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RESUMO

Hidantoinas e tiohidantoinas sdo consideradas estruturas privilegiadas na quimica medicinal
por estar presente na composicao de muitos medicamentos, como a fenitoina e nitrofurantoina.
Nosso grupo de pesquisa desenvolveu uma de sintese para obter tiohidantoinas biciclicas
fundidas. Atrelando aspectos dentro da quimica verde, assegurando uma sintese segura como
reducdo de passos reacionais, solvente menos nocivo e aplicacdo de &cido bdrico para auxiliar
na formacdo de produto. Além de investigar a acdo do trietilortoformato no consumo da agua
no meio reacional. Além disso, foram realizados estudos in silico para avaliar as propriedades
fisico-quimicas e o carater preditivo ADMETox dos compostos sintetizados, para melhor
compreensdo da relacdo estrutura-atividade.

Palavras-Chave: tiohidantoinas biciclicas; sintese organica; docking molecular; relacéo

estrutura-atividade.



ABSTRACT

Hydantoins and thiohydantoins are considered privileged structures in medicinal chemistry due
to their presence in many drugs, such as phenytoin and nitrofurantoin. Our research group
developed a synthetic route to obtain fused bicyclic thiohydantoins. By incorporating aspects
of green chemistry, we ensured a safe synthesis, including fewer reaction steps, less harmful
solvents, and the use of boric acid to assist product formation. Additionally, we investigated the
role of triethyl orthoformate in consuming water in the reaction medium. Moreover, in silico
studies were conducted to evaluate the physicochemical properties and ADMETox predictive
profile of the synthesized compounds for a better understanding of the structure-activity
relationship.

Keywords: bicyclic thiohidantoins; organic synthesis; molecular docking; structure-activity
relationship.
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1. INTRODUCAO E OBJETIVOS

1. INTRODUCAO E OBJETIVOS

1.1 INTRODUCAO

Dentro das necessidades atuais mais proeminentes esta a procura por novos compostos
com potencial terapéutico junto a reducdo de efeitos colaterais, sendo assim, a quimica
medicinal aliada a sintese orgénica sdo ferramentas fundamentais responsaveis por buscar
metodologias capazes de sintetizar moléculas com elevada complexidade.® Nesse contexto,
produtos naturais sdo uma fonte quase inesgotavel de ideias no processo de descobrimento de
farmacos (drug discovery). Uma vez que, na ampla biodiversidade da natureza se encontra uma
grande diversidade estrutural das moléculas como aquelas derivadas da flora marinha,?
metabolicos de fontes bacterianas, da botanica e de microbiota extremofila.® No entanto, alguns
desses compostos apresentam uma estrutura com elevada complexidade, biomas de dificil
acesso ou baixa drogabilidade. Desse modo, é importante identificar estruturas privilegiadas
para superar tais limitagOes e trabalhar em alteragGes para aumentar a eficiéncia das atividades

bioldgicas de tais compostos.*®

A industria farmacéutica tem investido esforcos significativos para alcancar o maior
impacto no que se diz respeito a agentes terapéuticos ou medicamentos especificos em sistemas
fisiologicos.® Dentro dessa perspectiva, destaca-se a sintese de moléculas denominadas
heterociclos, que sdo compostos organicos com uma estrutura ciclica onde um ou mais atomos
de carbono sdo substituidos por alguns elementos, conferindo-lhes propriedades fisico-
quimicas distintas em comparagdo com seus analogos que contém apenas carbono.”® Entre os
heterociclos, destaca-se na literatura a classe de moléculas hidantoinas e tio-hidantoinas,® que
sdo conhecidas por representarem farmaco6foros que possuem propriedades encontradas nos
produtos naturais e por estarem presentes em medicamentos comercializados para o tratamento
de diversas doengas como a fenitoina (1), utando como anticonvulsivante, nitrofurantoina (2)
como antiandrogénico, nilutamida (3) com atividade antibacteriana, dantroleno (4) utilizado

como relaxante muscular (Figura 1).20:1!
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Figura 1. Hidantoinas comercializadas como farmacos.

Dentro dessa perspectiva, a descoberta de medicamentos foca por pequenas moléculas
que permitem metodologia de sintese acessivel, melhor absorcdo e custo-beneficio em
comparagao a outros ja comercializados.!? No entanto, existem desafios multifacetados que s&o
intrinsecos nesse ramo de pesquisa como tempo de pesquisa de longo prazo, investimentos
substanciais de recursos, ampla andlise de dados vindos de ensaios clinicos, todos esses
aumentam as chances de ndo prosseguir com o desenvolvimento do farmaco. Sendo assim,
existe a possibilidade de um “planejamento racional” para evitar a descoberta tardia de
propriedades desfavoraveis. Visto que isso agrava ainda mais esses desafios e frequentemente
culminam em desisténcias durante as fases avangadas no desenvolvimento de medicamentos.*3
Nesse contexto, modelos computacionais constituem ensaios alternativos para achar um
composto que tenha propriedades bioativas e que minimize possiveis fatores imprevisiveis,
tentando predizer seu comportamento ao longo da biofase. A ferramenta web SwissADME
oferece acesso gratuito a um conjunto de dados robustos para predizer propriedades fisico-
guimicas e farmacocinéticas, que sdo parametros-chave, na busca por obter dados que guiem
as alteracbes moleculares necessarias para atingir o objetivo de identificar um composto

promissor para futuros estudos.*

Desse modo, é de suma importancia estudos para a busca por diferentes alvos
terapéuticos para se estudar os niveis de afinidades no docking molecular com base na estrutura
do bioreceptor-alvo e as interagcdes intermoleculares com o ligante ao obter esses dados €
possivel desenvolver um medicamento que se torne mais eficiente nas ligacfes do sitio de
ancoragem. Um dos alvos terapéutico possiveis e estudados amplamente € o receptor de
adenosina Axa devido ao seu envolvimento em diversas fungdes fisiologicas e patologicas.

Além disso, participa na modulagéo de liberar neurotransmissores e na resposta inflamatoria,

2
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ampliando sua acdo para doencas neurodegenerativas como a doenca de Parkinson e relacédo
com a fungdo motora. Sendo assim, o desenvolvimento de medicamentos voltados a interacéo
com esse tipo de receptor é importante para alcancar beneficios com tratamentos mais eficientes

que reduzem a chance de toxicidade, aumentando inclusive a possibilidade de neuroprotecéo.

Além disso, existe a possibilidade de direcionar a pesquisa de novas metodologias
fundamentadas na quimica verde. A quimica verde € um conceito que visa a criacdo de
metodologias e préaticas vinculadas as ideias mais sustentaveis e ambientalmente amigaveis,
procurando reduzir o uso de substancias perigosas e otimizar o uso de recursos, reduzindo os
residuos e promovendo a eficiéncia energética. Pode-se considerar o emprego de catalisadores
eficientes, solventes menos toxicos e rotas sintéticas que utilizam reagentes mais seguros.®®
Dentro dessa perspectiva, passamos a estudar a aplicacdo de uma abordagem de sintese inédita
para a obtencdo de tiohidantoinas fundidas trazendo um aspecto focado na quimica verde.
Visando alcancar a economia atdbmica, reduzindo o uso de reagentes, do mesmo modo que visa
aplicar reagentes menos nocivos a natureza e reducdo de subprodutos. Alem disso, foi realizado
estudos in silico para investigar o comportamento dos compostos frente ao bioreceptor de
adenosina, em especifico o A2A, bem como investigar as propriedades entre a relagéo estrutura-

atividade.
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1.2 OBJETIVOS

1.2.1 OBJETIVO GERAL

Sintese de heterociclos tiohidantoinicos fundidos a um nucleo de tiazolidina, a partir de
reagentes acessiveis empregando metodologia voltada a quimica verde. Além de empregar

ensaios in silico para as tiohidantoinas sintetizadas.

1.2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Sintese inovadora dos heterociclicos contendo o nucleo das tiohidantoinas;

e Sintetizar precursores de ciclizacdo a partir de aminoacido L-cisteina;

e Ampliacéo do escopo dos produtos obtidos;

e Otimizacdo no uso do &cido borénico como promotor da reacéo;

e Estudar por meio de docking molecular no receptor molecular de adenosina A;

e Auvaliar perfil farmacocinético dos compostos por ensaio in silico;
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 HIDANTOINAS E TIOHIDANTOINAS.

A estrutura da hidantoina € encontrada tanto em produtos naturais quanto em compostos
sintéticos. Sao consideradas estruturas privilegiadas devido a sua aplicacdo em diversos
tratamentos como anticonvulsivantes, anti-andrégenos, antitumoral, anticancer A hidantoina
foi descoberta em 1861 por Baeyer, que a isolou como um dos subprodutos da alantoina (5)

(Figura 2) durante o seu estudo a respeito do acido Grico.®

O

H
H2N N
(5) O

Figura 2. Estrutura molecular da alantoina.

A nova substancia foi nomeada de “hidantoina” por ter sido obtida da reducdo ou
hidrogenagio da alantoina (do inglés hydrogenation + allantoin).}” Neste mesmo ano, Baeyer
reportou que a hidantoina (6) poderia também ser obtida pela reducdo do &cido oxalico com
iodeto de hidrogénio e trés anos mais tarde sintetizou hidantoinas através da bromoacetilureia
(7) (Esquema 1).!8 No entanto, foi somente em 1870 que Strecker identificou completamente

como seria a sua estrutura molecular.

L H
@)
HN” ONH, + N, — - N\l// . NH,Br
(o) NH
Br ) (6)

Esquema 1. Sintese da hidantoina realizada por Baeyer em 1864.
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Dentro dessa perspectiva, a molécula da hidantoina € comumente chamada de
imidazolidina-2,4-diona (6) (Figura 3), a estrutura consiste em um anel de 5 membros com
dois atomos de nitrogénio e dois grupos carbonila, tendo uma delas entre os nitrogénios. O
nucleo tem trés posicoes que podem ser funcionalizadas (N-1 e N-3, e duas no C na posi¢éo 5).
Estas propriedades estruturais sdo importantes para gerar uma variacdo de equivalentes
hidantoinicos com diferentes caracteristicas, 0s dois nitrogénios ndo sdo equivalentes, uma vez
que a posi¢do N-3 é uma amida nitrogenada com a caracteristica mais nucleofilica do que a

amida do nitrogénio da posicdo 1.*°

Figura 3. Numeracédo da imidazolidina-2,4-diona.

O carbono da posi¢do 5 pode ser um centro assimétrico quando funcionalizado por dois
diferentes grupos; além disso, devido a conjugacao parcial entre 0s grupos amino e 0s grupos
carbonila, esta molécula ciclica deve ter uma forma plana e rigida com os atomos de N e C
adotando uma hibridizacao sp2.1® Sendo assim, devido a deslocalizacéo eletronica no anel, os
comprimentos das ligacdes sdo intermediarios entre ligacfes simples e duplas. Como
demostrado em um estudo anterior com cristalografia de raio X, mesmo com dois volumosos

grupos bromofenil perpendiculares entre si na posicdo 5, o anel da hidantoina ainda é plano.?

As moléculas de hidantoinas possuem derivados que sdo frequentemente encontrados
na natureza (Figura 4) nos mais diversos ambientes como: as parazoantinas (9), que séo
hidantoinas alcaloides responsaveis por constituirem majoritariamente as anémonas
Parazoanthus axinellae encontradas no Mar Mediterraneo,?> hemimicalina A (10) e
hemimicalina B (11) vindas da esponja marinha Hemimycale arabica do Mar Vermelho,??
também é possivel encontrar no reino vegetal a alantoina (5) como compostos do metabolismo

da planta confrei Symphytum officinale e na castanha-da-india Aesculum hippocastanum.?
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R2
1 17
15 A
o//\\NH N4 HO / \«o HO ﬂo

9) H NH;
( Hemimicalina A(10) Hemimicalina B(11)

: R' R ; H O

 Parazoanthine A:H H i H,N N

E Parazoanthine B:H H d%6 E \ﬂ/ Y/<NH

' Parazoanthine C: CH; H d%% ! o HNK<

| Parazoanthine D: CH3 Br o

i Parazoanthine E: CH; Br d%® E

Alantoina (5)

Figura 4. Exemplos de hidantoinas encontradas na natureza.

Além disso, as hidantoinas possuem derivados que sao classificados de acordo com seu
padrdo de adicdo em seu heterociclo principal e as estratégias de sintese sdo definidas a partir
dessas férmulas estruturais. A substituicdo dos atomos de oxigénio carbonilicos da hidantoina
(6) por &tomo de enxofre origina trés derivados, a 2-tiohidantoina (12), 4-tiohidantoina (13) e
a 2,4-ditiohidantoina (14) (figura 5).8

0]
Rﬁ/( R, [
s 43NH 5 4
H: sNH
NP NH:

0 S
hidantoina (6) 2-tiohidantoina (12)
S S

R R
* “INH * “INH
1NH2X< NH2
(0] S
4-tiohidantoina (13) 2,4-ditiohidantoina (14)

Figura 5. Derivados da hidantoina e tiohidantoinas.
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Importante destacar que a primeira tiohidantoina sintética foi obtida por Klason em
1890 pela reacdo do éster etilico de glicina (15) com tiocianato de potéssio (16) na presenca de
acido cloridrico (Esquema 2).

i e -

H2N + KNCS —m HN NHz —_— HN NH
OCH,CH;, \Isf

S
(15) (16)

Esquema 2. Sintese realizada por Klason em 1890.

Entre as tiohidantoinas, a 2-tiohidantoina é a mais comum devido a sua ampla margem
de aplicacBes como intermedidrios no desenvolvimento de medicamentos, herbicidas e
fungicidas. Sao geralmente preparadas a partir da reacdo entre derivados de a-aminoécidos e
isotiocianato de alquila (ou arila). Este composto possui um grupo tioamida e um grupo amida
em seu anel, que fornecem doadores de hidrogénio (D) e aceptores (A) em uma sequéncia D-
A-D-A, possibilitando a formacéo de uma rede complexa de ligac@es de hidrogénio em cristais
sendo uma molécula plana de igual modo como o anel da hidantoina.?* Além disso, sabe-se que
os derivados da 2-tiohidantoina séo estaveis (17-18). Por exemplo, tal estrutura (17) é capaz de
participar de reacdes sob condi¢fes acidas, com tratamento em POCIs/piridina sob irradiacdo
de micro-ondas,?®® do mesmo modo que participa de reagcdes com reagente de Grignard para

uma posterior adi¢cdo de Michael (Esquema 3).%

s S
RoA oo RyA o F
N POCIj, Piridina N N
N R® 3 N I
R--J\( _gN—N%I_ _ R--J\( _<\N’N
0 DCE, Micro-ondas o
(7
o H
OYNH EtMgBr YN
= - N

N -
Hidrolise S
S

(18)

Esquema 3. Exemplos de tiohidantoinas aplicadas a diferentes condi¢Ges reacionais.
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Com base no que foi escrito anteriormente, a classe do anel hindatoinico e seus
respectivos analogos sao de grande valia no que se diz respeito a “estruturas privilegiadas”.
Como tais moléculas aparecem em diferentes fontes naturais e apresentam uma vasta
variabilidade estrutural, tornam-se fontes de inspiracdo e também pontos de partida a serem
trabalhadas sendo possivel usufruir dessa grande complexidade estrutural afim de aprimorar
seu “esqueleto” para se obter compostos com novas atividades biologicas, melhor estabilidade
e potencial terapéutico com efeitos colaterais reduzidos. Apoiando-se nessa linha de raciocinio,
a sintese desses compostos é uma area com grande potencial e apesar de que no decorrer dos
anos algumas metodologias sintéticas tornaram-se estabelecidas como tradicionais ainda existe
a possibilidade de inovacdo na pesquisa para desenvolvimento metodologico. Sendo assim,
visamos estudar novas formas de metodologias capazes de gerar um escopo de moléculas e
assim direcionar suas propriedades para exploracdo de potenciais aplicacdes dentro da quimica
medicinal. A seguir, serdo apresentadas algumas metodologias classicas e recentes que

empregam diferentes estratégias para a sintese de hidantoinas e analogos da 2-tiohidantoina.

2.1.2 METODOLOGIAS DE SINTESE PARA (TIO)HIDANTOINAS.

Com o decorrer dos anos o interesse para a sintese da imidazolidina-2,4-dionas
(hidantoina) cresceu devido ao seu potencial terapéutico. Dentro da perspectiva de drug desing,
a sintese dos derivados da hidantoina permite a funcionalizacdo com diferentes grupos para
explorar a relacdo estrutura-atividade podendo acentuar as propriedades farmacoldgicas a esses
compostos. Existe trés reacdes que sdo consideradas como classicas, a sintese de Bucherer-
Bergs, Read/Urech ou Biltz. No entanto, existem variacGes que permitiram a possibilidade de
inovar através de rotas mais simples melhorando as condic@es inicias, rendimentos e aplicacdo
de tecnologias mais modernas como micro-ondas e ultrassom. No que diz respeito a sintese de
tiohidantoinas, no geral segue-se 0 mesmo principio das hidantoinas com a diferenca de utilizar
tiocianatos ou tioureias como reagentes de partidas. A reacdo de um o-aminoacido com
tiocianato de amonio sob ativacao de anidrido acético e o acoplamento de um isotiocianato com
um a-aminoacido tém sido as condi¢cGes mais populares aplicadas para sintetizar 2-

tiohidantoinas.?’
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2.1.2.1 SINTESE DE BUCHERER-BERGS

A reacdo de Bucherer-Bergs € um dos mais tradicionais métodos de preparacdo para
obter hidantoinas 5,5-disubstituidas. Embora a reacéo tenha sido primeiro descoberto por Bergs
-mas antes havia sido observado a formacéo da 5,5-dimetilhidantoina da mistura de acetona e
acido cianidrico quando exposta a luz solar durante o periodo de 7 meses em 1905 por
Ciamician e Silber— é frequentemente creditada ao Bucherer, pois foi quem elaborou a maioria
das condicdes experimentais e aplicacbes. O mecanismo da reacdo de Bucherer-Bergs
(Esquema 4) € uma reacao multicomponente, entre aldeidos ou cetonas (19) em solucéo aquosa
junto a etanol; segue a proporcdo 1:1 na mistura de EtOH e &gua, sob aquecimento entre 60-
70° C por varias horas onde o sistema deve ser selado para evitar o escape do vapor de carbonato
de amonia. Na presenca de carbonato de amdnia (20) um intermediario carbonilico é formado
e entdo reage com cianeto para obter uma amino nitrila (21). Seguido da carbomoilacdo com
dioxido de carbono proveniente da (NH4)2COs e a ciclizagdo seguido do rearranjo do anel de

cinco membros.?8

JOJ\ KCN R:>(OH NH, R:><NH2 co,
R™ R (NH,4),CO; RGN -H,0 R 'CN
(19) (20) (21)

o]

R H H\ ' '

_— —_— . R" .
| |m o) R ) A, N>:O
N R\ o o H

Esquema 4. Mecanismo de reacdo de Bucherer-Bergs.

