UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
CENTRO DE CIENCIAS FISICAS E MATEMATICAS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM QUIMICA

ROMULO FARIA SANTOS CANTO

PLANEJAMENTO E SINTESE DE SELENO-
DIIDROPIRIMIDINONAS E AVALIACAO COMO AGENTES
MULTI-ALVO PARA O TRATAMENTO DA DOENCA DE
ALZHEIMER

Florian6polis, 2014


https://core.ac.uk/display/30405051?utm_source=pdf&utm_medium=banner&utm_campaign=pdf-decoration-v1




UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
CENTRO DE CIENCIAS FISICAS E MATEMATICAS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM QUIMICA

ROMULO FARIA SANTOS CANTO

PLANEJAMENTO E SINTESE DE SELENO-
DIIDROPIRIMIDINONAS E AVALIACAO COMO AGENTES
MULTI-ALVO PARA O TRATAMENTO DA DOENCA DE
ALZHEIMER

Tese apresentada ao programa de Pds-
Graduacdo em Quimica da Universidade
Federal de Santa Catarina, como requisito
parcial para obtencdo do grau de Doutor em
Quimica. Area de concentra¢do: Quimica
Organica.

Orientador: Prof. Dr. Antonio Luiz Braga

Florianépolis, 2014



Ficha de identificagio da obra elaborada pelo autor,
MWWWWMWWWUW&MMUEC

CANTO, ROMULO FARIA SANTOS
PLANEJAMENTO E SINTESE DE SELENO-DIIDROPIRIMIDIMONAS E
AVALIACRD COMO AGENTES MULTI-ALVO PARA O TRATAMENTO DA
DOENGA DE ALZHEIMER / ROMULO FARIA SANTOS CANTO ;
srisntader, Anteoniec Lui: Braga - Fleclandpolis, 5C, 2014,
141 P-

Teze (doutorads) = Univeraidade Federal de Santa
Catarina, . Frograma de Pds-Graduaclo em Quimica.

Inclui referdncias

1. Quimica. 2. compostos organoseldnia. 3.
diidropirinidinonas. 4. Alzheimer. 1. Braga, Antonio Luiz
s 1I. Universidade Federal de Santa Catarina. Programa de
Fés-Graduaglo ez Quimica. III. Titule.




FOLHA DE ASSINATURAS






Agradego a minha mulher, Andrea

e meu filho, Arthur, pelo suporte e incentivo
constante, ainda que involuntdrio.

Agradego ao meu orientador

Antonio Luiz Braga por acreditar no meu potencial,
mesmo nos momentos mais dificeis.






RESUMO

Titulo: Planejamento e sintese de seleno-Diidropirimidinonas e
avaliacdo como agentes multi-alvo para o tratamento da doenca de
Alzheimer

Autor: Rémulo Faria Santos Canto

Orientador: Prof. Dr. Antonio Luiz Braga

Nesta tese de doutorado realizou-se a sintese de uma nova classe de
compostos  organoselénio  bioativos, que sdo as  seleno-
diidropirimidinonas. Para tanto, uma rota sintética curta e linear foi
estabelecida para sintese destes compostos, e através desta foi possivel
obter as diidropirimidinonas com grande diversidade estrutural e
funcionalizadas ~ com  grupamentos  selenetos,  disselenetos,
selenocianatos, selenoesteres e calcogenouréias imidazolicas.

A série dos selenocianatos derivados de diidropirimidinonas foi
avaliada quanto a sua atividade como inibidores da enzima
acetilcolinesterase, como quelantes do dtomo de ferro (II) e também
como antioxidantes através dos mecanismos da glutationa peroxidase,
poder redutor e capacidade antioxidante total. Todos os compostos
testados apresentaram atividade como inibidores da acetilcolinesterase
préximo ao farmaco padrdo galantamina, sendo que alguns compostos
foram mais ativos que este. Todos 0os compostos também apresentaram
atividade como miméticos da glutationa peroxidase e boa capacidade
antioxidante através dos demais testes realizados.

Com a metodologia proposta, foi possivel sintetizar uma série de novas
seleno-diidropirimidinonas e demonstrar sua a¢do como inibidores da
acetilcolinesterase e como antioxidantes, bem como quelantes do dtomo
de ferro (II). Os compostos sintetizados apresentam um grande
potencial como novos candidatos a farmacos multi-alvo para o
tratamento da doenca de Alzheimer.

Palavra-chave: = compostos  organoselénio,  diidropirimidinonas,
Alzheimer






ABSTRACT

Title: Design, synthesis and evaluation of seleno-dihydropyrimidinones
as multi-targeted therapheutics for the treatment of Alzheimer’s disease.
Autor: Rdmulo Faria Santos Canto

Adpvisor: Prof. Dr. Antonio Luiz Braga

In this thesis the synthesis of a new class of bioactive organoselenium
compounds was performed, the seleno-dihydropyrimidinones. A short
and linear synthetic route was optimized for the synthesis of the seleno-
dihydropyrimidinones, and the dihydropyrimidinones were obtained
with high structural diversity containing selenides, diselenides,
selenocyanides, selenoesthers and imidazolic chalcogen ureas as
substituents.

The selenocyanides derived from dihydropyrimidinones were evaluated
as acethylcolinesterase inhibitors, iron chelators and also as antioxidants
through the glutathione peroxidase mechanism, reduction power and
total antioxidant capacity, respectively. All tested compounds were as
active as the standard as acethylcolinesterase inhibitors, being some
compounds more active than the standard galanthamine. All compounds
also presented glutathione peroxidase mimetic activity and showed
good antioxidant properties by several mechanisms.

Thus, a new series of seleno-dihydropyrimidinones was synthesized and
demonstrated excellent acethylcholinesterase inhibition, as well as
antioxidant and iron chelator properties. The synthesized compounds
can be considered as a very promissor multi-targeted agents for the
treatment of Alzheimer’s disease.

KeyWord:  organoselenium  compounds, dihydropyrimidinones,
Alzheimer.
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1. Introducio e objetivos

1.1 Introducao e objetivos gerais

A doenca de Alzheimer € uma doenga caracterizada por perda de
memoria e alteracdes fisioldgicas no cérebro dos pacientes acometidos,
sendo uma das doencas neurodegenerativas mais prevalentes no mundo
inteiro. Um dos sintomas da doenca ¢é a diminuicdo dos
neurotransmissores acetilcolina nas fendas sindpticas, e diversos
tratamentos farmacolégicos visam aumentar a oferta destes
neurotransmissores através de inibi¢cdo da enzima acetilcolinesterase. A
doenga de Alzheimer ainda € caracterizada por altos niveis de estresse
oxidativo no cérebro e acimulo anormal de metais (Fe e Cu) no sistema
nervoso. Desta maneira, compostos antioxidantes e quelantes de metais
sdo uma promissora fonte de novos fairmacos para o tratamento desta
doenca.

Diidropirimidinonas e compostos organoselénio sdo classes de
compostos que tem sido descritos na literatura como compostos tanto
capazes de inibir a enzima acetilcolinesterase quanto capazes de agirem
como espécies antioxidantes no combate ao estresse oxidativo. Desta
maneira planejamos uma série de seleno-diidropirimidinonas, estruturas
hibridas destas duas classes de compostos, como possiveis candidatos a
novos agentes antioxidantes e inibidores da acetilcolinesterase,
esperando-se assim obter possiveis agentes multi-alvo para o tratamento
da doenga de Alzheimer.

Assim, para o presente doutorado, planejou-se a sintese de
diidropirimidinonas funcionalizadas com selénio 1 e 2 e a respectiva
investigacdo como potenciais agentes antioxidantes como miméticos da
enzima glutationa peroxidase, entre outros, e sua a¢do como inibidores
da enzima acetilcolinesterase e como quelantes de metais. A intengdo
foi de desenvolver uma nova série de farmacos multi-alvo para
tratamento da doenca de Alzheimer. A estrutura das seleno-
diidropirimidinonas propostas estd apresentada na Figura 1. Diversos
grupos funcionais contendo selénio podem ser incorporados nas
DHPMs, tais como, selenetos, disselenetos, selenocianatos,
selenoesteres e selenouréias, assim como tiouréias.
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Figura 1. Estrutura geral das DHPMs funcionalizadas com selénio propostas
neste trabalho.

Todos compostos propostos nesse trabalho sdo inéditos, ndo
havendo nenhum relato de estruturas relacionadas na literatura. Devido
ao grande potencial farmacolégico de ambas as classes de compostos,
acreditamos que as DHPMs funcionalizadas com selénio 1-2 propostas
neste trabalho, apresentem grande potencial farmacolégico, podendo
atuar através do sinergismo das atividades advindas dos diferentes
grupamentos farmacofdricos.

Cabe destacar, ainda, que as estruturas propostas apresentam
cardter polifuncional, apresentando uma grande diversidade de
grupamentos funcionais em sua estrutura. O planejamento sintético
dessas estruturas deve permitir a construcdo rapida e escalondvel dos
produtos, além de apresentar um cardter modular que viabilize a
obten¢do de moléculas com grande diversidade estrutural.

1.2 Objetivos especificos

- Otimizar as condigdes reacionais para a sintese dos materiais de
partida DHPMs que serdo utilizadas como molécula-plataforma para
inser¢do dos grupamentos funcionais de selénio.

- Sintetizar uma série de DHPMs funcionalizadas com
grupamentos contendo selénio, tais como, selenetos, disselenetos,
selenocianatos, selenoesteres e calcogenouréias imidazolicas.

- Caracterizar os compostos sintetizados por RMN de 'H, RMN
de 13C, Massas e outras técnicas quando necessario.

- Investigar os compostos sintetizados quanto ao seu potencial
como miméticos da enzima GPx., em quantidades cataliticas.

- Investigar os compostos sintetizados quanto ao seu poder
redutor, capacidade de quelar metais e capacidade antioxidante total.
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- Investigar os compostos sintetizados quanto ao seu potencial
como inibidores da enzima acetilcolinesterase.
- Publicar os trabalhos em periddicos reconhecidos pela

comunidade cientifica e/ou redigi-los na forma de patente quando
adequado.
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2. Revisao da literatura

2.1 Compostos organicos de selénio

O selénio é um calcogénio quimicamente relacionado com o
enxofre e o oxigénio. Esse elemento apresenta diversas aplicagdes no
ambito da quimica inorganica, incluindo usos como materiais
semicondutores, dispositivos fotovoltaicos e como integrante da tinta de
toners para impressdo. Seu principal uso industrial se d4 na inddstria de
materiais (vidro e cerAmica) na produgédo de coloragdo vermelha nestes
materiais." Além disso, o selénio elementar € um micronutriente
biolégico importante, sendo essencial para o funcionamento do
organismo. Ao contrdrio da vasta quimica inorginica em torno do
elemento selénio, a quimica orgdnica onde trabalha-se com compostos
contendo ligacdes carbono-selénio, € muito menos explorada. Em
comparagdo com a enorme gama de aplicacdes dos calcogénios de
menor peso atdmico, a presenga de selénio em quimica orgénica pode
ser considerada rara.' Embora virtualmente todas as estruturas organicas
contendo oxigénio ou enxofre sdo potenciais compostos organoselénio
pela troca isostérica destes elementos pelo selénio, na pritica ocorre que
a formacao e aplicagcdo de grupamentos funcionais contendo selénio nao
sdo tdo simples assim. A Figura 2 apresenta alguns grupamentos
funcionais contendo selénio como seleneto 3, disseleneto 4, selenol 5,
selona 6, e selenoester 7.!

Se 0

Se. Se. Re _SeH
R Ry R{" "Se Ri R "R -
3 4 5 1 6 2 R1 7 Se R2

Figura 2. Grupamentos funcionais contendo selénio.

Na sua forma selenol (R-SeH) ou sua base conjugada, selenolato
(R-Se"), o selénio organico estd em uma das suas formas mais reativas.
Devido a grande diferenca de pKa quando comparado a tidis (p. ex. pKa
~5 para selendis vs pKa ~8 para tiéis),] o grupo funcional selenol, em
sistemas bioldgicos, existe como o selenolato correspondente, agindo
como um poderoso nucledfilo com alto potencial oxidativo. Na verdade,
o grande interesse pelos compostos organoselénio reside no meio
biolégico. A maior fonte de selénio dentro do corpo sdo os residuos do
aminodcido selenocisteina (8- Figura 3), no qual a cadeia lateral é
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isostérica ao aminoacido contendo tiol, a cisteina (9). O selenol dos
residuos de selenocisteinas € um componente crucial de muitas enzimas
que agem no metabolismo redox como a tioredoxina redutase® e a
glutationa peroxidase (GPx).?

SeH SH
o)
HoN HoN ©
OH OH
8 9

Figura 3. Selenocisteina e cisteina.

2.2 A doenca de Alzheimer, compostos orginicos de selénio e
diidropirimidinonas

O mal de Alzheimer, ou doenca de Alzheimer, ¢ uma doenca
neurodegenerativa responsavel pela deméncia, em que ocorre perda de
memdria e confusdo mental no paciente acometido. Esta doenca € a mais
prevalente das doengas neurodegenerativas, afetando cerca de 15
milhdes de pessoas no mundo inteiro e aproximadamente 50% dos
adultos com idade acima de 85 anos.”

Devido a complexa patofisiologia da doenga de Alzheimer, que
involve muitas hipéteses, o desenvolvimento de terapias satisfatérias é
problematico. Os principais alvos terapéuticos sdo os niveis reduzidos
do neurotransmissor acetilcolina (ACh), perda difusa de neurdnios,
emaranhados neurofibrilares e placas senis (placas beta-amiléide).’
Baseado na hipétese colinérgica, a farmacoterapia atual para a doencga
de Alzheimer consiste em fdrmacos direcionados para aumentar os
niveis sindpticos de acetilcolina através da inibicdo da enzima
acetilcolinesterase (AChE).6 Inibidores da acetilcolinesterase foram
aprovados como tratamentos eficazes para reduzir os sintomas dos
estdgios iniciais da doenca de Alzheimer. Varios anticolinérgicos, como
a tacrina,7 ensaculina,8 donepezil9 e galantamina10 demonstraram
melhora modesta em relacdo a memdria e fung¢do cognitiva. Evidéncias
recentes sugerem que a AChE também desempenha um papel ndo
colinérgico no desenvolvimento da doenga de Alzheimer,'' funcionando
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como uma chaperona que acelera a de?osigﬁo de peptideos AP e a
agregacio destes como fibras insoliveis.'

