y O O
Z O O THF, refluxo N =
T Honro
16a Z=0 2 17 20a Z=0
16b Z=S 20b Z=S

Tabela 4. Sintese das acetoacetamidas fluorescentes.

Entrada Z Tempo (h) Produto Rendimento (%)
1 o) 21 20a 52
2 S 23 20b 49
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Os compostos 20a,b foram purificados por cromatografia em coluna de silica
gel, utilizando acetato de etila-hexano como eluente. A caracterizagdo desses
compostos se deu via analises espectroscépicas de IV, RMN 'H, RMN *3C e por ponto
de fusdo. Observa-se, na Tabela 4, que os valores de rendimentos obtidos estdo em
torno de 50%, provavelmente devido a baixa reatividade das aminas.

No espectro de RMN de hidrogénio da acetoacetamida 20a, mostrado na Figura
39, observa-se dois singletos, em 2,36 ppm e em 3,63 ppm, referentes aos hidrogénios
da metila ligada ao carbono carbonilico, e aos hidrogénios metilénicos,
respectivamente. Visualiza-se também o surgimento de um sinal em 9,17 ppm,
atribuido ao hidrogénio ligado ao &tomo de nitrogénio da funcéo amida, evidenciando

a formacéao do produto desejado.
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Figura 39. RMN !H (400 MHz, CDCls) do composto 20a.

i

Ao comparar as regides aromaticas dos espectros de RMN *H da amina 16a e
da acetoacetamida 20a, observa-se uma diferenca significativa nos deslocamentos
quimicos dos sinais relativos aos hidrogénios Hp e Hc (Figura 40). Provavelmente, a
conjugacao preferencial do par de elétrons livres do nitrogénio com a ligacdo C=0 na
funcdo amida diminui a densidade eletrénica nas posi¢des orto ao nitrogénio, onde

estdo localizados os hidrogénios Hp e He.
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Figura 40. Comparacéo dos espectros de RMN H, na regido de aromaticos, da amina 16a e da
acetoacetamida 20a, respectivamente.

No espectro de RMN 3C do produto 20a (Figura 41), percebe-se o
aparecimento de dois sinais referentes a carbonos sp3, sendo o sinal em 31,4 ppm
atribuido ao carbono da metila ligada a carbonila e, em 49,2 ppm, atribuido ao carbono
metilénico CH2. Outros sinais que aparecem e confirmam a formagdo da
acetoacetamida 20a sdo os correspondentes aos carbonos C=0 da amida e da
cetona, localizados em 163,4 e 205,6 ppm, respectivamente.
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Figura 41. RMN 13C (100 MHz, CDCI3z) do composto 20a.
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No espectro de infravermelho da acetoacetamida 20a, é possivel visualizar a

banda do estiramento da ligacdo N-H em 3247 cm™, e as bandas de estiramento da

ligacdo C=0 da cetona, em 1717 cm, e C=0 da amida, em 1631 cm™ (Figura 42).
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Figura 42. Espectro de IV (ATR) do composto 20a.
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3.3.3 Sintese das DHPMs a partir das acetoacetamidas fluorescentes

As DHPMs 21a-f foram preparadas por meio da reacdo entre aldeido (1),
(tio)ureia (3) e acetoacetamida (20) sob refluxo, em presenca de acido férmico
(HCOOH), por 24h, utilizando etanol como solvente, como mostra a Tabela 5.1/

X Ry

I R

H-oN NH
OH 2 2
3a X=0 OH
O R __HCOOH _ o
EtOH,refluxo N
HN | N =
PN H z
X N
20a Zz=0 H
20b Z=S 2l1a-f

CHO
R=H, OH
R1=NO3, N(CH3),

Tabela 5. Sintese das DHPMs a partir das acetoacetamidas fluorescentes.

Entrada X Z R Ri1 Produto Rendimento (%)
1 @) @) H H 21a 60
2 @) S H H 21b 63
3 S @) H H 21c 70
4 S @) OH H 21d 48
5 O S H N(CHs)2 21e 55
6 @) S NO2 21f 57

Os compostos 21a-f foram purificados por cromatografia em coluna de silica
gel utilizando acetato de etila-hexano como eluente. As DHPMs 2la-f foram
caracterizadas via espectroscopia no 1V, de RMN H, RMN 3C e por ponto de fuséo.

No espectro de RMN de hidrogénio do composto 21a (Figura 43) h&a a presenca
do sinal dos hidrogénios da metila vinilica, em 2,08 ppm, do hidrogénio benzilico, em
5,44 ppm, e de um dupleto em 7,05 ppm, atribuido ao hidrogénio Ha (3J = 9,1 Hz).
Observa-se a presenca de um multipleto em 7,24-7,34 ppm, que corresponde aos
hidrogénios do anel aromatico proveniente do aldeido, e um multipleto em 7,45-7,48
ppm, referente aos hidrogénios He e Hr. E possivel visualizar o sinal do hidrogénio Hb
como um dupleto de dupleto centrado em 7,59 ppm, resultante dos acoplamentos Hp-
Ha (3J = 9,1 Hz) e Hb-H¢ (*J = 2,5 Hz). Em 7,64 ppm encontra-se o sinal do hidrogénio
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ligado ao atomo de nitrogénio da posi¢do 3, em 7,84-7,88 ppm ha um multipleto
correspondente aos sinais dos hidrogénios Hg € Ha e, em 8,46 ppm, esta o sinal
atribuido ao hidrogénio Hc, na forma de um dupleto (*J = 2,5 Hz). Por fim, visualiza-se
a presenca dos singletos em 8,77, 9,68 e 10,98 ppm, referentes aos sinais dos

hidrogénios dos outros dois grupos NH e do grupo OH, respectivamente.
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Figura 43. Espectro de RMN 'H (400 MHz, DMSO) do composto 21a.

