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RESUMO

O desenvolvimento de novos fairmacos ¢ um processo longo e arduo, que envolve uma agao
multidisciplinar e altos investimentos. A descoberta de novas doengas, a tolerancia e a
resisténcia adquirida por patdgenos ou células tumorais, bem como a procura pela reducao
dos efeitos adversos de medicamentos ja existentes sdo alguns dos motivos desta busca. A
sintese organica possui um papel essencial no processo inicial do desenvolvimento de novos
compostos bioativos, ndo somente na concepcao de novas estruturas, mas também na
modificacdo de estruturas ja existentes para que elas possam se adequar as necessidades de
um farmaco.

Visando otimizar o processo de obtengdo de novas moléculas biotivas, empregamos a
estratégia da hibridagdo molecular, a qual consiste na unido de dois ou mais farmacé6foros em
um unico esqueleto molecular. Assim, buscou-se integrar as propriedades farmacologicas de
dois ntcleos de origem natural, a uracila e a cumarina, bem como seus derivados, com
atividades bioldgicas ja conhecidas, tendo como unidade de ligagdo o nucleo 1,2,3-triazolico.
Foram sintetizadas uma série de 12 moléculas hibridas, compreendendo uma unidade de
uracila, timina, tiouracila ou teobromina, ligadas a uma variedade de ntcleos cumarinicos por
meio de nucleos triazélicos. Os hibridos bis-(cumaronil-triazolil)uracilas 7a-b, (cumaronil-
triazolil)uracila, timina, tiouracila 8a-f, (cumaronil-triazolil)teobrominas 9a-d foram obtidos a
partir de uma reacdo de cicloadi¢do catalisada por cobre-(I) (CuAAC) entre derivados 4-
(azidometil)cumarinicos (4a-d) e a 1-propargiluracila 6a, I-propargiltimina 6b,
2-propargilmercaptouracil 6c¢, 1,3-dipropargiluracila 6d e 1-propargilteobromina 6e com
rendimentos de 70% a 92%.

Os compostos sintetizados foram avaliados quanto a sua atividade antiproliferativa e
antitumoral frente as linhagens de células tumorais HCT116 (colorretal), A549 (pulmao) e
Hep2 (laringe) e nao tumoral HaCat (queratindcitos humanos), em ensaio do brometo de (3-
(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetraz6lio) (MTT). Verificou-se que cinco dos compostos
avaliados (7a —b, 8d, 9a-b) apresentaram citotoxicidade (ICso <100 uM) frente a linhagem
celular HCT116 e apenas o composto 7b se mostrou citotoxico frente a linhagem de células
A549. Os compostos 7a € 9a se mostraram citotoxicos frente a linhagem Hep-2 e nenhum dos
compostos testados apresentou citotoxicidade frente a linhagem de células ndo tumorais
HaCat, mesmo na concentracdo mais elevada testada de 100 pM em todos os tempos testados.
Foram realizados estudo de predicdo de toxicidade in silico, dos compostos 7a-b e 9a-b, que
se mostraram mais promissores nos ensaios MTT, que indicaram que os compostos
apresentaram baixo risco de causar efeitos mutagénicos e tumorigénicos tedricos. Apenas o
composto 7a apresentou risco moderado de causar efeito toxico no sistema reprodutivo. Os
resultados obtidos sugerem que os compostos t€ém baixo potencial para causar toxicidade e
podem ser submetidos ao desenvolvimento e planejamento de farmacos.

O programa SEA (Search web Server) foi empregado com base na hipotese de identificagdo
de proteinas-alvo candidatas a interacdo com os compostos 7a-b e 9a-b e os resultados
indicaram que o principal modelo foi direcionado a DNA topoisomerase 1 (Topo-1). Dessa
forma, optamos por utilizar essa proteina nos estudos de docking molecular.

Os estudos de docking demonstraram que a por¢ao carbonila das estruturas quimicas das
cumarinas dos modelos gerados nesses estudos mostrou interagdo com a HIS 632 da Topo-1,
enquanto a uracila interagiu com ARG 364 ¢ THR 718. O anel triazolico dos compostos
mostrou interagdo com ARG 364 da Topo-1. Esses resultados sugerem que os compostos
avaliados sdo potenciais ligantes da proteina e podem estar atuando como inibidores da
Topo-1.

Palavras chave: uracila, cumarina, triazol, hibrido, antitumoral.



ABSTRACT

The development of new drugs is a long and arduous process, which involves a
multidisciplinary action and high investments. The discovery of new diseases, tolerance, and
resistance acquired by pathogens or tumor cells, as well as the need to minimize the side
effects, are some of the reasons for this demand. Organic synthesis plays an essential role in
the initial process of developing new bioactive compounds, not only in the design of new
structures but also in the modification of existing structures in order to adapt it to the needs of
a pharmaceutical compound.

In order to optimize the process of obtaining new bioactive molecules, we employed the
strategy of molecular hybridization, which consists of the union of two or more
pharmacophores in a single molecular skeleton. Thus, we sought to integrate the
pharmacological proprieties of two natural molecules, the uracil, and the coumarin, as well as
their derivatives, with known biological activities, having the 1,2,3-triazole nucleus as the
binding unit.

A series of 12 hybrid molecules were synthesized, comprising one unit of uracil, thymine,
thiouracil, or theobromine, linked to a variety of coumarin nucleus by triazolic nucleus. The
hybrids bis-(coumaronyl-triazolyl)uracil 7a - b, (coumaronyl-triazolyl)uracil, thymine,
thiouracil 8a — f (coumaronyl-triazolyl)theobromine 9a —d were obtained from a copper-(I)-
catalyzed  cycloaddition  reaction  between 4-(azidomethyl)coumarin  (4b—d) e
I-propargyluracil  6a, I-propargylthymine ~ 6b,  2-propargylmercaptouracil  6c,
1,3-dipropargyluracil 6d and 1-propargyltheobromine 6e, with yields of 70% to 92%.

The hybrids compounds synthesized were evaluated by their antiproliferative and antitumoral
activities against the tumor cell lines (HCT116 - colorectal cancer, A549-lung, and Hep-2 -
larynx) and non-tumoral cell line (HaCat - human keratinocytes), in the MTT (3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) tetrazolium reduction assay. It was
found that five of the evaluated compounds (7a-b, 8e, 9a-b) showed cytotoxicity (ICso <100
uM) against the HCT116 cell line, and only the compound 7b was cytotoxic against the A549
cell line. The compounds 7a and 9a showed cytotoxicity against Hep2 cell line, and none of
the tested compounds showed cytotoxicity against the non-tumor cell line HaCat, even at the
highest concentration tested of 100 uM, at all times evaluated.

The in silico toxicity prediction studies were carried out with the compounds 7a-b and 9a-b,
which were more promising in the MTT assays. The evaluation showed that all the evaluated
compounds showed a low risk of causing theoretical mutagenic and tumorigenic effects. Only
compound 7a showed the medium risk to cause an effect on the reproductive system. These
results suggest that the target compounds show low potential to cause theoretical toxicity
risks, and these can be submitted to drug design development.

SEA algorithm was employed based on the hypothesis of identification of candidate target
proteins to interact with the compounds 7a-b, and 9a-b. The results indicated the main target
model is related to DNA topoisomerase 1. According to these results, this protein was chosen
to be used in docking analyses.

Docking procedures demonstrated that the carbonyl moiety from coumarin chemical
structures of the model generated in these studies showed interaction with HIS 632, while the
uracyl interacts with ARG 364 and THR 718. The triazol ring showed interaction with ARG
364 from Topo-1. These results suggest the compounds studied are potential ligands to
protein and possible acting as Topo-1 inhibitors.

Keywords: uracil, coumarin, triazole, hybrid, antitumoral.
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il)pirimidine-2,4(1 H,3H)-dione (6b) em DMSO-dg. .....eoeeruririiiiiiiieiiinieeieteeeee e 133
Figura 62. Espectro de RMN de 'H a 300 MHz do composto 2-(prop-2-in-1-iltio)pirimidin-
4(3H)-0na (6€) €M DIMSO-d6. .ecuvveeieeiiiiieieee ettt et et 133
Figura 63. Expansio do espectro de RMN de '*C a 75 MHz do composto 2-(prop-2-in-1-
iltio)pirimidin-4(3H)-ona (6¢) em DMSO-ds. ......ccueevirieiiriiieniiieriiereieeere e 134
Figura 64. Espectro de RMN de 'H a 300 MHz do composto 1,3-di-(prop-2-in-1-il)-
pirimidina-2,4(1 H,3H)-diona (6d) em CDCI3. .....ccccovieeiiiiieiiecie et 134
Figura 65. Espectro de RMN de *C a 75 MHz do composto 1,3-di-(prop-2-in-1-il)pirimidina-
2,4(1H,3H)-diona (6d) €m aCtONa-de.......eeeerureerireiieiieniieieeiieeeiiesieeieesieesieeseeeseeseee e e 135
Figura 66. Espectro de RMN DEPT 135 a 75 MHz do composto 1,3-di-(prop-2-in-1-
il)pirimidina-2,4(1 H,3H)-diona (6d) em acetona-de. .........ccueevureeeriierenreeiieeerieeeiieesvee e 135
Figura 67. Espectro de RMN DEPT 90 a 75 MHz do composto 1,3-di-(prop-2-in-1-
il)pirimidina-2,4(1 H,3H)-diona (6d) em acetona-de. ............cecueerurereeriieeieeeiieniienieeieeseeeneens 136

Figura 68. Espectro de RMN de 'H a 300 MHz do composto 3,7-dimetil-1-propargil xantina
(6€) €M DIMSO-06. ..evevieneeriieieiiteie ettt ettt sttt ettt ettt ettt et 136
Figura 69. Espectro de RMN de '*C a 75 MHz do composto 3,7-dimetil-1-propargil xantina
(6€) €N DIMSO 06, .vveeeeneeeiieie ettt ettt ettt ettt ettt e st e st et entesteetenteebeeneeneeeneeneens 137
Figura 70. Espectro de RMN de 'H a 300 MHz do composto 4-(clorometil)-5,7-dihidroxi-2H-
cromen-2-ona (3€) €M ACELONA-Ue.....ccuererrreeriieeiieeiiieerteeeeteeeieeesteeereeeetbeeeeeeessreesseeenanee e 137
Figura 71. Expansdo do espectro de RMN de 'H a 300 MHz do composto 4-(clorometil)-5,7-
dihidroxi-2H-cromen-2-ona (3e€) em acetona-de. .........cceeevureeiureeeeieeiiieeireeeeeeeereeereeeaeeenns 138
Figura 72. Espectro de RMN de '3C a 75 MHz do composto 4-(clorometil)-5,7-dihidroxi-2H-
cromen-2-ona (3€) €M DMSO-ds. ......cceeeriiiriiiiiieeiie et 138