Outra das atuais estratégias terapéuticas para tratamento da
doencga de Alzheimer € reduzir o estresse oxidativo envolvido na morte
celular. Devido a sua alta taxa de consumo de oxigénio, alto conteddo
lipidico, e capacidade antioxidante relativamente limitada comparada a
outros o6rgdos, o cérebro € particularmente sucetivel ao estresse
oxidativo. Placas senis geram radicais livres que sdo extremamente
t6xicos.® Desta forma, o estresse oxidativo esta incluido em todas as
hipéteses patofisioldgicas da doenca de Alzheimer, e alguns estudos
demonstram a eficicia de compostos antioxidantes no tratamento desta
doenga.14

Além destas duas hipéteses, uma terceira, a hipdtese metdlica,
considera que metais (Fe e Cu) também cumprem um papel importante
na patogénese da doenca de Alzheimer."” Durante a progressdao da
doenga, metais se acumulam progressivamente no cérebro.'® A
acumulacdo anormal de metais estd proximamente associada com a
formacdo de placas AP e agregados neurofibrilares.'” Além disso, altos
niveis anormais de Cu e Fe no cérebro catalizam a produgéo de espécies
reativas de oxigénio (EROs), que aumentam o estresse oxidativo
contribuindo para a patogénese da doenca.”® Desta maneira, a
diminuicao das concentra¢des de metais no cérebro através de quelantes
representa outra abordagem racional para o tratamento da doenca de
Alzheimer.

Candidatos a fdrmaco projetados para agir sobre um tnico
processo bioldgico t€m atingido o estidgio clinico, mas estes apenas
garantem alivio dos sintomas e ndo agem nas causas por trds da doenga,
devido a patogénese multifatorial da doenca de Alzheimer. Modulagio
de diversos alvos ao longo da mesma rota bioldgica pode
potencialmente levar a modificacdo da doenca, ao invés de apenas
controle dos sintomas,'” e o desenvolvimento de novos farmacos para
doenga de Alzheimer estd sendo focado em moléculas multipotentes
agindo de maneira complementar, o que pode ser mais eficaz para
portadores de Alzheimer.”® Desta maneira, estamos interessados em
desenvolver novos inibidores da acetilcolinesterase com agdo
antioxidante para o tratamento da doenga de Alzheimer, combinando, na
mesma estrutura, duas classes de compostos com este potencial. Esta
estratégia de fundir dois ou mais estruturas bioativas na mesma estrutura
tem sido utilizada com sucesso no desenvolvimento de novos
farmacos.”'
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Visto isso, a descoberta e o desenvolvimento de novos compostos
que possam atuar como espécies antioxidantes, auxiliando no combate
as espécies reativas de oxigé€nio, causadoras do estresse oxidativo, e
como inibidores da acetilcolinesterase, assim como quelantes de metais,
pode revelar uma nova estratégia para a prevencdo e tratamento da
doenca de Alzheimer. A descoberta e o desenvolvimento de novos
farmacos € um processo trabalhoso e de alto custo que envolve a sintese
e avaliacdo farmacoldgica de um grande nimero de compostos. Nesse
contexto, reacdes multicomponente t€m recebido crescente aten¢do em
quimica medicinal, devido ao fato de cada vez mais prezar-se pela
velocidade, diversidade e eficiéncia no processo de descoberta de
farmacos.”> As reacdes multicomponente , nas quais trés ou mais
reagentes sdo misturados em um mesmo frasco reacional, levando a
producdo de um dunico produto multifuncionalizado, podem gerar
produtos com a diversidade necessdria para a descoberta e otimizacio de
novos candidatos a formaco.”*¢

Na Figura 4 estd mostrada a estrutura das diidropirimidinonas
(DHPMs 10), obtidas através da reacdo multicomponente de Biginelli.
Esses compostos tém apresentado uma vasta gama de atividades
farmacolégicas™ e tém sido consideradas estruturas privilegiadas do
ponto de vista quimico medicinal. Alguns estudos t€ém demonstrado o
potencial desta classe de compostos para agirem, também, como
antioxidantes.”* DHPMs também tem apresentado atividade como
inibidores da enzima acetilcolinesterase.*®

0O RS
R4 | )N\\’R2
R® N X
R" 10

Figura 4. Estrutura geral das diidropirimidinonas (DHPMs).

Da mesma maneira, compostos organocalcogénio, principalmente
compostos organoselénio, vém sendo empregados com sucesso como
espécies antioxidantes capazes de atuar de maneira catalitica, de acordo

. . . . 27a-e
com o mecanismo da selenoenzima Glutationa Peroxidase (GPx).
Entre estes destacam-se o Ebselen (11) e o diseleneto de difenila (12), os
quais sdo utilizados como referéncia na busca por novos compostos
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miméticos da GPx (Figura 5). Compostos organoselénio, como o
disseleneto de difenila (12) também t€m demonstrado a¢do inibidora da
enzima acetilcolinesterase e acdo em modelos animais de doenca de
Alzheimer.”®

0
: L

Se @ Se/Se\O

11 12

Figura 5. Compostos organoselénio miméticos da GPx.

Assim, para o presente doutorado, planejou-se a sintese de
diidropirimidinonas funcionalizadas com selénio e sua investigacio
como potenciais agentes antioxidantes através do mecanismo da enzima
glutationa peroxidase, entre outros, € sua acdo como inibidores da
enzima acetilcolinesterase e como quelantes de metais. Desta maneira
pretende-se desenvolver uma nova série de firmacos multi-alvo para
tratamento da doencga de Alzheimer.

2.3 Sintese das DHPMs

A reagdo de Biginelli foi desenvolvida a mais de um século
(1893) pelo quimico italiano Pietro Biginelli e trata-se de um dos
primeiros relatos de reacdo do tipo multicomponente na histéria.”® A
reacdo original consistia na obtenc¢do de diidropirimidinonas 19 a partir
de aldeidos aromaticos 20, uréia (21) e compostos B-dicarbonilicos,
como o acetoacetato de etila (22) utilizando HCI como catalisador da
reacdo sob refluxo (Esquema 1). Apesar de se tratar de um procedimento
simples e elegante para obten¢do de heterociclos complexos e de alto
valor agregado, as condi¢des originais de Biginelli levavam a baixos
rendimentos reacionais, mesmo sendo utilizados longos tempos de
reacdo e condicdes fortemente acidas.
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22 21
Esquema 1

Embora os primeiros exemplos desta reacdo utilizassem [3-
cetoésteres, aldeidos aromadticos e uréia, o escopo da reagcdo tem sido
estendido pela variacdo de todos os trés blocos de construcdo,
permitindo acesso a uma grande variedade de derivados pirimidinicos
multifuncionalizados (Figura 6). Aldeidos aromadticos com vdrios
padrdes de substitui¢do, heteroaromdticos e alifiticos vem sendo
utilizados para funcionalizar a posi¢do 4 do heterociclo. A diversidade
nas posigdes 5 e 6 provém, além da utilizagdo de diversos P-cetoésters
alifaticos, da utilizagdo de compostos ciclicos 1,3-dicetdnicos,
acetoacetamidas, e compostos nitro- e nitrilo-cetonicos. As posicdes 1 a
2 podem ser variadas através da utilizacdo de uréia e tiouréia, sendo
estas monossubstituidas ou ndo-substituidas, e também diversos tipos de
guanidinas.”

R' = H, alquila, arila

R4
5 R? = H, alquila, arila
R3s 4 3_H 3 _ . .
| /I\L R® = ester, acila, amida
12 nitro, nitrila, fosfono
RZ6°N" ~X

R* = H, alquila, arila, heteroarila,
carboidrato, aminoacido
X=0, S, Se, NR

R1

Figura 6. Variedade estrutural obtida a partir da reag¢do de Biginelli
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2.4 Mecanismo da reacio de Biginelli

Kappe,32 através de estudos de RMN, propds um mecanismo para
a reacdo de Biginelli. O primeiro passo ocorre entre o aldeido 23 e a
uréia (21), como etapa limitante da velocidade, levando ao intermedidrio
N-aciliminio 24 (Esquema 2). Esse intermedidrio € entdo atacado pelo
acetoacetato de etila (22), possivelmente através de sua forma endlica
25, levando ao ureido intermedidrio de cadeia aberta 26 o qual cicliza
para formar a hexaidropirimidina 27, que forma as DHPMs 28 apds
eliminacdo de 4gua catalisada por &4cido. O autor classificou o
mecanismo da reagdo como sendo uma a-amidoalquilagdo, ou mais
especificamente uma o-ureidoalquilacio. Apesar de propor o fon N-
aciliminio (24) como intermedidrio da reacdo, Kappe ndo foi capaz de
fornecer evidéncias da existéncia deste, uma vez que s6 pode observar o
bisureido (29) no meio reacional.

. H,N__O
- 23 H Ph
Ph—CHO -HO 3 1 Y
. == | Ny ——= PhNH
: R
L HN.__NH,
HoN” NH, O 24 e
29
21 - o)
OH O 0 0
AN OEt Moa
25 22
j’\ Ph Ph
E
HN™ “NH, t0,C N o EOC
EtO,C o HO — |
N0 N
H H
O 2 27 28
Esquema 2

Apesar do autor ndo ter conseguido demonstrar a existéncia do
fon ureido-iminio 24, estudos pioneiros realizados por Russowsky e
colaboradores® demonstraram a existéncia desse intermedidrio na
reacdo multicomponente de Biginelli através da utilizacdo de
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espectrometria de massas com ionizagdo por electrospray (electrospray
ionization mass spectrometry — ESI-MS). Esses estudos do mecanismo
da reacdo através da utilizacdo de ESI-MS recentemente foram
publicados por Souza et.al. A técnica apresenta grande vantagem
sobre a RMN na anélise do mecanismo da reacdo de Biginelli, pois com
ela é possivel detectar todas as espécies carregadas no meio reacional,
inclusive espécies de tempos de meia-vida curtos, pois essas sdo
capturadas do meio reacional diretamente para a fase gasosa. Neste
estudo, as trés possiveis combinacdes bimoleculares foram testadas:

i) Na reacfo entre o benzaldeido (23) e a uréia (21), na auséncia do
acetoacetato 22, foi observada a formacao do bisureido protonado 30 de
m/z 209; o fon iminio 31 de m/z 149; seu percursor hidratado 32 de m/z
167; assim como o benzaldeido e o dimero de uréia protonados
(Esquema 3).

HN.__O
Ph—CHO 23 OH O 0
NH
o °© Ph NJ\NHZ NJL Y@
H2 H HZNW
H,N™ 'NH, 32 K| 30 0
21
Esquema 3

ii) Na reacdo entre o benzaldeido (23) e o acetoacetato 22, na
auséncia da uréia (21), somente foi possivel observar a formacdo dos
intermedidrios propostos apds longos tempos reacionais. Foi observada
a formacdo do aduto de Knoevenagel protonado 33 de m/z 219 e seu
percursor aldélico protonado 34 de m/z 237 (Esquema 4).

Ph—CHO 23 ®OH,
CO,Et
+ _— Ph COZEt —_ Ph AN 2
0O 0
I : °0”
22 OF 34 H 33

Esquema 4
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iii) Na reacdo entre a uréia (21) e o acetoacetato 22, sem a
presenca do aldeido 23, ndo foi possivel detectar a formacgdo do
ureidocrotonato, porém seu precursor protonado 35 foi detectado como
um fon abundante (Esquema 5).

@)

X

HoN™ NH,

OH O
. 21 o X
H,N OEt
0 O
P 0PN, 3
OEt

22

Esquema 5

iv) Também foi realizada a reagdo com os tr€s componentes
presentes desde o inicio no meio reacional, e nesta foram detectados o
ureidoiminio 31, seu percursor 32 e o bisureido protonados 30; o
intermedidrio percursor da formagdo do ureidocrotonato 35 protonado; o
produto final da reagdo na sua forma protonada 37 com m/z 261; e o
intermedidrio 36 corresponte a adi¢do do acetoacetato 22 ao fon iminio
31 em sua forma protonada (Esquema 6).
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Esquema 6

Portanto, os autores conseguiram demonstrar que 0 mecanismo
anteriormente propostopor Kappe via ureidoiminio (24— Esquema 2)
realmente € o predominante nas condi¢des de catdlise com &cidos de
Bronsted na reagdo de Biginelli, e também que mecanismos
anteriormente propostos envolvendo um intermedidrio ureidocrotonato
ou um intermedidrio carbocétion ndo parecem ocorrer nessas condicdes.
Embora quando se reage isoladamente o acetoacetato 22 e o aldeido 23,
nas mesmas condi¢des da reacdo de Biginelli, possa ser detectado o
aduto de Knoevenagel 33, este ndo é um intermedidrio da reagdo
multicomponente de Biginelli devido a sua baixa velocidade de
formacgao.

O isolamento dos intermedidrios 38 e 39 (Figura 7) através da
utilizacdo de acetoacetatos com alta demanda estérica®™  ou
eletrodeficientes™ respectivamente, fornece mais evidéncias que
sustentam este mecanismo. Um grande nimero de hexaidropirimidinas
estruturalmente semelhantes a 39 vem sendo obtidas através da
utilizacdo de B-cetoesteres ou compostos 1,3-dicarbonilicos contendo o
grupamento CF; no lugar da metila terminal.”’*®
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Figura 7. Intermedidrios isolados da reacdo de Biginelli
2.5 Atividades farmacolégicas de DHPMs

DHPMs e seus derivados apresentam uma vasta gama de
atividades bioldgicas™*® sendo consideradas estruturas privilegiadas em
quimica medicinal. Dentre algumas das atividades descritas para essa
classe estdo antifingica e antibacteriana,39 antiviral,40 e
antiinflamat6ria.”' DHPMs também apresentam efeito modulador dos
canais de cdlcio, sendo anti-hipertensivos e dilatadores coronarianos no
tratamento da angina, além de apresentarem agdo anti-isquémica em
modelos animais.”**® As DHPMs também destacam-se pela sua acdo
antitumoral, onde foi descoberto um novo mecanismo de acdo
antitumoral através da inibi¢do da cinesina mitética Eg5, a qual participa
na formagao do fuso mitético.

Estes heterociclos podem ser considerados aza-andlogos das
Diidropiridinas de Hantzsch, representadas pelo firmaco Nifedipino.
Rovnyak e colaboradores™* demonstraram que a a¢do das DHPMs sobre
os canais de cdlcio € altamente dependente da configuracdo do centro de
quiralidade, o qual funciona como um “switch molecular”’, sendo um
dos enantidmeros agonista e o outro antagonista dos canais de Ca™.
Derivados contendo o grupamento amida apresentaram atividade
anticoagulante® ou inibicdo da captacio de adenosina pelos trombécitos.
Outras atividades relatadas para esta classe sdo o antagonismo de
rec4€7:pt0res de glutamato metabotrépicos do grupo 2*e do neuropeptideo
Y.

2.5.1 Atividade antioxidante de DHPMs

Além das atividades citadas no item anterior, DHPMs também
apresentam atividade antioxidante. Kumar et al®® demonstraram através
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do método do DPPH (2,2-difenil-1-picrilidrazina) que, dentro de uma
quimioteca de 32 DHPMs, apenas os compostos 40 e 41 (Figura 10)
apresentaram considerdvel acdo antioxidante. A acio desses compostos
foi atribuida a presenca do grupamento 3-nitrofenila na posi¢do 4 do
heterociclo, funcionalidade presente nos dois compostos ativos.

Vasconcelos e colaboradores® demonstraram a atividade
antioxidante de DHPMs através do método do DPPH e do ensaio do
dcido tiobarbitirico (TBARS), o qual avalia a peroxidagdo lipidica. Os
autores encontraram dois compostos ativos 42 e 43 (Figura 8), tanto no
ensaio do DPPH quanto do TBARS, em uma quimioteca de 9 DHPMs.