Ao analisar o espectro de RMN de carbono da DHPM 21a (Figura 44), pode-se
observar a presenca de 23 sinais, sendo dois deles muito préximos e, por isso, s6
conseguem ser visualizados separadamente apds ampliacdo da regido em que se
encontram. Esses dois picos estdo destacados na Figura 44. Neste espectro verifica-
se 0 aparecimento de alguns sinais que caracterizam a formacédo da DHPM 21a, como
o sinal do carbono da metila vinilica, em 17,2 ppm, do carbono benzilico, em 55,0 ppm

e do carbono da C=0 da amida em 165,3 ppm.
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Figura 45. Espectro de RMN 3C APT (100 MHz) do composto 21a.
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O espectro de RMN 3C APT da molécula 21a é mostrado na Figura 45 e pode-
se observar o sinal do CHs (17,2 ppm) e os sinais dos CH para baixo, enquanto os

sinais dos carbonos que nao estédo ligados a hidrogénios aparecem para cima do eixo.
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Observando o espectro de HSQC *3C - 'H da DHPM 21a (Figura 46), tem-se
em A, a correlagdo entre o carbono e o hidrogénio da metila vinilica, em B, o
acoplamento C-H benzilico e em C, o acoplamento do hidrogénio Ha (em 7,05 ppm)
com o carbono em 117,3 ppm. As correlagdes D, E, F e G ndo deram certeza dos
acoplamentos presentes devido a proximidade dos sinais de carbono, mas o carbono
em 125,4 parece ser o Ce ou 0 Ct, € 0s sinais em 126,3, 127,4 e 128,6 ppm parecem
corresponder aos carbonos CH do anel aromatico oriundo do benzaldeido. Em H, um
dos hidrogénios do multipleto em 7,84-7,88 ppm acopla com o carbono em 119,2 ppm
e, em |, o outro hidrogénio desse multipleto acopla com o carbono em 111,1 ppm. Por
fim, o hidrogénio Hc (em 8,46 ppm) se correlaciona com o carbono em 117,9 ppm em
J. Os sinais dos carbonos identificados apos a andlise das técnicas espectroscopicas

realizadas estdo mostrados na estrutura da Figura 46.
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No espectro de IV do composto 21a (Figura 47), visualiza-se a presenca de
bandas referente ao estiramento de ligagdes N-H, por volta de 3256 cm™ e de bandas

correspondentes ao estiramento de ligacdes C=0 em 1714 e 1628 cm™.
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Figura 47. Espectro de IV (ATR) do composto 21a.

3.4 ESTUDO FOTOFISICO DAS DIHIDROPIRIMIDINONAS
FLUORESCENTES EM SOLUCAO

Os compostos estudados neste capitulo estéo representados na Figura 48. As

DHPMs 4a-b (sem a presenca do grupo fluoréforo benzazolico) também foram

estudadas e seus respectivos espectros sdo mostrados nos anexos.
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Figura 48. Estrutura dos compostos estudados por espectroscopia de absorcdo na regido do UV-Vis
e emissao de fluorescéncia.

3.4.1 Absorcao naregido do UV-Vis

Para verificar a influéncia do solvente nas propriedades do estado fundamental
dos compostos, utilizou-se espectroscopia de absorcédo na regido do UV-Vis. Os
dados relevantes da analise de absorcéo na regido do UV-Vis dos compostos acima
estdo sumarizados nas Tabelas 6 e 7 e 0s respectivos espectros normalizados estao
apresentados nas Figuras 49-53.

As medidas foram realizadas utilizando os solventes diclorometano, etanol e
acetonitrila, para a maioria dos compostos, sendo que os compostos 14d e 21f foram
sollveis somente em DMSO. Em solventes de menor polaridade como o 1,4-dioxano,
tolueno e hexano, as DHPMs foram parcialmente soluveis.

Pode-se observar que estes compostos possuem maximo de absorcao
localizado na regido do ultravioleta (335-380 nm), com coeficiente de absortividade

molar indicando absorcdo permitida, referente a uma transigdo eletrénica do tipo
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n—n*.118119 O composto 14b apresenta um ombro na regido de 350 nm, diferentemente
dos compostos 14a, 14c e 14d e pode estar associado a absor¢édo da forma de maior
planaridade. O composto 21f em DMSO apresenta banda de absor¢cdo acima de 400
nm, provavelmente referente a espécie fendlica ionizada.

Pode-se observar também que os maximos de absor¢cédo sdo maiores para 0s
compostos com os fluoréforos derivados do hidroxifenilbenzotiazol (Z=S) do que para
os derivados do hidroxifenilbenzoxazol (Z=0O), provavelmente devido & maior
planaridade e deslocalizacéo eletronica destes compostos proveniente do atomo de
enxofre em relacdo ao oxigénio.®* Nao foi observado solvatocromismo significativo no

estado fundamental nos compostos estudados.
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Figura 49. Espectro de absor¢éo UV-Vis de 14a (esq) e 14d (dir).
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Figura 50. Espectro de absorcéo UV-Vis de 14c (esq) e 14b (dir).
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Figura 51. Espectro de absor¢céo UV-Vis de 21b (esq) e 21a (dir).
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Figura 52. Espectros de absorcdo UV-Vis de 21c (esq) e 21d (dir).
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Figura 53. Espectros de absorcdo UV-Vis de 21e (esq) e 21f (dir).
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3.4.2 Emissao de fluorescéncia

Para verificar a influéncia do solvente nas propriedades do estado excitado dos
compostos, utilizou-se a espectroscopia de emissao de fluorescéncia. Os espectros
de emissao foram realizados utilizando como comprimento de onda de excitacdo o
respectivo maximo de absorcdo de cada composto. Os dados obtidos a partir deste
estudo estdo apresentados nas Tabelas 6 e 7, e 0S respectivos espectros
normalizados nas Figuras 54-58.

Pode-se observar primeiramente para os compostos 14a-d e 21a-f uma dupla
emissao de fluorescéncia, com a emissédo localizada em menores comprimentos de
onda referente a uma emissdo normal (N*), atribuida a formas enol excitadas. A
emissao de fluorescéncia localizada em maiores comprimentos de onda, localizada
na regidao do amarelo-laranja, € originada pela emissdo de uma espécie tautomérica
(T*), referente a forma ceto excitada, relacionada com o processo de transferéncia
protdnica intramolecular no estado excitado (ESIPT) (Figuras 54-58).

Cabe ressaltar que em etanol absoluto, a emissao correspondente a forma N*
€ mais intensa que nos demais solventes, para as DHPMs 21b e 21e, pois ocorre um
favorecimento de uma ligacdo hidrogénio intermolecular com o solvente em
detrimento da ligacdo hidrogénio intramolecular, levando a uma emissdo da espécie
normal (N*) com maior intensidade.'18-120 Ainda, a banda de emissdo normal, em
alguns casos, apresenta uma saliéncia (em forma de pico pouco intenso) em menor
comprimento de onda que esta relacionada com a emissao do nucleo referente ao
precursor DHPM, sendo descartada a interferéncia de medida do equipamento e/ou

emissao Raman do solvente.