O escopo da sintese de Bucherer-Bergs é acessivel pois toda a sua reacdo parte de
aldeidos ou cetonas, podendo chegar uma ampla variedade de hidantoinas 5,5-substituidas.
Existe também a possibilidade de obter produtos isolados e purificados sem a necessidade de
passar por cromatografia em silica gel. Apesar da metodologia ser simples e desenvolver bons
rendimentos existem algumas desvantagens e limitacfes que sdo encontradas. A principio,
apenas algumas cetonas podem participar da reacdo e se obter uma hidantoina, sabe-se que
quando existe a diferenca entre o R ¢ R’ de um aldeido ou cetonas pode desfavorecer

drasticamente a formagéao dos produtos.

10
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Embora seja muito tolerante a uma gama de grupos funcionais, tal reacdo € intolerante
a grupos funcionais alquilicos labeis que podem estar no substrato carbonilico. Além disso, a
solucdo aquosa pode ser um limitante para a estabilidade de algumas cetonas ou aldeidos.
Dependendo do carater do material de partida, pode ocorrer a desprotecdo simples (como
desacilacdo se grupos hidroxi estiverem presentes) alterando a funcionalidade para um novo
grupo (hidrolise de nitrilas, éster, amida).?® Dentro dessa perspectiva, tal limitagdo pode ser
exemplificada quando existe um grupo hidroxi desprotegido (22), presente numa posicao alfa
de algumas cetonas. E citado na literatura que agucares cetonicos geram majoritariamente o
produto 4-carbamoil-2-oxazolidinona (23) ao invés do anel hidantoinico, neste caso é

necessario primeiro a reagéo de protecdo do grupo hidroxila (Esquema 5).%°

MeO

MeO -
- o (0]
of | <  KeN o . /<
o - o
Ho ©
(22) (23)

Esquema 5. Influéncia do material de partida. Adaptado de Micov4, 2002.

Além disso, existe a baixa estereosseletividade para substratos de carbonila, tanto a taxa
quanto a enantiosseletividade dessa reacdo podem ser influenciadas pelos efeitos estéricos e
eletronicos dos substituintes no substrato. No entanto, a escolha adequada da substituicdo pode
levar a predominancia de um enantibmero. Importante destacar que algumas condicdes
eletrbnicas na cetona ou aldeido podem impedir a formacdo do produto desejado do anel
hidantoinico. Dentro dessas desvantagens, € valido mencionar que existe a liberagdo constante

do gas de amdnia que é muito tdxico ao organismo.

11
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2.1.2.2 SINTESE DE READ-URECH

Seguindo a apresentacdo das metodologias cléssicas, a reacdo de Read é uma reagdo com a-
aminoacidos com cianeto de sédio em condicgdes acidas (frequentemente conhecida como
sintese de Urech quando empregado cianeto de potassio).'®31%2 Seguido essas premissas, a
reagdo permite modificacdes nos materiais de partida como trabalhar com a-amino nitrilas (24)
e cianatos inorganicos ou isocianatos organico; ou empregar o uso de a-aminoacidos ou ésteres
(25) com isocianatos.®® A reacio de Read-Urech ocorre em duas etapas, com 0s a-aminoacidos
sendo tratados com cianatos de potassio/piridina, seguindo uma ciclizagdo em meio acido

(Esquema 6).3*

RIO

Rl' N
R
Rll
H2N>< KOCN > M H*/H,0

CN ———— NC NH,

N
H
(24) e

N
N <
A

H,N R KOCN J X H'H,0
jﬁ(x _ KOCN = H,N" N 2

o
A
A
o
I

RI
(o)
(25)
X= OH, OMe, Ot-but, suporte sélido

Esquema 6. Retrosintese da reacéo de Read-Urech.

Devido a essa variacdo nos materiais de partida, o primeiro passo, é a formacdo de um
intermediario a-amino nitrila, a reagdo é aplicada em muitos casos onde h& falha da sintese da
reagdo de Bucherer-Bergs.® No entanto, é necessario considerar que a reacdo de Read-Urech
proporciona a formacgdo de produtos com controle cinético, em contraste ao controle
termodindmico que ocorre nas condigdes da reacdo de Bucherer-Berg para a obtencdo das
hidantoinas. Sendo assim, este controle pode ser vantajoso quando se quer produtos cinéticos
(Esquema 7). Por exemplo, a molécula de Sorbinil (26) pode ser obtida usando este método
com 67% de rendimento (trés passos reacionais, sem utilizar cromatografia de silica gel)®%%

contrério ao rendimento de 40% obtido pelo método de Bucherer-Bergs.

12
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(o)
1 I
N PPNz (iPro),Gd (1 moi%) un-FPh2 H?NH

ligante (2 mol%) .CN F fo)
2,6-dimetilfenol (1eq) F\©\)j
_— —_—
TMSCN (1,1 eq) o 1.HCI (conc.), 90°C (o)

! 2. KOCN, H,0, 100°C o
EtCN, -40°C, 83h 100%, 98% ee 3. HCI, H,0, 100°C Sorbinil

93%,>99% ee, apds (26)
recristalizacao

Esquema 7. Sintese completo do composto Sorbinil.

2.1.2.3 SINTESE DE BILTZ

Vantagens similares sdo proporcionadas pela sintese de Biltz, que foi descrita a mais de

cem anos. A reacdo ocorre do seguinte modo: a condensacdo catalisada por base usando benzil

(27) e ureia (ou tioureia) (28) ainda é considerada a sintese mais direta do farmaco fenitoina

(1), um dos medicamentos mais rentaveis, atuando como anticonvulsivante (Esquema 8).

®

X KOH i O
J\ > o—ﬁ/

H,N” °NH,  EtOH, H,0 N
H O
X=0,S

(1)
(28)

Esquema 8. Sintese de Biltz.

Varias modificacfes permitiram o aumento no rendimento da fenitoina (1) e derivados

através do uso da tecnologia do micro-ondas, ou empregando uma solucdo de DMSO/agua

como solvente produzindo 2-tiofenitoina (29) (Esquema 9) .*® O emprego de um composto 1,2-

dicarbonilico assimétrico (30) resulta numa (tio)hidantoina com um centro estereogénico

assimétrico, possibilitando uma sintese assimétrica.

13
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H,N™ "NH, H H,0, H
O 0 O DMSO, micro-ondas O N>§s DMF/AcOH, t.a O N>io
KOH (cat.)
NH NH
92% 95%
(29) (1

Esquema 9. Sintese derivado assimétrico da fenitoina.

Porém, apesar de mais de um século de intensos esforcos, a sintese enantioseletiva de
Biltz ainda ndo foi realizada. Essas reacGes permitiram modificacdo das condicdes inicias
produzindo assim hidantoinas 1 e 1,5-disubstituidas. Existem exemplos onde o uso de
pentoxido de fosforo como catalisador para reagdo com ureia (ou tioureia), metilureia e glioxial
apresentam possibilidade de reagirem em condicGes a temperatura ambiente trabalhando assim

aspectos da quimica verde para sintetizar hidantoinas metil-substituidas.

Além disso, € possivel sintetizar hidantoinas aril-substituidas como aril cetonas (31)
oxidadas com oOxido de selénio em seus respectivos glioxal (32) e arilureias (33). A reacao é
catalisada com HCI em &cido acético sob refluxo por 4 horas (Esquema 10); * ou acidificada
em alumina acida em tempos de reacdo mais curtos sob irradiacdo de micro-ondas. Sendo assim,

uma rota sintética mais ecoldgica para 1,5-arilhidantoinas (34). 404

o) fo) Método A . R'
Se0, 4 N NH HCI, AcOH R @\
R' = | —_— | + R" ©/ \n/ 2 refluxo, 4h N
i .l r
X X ° X ° ou AL,O; MW d 0
(31) (32) (33) 80-100°C, 7-10min " §
Método B
etodo (34)
A: 58-70%

B: 89%-95%, 9% se R*=4-NO,

Esquema 10. Sintese de hidantoinas substituidas em N-1 e C-5.

14
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2.1.2.4 SINTESE DE TIOHIDANTOINAS 1,5-BICICLICAS

Como o nosso trabalho visa o estudo de uma nova metodologia sintética para obter
moléculas de tiohidantoinas 1,5-biciclicas, serd apresentado dois exemplos com abordagens
diferentes no modo de utilizar os materiais de partida. Dentro da literatura, essas estratégias se
mostraram mais escassas quando comparadas com aquelas cujo o objetivo era apenas de
sintetizar o anel hidantoinico substituido.

Os primeiros trabalhos consistem no uso da prolina como material de partida, embora
exista algumas modificagGes nas condicdes iniciais é aplicado um padrdo nos procedimentos.*?-
4 Além dos isocianatos, a ureia também é um reagente que pode ser empregado para obtencgdo
de biciclohidantoinas a partir da prolina. Como por exemplo, a reacao de condensacao entre um
derivado diéster de prolina (35) e fenilureia (36) na presenca de um excesso de etdxido de sodio
conduziu a um rearranjo do acido aminobarbitdrio-hidantoina (37), resultando na 5-carbamoil-
biciclohidantoina (38) (Esquema 11).%*°

o ,Ph
NH
NaOEt (1,3 M 4 eq.)
EtOH 120°C, 8h
%NH
(37) ©
(38)
o
OEt (o)
(ﬁoa TR
N H,N~ N
o) H
>*OMe
o (36) H o o
(35) N\(
o
CiH "
N
. . o
>/OMe
NaOEt (0,24 M, 1,2 eq)

EtOH, 78°C, 5h

Esquema 11. Exemplo de condiges reacionais para hidantoinas biciclicas.

Outro exemplo que pode ser citado é o trabalho descrito por Smit e Pavlovic,*® que
envolve trés passos reacionais, sendo o primeiro a reacao entre B-cetoésteres (39) e cloretos de
alquila (40) para fornecer cetonas insaturadas (41) que sdo submetidas, no segundo passo, as

condigdes de Bucherer-Bergs, levando as 5-alquenil-hidantoinas (42) correspondentes. E por
15
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fim, existe a amidoselenilacdo eletrofilica intramolecular dos compostos que levam as

hidantoinas biciclicas fundidas (43-44) (Esquema 12). A reacdo segue por condicGes brandas,

mas com apenas proporg¢des diastereoméricas de moderadas a boas entre as configuragdes cis e

trans.

1) EtOH/EtONa

o

A

o o R™
Refluxo (NH,),CO; NaCN
CO,Et ;
R-)J\/ 2 R'WR"" -
(39) 2) H,0, NaOH R EtOH/H,0 = 1:1 0
* Refluxo, 3h Refluxo, 24h
R" (41) (42)
RO t.a, 24h
" 25-93% PhSeCl
R™ (40) 8-82% d Si0,, CH;CN
0 o
: SePh "
(SN SePh
-
trans (min.) cis (maj.)
(43) (44)

Esquema 12. Exemplo de hidantoinas fundidas.

Dentro dessa perspectiva, as técnicas de sintese desenvolvidas ao longo dos anos

permitiram a obtencdo de uma ampla variedade de hidantoinas com diferentes substituintes,

cada uma com propriedades Unicas que podem ser exploradas em varias aplicacdes. Apesar da

gama de estratégias de sintese ainda é possivel explorar novas metodologias afim de reduzir

passos reacionais ou aumentar o rendimento em determinadas condig¢Ges, aqui iremos priorizar

a pesquisa e o estudo de uma metodologia com enfoque a novas moléculas com carater

biciclico. Visto que, tendo o dominio da sintese é possivel chegar a moléculas que podem ser

aplicadas em vérias areas como na medicina, onde sdo explorados por suas propriedades

farmacologicas, trabalhando suas caracteristicas fisico-quimicas. Com isso em mente, sera

apresentado algumas aplica¢des dessa classe de moléculas em diversos campos da terapéutica,

reforgando assim a importancia de se obter novas moléculas demonstrando que os métodos de

sintese ndo sdo apenas de interesse académico, mas também de grande importancia pratica.
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2.1.3 TIOHIDANTOINAS E SEUS DERIVADOS NA QUIMICA MEDICINAL

Hidantoinas tém sido extensivamente investigadas devido a sua versatilidade em
aplicacdo medicinal e industrial gracas a alteracbes dos componentes farmacoforicos, isso
acarretou na sua classificagdo como “estrutura privilegiada” (privileged scaffolds) dentro da
quimica medicinal. Na literatura, constata-se o interesse por criar um escopo de moléculas
simples denominas de estruturas privilegiadas,*’ que correspondam & subunidade estrutural
minima, comum em varios farmacos ou compostos-prototipos de farmacos, capaz de fornecer
pontos ligantes para mais de um tipo de biorreceptor.*® Este conceito foi primeiramente
formulado por Evans** e colaboradores em 1988 e posteriormente aprimorado pelos
pesquisadores Patchett e Nargund,®® responsaveis por alinhar semelhancas estruturais que
produziam as interag0es com biorrecptores. Desta forma, a partir de uma determinada estrutura
privilegiada, podem-se modular as propriedades desejadas através de modificagdes moleculares
subsequentes e suplementar com outras estruturas que podem auxiliar tais propriedades. A
adocdo dessa forma de abordagem tem sido Gtil no desenvolvimento da quimica medicinal

moderna.>!

Apesar de possuir uma estrutura simples, as hidantoinas permitem a funcionalizacdo em
quatro posicoes e possuem no geral quatro aceptores/doadores de hidrogénio acarretando em
vantagens no drug desing para obtencdo de novos medicamentos;!’ dentro dos exemplos de
drogas comercializadas esta o entdo revolucionario farmaco 5,5-difenilhidantoina ou fenitoina
(1) (Figura 6) comercializados sobre 0 nome de Dilatain, sendo sintetizado através da sintese
de Biltz em 1908 na Alemanha. A fenitoina é um medicamento anticonvulsivante que esta sob
prescricdo clinica ha cerca de oito décadas. A fenitoina é usada principalmente para tratamento
de “convulsdo ténico-clénica” ou “convulsdes parciais”; a fenitoina tem um efeito inibitério
altamente seletivo na area motora do cértex cerebral. Em relacdo ao seu modo de acgdo, a
fenitoina se liga ao estado inativado do canal de Na* para prolongar o periodo refratario
neuronal 52 Além disso, acredita-se que seu efeito antiepiléptico estabiliza a funcio das
membranas das células cerebrais e aumentam os niveis dos neurotransmissores inibitorios
serotonina (5-HT) e &cido y-aminobutirico (GABA) no cérebro. Desse modo, previne a
propagacao de descargas anormais e exerce efeitos antiepilépticos.> No entanto, alguns efeitos
adversos sao encontrados nos pacientes que usam esse medicamento por um longo tempo como

hiperplasia gengival, inducdo de pseudolinfomas e linfomas malignos, e reagdes alérgicas.
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Figura 6. Fenitoina.

N&o obstante, outro medicamento de acdo e estrutura similar a Fenitoina é a Etantoina
(3-etil-5-fenilhidantoina) comercializado como Peganone pela Recordati em 1957 e
posteriormente pela Abbott Laboratories. Seu principal metabdlito € a 5-fenilhidantoina, cujo
mecanismo é de ndo elevar o limiar convulsivo normal, mas sim o estabiliza e previne a
propagacdo da atividade convulsiva. Outro exemplo dentro da classe dos compostos
antiepiléticos estd a Mefenitoina (45) (Figura 7), usada para tratamento de epilepsia parcial
refrataria. E conhecido por atuar no canal de s6dio tipo 5-subunidade a. As enzimas da familia
do Citocromo P450 2C19, 2C8, 2C9 2B6, 1A2 sdo conhecidas por metabolizar o Mefenitoina;>
esse conhecimento a respeito do metabolismo pode auxiliar no caminho para analisar futuros
dados de possiveis interacdes das (tio)hidantoinas que se planeja sintetizar. O principal local de
acao parece ser o cortex motor, onde a propagacdo da atividade convulsiva € inibida.
Possivelmente promovendo o efluxo de Na* dos neurdnios, isso tende a estabilizar o limiar

contra a hiper excitabilidade causada por estimulagao excessiva.

(o
(45)

Figura 7. Mefenitoina.