Stefani e colaboradores™ também publicaram a sintese e
avaliacdo antioxidante de DHPMs. Os autores demonstraram a atividade
antioxidante dos compostos através do ensaio de peroxidagdo lipidica
(TBARS) induzida por Fe + EDTA, onde os compostos 44 e 45 (Figura
10), contendo nitrogénio na cadeia lateral, apresentaram melhor
atividade, sendo o composto 45 quatro vezes mais ativo que o 44, o que
demonstra novamente a influéncia positiva do grupamento 3-NO,-fenil
na acdo antioxidante de DHPMs. Os autores também avaliaram os
compostos como quelantes de espécies reativas de oxigé€nio (ROS), e
neste ensaio os compostos 46 ¢ 47 foram os mais ativos. Em uma
tentativa de explicar o mecanismo de acdo antioxidante das DHPMs
testadas, os autores avaliaram esses compostos como antioxidantes
através do mecanismo da glutationa peroxidase, em que 0s compostos
foram inativos, indicando um mecanismo de acdo diferente daquele da
Gpx. Isto corrobora os objetivos desta tese, em que através da insercdo
de selénio pretende-se adicionar, além do mecanismo antioxidante
intrinseco as DHPMs, o mecanismo como mimético da Gpx, formando
assim hibridos moleculares.
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R=H, 46 R =H, 44
R= NOz, 47 R= NOz, 45

Figura 8. Diidropirimidinonas com atividade antioxidante
2.5.2 Atividade anticolinesterasica das DHPMs

Diidropirimidinonas modificadas também tem sido demonstradas
como inibidoras da enzima acetilcolinesterase e butirilcolinesterase. Zhi
e colaboradores’' sintetizaram uma série de tiazolo-pirimidinas (48) a
partir de tio-DHPMs, com atividade inibidora da enzima
acetilcolinesterase. Outro trabalho mostra a sintese de hibridos
moleculares entre DHPMs e curcuminas (49) através da reacdo de
Biginelli.”* Os compostos sintetizados apresentaram ac¢io maior que o
farmaco galantamina como anticolinesterasicos.
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Figura 9. DHPMs inibidoras da acetilcolinesterase
2.6 Compostos Organicos de Selénio como Antioxidantes

Durante as dltimas décadas, os compostos organicos de selénio
vém atraindo considerdvel atencdo devido a descoberta de
selenoproteinas, inicialmente encontradas em bactérias™ " e
posteriormente em mamiferos.’* Tais protefnas estio envolvidas em uma
série de processos fisioldégicos, como por exemplo no sistema
antioxidante, na produ¢do do hormdnio da tiredide, no sistema
imunolégico e reprodutor, dentre outros.”* Uma das descobertas mais
expressivas demonstrou que o selénio desempenha papel fundamental
na atividade da enzima glutationa peroxidase (GPx). A enzima GPx
apresenta atividade antioxidante, protegendo o organismo do estresse
oxidativo, catalisando a reducdo de perdxidos de hidrogénio e/ou
perdxidos organicos (ROOH), consumindo tiéis (glutationa GSH), com
a formacdo de dissulfeto organico (glutationa oxidada GSSG), de dgua
e/ou alcobis. (Esquema 7)™ Este processo é de extrema importincia
uma vez que o estresse oxidativo pode desencadear uma série de
doengas neurodegenerativas, como envelhecimento precoce, mal de
Parkinson e Alzheimer.”’*”
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Esquema 7

A glutationa peroxidase € uma selenoenzima que apresenta
propriedade antioxidante que, como consequéncia da sua acdo, protege
biomembranas e outros componentes celulares do estresse oxidativo.”™?®
Foi constatado que, no sitio ativo dessa enzima, encontra-se um residuo
de aminodcido selenocisteina na qual o dtomo de selénio desempenha
papel fundamental.” A selenocisteina, juntamente com o triptofano e a
glutamina, forma a “trfade catalitica” da enzima GPx.

Durante a década de 70 foi elucidado o mecanismo para a enzima
glutationa peroxidase. Neste mecanismo, € proposto que a enzima na
sua forma ativa selenol (Enz-SeH, 50), reduz peréxidos a dgua ou dlcool
formando o 4cido selénico (Enz-SeOH, 51). Este entdo reage com a
glutationa reduzida (GSH) formando o selenosulfeto (Enz-SeSG, 52).
Finalmente, esse é atacado por um segundo equivalente de GSH
regenerando a forma ativa da enzima e produzindo simultaneamente a
glutationa oxidada (GSSG), Esquema 8.0
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Essa enzima possui algumas desvantagens que limitam seu uso
terapéutico, tais como: a instabilidade e o alto peso molecular,®'*®
portanto muitos estudos t€m proposto a sintese de novos compostos que
possam mimetizar a atividade da enzima GPx, ndo apenas para elucidar
0 seu mecanismo catalitico como também para potencializar sua
aplicacdo farmacoldgica.

Dessa forma, a concepgdo e sintese de moléculas biologicamente
relevantes contendo selénio constituem uma importante € promissora
drea de pesquisa tanto para empresas farmac€uticas como para
laboratérios académicos. Em virtude disso, 0o nosso grupo de pesquisa
tem se dedicado intensivamente na sintese de novas moléculas organicas
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contendo selénio, bem como no estudo do potencial bioldgico das
mesmas.****

Existe um grande nimero de moléculas contendo selénio capazes
de mimetizar a atividade da enzima glutationa peroxidase in vitro.
Dentre elas, uma das mais promissoras é o ebselen (2-fenil-1,2-
benzoisoselenazol-3-(2H)-one) 11 (Figura 10).63a'bEsse heterociclo foi o
primeiro mimético sintético da GPx que, além de apresentar baixa
toxicidade, possui atividade antiinflamatoria, antioxidante,
antiaterosclerética e propriedades citoprotetoras.64 A partir disso, uma
série de compostos andlogos do ebselen (53 - 56) foram sintetizados
com o intuito de mimetizar a enzima GPx; todos apresentando ligacdo
entre 0 dtomo de selénio e o 4&tomo de nitrogénio. Tal caracteristica era,
até entdo, considerada fundamental para apresentar bons resultados na
mimese da enzima GPx.>*¢

Loy Cfﬁh *@RCE“

1" 53 R= Anla 55 R= Anla
ou Alquila R = Arila ou Alquila
ou Alquila

Figura 10. Ebselen e andlogos com atividade mimética da GPx.

O emprego de disselenetos como catalisadores miméticos da
enzima glutationa peroxidase também foi realizado com sucesso. A
Figura 13 mostra alguns desses exemplos bem sucedidos.®** A idéia de
que apenas compostos com ligacdo Se - N poderiam atuar como
miméticos da GPx foi descartada quando observou-se que o disseleneto
de difenila 57 também exibe essa propriedade mimética
(aproximadamente duas vezes a atividade catalitica do ebselen).”’
Porém, como em outras rea¢des de oxidagdo promovidas por
disselenetos, o cardater do substituinte influencia na atividade do
composto. Seguindo essa ressalva, os disselenetos contendo
grupamentos hidroxila, amidas ou aminas, apresentam um aumento
significativo em sua atividade mimética. Sendo assim essa interagdo €
de notdéria importancia na atividade antioxidante desses compostos.
Como exemplo, pode-se citar o disseleneto S8 que apresenta-se cinco
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vezes mais ativo que o disseleneto de difenila. Cabe salientar que o
disseleneto de difenila 57, por apresentar caracteristicas antioxidantes
importantes, vem sendo utilizado, assim como o ebselen, como droga
padrdo quando realizados testes miméticos da enzima GPx para outros
compostos.™

O o O O

57 58 59a:R=H 60
59b: R = Me

Figura 11. Disselenetos com atividade mimética da GPx.

Mugesh e colaboradores® propuseram o ciclo catalitico através
do qual estes compostos exercem sua atividade como miméticos da
GPx. Nesse ciclo catalitico, o selenol 62, produzido a partir da reacdo do
disseleneto 61 com tiol, reage com H,0, para produzir o &cido
selenénico 63, o qual, em excesso de perdxido, é oxidado ao 4cido
seleninico 64. Esse composto é reduzido por trés equivalentes de tidis e
forma o sulfeto de selenenila 65. Alternativamente, 65 pode ser
produzido a partir do 4cido selenénico 63, pela reacdo com excesso de
tiol. A tdltima etapa, na sequéncia, € a reacdo do sulfeto de selenenila 65
com o tiol para gerar o dissulfeto e restituir o selenol 62 ao ciclo
catalitico.”
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Esquema 9

Seguindo essa abordagem, Braga et. al. sintetizaram uma série de
disselenetos derivados de L-aminodcidos que apresentaram excelente
atividade mimética da enzima glutationa peroxidase. Além disso, os
autores observaram que a atividade dos disselenetos sintetizados &
influenciada pela distincia entre o selénio e o grupamento funcional. No
caso dos disselenetos derivados de aminoésteres 66a-c (Figura 14)
quanto mais longa a cadeia, melhor o desempenho do catalisador.”'

Semelhantes a estes exemplos, porém com conformacdo mais
restrita, Singh e colaboradores sintetizaram uma série de disselenetos
derivados do 4cido antranilico, formando ligacdo amida com diferentes
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L-aminoédcidos 67a-c  (Figura 12). Estes compostos também
apresentaram pronunciada atividade do tipo tiol—peroxidase.72

Recentemente, Braga et al descreveram a aplicacdio de
disselenetos derivados da efedrina 68 como miméticos da enzima
glutationa peroxidase. Além de catalisadores quirais, esses compostos
mostraram eficiéncia destacdvel no que diz respeito a atividade
mimética da GPx.”

o Ph O R CHs
OMe ~ Ph
N)ﬁ‘( NJ\‘\\
66a:n =1 67a R = Me 68
66b: n =2 67bR =H
66c:n =3 67c R = CH,Ph

Figura 12. Disselenetos contendo aminas e amidas com atividade mimética a
enzima GPx.

Devido ao fato do selenol (R-SeH) ser a espécie que realmente
atua no ciclo catalitico, outras estruturas com grupamentos funcionais de
selénio capazes de gerar o selenol vém sendo empregadas com sucesso
como miméticos da GPx. Soares et. al.”* demonstraram pela primeira
vez a acdo de um selenoester como mimético de GPx. O composto 69
(Figura 15) derivado da efedrina apresentou agdo igual ao padrdo
disseleneto de difenila. Os autores justificam sua ac¢do pela labilidade do
grupamento acila e formacao in situ do selenol ou selenolato.

Bhattacharya e colaboradores vém demonstrando a agdo
antioxidante de diversos selenocianatos em modelos animais de estresse
oxidativo.75a-b Os selenocianatos derivados do anidrido 1,8-naftdlico
70 (Figura 13) apresentam grande atividade na inibi¢do da peroxidacgéo
lipidica, avaliada através do TBARS, pois aumentam os niveis de
enzimas antioxidantes naturais do organismo como superdxido
dismutase (SOD) e catalase (CAT).
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Figura 13. Selenoesteres e selenocianatos antioxidantes

Calcogenouréias imidazdlicas como os compostos da estrutura 71
tém sido descritas como antioxidantes no combate ao peroxinitrito, o
qual € uma espécie reativa de nitrogénio, e a respectiva nitragﬁo de
residuos de tirosina que ocorre pela acio deste sobre protefnas.%a' Esses
compostos vém sendo amplamente investigados como possiveis
farmacos para o tratamento do hipertireoidismo.””*” Os disselenetos
derivados dessas selenouréias 72 também apresentaram baixa atividade
como miméticos da GPx.”®

A §
~N""N-R [ 7 —Se=se— ] 2%
_ Ne N
Rl Rl
71
R = H, CO,Et, Bn 72
X =8, Se R = alquila

Figura 14. Calcogenouréias imidazélicas antioxidantes

2.7 Compostos organicos de selénio no tratamento da doenca de
Alzheimer.

E conhecido que o selénio atua de diferentes maneiras na
progressdo da doenca de Alzheimer.” Em modelos animais de doenca
de Alzheimer, Se demonstrou prevenir o dano oxidativo e modular o
sistema colinérgico.80 Compostos organoselénio, como o disseleneto de
difenila (Ph,Se;) podem aumentar a performance cognitiva de roedores
sem induzir neurotoxicidade,” enquanto seu andlogo p-MeOPh,Se,
aumenta a memoria de camundongos, protege contra neurotoxicidade
induzida por placas senis e inibe a atividade da enzima
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acetilcolinesterase no modelo de deméncia esporddica do tipo
Alzheimer.*” Além disso, compostos organoselénio apresentam a
habilidade de mimetizar a enzima glutationa peroxidase (GPx),*’ a qual
é aprese&ta um importante papel no combate ao estresse oxidativo no
cérebro.
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3. Planejamento sintético

3.1 Sintese de DHPMs funcionalizadas com Selénio

De acordo com os objetivos desse trabalho, foi realizado o
planejamento sintético para obtencdo de uma série de DHPMs
funcionalizadas com selénio. Para tanto, duas rotas sintéticas
flexiveis,simples e lineares foram planejadas. O Esquema 10 apresenta a
rota sintética A para preparacdo das DHPMs-alvo (73).

A
0 A 0 A 0 L 75
EO N N o
S P—i f Ny
O h'l1 0 0 R1HN)“0
R2,Se Rt 73 Cl R' 74 77 Cl -

Rota sintética A
Esquema 10

Nessa proposta retrossintética, os compostos-alvo (73) poderiam
ser obtidos a partir da reacdo entre as 6-CI-DHPMs (74) e das espécies
nucleofilicas de selénio apropriadas. As 6-CI-DHPMs (74), por sua vez,
poderiam ser obtidas a partir dos aldeidos correspondentes (75), uréias
(76) e do 4-cloro-acetoacetato de etila (77), em apenas uma etapa,
através da reacdo tricomponente de Biginelli.

O Esquema 11 abaixo, apresenta a rota sintética B para
preparacdo das DHPMs-alvo.

r
7% 0O
: NH2 J/i\ J/i\ Et
NHR‘

Rota sintética B

R1 Se

Esquema 11
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Nessa rota sintética, os compostos-alvo (73) poderiam ser obtidos
diretamente através da reacdo tricomponente de Biginelli entre os
aldeidos correspondentes (75), uréias (76) e dos acetoacetatos
funcionalizados com selénio 78. Os acetoacetatos 78, por sua vez,
poderiam ser obtidos a partir do 4-cloro-acetoacetato de etila (77) e de
espécies nucleofilicas de Selénio apropriadas.

Dessas rotas sintéticas planejadas, a rota sintética A apresenta a
vantagem da preparacdo dos materiais de partida 74 ja ser descrita na
literatura,®*® os quais servirdo como estrutura plataforma para insergao
do dtomo de Selénio. Essas reagdes sdo descritas como sendo de fécil
execugdo, com bons rendimentos, passiveis de escalonamento, além de
tolerarem grande diversidade estrutural nos materiais de partida. A rota
sintética B apresenta somente transformacdes inéditas, uma vez que nao
se encontram na literatura referéncias relacionadas a funcionalizagdo do
acetoacetato com selénio na posi¢do 4. Sua sintese é importante, pois
esses acetoacetatos funcionalizados com selénio (78), poderiam servir
como blocos de construgcdo para uma vasta gama de novos compostos
funcionalizados com selénio, como as DHPMs (73) propostas nesse
trabalho, derivados de pirimidinas e cumarinas, entre outras.