54



Normalized Emission

—— Dichloromethane
—— Ethanol
Acetonitrile

Normalized Emission

300 350 400 450 500 550 600 650 700
Wavelength (nm)

Normalized Emission

—— Dimethylsulfoxide

300 350 400 450 500 550 600 650 700
Wavelength (nm)

Figura 54. Espectros de emissao de fluorescéncia de 14a (esq) e 14d (dir).
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Figura 55. Espectros de emissao de fluorescéncia de 14c (esq) e 14b (dir).
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Figura 56. Espectros de emisséo de fluorescéncia de 21b (esq) e 21a (dir).
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Figura 57. Espectros de emissao de fluorescéncia de 21c (esq) e 21d (dir).
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Figura 58. Espectro de emisséo de fluorescéncia de 21e (esq) and 21f (dir).
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Tabela 6. Dados fotofisicos dos compostos 14a-d, onde Conc. é a concentragdo (10° M),e é o
coeficiente de extingdo molar (10* x M2-cm), Aaps € Aem SA0 0S comprimentos de onda de absorcao e
emissao (nm), respectivamente, Aist € 0 deslocamento de Stokes (nm).

Composto Solvente* Conc. £ Aabs Aem Alst
DCM 3.27 1.27 339 500 161
1l4a EtOH 3.27 1.37 338 498 160
MeCN 3.27 1.28 336 500 164
14d DMSO 3.58 0.09 380 458 78
394 51
DCM 3.15 1.91 343 509 186
384 42
14c EtOH 3.15 1.69 342 440 98
524 182
379 38
MeCN 3.15 1.87 341 532 191
307
DCM 1.52 4.88 350 527 220
307 408 101
14b EtOH 1.52 4.76 350 531 504
306 383 77
MeCN 1.52 4.86 350 533 297

* DCM=Diclorometano, EtOH=Etanol, MeCN=Acetonitrila and DMSO=Dimetilsulféxido
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Tabela 7. Dados fotofisicos dos compostos 2l1a-f, onde Conc. é a concentragdo (10°M), ¢ é o
coeficiente de extingdo molar (10* x M2-cm), Aaps € Aem SA0 0S comprimentos de onda de absorcéo e
emissdo  (nm), respectivamente, Akst é o0 deslocamento de  Stokes  (nm).

Composto Solvente* Conc. £ Aabs Aem Alst
DCM 2,92 0,46 356 372 16
EtOH 2,92 0,83 354 426 2
21b 546 192
414 57
MeCN 2,92 0,83 357 550 193
502 145
DCM 3,03 0,88 343 513 170
414 73
21a EtOH 3,03 0,94 341 513 172
469 128
513 171
MeCN 2,59 1,25 342 476 134
DCM 4,38 0,92 335 512 177
510 168
EtOH 2,19 1,82 342 430 88
21c 382 40
428 83
MeCN 2,19 1,46 345 510 165
385 40
510 173
DCM 5,65 0,26 337 382 45
511 173
21d EtOH 6,35 0,21 338 378 40
511 173
MeCN 6,35 0,19 338 378 40
352 425 73
21f DMSO 19,9 2,11 438 495 143
DCM 2,68 1,10 357 550 193
425 72
EtOH 2,68 1,34 353 543 190
21e 493 140
443 87
MeCN 2,68 1,28 356 550 194
493 140

* DCM=Diclorometano, EtOH=Etanol, MeCN=Acetonitrila and DMSO=Dimetilsulféxido.

Foi possivel observar que as DHPMs fluorescentes sinttizadas apresentaram
grandes deslocamentos de Stokes, que é uma caracteristica interessante para sondas
moleculares fluorescentes. Os maiores deslocamentos de Stokes, em geral, foram
obtidos para as DHPMs sintetizadas utilizando os fluoréforos derivados dos
hidroxifenilbenzotiazéis (Z=S) que, exceto pela molécula 21f, apresentaram valores
entre 186 e 227nm, sendo o maior deslocamento de Stokes apresentado pela
molécula 14b em acetonitrila (227nm).

De posse desses resultados preliminares, comprovou-se a viabilidade da

execucdo de novos estudos visando a utilizacdo dessas moléculas como sondas
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moleculares fluorescentes. A Figura 59 mostra as DHPMs fluorescentes 14a-d e 21a-
f em solucéo, sob radiagcéo UV.

DHPMs 14a-d

Figura 59. Imagem das DHPMs fluorescentes em solucéo, sob iluminagéo com luz
uv(365nm).
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4. CONCLUSOES

De acordo com o proposto nos objetivos, foram preparadas dez novas
dihidropirimidinonas, via reacdo multicomponente de Biginelli, fluorescentes por
ESIPT. Além dessas dez novas DHMs, duas DHPMs sem o grupo fluoréforo também

foram sintetizadas.

As DHPMs 14a-d com o aldeido como fluoréforo foram sintetizadas
diretamente, obtendo-se rendimentos de 53-75%. Para a sintese das DHPMs a partir
das aminas benzazdlicas, primeiramente foi necessaria a preparacdo dessas aminas,
cujos rendimentos obtidos foram de 68 e 72%. Partindo-se das aminas, as
acetoacetamidas fluorescentes foram preparadas, com rendimentos de 49 e 52%. Por
fim, foi realizada a reacdo de Biginelli utilizando as acetoacetamidas preparadas,
gerando as DHPMs 21a-f com rendimentos de 48-70%.

Apesar dos rendimentos ndo serem elevados, foi possivel a obtencdo de uma
familia de DHPMs estruturalmente complexas que apresentam caracteristicas
interessantes do ponto de vista fotoquimico e sdo candidatas a apresentarem algum

tipo de atividade biolégica.

O estudo fotoquimico realizado demonstrou que as DHPMs fluorescentes
apresentam a banda referente a emissédo tautomérica, proporcionando um largo
deslocamento de Stokes, sendo 227 nm o maior deslocamento de Stokes obtido,
apresentado pela molécula 14b em acetonitrila. Algumas moléculas apresentaram
comportamentos dependentes da polaridade do solvente, enquanto outras variaram

pouco com a troca de solvente.