Seguindo essa perspectiva, outro medicamento que explora a diversidade das aplicacdes

é a Nitrofurantoina (2) (Figura 8), essa molécula foi identificada em 1953 sendo a primeira
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classe de medicamentos destinadas a tratamento de cistina em 2010 segundo a diretriz da
“Infectious Diseases Society of America”.>® E prescrito em casos emergéncia a resisténcia de
diferentes antibioticos; possui fortes efeitos bacteriostaticos e bactericidas e é excretado
instantemente em altas concentracdes pelos rins.>® Além disso, um dos grandes efeitos em
uropatégenos, a nitrofurantoina possui um efeito inibitorio sobre bactérias gram-positivas,
como Staphylococcus e Enterococcus, e bactérias gram-negativas, como Klebsilla e
Citrobacter. Seguindo a ativagcdo do grupo nitro na estrutura molecular do citocromo P450
redutase, a nitrofurantoina afeta a sintese proteica e ribossomo, bloqueando o ciclo de Krebs
(ciclo do &cido citrico) através de uma inibicdo de enzimas envolvidades no metabolismo de
carboidratos bem como na parede celular, essas interferéncias atingem pontos vitais levando a

morte bacteriana.’’

N 0
OZﬁJL/c}_\\N_N/\K-l
1

7y

(2)

Figura 8. Nitrofurantoina.

Outro exemplo das aplicagdes medicinais, destaca-se a enzalutamida (46), utilizada para
o0 tratamento de cancer de prostata. Cancer de préstata é o segundo cancer mais comum em
homens e o quinto em letalidade ao redor do mundo.*® A alta mortalidade ocorre em decorréncia
do desenvolvimento de metastase.>® Atuando como antagonista do receptor de andrégenos, a
enzalutamida é um potente inibidor do receptor, sem atividade agonista. Enquanto inibe a
proliferacdo das células cancerigenas, induz a apoptose do cancer de préstata resistente a
castracdo. Este medicamento € de extrema importancia, pois pode ser combinado para 0 uso
clinico mesmo em estados avangados promovendo um mecanismo de acdo com melhores

resultados.®®
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Figura 9. Enzalutamida.

2.1.3.1 RECENTES APLICACOES FARMACOLOGICAS DE TIOHIDANTOINAS

Em 2013, Azizmohammadi e colaboradores reportaram uma séria de compostos
inéditos de cromo-hidantoinas hibridas com atividade antiproliferativa.®* Os hibridos, como as
espécies 5-alquildienohidantoina (47-48) (Figura 10) foram sintetizadas através da
condensacdo das tiohidantoinas e cromeno-3-aldeidos, 0s compostos sintetizados passam por
um processo de selecdo para atividade antiproliferacdo de multiplas culturas celulares
cancerigenas, MOLT-4,MCF-7,K562,A549, e NIH/3T3. Entre esses compostos dois exibiram

melhor perfil citotoxico quando comparado a cisplatina, um medicamento clinico anticancer.

o @) o)
HN% Br AN AN
NH NH
NG HN\ﬁ
(o)
(o) (0]
(47) (48)

Figura 10. Exemplo das 5-alquildienchidantoina.

Em 2016, uma série de N3-benziloxihiddantoinas (49) sdo reportados como agentes
citotoxicos para diferentes linhas de células cancerigenas. As 23 hidantoinas sdo preparadas
com unico passo reacional e sdo eficientes contra leucemia murina (L1210), leucemia humana
(K562) e linhas celulares de carnoma laringeo humano (HEP-2). Ao executar um estudo de
estrutura-atividade, revelou-se que a substituicdo em C5 por um anel aromatico halogenado

poderia aumentar a atividade antiproliferativa e elevar a lipossolubilidade.5?
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(49)

R=Ph; X= Me,ClI, Br

Figura 11. Série de N3-benziloxihidantoinas.

O cotransportador glicose de sédio 2 (SGLT2) é um alvo terapéutico para validar o
tratamento da diabetes mellitus do tipo 2 e varios medicamentos foram aprovados para uso
clinico quando esses interagiam com esse receptor. Considerando as propriedades
farmacoldgicas e efeitos adversos a maioria dos candidatos que inibem a SGLT2 possuem em
sua estrutura um C-glicosideo e dois grupos aril ligados a uma metila. Em 2014, Guo e
colaboradores relataram uma série de derivados de hidantoinas (50) (Figura 12), como
inibidores seletivos de SGLT2.%

R= Et, iPr, Me

Figura 12. Série de hidantoinas inibidores seletivos da SGLT2.

Em 2017, Buchynskyy e colegas de trabalho relataram a descoberta de 1-benzil-3-aril-
2-tiohidantoinas (51) (Figura 13) como novo agente anti-Trypanosoma brucei. Através da
High-throughput screening (HTS) e validagéo de hits foram usados para identificar 1-benzil-3-
(3-cloro-4-metoxifenil)-2-tiohidantoina como o mais promissor das moléculas sintetizadas.
Partindo para estudos com relacdo a estrutura-atividade, foi possivel encontrar dois compostos

que possuiam atividade em concentragdo nanomolar.
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R{j \g (51)

Figura 13. 2-Tiohidantoina anti-Trypanosoma brucei.

Apoiando-se na literatura, uma nova classe de antibacterianos foi projetado partindo do
conhecimento prévio a respeito do metabolismo das bactérias, chegando a um escopo de
tiohidantoinas capazes de atuar como antibacteriano. O c-Di-AMP é frequentemente
encontrado em bactérias gram-positivas e atua como segundo mensageiro em varias funcbes
vitais, como deteccdo de danos no DNA, sintese lipidica, transporte de ions de K* e homeostase
da parede celular. A inibicdo da c-Di-AMP pode fornecer um novo alvo terapéutico. Nesse
sentido, em 2016 Zheng e colaboradores relataram a sintese de um grande escopo de

benzilidenotiohidantoina que poderia inibir a c-Di-AMP.%*

2.2 FORMACAO DE LIGACAO AMIDA CATALIZADA POR ORGANOBORONOS

Consultou-se na literatura diversas metodologias para desenvolvimento de uma sintese
visando a formacdo de novas 1,5-biciclicas tiohidantoinas. Dentro dessa perspectiva, visamos
0 estudo de uma nova metodologia de sintese com o objetivo de ter uma economia atbmica, uso
de reagentes menos nocivos e reducdo no uso de solventes sendo uma metodologia mais
ambientalmente amigavel. A proposta para essa rota sintética inclui um importante passo
reacional para obter o produto em que o KNCS realiza um ataque nucleofilico no carbono
carbonilico do material de partida derivado do &cido tiazolidinico formando in situ uma amida.
Com base nisso, foram explorados métodos que utilizam catalise para a obtencdo de ligacéo

amida.

Entre as transformagfes mais importante dentro da sintese organica esta a formacéo de
ligagdo amida sendo uma das aplicacbes mais diversificada em nosso mundo pois esta
relacionada a base da vida uma vez que estd presente na formacdo da cadeia de
aminoacidos/peptideos, além de surgir em materiais ou diferentes medicamentos na industria
farmacéutica.%%” No ano de 2014, reacbes de amidagdo foram responsaveis por 50% dos

processos realizados na quimica medicinal. A prevaléncia da funcionalidade amida,
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particularmente em peptideos e proteinas, as vezes da a impressdo incorreta de que ndo ha mais
desafios sintéticos. No entanto, as vezes existem dificuldades na formacdo de amidas
principalmente pensando em facilitar sua sintese, dado que frequentemente se recorre a
reagentes de carater nocivo e alto custo para sintese. Além disso, as propriedades favoraveis
das amidas, como alta polaridade, estabilidade e diversidade fazem dela um dos grupos mais

populares.

E descrito na literatura que, em sistemas vivos as ligacdes amida s&o formadas por uma
complexa rede que envolve etapas dentro da sintese biomolecular onde o0 DNA, RNA e
complexos de ribossomos sdo importantes protagonistas. Por outro lado, os métodos atuais para
a formacdo de amidas na sintese organica geralmente apresentam grande tempo de reacéo e sao
considerados caros e pouco elegantes. O Instituto de Quimica Verde da American Chemical
Society, indica a formacdo de amida evitando reagentes com baixa economia atbmica como o
principal desafio para a quimica organica. Aléem disso, até os melhores reagentes
estequiométricos frequentemente falham na sintese de amidas estéricamente impedidas.®” Os
métodos convencionais para a formacdo de uma ligacdo amida envolve a ativacdo de um acido
carboxilico (52) por um grupo ativador, seguido de um ataque nucleofilico por uma amina livre
(53) para gerar uma amida (54) na presenca de um reagente acoplado (Esquema 13).
Geralmente os substituintes dos dois materiais de partida sdo moléculas pequenas como

peptideos.
o o cl (o
M
Me%c Meﬁ)(ﬁsH MeY@:I € NH
I - 7\ NH - M )\H/ 2
Me Me H H Me 2 e

(o)

: NHz——= NH, CI

Esquema 13. Esquema geral para formacao da ligagcdo amida.

Existem exemplos notaveis que empregam 0 uso de catalisadores para promover
ligages quimicas, principalmente aquelas catalisadas por metais de transi¢do. Os mais notaveis
usos sio as Suzuki-Miyaura® e Stille®® para ligacdo carbono-carbono bem como a formagcéo de
ligagdo entre carbono-nitrogénio tais como Buchwald’® —Hartwing.”* Para superar essas

dificuldades, surgiram estudos que utilizam catalizadores para promover a amidagdo, foi
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desenvolvido um dos grandes representantes dessa classe, 0s catalisadores organobordnicos,

especialmente os acidos arilboronicos.”>"

Dentro dessa perspectiva, € importante destacar que o pioneirismo dos estudos a respeito
da aplicacdo de organoboronicos é ligado ao Yamamoto e sua equipe em 1996.”* A principal
estratégia para formacao de amidas é a de converter um &cido carboxilico em um intermediério
mais reativo, por exemplo, cloreto de acila, que entdo reage com uma amina. Por uma questdo
de praticidade é melhor formar o intermediario reativo in situ. No entanto, geralmente esses
protocolos sdo limitados pois apresentam reagentes com baixa estabilidade e seguranca ou séo
aplicados em metodologias de preparacdo perigosa para a vida e meio ambiente; 0s agentes
ativadores mais conhecidos sdo DCC,”® EDC ou CDI.”® Para gerar esta espécie reativa,
Yamamoto desenvolveu compostos de acidos arilborénicos (Figura 14) com grupos

eletronegativos, como (55) e o (56) para atuar como catalizadores entre acidos carboxilicos e

aminas.
F CF3 CF3
F
(HO),B F B(OH),
acido 3,4,5-triflourbenzobordnico acido 3,5-bis-triflourmetil-benzoborénico
(55) (56)

Figura 14. Catalisadores aril-bordnicos sintetizados por Yamamoto.

No decorrer do seu estudo eles avaliaram a alteracdo dos grupos no anel do acido
arilbordnico (Tabela 1) e na sequéncia seu emprego para explorar 0 escopo da imidacdo entre
diversos acidos carboxilicos (57) e aminas primarias ou secundarias (58) (Esquema 14). As
reagbes ocorreram sob refluxo azeotropico com bons rendimentos.’”* Além disso,
posteriormente em 2004, Ishihara e Yamamoto relataram o potencial uso dos catalisadores
arilborénicos para condensacao direta entre acidos carboxilicos com derivados de ureia, que

sdo menos nucleofilicas do que aminas, para produzir N-acilureias.”’
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ArB(OH)
Ph™ "COH  + Lo N
HN tolueno Ph
refluxo,1h,-H,0 /\/\g/
Esquema 14. Sintese realizada por Yamamoto em 1996.
Tabela 1. Variagdo dos compostos por Yamamoto em 1996.
Entrada Ar Rend. (%) Entrada Ar Rend. (%)
1 3,4,5-F3CesH> 74 5 CsHs 23
2 3-NO2CesH4 60 6 2,4,6- 21
(CF3)3CeH2
3 3,5-(CF3)2CsH3 56 7 2,3,4,5-F4CeH 11
4 4-CF3CeHas 54 8 - <2

N&o obstante, este primeiro trabalho foi responsavel por abrir um novo campo para
sintese de novos catalisadores organobor6nicos. Entre os principais trabalhos, importante
destacar aquele realizado por Tang’®"® que ao longo da pesquisa direcionou uso para o acido
borico, B(OH)s, que é barato, tem grande disponibilidade, ndo é toxico e ambientalmente
seguro, para ser um catalisador eficaz na formacdo direta de amidas (Esquema 15). O acido
bdrico se mostrou um catalisador em alguns casos com a quantidade de apenas 5 mol% para
reagir benzilaminas (59) e aminas alifaticas ciclicas, como piperidinas. Além disso, derivados
de anilina fornecem amidas correspondentes sem problemas, mesmo que Sejam pouco
nucleofilicas devido a presenca de substituintes eletronegativos no anel aromaético (60), nesses
casos, a quantidade de B(OH)z deve ser aumentada para 25 mol% para garantir a conversdo

completa.
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COOH B(OH); 5 mol % OH H\/@
N
OH
+ NH, Tolueno, refluxo o
Rendimento: 90%
(59)
COOH

HO
oH [ . OH B(OH); 25 mol % 0\)‘1 :@\
0 N ci
cl NH, H

Tolueno, refluxo
(60) Rendimento: 92% OH

Esquema 15. Reac0es realizadas por Tang em 2005.

Seguindo essa perspectiva, Hall teve interesse nas aplicacfes de &cidos arilborénicos
orto-funcionalizados o que o levou a examinar o potencial catalitico desses compostos sob
condigdes praticas e brandas a temperatura ambiente.®° Nesse trabalho, realizou-se a avaliago
sistematica de mais de 45 acidos arilbordnicos orto-funcionalizados em diferentes solventes
organicos. Um pequeno numero deles foi ativo & temperatura ambiente, e em todos os casos foi
considerado essencial eliminar o subproduto agua da reacéo, o que foi conveniente realizar com
peneiras moleculares. Com isso, chegou-se ao composto acido orto-iodofenilborénico (61)
(Esquema 16) e o acido orto-bromofenilboronico (62) sendo esses os mais eficientes, o
derivado iodo apresentou os rendimentos mais altos e em tempos de reacdo mais curtos. A
otimizacdo adicional das condicdes de reacéo identificou o diclorometano e o tetrahidrofurano

como solventes ideais.

X OH
B.
OH
o (61-62) )OJ\ )
PN NH, _ X=Br,1 (10 mol%]) RN
RI OH + Rll/ 2 H

4 A M.S, CH,CI, (0,07 M)
25°C, 48h

Esquema 16. Sintese realizada por Hall em 2008.

Além disso, esses catalizadores mostraram seu poder em variar a metodologia quando
aplicados para obter peptideos, dado que essas moléculas possuem grande valor agregado e sdo

obtidas em meio bioldgico através de uma complexa cadeia de reac¢des ligadas a transcri¢do do
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DNA. A motivacdo principal para utilizar essa sintese catalitica é devido aos métodos anteriores
serem insatisfatorios em termos de escalabilidade na preparacéo de peptideos e polipeptideos.
Durante o estudo orientado por Sabatini et al, (Esquema 17) um derivado do &cido
arilbordnicos mostrou boa reatividade na imidacdo de grupo N-hidroxi aminoacidos (63),
somado a isso, também obteve-se bons resultados para derivados de aminoacidos sem grupos

protetores,51-82

CI)H

F B\OH
O/t-butll Fj©/ OH O

OH O
| F |
N N
BZ/N\:)J\OH + HzN\r&O Bz~ \)J\/ \Cozt-Bu

-2

R’ Tolueno
100 °C, 18 h 3 exemplos
(95:5 dr) R= Me, i-Pr, Bn com 93% rendimento
(63) 95:5dr

Esquema 17. Sintese realizada por Sabatini em 2018.

Apesar de apresentar algumas limitacbes na sintese catalitica de peptideos,
principalmente em relacdo aos tipos de grupos protetores, foi desenvolvido por Takemoto e sua
equipe uma nova estrutura molecular para superar tais adversidades. Acidos alcanos-gem-
diboronicos tem uma versatilidade diferente dos outros catalisadores organoboranos para
amidacdo de a-aminoacidos. Tal estudo, investigou as diferentes posi¢fes de substituintes no
design do novo &cido gem-diboranico (64) (Esquema 18), chegando a estrutura melhor
otimizada atuando como bom ativador dos aminoacidos com apenas 5 mol% em um sistema
utilizando peneira molecular com temperaturas (65 °C) mais brandas do que as descritas em
trabalhos anteriores. O grande escopo desse trabalho ndo veio apenas da aplicagcdo entre
diferentes aminoacidos formando dipeptideos com altos rendimentos e controle
estereoespecificos como também conseguiu unir fragmentos de dipeptideos (65-66) formando

tetrapeptideos (67) assegurando controle da epimerizagio chegando a proporgéo de er 98:2.%3
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. o o y O R"
N (ON
Boc/N\.)J\OH . HZN\_)J\O,R Boc” \)J\H/kf( "
R R" ' 0
(65) (66) 5 A MS, tolueno (67)
. . 65 °C, 48h
(1 equiv.) (1 equiv.)

Esquema 18. Sintese realizada por Takemoto.