Figura 73. Espectro de RMN de 'H a 300 MHz do composto 4-(clorometil)-7-hidroxi-2H-

cromen-2-0na (3d) €M DMSO-dg....ccccuieeiiiiiiiieeieesie ettt e e et e eaeeeaaee e 139
Figura 74. Expansio espectro de RMN de 'H a 300 MHz do composto 4-(chlorometil)-7-
hidroxi-2H-cromen-2-ona (3d) em DMSO-dg......c.ccevvirriiiiniieciieeiee et 139
Figura 75. Espectro de RMN de '*C a 75 MHz do composto 4-(clorometil)-7-hidroxi-2H-
cromen-2-0na (3d) €M DMSO-de.......eeouiiriiriiiiiieiiecieee ettt 140
Figura 76. Expansio espectro de RMN de *C a 75 MHz do composto 4-(clorometil)-7-
hidroxi-2H-cromen-2-ona (3d) em DMSO-dg......c.ccevvieriiiiniieeiieeiee et 140
Figura 77. Espectro de RMN de '3C a 300 MHz do composto 4-(chlorometil)-2H-
benzo[/]cromen-2-ona (3g) €M DMSO-d6......c.ceevvieiiieeiiieeiieeie et 141
Figura 78. Expansdo espectro de RMN de '*C a 300 MHz do composto 4-(chlorometil)-2H-
benzo[/]cromen-2-ona (3g) €M DMSO-de......cceeviieriiriiiiiiiiecieeie et 141
Figura 79. Espectro de RMN de '*C a 75 MHz do composto 4-(chlorometil)-2H-
benzo[/]cromen-2-ona (3g) €M DMSO-de......cceevvieriiiiiiiiiiiirieeieeeeee et 142
Figura 80. Expansio espectro de RMN de '3C a 75 MHz do composto 4-(clorometil)-2H-
benzo[/]cromen-2-ona (3g) €m DMSO-d6......c.ceevveeriiieeiiiiiiie et 142
Figura 81. Espectro de RMN de 'H a 300 MHz do composto 4-(clorometil)-7-metoxi-2H-
cromen-2-0na (3h) em DMSO-de.....c.eeuiiiiiiiiiiiiee e 143
Figura 82. Espectro de RMN de '3C a 75 MHz do composto 4-(clorometil)-7-metoxi-2H-
cromen-2-0na (3h) emM DMSO-de.....cc.eeouiiriiriiiiiieiiecieee ettt 143
Figura 83. Expansdo do espectro de RMN de '*C a 75 MHz do composto 4-(clorometil)-7-
metoxi-2H-cromen-2-ona (3h) em DMSO-ds. .....c.ceevvieriiiiiiiecieee e 144
Figura 84. Espectro de RMN de 'H a 300 MHz do composto 4-(azidometil)-5,7-dihidroxi-2H-
cromen-2-0na (4b) em DIMSO-d6.......eoouiiiiiiiiiiiiiiee s 144
Figura 85. Expansio espectro de RMN de 'H a 300 MHz do composto 4-(azidometil)-5,7-
dihidroxi-2H-cromen-2-ona (4a) em DMSO-de..........cccvuriiiiieiiieiiieeiie e 145
Figura 86. Espectro de RMN de *C a 75 MHz do composto 4-(azidometil)-5,7-dihidroxi-2H-
cromen-2-ona (4a) €M DIMSO-de. ....ccceeeriiiiiiieiie et 145
Figura 87. Expansdo espectro de RMN de '*C a 75 MHz do composto 4-(azidometil)-5,7-
dihidroxi-2H-cromen-2-ona (4a) em DMSO-de........ccccovreeiiieiiieiiieeie et 146
Figura 88. Espectro de RMN de '3C a 300 MHz do composto 4-(azidometil)-2H-
benzo[/]cromen-2-ona (4b) em DMSO-de. ...c.eeevvriiiiiieiiicciee e 146

Figura 89. Espectro de RMN de 'H a 75 MHz do composto 4-(azidometil)-2H-
benzo[/]cromen-2-ona (4b) em DMSO-de. ...ccueeeviiiiiiiieiiieciieeee et 147



Figura 90. Espectro de RMN de 'H a 300 MHz do hibrido 1,3-bis((1-((5,7-di-hidroxi-2-o0xo-
2H-cromen-4-il)metil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil-pirimidina-2,4(1 H,3 H)-diona 7a em

Figura 91. Expansio do espectro de RMN de 'H a 300 MHz do hibrido 1,3-bis((1-((5,7-di-
hidroxi-2-oxo0-2H-cromen-4-il)metil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil-pirimidina-2,4(1 H,3 H)-diona
72 €M DIMS O, vttt sttt st 148
Figura 92. Espectro de RMN de 'H a 300 MHz do hibrido 1,3-bis((1-((5,7-di-hidroxi-2-0xo-
2H-cromen-4-il)metil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil-pirimidina-2,4(1 H,3 H)-diona 7a em
DMSO-ds com supressao do sinal referente & 4gUa. .........cceeoeeriereiiriieiiienieniece e 148
Figura 93. Expansio do Espectro de RMN de 'H a 300 MHz do hibrido 1,3-bis((1-((5,7-di-
hidroxi-2-oxo0-2H-cromen-4-il)metil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil-pirimidina-2,4(1 H,3 H)-diona
7a em DMSO-ds com supressao do sinal referente @ 4gua. ..........ccecveeiiriienieniencieeieeieee, 149
Figura 94. Expansio do espectro de RMN de 'H a 300 MHz do hibrido 1,3-bis((1-((5,7-di-
hidroxi-2-0x0-2H-cromen-4-il)metil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil-pirimidina-2,4(1 H,3 H)-diona
7a em DMSO-ds com supressdo do sinal referente @ 4gua. ..........cceccveveiiniienienieniecieeee e, 149
Figura 95. Espectro de RMN de '*C a 75 MHz do hibrido 1,3-bis((1-((5,7-di-hidroxi-2-oxo-
2H-cromen-4-il)metil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil-pirimidina-2,4(1 H,3 H)-diona 7a em
DIMISOmd6. vvenveeeeenieeiieieeeese ettt et ettt ettt e ettt et et e et e b e eae e te st e ete st et e st enteeneente et eneas 150
Figura 96. Espectro de RMN de 2D — COSY a 75 MHz do hibrido 1,3-bis((1-((5,7-di-hidroxi-
2-0x0-2H-cromen-4-il)metil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil-pirimidina-2,4(1 H,3H)-diona 7a em

Figura 97. Espectro de RMN de 2D — HMQC a 75 MHz do hibrido 1,3-bis((1-((5,7-di-
hidroxi-2-ox0-2H-cromen-4-il)metil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil-pirimidina-2,4(1 H,3 H)-diona
T2 €M DIMS O, .nvveeieieieeiieseeee ettt ettt ettt et a et et ettt sne et e neeaen 151
Figura 98. Espectro de RMN de 2D — HMBC a 75 MHz do hibrido 1,3-bis((1-((5,7-di-
hidroxi-2-0x0-2H-cromen-4-il)metil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil-pirimidina-2,4(1 H,3 H)-diona
T €M DIMSOA6 ettt ettt ettt ettt sttt et e et enteeneeneen 151
Figura 99. Espectro de RMN de 'H a 300 MHz do hibrido 1,3-bis((1-((2-ox0-2H-
benzo[/]cromen-4-il)metil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil))pirimidina-2,4(1 H,3H)-diona 7b em
DIMIS O . eenveeeienieeiieieeee ettt ettt ettt ettt ettt et e ettt e e ae et e n e e e ne e e e eneenteeneeneas 152
Figura 100. Expansdo do espectro de RMN de 'H a 300 MHz do hibrido 1,3-bis((1-((2-0xo-
2H-benzo[h]cromen-4-il)metil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)pirimidina-2,4(1 H,3 H)-diona 7b
€M DIMS O 06 .einvietie ettt ettt ettt ettt st et e teste et e e beeneenteeneenee s 152



Figura 101. Espectro de RMN de '*C a 75 MHz do hibrido 1,3-bis((1-((2-oxo0-2H-
benzo[/]cromen-4-il)metil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil )pirimidina-2,4(1 H,3H)-diona 7b em

Figura 102. Expansio do espectro de RMN de '*C a 75 MHz do hibrido 1,3-bis((1-((2-oxo-
2H-benzo[h]cromen-4-il)metil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)pirimidina-2,4(1 H,3 H)-diona 7b
€M DIMSO-A6. .eenviiieieiiieteee ettt ettt b et et st ea e sttt 153
Figura 103. Espectro de RMN de 'H a 300 MHz do hibrido 1-((1-((5,7-dihidroxi-2-oxo-2H-
cromen-4-il)metil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)pirimidina-2,4(1 H,3 H)-diona 8a em DMSO-dg.

Figura 104. Expansdo do espectro de RMN de 'H a 300 MHz do hibrido 1-((1-((5,7-dihidroxi-
2-0x0-2H-cromen-4-il)metil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil )pirimidina-2,4(1 H,3H)-diona 8a em
DIMIS O . ettt ettt bttt ettt eh et st eaees 154
Figura 105. Espectro de RMN de '*C a 75 MHz do hibrido 1-((1-((5,7-dihidroxi-2-ox0-2H-
cromen-4-il)metil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)pirimidina-2,4(1 H,3H)-diona 8a em DMSO-ds.

Figura 106. Expansdo do espectro de RMN de '*C a 75 MHz do hibrido 1-((1-((5,7-dihidroxi-
2-0x0-2H-cromen-4-il)metil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil )pirimidina-2,4(1 H,3H)-diona 8a em
DIMISO A6, ettt ettt et h ettt e b et s he e ea e et e et eeee 155
Figura 107. Espectro de RMN de 'H a 300 MHz do hibrido 1-((1-((2-oxo0-2H-
benzo[/]cromen-4-il)metil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)pirimidina-2,4(1 H,3H)-diona 8b em

Figura 108. Expansdo do espectro de RMN de 'H a 300 MHz do hibrido 1-((1-((2-oxo0-2H-
benzo[/]cromen-4-il)metil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)pirimidina-2,4(1 H,3H)-diona 8b em
DIMISO A6, ettt ettt ettt h et et ettt e a e et et eeee 156
Figura 109. Expansdo do espectro de RMN de 'H a 300 MHz do hibrido 1-((1-((2-oxo0-2H-
benzo[/]cromen-4-il)metil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)pirimidina-2,4(1 H,3H)-diona 8b em
DIMSOmd6. vvenveeneenieeiieieeeiese ettt ettt ettt ettt e et e b et e b e eae et e ne et e n e et st enteeneente et eneas 157
Figura 110. Espectro de RMN de '*C a 75 MHz do hibrido 1-((1-((2-oxo0-2H-
benzo[/]cromen-4-il)metil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil))pirimidina-2,4(1 H,3H)-diona 8b em
DIMISOmd6. vttt ettt ettt ettt et et e b te e te e neeeaeen e et ne et e eneenteeneenees 157
Figura 111. Expansio do espectro de RMN de '3C a 75 MHz do hibrido 1-((1-((2-ox0-2H-
benzo[/]cromen-4-il)metil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)pirimidina-2,4(1 H,3H)-diona 8b em
DIMISOmd6. vvenveeeeeniieiieieeiese ettt et ettt ettt ettt ettt et e st e te e ne et e n e et st enteeneente et eneas 158



Figura 112. Espectro de RMN de 'H a 300 MHz do hibrido 1-((1-((5,7-dihidroxi-2-oxo-2H-
cromen-4-il)metil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)-5-metilpirimidina-2,4(1 H,3H)-diona 8¢ em