Novos estudos mais detalhados sobre essas DHPMs sintetizadas estdo em
andamento, visando a utilizacdo dessas moléculas como sondas moleculares

fluorescentes.
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5. PARTE EXPERIMENTAL

5.1 INFORMACOES GERAIS

Os aldeidos fluorescentes 8a,b, as anilinas 5a,b, o acido 5-aminosalicilico (15)
e o acido polifosforico foram fornecidos pelo professor Fabiano Rodembusch, do
Laboratorio de Fotoquimica Organica Aplicada da UFRGS. Os demais reagentes e
solventes utilizados foram obtidos comercialmente. Os solventes hexano,
diclorometano e acetato de etila foram destilados, enquanto os outros solventes e
reagentes foram utilizados sem purificagao prévia.

Todos os compostos foram purificados por cromatografia de adsorcdo em
coluna de silica gel (230-400 mesh). A cromatografia em camada delgada (CCD) foi
utilizada para acompanhar o desenvolvimento das reacdes, utilizando-se silica gel 60
F254 com revelador para UV, suportada em placas de vidro e, como reveladores, foi
utilizado vapor de iodo e luz UV.

Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear de hidrogénio (RMN H) e de
carbono (RMN *3C) foram obtidos nos aparelhos Inova, com frequéncias de 300 MHz
para 'H RMN e 75 MHz para RMN *3C, ou Bruker, com frequéncias de 400 MHz para
'H RMN e 100 MHz para RMN 1*3C, utilizando os solventes DMSO-d® ou CDCls, a
temperatura ambiente. Os deslocamentos quimicos (6) foram expressos em partes
por milh&o (ppm), e o sinal do tetrametilsilano (TMS) foi utilizado para a padronizagao
interna. As constantes de acoplamento (J) foram medidas em hertz (Hz) e a
multiplicidade dos sinais dos hidrogénios nos espectros foi indicada da seguinte forma:
s (singleto), sl (sinal largo), d (dupleto), t (tripleto), g (quarteto), dd (dupleto de dupleto)
e m (multipleto).

Os espectros de absor¢cdo na regidao do infravermelho foram obtidos nos
aparelhos IR-ATR Bruker modelo Alpha P ou no Shimadzu IRPrestige-21, a partir de
pastilhas de KBr, e as frequéncias de absorcdo foram expressas nas faixas de 4000
a 400 cm™ e 4000 a 500 cm?, respectivamente.

Os pontos de fusédo dos compostos sintetizados foram obtidos por meio de em

um medidor automético Buchi modelo M 565. Para a obtencdo dos dados de
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espectrometria de massas de alta resolugdo (HRMS) de alguns compostos inéditos
preparados, foi utilizado um espectrometro Bruker Impact II, munido de quadrupolo e
analisador de massas por tempo de voo, com ionizacdo quimica a pressao
atmosférica (APCI-QTOF-MS). A ionizacao foi realizada por infusdo direta no modo
positivo, descarga Corona de 3500nA, aquecimento de 450°C e a calibracdo se deu

com formiato de sédio.

5.2 ESTUDO FOTOFISICO

Para as medidas de absorcéo na regido do UV-Vis e emisséo de fluorescéncia
foram utilizados solventes de grau espectroscépico (Aldrich). Todos os experimentos
foram realizados a 25 °C utilizando solugées com concentragées de 10° M. As
medidas de Epectroscopia de Absorcdo na Regido do UV-Vis foram realizadas em
espectrofotometro Shimadzu UV2450 e as medidas de Espectroscopia de Emissao
de Fluorescéncia em solucao foram realizadas em espectrofluorimetro Shimadzu RF-
5301PC.

5.3 PROCEDIMENTO GERAL PARA A SINTESE DAS DHPMS 4a,b e 14a-
d.21

Uma mistura de aldeido (0,5 mmol), acetoacetato de etila (2, 0,5 mmol),
(tio)ureia (3, 1,5 mmol), CeCl3.7H20 (20 mol%) em etanol (1 mL) foi submetida a
agitacao sob refluxo, sendo a reacdo acompanhado por CCD. Ao final da reacéo, o
solvente foi evaporado e o produto foi purificado por cromatografia em coluna de silica
gel, utilizando hexano-acetato de etila como eluentes. Os produtos finais 4a,b foram

recristalizados em etanol.

5-etoxicarbonil-6-metil-4-fenil-3,4-dihidropirimidin-2-(1H)-ona (4a)%’
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EtO | NH

Rendimento: 90%; solido branco; p.f. 205-206 °C; RMN *H (300 MHz, DMSO): § 9,21
(sl, 1H); 7,75 (sl, 1H); 7,35-7,23 (m, 5H); 5,15 (d, J = 3,0 Hz, 1H); 3,98 (9, J = 7,0 Hz,
2H); 2,25 (s, 3H); 1,09 (t, J = 7,0 Hz, 3H); RMN 3C (75 MHz, DMSO): § 165,5; 152,4;
148,5; 145,1; 128,6; 127,5; 126,4; 99,5; 59,4, 54,2; 18,0; 14.3.

5-etoxicarbonil-6-metil-4-fenil-3,4-dihidropirimidin-2-(1H)-tiona (4b)%

Rendimento: 86%; sélido amerelo palido; p.f. 204—-205 °C; RMN *H (400 MHz, DMSO):
5 10,35 (sl, 1H), 9,66 (sl, 1H); 7,36-7,21 (m, 5H); 5,17 (d, J = 3,8 Hz, 1H); 4,00 (q, J =
7,0 Hz, 2H); 2,29 (s, 3H); 1,09 (t, J = 7,0 Hz, 3H); RMN 3C (100 MHz, DMSO): § 174,2;
165,1; 145,1; 143,5; 128,6; 127,7; 126,4; 100,7; 59,6; 54,1; 17,2; 14,0.

5-etoxicarbonil-6-metil-4-[3-(1,3-benzoxazol-2-il)-4-hidroxi-5-metilfenil]-3,4-
dihidropirimidin-2-(1H)-ona (14a)

EtO | NH

Rendimento: 60%; sélido branco; p.f. 239-240 °C; RMN *H (300 MHz, DMSO): 611,40
(sl, 1H); 9,00 (sl, 1H); 7,85-7,82 (m, 2H); 7,77 (d, J = 2,4 Hz, 1H); 7,54 (sl, 1H); 7,49-
7,46 (m, 2H); 7,30 (d, J = 2,4 Hz, 1H); 5,24 (d, J = 3,5 Hz, 1H); 4,12-3,97 (m, 2H); 2,30
(s, 3H); 2,28 (s, 3H); 1,09 (t, J = 7,0 Hz, 3H); RMN 13C (75 MHz, DMSO): & 165,3;
162,4; 155,3; 151,9; 148,6; 148,2; 139,1; 136,1; 132,8; 125,9; 125,8; 125,3; 122,2;
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119,0; 110,9; 108,8; 99,1, 59,2; 53,5; 17,8; 15,7; 14,0; IV (ATR)(Vmax cm™): 3249, 3122,
2955, 1708, 1652, 1554, 1446, 1226, 1088, 767, 737; HRMS calculado para
C22H21N30s5* [MNa]*: 430,1373; encontrado: 430,1371.