Para a sintese dos compostos funcionalizados com selénio,
diferentes espécies nucleofilicas de selénio deverdo ser utilizadas
(Esquema 12). Para a sintese dos selenocianatos 79, pode-se realizar a
funcionalizag¢do dos eletréfilos 80 com selenocianato de potdssio. Para
obter os selenoesteres (81), pode-se realizar a funcionalizagdo com
selenocarboxilatos. Os selenetos (82) podem ser obtidos através da
reacdo dos cloretos 80 com selenolatos de organoila e os diselenetos
(83) seriam advindos da reacdo dos eletréfilos 80 com diselenetos
metélicos.
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Esquema 12

Os disselenetos (83) também poderiam ser obtidos a partir dos
selenocianatos correspondentes (79) ou selenoesteres (81). Uma vez que
estes grupamentos podem ser utilizados como grupos protetores do
grupamento selenol (84), a oxidacdo deste geraria os respectivos
disselenetos 83 (Esquema 13). Este selenol (84) gerado in situ também
poderia ser aplicado na sintese de selenetos (82), tanto de alquila quanto
de arila.
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Esquema 13

Apés otimizagdo da rota sintética a ser utilizada para obtencgio
das calcogeno-DHPMs (73), esta serd aplicada para producdo de uma
série desses produtos. Os produtos assim obtidos serdo, por sua vez,
investigados como possiveis miméticos da enzima glutationa peroxidase
(GPx) através do método de Tomoda et. al., assim como serem
investigados como  antioxidantes e inibidores da enzima
acetilcolinesterase.
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4. Resultados e discussao

4.1 Sintese dos materiais de partida

4.1.1 Sintese das 6-cloro-diidropirimidinonas

As condi¢des reacionais para a sintese das 6-Cl-
diidropirimidinonas (88 6-Cl-DHPM), que foram utilizados como
material de partida para a sintese das calcogeno-diidropirimidinonas
através da rota sintética A foram inicialmente estabelecidas. Para isso,
foi investigada a reagdo entre o 4-cloro-acetoacetato de etila (89),
benzaldeido (90) e uréia (91- Esquema 15).

90
0 H™ ~0 HCI (30mol%) 0
EtO N
EtO + NH, 100°C, 2h | /g
/§ neat N (@)
[ 0 H,N" 0 o i
89 9 88 79%

Esquema 15

A reacdo apresentou bom rendimento e de fécil purificagdo
através de cristalizagdo e recristalizacdo. Além disso, a reacdo foi
escalondvel até 50mmols, apresentando viabilidade para produgdo dos
materiais de partida. Apds, a mesma metodologia foi aplicada para a
sintese de uma série de 6-CI-DHPMs 92a-g (Esquema 16, Tabela 1),
aproveitando-se do cardter modular da reacdo de Biginelli para gerar
uma grande diversidade estrutural. Para tanto foram reagidos aldeidos
aromadticos (93), 4-cloro-acetoacetato de etila (89) e diferentes uréias
(94) na presenga de catdlise 4cida.
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Tabela 1. Estruturas e rendimentos das 6-CI-DHPMs

NO»
0]
EtO | N’H H
o 0 .
Cl  Me Cl  Me
92a 79% 92b 80% 92¢c 82%
Me
0]
EtO | /I\L’H
I
Cl Ill ! E @] Cl H
92d 70% 921 78%

92e 76%
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Cl |l|
92g 99%

Conforme pode ser analisado na Tabela 1, diferentes 6-Cl-
DHPMs foram sintetizadas em bons rendimentos, possibilitando a
obten¢do de variedade estrutural, tanto na posicdo N1 quanto na posicao
4 do heterociclo. A variagdo estrutural na por¢do aromadtica do
heterociclo foi realizada de maneira a obter diferentes grupos funcionais,
doadores e retiradores de densidade eletronica, nas posicdes orto, meta e
para do anel aromadtico. Desta maneira foram preparados os materiais de
partida para a aplicacdo da rota sintética A.

Os compostos foram identificados através de Espectroscopia de
RMN de hidrogénio e carbono. Abaixo é apresentado o espectro de
RMN de hidrogénio do composto 92a (Figura 15).
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Figura 15. Espectro de RMN de hidrogénio do composto 92a.

Conforme pode ser analisado no espectro de RMN de hidrogénio
do composto 92a, temos um tripleto e um quarteto, integrando para trés
e dois hidrogénios, em 1,19 ppm e 4,14 ppm, respectivamente,
referentes ao grupamento OEt da porcdo éster da molécula. Em 3,34
ppm apresenta-se um singleto integrando para trés hidrogénios
correspondente ao grupamento N-Me. Mais desblindado, em 4,94 ppm
obteve-se um outro singleto integrando para dois hidrogénios
correspondente ao grupamento metileno ligado ao cloro. Em 5,40 ppm
obteve-se um dubleto correpondente ao C-H benzilico do centro quiral
da estrutura, que se apresenta como um dubleto com uma constante de
acoplamento pequena devido ao acoplamento com o N-H da molécula.
Em 6,52 ppm obteve-se um singleto largo integrando para um
hidrogénio correspondente ao N-H. E na regido de 7,26 ppm temos um
multipleto  correspondente aos cinco hidrogénios aromadticos
pertencentes a referida molécula.

0
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A Figura 16 abaixo mostra o espectro de RMN de carbono do
composto 92a.
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Figura 16. Espectro de RMN de carbono do composto 92a.

Conforme pode ser observado no espectro de RMN de carbono
do composto 92a, dois sinais estdo presentes em campo mais alto em
14,32 ppm e 29,33 ppm, correspondentes aos carbonos que compdem as
metilas do composto, com aquela que compde a etila do grupamento
ester mais blindada que a metila ligada ao dtomo de nitrogénio. Apds
temos as os sinais dos carbonos das duas unidades metilénicas e do
centro quiral do composto em 38,36 ppm, 52,72 ppm e 60,80 ppm, com
o carbono ligado diretamente ao oxigénio do éster mais desblindado que
aquele ligado ao atomo de cloro. Em 105,97 ppm temos o sinal do
carbono quaterndrio da dupla ligacdo ligado ao grupamento éster e
vizinho do centro quiral. Entre 126,51 ppm e 129,05 ppm temos os
sinais correspondentes a cinco carbonos da fenila, com o sexto carbono
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aparecendo mais desblindado. Os trés sinais em campo mais baixo no
espectro correspondem a trés carbonos quaterndrios da estrutura, com o
mais blindado sendo o outro carbono da dupla ligacdo, e os carbonos do
grupamento uréia e do grupamento éster.

4.1.2 Sintese de seleno-acetoacetatos

Para a sintese de calcogeno-DHPMs através da rota sintética B,
foram preparados os respectivos seleno-acetoacetatos para serem usados
como materiais de partida.

Primeiramente investigou-se a sintese de selenetos derivados do
acetoacetato de etila (95). Foi realizada a reacdo entre a espécie
nucleofilica de selénio a partir da reducdo do disseleneto de difenila na
presenca de Zn elementar ou borohidreto de sdédio, e o 4-cloro-
acetoacetato de etila (89 — Esquema 17).

0 0
Q0 0 0 PhySe,, NaBH EtOMH
Ph,Seo, Zn 2969, Nabry
J\/”VSG — o —— + 96 50%
EtO THF. 24h EtO THF, EtOH 0 0
95 50% 89 1h, ta. EtoJ\/”\/SE
9510% O
Esquema 17

Quando foi utilizado o zinco para gerar a espécie nucleofilica de
selénio, a reacdo procedeu com 50% de rendimento, apresentando um
processo de purificagdo dificil. Quando a espécie nucleofilica foi gerada
com NaBH, em meio prético, o produto foi obtido com apenas 10% de
rendimento e foi observada a redugcdo da molécula 89, levando a
formacdo do acetoacetato de etila (96) como subproduto.

O seleneto derivado do acetoacetato de etila (95) foi identificado
através de espectroscopia de RMN de hidrogénio e através da presenga
do pico do fon molecular m/z 286,9 no espectro de massas. O espectro
de RMN de hidrogénio € mostrado abaixo (Figura 17).
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Figura 17. Espectro de RMN de hidrogénio do composto 95.

Conforme pode ser analisado no espectro de RMN de hidrogénio
do composto 95, temos a presenca de um tripleto e de um quarteto,
integrando para trés e dois hidrogénios, em 1,22 ppm e 4,13 ppm,
respectivamente, correspondentes a etila ligada ao grupamento éster. Em
3,59 ppm e 3,69 ppm temos dois singletos, cada um integrando para dois
hidrogénios, correspondentes as duas unidades metilénicas do
acetoacetato, uma entre as duas carbonilas e a outra entre a carbonila e o
dtomo de selénio. Na regido entre 7,22-7,50 ppm temos os cinco
hidrogénios aromdticos ligados a porcdo fenila ligada ao dtomo de
selénio.

Ainda, foi investigada a formacdo do disseleneto derivado do
acetoacetato (97 Esquema 18) através da reacdo entre disselenetos
metalicos gerados in situ e 4-Cl-acetoacetato de etila (89). Essa reagio
ndo levou a formagdo do produto esperado.
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Esquema 18

Em seguida, foram investigadas as rea¢des de formacdo do
selenoester derivado do acetoacetato (98) e do selenocianato derivado
do acetoacetato (99), através da reacdo do selenocarboxilato ou do
selenocianato de potdssio com o 4-Cloro-acetoacetato de etila (89—
Esquema 19). Ao contrdrio de nossas expectativas nenhum destes
calcogeno-acetoacetatos foi obtido com sucesso.

o o KSeCN
N J\)\/SeCN
MeCN, t.a.
89 24h

1. Se, NaBH,, EtOH o o

2. 4-Me-CgH,4-COCI, 1h

t.a., 24h 99 0]

Esquema 19

Dessa maneira, o seleneto derivado do acetoacetato (95) foi
produzido com dificuldades, tornando assim a primeira etapa da rota
sintética B trabalhosa e com baixos rendimentos. Outro ponto
importante de se considerar é que, pela impossibilidade de gerar
acetoacetatos com grupamentos funcionais de selénio que ndo o
seleneto, a producdo de diversidade estrutural adequada das 6-
calcogeno-DHPMs através da rota sintética B ficou comprometida.
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4.2 Sintese de DHPMs funcionalizadas com selénio

4.2.1 Sintese de selenetos derivados de DHPMs

A sintese dos selenetos derivados de diidropirimidinonas foi
realizada através de duas rotas sintéticas distintas. Para isso, duas rotas
sintéticas foram comparadas. Inicialmente, através da rota sintética A, as
6-Cl-DHPMs preparadas previamente foram reagidas com espécies
nucleofilicas de selénio geradas a partir de diselenetos. Foi realizada
entdo a redugdo do disseleneto de difenila (100) para a preparacdo in situ
do (PhSe’) através da utilizacdo de boro-hidreto de sédio em meio
prético, o qual reagiu com a 6-CI-DHPM 88 através de uma reacdo de
substituicdo nucleofilica bimolecular (SN;). Dessa maneira, o seleneto
derivado de DHPM 101 foi obtido com 39% de rendimento. O
rendimento global através das duas etapas da rota sintética A foi de 31%
(Esquema 20).

Ph
0 H 0
HClegt 1°°
EtO NH, ———
' 2 neat 1oo°c $§EH£ (t)ﬁl
0 HoN t
2 10 min. Se H

cl
ss 79% 10139%

Esquema 20

Através da rota sintética B, os mesmos compostos podem ser
preparados através da reacdo tricomponente de Biginelli, utilizando
como componente dicarbonilico o seleneto derivado do acetoacetato de
etila 95 preparado anteriormente. Para tanto, esse reagiu com uréia (91)
e benzaldeido (90), na presenca de HCI (30mol%) como catalisador
4cido, a 100°C durante duas horas em um meio livre de solvente (neat),
gerando o seleneto derivado de DHPM 102 com 37% de rendimento. O
rendimento global através das duas etapas sintéticas da rota sintética B
foi de 18% (Esquema 21).
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Percebe-se que o rendimento global da rota sintética A é mais
elevado que o da rota sintética B. Esse fato, juntamente a facilidade de
preparacdo dos materiais de partida faz com que a escolha entre ambas
as rotas sintéticas seja favordvel a aplicacdo da rota sintética A para
gerar maior diversidade estrutural dos produtos desejados. A rota
sintética B ainda assim n3o pode ser descartada pois, apresenta
tolerabilidade a alguns grupamentos funcionais niao suportados pela rota
sintética A, como a possibilidade de aplicacdo de tiouréias na reacio de
Biginelli.

Assim, a reagdo de substituicio nucleofilica de espécies
nucleofilicas derivadas de diselenetos de diorganoila (103) e as 6-Cl-
DHPMs foram investigadas para gerar boa diversidade estrutural dos
produtos desejados (Esquema 22, Tabela 2).

R2
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0 R Se)2
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R qere R'
101 104a-h

Esquema 22



59

Tabela 2. Estruturas e rendimentos dos selenetos derivados de DHPMs

o o} o)
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N,go N/&O N/&O
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EtO n EtO N EtO | l
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QLh » '
Se H 3 H Se Me
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O e
EtO | iH EtO | N H
N0 N/l%o

Se P\he Se Me
/©/ 1049 80% ©/ 104h 35%
Cl

Os selenetos derivados de DHPMs 104a-h puderam ser obtidos
através da reagdo das DHPMs 101, tanto com diselenetos arilicos,
quanto com diselenetos alquilicos em rendimentos de moderados a bons
26-80%, com excec¢do do seleneto 104¢, o qual ndo foi obtido nas
condi¢des reacionais. Apesar desses rendimentos moderados, a reacio
mostrou-se tolerante a variacdo tanto do eletréfilo quanto do nucleéfilo,
possibilitando a obtengéo de grande diversidade estrutural.

Os compostos foram identificados através de espectroscopia de
RMN de hidrogénio e carbono e espectrometria de massas. A Figura 18
abaixo mostra o espectro de RMN de hidrogénio do composto 104b.
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Figura 18. Espectro de RMN de hidrogénio do composto 104b.

Conforme pode ser analisado na Figura 18, o espectro de RMN
de hidrogénio do composto 104b apresenta o tripleto e o quarteto
caracteristicos da grupo etila ligada ao éster em 1,01 ppm e 3,82 ppm.
Os sinais dos hidrogénios do grupamento metileno ligado ao selénio se
apresentam na forma de dois dubletos, cada um integrando para um
hidrogénio na regido entre 4,11 — 4,23 ppm, devido ao fato de se
tratarem de hidrogé€nios diastereotopicos por restricdo conformacional.
O sinal do hidrogénio do centro quiral se apresenta na forma de um
dubleto integrando para um hidrogénio em 5,11 ppm. Os hidrogénios
aromdticos, tanto da porcdo aromdtica ligada ao selénio quanto da
porcdo aromdtica ligada a DHPM aparecem na regido entre 7,18 ppm e
7,52 ppm. Os dois singletos integrando para um hidrogénio em 7,77
ppm e 9,22 ppm sdo correspondentes aos dois grupamentos N-H
presentes na molécula.
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A Figura 19 abaixo mostra o espectro de massas do composto
104b onde ¢é possivel observar o pico do fon molecular, [M+H]" m/z
476,0 com o padrio de distribui¢do isotdpica caracteristico dos
selenetos.
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Figura 19. Espectro de massas do composto 104b.