Figura 113. Expansdo do espectro de RMN de 'H a 300 MHz do hibrido 1-((1-((5,7-dihidroxi-
2-0x0-2H-cromen-4-il)metil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)-5-metilpirimidina-2,4(1 H,3 H)-diona
8C €M DIMSOmd6.veeettiieeieeeeee ettt sttt st et 159
Figura 114. Espectro de RMN de '3C a 75 MHz do hibrido 1-((1-((5,7-dihidroxi-2-oxo-2H-
cromen-4-il)metil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)-5-metilpirimidina-2,4(1 H,3H)-diona 8¢ em
DIMISOmd6. ettt ettt st bttt ettt ettt ettt she et st enees 159
Figura 115. Expansdo do espectro de RMN de '*C a 75 MHz do hibrido 1-((1-((5,7-dihidroxi-
2-0x0-2H-cromen-4-il)metil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)-5-metilpirimidina-2,4(1 H,3 H)-diona
8C €M DIMISOmd6. vttt ettt st sttt 160
Figura 116. Espectro de RMN de 'H a 300 MHz do hibrido 1-((1-((2-oxo0-2H-
benzo[/]cromen-4-il)metil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)-5-metilpirimidina-2,4(1 H,3 H)-diona
8d €M DIMSO-d6. ..ottt sttt sttt 160
Figura 117. Expansdo do espectro de RMN de 'H a 300 MHz do hibrido 1-((1-((2-oxo0-2H-
benzo[/]cromen-4-il)metil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)-5-metilpirimidina-2,4(1 H,3 H)-diona
8d €M DIMS O, ettt ettt et ebeeaeas 161
Figura 118. Espectro de RMN de '3C a 75 MHz do hibrido 1-((1-((2-ox0-2H-
benzo[/]cromen-4-il)metil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)-5-metilpirimidina-2,4(1 H,3 H)-diona
8d €M DIMS O, ettt ettt st et ebeeaeas 161
Figura 119. Expansdo de espectro de RMN de *C a 75 MHz do hibrido 1-((1-((2-0x0-2H-
benzo[/]cromen-4-il)metil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)-5-metilpirimidina-2,4(1 H,3 H)-diona
8d €M DIMS O, ettt ettt st st 162
Figura 120. Espectro de RMN de 'H a 300 MHz do hibrido 1-((1-((7-metoxi-2-oxo-2H-
cromen-4-il)metil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)-5-metilpirimidina-2,4(1 H,3H)-diona 8e em
DIMISO A6, ettt ettt et h et ettt sat e et e e eeee 162
Figura 121. Expansdo do espectro de RMN de 'H a 300 MHz do hibrido 1-((1-((7-metoxi-2-
0x0-2H-cromen-4-il)metil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)-5-metilpirimidina-2,4(1 H,3H)-diona
8 €M DIMISO-06.. ettt ettt ettt ettt sttt neenteeneeneen 163
Figura 122. Espectro de RMN de '3C a 75 MHz do hibrido 1-((1-((7-metoxi-2-oxo-2H-
cromen-4-il)metil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)-5-metilpirimidina-2,4(1 H,3H)-diona 8e em
DIMIS O, ..ttt et et et b e e at e ht e et et et eee 163



Figura 123. Espectro de RMN de 'H a 300 MHz do hibrido 2-(((1-((5,7-dihidroxi-2-oxo-2H-
cromen-4-il)metil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)tio)pirimidin-4(3 H)-ona 8f em DMSO-de.... 164
Figura 124. Expansdo do espectro de RMN de 'H a 300 MHz do hibrido 2-(((1-((5,7-
dihidroxi-2-ox0-2H-cromen-4-il)metil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)tio)pirimidin-4(3 H)-ona 8f
€M DIMS O-A6. ettt ettt ettt ettt et entesteeteeae st e eneeneeeneeneen 164
Figura 125. Expansdo do espectro de RMN de 'H a 300 MHz do hibrido 2-(((1-((5,7-
dihidroxi-2-ox0-2H-cromen-4-il)metil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)tio)pirimidin-4(3 H)-ona 8f
€M DIMS O-06. eeinvieiieiieiiee ettt ettt ettt et et ententeebe et enteeneeneeeneeneens 165
Figura 126. Espectro de RMN de '3C a 75 MHz do hibrido 2-(((1-((5,7-dihidroxi-2-oxo-2H-
cromen-4-il)metil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)tio)pirimidin-4(3 H)-ona 8f em DMSO-ds.... 165
Figura 127. Expansdo do espectro de RMN de *C a 75 MHz do hibrido 2-(((1-((5,7-
dihidroxi-2-ox0-2H-cromen-4-il)metil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)tio)pirimidin-4(3 H)-ona 8f
€M DIMS O-06. vvenvietieieeiiete ettt ettt ettt ettt et et ententeeteereenbeeneenteeneeneens 166
Figura 128. Espectro de RMN de 'H a 300 MHz do hibrido 1-((1-((5,7-dihidroxi-2-oxo-2H-
cromen-4-il)metil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)-3,7-dimetil-3,7-dihidro-1 H-purina-2,6-diona
92 €M DIMS O, +nvveeeeeieiieeiee ettt ettt ettt ettt ettt et ettt sreeaeeneeneen 166
Figura 129. Expansio do espectro de RMN de 'H a 300 MHz do hibrido 1-((1-((5,7-dihidroxi-
2-0x0-2H-cromen-4-il)metil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)-3,7-dimetil-3,7-dihidro-1 H-purina-
2,6-d10Na 92 €M DIMSO-d6. ...cnvvviiiiiieeceiee et eare e 167
Figura 130. Expansdo do espectro de RMN de 'H a 300 MHz do o hibrido 1-((1-((5,7-
dihidroxi-2-ox0-2H-cromen-4-il)metil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)-3,7-dimetil-3,7-dihidro-

1 H-purina-2,6-diona 92 €m DIMSO-de. .......cccviieiieiiiiiiie ettt 167
Figura 131. Espectro de RMN de '*C a 75 MHz do hibrido 1-((1-((5,7-dihidroxi-2-ox0-2H-
cromen-4-il)metil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)-3,7-dimetil-3,7-dihidro-1 H-purina-2,6-diona
92 €M DIMS O, vttt et sttt 168
Figura 132. Expansio do espectro de RMN de '3C a 75 MHz do hibrido 1-((1-((5,7-dihidroxi-
2-0x0-2H-cromen-4-il)metil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)-3,7-dimetil-3,7-dihidro-1 H-purina-
2,6-d10N8 92 €N DIMSOA6. ettt e e 168
Figura 133. Expansdo do espectro de RMN de '*C a 75 MHz do hibrido 1-((1-((5,7-dihidroxi-
2-0x0-2H-cromen-4-il)metil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)-3,7-dimetil-3,7-dihidro-1 H-purina-
2,6-d10N2 92 €M DIMSO-6......uvviiiiiiiiieeieeeeeeee ettt e e e e eeare e 169
Figura 134. Expansdo do espectro de RMN de '3C a 75 MHz do hibrido 1-((1-((5,7-dihidroxi-
2-0x0-2H-cromen-4-il)metil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)-3,7-dimetil-3,7-dihidro-1 H-purina-
2,6-d10N8 92 €11 DIMISO A6 .eeveieeiiiieieieeeeeeeeeee ettt eeeeaee s 169



Figura 135. Espectro de RMN 2D — HMQC a 75 MHz do hibrido 1-((1-((5,7-dihidroxi-2-oxo-
2H-cromen-4-il)metil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)-3,7-dimetil-3,7-dihidro- 1 H-purina-2,6-
diona 92 €M DMSO-d6, ..c..eeueeiiiiiieiiiiertese ettt ettt ettt 170
Figura 136. Espectro de RMN de 'H a 300 MHz do hibrido 3,7-dimetil-1-((1-((2-ox0-2H-
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1. INTRODUCAO

O desenvolvimento de farmacos pode ser descrito como um processo de identificacao
de entidades quimicas com potencial para se tornarem agentes terapéuticos. Existe uma
necessidade pela descoberta de medicamentos que possam substituir alguns dos existentes,
porém a custos menores ¢ dotados de menos efeitos adversos, além de suprir a demanda para
doengas inadequadamente atendidas pelas terapias disponiveis (DECKER; SAUSVILLE,
2007). Neste aspecto, a sintese organica tem contribuido significativamente, sendo
responsavel por grande parte dos farmacos existentes no mercado farmacéutico
(MENEGGATI, 2001; NEWMAN; CRAGG, 2010), promovendo nao somente a criagdo de
moléculas totalmente inéditas, mas também a modificacdo de moléculas naturais ou sintéticas
com atividade bioldgica ja conhecida. Mas a busca por novas moléculas bioativas pode
envolver varias areas do conhecimento, e neste contexto, a biotecnologia também incorporou
essa demanda em uma de suas subdivisdes, conhecida como a biotecnologia vermelha. A
biotecnologia vermelha agrupa todos os usos da biotecnologia que se relacionam com a
medicina, desde a producdo de vacinas e antibidticos, o desenvolvimento de novos farmacos,
técnicas moleculares de diagnosticos, entre outras ferramentas para fins terapéuticos
(KAFERSKI, 2012; GRACIANO et al., 2019).

A procura por substancias ativas ¢ centrada em torno da descoberta de compostos com
propriedades medicinais especificas, incluindo o desenvolvimento de anadlogos mais eficazes e
mais seguros do que os compostos ja existentes. Isto normalmente envolve a sintese e o teste
de centenas de compostos até encontrar aquele, ou aqueles (hits) que apresentem as
propriedades farmacolégicas esperadas. Considera-se que para cada 10.000 compostos
sintetizados, apenas um seja apropriado para uso medicinal (THOMAS, 2007). O
desenvolvimento de um novo medicamento comeca na bancada de laboratorios de
universidades, centros de pesquisa e empresas farmacéuticas, passando por todas as etapas de
ensaios in vitro € in vivo, € posteriormente as etapas de ensaios clinicos para uma eventual
liberagdo dos 6rgaos reguladores, e entao entrada no mercado. Ou seja, ¢ um caminho longo e
arduo, e que envolve altos investimentos (CHEN et al., 2018). Visando uma redu¢do de custos
e tempo, uma das estratégias para se obter novas substancias ativas consiste em modificar
quimicamente moléculas de farmacos ja conhecidos, e entdo testa-las nos mesmos moldes das
moléculas de partida, em um modelo conhecido como bioisosterismo (LIMA; BARREIRO,

2005). Em muitos casos obtém-se melhoramentos significativos na eficacia terapéutica
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Um levantamento publicado em 2020, cobrindo o periodo de 1981 a 2019, verificou
que dos 1394 medicamentos aprovados pela agéncia federal do Departamento de Satde e
Servigos Humanos dos Estados Unidos (FDA), e considerados de baixa massa molecular
(<500 u), 5,1% sao moléculas naturais que ndo sofreram modificacdo, 1% sdo medicamentos
botanicos (materiais vegetais, que podem incluir materiais de plantas, algas, fungos
macroscopicos ou combinagdes dos mesmos), 27,5% sdo derivados de produtos naturais,
14,8% sao obtidos por sintese e mimetizam produtos naturais, 4,7% s3o de origem sintética
contendo farmacoforos de origem natural, 15,7% sdo sintéticos contendo farmacoforo de
origem natural e que mimetizam um produto natural e 33,3% sdo drogas sintéticas
(NEWMAN; CRAGG, 2020).

Uma constatagdo interessante a respeito da estrutura molecular dos medicamentos
comercializados no mundo, ou ainda aquelas moléculas candidatas a firmacos que estao sob
testes pré-clinicos ou clinicos, ¢ a presenca de nucleos heterociclicos, sendo que os
heterociclicos nitrogenados estdo entre os componentes estruturais mais significativos,
respondendo por cerca de 59% dos medicamentos de baixa massa molecular (<500 u)
aprovados pela FDA (VITAKU; SMITH; NJARDARSON, 2014).

Os nucleos heterociclicos sdo estruturas ciclicas com pelo menos um atomo diferente
do carbono, em geral nitrogénio, oxigénio e enxofre (BALABAN et al., 2004). Dentre os
nucleos heterociclicos, pode-se destacar as pirimidinas, que sdo encontradas em compostos
naturais e apresentam significante atividade bioldgica (JAIN et al., 2016). Como exemplos de
compostos naturais contendo o nucleo pirimidinico temos a uracila, que apresenta diversas
atividades biologicas, sendo as atividades antiviral e antitumoral as mais relatadas para seus
andlogos (KUMAR et al., 2012). Um exemplo representativo de um analogo da uracila com
atividade medicinal ¢ a fluoruracila (também denominda 5-fluoruracila ou 5-FU), o qual ¢ um
agente antineoplasico aprovado pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, a Anvisa, bem
como pela FDA e a Agéncia Europeia de Medicamentos (EMA).