5-etoxicarbonil-6-metil-4-[3-(1,3-benzotiazol-2-il)-4-hidroxi-5-metilfenil]-3,4-
dihidropirimidin-2(1H)-tiona (14b)

Rendimento: 75%; sélido branco; p.f. 234-235 °C; RMN 'H (400 MHz, DMSO): §12,30
(s, 1H); 10,40 (sl, 1H); 9,70 (sl, 1H), 8,21 (d, J = 8,1 Hz, 1H); 8,09 (d, J = 8,1 Hz, 1H);
7,58-7,48 (m, 3H); 7,17 (d, J = 1,6 Hz, 1H); 5,20 (d, J = 3,5 Hz, 1H); 4,12-3,95 (m, 2H);
2,33 (s, 3H); 2,26 (s, 3H); 1,14 (t, J = 7,0 Hz, 3H); RMN *3C (100 MHz, DMSO): 6174,2;
168,3; 165,1; 154,7; 151,2; 145,2; 134,8; 132,6; 131,7; 127,1; 126,6; 125,9; 124,1,
122,4; 122,0; 115,8; 100,5; 59,7; 53,4; 17,2; 16,2; 14,1; IV (ATR) (Vvmax cm™): 3312,
3184, 2988, 1668, 1573, 1456, 1183, 1105, 767, 764; HRMS calculado para
C22H21N303S2* [MNa]*: 462,0917; encontrado: 462,0921.

5-etoxicarbonil-6-metil-4-[3-(1,3-benzotiazol-2-il)-4-hidroxi-5-metilfenil]-3,4-
dihidropirimidin-2-(1H)-ona (14c)

EtO | NH

Rendimento: 55%; sélido amarelo palido; p.f. 262-263 °C; RMN 'H (400 MHz, DMSO):
512,23 (s, 1H); 9,23 (s, 1H); 8,20 (d, J = 8,1 Hz, 1H); 8,08 (d, J = 8,1 Hz, 1H); 7,76
(sl, 1H); 7,60-7,48 (m, 3H); 7,21 (d, J = 1,6 Hz, 1H); 5,18 (d, J = 3,3 Hz, 1H); 4,07-3,95
(m, 2H); 2,28 (s, 3H); 2,26 (s, 3H); 1,14 (t, J = 7,0 Hz, 3H); RMN 3C (100 MHz, DMSO):
0168,4; 165,3; 154,4; 152,0; 151,2; 148,5; 136,2; 132,5; 131,8; 127,0; 126,4; 125,8;
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123,8; 122,4; 122,0; 115,6; 99,08; 59,3; 53,4; 17,8; 16,1; 14,2; IV (KBR) (Vmax cm™):
3236, 3112, 2968, 1706, 1644, 1440, 1223, 1089, 755; HRMS calculado para
C22H21N304S* [MH]*: 424,1326; encontrado: 424,1314.

5-etoxicarbonil-6-metil-4-[3-(1,3-benzoxazol-2-il)-4-hidroxi-5-metilfenil]-3,4-
dihidropirimidin-2(1H)-tiona (14d)

Rendimento: 53%; sélido marrom; p.f. 221-222 °C; RMN *H (400 MHz, DMSO): §11,55
(s, 1H); 10,57 (s, 1H); 9,66 (sl, 1H); 7,88-7,85 (m, 2H); 7,74 (d, J = 2,0 Hz, 1H); 7,51-
7,45 (m, 2H); 7,24 (d, J = 1,6 Hz, 1H); 5,22 (d, J = 3,5 Hz, 1H); 4,07-3,97 (m, 2H); 2,34
(s, 3H); 2,27 (s, 3H); 1,13 (t, J = 7,0 Hz, 3H); RMN 3C (100 MHz, DMSO): § 174,5;
165,6; 162,8; 156,2; 149,1; 145,7; 139,6; 135,3; 133,4; 126,6; 126,5; 126,0; 123,1;
119,6; 111,6; 109,5; 100,9; 60,1; 54,1; 17,7; 16,4; 14,5; IV (KBR) (Vmax cm™):3319,
3175, 3105, 2979, 1664, 1569, 1550, 1246, 1455, 1191, 773, 735; HRMS calculado
para C22H21N304S* [MH]* : 424,1326; encontrado: 424,1331.

5.4 PROCEDIMENTO GERAL PARA A SINTESE DAS AMINAS 16a,b.104.106

Uma mistura de &cido aminosalicilico (15, 8 mmol) e anilina orto substituida
(5a,b, 8 mmol) em acido polifosférico (8 mL) foi submetida a agitacdo sob agquecimento
(170 °C) por 5h. Apés resfriar, a mistura reacional foi vertida em gelo picado sob
agitacdo e em seguida foi deixada em repouso para decantar o produto. O excesso
de solucdo aquosa foi retirado e o solido neutralizado com uma solu¢cdo de NaHCO3
10% (p/v), filtrado e seco em estufa. O produto foi purificado por cromatografia em

coluna de silica gel, utilizando diclorometano como eluente.

2-(5’-amino-2’-hidroxifenil)benzoxazol (16a)'°
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O
NH,

Rendimento: 72%; sélido amarelo palido; p.f.178-179 °C; RMN H (400 MHz, CDClz3):
0 10,91 (s, 1H); 7,71-7,68 (m, 1H); 7,58-7,55 (m, 1H); 7,38-7,33 (m, 3H); 6,96 (d, J =
8,8 Hz, 1H); 6,84 (dd, J = 8,8 e J = 2,9 Hz, 1H); 3,50 (sl, 2H); RMN *3C (100 MHz,
CDCl3): 6 162,9; 152,0; 149,1; 138,7; 125,2; 124,9; 122,0; 119,2; 118,0; 112,2; 110,5;
110,3.