Dentro dos tdpicos apresentados, escolheu-se o uso do &cido borico como catalisador
para nossa reagdo.®* Dadas as vantagens por ser um reagente disponivel em abundéncia, baixo
custo, trazendo um aspecto relacionado a quimica verde para a reacao além de fornecer maior

seguranca a saude e manuseio para o estudo da nova metodologia na sintese das tiohidantoinas.
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2.3 ESTUDOS DE RELACAO ESTRUTURA-ATIVIDADE E PREDICAO DE
PROPRIEDADES IN SILICO

A interacdo efetiva entre um farmaco e um macromolécula, geralmente uma proteina,
depende em grande parte da complementaridade estérica e eletrdnica entre as duas estruturas
moleculares. Apesar de existir muitos métodos experimentais de determinacdo da estrutura
molecular como monocristal por difracdo de raio X ou ressonancia magnética nuclear existe
um método que pode ser uma alternativa: a modelagem molecular. A modelagem molecular é
aplicada como Planejamento de Farmacos Auxiliado por Computadores (CADD, do inglés
Computer Assisted Drug Design). A sua aplicacdo pode ser abordada de duas formas, com base
nas informacdes ja conhecidas. Existe o planejamento de FArmaco Baseado na Estrutura dos
Ligantes (LBDD do inglés, Ligand Based Drug Design), realizado quando se dispde também
informacgdes sobre a atividade bioldgica, e 0o Planejamento Baseado na Estrutura do
Receptor (SBDD, do inglés Structure Based Drug Design) utilizado com sabe-se a estrutura
do alvo bioguimico da acdo dos compostos bioativos. Sendo assim, a pesquisa com essa
metodologia procura o uso de programas de computadores para a construcdo dos modelos de
estruturas moleculares, que podem ser moléculas pequenas ou macromoléculas, como as

proteinas.®

Somado a isso, se faz a busca por um planejamento que visa estudar a construgéo de
uma molécula da forma mais adequada para dar inicio aos estudos computacionais. Atualmente,
diversas estratégias e taticas modernas estdo disponiveis para o desenho molecular de novos
farmacos (Figura 15). Entre elas, encontra-se a abordagem fisioldgica, que tem como base 0
mecanismo de acao farmacol6gico, dependendo intrinsicamente da eleicao do alvo terapéutico.
Sendo assim, a partir do momento em que se tem o conhecimento prévio do processo
fisiopatolégico é feita a procura de moléculas candidatas a novos farmacos que possam ter o
mecanismo de acdo desejado sendo importante ter a escolha correta do melhor alvo
terapéutico.®® Esse alvo é representado por uma macromolécula (enzima ou bioreceptor) que

pode ter a sua estrutura conhecida ou nao.
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ETAPAS DO PROCESSO DE DESCOBERTA/INVENGAO DE NOVOS
CANDIDATOS A FARMACOS.

Propriedades moleculares adequados °

inter-alia: estabilidade quimica, pKa,

Log D, GF's, GA's, ED..CYP450, (Q)SAR, COMPOSTO-PROTOTIPO
conformagao famacoférica

mecanismo molecular de agdo ADME

NOVA ENTIDADE
QUIMICA

o

CANDIDATO A NOVO %
FARMACO @

—_— TOXICIDADE D ——— OTIMIZACAO

Figura 15. Fluxograma processo de descoberta/invencdo de novos candidatos a farmacos.

Dentro dessa perspectiva, se for conhecido a topografia molecular tridimensional (3D)
do biorreceptor (particularmente do sitio de interacdo responsavel pelo reconhecimento
molecular) € possivel dar a direcdo para se desenhar inibidores/ativadores enzimaticos ou
antagonistas/agonistas de receptores. No entanto, a validagdo do efeito farmacol6gico de uma
molécula de medicamento, resultado da inibicdo do alvo molecular pretendido, pode ser
desafiadora, uma vez que o efeito farmacoldgico (eficacia e toxicidade) da molécula pode ser
devido a inibigdo de alguns alvos moleculares desconhecidos. Durante os testes pré-clinicos, 0s
compostos sdo geralmente testados e otimizados para mostrar excelente eficacia em modelos

animais de doencas pré-clinicas.®’

Sendo assim, € necessario identificar um novo ligante, com propriedades estruturais
adequadas ao reconhecimento molecular pelo biorreceptor, definindo suas caracteristicas
farmacodindmicas; no entanto, muitas vezes € necessario produzir modificacbes moleculares
capazes de alterar suas propriedades farmacocinéticas (PK) sem comprometer suas

caracteristicas farmacodinamicas (PD) para alcancar seu emprego terapéutico como farmaco.*3

A invencdo de moléculas para composto-protétipo, deve ter caracteristicas estruturais
adequadas, uma vez que, o desenvolvimento e descoberta de farmacos requer muito tempo,

além de ser um processo custoso com investimentos de alto risco que podem durar de 10-15
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anos, podendo chegar em 1-2 bilhdes de dolares para cada droga aprovada para uso clinico
(Figura 16).%8

_______________________________________________________________________________

Aprovagdo pelo Comité de Aprovacéo pelo Comité de Etica em Pesquisa - humanos
Etica no Uso de Animais
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Figura 16. Etapas para aprovacdo de um medicamento.

Sendo assim, € uma grande conquista 0 avanco de um candidato que passa pela fase pré-
clinica de otimizacdo e entra em estudo de fase | dos ensaios clinicos. No entanto, a taxa de
desaprovagao para esses compostos esta entre cerca de 90% entre os ensaios de fase I, 11 e 111.8°
Para superar tais dificuldades, as moléculas devem ter caracteristicas estruturais adequadas, tais
como coeficiente de particdo lipideos-agua, necessario para favorecer o transporte passivo
através das biomembranas; pKa favoravel a sua absorcédo por via oral, aquela mais confortavel
para o uso do futuro farmaco; estabilidade quimica e metabdlica, favoraveis ao uso desta via de
administracdo em posologia adequada e, portanto, com coeficiente de distribuicdo na biofase
favoravel; identificacdo dos fatores estruturais relacionados ao reconhecimento molecular,

como a conformacéo bioativa se for o caso, denominada conformacdo farmacoforica.
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2.3.1 PREDICAO ADMETox

Todas essas caracteristicas sdo asseguradas pelos processos Absorcdo, Distribuicéo,
Metabolismo, Excrecdo e Toxicidade, conhecidos como ADMETox. Essas analises devem ser
abordadas na fase inicial da descoberta dos farmacos.?® Apesar das varias técnicas como High
Troughput Screening (HTS), estudos em modelos in vitro e in vivo nota-se que nos dltimos 20
anos houve uma evolucdo nas ferramentas computacionais para auxiliar na interpretacdo dos
resultados, visando a otimizagdo racional dos novos candidatos através da Relagdo Estrutura-
Atividade (SAR). Existe um grande impacto no uso de estudos in silico para entender o
ADMETox no processo de desenvolvimento e design de drogas, pois lidando com as previsoes
das propriedades fisico-quimicas dos compostos € possivel a exclusdo de compostos com perfis
ADMETox desfavoraveis na fase inicial da descoberta de medicamentos. Deve-se destacar, que
as predicbes de absorcdo envolvem muitos fatores como forgas intra e intermoleculares,
estabilidade no estado solido, flexibilidade conformacional, tais como a permeabilidade,
lipofilicidade e solubilidade.® De igual modo, a toxicidade pode ser determinada previamente
guando mecanismos fisioldgicos envolvem a inibicdo do gene humano ether-a-go-go-related
(hERG) ou potenciais interagcdes com citocromo P450 (CYP450).%

Os modelos de ADMETox in silico disponiveis podem ser classificados em duas
classes: empiricos e mecanisticos. Modelos empiricos utilizam métodos estatisticos para
explorar as relac6es lineares ou ndo lineares entre certos descritores moleculares e pontos de
extremidade para propriedades especificas de ADMETox.%*% Esses modelos séo relativamente
simples, requerem comando computacional minimo com capacidade de HTS de mil a um
milhdo de moléculas por hora, e a maioria dos modelos empiricos pertencem a essa classe. Em
contraste, a segunda classe utiliza métodos de energia de quimica quantica para calcular
interacOes atdbmicas entre pequenas moléculas e macromoléculas (enzimas ou transportadores)
que estdo implicadas em certos processos de ADMETox.*>% Apoiando-se nisso, exige que
exista a otimizacdo da estrutura em 3D tanto do ligante quanto das enzimas, por mais que utilize
mais poder computacional e processe menos ensaios por hora o rendimento € muito maior do
que a capacidade dos ensaios de ADMETox in vitro. Existem duas abordagens para desenvolver
os modelos in silico: i) abordagem baseada na estrutura da proteina,®’ na qual as propriedades
de ADMETox sdo relacionadas a proteinas especificas de ADMETox (CYP450, PXR, Herg, p-
GP, ou HSA), portanto, requer estruturas de raios-X com alta resolucéo e ii) abordagem baseada
em dados in vitro/in vivo, na qual os dados experimentais de compostos existentes séo utilizados

para construir os modelos.%®
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Modelos in silico sdo fungdes teodricas baseadas em descritores (quimicos) usados para
predizer virtualmente as propriedades especificas de ADMETox. Eles dependem previamente
dos resultados avaliados vindos dos modelos de treinamento que possuem correlacdo com 0s
resultados de ensaios ja conhecidos com a descri¢éo tedrica da estrutura molecular. No geral,
modelos in silico que sdo usados para predizer ADMETox possuem trés componentes
principais, sendo eles: i) banco de dados experimentais que sdo usados para treinamento do
modelo, ii) descritores moleculares relacionados aos dados experimentais, e iii) tecnologia
apropriada para o desing e desenvolvimento do modelo.®® Além disso, existe um
desenvolvimento cuidadoso desses modelos para prevenir erros e manter a validagéo e acuracia
das previsGes. Ha modelos que se baseiam na fisiologia e farmacocinética para estimar os
calculos das propriedades, junto com uma avaliacdo minuciosa dos dados preditivos pode-se
produzir modelos com melhores propriedades fisico-quimicas e bioldgicas para um grande
nimero de compostos.

N&o obstante, moléculas sdo estruturas tridimensionais dindmicas compostas por
diversas conformacfes tendo uma estrutura bésica com nlcleo e elétrons. Para o
desenvolvimento de modelos in silico, as moléculas podem ser traduzidas por uma aproximacao
com descritores baseados na computacional. Descritores Moleculares sdo essenciais para a
construcdo de modelos in silico, uma vez que podem surgir diferentes metodologias
matematicas em sua formulacdo. No geral, segue-se trés diferentes categorias que sdo
categorizadas segundo suas abordagens, sdo elas: i) descritor unidimensional (1D), que
resolvem propriedades moleculares como peso molecular, ii) descritores em duas dimensdes
(2D) para impressdo digital e eletrotopologia, iii) interagdo de farmacoforos com suas
interacbes em um sitio de ligacdo e por isso sdo considerados 3 dimensdes, além de véarios
descritores que consideram fatores fisico-quimicos quanticos. No entanto, os valores obtidos
dos ensaios computacionais dos sistemas teoricos sdo limitados dado a natureza dinamica das
moléculas, como fatores eletrénicos dependentes do seu estado de ionizagdo ou conformacao.
Desse modo, independentemente do método ou descritor utilizado para desenvolver o modelo
ADMETOox, a etapa de validacdo independente é um pré-requisito para decidir qual método
utilizar. A avaliacdo adequada dos modelos é descrita na literatura de diversas formas, sendo
possivel aplicar validacdo cruzada e conjuntos de testes independentes garantindo a robustez
além do conjunto de treinamento. N&o obstante, para quantificar o desempenho e alta precisao
do modelo, ambos devem ser validados usando métricas padronizadas para testar a
previsibilidade voltado ao estudo de varias métricas estatisticas comuns relatadas na

literatura,92:100-103
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No geral, as previsdes de ADMETox in silico ndo podem substituir completamente 0s
modelos in vitro ou in vivo bem estabelecidos, mas podem fornecer percepges significativas.
Portanto, sdo necessarios esforcos para desenvolver uma diretriz utilizando pacotes de
programas de alta precisao para prever todas as propriedades. Além disso, ha uma necessidade
de dados experimentais opensource, junto a cooperacdo entre a industria farmacéutica e os
pesquisadores académicos. Apesar dos avangos ainda € importante dentro do campo de drug
discovery a aplicacdo em multiplos ensaios para encontrar a melhor correlagéo entre os modelos
in silico, in vitro, in vivo. Dentro dessa perspectiva, o presente trabalho buscou ferramentas que
possam ser usadas com a maior seguranca e alta confiabilidade de resultados para aplicacéo de

modelos computacionais que sejam de facil acesso.

2.3.1.1 SwissADME

Como apresentado anteriormente a eficiéncia de um medicamento esta intrinsicamente
relacionado a sua capacidade de encontrar seu alvo molecular em uma concentracéo suficiente
para desempenhar resposta fisiologica. Essa resposta é assegurada quando se tem com clareza
0 conhecimento das propriedades de absorcdo, distribuicdo, metabolizacdo e excrecéo
(ADME). Sendo assim, o presente trabalho desenvolveu parte do estudo in silico com o uso da
ferramenta SwissADME, uma vez que é um programa de facil uso e de acesso gratuito na

internet através do link www.swissadme.ch.

Para atestar a previsao dos parametros ADME, é importante destacar o trabalho pioneiro
realizado por Lipinski et al., que estudou compostos ativos comercializados para definir
caracteristicas fisico-quimicas comuns para estabelecer compostos-prototipos com alta
probabilidade de se tornarem medicamentos orais. Esse estudo cunhou o termo Regra dos
Cinco (do inglés, Rule-of-Five) que delineou a relagdo entre pardmetros farmacocinéticos e
fisico-quimicos. Esta regra antecipava teoricamente para um determinado padrdo molecular, e
uma eventual série congére relacionada, seu potencial em termos de propriedades estruturais
minimas desejaveis em um futuro farmaco, como: massa molecular < 500Da; Log P calculado
< 5; doadores de ligacdo-H <5; aceptores de ligagdes-H < 10. Esse trabalho abriu a possibilidade
de usar o auxilio de computadores para conseguir novos dados correlatos das estruturas
quimicas.

Um dos mais populares descritores para estudar essas estruturas é a “impressao digital

molecular” (FP do inglés molecular fingerprint) que consiste em uma sequéncia de bits
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definindo a presenca ou auséncia de caracteristicas quimicas em uma molécula. O metodo FP2
é um arquétipo *>1% de FP topoldgica que considera todos os fragmentos da estrutura molecular
seguindo um caminho linear até um determinado ndmero de liga¢des. Uma grande vantagem
da FP ¢ a eficiéncia com que os computadores manipulam essas sequencias de bits, permitindo
triagens virtuais em larga escala ou a rapida estimativa da acessibilidade sintética de moléculas.

Utilizando esses conhecimentos, a ferramenta do SwisSsADME trabalha com métodos
que trazem em seus softwares a robustez, rapidez e a facilidade de interpretacdo para permitir
uma traducdo eficiente para a quimica medicinal atravées do design molecular. No site encontra-
se alguns algoritmos de codigo aberto para garantir liberdade de operacdo para a comunidade
global; outros sdo modelos desenvolvidos pelos préprios criadores do site. O SwissSADME tem
pontos importantes pois trata os ensaios de ADME e farmacocinética com métodos proficientes
(por exemplo, iLogP ou BOILED-Egg, pk-CSM e admetSAR). De igual modo, oferece
resultados rapidos a respeito das propriedades fisico-quimicas das moléculas como a
lipofilicidade, solubilidade em agua. Um dos modelos também é uma multipla regressao linear,
com o objetivo de predizer o coeficiente de permeabilidade endodérmica correlacionado com o
tamanho molecular e lipofilicidade. Além disso, o software garante a possibilidade de exibir,
salvar e compartilhar resultados das moléculas individualmente, apresentando graficos globais
intuitivos e interativos.

De igual modo, as predic¢des para a absor¢do passiva gastrointestinal e transposicéo da
barreira hemato-encefalica onde ambos sdo descritos no modelo “BOILED-Egg”, sendo este
uma representacao grafica do comportamento das moléculas com base na sua estrutura capazes
de serem absorvidas ou ter um efeito no sistema nervoso central. Também a ferramenta oferece
o conhecimento acerca das interacdes dos ligantes com isoenzimas da familia do citocromo
P450 (CYP). O conhecimento prévio a respeito das interaces com essa superfamilia de
enzimas tem sido essencial uma vez que, o perfil da acdo das enzimas esta relacionado a uma
importante fungdo na eliminagdo de drogas através da biotransformacdo metabdlica.l®® Com
iSs0, a interacdo entre as CYP e P-gp pode assegurar que ocorrendo a inibi¢ao dessas isoenzimas
existe grande chance de acontecer uma resposta fisiologica das interagdes entre os ligantes e as
enzimas.

Dentro dessa perspectiva, a ferramenta SwisSADME é capaz de fornecer um estudo
computacional importante para propriedades fisico-quimicos, farmacocinéticos, drogabilidade
entre diversos outros resultados para uma molécula. Somado a isso, a plataforma apresenta um
backend para incorporar modelos preditivos de acesso livre, rapidos e que apresentam
estatisticas relevantes, com grande robustez de dados e com interpretacdo dos mesmos de forma

intuitiva e simples para auxiliar no design molecular ndo exigindo um conhecimento profundo
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no desenvolvimento de farmacos auxiliados por computadores em sua fase inicial para a

descoberta de medicamentos.

2.3.2 DOCKING MOLECULAR

Um dos métodos mais conhecidos dentro da quimica medicinal nos estudos
computacionais € o do docking molecular (também conhecido como ancoramento, docagem ou
atracamento molecular) usado principalmente pela comunidade cientifica para pesquisar novos
compostos lead para alvos terapéuticos. A proposta inicial dessa metodologia é predizer como
acontecera as interacGes entre o ligante-receptor com base no dataset das estruturas
tridimensionais da regido de interesse. Como os estudos de dindmica molecular necessitam de
um custo computacional muito alto, devido ao intervalo de tempo em uma regido que
percorreria grande espaco conformacional e com muitas orientacdes no interior da proteina; o
docking molecular surge como solucio devido a rapidez e baixo custo computacional.*%

As vantagens sobre a dindmica molecular surgem quando a proteina é considerada como
um objeto rigido (chamado de ancoramento rigido). Existe também a possibilidade de dar certo
grau de rotacdo para alguns residuos (estruturas dos aminoacidos) que fazem interacdes dentro
da cavidade. Segundo ponto de maior rapidez esta relacionado ao fato de uso de algoritmos
altamente eficientes para a solucdo que envolvem muitas variaveis. Dentro dessa perspectiva,
existem os mais usados como algoritmos estocasticos que realizam mudancas aleatorias para

explorar o espaco de busca do ligante na proteina (Figura 17).

Figura 17. llustracdo geral de atracamento molecular. Retirado de Dokcthor.Incc.br.