Cumarinas também s3o compostos heterociclicos, de origem natural, produzidas pelo
metabolismo secundario, que estdo presentes em diversas partes de plantas, como em raizes,
flores e frutos de algumas familias de Angiospermas (RIBEIRO; KAPLAN, 2002; SARKER;
NAHAR, 2017). A atividade medicinal da cumarina ¢ representada pelas a¢des antitussigena e
broncodilatadora atribuidas a cumarina, sendo esta a molécula presente em maior
concentra¢do no extrato de guaco, comercializado na forma de chas e xaropes como produtos
fitoterapicos e aprovados pela Anvisa (CZELUSNIAK et al., 2012). Outro exemplo

representativo € a varfarina, molécula derivada da cumarina que possui atividade clinicamente
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comprovada como anticoagulante e antitrombdtica, e ¢ aprovada pela Anvisa.

Além das atividades bioldgicas apresentadas, as cumarinas apresentam propriedades
(in vitro) tais como antiviral, anti-inflamatoria, antibacteriana e antineoplasica, demostrando
ser um nucleo interessante na obtengdo de novos compostos bioativos (BISI et al.; 2017,
IBRAR et al., 2018). Nos ultimos anos, tem sido relatada a sintese de derivados de cumarina
conjugados com 1,2,3-triaz6is, sendo que esses apresentam bioatividade (ZHANG et al.,
2014). Ha trabalhos que relatam atividade antineoplésica pela indu¢do de apoptose atribuida a
esse tipo de sistema (DUAN et al., 2013).

A incorporagdo de compostos heterociclicos, como por exemplo, 1,2,3-triazdis, como
unidades de ligagdo (linkers) entre dois farmacéforos, resultando em substancias bifuncionais,
mostra-se util na constru¢ao de moléculas bioativas (PALASZ; CIEZ, 2015). Os 1,2,3-triaz6is
tém facil obtengdo sintética por meio de reagdes de cicloadicao 1,3-dipolar entre azidas e
alcinos, e apresenta diversas atividades biologicas, que incluem antibacterianas, fungicida,
anticonvulsivante e antitumorais (KRALJEVIC ef al., 2016).

Considerando que o aprimoramento de moléculas naturais a posteriores andlogos ¢
uma cléssica evolugdo na producdo e inovagdo tecnoldgica de farmacos (MONTANARI;
BOLZANI, 2001; CRAGG; NEWMAN, 2013), bem como a necessidade de novos compostos
bioativos, buscamos o desenvolvimento e a diversificacdo estrutural de moléculas com
potencial atividade antineoplédsica. Os compostos propostos sdo baseados no nucleo dos
compostos uracila e cumarina cujas estruturas quimicas encontram-se em diversos compostos
naturais ¢ biotivos. Adicionalmente, visamos a diversificagdo estrutural contando com o
nucleo heterociclico triazdlico. Além disso, como complemento a sintese, as atividades
antiproliferativa e antitumoral dos compostos obtidos foram avaliadas frente ao cultivo de

células tumorais e ndo tumorais, visando obter conhecimentos de seu efeito bioldgico.
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2. OBJETIVOS

2.1

OBJETIVO GERAL

O principal objetivo desse estudo ¢ a sintese de série de compostos inéditos baseados

nos nucleos da uracila e cumarina hibridizados pela unidade heterociclica 1,2,3-triazol, e

posteriormente avalid-los quanto a atividade antineoplésica, utilizando cultivos de células

tumorais e nao tumorais, visando obter conhecimentos do efeito bioldgico desses compostos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a)

b)

d)

Obter compostos derivados da uracila com modifica¢des estruturais nas posi¢des N-1,
N-3 e C-5. Entre as modificagdes propostas estdo mono- e di-propargilacdo nas
posicdes N-1 e N-3 do anel da uracila, com posterior reacdo de cicloadi¢do catalisada
por Cu(l) entre esses produtos e azidas derivadas da cumarina, obtendo-se, assim,
compostos hibridos ligados por meio de nucleos triazolicos.

Caracterizar as estruturas dos compostos sintetizados por métodos espectroscopicos
como ressonancia magnética nuclear (RMN) de 'H e °C e métodos espectrométricos
como espectrometria de massas de alta resolucao.

Avaliar a viabilidade celular frente ao efeito bioldgico dos compostos propostos em
ensaio MTT, em culturas de células humanas tumorais Hep-2 (carcinoma de laringe),
A549 (pulmao), HCT116 (colorretal) e ndo tumoral HaCat (queratindcitos).

Realizar estudos de predicao de toxicidade in silico, selegao de possivel alvo biologico
e docking molecular para os compostos que apresentarem atividade bioldgica mais

promissora nos ensaios MTT.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Na busca por novos compostos bioativos algumas estratégias tém sido empregadas
para otimizar o processo €, nesse contexto, tem-se a hibridizagdo molecular, que consiste na
unido de dois ou mais farmacdforos em um nico esqueleto molecular. Esta estratégia busca o
desenvolvimento de novas moléculas que apresentem multiplas atividades bioldgicas, perfil
de seletividade modificado, mecanismos de acdo diferentes ou duais e a redugao dos efeitos
adversos indesejados. Tais moléculas podem também ser modificadas para exibir uma
farmacocinética favoravel (SANDHU et al., 2014).

Desta forma, neste projeto buscou-se integrar as propriedades farmacoldgicas de duas
moléculas naturais, a uracila e a cumarina, bem como seus derivados, no desenvolvimento de
novas moléculas hibridas. Para a unido destes dois blocos farmacoforicos foi pensado o uso
do nucleo triazdlico como unidade de ligacdo, ja que o sistema triazolil cumarina tem sido
relatado com uma importante atividade antineoplasica (ZHANG et al., 2014; DUAN et al,
2013), da mesma forma que o sistema triazolil uracila (LU et al., 2019). As novas moléculas
propostas no presente trabalho foram idealizadas com o propdsito de apresentarem atividade
antitumoral.

Assim, para uma melhor contextualizacdo das estruturas quimicas que fazem parte das
moléculas hibridas obtidas neste trabalho serdo abordados nesta revisdo bibliografica a
importancia, a origem, os principais métodos de sintese e as atividades biologicas dos
analogos dos nucleos heterociclicos que compdem os compostos de interesse. Por fim,
abordaremos algumas consideragdes sobre o cancer, apresentando as mais recentes
estimativas sobre o numero de casos que reforcam a importancia da busca de novos

compostos bioativos com atividade antineoplésica.

3.1 PIRIMIDINAS: URACILA

As pirimidinas s3o uma classe de compostos constituidos de um anel heterociclico de
seis membros com atomos de nitrogénio nas posi¢cdes N-/ e N-3 (Figura 1). Estdo amplamente
presentes na estrutura de moléculas naturais, e podemos citar como exemplos as bases
nitrogenadas citosina, timina e uracila, as quais fazem parte da estrutura dos nucleotideos, que
sao os blocos de construgdo do DNA e RNA. Como consequéncia, esses compostos t€m
importancia quimica e farmacoldgica consideravel (KRALJEVIC et al., 2014).

Com respeito a uracila (Figura 1), esta apresenta uma estrutura considerada versatil na
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descoberta de compostos com uma grande variedade de atividades bioldgicas, devido a
acessibilidade e capacidade sintética para conferir a substancia propriedades a partir de
modificagdes estruturais nas posi¢des N-1, N-3, C-5 e C-6 (KUMAR et al., 2012; PALASZ et.
al., 2015).

Figura 1. Estrutura molecular da pirimidina e da uracila com indicagdo das posi¢oes de
substituicao.

posigdo N-3 % (o) o Cos
posigéo C-
NZ oAl e
/E Ny

s |
N Oé\z % posigdo C-6

posicdo N-1

pirimidina
uracila

Fonte: a autora.

Como comentado anteriormente, a 5-fluorouracila (5-FU, Figura 2), a qual ¢ uma
molécula derivada da uracila, ¢ empregada no tratamento paliativo de tumores malignos como
o de colon, mama, ovario e bexiga, entre outros. O farmaco inibe as enzimas de replicagdo do
RNA, eliminando assim a sua sintese e inibindo o crescimento de células tumorais. Embora o
5-FU tenha sucesso clinico, ainda busca-se a obtengao de derivados que possam reduzir seus
efeitos adversos, como curto tempo de meia-vida, baixa seletividade e efeitos tdxicos
(PALASZ; CIEZ, 2015).

O potencial dos compostos derivados da uracila esta ligado a possibilidade de serem
utilizados como antagonistas nas vias biossintéticas das nucleobases de pirimidina ou em
outros processos importantes, competindo pelos mesmos locais de ligagdo dos compostos que
ocorrem naturalmente (ACCETTA et al., 2009). Esses compostos tém recebido atengdo de
cientistas e da industria farmacéutica devido a gama de atividades bioldgicas apresentadas por
seus derivados sintéticos, tais como: antiviral, antitumoral, entre outras. Outros exemplos de
farmacos que apresentam derivados do ntcleo pirimidinico e uracila s3o o aciclovir,

zidovudina, capecitabina e gemcitabina, mostrados na Figura 2 (SKIBA; KOWALSKI, 2015).
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Figura 2. Estruturas quimicas de farmacos que apresentam bases nitrogenadas.
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Fonte: adaptado de SKIBA; KOWALSKI, 2015.

3.2 CUMARINAS

As cumarinas (Figura 3), também conhecidas como benzopiran-2-onas, sdo uma classe
de compostos naturais resultante do metabolismo secundario, que estao presentes em diversas
partes de plantas, como em raizes, flores e frutos de algumas familias de Angiospermas
(RIBEIRO; KAPLAN, 2002; SARKER; NAHAR, 2017) e que possuem perspectivas
terapéuticas promissoras. O primeiro relato do isolamento e identificagdo da cumarina foi
reportado em 1820, a qual foi extraida das sementes da arvore popularmente chamada de

cumaru, pertencente a espécie Dipteryx odorata, uma arvore nativa da regido amazonica.
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Figura 3. Estrutura quimica bésica da cumarina e posi¢des comuns de susbtituicao.
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Fonte: a autora.

A extensa gama de atividades farmacoldgicas apresentada pelas cumarinas e seus
derivados depende basicamente do padrao de substituicdo no seu nucleo basico. Essas
atividades incluem: antibacteriana, antimutagénica, antioxidante, anti-inflamatoria,
anticoagulante, antitrombdtica, antileishmanial, vasodilatadora e antitumoral (BISI et al.,
2017; IBRAR et al., 2018; ASHOK et al., 2018; GONCALVES et al., 2020). Como exemplo
de derivados cumarinicos que chegaram as prateleiras das farmacias temos a varfarina
(anticoagulante), carbocromeno (doenga coronariana), femprocumona (anticoagulante) e
novobiocina (antibidtico), mostrados na Figura 4 (SANDHU et al., 2014). Além disso, os
membros deste grupo apresentam aplicagdes como componentes em fragrancias, perfumes,
aditivos alimentares, cosméticos e agroquimicos (BOSE; RUDRADAS; BABU, 2002; CAO
et al., 2019) e também exibem propriedades tinicas de fluorescéncia que podem ser utilizadas
para diversas aplicagdes fotonicas, desde tinturas a laser até sensores e dispositivos emissores
de luz (DUAN et al., 2020). As propriedades fotofisicas dos derivados cumarinicos, tais como
o comprimento de onda de absorc¢ao e emissdo, e o rendimento quantico de fotoluminescéncia
(PLQY) também dependem fortemente da natureza e da posi¢do dos substituintes. A presenca
de grupos doadores de elétrons na posicdo C-7 e/ou grupos retiradores de elétrons na posicao
C-3 das cumarinas alteram seu comportamento Optico devido a ressondncia e efeitos indutivos

(YU et al., 2017).



32

Figura 4. Estrutura de farmacos contendo o nucleo cumarinico.
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Fonte: adaptado de SANDHU et al. 2014.