Os produtos foram acompanhados de uma reagfo paralela, a qual
gera como produtos as DHPMs reduzidas 105. A propor¢do entre o
produto desejado e o reduzido € mais favordvel aos produtos no caso de
utilizacdo de dicalcogenetos de alquila e mais favordvel aos compostos
reduzidos quando utiliza-se dicalcogenetos de arila, nas condicdes
empregadas. Um mecanismo plausivel para o que estd ocorrendo nestas
reagdes € apresentado no Esquema 23 abaixo.
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Primeiramente ocorre a clivagem do diseleneto (100) através da
reacdo com boro-hidreto de s6dio em meio etandlico, gerando a espécie
nucleofilica selenolato 106. Essa espécie pode entdo atacar o carbono
ligado ao cloro, através de um mecanismo do tipo SN,, levando ao
produto desejado 104. Por outro lado, a espécie nucleofilica de selénio
também pode atacar o d&tomo de cloro gerando a espécie PhSe-Cl (107)
e o carbinion bastante estabilizado 108. A espécie eletrofilica de selénio
gerada seria atacada por outro nucledfilo de selénio (106) no meio
reacional regenerando o diseleneto (100), que é isolado ao final da
reacdo. Por sua vez, o carbinion estabilizado 108 reagiria com o
solvente prético levando a produgdo da DHPM reduzida 105. Essa
reacdo paralela ocorre através de um mecanismo de desalogenacgéo
redutiva e € conhecida em reacdes envolvendo compostos organicos de
selénio e teldrio.***®

Em uma tentativa de eliminar essa reacdo paralela foi testada a
mesma reacdo, porém utilizando Zn metédlico para gerar a espécie
nucleofilica de selénio in situ (Esquema 24). A reag@o ocorreu em 50%
de rendimento com a formagdo do produto 104a, observando-se uma
melhora em relacdo a condig¢do anterior, mas ainda assim gerando o
composto reduzido (105a) em 28% de rendimento.
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Esquema 24
4.2.2 Sintese de selenocianatos derivados de DHPMs

Foi investigada a sintese de selenocianatos derivados de DHPMs.
Para tanto, reagiu-se a 6-CI-DHPM 88 com selenocianato de potdssio
(Esquema 25). Primeiramente investigou-se o efeito da variacdo do
solvente, da temperatura e da quantidade de nucledfilo, possibilitando a
obtencdo da calcogeno-DHPM (109a). E importante ressaltar que nas
reacdes com selenocianato de potdssio ndo se observa a reacio paralela
de desalogenacdo redutiva.

0] 0]
_H KSeCN _H
EtO | /’L solvente, tempo B0 | /’L
N0 temperatura N X0
Cl I—|| _Se Il|
88 109a

Esquema 25
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Tabela 3. Otimizac¢do das condi¢des reacionais para formagdo do produto 109a.

Entrada  KSeCN Solvente Temperatura Tempo  Rend.

(equiv.) (h) (%)
1 5,0 MeOH t.a. 24 39
2 2,5 MeOH t.a. 24 41
3 1,2 MeOH t.a. 24 40
4 1,0 MeOH t.a. 24 33
5 1,2 MeOH refluxo 10 29
6 1,2 DMF t.a. 24 24
7 1,2 THF t.a. 24 13
8 1,2 MeCN t.a. 24 17
9 1,2 CHCl, t.a. 24 05

Conforme pode ser visto na Tabela 3, a utilizacdo de grande
excesso de KSeCN ndo resultou em melhora no rendimento da reacdo
(Entradas 1-4). A utilizac¢do de temperatura elevada também resultou em
diminuicdo de rendimento (Entrada 5). Dentre os solventes estudados, o
melhor resultado foi obtido quando foi utilizado o metanol.

Uma vez estabelecidas as melhores condi¢cdes reacionais, que
foram a utilizagdo de KSeCN em 1,2 equiv., metanol como solvente e
tempo de 24h, estas foram aplicadas em outras 6-CI-DHPM 88 com o
objtivo de se ampliar o escopo da reacio, onde foram sintetizados, mais
sete selenocianatos derivados de DHPMs (109b-h) em 22-43% de
rendimento (Esquema 26, Tabela 4).

R2

H KSeCN (1,2 equiv.)

MeOH, t.a.
24h

Esquema 26
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Tabela 4. Estrutura e rendimentos dos selenocianatos derivados de DHPMs

EtO | N

|
_Se Me
109b 34%

NC

109¢ 22%
Me

109e 42% NC
109f 43%
OMe

109h 39%

NO,

NO,

_H
| (0]

NC/Se Me
109d 32%

109g 42%

Os compostos foram identificados através de espectroscopia de
RMN de hidrogénio e de carbono, assim como espectrometria de massas
de alta resolugdo e através do sinal caracteristico da nitrila no espectro
de infravermelho. A Figura 20 abaixo mostra o espectro de RMN de

hidrogénio do composto 109a.
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Figura 20. Espectro de RMN de hidrogénio do composto 109a.

O espectro de RMN de hidrogénio do composto 109a apresenta
todo o padrio estrutural apresentado pelas DHPMs, conforme discutido
nos exemplos de espectros anteriores. Destaca-se neste espectro os
sinais dos dois hidrogénios diastereotopicos do grupamento metileno
ligado ao selenocianato, que aparecem na forma de dois dubletos com
integral referente a um hidrogénio cada, e valores de constante de
acoplamento entre 10 Hz e 15Hz.

O espectro de RMN de carbono do composto 109a € apresentado
na Figura 21.
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Figura 21. Espectro de RMN de carbono do composto 109a.

No espectro de RMN de carbono do composto 109a podemos ver
todos os sinais caracteristicos dos carbonos do nicleo DHPM conforme
discutido na Figura 16. Cabe destacar aqui a presenga do sinal em 100,7
ppm referente ao carbono quaterndrio componente do grupamento nitrila
ligado ao dtomo de selénio.

A Figura 22 abaixo mostra o espectro de massas de alta resolugéo
do composto 109a com seu pico de fon molecular [M+H]|" m/z
366,0354. O pico apresenta o padrido de sinais correspondentes a
distribui¢do isotdpica caracteristica dos selenocianatos.
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Figura 22. Espectro de massas de alta resolu¢do do composto 109a.
4.2.3 Sintese de selenoesteres derivados de DHPMs

A sintese de selenoesteres derivados de DHPMs também foi
investigada. O intuito desta estratégia consiste na possibilidade de
posterior hidrélise da ligacdo C-Se do selenoester (desprotecdo) e com
isso levar a preparagdo dos disselentos correspondentes. Para isso, as 6-
CI-DHPMs 101 reagiram com o selenocarboxilato 110, gerado in situ a
partir de HSeNa e do cloreto de p-toluila (Esquema 27). As reagdes
foram bem sucedidas possibilitando a obtencdo dos selenoesteres
derivados de DHPMs 111a-b com 39-58% de rendimento sem observar-
se a reacdo paralela de desalogenagdo redutiva.

N02 0 N02
SeNa
0 110 0 1
£o N,H c0 H 111aR'=Me, 58%

| /& EtOH, t.a. | )% 111b R = H, 39%
N0 4h N0

¢l R Se R!
101 !

Esquema 27
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Os compostos foram identificados através de espectroscopia de
RMN de hidrogénio e espectrometria de massas. A Figura 23 abaixo
mostra o espectro de RMN de hidrogénio do composto 111a.

RC277.001.ESP o
©
i
E o
— ~
0.9 i
%
0.7 1)
> 7 N

1.71

2l

Normalized Intensit
o
LS

SlnBl Sl

o
AN

o
-

2l

2.02.29 249 1.14 1.00 2.40 2.58 3.39 3.33 4.04
H ddud =] u — 4 5} H [

9 8 7 6 5 4 3 2 1 0
Chemical Shift (ppm)

Figura 23. Espectro de RMN de hidrogénio do composto 111a.

No espectro de RMN de hidrogénio do composto 111a pode-se
observar os sinais caracteristicos das DHPMs funcionalizadas com
selénio com detaque para o grupamento metil da por¢do aromdtiva do
selenoester, o qual aparece na forma de um singleto que integra para trés
hidrogénios em 2,42 ppm. Os hidrogénios do grupamento metileno
ligado ao selénio que aparecem como um singleto largo em 4,66 ppm, e
os hidrogénios arométicos entre 7,26 ppm e 8,15 ppm correspondentes
tanto aos hidrogénios do anel aromdtico ligado ao selenoester quanto
aos hidrogénios do anel aromatico ligado a DHPM.

A Figura 24 abaixo mostra o espectro de massas do composto
111a com o seu fon molecular [M+H]" m/z 518,1. O pico apresenta o
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conjunto de sinais caracteristico da distribuicdo isotopica dos
selenoesteres.
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Figura 24. Espectro de massas do composto 111a.

4.2.4 Sintese de disselenetos derivados de DHPMs

Para a sintese de disselenetos derivados de DHPMs, trés
diferentes abordagens foram investigadas. Os compostos-alvo podem
ser sintetizados diretamente através da reagdo das 6-CI-DHPMs 101
com diselenetos metdlicos gerados in situ, ou através da
clivagem/desprotecdo dos respectivos selenocianatos ou selenoesteres.
Através da reacdo entre os compostos 101 e Na,Se,, gerado in situ a
partir da reagdo de selénio elementar com borohidreto de sédio, foi
possivel obter os disselenetos derivados de DHPMs 112a-b em baixos
rendimentos (Esquema 28). Os produtos foram acompanhados da
producdo do subproduto de desalogenacdo redutiva, assim como da
presenca do seleneto e trisseleneto correspondentes.
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Esquema 28

Para evitar a formacdo destes subprodutos, a sintese do
disseleneto derivado de DHPMs 112b também foi investigada a partir
da desprotecdo do selenocianato 109d ou do selenoester 111a (Esquema
29). A desprotecio do selenociato 109d com KOH, em meio
metandlico, gerou o respectivo disseleneto derivado de DHPM 112b em
48% de rendimento. Ja a desprotecdo do selenoester 111a com iodo em
meio etandlico resultou no mesmo disseleneto 112b desejado em 42%
de rendimento.

NO,

|2 (cat)

—_—
EtOH ta.  EO
5h, 42%

N'H KOH (0,5 equiv.) Eto

/& MeOH, ta.
‘ 1h, 48%

Esquema 29

Os compostos foram identificados através de espectroscopia de
hidrogénio e carbono, assim como pela utilizacdo de espectrometria de
massas. O espectro de RMN de hidrogénio do composto 112b ¢
mostrado na Figura 25 abaixo.
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Figura 25. Espectro de RMN de hidrogénio do composto 112b.

Conforme podemos ver no espectro de RMN de hidrogénio do
composto 112b, apesar da estrutura complexa do produto, o espectro é
relativamente simples, devido ao fato de tratar-se de uma molécula
simétrica com um plano de simetria entre os dois dtomos de selénio. O
padrio do espectro é o mesmo encontrado na classe dos selenocianatos
derivados de DHPMs, com os dois hidrogénios diastereotopicos da
unidade metilénica ligada ao dtomo de selénio aparecendo, neste caso,
como singletos largos na regido de 4,53 ppm.

A informagdo mais util na caracteriza¢do destes compostos vém
de seu espectro de massas, onde pode-se observar o ion molecular do
composto, como no caso da Figura 26 abaixo que mostra o espectro de
massas do composto 112b. O espectro mostra o pico do fon molecular
com [M+H]" m/z 796,9 com a distribui¢do isotépica caracteristica dos
disselenetos.
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Figura 26. Espectro de massas do composto 112b.

4.2.5 Sintese de calcogenouréias imidazdlicas derivadas de
DHPMs

A sintese de calcogenouréias derivadas de DHPMs também foi
investigada (Esquema 30). Para tanto, a DHPM 92b foi reagida com N-
Metil-imidazol para gerar o sal imidazdlico intermedidrio 113. Esse
intermedidrio foi convertido nas respectivas tiouréia (114) ou
selenouréia (115) imidazodlicas através da desprotona¢do com base e
reacdo com o respectivo calcogénio em sua forma elementar (S ou Se).
Os produtos foram obtidos em bons rendimentos e mostraram-se
estdveis em atmosfera aberta.

HN
0 |\/N—
- N/H H KQCO:; XO
| /& EtOHZL{ﬁﬂUXO EtOH refluxo
’}‘ 0 24h
Cl Me
92b

N7 115X = Se, 74%

Cl@@ﬁj 11389% T\l /114X S, 88%
/

Esquema 30
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Os compostos foram caracterizados através de espectroscopia de
RMN de hidrogénio. A Figura 27 abaixo mostra o espectro de RMN de
hidrogénio do composto 114.
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Figura 27. Espectro de RMN de hidrogénio do composto 114.

O espectro de RMN de hidrogénio do composto 114 mostra
algumas particularidades em relacdo aos espectros apresentados até o
momento. Nele distinguem-se os sinais referentes a metila do N-Me
imidazdlico em 3,59 ppm. Também detacam-se os dois dubletos
referentes aos hidrogénios diatereotdpicos da unidade metilénica ligada
ao nitrogénio do imidazol na regido de 5,5 ppm. Além disso, dois
dubletos integrando para um hidrogénio referentes aos hidrogénios
aromdticos do nicleo imidazdlico podem ser encontrados na regido
entre 6,82 ppm e 7,05 ppm.
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4.3 Atividade anticolinesterasica das seleno-DHPMs

De acordo com nossa busca por novos compostos com potencial
atividade contra o mal de Alzheimer, sete selenocianatos derivados de
DHPMs foram avaliados frente a enzima acetilcolinesterase como
possiveis inibidores de acordo com o método de Mata et al.,87
comparando seus resultados com o padrdo Galantamina. Os resultados
sdo mostrados na Tabela 5 abaixo.