Geralmente, o processo de docking usa a aplicacdo de algoritmos que posicionam
pequenas moléculas (em inglés, POSE) no sitio ativo. Desse modo, surge o primeiro desafio,
pois mesmo moléculas organicas simples podem conter muitos graus de liberdade

conformacional. A amostragem desses graus de liberdade deve ser realizada com precisdo
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suficiente para identificar a conformacédo que melhor ajusta a estrutura do receptor e deve ser
répida o suficiente para permitir a avaliacdo de milhares de compostos em uma dada execugdo
de docking. Os algoritmos sdo complementados por fungdes de pontuacgdo (scoring functions)
que sdo projetadas para prever a atividade biologica através da avaliacdo das interacGes entre
compostos e alvos potenciais.'®” As primeiras funcdes de pontuagdo avaliam o encaixe dos
compostos com base em célculos de complementaridades aproximadas de forma eletrostética.
Funcdes de pontuagéo relativamente simples continuam a ser amplamente utilizas, pelo menos
nas etapas iniciais das simulacGes de docking. Os conformeros pré-selecionados sao
frequentemente avaliados usando um esquema de pontuacdo mais complexa que envolve
detalhes de tratamento eletrostatico e forcas de van der Waals, e incluem no final efeitos de
solvatacio e/ou efeitos entropicos.'®® Também, pode avaliar eventos entre ligante-proteina que
sdo fortalecidos por uma combinacéo de efeitos entalpicos e entrépicos, e que tanto a entropia
guanto a entalpia podem ter interacbes em dominios especificos.

A avaliacéo e a classificagdo das conformacfes previstas passam por um processo de
design de funcgdes e esquemas de pontuacdo confidveis. Técnicas de simulacdo de energia livre
foram desenvolvidas para modelagem quantitativa de interacdes proteina-ligante e a previsdo
da afinidade de ligacdo. As funcbes de pontuacdo implementadas nos programas de ancoragem
para diferencias as poses corretas das incorretas fazem varias suposicGes e simplificagdes na
avaliagdo dos complexos modelados. Essencialmente, trés tipos ou classes de fungfes de
pontuacdo sdo atualmente aplicados: funcbes de pontuacdo baseadas em campo de forca,
empiricas e baseadas em conhecimento.

Quando o docking molecular é aplicado a um conjunto de ligantes com atividades
conhecidas, as estruturas resultantes podem ser exploradas em busca de razdes moleculares para
as diferencas de atividade observadas. Aplicado a conjuntos de compostos ainda nédo avaliados
experimentalmente, o procedimento leva a uma classificacdo dos compostos como ligantes

propostos da proteina.
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2.3.2.1 DockThor

Neste trabalho, utilizamos a plataforma online DockThor (https://dockthor.Incc.br/v2/)

que é um servidor gratuito de docking proteina-ligante concebido para facilitar e auxiliar
projetos de descoberta de medicamentos e realizar experimentos de triagem virtual baseados
em docking de forma precisa e utilizando computacéo de alto desempenho. A engine de docking
do DockThor é um método baseado em grade projetado para docking com ligantes flexiveis e
receptor rigido.

Ele emprega um algoritmo genético de multiplas solucbes e funcdo molecular
MMFF94S para previsdes de poses. Esta engine foi projetada para lidar com ligantes altamente
flexiveis, como peptideos.’® A previsdo de afinidade e classificacio de complexos proteina-
ligante séo realizadas com a funcdo de pontuacdo empirica linear DockTScore, que prevé a
afinidade de ligacao dos complexos proteina-ligante utilizando uma funcao de pontuacéo linear
e empirica, composta por termos baseados em fisica relacionados com as interacGes
intermoleculares, entropia do ligante e dessolvatagédo, sendo desenvolvido em colaboragdo com
o0 MTi- Molécules Thérapeutiques in silico (Université Paris Diderot); os principais passos da
preparacdo do ligante e da proteina estdo disponiveis no site DockThor, o que facilita seu uso.
Além disso, os resultados experimentais de docking sdo automaticamente agrupados e
ordenados, proporcionando aos usuarios uma ampla variedade de modos de ligacdo
significativos, apresentados com uma interface de maneira eficiente e precisa. O site DockThor
utiliza a plataforma brasileira de alto desempenho SDumont, amplificando ainda mais a
eficiéncia e velocidade dos experimentos. A plataforma utiliza funcGes de pontuacdo baseadas
em campos de forca, que sdo sensiveis a correta preparacdo das estruturas do receptor e do
ligante, especialmente no que diz respeito aos estados de protonacao e tautomeria. Em suma,
DockThor-VS é uma solucdo rapida e em constante evolugdo para a triagem virtual baseada em

docking auxiliando na descoberta de medicamentos.
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2.4 SISTEMA PURINERGICO E ADENOSINA

O sistema purinérgico consiste em nucleosideos e nucleotideos de adenina, como
adenosina (ADO) (68) e adenosina trifosfato (ATP) (69) (Figura 18), mais comumente
conhecidas como purinas, e seu receptores. Todas as celulas possuem componentes do sistema
purinérgico e tém a capacidade de liberar nucleotideos de uma forma controlada. Os
mecanismos relacionados a liberacdo dos nucleotideos tém sido o foco intenso de atividades de

pesquisa.

Estudos tem investigado amplamente a fisiologia a farmacologia e a bioguimica da
sinalizacdo purinérgica. Mais recentemente, o foco tem sido a patofisiologia e o potencial
terapéutico dos componentes do sistema purinérgico, especialmente em relacdo aos receptores
P1 e P2. Atualmente, € estabelecido que mudancas na sinalizacdo purinérgica estdo envolvidas
em patologias e na terapéutica com grande foco em efeitos do exercicio fisico e de moléculas
enddgenas sobre o organismo. As purinas sdo moléculas envolvidas em processos
homeostaticos celulares e metabdlicos. A adenosina, € um neuromodulador endbgeno que
possui papel importante na comunicacgéo intercelular do sistema nervoso. A adenosina trifosfato
(ATP) é a molécula mais conhecida, devido a sua importancia como moeda energética
fundamental para o metabolismo celular. Além do ATP, seus produtos de hidrélise como
adenosina difosfato (ADP) (70), adenosina monofosfato (AMP) (71) (Figura 18) também

atuam como sinalizadores em diversos tecidos e 6rgdos.*1?
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Figura 18. Adenosina difosfato e adenosina monofosfato.
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Com base nisso, a adenosina teve sua acdo explorada primeiramente em 1929, quando
Drury e Szent-Gyorgy descreveram sua atividade vasodilatadora e bradicardizantes. Desde
entdo, muitas pesquisas foram direcionadas a explorar seu papel no meio fisiologico
principalmente no Sistema Nervoso Central (SNC) onde somente em 1969 foi demostrado que
adenosina eleva os niveis de cAMP no coértex cerebral, uma acdo que é suprimida por
metilxantinas como cafeina e teofilina. Mais tarde, foi mostrado como a adenosina inibe a
amplitude do potencial sinaptico excitatorio no cortex e hipocampo, bem como a atividade
neuronal no cértex e no cerebelo; além disso, seu poder de inibi¢do na liberacdo de véarios
neurotransmissores importantes, como acetilcolina, noradrenalina, aminoacidos excitatérios e
serotonina. A adenosina € um importante neuromodulador envolvido em muitos processos
bioquimicos e vias de transducdo de sinal. Somado a isso, a adenosina tem um papel crucial na
modulacdo emocional e exerce um papel altamente protetor devido a inibicdo sinéptica. O
nucleosideo adenosina é formado por uma molécula de adenina e uma ribose por uma ligacdo

N9-glicosidica e é formado tanto a nivel intracelular quanto extracelular.

2.4.1 RECEPTORES PURINERGICOS

Além das purinas, existem 0s receptores purinérgicos que possuem igual importancia
nos efeitos bioldgicos. Sabe-se que o ATP, ADP e UDP se ligam aos receptores P2, enquanto
a ADO se liga a receptores P1. Os receptores P2 sdo subdivididos na familia P2X e P2Y e 0s
receptores P2Y sdo metabotropicos acoplados a proteina G. Os receptores P1, que tem a ADO
como agonista, sdo divididos em quatro subtipos —A1, Aza, A2s € As- e também séo todos
acoplados a proteina G (Figura 19). Neste trabalho, o foco sera sobre os receptores do tipo P1,
com destaque para 0 Axa, Uma vez que a atuacdo desse receptor é descrita na literatura com
importante poder de sinalizacdo para diminuicdo no CAMP e seu papel na neuromodulagao pois
a adenosina ao ligar-se com esses receptores é capaz de controlar a acdo de vérios

neurotransmissores 1,
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TCa?t
Tp38 MAPK
TERK1/2

AMP  cAMP
TP3BMAPK o,
TERK1/2  TERK1/2 TERK1/2

TINK

Figura 19. Diferentes receptores P1 e P2. Adaptado de Martina Venturini, 2022

2.4.1.1 RECEPTORES PURINERGICOS P1 E RECEPTOR PURINERGICO AzA

Como descrito acima, o0s receptores P1 tém a adenosina como agonista, e sdo divididos

em quatro subtipos. O receptor A; esta entre a sinalizacdo que podem ser causadas por seu

acoplamento a diferentes proteinas da familia G. A via conhecida desse receptor é a atuacéo

através da inibicdo da adenilato cilase, que causa uma diminuicdo no CAMP. Entretano, 0s

receptores A>A sdo acoplados a proteina Gs, ou seja, ativam a adenilato ciclase, e o receptor

A2B esté acoplado a diferentes vias de sinalizacdo, incluindo a ativagéo da guanilato ciclase,

através do acoplamento a Ggq mediado pela PLC e aumento na [Ca?*] dependente do inositol-

1,4,5- trifosfato (IP2). Ja os receptores Az estdo numa menor extensdo, também a proteina Gq.

Os receptores tanto do tipo P1 e P2 sdo muito expressos em células do sistema nervoso e
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medeiam diversos processos relacionados, por exemplo, com neutransmissdo, mielinizacao,
aprendizado, memoria e interagBes entre neurdnios e glias.'!2

Os receptores de Adenosina Aza (Figura 20) sdo altamente conservados, com 90% de
homologia de sequéncia entre diferentes especies. Sao receptoras acoplados a proteina Gs;
assim estimulam a atividade da adenilil ciclase, aumentando o nivel de CAMP, que atuam como
segundo mensageria da proteina quinase A.!!3 Diferente dos A1aRs, 0s AzaRs tém um papel
excitador, pois aumentam a liberacdo de glutamato e promovem a excitabilidade celular.
Também possuem funcgdes periféricas, visto que a adenosina € uma das substancias anti-

inflamatdrias endégenas mais potentes devido aos seus efeitos nesse subtipo de receptor.

Figura 20. Receptor de adenosina Aza. PDB: 8HDP.

Além disso, € importante destacar que existem niveis da concentracdo extracelular que
aparecem em algumas condic¢des patoldgicas, quando altas concentracdes de adenosina séo
atingidas, seus receptores de adenosina podem ser considerados alvos importantes para o
desenvolvimento de medicamentos em vérias patologias, como isquemia cerebral, dor, doengas
cardiovasculares e neurodegerativas. Dentro dessa perspectiva, existe um grande interesse no
estudo e sintese de novas moléculas seletivas e potentes direcionadas a esses receptores. Alguns

medicamentos se ligam aos receptores de adenosina, como o Adenocard, que é usado para tratar
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pacientes com taquicardia paroxistica. Além disso, a Istradefilina, € um antagonista seletivo do
A>AR, usada como terapia adjunta na doenca de Parkinson (comercializada como Nouriast no
Japdo e como Nourianz nos Estados Unidos em 2019).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A seguir, serdo apresentados e discutidos os resultados obtidos na realizagdo do presente
trabalho referente a sintese de tiohidantoinas fundidas e seus derivados via metodologia

mediada por acido borénico.

3.1 SINTESE DOS MATERIAIS DE PARTIDA

O primeiro momento do trabalho, dedicou-se a sintese dos materiais de partidas
contendo o anel tiazolidinico, oxazolidinico e pirrolidina seguindo como base o protocolo ja
bem consolidado na literatura,'* que apresenta bons rendimentos. As moléculas sdo obtidas
através da reacdo que ocorre entre derivados de aminoécidos, reagindo-se com aldeidos em
meio aquoso e apos a adicdo da pirrolidina existe a formacao do heterociclo de cinco membros.
Em seguida, o nitrogénio do heterociclo passa por uma reacdo de protecdo com o (Boc)20,
conforme mostrado no Esquema 19. Visando aumentar o nimero de materiais de partida a
serem aplicados na metodologia estudada foi adicionado uma funcionalizagéo na posigéo C-2,

utilizando diferentes aldeidos aromaticos.

Diversos heterociclos tiazolidinicos puderam ser sintetizados pela simples alteracdo do
aldeido de partida. Quando a reacdo foi realizada utilizando paraformaldeido junto ao a-
aminoéacido L-Cisteina (72), a tiazolidina (73) foi obtida em 85% de rendimento. As tiazolidinas

funcionalizadas na posic¢do C-2 (74 a-d) do anel foram obtidas com rendimentos de 60-80%.
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/\HJ\ 37% HCHO SI\/>_<OH (Boc),0 N (o)
HS OH
R H,0/ py N o 1,4-Dioxano, NaOH 1M O)QO
2 K
L-Cisteina
(72) (73)
CHO
i R@r SN
(Boc),0
HS/\)J\OH Mj\u OH 2
NH, HZoLStOH R 1:4-Dioxano, NaOH 1M R )Qo
L-Cisteina
a:R=H (74)

b: R= o-bromo
c: R= p-triflourmetil
d: R= 0-OH

Esquema 19. Esquema geral para obtencéo das tiazolidinas C-2 substituidas.

Além disso, foi realizada uma modificacdo na estrutura do anel tiazolidinico,
substituindo o a&omo de enxofre (S) por oxigénio (O) ao variar o aminoécido de partida
conforme representado no Esquema 20. Essa mudanca € obtida a partir do aminoacido L-
Treonina (75). Da mesma forma, investigou-se o emprego do aminoacido L-Prolina (76) (que
é naturalmente um aminoacido ciclico) realizando somente o procedimento de protecdo do N-
H. Os produtos sdo obtidos com procedimentos simples, passando por uma filtracdo e apds a

protecdo do N-H é feita uma extracéo liquido-liquido entre AcOEt e agua.

o o OH
a) 37% HCHO / NaOH 2M (20h, 0°C) L
HO OH

N o
NH, b) NH,OH.HCI, NaOH, H,0, acetona, (Boc),O (3h t.a) O)Qo
(75) )<

OH
EtsN / CH,Cl, m

L ’
u OH (Boc),0 (3h, 0°C) 0\/Qo
L-Prolina )<
(76)

Esquema 20. Sintese geral da obtencdo da 5-metiloxazolidina e prolina protegida.

Todas as mudancgas estruturais nos materiais de partida proporcionaram dados

adicionais na investigacdo da eficiéncia da nova metodologia estudada para obter as
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tiohidantoinas fundidas e também auxiliaram no estudo dos parametros estrutura-atividade nos
testes paralelos realizados no in silico. As tiazolidinas e seus derivados obtidos junto a seus
respectivos rendimentos podem ser encontrados na Figura 21. Os compostos obtidos (77-84)
foram identificados por RMN de *H.

B o IBoc
oc
N 0
|/N' 0 OH r
o
OH
SﬂOH N\BOC
Rendimento: 85% Rendimento: 80% Rendimento: 90%
(77) (78) (79)
FsC
@ @ poc Q. pes
/
sﬂ Br Sﬂ Sﬂ
OH OH OH
Rendimento: 75% Rendimento: 65% Rendimento: 80%
(80) (81) (82)
!.| /Boc
#/\/N o) N O
HO ﬂ
SﬂOH s OH
Rendimento: 63% Rendimento: Nao foi possivel isolar
(84) (83)

Figura 21. Materiais de partida e seus respectivos rendimentos.

46



3. RESULTADOS E DIscussAo [

3.2 SINTESE DAS 2-TIOHIDANTOINAS

De posse dos substratos das diferentes tiazolidinas (e derivados) e tendo em vista o
objetivo de desenvolver nova metodologia para obter as tiohidantoinas fundidas, serdo
apresentados os resultados obtidos nas condi¢fes reacionais quando empregado o B(OH):s.
Além disso, foi planejado investigar a acdo desidratante do trietilortoformato (TEOF) na

promocao da sintese das tiohidantoinas.

3.2.1 OTIMIZACAO DAS CONDICOES REACIONAIS

Para investigar a melhor condicdo reacional para a sintese das tiohidantoinas fundidas,
foi realizado um estudo variando diversos parametros reacionais, utilizando como modelo de
material de partida o composto 77 para a sintese do composto 85 conforme Esquema 21. Foram
administradas varia¢fes na quantidades estequiométricas dos reagentes KNCS (86), B(OH)3
(87), TEOF (88), bem como a utilizacdo de diferentes solventes, temperatura e tempos de
reacdo. A condicao foi determinada com base no maior rendimento. Todas as reaces foram
purificadas por cromatografia em coluna cromatografica com silica-gel, e 0 acompanhamento
do consumo do material de partida ocorreu por meio da cromatografia em camada delgada. A
acetonitrila, previamente destilada e armazenada com peneira molecular, foi escolhida como
solvente da reacdo. As reacgdes utilizaram 0,5 mmol do composto 77 junto a de KNCS, TEOF
em MeCN a 85 °C em um sistema Schlenk sob atmosfera inerte e sob agitacdo magnética em

overnight (Esquema 21).