As cumarinas podem ser preparadas a partir de diferentes estratégias, que incluem
principalmente as reagdes de Pechmann, Perkin, Knoevenagel, Reformatsky e Witting
(PROSUIS et al., 2014). Das reagoes citadas, a reagdo de condensagdo de Pechmann,
reportada em 1883 pelos quimicos alemdes Hans Von Pechmann e Carl Duisberg (VON
PECHMANN; DUISBERG, 1883), ¢ uma das metodologias mais simples e versateis na
obtencao dessa classe de compostos (DEGROTE et al.,2014). O método consiste na
condensagao de um fenol com um [-cetoéster promovida por catilise acida, levando a
cumarinas substituidas na posi¢cdo C-4, e em geral, em bons rendimentos. O progresso e curso
dessa reagdo dependem da natureza dos fenois, dos B-cetoésteres e do catalisador (HERAVI,
KHAGHANINEJAD; MOSTOFI, 2014). A rea¢do de condensagdo de Pechmann é uma
reagdo one-pot que acredita-se seguir trés etapas; substitui¢do aromatica eletrofilica (SgAr),
transesterificacdo (TE) e desidratagdo (eliminagao de uma molécula de H>O). No entanto, a
ordem das etapas pode variar, como mostrado na Figura 5 (TYNDALL; WONG;
VANALSTINE-PARRIS, 2015).
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Figura 5. Possiveis ordens para as etapas de condensacdo de Pechmann do fenol com um
B-cetoéster.

Esquema 1
1
R1OHO R1 0 R
-H,0 NS TE X
U
ZoH ZNoH 0~ Yo
SEAr
O o
\
2.1l
R 0|-|+ R1Jl\/u\0Et
TE
Esquema 2
R1
R'OH
A O O SN N X
R2-- SeAr Rzt (-H;0) R*r
—_— —_—
Z OJI\/U\R1 "o N0 N

Fonte: adaptado de TYNDALL; WONG; VANALSTINE-PARRIS, 2015.

Diversos catalisadores foram descritos para esta transformac¢do (PROSUIS et al.,
2014), tais como: H>SO4 InCl;, AICl;, POCIls, TiCls, Bi(NO3)3;.5H2O, 4acido
p-toluenossulfonico (PTAS), ZrCls (DANDRIYAL et al., 2016). Entretanto, alguns
apresentam desvantagens, tais como condigdes acidas muito fortes que limitam a tolerancia ao
grupo funcional, reagentes toxicos/solventes ou catalisadores, grandes quantidades de
catalisadores com alto custo, e dificuldade na recuperagdo do catalisador (LI; QI; HUANG,

2016).

3.3 NUCLEO HETEROCICLICO 1,2,3-TRIAZOL

Os 1,2,3-triazdis (Figura 6) sdo anéis de 5 membros contendo 3 atomos de nitrogénio
vicinais. Sdo de origem exclusivamente sintética, pois ¢ muito dificil para os sistemas
bioquimicos produzirem moléculas com trés atomos de nitrogénio vizinhos em um arranjo

ciclico (PENG; ZHU, 2003).
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Figura 6. Estrutura quimica dos tautdmeros do 1,2,3-triazol presentes no equilibrio.
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Fonte: adaptado de MELO et al. 2006.

A reagao de cicloadig¢dao 1,3-dipolar de azidas frente a alcinos ¢ uma metodologia
classica para a sintese de 1,2,3-triaz6is. Entretanto, quando essa reagdo ¢ realizada sem o
emprego de catdlise ela requer longos tempos reacionais e altas temperaturas para ocorrer.

Além disso, ndo ¢ regiosseletiva e leva a formagao de regioisomeros 1,4 ¢ 1,5-dissubstituidos

(Figura 7).

Figura 7. Cicloadigao 1,3-dipolar de azidas e alcinos sem catalise.
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Fonte: adaptado de HEIN; FOKIN, 2010.

A aplicabilidade desta reagdo comegou a mudar quando estudos realizados
concomitantemente pelos grupos de Meldal e de Sharpless, em 2002, mostraram que a
utilizacdo de Cu(I) acelerava a reagdo devido a mudangas no mecanismo reacional (FREITAS
et al., 2011). Essa metodologia ficou conhecida como CuAAC (do inglés: Copper-catalyzed
azide-alkyne cycloaddition) e permite a reacdo entre uma ampla gama de azidas organicas e
alcinos terminais levando exclusivamente a 1,2,3-triazéis 1,4-dissubstituidos. A
transformacao ocorre em condigdes muito mais brandas, podendo ocorrer a temperatura
ambiente, sem o uso de solventes, ou em solventes considerados ambientalmente seguros
como agua e etanol, e proporcionando os produtos desejados em altos rendimentos (Figura 8)
(HEIN; FOKIN, 2010). Dessa forma, essa reacdo se enquadra nos critérios de uma reagao
click, termo proposto por Kolb, Finn e Sharpless, no qual a reacdo deve ser
termodinamicamente favoravel, seletiva, proporcionar altos rendimentos, empregar materiais

de partida estaveis e solventes nao toxicos (KOLB; FINN; SHARPLESS, 2001).
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Figura 8. Cicloadiacdo de azidas frente a alcinos catalizada por Cu(I) (CuAAC).
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Fonte: a autora.

Outros métodos para a sintese desses compostos sdo a ciclizagdo intramolecular de
bis-hidrazonas ou bis-semicarbazidas, ciclizacdo [2N + 1N], ciclizagdo de triazinas, ou ainda a
partir da modificagdo de outros heterociclicos (MELO et al., 2006).

Os 1,2,3-triazdis sdo nucleos interessantes em drug discovery devido a sua facil
obtencdao sintética e ampla gama de atividades bioldgicas, que incluem atividades
antibacterianas, fungicida, anticonvulsivante e antitumorais. As caracteristicas estruturais dos
potenciais triazdis bioativos incluem estabilidade a degradagdo metabolica devido a
resisténcia a transformagdes bioldgicas como oxidacdo, reducdo e hidrolise 4cida e basica,
alta seletividade e capacidade de ligacdes de hidrogénio que podem ser favoraveis na ligacao
de alvos biomoleculares (KRALJEVIC et al., 2016). Na Figura 9 sdo apresentadas as
estruturas de trés farmacos comercias contendo o nucleo triazolico e trés exemplos de
moléculas que também possuem o nucleo triazolico em sua estrutura e apresentaram atividade

antitumoral.

Figura 9. Farmacos comerciais contendo o nucleo triazolico em sua estrutura, ¢ exemplos de
moléculas que apresentam atividade antitumoral.
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Fonte: a autora.
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O anel triazolico possui similaridades com as ligagdes amidicas em termos de
comprimento de ligacdo, planaridade e centros doadores e receptores de hidrogénio, sendo
assim considerado um bioisostero da fun¢do amida (Figura 10). Por consequéncia, uma série
de compostos bioativos contendo o nucleo 1,2,3-triazol em substituicdo a amida demonstram

atividade biologica (Bl et al., 2018; DHEER; SINGH; SHANKAR, 2018).

Figura 10. Triazol como bioiséstero da fungdo amida.
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Fonte: a autora.

Como exemplo desse efeito, pode-se citar a substitui¢do bioisostérica do grupo amida
por um anel triazolico na estrutura do fairmaco Imatinibe, como mostrado na Figura 11. A
substituicdo levou a um aumento na citotoxicidade do composto frente a linhagem K562
(leucemia) (MALIK et al., 2020). Além disso, os triazdis também tém sido aplicados como

isosteros de ligacdes duplas (KRISTAFOR et al., 2015).
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Figura 11. Substituicdo bioisostérica de uma amida por um anel triazdlico levando a uma
maior citotoxicidade do composto frente a linhagem de células K562 (leucemia).
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Fonte: adaptado de MALIK et al. 2020

3.4 ATIVIDADE BIOLOGICA DE COMPOSTOS DERIVADOS DA URACILA E DE
COMPOSTOS CONTENDO O NUCLEO 1,2,3-TRIAZOILCUMARINA

Como previamente discutido, a uracila apresenta uma abrangente e pronunciada
atividade bioldgica, fazendo parte da estrutura de firmacos conhecidos (Figura 2). Da mesma
forma, as cumarinas também apresentam pronunciada atividade bioldgica (Figura 4). Sendo
assim, nesta se¢do serdo apresentados exemplos de estudos de atividade antineoplasica de
compostos derivados da uracila e cumarinas, incluindo compostos que apresentam o nucleo
1,2,3-trazoélico.

Zhang e coautores (ZHANG et al., 2014) sintetizaram uma série de
4-(1,2,3-triazol-1-il)cumarinas conjugadas e avaliaram a atividade antitumoral in vitro frente a
trés linhagens de células tumorais humanas, incluindo células do carcinoma de mama
estrogénio dependente (MCF-7), células do carcinoma de colon (SW480), e células do
carcinoma de pulmao (A549). Neste estudo foram avaliados o efeito da variabilidade dos
grupos substituintes na posi¢do C-4 do anel 1,2,3-triazolico, bem como nos grupos
substituintes no anel aromatico e nas posi¢des C-6 e C-7 da cumarina. As atividades
provenientes dos compostos Z1-Z13 foram comparadas a atividade da doxorrubicina, a qual

foi escolhida como farmaco controle (Tabela 1). Nos ensaios in vitro de viabilidade celular,
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em que foi empregado o ensaio de reducdo do MTT, a maioria dos compostos sintetizados

apresentaram atividade antitumoral, principalmente frente a linhagem de carcinoma de

pulmao A549 (Tabela 1).

Dentre os compostos avaliados, os compostos Z8, Z9 e Z13 (Tabela 1) foram os que

apresentaram os melhores resultados quanto ao valor de ICso frente a linhagem A549. O

composto 8 com um ICso = 0,88 uM, o composto 9 com ICsp = 0,66 uM e o composto Z13, o

qual apresentou o menor valor, com um ICsy =

apresentado pelo farmaco controle (ICso = 1,65 uM).

0,52 uM, todos foram inferiores ao

Tabela 1. Inibicdo in vitro do crescimento de células tumorais promovida pelos
compostos Z1-7Z.13.

R?
o7
N
R2
X
Rmo
Z1-Z13
Composto Substituinte  Substituinte  Substituinte 1Cso (uM)?
(R ®) R MCEF-7 SW480 A549

71 0-COOCH; Br H 34,1422 20,23 +£3,4 525+0,24
72 0-Br Br H 289113 20,13 +£1,7 8,43+ 0,51
73 2-OH Br H 24,82 + 0,89 19,14 £ 3,3 7,94+34
74 p-CH2CH3 Br H 12,67+ 1,4 10,82 + 0,6 11,58 +£0,36
Z5 p-Br Br H 1,92+0,71 1,31£32 2447425
76 p-NH» Br H 2,04 £1,1 2,09+0,13 11,85+ 0,24
77 p-CF3 Br H 11,41 +2,3 3,09+2,0 1,62+ 1,1
78 p-F Br H 7,00 £ 0,25 1,77+ 0,03 0,85+ 0,09
79 p-COOCH3; Br H 3,13+£0,24 3,62+0,25 0,66 + 0,03
710 F H H 5,84 +0,22 5,84+ 0,22 3,82+ 0,40
711 F OCH; H 8,56 + 0,23 2587+ 1,4 3,15+0,39
712 F OH H 4,62 + 0,65 2,72 +£0,30 2,01+£0314
713 F H OCH; 5,89+0,14 1,99 £ 0,38 0,52 +0,21

doxorrubicina 3,51+0,31 2,43+£0,25 1,65+ 0,09

# Atividade inibidora determinada por exposi¢@o das células aos compostos pelo periodo de 48 h, e expressa como a

concentragdo necessaria para inibir a proliferagdo de células tumorais em 50% (ICso). SD, desvio padrio (n = 3).