2-(5’-amino-2’-hidroxifenil)benzotiazol (16b)%

HO

L

\

S

NH,

Rendimento: 68%; soélido amarelo; p.f. 190-191 °C; RMN 'H (400 MHz, CDClz): 6
11,93 (s, 1H); 7,97 (d, J = 8,1 Hz, 1H); 7,89 (d, J = 8,1 Hz, 1H); 7,49 (m, 1H); 7,39 (m,
1H); 7,02 (d, J = 2,6 Hz, 1H), 6,95 (d, J = 8,7 Hz, 1H); 6,80 (dd, J = 8,7 e J = 2,6 Hz,

1H); 3,50 (sl, 2H); RMN *3C (100 MHz, CDCls): § 169,2; 152,0; 151,2; 138,6; 132,6;
126,6; 125,4; 122,2; 121,5; 121,4; 118,5; 116,5; 113,7.

5.5 PROCEDIMENTO GERAL PARA A SINTESE DAS ACETOACETAMIDAS
20a,b.112

Uma mistura de amina (16a,b, 1 mmol), dioxinona (17, 2 mmol) e NaOAc anidro
(2 mmol) em THF (4 mL) foi submetida a agitacdo sob refluxo por 24h, sendo a reacao
acompanhado por CCD. Ao final da reacao, o solvente foi evaporado e o produto foi
purificado por cromatografia em coluna de silica gel, utilizando hexano-acetato de etila

como eluentes.

N-[3-(1,3-benzoxazol-2-il)-4-hidroxifenil]-3-oxobutanamida (20a)
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Rendimento: 52%; sélido branco; p.f. 183-184 °C; RMN H (400 MHz, CDCl3): § 11,36
(sl, 1H); 9,17 (sl,1H); 8,33 (d, J = 2,7 Hz, 1H); 7,74-7,70 (m, 1H); 7,63-7,59 (m, 1H);
7,51 (dd, J=8,7Hze J=2,7 Hz, 1H); 7,41-7,36 (m, 2H); 7,09 (d, J = 8,7 Hz, 1H); 3,63
(s, 2H); 2,36 (s, 3H); RMN *3C (100 MHz, CDCls): § 205,6; 163,5; 162,5; 155,7; 149,2;
140,0; 129,6; 126,4; 125,6; 125,1; 119,3; 118,9; 117,8; 110,8; 110,4; 49,2; 31,4, IV
(ATR) (vmax cm™): 3247, 3051, 1717, 1631, 1542, 1238, 1047, 762, 716.

N-[3-(benzotiazol-2-il)-4-hidroxifenil]-3-oxobutanamida (20b)

Rendimento: 49%; sélido amarelo palido; p.f. 190 -191 °C; RMN 'H (400 MHz, CDClz):
5 12,44 (s, 1H); 9,16 (sl, 1H); 8,07 (d, J = 2,5 Hz, 1H); 7,98 (d, J = 8,1 Hz, 1H); 7,91
(d, J = 7,8 Hz, 1H); 7,52-7,48 (m, 1H); 7,43-7,39 (m, 2H); 7,07 (d, J = 8,8 Hz, 1H); 3,63
(s, 2H); 2,36 (s, 3H); RMN *3C (100 MHz, CDCls): § 205,5; 168,9; 163,4; 155,0; 151,8;
132,7; 129,5; 126,7; 125,6; 125,5; 122,2; 121,6; 120,1; 118,2; 116,4; 49,3; 31,4; IV
(ATR) (vmax cm™): 3270, 3060, 1716, 1652, 1551, 1506, 1240, 1214, 1181, 1130, 997,
778, 720.

5.6 PROCEDIMENTO GERAL PARA A SINTESE DAS DHPMs 21a-f.117

Uma mistura de aldeido (0,5 mmol), (tio)ureia (3, 1,25 mmol), acetoacetamida
(20a,b, 0,5 mmol) e etanol (2 mL), seguida da adicdo de &cido formico (5 gotas) foi
submetida a agitacédo sob refluxo por 24h, sendo a reacdo acompanhado por CCD.
Ao final da reacéo, o solvente foi evaporado, o bruto foi lavado com agua (2x 5 mL) e
foi realizada uma filtracdo a vacuo. Posteriormente, realizou-se uma purificacdo por
cromatografia em coluna de silica gel, utilizando hexano-acetato de etila como

eluentes.
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N-[3-(1,3-benzoxazol-2-il)-4-hidroxifenil]-4-fenil-6-metil-2-0x0-1,2,3,4-tetrahidro-

pirimidina-5-carboxamida (21a)

Rendimento: 60%; sélido branco; p.f. 243-244 °C; RMN H (400 MHz, DMSO): § 10,98
(s, 1H); 9,67 (s, 1H); 8,77 (s, 1H); 8,46 (d, J = 2,5 Hz, 1H); 7,88-7,84 (m, 2H); 7,64 (sl,
1H); 7,59 (dd, J = 9,1 Hz e 2,5 Hz, 1H); 7,48-7,45 (m, 2H); 7,34-7,24 (m, 5H); 7,05 (d,
J=9,1Hz, 1H); 5,44 (d, J = 2,3 Hz, 1H); 2,08 (s, 3H); RMN *3C (100 MHz, DMSO): §
165,3; 162,3; 153,7; 152,7; 148,8; 144,4; 139,5; 138,8; 131,9; 128,6; 127,4; 126,3;
126,0; 125,9; 125,4; 119,2; 117,9; 117,3; 111,1; 109,7; 105,2; 55,0; 17,2; IV (ATR)
(vmax cm1): 3262, 3077, 1712, 1673, 1525, 1450, 1242, 1050, 761, 700.

N-[3-(1,3-benzotiazol-2-il)-4-hidroxifenil]-4-fenil-6-metil-2-ox0-1,2,3,4-tetrahidro-

pirimidina-5-carboxamida (21b)

Rendimento: 63%); sélido branco; p.f. 222-223 °C; RMN *H (400 MHz, DMSO): § 11,30
(sl, 1H); 9,63 (s, 1H); 8,74 (s, 1H); 8,47 (d, J = 2,3 Hz, 1H); 8,13 (d, J = 8,1 Hz, 1H);
8,03 (d, J =8,3 Hz, 1H); 7,61-7,58 (m, 2H); 7,54 (t, J = 7,5 Hz, 1H); 7,44 (t, J = 7,3 Hz,
1H); 7,36-7,22 (m, 5H); 6,98 (d, J = 8,8 Hz, 1H); 5,44 (s, 1H); 2,08 (s, 3H); RMN 13C
(100 MHz, DMSO): 6 165,2; 164,7; 152,7; 152,2; 151,5; 144,4; 138,5; 134,5; 131,7;
128,5; 127,4; 126,5; 126,4; 125,1; 124,7; 122,1; 122,0; 119,2; 118,0; 116,9; 105,3;
55,0; 17,1; IV (ATR) (vmax cm™): 3417, 3234,3115, 2960, 1716, 1670, 1624, 1506,
1249, 756.