OH KNCS (86)
S S o
|\/N>—§o B(OH); (87) [X.(

- N
NH
%O)so OEt S)ﬁ
eto” Soet (88)
(77) MeCN (85)

Temperatura (°C), t (h)

Esquema 21. Esquema geral para obtencéo das tiohidantoinas fundidas.
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Levantamos a hipotese de que, durante o curso da reacdo, ocorra a formacao de agua
como subproduto. Isso é evidenciado pela literatura, que mostra que reacdes envolvendo a
formacéo de ligagcdes amida por condensagdo entre um &cido carboxilico e uma amina envolve
a desidratacdo de um intermediario. Partindo dessa premissa, realizamos uma consulta na
literatura em busca de um reagente que pudesse atuar como agente desidratante no meio
reacional, para auxiliar na eliminacéo da dgua e promover o deslocamento do equilibrio quimico
em direcdo a formacdo dos produtos. O trietilortoformato (TEOF) foi localizado como um
candidato promissor, dado alguns exemplos de sua aplicacdo como agente desidratante, e
também é descrito na literatura como um agente capaz de determinar a quantidade de agua em
amostras analiticas sob condicdes acidas.!'® Assim, fizemos uma primeira entrada para
determinar a quantidade a ser adicionada. Na primeira entrada, sem adicdo de TEOF o
rendimento foi baixo proximo a 18 %. A cada nova entrada, foi adicionado um aumento de 100
uL de TEOF (equivalente a 0,6 mmol). Além disso, observou-se que, com a extrapolacdo da
quantidade de TEOF no meio reacional, o rendimento caiu para 5% sugerindo que talvez seu
excesso impedisse a reacdo entre o material de partida e o KNCS. No entanto, o uso de 200 pL
(Entrada 3, Tabela 2) apresentou melhor resultado, com 55% de rendimento apds purificacao.
Acredita-se que esse resultado esteja relacionado a proporc¢éo estequiométrica da quantidade de
agua formada na reacdo, e o uso de TEOF como agente desidratante parece favorecer o
deslocamento quimico para a formacéo dos produtos. Com base nesses resultados, as préximas

entradas foram realizadas com o volume fixo de 200 pL de TEOF.

Tabela 2. Variagdo na quantidade de TEOF.

KNCS (1,1 equiv)

OH
S . S
B(OH); (2 equiv) (0]
LNH) L

N
NH
)( J=~o OEt Va
0 s
Et0” “OEt
MeCN

Temperatura (85°C), t (24h)

Entrada TEOF (pL) Rendimento (%)

1 - 18
2 100 22
3 200 55
4 300 30
5 400 56
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6 500 5
7 600 5

Seguindo a investigacdo dos demais fatores, a proxima tabela apresenta as variacdes na
quantidade de B(OH)s. Como mencionado anteriormente na literatura, o boro possui a
capacidade de formar complexos ativados com carbonilas, atuando como um excelente
catalisador. Considerando o baixo custo e a eficacia do &cido borico em reacdes de amidacéo,
focamos em sua aplicacdo para gerar intermedidrios reativos. A fim de comprovar a
dependéncia do reagente nesta metodologia foram realizadas reacGes com diferentes
concentracdes do B(OH)s. Observou-se que, na primeira entrada, com apenas 1 equiv., ndo foi
possivel isolar o produto. A partir disso, as entradas subsequentes aumentaram a quantidade de
B(OH)3 em incrementos de 0,5 equiv. Notou-se que as quantidades entre 2,5 eq. (Entrada 3,
Tabela 2) e 3,5 eq. (Entrada 6, Tabela 3) reduziram o rendimento da reacdo; entretanto, a
Entrada 7, com 4 eq. mostrou um aumento no rendimento, muito proximo ao da Entrada 2,
que utilizou apenas 2 eq. Considerando a reducdo na quantidade de B(OH)s e os rendimentos

semelhantes, a entrada 3 foi selecionada como a ideal.

Tabela 3. Variacéo na quantidade de B(OH)s.

KCNS (1,1 equiv.)

OH
S S
B(OH); 0
I\/N>_<o _ I\/W

N
)§ MeCN, TEOF >//NH
o o Temperatura (85°C), t (24h) g

Entrada B(OH)3 (eq) Rendimento (%)

1 1,0 0
2 1,5 3
3 2,0 55
4 2,5 23
5 3,0 10
6 3,5 40
7 4,0 50
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As otimizacgdes das condicOes reacionais prosseguiram com a avaliacdo da quantidade
estequimétrica ideal de KNCS. Para este experimento, optou-se por adicionar o KNCS apenas
apos duas horas do inicio da reacdo, durante as quais 0 meio reacional continha apenas o
material de partida e o &cido bdrico. Na primeira entrada, foi mantida a estratégia de utilizar um
leve excesso de KNCS em relacdo a tiazolidinas. Conforme apresentado anteriormente, essa
proporcdo resultou em um rendimento mediano de 55%. Nas entradas subsequentes a
quantidade de KNCS foi ajustada para subir 0,5 equivalentes. Com base nos resultados obtidos,
verificou-se que nenhuma das condicdes testadas apresentou rendimento superior ao da
primeira entrada. Observou-se que a adicdo de mais de 2,5 eq. de KNCS (Entrada 3, Tabela
4) resultou na formacdo de uma quantidade consideravel de precipitado no meio reacional,

dificultando o processo de purificacdo ao final da reacéo.

Tabela 4. Variacdo na quantidade de KCNS.

KNCS

OH
S : S
B(OH); (2 equiv) (o)
I\/N>_<O ‘ |\/N>\T//
). MeCN %NH
o © TEOF (200uL)

Temperatura (85°C), t (24h) S

Entrada KNCS (eq) Rendimento (%)
1 1,1 55
2 2,0 30
3 2,5 5
4 3,0 58
5 3,5 21
6 4,0 -

Apbs, a influéncia da temperatura foi examinada frente a metodologia desenvolvida.
Desta maneira, incialmente as reacfes eram conduzidas em 85°C pois essa é a temperatura de
ebulicdo da MeCN. Foi estudado a reducéo da temperatura onde na temperatura entre 25-50 °C
néo foi possivel visualizar o produto por analise de CCD. Pdrem, ao subir a temperatura de 85
°C para 105 °C (Entrada 4, Tabela 5) o rendimento também aumentou, sinalizando a
necessidade de fornecer energia para que a rea¢do ocorra. Porém ao subir a temperatura para

120 °C ndo houve alteracdo significativa no rendimento.
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Tabela 5. Variagdo na temperatura da reagéo.

KNCS (1,1 equiv)

OH
S . S
B(OH); (2 equiv) 0)
L/N>_<o L/W
MeCN NH
)40)§ 0 TEOF (200uL) r

Temperatura, t (24h) S

Entrada Temp (°C) Rendimento (%)
1 25 -
2 50 -
3 85 55
4 105 89
5 120 80

Visando otimizar o tempo de reacdo, a mesma foi monitorada ao longo de 12 h, com a
formacéo do produto e o consumo do material de partida sendo avaliados por cromatografia em
camada delgada (CCD). Aliquotas da reacdo foram retiradas a cada hora durante esse periodo,
e constatou-se que, inicialmente, ndo houve o aparecimento de uma mancha caracteristica do
produto no UV-Vis. No entanto, ap6s 18 h de reacdo (Entrada 4, Tabela 6), foi realizado o
procedimento de purificacdo por cromatografia em coluna, resultando em um rendimento
moderado de 40%. Até o momento, todas as reacdes foram mantidas por 24 h, porém com
intuito de analisar a influéncia do tempo a entrada 5 foi conduzida até as 48 h, o rendimento

caiu para 47%.
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Tabela 6. Variagdo no tempo reacional.

KCNS (1,1 equiv)

OH
S . S
B(OH); (2 equiv) 0]
L/N>_<o . L/,}\f/
)4 )*O MeCN %NH
(o) TEOF (200uL)

Temperatura (105°C), tempo S

Entrada Tempo (h) Rendimento (%)
1 6 -
2 12 -
3 18 40
4 24 55
5 48 47

A influéncia de outros solventes também foi investigada, porém nenhum deles levou a

formacéo do produto.

Tabela 7. Variacéo nos solventes da reacéo.
s OH  KCNS (1,1 equiv)
B(OH); (2 equi S 0
L (OH); (2 equiv) 8
N o >

)QO Solvente >//NH
0 TEOF (200 uL) g

Temperatura (105 °C), 24h

Entrada Solvente Rendimento (%)

DMF -
CH2Cl; -
DMSO -

DMF -

A W N =
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3.2.2 ESTUDO DA APLICACAO DA METODOLOGIA PARA SINTESE DE DIFERENTES 2-
TIOHIDANTOINAS

Uma vez estabelecidas as condicdes experimentais ideias para a sintese do composto
85, e visando ampliar o escopo de tiohidantoinas fundidas, foi conduzida uma avaliacdo na
capacidade de variar o material de partida frente a nova metodologia desenvolvida. O protocolo
definido para prosseguir foi a Entrada 4 da Tabela 5 dado que essas condi¢Oes apresentaram

maior rendimento.

A fim de verificar a influéncia dos grupos da cadeia lateral no C-2 do anel tiazolidinico
sobre a reatividade e a relacdo estrutura-atividade no sitio de ligacdo da proteina alvo, foram
escolhidos substituintes com propriedades previamente estabelecidas na literatura. O protocolo
inicial foi mantido para as variagdes experimentais. Importante destacar que, as reacdes foram
conduzidas em atmosfera inerte, com a acetonitrila previamente destilada e 0o KCNS submetido
a bomba de alto vacuo para eliminar quaisquer tragos de dgua dos reagentes e do meio reacional.

Essa abordagem foi crucial para garantir a precisdo e reprodutibilidade dos resultados.

R o R’
X/S/& KCNS (1,1 equiv) X o
N O B(OH); 2equiv) L

R )=o R >//NH

o MeCN (8mL)
)T TEOF (200 uL) S
Temperatura (105°C), 24h

X=S,0,C

R'= CH3 H

Esquema 22. Esquema geral para obter tiohidantoinas.

Dando continuidade as variagdes experimentais, foi proposta a incorporagdo de um anel
aromatico na estrutura da tiohidantoinas (89), uma vez que 0s anéis aromaticos possuem
caracteristicas de planalidade e estrutura hidrofébica, além de frequentemente interagirem por

forcas de van der Waals com regiGes hidrofébicas no sitio de ligagdo da proteina alvo.

Além disso, propusemos a sintese de tiohidantoinas contendo halogénios no anel

aromatico, dado que a introducdo de atomos de halogénio pode alterar significativamente as
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propriedades fisico-quimicas e a reatividade da molécula. A variacdo no tamanho e na
eletronegatividade dos halogénios pode levar a mudangas nas caracteristicas dos compostos.
Para isso, uma reacdo onde o produto (90) obtido possui um atomo de bromo na posi¢do orto

do anel aromatico, conforme especificado na Entrada 4 da Tabela 8, com rendimento de 25%.

Além da introducdo do bromo, foi estudada a substituicdo de halogénios e suas
respectivas posicdes no anel. Adicdo de fldor, por exemplo, é conhecida por aumentar a
atividade e estabilidade metabolica de compostos como evidenciado pelo estudo do ibuprofeno,
onde a introduc&o de flGor demonstrou um aumento na poténcia da resposta fisioldgica.'® O
fluor pode promover a formagao de novas ligagdes de hidrogénio e exercer um efeito de retirada
de elétrons, além de atuar como um isostero hidrofébico, potencialmente alterando o logP de

moléculas e favorecendo interacfes com grupos N-H préximos.

Baseado nisso, a préxima modificacdo experimental envolveu o uso do material de
partida para-trifluormetilbenzaldeido como substrato afim de obter a tiohidantoina 91. A reacéo
foi monitorada por cromatografia em camada delgada (CCD). Esta abordagem demostrou a
viabilidade da metodologia, destacando a importancia nas estratégias de flouracdo pode
beneficiar significativamente a quimica medicinal, permitindo modificacbes mais préaticas e

eficientes.

Dando seguimento a investigacdo, avaliou-se a eficiéncia da metodologia em relacdo a
presenca de um grupamento fenol como mostra a Entrada 5, da Tabela 8. Considerando que
alcoois e fendis sdo grupos funcionais amplamente encontrados em diversos farmacos pois o
oxigénio presente no fenol pode atuar como aceptor de ligacGes de hidrogénio, enquanto o

hidrogénio do grupo hidroxila (OH) pode funcionar como doador.

Tabela 8. Ampliacao do escopo reacional para diferentes tiohidantoinas.

# R Material de Partida Produto Rend.
(%0)
S
Poc I\N 0
N o)

1 H r NH 89

Sﬂo,_, s>f

(85)

Continuacao
da Tabela 8
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N

© @mr N o QAE;?EO 33
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S
(0]
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S
o
© Boc (j\/b}\///
4 0-Br-Ph %TN 0 )~ NH 25
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5 0-OH-Ph N O Q N i
NH
HO hs[/ﬂm OH S>//
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R e Y N :
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OH N
7 H %NH 28
N- S
Boc (93)
0 o o
8 H °|\ N NH 12
N OH s)//
Boc 92)

Adicionalmente, o protocolo foi expandido para incluir a sintese de uma oxazolidina
derivada do aminoacido L-treonina, obtendo o produto 92, onde foi observado rendimento de
15%. Além disso, foi realizada uma substituicdo na tiazolidinas, onde o 4&tomo de enxofre foi

substituido por um carbono, utilizando a L-prolina como material de partida. Resultando na
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obtencdo do produto 93, embora néo tenha sido possivel fazer a purificagdo do produto foi

realizado uma aplicacdo no CG-MS e localizado o sinal do produto com proporcao de 28%.

3.2.3 CARACTERIZACAO DO ESCOPO REACIONAL VIA RMN

Para todos os produtos sintetizados apresentados nas Tabelas 8 e Figura 21 foram
realizadas andlises de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN de 'H) e carbono-13
(RMN de 3C). A titulo de exemplificacdo, a caracterizacdo do composto usado como material
de partida 77, através de analises de RMN de *H, RMN de 13C € apresentada e discutida a seguir.

Os demais compostos estardo inclusos no capitulo 7 em Anexos.

A andlise de 'H para o produto 77, apresentada na Figura 22, revela um espectro que
corresponde aos 15 hidrogénios presentes na molécula. Através dos deslocamentos quimicos,
multiplicidades e constantes de acoplamento, foi possivel atribuir cada um dos sinais aos
respectivos prétons. Em 8,99 ppm, observa-se um sinal de simpleto alargado no H-5
caracteristico da hidroxila de um &cido carboxilico, com integral relativa a 1 hidrogénio. O
hidrogénio H-4 estd deslocado para uma regido de campo mais alto comparado ao H-5, com
integral de valor igual a um e constante de acoplamento de 4,80 Hz, apresentando uma
multiplicidade de um dupleto. Os dois hidrogénios H-3 e H-3’, localizados na posigdo alfa a
um centro assimétrico, exibem sinais diastereotdpicos, resultando em um duplo dupleto de
dupleto de sinais com deslocamento entre 4,41 e 4,66 ppm, com integral igual a dois, e
constande de acoplamento em relagdo ao H-4 de 4,54 Hz. Os hidrogénios H-2 e H-2’, por sua
vez, apresentam deslocamentos quimicos entre 3,25 e 3,37 ppm, indicando que estdo em
ambientes quimicos diferentes, também se comportando como diastereotopicos. Devido a
estarem entre um nitrogénio e enxofre, esses sinais mostram um desdobramento, ao contrario

de um simpleto bem definido aparece como um simpleto alargado.

Por fim, os sinais entre 1,45 e 1,49 ppm correspondem aos nove hidrogénios presentes
no grupo protetor, (Boc)20. Esses hidrogénios, devido ao equilibrio entre os conférmeros,

aparecem como um dupleto.
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Figura 22. Espectro *H-RMN (CDClI3 400 MHz) do material de partida 77.

Da mesma forma, foi possivel analisar os sinais de hidrogénio atraves da técnica de
RMN 1H para confirmar a formacdo do produto 88, derivado do material de partida 77. De
acordo com o espectro apresentado na Figura 23, é possivel identificar as integrais
correspondentes aos 6 hidrogénios da molécula, bem como o0s seus desdobramentos.
Inicialmente, o sinal atribuido ao préton N-H desloca-se para 12,13 ppm, aparecendo como um
simpleto alargado. No entanto, devido a sua posicdo dentro de um anel com carater de
ressonancia, ele sofre efeito anisotrépico, sendo influenciado pelas carbonilas e tionilas da

estrutura da tiohidantoinas, o que justifica seu deslocamento para um campo mais baixo.

O sinal do H-1 aparece como um tripleto centrado em 4,73 ppm, correspondendo ao
hidrogénio ligado ao carbono do carbono assimétrico. Ja os sinais diastereotopicos dos
hidrogénios H-2 e H-2” aparecem centrados em 3,10 ppm e 3,37 ppm, com multiplicidade como
duplo dupleto enquanto o outro surge em 3,37 ppm com constantes de acoplamento de 3,10 Hz,

indicando o acoplamento com o hidrogénio do carbono assimétrico.

O deslocamento do H-3 é observado como um dupleto em duas regides: centrados em
5,08 ppm e entre 4,39 ppm, com constantes de acoplamento de 5,08 e 4,39 Hz, respectivamente.
Dentro dessa analise, nota-se o desaparecimento dos sinais alquilicos do grupo protetor Boc,

confirmando a remogéo desse grupo durante a sintese.
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Figura 23. Espectro *H-RMN (CDCl3, 400 MHz) do produto 85.