Fonte: ZHANG

et al. 2014



39

Por fim, os compostos 4-(1,2,3-triazol-1-il)cumarinas se mostraram citotoxicos frente
as demais linhagens de células que foram testadas, sendo que os melhores resultados foram
obtidos pelo composto Z5 com ICso = 1,92 uM frente as células MCF-7 e ICso = 1,31 uM
frente as células SW480 (Tabela 1).

Pingaew e colaboradores (PINGAEW et al., 2014) sintetizaram onze moléculas
hibridas derivadas de chalconas e cumarinas, as quais foram ligadas por um anel 1,2,3-
triazolico obtido a partir de uma reagdo click. Neste estudo os autores submeteram as
moléculas sintetizadas a avaliacdo das atividades antimaldrica e citotoxica in vitro frente a
quatro linhagens de células tumorais: HuCCA-1 (colangiocarcinoma), HepG2 (carcinoma
hepatocelular), A549 (pulmao), MOLT-3 (leucemia linfobléstica), e também as células Vero,
as quais sdo uma linhagem nao tumoral isoladas a partir de células epiteliais renais do macaco
verde africano Cercopithecus aethiops. Como apresentado na Tabela 2, os ensaios de
citotoxicidade demonstraram que a maioria dos compostos obtidos nesse estudo foram
citotoxicos frente a linhagem de células MOLT-3. Em particular, a chalcona-cumarina P16 foi
o composto com maior atividade citotoxica (ICso= 0,53 uM). Os compostos P10, P11, P16 ¢
P18 apresentaram alta citotoxicidade frente a linhagens de células HepG2, a qual foi superior
a apresentada pelo farmaco controle, o etoposideo. O composto P16 foi o mais potente frente
a esta linhagem de células (ICso = 4,26 uM), porém apresentou toxicidade frente as células
ndo tumorais (Vero). Ja o anélogo P11 apresentou a segunda maior atividade frente a HepG2
com ICso de 8,18 uM e sem toxicidade frente a linhagem de células Vero. Em relagdo a
atividade antimalarica, os autores relatam que o composto P18 exibiu a atividade mais

pronunciada, com ICso de 1,60 uM, e sem afetar as células nao tumorais (Figura 13).
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Tabela 2. Atividade citotoxica (ICso, uM) dos compostos hibridos (P9-P19) frente as
linhagens de células tumorais HuCCA-1 (colangiocarcinoma), HepG2 (carcinoma
hepatocelular), A549 (pulmao), MOLT-3 (leucemia linfoblastica) e ndo tumoral Vero.

o o
XN X Xy N=N XN Xy N=n
MeO—-B | A_N\/S MeO—rB | AN
Z Z = Z Z \%H
o

o O
o
I o
P9-P14 ( P15 - P19
Composto Substituinte no Substituinte no Linhagem de células tumorais Vero
Anel-A Anel-B ICso (UM)
HuCCA-1*  HepG2* A549%* MOLT-3*

P9 3’-triazolil  3°,4’-diOMe 33,37 + 0,84 NC NC 3,13+£0,11 NC
P10 3’-triazolil  2°,3’-diOMe 11,13+ 0,40 15,70+2,00 31,40+ 1,00 5,16+0,69 35,03
P11 4’-triazolil  2°,3°-diOMe 4,81 +£0,81 8,18+0,76 7,95+3,04 NC NC
P12 3’-triazolil  2°,3’,4’-triOMe NC NC NC 3,80+0,28 NC
P13 4’-triazolil  2°,3°,4’-triOMe NC NC NC 22,50+3,63 NC
P14 4’-triazolil  2°,3°,5’-triOMe NC NC NC 79,49 £ 1,44 NC
P15 3’-triazolil  3’,4’-diOMe 38,57+ 1,48 NC NC 391+0,34 NC
P16 3’-triazolil  2°,3’-diOMe 2,36 +0,14 4,26+0,29 18,06+1,07 0,53+0,08 3,91
P17 3’-triazolil 2’,3’,4’-triOMe 6,13 + 0,06 NC NC 1,13+£0,18 NC
P18 4’-triazolil  2°,3’,4’-triOMe NC 22,85+0,51 NC 12,33+ 1,78 NC
P19 4’-triazolil  2°,3°,5’-triOMe NC NC NC 6,58+1,78 NC

Etoposideo ND 30,16 + 0,50 ND 0,051 +£0,002 ND
Doxorrubicina 0,83 +£0,07 0,79+0,08 0,44+0,01 ND ND
Elipticina ND ND ND ND 1,94

*Linhagens HuCCA-1 (colangiocarcinoma), Hep-G2 (figado), A549 (pulmio), MOLT-3 (leucemia
linfoblastica); NC, ndo citotoxico = ICsp > 50 pg/mL; ND, ndo determinado; Etoposideo, Doxorrubicina e
Elipicina foram utilizados como farmacos de referéncia.

Fonte: PINGAEW et al. 2014.

Neste trabalho, os autores relatam que a atividade citotdxica relacionada a chalcona
esta associada a sua capacidade de inibir a formacdo da proteina B-tubulina por meio da
ligacdo dos compostos ao sitio de ligagdo da colchicina. A a- e a B-tubulina sdo proteinas

globulares que ao passarem pelo processo de polimerizagdo formam os microtibulos, que
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desempenham papéis importantes em uma variedade de processos celulares. Durante a mitose,
os microtubulos formam eixos mitdticos altamente dindmicos, criticos para a orientagdo e
segregacdo adequada dos cromossomos. O comprometimento dos fusos mitdticos leva a
parada mitotica e consequentemente a apoptose. O papel critico dos microtubulos na divisdo
celular e outras fungdes celulares os torna um alvo importante para a quimioterapia
oncoldgica. A colchicina ¢ um alcaldide, originalmente extraido de plantas do género
Colchicum, utilizada para o tratamento de gota (anti-inflamatorio) e tem potencial antitumoral.
Desta forma, o estudo de ancoragem molecular, comumente referido ao termo em inglés
molecular docking, foi também realizado para investigar as interagdes intermoleculares dos
derivados obtidos no trabalho frente a B-tubulina. Os resultados obtidos sugeriram que todos
os analogos de chalcona-triazol-cumarina conseguiram ocupar o sitio de ligagdo colchicina da
B-tubulina, como mostrado na Figura 12 C.

As energias de ligacao da B-tubulina com esses compostos estdo de acordo com suas
atividades citotoxicas, em que os compostos que se apresentaram mais potentes, ou seja, os
analogos com os grupos substituintes dimetoxila (P9-P11, P15 e P16, Tabela 2) mostraram
energias de ligacdo mais baixas em torno de -10,5 a -10,8 kcal/mol, em relagcdo ao composto
que apresentou menor atividade citotoxica (P14, Tabela 2) com energia de ligagdo de -
9,6 kcal/mol.

Um ponto importante descoberto por meio das poses dos compostos foi que eles
poderiam ocupar também o sitio de ligagdo GTP (guanosina trifosfato) da a-tubulina, que ¢
adjacente ao sitio de ligagdo colchicina da B-tubulina. Essa descoberta pode indicar que essa
série de compostos chalcona-triazol-cumarinas podem atuar como um inibidor dual de sitios
dos complexos a-tubulina e B-tubulina, o que seria uma justificativa para sua atividade
citotoxica.

A anadlise de modelagem molecular da estrutura cristalina revelou que a colchicina co-
cristalizada interage com a [B-tubulina por meio da formacdo de ligagdes de hidrogénio
envolvendo um grupo metoxila com o residuo de aminoacido Cys241, e também envolve
interagdes hidrofobicas com os residuos Leu255 e Ala316 (Figura 12 A).

O GTP liga-se a a-tubulina por meio da formacdo de uma rede de ligagdes de
hidrogénio entre a porcao fosfato e Alal2, Asp69, Ser140, Thr145, Ser178 e Glul83,
enquanto o anel guanina forma ligagdes de hidrogénio com Asn206 e Asn288, além de
empilhamento n—m com Tyr224. Além disso, interagdes hidrofobicas entre Alal2 e Tyr224 da
a-tubulina com GTP também foram observadas. Dessa forma, os autores concluiram que estes

residuos supramencionados podem ser o local essencial para o acoplamento do ligante de
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modo a inibir a formagao de microtubulos.

O composto P11, que apresentou citotoxicidade frente as linhagens HuCCA-1, HepG2
e A549, sem afetar as células normais, poderia interagir tanto com o sitio de ligacdo da
colchicina quanto com sitios de ligacdo a GTP de B- e a-tubulinas, respectivamente (Figura 14
A). A por¢ao cumarinica do composto pode ocupar a bolsa hidrofobica definida pelos residuos
Leu248, Ala316 e Ala354 da B-tubulina, que estdo localizados dentro do sitio de ligacdao da
colchicina. O anel B da porcdo chalcona do composto pode formar interacdes hidrofobicas
com Alal2 e Tyr224, juntamente com interacdo m — w com Tyr224 da a-tubulina, que constitui
a bolsa de ligagdo do GTP. A menor citotoxicidade dos andlogos com substituinte trimetoxila
(P13, P14, P18 e P19) em comparacdo com o analogo com substituinte 2,3-dimetoxila (P11)
pode estar relacionado ao efeito estérico nesta area hidrofobica. Além disso, essa interacao foi
fortalecida por meio de ligagdo de hidrogénio entre o atomo de N na posi¢do 2 do anel
triazolico com o residuo Asnl01 da a-tubulina, e interacdo m — cation do anel A da chalcona

com a cadeia lateral da Lys254 da B-tubulina carregada positivamente.

Figura 12. Ancoragem molecular (docking) dos hibridos obtidos frente aos alvos tubulina e
falcipaina-2. Poses de re-docking da colchicina para tubulina (A) e E64 (inibidor da
falciapaina-2) para falcipaina-2 (B) sdo mostradas com estruturas dos ligantes originais em
verde enquanto as poses de re-docking estdo em vermelho. As poses do docking dos ligantes
hibridos a tubulina (C) sdo mostradas com colchicina colorida em verde, GTP colorido em
amarelo, ligantes coloridos em laranja e azul. Poses de encaixe dos ligantes hibridos a
falcipaina-2 (D) sd@o mostradas com E64 colorida em verde e ligantes coloridos em laranja.

Fonte: PINGAEW et al. 2014.
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Em relacdo a atividade antimaldrica, os autores reportam que derivados de chalconas
demonstraram inibir a cisteina protease da malaria. Essa enzima desempenha um papel
essencial na degradagdo da hemoglobina do hospedeiro em pequenos peptideos como
nutrientes. Dessa forma, o alvo falcipaina-2 também foi avaliado na ancoragem molecular,
frente aos compostos que apresentaram melhor atividade antimalarica (Figura 13).

Figura 13. Compostos que apresentaram atividade antimalarica frente ao Plasmodium
falciparum.
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Fonte: adaptado de PINGAEW et al. 2014

Os resultados do estudo de docking sugeriram que todos os compostos selecionados
poderiam se ligar ao sitio ativo da falcipaina-2 (Figura 12 D) com energias de ligagdo na faixa
de -8,1 a -8,9 kcal / mol. O composto P18, que apresentou atividade antimaldrica mais
elevada, se ligaria ao sitio ativo da falcipaina-2 através do esquema de interacdo mostrado na
Figura 14 B. A por¢dao cumarinica do composto poderia ocupar o sitio de ligacdo da
falcipaina-2 via interagao hidrofébica com os residuos Cys42 e Trp206 juntamente com a

formagao de empilhamento n-m com o Trp206. Essa interagdo proporcionou uma forte
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estabilidade porque o anel A e o anel B da por¢do chalcona formaram intera¢des hidrofobicas
com a Gly40 e Leu84, respectivamente. Além disso, os substituintes 3,4-dimetoxila do anel B
de chalcona proporcionaram ligagdo de hidrogénio com a Ser149, resultando assim em uma
forte ligacdo do composto P18 com o sitio ativo da falcipaina-2.