Tabela 5. Inibicdo da enzima acetilcolinesterase

Composto IC50 (ppm) IC50 (umol/L)
109a 7,87 2,16
109e 2,44 8,58
109f 6,21 16,40
109¢g 6,11 15,49
109h 2,40 6,09
109¢ 7,72 18,87
109d 3,79 8,96

Galantamina 4,91 17,05

Conforme pode ser visto na Tabela 5, todos os compostos
apresentaram a¢do como inibidores da enzima acetilcolinesterase em
concentra¢des na faixa de micromolar. O resultado obtido para o padrio
Galantamina esti de acordo com dados da literatura.®® Dos sete
compostos testados, quatro apresentaram acao inibitdria sobre a enzima
mais potente que o padrido Galantamina, e os outros trés apresentaram
acdo similar a este, o que corrobora um bom planejamento das estruturas
para esta acdo. Nenhuma relagdo estrutura-atividade simples foi
encontrada nos compostos testados comparando substituintes com
grupamentos eletrodoadores ou retiradores em diferentes posi¢des do
anel aromdtico. Comparacido dos compostos 109¢ e 109d indica uma
possivel melhora na atividade quando o grupamento N-H € substituido
por um grupamento N-Me na estrutura das moléculas. O composto
109a, contendo o substituinte fenila na posi¢do 4 foi o mais ativo da
série.
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4.4 Atividade GPx-like das seleno-DHPMs

Sete selenocianatos derivados de DHPMs foram avaliados como
antioxidantes de acordo com o mecanismo da selenoenzima natural
Glutationa peroxidase de acordo com o método de Tomoda.”’ A redugdo
do perdxido de hidrogénio foi monitorada através da formacdo do
dissulfeto de difenila a partir do tiofenol com aumento na absor¢do no
UV em 305 nm. Os resultados foram comparados com o padrio
disseleneto de difenila.*® Os resultados sio mostrados na Tabela 6
abaixo.

Tabela 6Atividade GPx-like das seleno-DHPMs

Composto T50 (min)* >
109a 295.31£ 6.90
109e 332.85+ 13.39
109f 302.48+ 27.71
109¢g 402.34+ 19.36
109h 304.38+ 12.24
109¢ 362.46+ 4.60
109d 369.08+ 2.88

Ph,Se, 357.06+ 28.02

* Sob as mesmas condi¢des, adicdo de H,O, sem a presenca do
composto organoselénio ndo produziu nenhuma oxidagdo significativa
de PhSH; ° MeOH (1mL), catalisador organoselénio (0,4 mM), PhSH (5
mM), H,O, (10 mM); © T50 é o tempo requerido, em minutos, para
reduzir em 50% a concentracio de tiol apés adi¢do de H,O,.

Todos os compostos apresentaram atividade como miméticos da
enzima GPx similares ao padrdao PhSeSePh. Os compostos 109a, 109e,
109f, 109h apresentaram os melhores resultados, sendo
aproximadamente 1,2 vezes mais ativos que o padrdo disseleneto de
difenila. Embora as seleno-DHPMs testadas apresentassem substituintes
com diferentes demandas eletronicas e padrdes de substitui¢do, sua acio
catalitica ndo segue uma tendéncia clara e os efeitos dos substituintes na
sua performance sdo negligencidveis.
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4.5 Atividade quelante de Ferro das seleno-DHPMs

A atividade antioxidante de um composto também ¢ atribuida a
sua habilidade de quelar metais de transi¢do, como ferro e cobre, os
quais tém sido propostos como catalisadores para a formagdo de
espécies reativas de oxigénio. Agentes quelantes podem estabilizar fons
metalicos pro-oxidativos em sistemas biologicos através de
complexagﬁo.go Desta maneira, avaliamos sete selenocianatos derivados
de DHPMs como quelantes de Ferro (II). fons Fe(I) sdo potentes
indutores de peroxidacdo lipidica. A Ferrozina pode formar complexos
com Fe(Il) quantitativamente. Na presenca de agentes quelantes, a
formacdo destes complexos € desfeita resultando na diminui¢do da
coloragdo vermelha do complexo em solucdo. Medindo a reducdo na
intendidade da cor no comprimento de onda 562 nm permite estimar a
atividade como quelante de metal do quelante coexistente.” Os
resultados sdo apresentados na Tabela 7.

Tabela 7. Atividade quelante de Ferro das seleno-DHPMs

Composto EC50 (ug/mL)*
109a 23.79+0.14
109e 12.45+ 0.03
109f 29.30+0.26
109¢g 3496+ 0.17
109h 29.80+0.11
109c¢ 45.41£0.33
109d 32.69+0.22

Rutina 41,35+ 0.16
BHT 20,65+ 0.29
EDTA 4,65 +0.02

*Valor de EC50 para quelagio de 50% dos fons de Fe(Il).

Conforme pode ser visto na Tabela 7, todos os compostos
apresentaram habilidade de quelar os fons Fe(I[). O composto 109e
provou ser o quelante mais potente, sendo mais ativo que dois padrdes
(Rutina e BHT) e menos potente que o mais ativo dos padrdes (EDTA)
por um fator de 3. Dos sete compostos testados, seis foram mais ativos
que a Rutina. Os valores encontrados para os padrdes estdo de acordo
com dados da literatura.”
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4.6 Poder redutor das seleno-DHPMs

O poder redutor estd geralmente associado com a presenga de
redutonas, que exercem sua atividade antioxidante por quebrar a cadeia
de radicais livres. Além disso, redutonas podem reduzir os
intermedidrios oxidados do processo de peroxidacdo lipidica assim
agindo como antioxidantes primdrios e secundarios. O ensaio de poder
redutor mede a habilidade de doar elétrons dos antioxidantes usando o
método de reducdo do ferricianeto de potdssio. Antioxidantes podem
causar a reducdo do complexo ferro(Ill)/ferricianeto para a forma
ferrosa e a atividade é medida pelo aumento na absorcdo em 700 nm.
Neste ensaio, a coloragdo amarela da solugdo muda para diversos tons
de verde e azul, dependendo do poder redutor das amostras
antioxidantes.” Foi avaliado o poder redutor de sete selenocianatos
derivados de DHPMs, os resultados sdo apresentados na Tabela 8
abaixo.

Tabela 8. Poder redutor das seleno-DHPMs

Composto mg EAA/g"
109a 2258.68 +23.54
109e 2604.36 + 12.37
109f 2054.97+ 11.75
109¢g 1875.97 +3.26
109h 2053.20+ 13.44
109¢ 1552.92 + 8.65
109d 1937.69+ 11.00

Rutina 1622.10 £ 11.76
BHT 1641.89 + 14.23

“ Resultados, em mg de 4cido ascérbico/g de composto sdo calculados
para concentracdes de amostra de 100ug/mL. EAA (equivalentes de
acido ascorbico).

Pela andlie da Tabela 8, pode ser observado que todos os
compostos apresentaram exelentes resultados para o poder redutor,
provavelmente devido a presenca do grupamento selenocianato, ativo
em termos redox. Todos os valores encontrados estdo acima dos padrdes
considerados (Rutina e BHT).
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4.7 Capacidade antioxidante total das seleno-DHPMs

A capacidade antioxidante total foi avaliada através do método do
fosfomolibdénio. Este ensaio é baseado na redugdo do Mo(VI) para
Mo(V) pelos compostos antioxidantes e subsequente formagdao de um
complexo fosfato/Mo(V) verde em pH acidicos com absor¢do médxima
em 695 nm.”* Os resultados obtidos, apresentados na forma de
equivalentes de dcido ascorbico (EAA), sdo apresentados na Tabela 9.

Tabela 9. Capacidade antioxidante total das seleno-DHPMs

Composto mg EAA/g"
109a 521.81+£2.86
109e 638.17+ 1.15
109f 461.74+2.22
109¢g 391.42+4.21
109h 457.61+1.88
109¢ 287.88+1.22
109d 416.36+ 1.09

Rutina 31043 £1.87
BHT 548.24 +1.23

* Resultados, em mg de 4acido ascorbico/g de composto sdo calculados
para concentracdes de amostra de 100ug/mL. EAA (equivalentes de
acido ascorbico).

Como pode ser visto na Tabela 9, todas as amostras investigadas
foram ativas com poténcia alta como antioxidantes. Dos compostos
testados, 109e apresentou a mais alta capacidade antioxidante total com
um valor de 638,17 mg EAA por grama de composto.
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5. Experimental

5.1. Sintese do Etil-3-0x0-4-(fenilselanil)butanoato (95).

Em um baldo de duas bocas, sob atmosfera argbnio, foram
adicionados o diseleneto de difenila (2 mmol), Zn (1,2 mmol), e THF
(4mL). Apds 30 min foi adicionado o 4-cloro-acetoacetato de etila (4
mmol). A reagdo foi conduzida a t.a. por 24h. Ao final foi realizada a
diluicdo com AcOEt e extraido com dgua e solucdo saturada de NaCl. O
bruto reacional foi purificado através de cromatografia em coluna
utilizando uma mistura de diclorometano e hexano.

'HRMN (CDCls, 200 MHz, ppm): 1,22 (t,
J =7,0 Hz, 3H); 3,59 (s, 2H); 3,69 (s, 2H);

O 0]
4,13 (q, J = 7,0 Hz, 2H); 7,20 — 7,53 (m,
Ph
Se\)J\)J\OEt I 5H). MS (ESI-MS) [M+H]" m/z 286,9

5.2. Sintese do Etil 6-(clorometil)-2-oxo-4-fenil-1,2,3,4-
tetraidropirimidina-5-carboxilato (88)

Em um baldo de uma boca foram adicionados benzaldeido
(20mmol), 4-cloro-acetoacetato de etila (20 mmol) e uréia (40 mmol).
Foi entao adicionado HCl.y,. (30mol%) e colocado em um banho de
6leo pré-aquecido a 100°C. Apés 2h a mistura reacional foi vertida em
banho de gelo para precipitacdo de um sélido branco. Esse foi filtrado e
lavado com dgua. Apds foi realizada recristalizacdo em EtOH.

pf. = 205-208°C; 'HRMN (DMSO-dq,

200MHz, ppm): 1,11 (t, J = 7,0 Hz, 3H); 4,04

0 (q, J = 7,0 Hz, 2H); 4,58 (d, J = 10,2 Hz, 1H);

4,75 (d, J = 10,2 Hz, 1H); 5,18 (d, J = 3,2 Hz,

EtO N 1H); 7,24-7,34 (m, 5H); 7,85 (s, 1H); 9,50 (s,

| k 1H). “CRMN (DMSO-ds, 50 MHz, ppm):

O | 13,84; 30,64; 53,91; 59,93; 101,78; 126,27;

Cl H 127,55; 128,50; 143,94; 145,99; 152,01;
164,19.
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5.3.

Sintese do Etil 6-(clorometil)-1-metil-2-oxo0-4-fenil-1,2,3,4-
tetraidropirimidina-5-carboxilato (92a)

Em um baldo foram adicionados benzaldeido (20mmol), 4-cloro-
acetoacetato de etila (20 mmol) e N-metil-uréia (40 mmol). Foi entdo
adicionado HCl.,y.. (30mol%) e colocado em um banho de 6leo pré-
aquecido a 100°C. Ap6s 2h a mistura reacional foi vertida em banho de
gelo para precipitagdo de um sélido branco. Esse foi filtrado e lavado
com dgua. Apds, o produto bruto foi recristalizadoem EtOH.

0
EtO N’H
o
Cl  Me
5.4. Etil

p.f. = 175-177°C; '"HRMN (CDCl;, 200MHz,
ppm): 1,19 (t, J = 7,4 Hz, 3H); 3,34 (s, 3H);
4,14 (g, J = 7,4 Hz, 2H); 4,94 (s, 2H); 5,40 (d,
J = 3,4 Hz, 1H); 6,5 (sl, 1H); 7,22-7,40 (m,
5H).

BCRMN (CDCl;,100MHz, ppm): 14,32;
29,33; 38,36; 52,72; 60,80; 105,97; 126,51;
128,10; 129,05; 143.48; 147,82; 153,38;
164,94.

6-(clorometil)-4-(3-nitrofenil)-2-oxo0-1,2,3,4-

tetraidropirimidina-5-carboxilato (92b)

p.f. = 201-205°C; "HRMN (DMSO-dg,
200MHz, ppm): 1,12 (t, J = 7,1 Hz, 3H); 4,06
(q, J=7,1 Hz, 2H); 4,61 (d, J = 10,1 Hz, 1H);
4,78 (d, J = 10,6 Hz, 1H); 5,38 (s, 1H); 7,64-
7,75 (m, 2H); 8,03 (s, 1H); 8,13-8,19 (m, 2H);
9,70 (s, 1H). HRMS (APCI-TOF) calculado
[M+H]* 340,0695; Encontrado: 340,0731.
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5.5. Etil 6-(clorometil)-1-metil-4-(3-nitrofenil)-2-oxo0-1,2,3,4-
tetraidropirimidina-5-carboxilato (92c)

p.f. = 182-185°C; 'HRMN (DMSO-ds, 200
MHz, ppm): 1,16 (t, J = 7,1 Hz, 3H); 3,25 (s,
3H); 4,12 (q, J = 7,1 Hz, 2H); 5,03 (d, J =
11,6 Hz, 1H); 5,21 (d, J = 11,6 Hz, 1H); 5,38
(d, J = 3,5 Hz, 1H); 7,64-7,75 (m, 2H); 8,09-
8,24 (m, 2H); 8,35 (d, J = 3,5 Hz, 1H)
BCRMN (DMSO-dg, 100MHz, ppm): 18,97;
29,96; 52,30; 56,45; 65,67; 96,03; 121,81;
123,32, 130,60; 134,05, 144,79; 151,44;
162,28; 170,29

5.6. Etil 6-(clorometil)-4-(o-toluil)-2-o0x0-1,2,3,4-
tetraidropirimidina-5-carboxilato (92d)

pf. = 191-193°C; 'HRMN (DMSO-ds, 200
MHz, ppm): 1,01 (t, J = 6,5 Hz, 3H); 2,42 (s,
3H):3,94 (q, J = 6,5 Hz, 2H); 4,70-4,76 (m,
2H); 5,46 (d, J = 4,8 Hz, 1H); 7,12-7,21 (m,
4H); 7,73 (sl, 1H); 9,44 (sl, 1H)

BCRMN (DMSO-dg, 50MHz, ppm): 13,73;
18,63; 50,44; 59,83; 101,78; 126,49; 126,59;
127,49; 130,27, 134,83; 142,42; 146,13;
151,50; 164,14.

5.7. Etil 6-(clorometil)-4-(p-toluil)-2-o0xo0-1,2,3,4-
tetraidropirimidina-5-carboxilato (92e)

p.f. = 199-204°C; 'HRMN (CDCls, 200 MHz,
ppm): 1,18 (t, J = 5,9 Hz, 3H); 2,31 (s, 3H);
4,10 (q, J = 5,9 Hz, 2H); 4,69 (d, J = 11,7 Hz,
1H); 4,79 (d, J = 11,7 Hz, 1H); 5,36 (d, J = 4,4
o Hz, 1H); 6,48 (sl, 1H) 7,08-7,21 (m, 4H); 8,54

E1O N (sl, 1H).
| Y BCRMN (DMSO-ds, 100MHz, ppm): 13,90;
o | 2064; 53,61; 59,93; 102,00; 126,21; 128,93;
cl b 129,02; 136,76; 141,05; 145,79; 152,10; 164,23
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5.8. Etil 6-(clorometil)-4-(2-metoxifenil)-2-oxo-1,2,3,4-
tetraidropirimidina-5-carboxilato (92f)

p.f. = 210-212°C; '"HRMN (DMSO-ds, 200
MHz, ppm): 1,05 (t, J = 7,1 Hz, 3H); 3,79 (s,
3H); 3,97 (q, J = 7,1 Hz, 2H); 4,64(d, J = 10,5
Hz, 1H); 4,76 (d, J = 10,5 Hz, 1H); 5,52 (d, J
= 3,1 Hz, 1H);6,84-7,29 (m, 4H); 7,42 (sl,
1H):9,38 (s, 1H).