Da mesma forma, os sinais obtidos através da analise de RMN 13C comprovam a
formacdo do composto 85. De acordo com o espectro da Figura 27, sdo apresentados 0s sinais
em 30,3; 49,1 e 67, 2 ppm sendo atribuidos aos carbonos 3, 4 e 2. J& para os sinais em 185,9 e
173,7 ppm foram atribuidos aos carbonos ligado enxofre C-5 e ao oxigénio C-1,
respectivamente, mostrando o efeito da diferenca eletronica relacionada aos elementos da

mesma familia.
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Figura 24. Espectro 3C-RMN (DMSO, 100 MHz) do composto 85.
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3.3 AVALIACAO DOS ENSAIOS IN SILICO

Tendo em méos os compostos derivados das tiohidantoinas e seu promissor potencial
farmacoldgico, foi decidido aplicar um estudo computacional com o objetivo de identificar um
alvo terapéutico, bem como estabelecer, preliminarmente, a relacdo estrutura-atividade,
ADMET, e realizar analises de docking molecular com base nas interacdes ligante-
macromolécula. Utilizando o composto 85 como referéncia inicial, realizamos a busca do alvo
bioldgico por meio da plataforma Super-PRED. A anélise revelou o receptor de adenosina A>A
como o alvo mais promissor, sendo utilizado o modelo cristalografico disponivel no PDB
(ID:8HDP) para os estudos de docking. Em primeiro lugar, foi necessario otimizar a geometria
localizando 0 minimo absoluto dos compostos (Figura 25), para isso utilizamos o software

Gaussian através do metodo B3LYP utilizando a fungdo de base 6+311G (d).

- }//NH © }//N )//NH F\T/Q }//NH
(85) L (89) (90) " (91)
:\'/ \‘\‘ o /,"’_\\\‘ S S
S S I S 2
S

(92) (93) (94)

Figura 25. Tiohidantoinas testadas no estudo in silico.

3.3.2 ESTUDO DE DOCKING MOLECULAR

Para o docking molecular, utilizamos a platagorma DockThor, devido as suas vantagens
descritas na fundamentacgéo tedrica. As imagens geradas foram analisadas utilizando PLIP e

PyMol, constatando as intera¢des no sitio de ligagdo da adenosina, uma molécula endogena.

A maioria dos compostos testados demonstrou boa afinidade de ligagdo, conforme
evidenciado pela energia livre de ligagao (AG) apresentada na Tabela 9. Esse reconhecimento

molecular entre 0 composto e a biomacromolécula depende diretamente do arranjo espacial dos
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grupamentos funcionais e das propriedades estruturais da macromolécula, que devem ser
complementares ao sitio de liga¢&o no receptor. Os ligantes exibiram afinidades distintas, sendo
reconhecidos de maneiras diferentes pelos sitios de interagdo complementares localizados no
alvo, o que reflete a especificidade e seletividade das interacdes intermoleculares.
Qualitativamente, o grau de afinidade e a especificidade da interacdo sdo determinados por
diversas interacdes intermoleculares, incluindo forcas eletrostaticas como ligacGes de

hidrogénio, momentos dipolo, ion-dipolo, ligacdes covalentes e interacbes hidrofébicas.

Assim, observou-se que a adenosina se liga aos seguintes residuos de aminocidos:
principalmente por ligag@es de hidrogénio. Uma ligacdo de hidrogénio com Thr (2,22 A), uma
com Asn 161 (2,85 A), duas com His 221 e His250 (3,17 A e 2,81 A, respectivamente) e duas
com a Asn224 (1,72 A e 1,87 A). Essas ligacbes de hidrogénio sdo interacdes ndo covalentes
cruciais nos sistemas bioldgicos, comuns em a-hélices e folhas e ocorrem entre heteroatomos
como O-H, N-H e F-H. A adenosina (destacada em amarelo na Tabela 9) estabelece um
mecanismo de reconhecimento baseado em cinco liga¢6es de hidrogénio, com uma energia de
ligacdo de -8,261 kcal/mol. Em contraste, o teste com 92 revelou uma energia de ligacdo maior,
com valor de -7,48 kcal/mol, quando comparado a adenosina; as interacdes foram limitadas,
apresentando apenas duas interacfes hidrofobicas e uma Unica ligacdo de hidrogénio. As
interacdes hidrofdbicas foram com os residuos Thr87 (3,39 A) e Val220 (3,17 A).

Considerando a formagédo de diastereoisomeros, foi realizado um estudo comparativo
entre os diferentes isomeros do mesmo ligante. As diferengas no arranjo espacial dos grupos
envolvidos podem resultar em uma perda de complementaridade, o que pode reduzir a afinidade
e a atividade intrinseca do ligante. Observou-se que entre todos os compostos analisados, 0

isdbmero apresentou maior afinidade de ligagdo em comparagéo com o isdmero R.
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Figura 26. Receptor de adenosina A2A junto aos ligantes agrupados.

Em particular, os compostos com cadeias laterais contendo anéis aromaticos mostraram
uma alteragdo significativa na relacéo estrutura-atividade. Os anéis aromaticos, frequentemente
encontrados em muitos farmacos principalmente em sitios que apresentam os aminoacidos
como fenilalanina, tirosina, histidina e triptofano atuam com o papel de reconhecimento
molecular de um ligante pelo seu biorreceptor-alvo. Ambos 0s compostos por apresentarem
esses ligantes tiveram interacGes eletrostaticas conhecidas como =-stacking. Esse tipo de
interacdo depende da orientagdo dos anéis aromaticos, o conhecimento prévio dessa
propriedade justifica a importancia na escolha das estratégias de modificacdo estrutural dos
ligantes (Figura 27). Para titulo de apresentacdo dos resultados sera destacado as principais
interagBes que surgiram nos compostos, 91, 92 e 94, porém é possivel visualizar todos 0s
ensaios de docking dos demais compostos no capitulo de Anexos.

Ao analisar os resultados de docking molecular, observamos que os produtos 94 e o
produto 91 na conformacdo S apresentaram as menores energias de ligacdo, com os valores de
-8,969 kcal/mol e -8,804 kcal/mol, respectivamente conforme apresentado na Figura 27. Para
0 91, a presenca de atomos de fluor introduziu um efeito significativo, visto que, a ligagcdo C-H
ndo ser tipicamente um forte doador de ligacdo de hidrogénio, contribuiu para a formacao de
interacbes de hidrogénio efetivas. As principais interagdes observadas incluem ligacdes
hidrofébicas com Phe148 (3,51 A) e 11e246 (3,02 A), além de uma ligac&o de hidrogénio com
Thr87 (2,77 A) e uma ligacdo de empilhamento m com Phel48 (3,73 A), apresentando um
angulo de 16,73 °.
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Figura 27. InteragBes entre os diferentes ligantes e seus respectivos residuos de aminoacidos.

A) ligante 92 com intera¢@es hidrofébicas com os residuos THR 87 e VAL 220, liga¢do de hidrogénio com o
residuo ASN 224.B) ligante 91 com interacdes hidrofobicas PHE 148 e ILE 246 junto a ligagBes de hidrogénio
com THR 97 E HIS 221 e empilhamento -t com PHE 148. C) ligante 94 S/R com interagdes hidrofobicas com
PHE 148, GLU 149, VAL 220, MET 242 e ILE 246. Mais ligacdo de hidrogénio com THR 87. D) ligante 94 R/R
com interagdes hidrofébicas com os residuos PHE 148, VAL 220 e ILE 246. Junto a ligacéo de hidrogénio com
THR 87.

Em contraste, 0 94, embora compartilhe interac@es similares com o 91 (Figura 27 D) e
B), respectivamente) apresentou uma afinidade superior devido a sua capacidade de formar
interaces hidrofobicas adicionais no sitio de ligacdo. Apesar dessas interacbes serem
relativamente fracas individualmente (cerca de 1kcal/mol), se tornam significativas ao
promover o colapso da estrutura de solvatacdo da agua, facilitando a interacédo ligante-receptor.
No caso do 94, foram observadas duas interacdes hidrofobicas com Ph148 (3,63 A e 3,65 A)
Glul49 (3,73 A), Val220 (3,74 A) e 11e256 (3,07 A), além de uma ligacdo de hidrogénio com
Thr87 (2,34 A) e uma interacdo de empilhamento = adicional com Phe148 (3,78 A), com um
angulo de 14,38 °.

Esses resultados enfatizam a importancia de grupamentos hidrofobicos e das interacfes
n-7 na estabilizacdo das interagdes ligante-receptor, destacando a relevancia da funcionalizagéo

apropriada para otimizar a afinidade de ligacédo e, potencialmente, a eficacia farmacoldgica.
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Tabela 9. Relacéo de energia de ligacdo dos compostos. Nas colunas existe o valor da Pontuacdo (energia livre),
Energia Total, Energia Intermolecular, forca de van de Waals e Energia Eletrostatica todas em kcal/mol.

Ligantes Pontuacéo En;rr-gia I. Energia vdW Eletrostatica
94 _S/IR -8.969 21.529 -20.240 -17.629 -2.611
94 R/IR -8.817 33.517 -11.928 -9.295 -2.633
91_S/R -8.804 25.724 -18.258 -16.312 -1.946
91 R/R -8.783 31.803 -10.395 -6.948 -3.447
90 _S/R -8.719 3.790 -18.406 -16.531 -1.875
90 R/R -8.625 9.878 -13.957 -12.495 -1.462
93 S/R -8.452 -15.924 -19.789 -19.372 -0.417
93 R/R -8.420 -14.699 -21.988 -20.963 -1.025
89 R/R -8.410 3.199 -16.221 -14.696 -1.525

Adenosina -8.261 13.105 -30.234 -19.693 -10.541
89_S/R -8.219 5.348 -15.684 -16.528 0.844
92 R -7.496 -26.765 -17.841 -13.884 -3.957
88 R -7.186 -29.741 -17.955 -14.229 -3.726

Com base no que foi descrito, o estudo apresentado produziu bons resultados
preliminares em termos de desenvolvimento de novos farmacos Importante mencionar que
existe algumas limitagdes do estudo de docking molecular visto que os modelos computacionais
gue, embora tenham evoluido, ainda deixam algumas nuances refinadas nas interacGes
moleculares em um ambiente bioldgico. No entanto, esse resultado produz a perspectiva futura
de que existe a possibilidade de otimizacdo de outros grupos funcionais para melhorar ainda
mais a afinidade de ligacdo como grupamentos com aromaticidade e interacGes hidrofobicas.
Além disso, € possivel utilizar os compostos que apresentaram alta afinidade de ligacéo e
aplicar como possiveis candidatos a medicamentos para prosseguir nos estudos in silico, in vitro

e testes pré-clinicos.
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3.3.1 ADMETox, PERFIL DE ESTUDO IN SILICO

Como mencionado anteriormente, as propriedades fisico-quimicas de determinados
grupamentos funcionais desempenham um papel crucial na fase farmacodindmica da acdo dos
farmacos, especialmente na etapa de reconhecimento molecular. Essas propriedades tém o
potencial de influenciar significativamente o perfil farmacoterapéutico dos compostos. A
sequir, apresentamos dados complementares ao estudo in silico desenvolvido no presente
trabalho, focando nos derivados de tiohidantoinas, especificamente os produtos 89, 90, 91, e 94
para uma analise comparativa de suas caracteristicas fisico-quimicas e do perfil proposto de
ADMET.

Como apresentado na Tabela 10, todos 0s compostos analisados cumpriram as regras
de Lipinski, sem apresentar violagOes, o que sugere um bom potencial de biodisponibilidade
oral. A presenca de uma porgdo ionizavel na estrutura da tiohidantoinas é um aspecto
importante a ser considerado. O grau de ionizacdo é inversamente proporcional a lipofilicidade,
sendo que as espécies carregadas, por serem polares, tendem a estar solvatadas por moléculas
de agua. Isso favorece a etapa de dissolucdo do principio ativo nos fluidos do trato
gastrointestinal, significa absorcdo. Portanto, importante destacar que todos os ligantes

exibiram uma alta taxa de absorcao gastrointestinal.

Avancando nas analises, observamos que a lipofilicidade apresentara diferenca entre os
ligantes. Todos os compostos 89, 90, 91 e 94 possuem um anel aromatico como cadeia lateral,
porém, as diferencas nos grupamentos inseridos nesse anel aromatico resultaram em variagcdes
nos perfis de lipofilicidade. O ligante contendo o grupamento isopropil demonstrou uma
lipofilicidade maior em comparagdo com os outros ligantes. Esse resultado é particularmente
relevante, pois um maior coeficiente de particdo, indica uma maior afinidade pela fase orgéanica,

que esta relacionada com maior permeabilidade através das biomembranas hidrofébicas.

A relacdo entre a absorcdo gastrointestinal e a capacidade de transpor as membranas
celulares é um fator crucial na aplicacdo de novos medicamentos. Os dados indicam que a
modificacdo da cadeia lateral dos ligantes pode ser uma estratégia eficaz para otimizar essas

propriedades e, consequentemente, o desempenho terapéutico dos compostos estudados.

Além disso, a farmacodindmica envolvendo a superfamilia de enzimas CYP € crucial
para diversas classes terapéuticas, dado que esses complexos enzimaticos, como citocromo
P450 (CYP450 ou CYP), desempenham um papel central no metabolismo de muitos farmacos.

Em nosso estudo, 0 composto 90 demonstrou uma alta taxa de metabolizacdo por trés diferentes
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isoenzimas CYP. Embora essa elevada atividade possa parecer vantajosa ela pode ser
problemética pois um metabolismo acelerado por multiplas CYPs pode levar a interagdes
medicamentosas indesejadas, aumentando os niveis de outros medicamentos no organismo.
Essa situacdo pode afetar a biodisponibilidade do composto, tornando-a imprevisivel,
prolongando a meia-vida do farmaco alem de comprometer o perfil de seguranca em casos de

interagGes medicamentosas.

Em contraste, os compostos 94 e 91 apresentaram um perfil diferentes, atuando como
possiveis inibidores da CYP2C19. O 94 em particular, sugere ser capaz de interagir com as
isoenzimas CYP2C19 e CYP2C29. Essas enzimas sdo responsaveis pelo metabolismo
oxidativo de aproximadamente 12% dos farmacos. A interacdo do 94 com essas isoenzimas
pode ser atribuida as suas caracteristicas estruturais: a CYP2C9 possui preferéncia por
substratos que contenham grupos doadores de ligac6es de hidrogénio, enquanto a CYP2C19
tende a interagir com substratos lipofilicos, neutros e de tamanho intermediario. Tracando um
paralelo com a literatura, é interessante observar a metabolizagdo da fenitoina, o primeiro
farmaco com a hidantoina como estrutura principal, que também sofre processo de hidroxilagdo
pelas isoenzimas CYP2C19 e CYP2C2. Na fenitoina, a relacdo de hidroxilacdo € de 1:1 entre
R/S e de 1:40 entre R/S na CYP2C9. Esse fator depende da regiosseletividade do processo de
hidroxilagdo influenciada pelos substituintes ligados ao anel aromatico.

Os estudos de toxicidade revelaram perfis preocupantes para alguns dos ligantes
investigados. Especificamente, os 89, 91 e 90 mostraram tanto hepatotoxicidade quanto
neurotoxicidade, além de serem capazes de atravessar a barreira hematoencefalica (BHE). Essa
habilidade de penetrar no sistema nervoso central sugere um risco elevado de efeitos adversos

no figado e no cérebro, limitando o potencial terapéutico desses compostos.

Por outro lado, 0 94 apresentou um perfil de toxicidade mais favoravel, sem evidencias
de hepatotoxicidade. Essa caracteristica torna 0 94 um candidato promissor do ponto de vista
da seguranca, embora sua eficacia terapéutica e potencial de neurotoxicidade ainda precisem
ser investigados com maior profundidade, especialmente devido a sua atividade na BHE.

Os dados obtidos destacam a importancia da otimizacdo estrutural dos ligantes para
minimizar os efeitos adversos e melhorar a seletividade e seguranca, especialmente em sistemas
in vivo ou pré-clinicos. A reducdo da toxicidade e o aumento da eficiéncia terapéutica séo
objetivos criticos no desenvolvimento de novos farmacos. Estudos adicionais focados em

monitorar biomarcadores em sistemas bioldgicos e investigar vias alternativas de administragdo
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podem oferecer estratégias para reduzir a exposicao direta aos tecidos vulneraveis, como o

figado e o cérebro, e, consequentemente, mitigar a toxicidade.
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Tabela 10. Perfil farmacocinético ADMETox dos ligantes.

89 90 91 94
Prop. Fisico-Quimicas
MM 250.34 318.34 329.24 292.42
Atomos Pesados 16 20 17 19
Aceptor Lig-H 1 4 1 1
Doador Lig-H 1 1 1 1
Lipofilicidade
iLOGP 1.85 2.01 2.01 2.40
Solubilidade Agua
Solubilidade Ali (mol/l) 4.74e-04 5.65e-05 9.12e-05 3.19e-05
Classe Ali Solavel Sollvel Moderadamente Sollvel Moderadamente Sollvel Moderadamente
Farmacocinéticas
Absorcao Gl Alto Alto Alto Alto
Inibidor CYP1A2 Nao Nao Sim Nao
Inibidor CYP2C19 Nao Sim Sim Sim
Inibidor CYP2C9 Néo Néo Sim Sim
Inibidor CYP2D6 Néo Néo Néo Nao
Inibidor CYP3A4 Nao Nao Nao Nao
Druglikeness
Violagéo Lipinski 0 0 0 0
Violacdo Ghose 0 0 0 0
Toxicidade
Hepatotoxicidade Ativo Ativo Ativo Inativo
Neurotoxicidade Ativo Ativo Ativo Ativo
Cardiotoxicidade Inativo Inativo Inativo Inativo
Immunotoxicidade Inativo Inativo Inativo Inativo
Cytotoxicidade Inativo Inativo Inativo Inativo
Barreira-BHE Ativo Ativo Ativo Ativo
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4. CONCLUSAO

O desenvolvimento do trabalho apresentado trouxe como resultado a produgéo de uma
nova metodologia de sintese com carater inédito, uma vez que, foi obtido diferentes produtos
contendo o nucleo de tiohidantoinas biciclicas fundidas a outro heterociclo, no caso a tiazolidina
e derivados. Atribuiu-se a vantagem da metodologia devido ao seu enfoque fundamentado nos
principios da quimica verde, como a reducdo de passos reagdes, reducdo de formacdo de
subprodutos indesejados, economia atdmica, uso de reagentes e solventes mais seguros para o
meio ambiente. Como demostrado, foi possivel trabalhar o uso do acido bdérico para promover
tiohidantoinas biciclicas, aumentando o escopo dos produtos aplicando como estratégia a
variagdo na estrutura de diferentes materiais de partida advindos da tiazolidinas C-2
substituidas. Podendo conter em sua estrutura diferentes funcionalizagbes como um anel
aromatico. N&o obstante, obteve-se resultados significativos no uso do trietil ortoformato para
promover o consumo de dgua do meio reacional, facilitando o deslocamento do equilibrio

quimico facilitando a obtencdo dos produtos desejados.