Os resultados do docking sugeriram que a atividade antimaladrica dos derivados
chalcona-triazol-cumarina pode ser relacionada a inibi¢ao da falcipaina-2. Por fim, outro fator
que pode influenciar na atividade desses compostos € que as vias metabdlicas em parasitas
intracelulares (ou seja, P. falciparum) e células tumorais sdo mais sensiveis ao estresse
oxidativo do que as células normais. Dessa forma, os autores presumem que as porgoes
dimetoxichalconas possam ser metabolizadas em catecdis, depois em radicais fendxi e,

finalmente, em anions superdxidos, que sdo toxicos para as células.

Figura 14. Esquema bidimensional de interacdo proteina-ligante do composto P11 com a
tubulina (A) e composto P18 com a falcipaina-2 (B).

A A

-ASMI01A
H~= h[

e N
Tyrzza.q (—j/'\ '-.‘“_ i
" L

mf

Lys3548

Fonte: PINGAEW et al. 2014.

Thakur, Singla e Jaitak (2015) realizaram uma revisdo da literatura, referente ao

periodo de 2011 a 2014, onde apresentam o grande potencial das cumarinas como agentes
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antitumorais, com um minimo de efeitos adversos. Os autores destacaram a capacidade dos
derivados cumarinicos de regular diversos tipos de vias celulares que podem ser exploradas
para a atividade antitumoral seletiva, além de alguns alvos importantes para estudos de terapia
do cancer molecularmente direcionadas. Por fim, apresentam estudos de relacdo estrutura-
atividade, destacando os grupos quimicos responsaveis por promover as atividades
observadas.

Um dos exemplos reportados € o trabalho de Zhang ef al. 2014, no qual os autores
afirmam que as substituicdes no nicleo da cumarina mudam drasticamente a atividade
bioldgica dos compostos, podendo levar a melhorias na atividade ou até mesmo a sua perda
completa. Estudos de SAR (Figura 15) evidenciaram que as ligagdes com movimento de

rotacado livre facilitam a ligacdo do composto com o sitio do receptor.

Figura 15. Estudo da relagdo estrutura-atividade (SAR) do derivado 4-(1,2,3-triazol-1-
il)cumarina.
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ICs0 (M)
MCF7 (mama) 5,89 +0,14
SW480 (cédlon) 1,99 + 0,38
A549 (pulmdo) 0,52 £+ 0,21

Fonte: adaptado de THAKUR; SINGLA; JAITAK, 2015

Outro exemplo reportado no artigo de revisao foi o trabalho de Pingaew et al. 2014, no
qual destacam dentre todos os compostos sintetizados o composto 52 como o mais ativo,

sendo sete vezes mais potente, frente a linhagem de células HepG2, que o etoposideo, o qual ¢
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o farmaco utilizado como padrdo de comparagdo. O aumento na atividade ¢ atribuido aos
grupos metoxilas presentes nas posicoes 2 ¢ 3 do anel benzénico B, e também a porc¢do

cumarinica ligada a posi¢@o 3 do anel A (Figura 16).

Figura 16. Estudo da relagdo estrutura-atividade do derivado 2,3-dimetoxi substituido (52).

Linker
3-substituinte (anel A) do 4-cumaril €
necessario para aumentar a atividade

2,3-dimetdxi é 6timo
para atividade

ICs0 (UM)

HuCCA-1 (colangiocarcinoma) 2,36 + 0,14
HepG2 (figado) 4,26 + 0,29
A549 (pulmao) 18,06 + 1,07
MOLT3 (leucemia linfoblastica) 0,53 + 0,08

etoposideo
HepG2 (figado) - 30,16 + 0,50
MOLT3 (leucemia linfoblastica) - 0,051 + 0,002

Fonte: adaptado de THAKUR; SIGLA; JAITAK, 2015

Com relagdo a atividade antineoplasica dos derivados da uracila, um exemplo
interessante ¢ o estudo reportado por Kumar e colaboradores (KUMAR ef al., 2012), na qual
foram sintetizados uma série de 1H-1,2,3-triazdis conjugados a uracila-isatina, que foram
entdo avaliados quanto a atividade citotoxica frente a trés linhagens de células tumorais
humanas, HeLa (cervical), MCF- 7 (mama) e DU145 (prostata), usando o ensaio MTT. Os

autores relataram que o perfil citotoxico depende dos substituintes na posicdo C-5 da uracila,
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bem como na isatina, além do tamanho da cadeia alquilica. Os compostos que apresentaram
as melhores atividades, bem como os respectivos valores de ICso, sdo apresentados na Tabela

3.

Tabela 3. Compostos hibridos isatina-uracila e citotoxicidade frente as linhagens de células
tumorais humanas HeLa (cervical), DU145 (prostata) e MCF- 7 (mama).

1Cso (M)

Composto
HeLa DU145 MCEF-7

[o}
N Me
1 OE\:« \Nﬁ””)j 52,17 38,17 51,08
o N=N OJ\N
I\/\N__/—N 0

2 50,7 >100 56,44
o KN(; ’/:;N\p

o
N F
3 ° ‘o; x"ﬂ)‘T >100 28,59 >100
N o

Cl
4 g s o JT >100 18,21 >100

N=N’ o
al o
()
o NN ANy cl
5 i K(\N,//\N 33,08 13,9 >100
N=N o

Cl
6 g . ﬁ” Jj“ 65,68 >100 38,16

o

Fonte: KUMAR etal. 2012

Pode-se observar na Tabela 3 que dentre as linhagem avaliadas, os compostos foram
mais citotoxicos frente as células tumorais de prostata (DU145), levando a valores de ICso
baixos de 13,9 e 18,2 uM (entradas 5 e 4). A linhagem de células HeLa se mostrou resistente a
alguns compostos da série, como os mostrados nas entradas 3 e 4, e o composto mais
citotoxico frente a essa linhagem apresentou ICso = 33,08 uM (Tabela 3, entrada 5). Em

relacdo a linhagem de células MCF-7, o melhor valor de ICso obtido foi de 38,16 uM (Tabela
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3, entrada 6). A partir dos resultados encontrados, os autores relatam a importancia da
presenca de halogénios na posi¢ao C-5 da uracila, bem como na isatina, além da influéncia do
aumento da cadeia alquilica na atividade expressa pelos compostos sintetizados.

Kraljevi¢ et al. 2016, relataram a sintese de uma série de compostos em que o nucleo
1,2,3-triazolico esté ligado ao nucleo cumarinico, apresentando substui¢des na posicao C-4 do
anel triazolico (Figura 17) e sendo os substituintes alquil, fenil, alquilfenil, ditiocarbamato,

benzenosulfonamida e heterociclos benzofundidos.

Figura 17. Compostso hibridos 1,2,3-triazol-cumarina C4-substituidos conformacionalmente

irrestritos.
R7 00 R; = OH, CH,
_ R, =alquila, fenila, heterociclo.
N/N\ i
Ligacdo com N
liberdade de ‘§< Propriedades
rotacédo R, fisico-quimicas

I

Atividade antiproliferativa
e antibacteriana

Fonte: adaptado de KRALJEVIC ez al. 2016.

Os compostos obtidos no decorrer do estudo foram avaliados quanto a sua atividade
antiproliferativa frente a cinco linhagens de células tumorais A549 (pulmao), HepG2 (figado),
CFPAC-1 (pancreas), HelLa (cervical), SW620 (coloretal metastase), e duas linhagens de
células nao tumorais W138 (fibroblasto de pulmao humano) e 3T3 (fibroblasto embrionario
de rato). Os compostos com maior atividade sdo apresentados na Figura 18 e os resultados

obtidos na Tabela 4.
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Figura 18. Compostos sintetizados por Kraljevi¢ et al. 2016 que apresentaram maior
citotoxidade em ensaio in vitro.
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Tabela 4. Efeito inibitorio de crescimento in vitro promovido pelos compostos hibridos
triazoil-cumarinas frente as linhagens de células tumorais A549 (pulmao), HepG2 (figado),
CFPAC-1 (pancreas), HeLa (cervical), SW620 (coloretal metastase), e fibroblastos normais
W138 (fibroblasto de pulmao humano) e 3T3 (fibroblasto embrionéario de rato).

ICso (M)

Entrada Composto . . . . . 3T3/
A549 HepG2 CFPAC-1 HeLa SW620 W138*

1 K15 32,34 61,11 52,92 40,17 97,66 0,05
2 K16 13,83 48,40 69,77 38,99 49,24 0,35

3 K17 13,65 27,34 50,40 24,63 39,64 0,71
4 K18 8,87 9,16 >100 8,73 36,79 13,96

5 K19 41,03 30,41 52,79 34,26 37,52 7,91

6 K20 46,40 29,84 68,86 55,71 92,19 0,03
7 K21 47,93 31,40 81,91 58,46 >100 0,82

8 K28 16,16 52,82 10,54 7,26 89,95 5,01
9 K30 28,63 8,57 29,89 14,16 34,34 25,84

10 K31 34,09 38,06 41,71 34,43 70,02 8,31
11 K33 16,85 0,90 59,41 17,48 >100 45,33

"Linhagens AS549 (pulmio), HepG2 (figado), CFPAC-1 (pancreas), HeLa (cervical), SW620 (coloretal
metastase), W138 (fibroblasto de pulmao humano) e 3T3 (fibroblasto embrionario de rato).

Fonte: KRALJEVIC ef al. 2016

Os autores relataram que entre os compostos que exibiram atividade mais elevada
(ICso < 30 uM), a maioria apresentou efeito inibitdrio frente as linhagens celulares A549 e
HeLa. Entretanto, nenhum dos compostos exibiu efeito inibidor (ICsp < 30 uM) frente a
linhagem de células SW620, como pode ser observado na Tabela 4. Os hibridos 1,2,3-triazol-
cumarina com substituintes alquila e fenila na posi¢do C-4 do triazol, e os compostos
contendo as cadeias 4-alquilica e 4-(hidroxialquilica) mostraram atividades antiproliferativas
fracas, ou até mesmo ndo apresentaram atividade alguma.

A introducao do substituinte 4-(p-alquilfenil) (Tabela 4, entrada 4, composto K18) na
porcdo triazodlica do hibrido levou a um aumento na atividade, principalmente frente a
linhagem tumoral de pulmao (A549; ICso = 8,87 uM).

O composto K28 (Tabela 4, entrada 8) demonstrou excelente atividade contra
carcinoma cervical (HeLa, ICso = 7,26 uM). Além disso, 7-hidroxicumarina-1,2,3-triazolil-5-
iodoindol (K30) (Tabela 4, entrada 9) mostrou “alta poténcia” frente a linhagem de células

HepG2 (ICso = 8,57 uM) com indice de seletividade de 3. O indice de seletividade (IS) pode
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sugerir a seletividade de um composto entre uma linhagem tumoral e uma nao tumoral, sendo
que um valor de 3 indica que o composto € trés vezes mais ativo frente a células tumorais do
que em células normais. A substituicdo na posi¢do C-7 do anel cumarinico demonstrou ter um
impacto consideravel sobre a atividade antiproliferativa. O hibrido 7-metilcumarina-1,2,3-
triazolil-2-metilbenzimidazol (Tabela 4, entrada 11) apresentou citotoxicidade frente a
linhagem de células HepG2 na faixa de nM, com o mais alto indice de seletividade de 50. Os
modelos baseados em valores de logP utilizados no trabalho confirmaram que a lipofilicidade
foi um bom parametro para distinguir compostos ativos de inativos para todas as linhagens de
células tumorais testadas. Por fim, os autores relatam que a maioria dos hibridos apresentaram
citotoxicidade contra as linhagens de células nao tumorais WI38 e 3T3.