BCRMN (DMSO-ds, 100MHz, ppm): 13,81;
49,14; 55,34; 59,71; 111,21; 120,14; 127,22;
128,97; 130,85; 146,31; 152,10; 156,55;
164,27

5.9. Etil 6-(clorometil)-4-(4-metoxifenil)-2-oxo-1,2,3,4-
tetraidropirimidina-5-carboxilato (92g)

OMe p.f. = 215-219°C; 'HRMN (DMSO-ds, 200
MHz, ppm): 1,12 (t, J = 7,1 Hz, 3H); 3,72 (s,
3H); 4,04 (q, J = 7,1 Hz, 2H); 4,60(d, J = 10,3
o Hz, 1H); 4,76 (d, J = 10,3 Hz, 1H); 5,14 (d, J =
by | 321z 1H); 6,80 (d, 7= 8.8 Hz, 2H); 7,17 (@,
EtO | N~ J=8,8 Hz, 2H); 7,78 (sl, 1H);9,45 (s, 1H).
N/gO
clH

5.10. Sintese do Etil 2-oxo-4-fenil-6-(fenilselanilmetil)-1,2,3,4-
tetraidropirimidina-5-carboxilato (104a)

Em um baldo de duas bocas, sob atmosfera de argdnio, foram
adicionados o disseleneto de difenila (1,5 equiv.), o THF e o NaBH,
(3,0 equiv.). Nesta solucdo foi adicionado lentamente etanol até obter
uma solu¢do limpida. Nesta solucio foi adicionada a 6-cloro-DHPM (1
equiv.) e reagido por 10 min. Apds o término da reacdo esta foi extraida
com AcOEt, dgua e solugdo saturada de NaCl. O bruto reacional foi
purificado através de cromatografia em coluna de silica gel.
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p.f. = 172-175°C; '"HRMN (CDCls, 200
MHz, ppm): 1,07 (t, J = 7,0 Hz, 3H); 3,92
(q, J = 7,0 Hz, 2H); 4,09 (d, J = 12,1 Hz,
1H); 421 (d, J = 12,1 Hz, 1H); 5,30 (s,
1H); 6,34 (sl, 1H); 7,15-7,23 (m, 8H); 7,54
(d, J = 8,3 Hz, 2H); 8,36 (sl, 1H)

BCRMN (CDCl;, 100MHz, ppm): 13,88;
25,98, 55,19; 60,03; 101,80; 126,48;
127,67; 127,99; 128,50; 128,76; 132,50;
143,18; 147,02; 153,82; 164,92

6-((4-clorofenilselanil)metil)-2-oxo0-4-fenil-1,2,3,4-
tetraidropirimidina-5-carboxilato (104b)

p.f. = 168-170°C; 'HRMN (DMSO-dg,
200MHz, ppm): 1,01 (t, J = 7,2 Hz,
3H); 3,82 (q, /= 7,2 Hz, 2H); 4,13 (d, J
= 11,4 Hz, 1H); 4,21 (d, J = 11,4 Hz,
1H); 5,11 (d, J = 3,3 Hz, 1H); 7,18-7,35
(m, 7H); 7,50 (d, J = 8,3 Hz, 2H); 7,77
(sl, 1H); 9,22 (s, 1H); MS (APCI-TOF)
[M+H]" m/z 476,1

5.12. Etil

6-(benzilselanilmetil)-2-oxo0-4-fenil-1,2,3,4-
tetraidropirimidina-5-carboxilato (104d)

p.f. 152-155°C; 'HRMN (CDCL,,
200MHz, ppm): 1,12 (t; J = 7,1 Hz, 3H);
3,75-4,9 (m, 6H); 5,34 (d, J = 3,0, 1H);
6,62 (s, 1H); 7,10-7,36 (m, 10H); 8,68 (s,
1H).

BCRMN (CDCls, 50 MHz, ppm): 14,10;
22,26; 28,39; 55,45; 60,28; 101,56; 126,60;
126,93; 127,95; 128,57; 128,73; 128,99;
138,55; 143,65; 148,14; 153,98; 165,24
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6-(butilselanilmetil)-2-ox0-4-fenil-1,2,3,4-

tetraidropirimidina-5-carboxilato (104e)

p.f. = 131-135°C; 'HRMN (CDCl;, 200
MHz, ppm): 0,84 (t, J = 7,30 Hz, 3H);
1,16 (t, J = 7,30 Hz; 3H); 1,21-1,39 (m,
2H); 1,59 (qui, J = 7,3 Hz, 2H); 2,63 (t,
J =173 Hz, 2H); 3,76 (d, J = 12,4 Hz,
1H); 3,97-4,13 (m, 3H); 5,39 (d, J = 3,2
Hz, 1H); 6,63 (sl, 1H); 7,22-7,35 (m,
5H); 8,80 (s, 1H).

5.13. Etil
0]
EtO | N’H
Nko
N Se |l|
5.14. Etil

1-metil-2-0xo0-4-fenil-6-(fenilselanilmetil)-1,2,3,4-

tetraidropirimidina-5-carboxilato (104f)

p.f. 154-157°C; 'HRMN (CDCls,
200MHz, ppm): 1,12 (t, J = 7,1, 3H); 3,22
(s, 3H); 3,93 (q, J = 7,1 Hz, 2H); 4,21 (sl,
1H); 4,65 (sl, 1H); 5,30 (d, J = 2,5 Hz, 1H);
6,04 (sl, 1H); 7,17-7,41 (m, 8H); 7,56 (d, J
=17,1 Hz, 2H)

HRMS (APCI-TOF) calculado
445,1026; encontrado: 445,1568.

[M+1]"

5.15. Etil 6-((4-clorofenilselanil)metil)-1-metil-2-oxo-4-fenil-1,2,3,4-
tetraidropirimidina-5-carboxilato (104g)

p.f. = 164-166°C; '"HRMN (DMSO-dg,
200MHz, ppm): 1,05 (t, J = 7,0 Hz, 3H);
3,12 (s, 3H); 3,84 (q, J = 7,0 Hz, 2H);
4,32 (sl, 1H); 4,79 (sl, 1H); 5,06 (s, 1H);
7,16-7,50 (m, 9H); 7,99 (s, 1H); HRMS
(APCI-TOF) calculado [M+H]*
465,0477; encontrado: 465, 0967.
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1-metil-4-(3-nitrofenil)-2-0x0-6-((fenilselanil)metil)-
1,2,3,4-tetraidropirimidina-5-carboxilato (104h)

pf. = 153-156°C; 'HRMN (CDCl,
200MHz, ppm): 1,13 (t, J = 7,1 Hz, 3H);
3,20 (s, 3H); 3,96 (q, /= 7,1 Hz, 2H); 4,34
(sl, 1H); 4,59 (sl, 1H); 5,40 (d, J = 3,5 Hz,
1H); 7,18-7,60 (m, 9H); 8,11 (s, 1H).
HRMS (APCI-TOF) calculado [M+H]"
476,07206; encontrado: 476,12794.

5.17. Sintese do Etil 2-oxo-4-fenil-6-(selenocianatometil)-1,2,3,4-
tetraidropirimidina-5-carboxilato (109a)

Em um baldo foram misturados a 6-cloro-DHPM (1 equiv.),
MeOH e KSeCN (1,2 equiv.). Esta mistura foi reagida por 24h a
temperatura ambiente. . Apds o término da reacdo esta foi extraida com
AcOEt, dgua e solu¢do saturada de NaCl. O bruto reacional foi
purificado através de cromatografia em coluna de silica gel.

p. f.. = 162°C; IV (v, cm™): 3396, 3219, 2149,
1703, 1675; 'H RMN (DMSO-dg, 200MHz):
8 (ppm) 1.10 (t, J = 7.09 Hz, 3H), 3.06 - 4.10
(m, 3H), 4.34 (d, J = 11.98 Hz, 1H), 5.18 (d, J
= 2.69 Hz, 1H), 7.26 - 7.34 (m, 5H), 7.91 (s,
1H), 9.42 (s, 1H); “C RMN (DMSO-ds,
50MHz): & (ppm) 13.8, 25.8, 53.9, 60.0, 100.4,
103.8, 126.4, 127.6, 128.5, 144.0, 1483,
151.7, 165.2; HRMS (APPI-QTOF) m/z calcd.

for C15H15N3O3Se [M+H]+ 3660352, found 366.0354.
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5.18. Etil 1-metil-2-oxo0-4-fenil-6-(selenocianatometil)-1,2,3,4-
tetraidropirimidina-5-carboxilato (109b)
p. f. = 179°C, '"HRMN (CDCl;, 200MHz,
O ppm): 1,20 (t, J = 7,0 Hz, 3H); 3,43 (s, 3H);
EtO N’H 4,08-4,40 (m, 4H); 5,38 (d, J = 3,2 Hz, 1H);
| L | 6.06 (sl 1H); 7.25-7.45 (m, SH)
N (@]

N C/Se Me

5.19. Etil 2-0x0-4-(3-nitrofenil)-6-(selenocianatometil)-1,2,3,4-

tetraidropirimidina-5-carboxilato (109c)

p.f..=166°C; IV (v, cm™): 3427, 3320, 2151,
1722, 1684; 'H RMN (CDCls, 200 MHz): &
(ppm) 1.17 (t, J = 7.07HZ, 3H), 3.96 — 4.07
(m, 3H), 4.23 (d, J = 12,13 Hz, 1H), 5.38 (d,
J = 3,03 Hz, 1H), 7.42 — 7.51 (m, 2H), 7.65
(m, 1H), 8.05-8.14 (m, 2H), 8.14 (s, 1H),
9.67 (s, 1H); >*C RMN (CDCl;, 100MHz): &
(ppm) 13.6, 30.4, 53.4, 60.0, 99.3, 102.8,
121.2, 1222, 129.7, 132.7, 146.0, 147.7,
149.1, 151.4, 164.7; HRMS (APPI-QTOF)
caled. for CsHsN4OsSe [M+H]" 411.0203; found 411.0208

5.20. Etil 1-metil-4-(3-nitrofenil)-2-0x0-6-(selenocianatometil)-
1,2,3,4-tetraidropirimidina-5-carboxilato (109d)

p. f.=173°C; IV (v, cm™): 3432, 3263, 2139,
1699, 1673; 'H RMN (CDCls, 200 MHz): &
(ppm) 1.14 (t, J = 7.09 Hz, 3H), 3.30 (s, 3H),
4.07 (q, J = 7.09 Hz, 2H), 4.33 (s, 2H), 5.39
(d, J = 3.91 Hz, 1H), 7.42 — 7.61 (m, 2H),
7.95 (d, J = 3.67 Hz, 1H), 8.03 — 8.13 (m,
2H); *C RMN (CDCl;, 100MHz): 8 (ppm)
13.7, 24.6, 29.5, 51.6, 60.4, 103.2, 103.8,

Se Me 121.2, 1223, 129.7, 132.5, 1452, 147.7,
NC 150.1, 152.6, 164.9; HRMS (APPI-QTOF)
caled. for C¢H ¢N4OsSe [M+H]" 425.0359; found 425.0364.
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5.21. Etil 2-0x0-4-(o-toluil)-6-(selenocianatometil)-1,2,3,4-
tetraidropirimidina-5-carboxilato (109e)

p. f. = 178°C; IV (v, cm’™): 3343, 3219, 2150,
1706, 1670; '"H RMN (CDCl;, 400MHz): &
(ppm) 1.02 (t, J = 7.03 Hz, 3H), 2.39 (s, 3H),
3.96 — 4.11 (m, 4H), 5.61 (s, 1H), 6.57 (s, 1H),
7.10 - 7.21 (m, 3H), 7.29 (d, J = 7.42 Hz, 1H);
9.52 (s, 1H); C RMN (CDCl;, 100MHz): &
(ppm) 13.7, 18.8, 26.7, 51.5, 60.6, 101.2,
103.7, 126.8, 127.3, 127.9, 130.5, 134.7,
140.8, 147.3, 152.8, 165.6; HRMS (APPI-

QTOF) caled. for C;¢H7N305Se [M+H]"
380.0509; found 380.0512.

5.22. Etil 2-0x0-4-(p-toluil)-6-(selenocianatometil)-1,2,3,4-
tetraidropirimidina-5-carboxilato (109f)

r N p. f. = 152°C; IV (v, em’): 3342, 2153,

Me 1730, 1675; '"H RMN (CDCl;, 200MHz): &

(ppm) 1.14 (t, J = 7.07 Hz, 3H), 2.97 (s,
3H), 3.97 — 4.12 (m, 4H), 5.32 (d, J = 3.03
o Hz, 1H), 6.67 (s, 1H), 7.10 (d, J = 8.59 Hz,

2H), 7.20 (d, J = 8.59 Hz, 2H), 9.55 (s,
EtO n-T | 1H): °C RMN (CDCL;, 50MHz): § (ppm)
| Y 13.8, 20.9, 26.6, 54.7, 60.6, 101.8, 103.5,

N o) 126.5, 129.25, 137.7, 139.9, 146.6, 153.5,
Se |l| 165.5; HRMS (APPI-QTOF) calcd. for
NC~ Ci¢H17N305Se  [M+H]" 380.0509; found

380.0510.
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5.23. Etil 2-0x0-4-(2-metoxifenil)-6-(selenocianatometil)-1,2,3,4-
tetraidropirimidina-5-carboxilato (109g)

p. f. = 140°C; IV (v, cm™): 3359, 3225,
2154, 1714, 1677, 'H RMN (CDClL,
200MHz): & (ppm) 1.07 (t, J = 7.34 Hz,
3H), 3.86 (s, 3H), 3.99 — 4.08 (m, 3H), 4.22
(d, J = 12.23 Hz, 1H), 5.70 (d, J = 2.45 Hz,
1H), 6.07 (s, 1H), 6.87 — 6.93 (m, 2H), 7.10
(d, J = 5.87 Hz, 1H), 7.27 (t, J = 7.83 Hz,
1H), 958 (s, 1H); "C RMN
(CDCl13,50MHz): 6 (ppm) 13.9, 26.8, 50.5,
55.3, 60.6, 99.3, 103.2, 110.7, 120.5, 127.1,
129.2, 129.4, 148.3, 153.6, 156.9, 165.8; HRMS (APPI-QTOF) calcd.
for C¢H;7N304Se [M+H]* 396.0458; found 396.0461.