Além disso, os estudos in silico, direcionados a anélise das propriedades fisico-quimica
das moléculas obtidas, ajudaram na producdo de dados a respeito das propriedades
farmacocinéticas das tiohidantoinas sintetizadas. De igual modo, o estudo utilizando a
ferramenta de docking molecular produziu uma compreensao de como 0s compostos interagem
no receptor da adenosina A2A uma vez que esse bioreceptor é de suma importéancia fisioldgica
pois atua em diferentes sistemas de sinalizagdo. Em um dos resultados foi possivel observar
gue 0s compostos que apresentavam interagdes n-stacking aqueles principalmente contendo o
anel aromatico fenil junto a ligacdes hidrofébicas, também se notou que existia diferenca de

afinidade quando comparados os diasteroisomeros.

Em suma, o trabalho ndo apenas descreve o potencial das tiohidantoinas como
demonstra que é possivel avancar na quimica medicinal utilizando metodologias mais
sustentaveis. Bem como, se abriu a possibilidade de estudar o0 mecanismo reacional e aplicacéo

de posteriores estudos com maior complexidade como no in vitro e in vivo.
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5. PARTE EXPERIMENTAL

5.1 MATERIAIS E METODOS

5.1.1 SOLVENTES E REAGENTES

Os solventes foram purificados e secos antes de serem utilizados, conforme técnicas

usuais. Os reagentes comerciais nao foram purificados, exceto quando mencionados.

5.1.2 ESPECTROSCOPIA DE RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR (RMN)

Os espectros de RMN de 'H e *C foram obtidos em espectrometro Varian VNMRS
400, Varian Inova 500 ou Bruker Avance 400, operando em frequéncias de 400 e 100 MHz ou
500 e 125 MHz, respectivamente. Os deslocamentos quimicos (6) foram expressos em partes
por milhdo (ppm) em relacgéo ao tetrametilsilano (TMS), ¢ = 0,00 ppm utilizado como padréo
interno para os espectros de H, e o sinal central do hepteto do dimetilsulfoxido (DMSO-ds)
para RMN 3C (5 = 39,52 ppm) para espectros de '*C, colocando-se entre parénteses a
multiplicidade (s = simpleto, d = dupleto, dd = duplo dupleto, t = tripleto, dt = duplo tripleto,
dg = duplo quarteto, m = multipleto e sl= simpleto largo), o nimero de hidrogénios deduzidos
da integral relativa e a constante de acoplamento (J) expressa em Hertz (Hz). As amostras foram

analisadas em tubos de 5mm.

.1.3 CROMATOGRAFIA EM COLUNA

A purificacdo dos compostos foi realizada por cromatografia de adsor¢do em coluna
utilizando-se silica gel 60 (230-400 Mesh). Os eluentes empregados foram hexano/acetato de

etila e as proporcdes estdo descritas nas respectivas preparagoes.
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5.1.4 CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA

O acompanhamento foi realizado por cromatografia em camada delgada (CCD), obtidas
de fontes comerciais em cromatofolhas com silica gel 60 F254 suportadas em placas de
aluminio Merck (com revelador para UV e espessura de 0,2 mm). A visualizacdes dos

compostos foi feita em lampada UV, cuba de iodo e solucdo &cida de vanilina.

5.2 PROCEDIMENTO PARA A SINTESE DAS TIAZOLIDINAS

5.2.1 PROCEDIMENTO PARA A SINTESE DO ACIDO (R)-TIAZOLIDINA-4-CARBOXILICO

Po-------- 6 i-l_: Utilizando um baldo monotubular de fundo redondo de 100 mL, adicionou-
SH i se cloridrato de L-cisteina (8,75 g, 50 mmol) e 4gua destilada (25 mL), apds

i 0 aminoacido estar completamente solubilizado, adicionou-se solucédo
b------------ aquosa de formaldeido 37% (7 mL). O sistema foi mantido sob agitacio
por 24h a temperatura ambiente. Transcorrido essas horas, adicionou-se etanol gelado (20 mL),
na sequéncia foi adicionado piridina (0,5 mL) gota a gota lentamente. O precipitado que surgiu
no meio reacional foi filtrado e lavado com etanol gelado. Obteve-se um sélido branco, sem

posterior purificacao.

52.2 PROCEDIMENTO PARA A SINTESE DO ACIDO  (R)-3-(TERC-
BUTOXICARBONIL)TIAZOLIDINA-4-CARBOXILICO

| - Utilizando um balao monotubular de fundo redondo de 100 mL, adicionou-se
% % 0 &cido tiazolidinico (11,65 g, 8,75 mmol) em 1,4-dioxano (50 mL) e agua
% )?O % destilada (25 mL). A mistura foi submetida a 0 °C e uma solucdo de (Boc)20
i i (1,90 g, 8,75 mmol) A reacdo foi mantida sob agitacdo por 12h a temperatura
L,,,,,,,,,,,J ambiente. Transcorrido esse tempo, 0 sistema reacional foi concentrado a
vacuo e entdo a solucdo é acidificada com 1 M de KHSO4 entre pH= 2-3. Lavou-se a solugéo
com AcOEt (4x 40 mL), as fases organicas sdo combinadas e secas com Na.SOs anidro,

filtradas e evaporadas. Obteve-se um sélido branco.
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IH-RMN (400 MHz, CDClz3): 6 1,47 (d, J= 15,2 9H); 3,25-3,37 (m, 2H);4,47 (dd, J=34,1; 8,4
Hz, 1H); 4,61 (dd, J=31,9; 8,4 Hz, 1H); 4,80 (d, J= 73,0; 1H); 8,98 (sl, 1H)

5.2.2 PROCEDIMENTO PARA A SINTESE DO ACIDO (R)-3-(TERC-
BUTOXICARBONIL)TIAZOLIDINA-4-CARBOXILICO

atingir temperatura ambiente, ficou sob agitacéo por 17 h. O THF foi removido
777777777777 sob vacuo e a solucdo aquosa restante foi acidificada a pH 2 utilizando solugéo
aquosa 3M de HCI. A fase aquosa foi extraida com AcOEt (3x) e as fases organicas foram entéo
combinadas, secas com Na2S04 e evaporadas. O produto foi obtido como um solido branco,

em 80% de rendimento, e foi utilizado sem posterior purificagao.

1H-RMN (400 MHz, CDCls): 1,41 (d, J= 23,9 Hz, 9H): 2,31-1,86 (m, 4H); 3,59-3,36 (m,
2H); 4,25 (dd, J= 8,4; 4,3 Hz, 1H); 4,36 (dd, J=8,30; 2,7 Hz, 1H)
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5.2.3 PROCEDIMENTO GERAL PARA SINTESE DOS DERIVADOS DAS TIAZOLIDINAS

| CHO i
| Boc),0 i
HS%OH H,O/EtOH R WAH on o o OH:
| NH, 2 oy 1,4-Dioxano, NaOH 1M R O)Qo

H,O
a:R=H
b: R= o-bromo
c: R= p-triflourmetil
d: R= 0-OH

Utilizando um baldo monotubular de fundo redondo foi adicionada uma solugéo de L-cisteina
(1,815 g, 15 mmol) e o aldeido apropriado (15 mmol) em etanol (25 mL). A solucdo foi mantida
sob agitacdo por 12h a temperatura ambiente. Apos esse tempo, foi adicionado piridina (0,5
mL) gota a gota lentamente. O precipitado que surgiu no meio reacional foi filtrado e lavado
com etanol gelado. Apds seco, parte da tiazolidina substituida (12 mmol) foi separada e
adicionou-se solucdo de 1M NaOH (15 mL) em 1,4-dioxano (25 mL) foi agitada por 2h a 0°C.
Apos esse tempo, (Boc)20 (15 mmol) foi adicionado e deixou a solugdo sob agitacdo por mais
1h em banho de gelo e depois a temperatura ambiente por mais 5h. A solucdo foi concentrada
a vacuo e foi ajustado o pH a valores levemente acido. A reacdo foi extraida com AcOEt (3 x
50 mL), lavado junto a solucdo saturada de NaCl, e as fases organicas sdo combinadas e secas
com sulfato de magnésio anidro. Apos filtracdo foi evaporado o solvente, porém um 6bleo
viscoso foi obtido, nesse caso foi realizado o procedimento de recristalizacdo em hexano/DCM

e entdo um solido amarelo foi seco em bomba de alto vacuo.

i Produto passou por processo de recristaliza¢do utilizando hexano e

\© Boc | gotas de DCM.
N o

_____________________

2H) 4,90 (d, J= 80,0 Hz, 1H), 6,11 (d, J= 90,9 Hz, 1H), 7,60 (d, J= 8,3 Hz, 1H); 7,71 (d, J= 7,8,
1H) 9,91 (sl, 1H)

--------------------- Produto passou por processo de recristalizagcdo utilizando hexano e

Boc ' gotas de DCM.
! %7/N 0
| Br sﬂo |

IH-RMN (400 MHz, CDCls): § 1,34 (d, J= 84,0 Hz, 9H), 4,90 (t, J=
6,1 Hz, 1H) 6,29 (s, 1H), 7,55-7,13 (m, 4H), 8,00 (sl, 1H)
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" _X"_ """ Produto foi usado sem posterior purificacao.

| Boc !

@ N O ' 'H-RMN (400 MHz, CDCls): 6 1,29 (s, 9H), 3,34 (dd, J= 11,7; 6,6
i sﬂOHi Hz, 2H); 3,46 (sl, 1H), 5,43 (d, J= 6,8, 1H), 7,35-7,25 (m, 4H), 7,49
6l 1H) |

N Boc N&o foi possivel isolar o produto. Oleo com aspecto denso de cor
mrN' o] amarelo. Foi feita tentativa de recristalizar em EtOH/H-0.

52,5 PROCEDIMENTO PARA A SINTESE DO ACIDO  (4S,5S)-3-(TERC-
BUTOXICARBONIL)-5-METILOXAZOLIDINA-4-CARBOXILICO

************ ' Utilizando um baldo monotubular de fundo redondo de 100 mL, adicionou-se
/g_g) L-treonina (11,91 g, 100 mmol) junto a solucdo aquosa 2M de NaOH (50 mL),

N o % ap6s o0 aminoacido estar completamente solubilizado, adicionou-se solucéao
% aquosa de formaldeido 37% (14 mL), o sistema reacional foi mantido sob
_2§ 7777777 i agitacdo por 16h a 0°C. Apods essse tempo, foi adicionado uma solucdo de
cloridrato de hidroxilamina (0,67 g, 10 mmol) e hidréxido de sédio (0,4g, 10 mmol) em agua
(8 mL) e acetona (60 mL), também a 0 °C. O sistema ¢é retirado da refrigeracdo e mantido a
temperatura ambiente, logo é adicionado (Boc) 20 (24,0 g, 110 mmol). Em sequéncia, a mistura
reacional ficou sob agitacdo por mais 3h e entdo adicionou-se agua destilada (20 mL). A solu¢édo
é lavada com éter etilico (4x50 mL). A fase aquosa foi acidificada com solucdo de acido citrico
20% entre pH=2-3. Ap0s atingir tal acidez, lavou-se novamente a fase aquosa com AcOEt (3x50
mL). As fases organicas sdo combinadas e secas com NaSOs anidro, filtradas e evaporadas.

Obteve-se um solido de tons amarelado sem posterior purificacéo.

1H-RMN (400 MHz, CDCls): 6 1,48 (d, J= 6,1 Hz, 9H); 3,93 (d, J= 20,8 Hz, 1H); 4,27 (s,
1H): 4,80 (d, J= 27,3 Hz, 1H); 5,14 (d, J= 29,8 Hz, 1H) 5,18-3,91 (m, 3H), 8,28 (sl, 1H)
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5.2.3 PROCEDIMENTO GERAL PARA SINTESE DOS DERIVADOS 2-TIOHIDANTOIDINAS

- RH """ Utilizando um tubo Schlenk, 50 mL, o sistema foi flambado sob atmosfera
S/X\fo inerte com fluxo constante de argdnio. Adicionou-se na sequéncia o
)\N material de partida derivado da tiazolidina (1mmol) junto a B(OH)3 (2
' mmol) e por Gltimo MeCN (8 mL). O sistema é ento vedado e deixado
L. S .. sob agita¢do a uma temperatura de aquecimento de 85 °C durante o tempo
de 1h. Transcorrido esse tempo, 0 KNCS (1,2 mmol) foi adicionado e novamente o sistema é
selado e novamente deixado sob agitacdo por mais 2h, a temperatura de 105 °C. Importante o
KNCS ser deixado na bomba de alto vacuo para tirar qualquer traco de umidade. Transcorrido
o0 tempo de 2h, adicionou-se TEOF (180 pL), ainda sob fluxo constante de argbnio, e selou-se
o0 sistema novamente. A reacao foi mantida sob agitacdo por mais 24h a 105 °C. Transcorrido
esse tempo, a MeCN € evaporada e a reacdo passa por um processo de purificacdo em
cromatografia em coluna, iniciando o gradiente de forca cromatografica com uma corrida de

200 mL (2x 100 mL) de hexano, depois mais 200 mL de 5% Hx/AcOEt para no fim correr 300
mL (3x 100 mL) de 10% Hx/AcOEt.

Produto obtido com 89% de rendimento.

| *H-RMN (400 MHz, CDCly): 6 3,12-3,07 (dd, J= 10,8; 8,0 Hz, 1H); 3.32-
. N | 3,28 (dd, J= 10,8 8,2 Hz, 1H); 4,39 (d, J= 9,6 Hz, 1H); 4,73 (t, J=8,1 Hz,
| | 1H): 5,08 (dd, J= 9,5: 0,4 Hz, 1H); 12,10 (sl, 1H).

S
""""""""" BC-RMN: 0 31,5;49,1; 67,2; 173,7; 185,9.
coTTTT s— Produto obtido com 33% de rendimento. Coluna cromatografica
~“‘kN 0 realizado com eluente de 10% Hexano/AcOEt de forma continua
© >//NH sem pressao. Aspecto oleoso. Sem tentativa de recristalizagéo.

---------------------- 1H-RMN (400 MHz, DMSO): ¢ 3,22-3,39 (m, 2H), 5,10 (dd, J=9,5;
7.2 Hz , 1H); 6,45 (s, 1H) 7,46-7,27 (m, 5H): 12,15 (sl, 1H)

13C-RMN (100 MHz, DMSO): ¢ 31,0; 64,8; 68,4; 126,3; 128,0; 140,03; 218,5; 172,6; 184,3.
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Né&o foi possivel isolar o produto e calcular seu rendimento, porém ao

proporcao de 23%.

WJ\/N>\I¢ ' analisar a amostra por CG-MS, foi localizado o pico do produto com
Ponts
F3C i

----- Produto apresentou pico expressivo de agua, dificultando a integral na

| S |
! O regio entre 3,38-3,29 ppm.
: N
i NH | 1H-RMN (400 MHz, DMSO): 6 5,23-5,19 (m, 1H); 6,56 (s, 1H); 7,75-
. Brs 1 762(m,5H) 12,25 (sl, 1H)
WO Método de purificagdo por cromatografia em coluna cromatografica por silica
| N}// NH gel néo foi eficiente. Massa do produto detectada no CG-MS.
Ty T ' Produto passou por processo de coluna cromatografica em silica gel com fase
o) ' mével de 10% Hx/AcOEt, sem presso.
| (o}
! I\N 'H-RMN (400 MHz, DMSO): ¢ 4,21 (d, J= 7,7, 1H); 4,60 (dd, J=9,3; 7,2
! )rNH 1H); 4,88 (d, J= 4,9, 1H); 5,17 (d, J= 4,9; 1H); 5,43 (d, J= 6,0; 1H); 12,29
g (sl 1H).
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Figura Al. Espectro de *H-RMN (CDClIs) do composto 77.
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Figura A2. Espectro de *H-RMN (CDClIs) do composto 80.
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Figura A3. Espectro de *H-RMN (CDCI3) do composto 81.
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Figura A4. Espectro de *H-RMN (CDClIs) do composto 82.
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Figura A5. Espectro de *H-RMN (CDClIs) do composto 78.
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Figura A6. Espectro de *H-RMN (CDClIs) do composto 79.
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Figura A7. Espectro de tH-RMN (DMSO) do composto 85.
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Figura A8. Espectro de tH-RMN (DMSO) do composto 90.
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Figura A9. Espectro de tH-RMN (DMSO) do composto 89.
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Figura A10. Espectro de tH-RMN (DMSO) do composto 92.
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Figura All. Espectro de 3C-RMN (DMSO) do composto 85.
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Figura A13. InteracGes intermoleculares entre 0 composto 92 e os residuos de aminoécidos da A2A.
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Figura A15. InteragGes intermoleculares entre 0 composto 89 S/R e os residuos de aminoécidos da AzA.
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Figura Al7. InteracGes intermoleculares do composto 90 S/R e os residuos de aminoacidos do receptor AzA.
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Figura A18. . InteragGes intermoleculares do composto 90 R/R e os residuos de aminoacidos do receptor AzA.
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