N-[3-(1,3-benzoxazol-2-il)-4-hidroxifenil]-4-fenil-6-metil-2-tioxo-1,2,3,4-tetrahidro

pirimidina-5-carboxamida (21c)
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Rendimento: 70%; solido cinza claro; p.f. 224-225 °C; RMN H (400 MHz, DMSO):
010,98 (s, 1H); 10,02 (s, 1H); 9,83 (s, 1H); 9,48 (s, 1H); 8,45 (d, J = 2,3 Hz, 1H); 7,87-
7,84 (m, 2H); 7,60 (dd, J = 8,8 Hz e J = 2,3 Hz, 1H); 7,50-7,44 (m, 2H); 7,39-7,35 (m,
2H); 7,30-7,20 (m, 3H); 7,06 (d, J = 8,8 Hz, 1H); 5,45 (d, J = 2,5 Hz, 1H); 2,12 (s, 3H);
RMN %3C (100 MHz, DMSO): § 174,6; 165,3; 162,6; 154,3; 149,3; 143,6; 140,0; 136,4;
132,0; 129,1; 128,2; 126,9; 126,4; 125,9; 125,8; 119,7; 118,4; 117,8; 111,6; 110,2,
107,4; 55,49; 17,04; IV (ATR) (vmax cml): 3400, 3234, 3192, 1678, 1624, 1527, 1241,
1204, 1180, 745.

N-[3-(1,3-benzoxazol-2-il)-4-hidroxifenil]-4-(3-hidroxifenil)-6-metil-2-tioxo-
1,2,3,4-tetrahidropirimidina-5-carboxamida (21d)

OH
OH
(@]
SO "
Ay o~
H

Rendimento: 48 %; sélido amarelo palido; p.f. 214-215 °C; RMN *H (300 MHz, DMSO):
6 10,99 (sl, 1H); 9,98 (s, 1H); 9,82 (s, 1H); 9,47 (s, 1H); 9,43 (sl, 1H); 8,47 (d, J = 2,4
Hz, 1H); 7,88-7,83 (m, 2H); 7,61 (dd, J = 8,8 Hz e J = 2,4 Hz, 1H); 7,49-7,46 (m, 2H);
7,13 (m, 1H); 7,07 (d, J = 9,4 Hz, 1H); 6,70-6,65 (m, 3H); 5,37 (d, J = 3,0 Hz, 1H); 2,10
(s, 3H); RMN *3C (75 MHz, DMSO): § 174,1; 164,8; 162,2; 157,6; 153,8; 148,8; 144,6;
139,5; 135,6; 131,6; 129,5; 125,9; 125,8; 125,3; 119,2; 118,0; 117,3; 116,9; 114,6;
113,3; 111,1; 109,7; 107,0; 55,0; 16,5. IV (ATR) (vmax cm™): 3394, 3263, 3168, 1711,
1633, 1604, 1534,1242,1226, 1049, 761, 716.

N-[3-(1,3-benzoxazol-2-il)- 4-hidroxifenil]-4-(4-(dimetilamino)fenil)-6-metil-2-oxo-
1,2,3,4-tetrahidropirimidina-5-carboxamida (21e)
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Rendimento: 55 %; sélido amarelo; p.f. 208-209 °C; RMN 'H (400 MHz, DMSO):
o 11,29 (sl, 1H); 9,52 (s, 1H); 8,61 (s, 1H); 8,47 (d, J = 2,0 Hz, 1H); 8,13 (d, J =7,8
Hz, 1H); 8,05 (d, J = 8,3 Hz, 1H); 7,60 (dd, J=8,8 Hz e J = 2,0 Hz, 1H); 7,54 (t, J =
7,6 Hz, 1H); 7,46-7,44 (m, 2H); 7,12 (d, J = 8,8 Hz, 2H); 6,98 (d, J = 8,8 Hz, 1H); 6,67
(d, J=8,8 Hz, 2H); 5,34 (sl, 1H); 2,83 (s, 6H); 2,07 (s, 3H); RMN *3C (100 MHz, DMSO):
0 165,2; 164,8; 164,7; 152,5; 152,1; 151,5; 149,9; 138,1; 134,5; 134,4; 132,1; 131,8;
127,1; 126,5; 125,0; 124,6; 122,1; 122,0; 119,1; 118,0; 117,9; 116,8; 112,3; 105,6;
54,5; 40,2; 17,1; IV (ATR) (vmax cm™): 3212, 3083, 2960, 1702, 1659, 1493, 1243,
1181, 758.

N-[3-(1,3-benzoxazol-2-il)-4-hidroxifenil]-4-(4-nitrofenil)-6-metil-2-0x0-1,2,3,4-te-

trahidropirimidina-5-carboxamida (21f)