5.24. Etil 2-0x0-4-(4-metoxifenil)-6-(selenocianatometil)-1,2,3,4-
tetraidropirimidina-5-carboxilato (109h)

OMe p. f. = 155°C; IV (v, cm™): 3353, 2153, 1728,
1672; 'H RMN (CDClI;, 400 MHz): & (ppm)
1.15 (t, J = 7.03 Hz, 3H), 3.78 (s, 3H), 4.03 —
o 4.09 (m, 4H), 5.32 (s, 1H), 6.26 (s, 1H), 6.85 (d,
J = 8.60 Hz, 2H), 7.23 (d, J = 8.60 Hz, 2H),
EtO N 9.55 (s, 1H); "C RMN (CDCl;, 100MHz): &

| | (ppm) 139,259, 53.3, 5.1, 60.0, 100.6, 1039,

N“ SO0l 1138, 127.6, 136.3, 148.1, 151.8, 158.7, 165.3;
Se HRMS (APPI-QTOF) calcd. for CiH;7N;0,Se
NC [M+H]" 396.0458; found 396.0457.

5.25. Sintese do Etil  6-(((4-metilbenzoil)selanil)metil)-4-(3-
nitrofenil)-2-oxo0-1,2,3,4-tetraidropirimidina-5-carboxilato
(111b)

Em um baldo de duas bocas, sob atmosfera de argdnio, foram
adicionados selénio elementar (1,5 equiv.) e NaBH, (3,0 equiv.) em
EtOH. Apd6s consumo total do selénio elementar foi adicionado o cloreto
de p-toluila (1,5 equiv.). Ap6és uma hora de agitacdo a temperatura
ambiente foi adicionada a 6-cloro-DHPM e agitado por mais 4h a
temperatura ambiente. Apds o término da reacdo esta foi extraida com
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AcOEt, dgua e solugdo saturada de NaCl. O bruto reacional foi
purificado através de cromatografia em coluna de silica gel.

p.f. = 149-153°C; '"HRMN (DMSO-
de, 200 MHz, ppm): 1,10 (t, J = 7,1
Hz, 3H); 3,36 (s, 3H); 3,95-4,37 (m,
4H); 5,34 (s, 1H); 7,19-8,25 (m, 9H);
9,35 (s, 1H). MS (APCI-TOF)
[M+H]" m/z 504,0

5.26. Etil 1-metil-6-(((4-metilbenzoil)selanil)metil)-4-(3-nitrofenil)-
2-0x0-1,2,3,4-tetraidropirimidina-5-carboxilato (111a)

p.f. = 154-158°C; "HRMN (CDCls,
200 MHz, ppm): 1,23 (t, J = 7,1 Hz,
3H); 2,42 (s, 3H); 3,31 (s, 3H); 4,18
(q, J = 7.1 Hz, 2H); 4,66 (sl, 2H);
5,50 (d, J=3,5Hz 1H); 6,59 (d, J =
3,5 Hz, 1H); 7,28 (d, J = 8,6 Hz,
2H); 7,46-7,63 (m, 2H); 7,80 (d, J =
8,1 Hz, 2H); 8,13 (d, J = 8,6 Hz,
2H). MS (APCI-TOF) [M+H]" m/z
0] 518,1

5.27. Sintese do dietil 6,6’-(diselanediilbis(metileno))bis(1-metil-2-
oxo0-4-fenil-1,2,3,4-tetraidropirimidina-5-carboxilato) (112a)

Em um baldao de duas bocas, sob atmosfera de argdnio, foram
adicionados Selénio elementar (1,5 equiv.) e NaBH, (3,0 equiv.) em
EtOH. Apds consumo total do Selénio elementar foi adicionado mais
1,5 equiv. de Selénio elementar. Apds consumo total do Selénio
elementar foi adicionada a 6-cloro-DHPM (1 equiv.). Esta mistura
reacional foi agitada por 30h a temperatura ambiente. Ap6s o término da
reacdo esta foi extraida com AcOEt, dgua e solugdo saturada de NaCl. O
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bruto reacional foi purificado através de cromatografia em coluna de

silica gel.

O
EtO | N~ H
o
kSe Me
2

pf. = 134-146°C; 'HRMN (DMSO-d,
200MHz, ppm): 1,15 (t, J = 7,1 Hz, 6H); 3,18
(s, 6H); 4,07 (q, J = 7,1 Hz, 4H); 4,18-4,89
(m, 4H); 5,22 (s, 2H); 7,12-7,43 (m, 10H);
8,08 (d, J = 3,5 Hz, 2H). HRMS (APCI-TOF)
calculado [M+H]* 707,08879; encontrado:
707,13156.

5.28. Sintese do dietil 6,6’-(diselanediilbis(metileno))bis(1-metil-4-
(3-nitrofenil)-2-0x0-1,2,3,4-tetraidropirimidina-5-carboxilato)

(112b

|
S M
Jzi e Me

796,9

p.f. = 146-159°C; '"HRMN (CDCls, 200MHz,
ppm): 1,21 (t, J = 7,1 Hz, 6H); 3,34 (s, 6H);
4,14 (m, 6H); 4,53 (sl, 2H); 5,54 (d, J = 3,5
Hz, 2H); 7,22-7,28 (m, 2H); 7,47 (t, J = 8,1
Hz, 2H); 7,61 (d, J = 8,1 Hz, 2H); 8,07-8,17
(m, 4H); "CRMN (CDCl;, 50 MHz, ppm):
14,05; 20,97; 26,08; 30,32; 52,70; 60,33;
60,75; 103,86; 121,66; 122,75; 129,71;
132,16; 144,97; 14822; 151,24; 154,10;
164,97; 171,11. MS (APCI-TOF) [M+H]"

5.29. Sintese do cloreto de 3-((5-(etoxicarbonil)-3-metil-2-0x0-6-
fenil-1,2,3,6-tetraidropirimidin-4-il)metil)-1-metil-1H-
imidazol-3-io (113)

Em um baldo foram adicionados a 6-cloro-DHPM (1 equiv.) e N-
metil-imidazol (2 equiv.) em EtOH. Esta mistura foi agitada sob refluxo
por 24h. Ao final da reag@o o bruto reacional foi vertido em éter para
precipitacdo, filtrado e lavado diversas vezes com éter.



93

'HRMN (MeOD, 200MHz, ppm): 1,18 (t, J = 7.1 Hz, 3H); 3,24 (s, 3H);

EtO |

N I\I/Ie
(
P @,il J

5.30. Sintese do

etil

3,99 (s, 3H); 4,16 (q, J = 7,1 Hz, 2H); 5,51
(s, 1H); 5,74 (d, J = 15,2 Hz, 1H); 6,05 (d,
J = 15,2 Hz, 1H); 7,29-7,45 (m, 6H); 7,73
(s, 2H). "CRMN (MeOD, 50MHz, ppm):
14,48; 30,76; 37,13; 47,24; 54,64; 62,51;
111,48; 123,27, 125,55; 127,70; 129,23;
129,97; 138,36; 143,99; 155,04; 166,62.
HRMS  (ESI-TOF) calculado  [M]"
356,1851; encontrado: 356,1843.

1-metil-6-((3-metil-2-tioxo-2,3-diidro-1H-

imidazol-1-il)metil)-2-o0x0-4-fenil-1,2,3,4-tetraidropirimidina-

5-carboxilato (114)

Em um baldo foram adicionados EtOH, o sal imidazdlico (1
equiv.), carbonato de potassio (1,2 equiv.), e enxofre elementar (1,2
equiv.). Esta mistura foi agitada sob refluxo por 24h. Ao final da reacio
o bruto reacional foi filtrado sob celite, vertido em éter para
precipitacdo, filtrado e lavado diversas vezes com éter.

N

Sy\NN4/7 Me

EtO | N

A

-H

0]

p.f. > 230°C; '"HRMN (MeOD, 200 MHz,
ppm): 1,17 (t, J = 7,1 Hz, 3H); 2,98 (s,
3H); 3,59 (s, 3H); 4,14 (q, J = 7,1 Hz, 2H);
5,40 (d, J = 15,2 Hz, 1H); 5,41 (s, 1H);
5,58 (d, J = 15,2 Hz, 1H); 6,82 (d, J = 2,5
Hz, 1H); 7,04 (d, J = 2,5 Hz, 1H); 7,30-
7,36 (m, 6H). MS (APCI-TOF) [M+H]"
m/z 387,1

5.31. Sintese do etil 1-metil-6-((3-metil-2-selenoxo-2,3-diidro-1H-
imidazol-1-il)metil)-2-o0x0-4-fenil-1,2,3,4-tetraidropirimidina-

S-carboxilato (115)

Em um baldo foram adicionados EtOH, o sal imidazdlico (1
equiv.), carbonato de potdssio (1,2 equiv.), e selénio elementar (1,2
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equiv.). Esta mistura foi agitada sob refluxo por 24h. Ao final da reacio
o bruto reacional foi filtrado sob celite, vertido em éter para
precipitacdo, filtrado e lavado diversas vezes com éter.

p.f. > 230°C; 'HRMN (MeOD, 200 MHz,

0 ppm): 1,30 (t, J = 7,1 Hz, 3H); 3,35 (s,

3H); 4,10 (s, 3H); 4,28 (q, J = 7,1 Hz, 2H);

EtO N 562 G, 1H); 585 (d, J = 152 Hz, 1H);

| /§ 6,16 (d, J = 15,2 Hz; 1H); 7,40-7,62 (m,

0 | 6H); 784 (s, 2H). MS (APCI-TOF)
[M+H]" m/z 435,1

N

SeYNN4/7 Me

5.32. Atividade inibidora da acetilcolinesterase

A atividade enzimdtica foi medida usando uma adaptacdo do
método de Mata et. al. (2007). Resumidamente, 300 puL de tampio
50mmol/L. Tris-HCI, pH 8,0, 100 uL de uma solu¢do contendo a
amostra em cinco diferentes concentragdes dissolvidos em MeOH e 50
pL de uma solucdo de AChE contendo 0,28 U/mL (50 mmol/L, Tris-
HCI, pH 8,0, 0,1% BSA) foram incubados por 15 min. Entdo, 75 uL de
uma solugdo de iodeto de acetilcolina (0,023 mg/mL em 4gua) e 475 uL
DTNB (3 mmol/L em Tris-HCI, pH 8,0, 0,IM NaCl, 0,02M MgCl,)
foram adicionados, e a mistura final foi incubada por mais 30 min a
temperatura ambiente. A absorbancia da mistura foi medida a 405 nm.
Um controle contendo metanol ao invés da amostra foi considerado
como 100% de atividade da AChE. A inibicdo (%) foi calculada da
seguinte maneira: I (%) = 100 — (Aamostra/Acontrole) x 100 no qual
Aamostra ¢ absorbancia da amostra e Acontrole é a absorbancia sem a
amostra. Os ensaios foram realizados em triplicata e um branco
contendo tamp@o Tris-HCI foi usado ao invés da solucdo da enzima. A
concentra¢do da amostra com 50% de inibicdo (IC50) foi determinado
plotando um gréfico de inibicdo versus a concentragdo das amostras.
Galantamina foi usada como controle positivo.
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5.33. Capacidade antioxidante total

A capacidade antioxidante total dos compostos foi avaliada pelo
método do fosfomolibdénio. Este ensaio € baseado na redugdo do
Mo(VI) para Mo(V) pelo composto antioxidante com subsequente
formagdo de um complexo verde de fosfato/Mo(V) em pH acidico com
absor¢do maxima em 695 nm.”

5.34. Poder redutor

A reducdo de Fe(Ill) é frequentemente usada como um indicador
de capacidade doadora de elétron, a qual é um importante mecanismo da
acdo antioxidante fendlica. O poder redutor dos compostos foi
determinado de acordo com o método de Yen e Chen (1995). Diferentes
quantidades de cada composto (25-250 pg/mL) em metanol foram
misturados com tampao fosfato (2,5 mL, 0,2 M, pH 6,6) e ferrocianeto
de potdssio [K3Fe(CN)g] (2,5 mL, 1%). A mistura foi incubada a 50°C
por 20 min. Uma por¢do (2,5 mL) de 4cido tricloroacético (10%) foi
adicionada a mistura para parar a reacdo, a qual foi entdo centrifugada a
3000 rpm por 10 min. A solucdo sobrenadante (2,5 mL) foi misturada
com dgua destilada (2,5 mL) e FeCl; (0,5 mL, 0,1%) e a absorbancia foi
medida a 700 nm. Maior absorbancia da mistura reacional indica maior
poder redutor.

5.35. Atividade quelante de ferro

Solucdes dos compostos (1 mL) em diferentes concentra¢des
foram misturadas com FeCl, (2 mM), e adicionadas com 0,2 mL de
solucdo de ferrozina (SmM). As misturas foram sucudidas e deixadas
paradas a temperatura ambiente por 20 min, a absorbincia (Aamostra)
das misturas foi medida a 562 nm. Metanol foi usado ao invés da
amostra como controle branco (Abranco) e Na,EDTA foi usado como
controle positivo. Taxa de quelagdo de Fe(Il) (%) = 100 x [(Abranco —
Aamostra) / Abranco].

5.36. Determinacio da atividade GPx

Os experimentos foram realizados de acordo com o método de
Tomoda. A reagdo catalitica tipo GPx foi iniciada pela adi¢do de H,O,
(concentracdo final: 10 mM) a uma solu¢do metandlica (volume final: 1
mL) de tiofenol (PhSH) (concentragdao final: 5 mM) contendo o
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catalisador organoselénio (concentracdo final: 0,4 mM) a 25°C. A
formacdo de PhSSPh foi monitorada espectrofotometricamente a 305
nm. A reacdo foi acompanhada por 6 minutos e trés vezes sob as
mesmas condicdes.
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6. Consideragdes Finais e Conclusoes

Considerando os objetivos propostos para este trabalho e
analisando os resultados obtidos, € possivel fazer algumas
generalizacdes frente as rea¢des estudadas:

Foi possivel otimizar a rota sintética para a obtencdo das
calcogeno DHPMs, e se estabeleceu que a melhor rota sintética foi
aquela baseada na insercao dos grupos funcionais contendo selénio apds
constru¢do prévia das DHPMs como molécula plataforma.

A partir das 6-CI-DHPMs foi possivel obter uma série de
selenetos derivados de DHPMs, alguns selenocianatos derivados de
DHPMs e selenoesteres derivados de DHPMs. Foi possivel, também,
obter disselenetos derivados de DHPMs a partir da reacdo das 6-Cl-
DHPMs com disselenetos metdlicos apropriados ou através da
desprotecdo de selenocianatos ou selenoesteres.

Os selenocianatos derivados de diidropirimidinonas apresentaram
atividades como inibidores da enzima acetilcolinesterase e como
antioxidantes através dos ensaios de poder redutor, quelacdo de metais,
capacidade antioxidante total e como mimético da enzima glutationa
peroxidase. Sendo assim, os compostos apresentam potencial como
candidatos a farmaco multi-alvo para tratamento da doenca de
Alzheimer.

As demais classes de seleno-diidropirimidinonas sintetizadas
ainda apresentam grande potencial para atividades farmacoldgicas e
serdo estudadas posteriormente.

Parte dos resultados apresentados nesta Tese foram aceitos para a
publica¢do no Organic and Biomolecular Chemistry, revista referéncia
internacional na interface entre quimica e biologia e com alto fator de
impacto.
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Figura 45. Espectro de C> RMN do composto 109f
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Figura 54. Espectro de MS do composto 111b
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Figura 55. Espectro de H'RMN do composto 111a
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Figura 62. Espectro de H'RMN do composto 113
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