NO,
o OH
HN | N N
LT TR
Oo” N

Rendimento: 57 %; sélido amarelo palido; p.f.244-245 °C; RMN H (400 MHz,
DMSO): § 11,31 (sl, 1H); 9,68 (s, 1H); 8,89 (s, 1H); 8,44 (d, J =2,5 Hz, 1H); 8,24 (d,
J = 8,8 Hz, 2H); 8,13 (d, J = 7,3 Hz, 1H); 8,04 (d, J = 7,8 Hz, 1H); 7,78 (sl, 1H); 7,60-
7,51 (m, 4H); 7,46-7,42 (m, 1H); 6,99 (d, J = 8,8 Hz, 1H); 5,54 (d, J = 2,5 Hz, 1H); 2,10
(s, 3H); RMN *3C (75 MHz, DMSO): § 164,8; 164,4; 152,4; 152,3; 151,5; 151,4; 146,8;
139,5; 134,5; 131,5; 127,6; 126,4; 125,0; 124,7; 123,9; 122,0; 119,3; 118,0; 116,8;
104,2; 54,6; 17,2; IV (ATR) (vmax cm™): 3232, 3101, 2963, 1705, 1670, 1522, 1500,
1342, 1243, 756.
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metilfenil]-3,4- dihidropirimidin-2(1H)-tiona (14d).
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RMN H (400 MHz, CDCls) do composto 2-(5-amino-2*-hidroxifenil)benzotiazol (16b).
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RMN H (400 MHz, CDCls) do composto N-[3-(1,3-benzoxazol-2-il)-4-hidroxifenil]-3-oxobutanamida
(20a).
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RMN 13C (100 MHz, CDCIs) do composto N-[3-(1,3-benzoxazol-2-il)-4-hidroxifenil]-3-oxobutanamida
(20a).
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Infravermelho (ATR) do composto N-[3-(1,3-benzoxazol-2-il)-4-hidroxifenil]-3-oxobutanamida (20a).
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RMN 13C (100 MHz, CDCIs) do composto N-[3-(benzotiazol-2-il)-4-hidroxifenil]-3-oxobutanamida
(20Db).
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RMN H (400 MHz, DMSO) do composto N-[3-(1,3-benzoxazol-2-il)-4-hidroxifenil]-6-metil-2-oxo-4-
fenil-1,2,3,4-tetrahidropirimidina-5-carboxamida (21a).
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fenil-1,2,3,4-tetrahidropirimidina-5-carboxamida (21a).
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Espectro de RMN 3C APT (100 MHz, DMSO) do composto N-[3-(1,3-benzoxazol-2-il)-4-hidroxifenil]-
6-metil-2-oxo0-4-fenil-1,2,3,4-tetrahidropirimidina-5-carboxamida (21a).
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1,2,3,4-tetrahidropirimidina-5-carboxamida (21a).
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Espectro HSQC 13C — 1H (DMSO) do composto N-[3-(1,3-benzoxazol-2-il)-4-hidroxifenil]-6-metil-2-
oxo-4-fenil-1,2,3,4-tetrahidropirimidina-5-carboxamida (21a).
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RMN 1H (400 MHz, DMSO) do composto N-[3-(1,3-benzotiazol-2-il)-4-hidroxifenil]-6-metil-2-oxo-4-
fenil-1,2,3,4-tetrahidropirimidina-5-carboxamida (21b).
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RMN 13C (100 MHz, DMSO) do composto N-[3-(1,3-benzotiazol-2-il)-4-hidroxifenil]-6-metil-2-0x0-4-
fenil-1,2,3,4-tetrahidropirimidina-5-carboxamida (21b).
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Chemical Shift (ppm)

RMN 1H (400 MHz, DMSO) do composto N-[3-(1,3-benzoxazol-2-il)-4-hidroxifenil]-6-metil-4-fenil-2-
tioxo-1,2,3,4-tetrahidropirimidina-5-carboxamida (21c).
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RMN 13C (100 MHz, DMSO) do composto N-[3-(1,3-benzoxazol-2-il)-4-hidroxifenil]-6-metil-4-fenil-2-
tioxo-1,2,3,4-tetrahidropirimidina-5-carboxamida (21c).
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1,2,3,4-tetrahidropirimidina-5-carboxamida (21c).
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RMN *H (300 MHz, DMSO) do composto N-[3-(1,3-benzoxazol-2-il)-4-hidroxifenil]-4-(3-hidroxifenil)-6-
metil-2-tioxo-1,2,3,4-tetrahidropirimidina-5-carboxamida (21d).
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RMN 13C (75 MHz, DMSO) do composto N-[3-(1,3-benzoxazol-2-il)-4-hidroxifenil]-4-(3-hidroxifenil)-6-
metil-2-tioxo-1,2,3,4-tetrahidropirimidina-5-carboxamida (21d).
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Infravermelho (ATR) do composto N-[3-(1,3-benzoxazol-2-il)-4-hidroxifenil]-4-(3-hidroxifenil)-6-metil-2-
tioxo-1,2,3,4-tetrahidropirimidina-5-carboxamida (21d).
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RMN H (400 MHz, DMSO) do composto N-[3-(1,3-benzoxazol-2-il)- 4-hidroxifenil]-4-(4-
(dimetilamino)fenil)-6-metil-2-oxo-1,2,3,4-tetrahidropirimidina-5-carboxamida (21e).
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RMN 13C (100 MHz, DMSO) do composto N-[3-(1,3-benzoxazol-2-il)- 4-hidroxifenil]-4-(4-
(dimetilamino)fenil)-6-metil-2-oxo0-1,2,3,4-tetrahidropirimidina-5-carboxamida (21e).
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Infravermelho (ATR) do composto N-[3-(1,3-benzoxazol-2-il)- 4-hidroxifenil]-4-(4-(dimetilamino)fenil)-6-
metil-2-ox0-1,2,3,4-tetrahidropirimidina-5-carboxamida (21e).
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RMN *H (400 MHz, DMSO) do composto N-[3-(1,3-benzoxazol-2-il)-4-hidroxifenil]-4-(4-nitrofenil)-6-
metil-2-0x0-1,2,3,4-te- trahidropirimidina-5-carboxamida (21f).
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RMN 13C (75 MHz, DMSO) do composto N-[3-(1,3-benzoxazol-2-il)-4-hidroxifenil]-4-(4-nitrofenil)-6-
metil-2-0x0-1,2,3,4-te- trahidropirimidina-5-carboxamida (21f).
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Infravermelho (ATR) do composto N-[3-(1,3-benzoxazol-2-il)-4-hidroxifenil]-4-(4-nitrofenil)-6-metil-2-
0xo-1,2,3,4-te- trahidropirimidina-5-carboxamida (21f).
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Dados fotofisicos dos compostos 4a e 4b:
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Espectros de absor¢éo UV-Vis (esq.) e de emisséo de fluorescéncia (dir.) do composto 4a.
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Espectros de absor¢édo UV-Vis (esq.) e de emisséo de fluorescéncia (dir.) do composto 4b.

Dados fotofisicos dos compostos 4a,b, onde Conc. é a concentracdo (10° M),e é o coeficiente de

extingdo molar (10* x M2.cm), Laps € Aem S0 0S comprimentos de onda de absorcao e emisséo (nm),

respectivamente, Aist € 0 deslocamento de Stokes (nm).

| Composto | Solvente* | Conc. | £ | Aabs | Jem Ahst |

DCM 7.69 1.06 278 371 93

312 23

EtOH 2.56 1.90 283 339 56

4a 472 189
306 27

MeCN 2.56 1.98 279 329 50

502 223

344 40

DCM 2.40 2.95 305 375 70

4b EtOH 2.40 2.73 307 341 34
362 57

MeCN 2.40 3.19 305 382 77

* DCM=Diclorometano, EtOH=Etanol, MeCN=Acetonitrila and DMSO=Dimetilsulféxido
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