Miyakoshi et al. 2012(a), descreveram o planejamento e a sintese de uma série de
compostos derivados da uracila contendo 1,2,3-triazois e avaliaram seu potencial como
inibidores da desoxiuridina trifosfatase (dUTPase) humana, além da sua capacidade de
aumentar a atividade de inibi¢do do crescimento de um inibidor da timidilato sintase (TS)
frente a células tumorais in vitro e in vivo. Previamente, os autores ja haviam reportado um
estudo no qual obtiveram compostos M5 — M7 com potente atividade inibidora da dUTPase
humana (Figura 19, MIYAKOSHI et al., 2012b). Entre estes, o composto M5 demonstrou a
atividade inibitéria mais potente (ICso = 0,021 pM) e a maior capacidade de aumentar a
atividade antitumoral do 5-fluoruracila (5-FU) in vivo. Dando prosseguimento ao
desenvolvimento dos inibidores da dUTPase, os autores fizeram uma triagem inicial que
levou a identificacdo de M6b como um composto com um nivel favoravel em relagdo a sua

lipofilicidade e peso molecular.

Figura 19. Compostos com atividade inibidora da dUTPase.
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Fonte: adaptado de MIYAKOSHI et al. 2012(a)
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Foram entdo realizados estudos de relacdo estrutura-atividade dos derivados uracila
contendo amida em sua estrutura M6a-M6b que revelaram que o composto contendo uma
terc-amida M6b tem uma atividade inibidora da dUTPase humana quase 12 vezes maior em
relagdo ao composto contendo uma sec-amida Méa. Experimentos de RMN de 'H e NOE
realizados com o composto Méb revelaram que ele existe como uma mistura de dois isdmeros
conformacionais a 25 °C (cis: trans = 2: 3). Esses dados indicaram que a conformagao cis de
M6b poderia dar uma contribui¢do importante a sua poténcia. Para confirmar esse resultado,
foi realizado um estudo de acoplamento da dUTPase humana com o isomero cis do composto
MG6b, e isso sugeriu que o composto com essa conformacao interage com sucesso com o sitio
catalitico da dUTPase. Estudos de modelagem mostraram que a uracila e um dos grupamentos
fenila terminais de M6b foram atribuidos a sua potente interagao e especifica com a dUTPase.
Dessa forma, visando aumentar a poténcia inibitoria dos compostos, os autores decidiram
fazer uma substituicao bioisostérica da amida tercidria por 1,2,3-triaz6is 1,5-dissubstituidos,
obtendo-se assim compostos unicamente com a conformagdo cis. Primeiramente, foi
sintetizado o derivado M45a, que corresponde ao derivado da uracila M6b (Figura 20), e a
poténcia inibidora da dUTPase humana desses compostos foi comparavel, ambos com ICsp =

1,3 pM.

Figura 20. Substitui¢do bioisostérica da amida no composto M6b pelo triazol levando
exclusivamente ao estereoisdmero cis.
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Fonte: adaptado de MIYAKOSHI ef al. 2012(a)

Estudos da relagdo estrutura-atividade (SAR) focados nos derivados de uracila
contendo 1,2,3-triazol foram realizados e identificaram inibidores altamente potentes da
dUTPase humana com valores de ICs na faixa de 108 M. Foram sintetizados vérios derivados
da uracila contendo 1,2,3-triazol, nos quais foram feitas modificagdes estruturais baseadas nos

resultados de SAR visando obter o composto /it com as propriedades desejadas. Dentre os
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compostos, o que se mostrou mais promissor foi o MS50c, o qual apresentou um
IC50=0,067 uM frente a dUTPase humana (Figura 21), além de apresentar um perfil
farmacocinético desejavel, de acordo com os objetivos dos autores, em camundongos, e

aumentar a atividade antitumoral da 5-FU (inibidor da TS) in vivo (Tabela 5).

Figura 21. Composto obtido com ajuda do SAR com potente atividade de inibicdo da
dUTPase humana.
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Fonte: adaptado de MIYAKOSHI et al. 2012(a)

Tabela 5. Aumento da eficacia in vivo de M50c¢ para atividade antitumoral da 5-FU frente ao
xenoenxerto MX-1 de cancer de mama em ratos.

(mg]/)l?gsfdia) Tratamento dzlszm( I;I;?i?ﬁio) VRf):gi;)e)SVio L (%)°
Controle 2047,62 + 693,70 11,41 £ 3,74
5-FU 15 i 1644,48 + 322,60 9,13+ 1,35 20,0
50¢ 300 po 247495 £ 534,68 14,06+ 3,35 232
5-FU/50¢ 15/300 ci/po 300,68 + 103,20 172 £ 0,55¢ 84,9

% O volume do tumor (VT) no dia 15 foi calculado de acordo com a seguinte formula: VT (mm?) =
[(largura)?> x (comprimento)]/2. ® O volume relativo do tumor (VRT) no dia 15 foi calculado como a razdo do
VT no dia 15 para a do dia 0 de acordo com a seguinte formula: VRT = (VT no dia 15) / (VT no dia 0). © A taxa
de inibi¢do (TI) do crescimento do tumor no dia 15 com base no VRT foi calculada de acordo com a seguinte
formula: TI (%) = [1 - (VRT médio do grupo tratado) / (VRT médio do grupo controle)] x 100. ¢ **: p <0,01
teste de Dunnet em comparagdo com o grupo controle. ##: p <0,01 Teste t de Student em compara¢do com o
grupo 5-FU. ci: infus@o continua (do inglés: continuous infusion); po: via oral (do latim: per os).

Fonte: MIYAKOSHI et al. 2012(a)

Os resultados obtidos no decorrer desse estudo indicaram que novos inibidores da
dUTPase devem abrir caminho para estratégias no tratamento quimioterapico oncologico de

pacientes quando usadas em combinagdo com inibidores da TS, como a 5-fluoruracila.
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3.5 ALVOS BIOLOGICOS

3.5.1 Desoxiuridina trifosfatase (dUTPase)

A regulacdo refinada dos conjuntos de nucleotideos celulares ¢ indispenséavel para a
replicacao fiel do acido desoxirribonucleico (DNA). A informagdo genética também ¢é
protegida pelos processos de reconhecimento e reparo de danos ao DNA. A uracila ¢ uma das
nucleobases errdneas que ocorrem com mais frequéncia no DNA, podendo surgir da
deaminagdo da citosina ou incorporagdo de substituicdo da timina. Duas enzimas estdo
envolvidas principalmente na manutengdo da atividade do DNA livre da uracila que sdo a
uracila-DNA glicosilase (que extrai a uracila do DNA e inicia o reparo por excisdo de uracila)
¢ a dUTPase (KEREPESI ef al., 2016). A desoxiuridina trifosfatase (dUTPase) ¢ uma enzima
que reconhece especificamente o trifosfato de desoxiuridina (dUTP) entre os nucleosideos
trifosfatos naturais e o hidrolisa em monofosfato de desoxiuridina (dUMP) e pirofosfato.
Acredita-se que ela seja responsavel por dois papéis bioldgicos: (1) diminuir os pools
intracelulares de dUTP para evitar a incorporagdo incorreta de uracila em vez de timina no
DNA e (2) fornecer o dUMP como substrato da timidilato sintase (TS) para conversdo em
timidina monofosfato (d{TMP), um precursor essencial para a via de novo da sintese de DNA
(MYAKOSHI et al., 2012b). Estudos tém demonstrado que compostos com potencial de
inibicdo da dUTPase podem ser usados em combinacdo com compostos inibidores da TS,
como a 5-fluoruracila, levando a uma maior reducao de tumores, o que pode indicar um
caminho para estratégias no tratamento quimioterapico oncolégico de pacientes (MYAKOSHI

et al., 2012a).

3.5.2 Topoisomerase 1 (Topo-1)

O 4cido desoxirribonucleico (DNA) compreende todo material genético de todos os
organismos celulares, sendo responsavel por armazenar em sua estrutura a informacao
genética necessaria para especificar a realizagdo de todos os processos que tornam o
organismo funcional. O DNA se organiza em uma estrutura em dupla fita em forma de hélice,
que propicia beneficios para o armazenamento estavel e seguro dessa informagao, reduzindo
os riscos de alteragdes nas bases causadas pelo meio. Entretanto, apesar das vantagens dessa
estrutura, ela pode causar naturalmente problemas de ordem topoldgica para a molécula

(JORGE, 2012).
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As DNA topoisomerases sdo enzimas que resolvem os problemas topoldgicos
associados a replicagdo, transcri¢ao, recombinagdo e remodelagdo da cromatina, introduzindo
interrupcdes tempordrias de fita simples ou dupla no DNA. Além disso, elas ajustam o nivel
de superenrolamento de DNA, tanto para facilitar as interagdes de proteinas com o DNA
quanto para evitar o superenrolamento excessivo, que ¢ prejudicial e pode levar a quebra das
fitas (CHAMPOUX, 2001).

A compactacdo gendmica nas células exemplifica as a¢des criticas das topoisomerases
do DNA. A compactagdo de DNA ¢ tal que todo o genoma de uma tnica célula humana (3x
10° pares de bases que correspondem a aproximadamente 1,8 m) precisa ser espremido em um
nucleo com um diametro médio de 6 um. Em outras palavras, a circunferéncia de um nucleo
celular médio de mamiferos ¢ quase um milhdo de vezes menor que o comprimento do
genoma que precisa ser compactado nele. As DNA topoisomerases sao necessarias para
manter o DNA compactado e evitar tensao e nds nas super hélices (POMMIER et al., 2010).

A separagdo das cadeias de DNA ¢ obrigatoria para transcrever e replicar genomas.
Devido a estrutura helicoidal dupla do DNA e a falta de rotacdo livre nas células, a separacao
das cadeias gera superenrolamento do DNA onde as duas cadeias sdo separadas pelos
complexos polimerase-helicase. Como resultado, um superenrolamento positivo ¢ gerado em
frente aos locais de replicacao ou transcrigdo € um superenrolamento negativo por tras. Sem a
acao das topoisomerases de DNA, o superenrolamento positivo interrompe rapidamente a
replicagdo e a transcri¢do e o superenrolamento negativo favorece a formagdo de estruturas
anormais de DNA (POMMIER et al., 2010).

As topoisomerases sao geralmente classificadas em tipos I e II, com base em sua
funcdo catalitica, mecanismo de reacdo, sequéncia e estrutura de aminoacidos. As
topoisomerases | induzem a quebra de apenas uma fita, enquanto as topoisomerases II
promovem a quebra das duas fitas de DNA (LIANG et al., 2019).

A topoisomerase I (Figura 22) relaxa a tensao torcional do DNA (superenrolado). Para
realizar o relaxamento do DNA, a topoisomerase I introduz um nick (uma quebra) da fita
simples no esqueleto fosfodiéster do DNA, permitindo que o fio intacto passe pelo nick e
depois se una ao fio cortado. O relaxamento do DNA resulta da rotagdo deste entalhe e
desempenha um papel importante na replicagdo do DNA e na transcricdo do RNA. As quebras
de pontes enzimaticas sdo seladas novamente pela topoisomerase I (religagdo) (GUERRITS et

al., 1997).
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Figura 22. Estrutura da DNA topoisomerase 1 (Topo-1, cédigo PDB: 1K4S)

Fonte: Protein Data Bank (PDB)

Os inibidores da topoisomerase tém se mostrado agentes antineoplasicos potentes. A
explicacdo para este potencial pode estar no mecanismo de ac¢do dos medicamentos
direcionados a topoisomerase, que tem sua atividade relacionada a concentragdo celular
dessas enzimas. Células tumorais tem crescimento mais rapido e geralmente expressam
concentragdes mais altas da topoisomerase do que as células normais. Portanto, medicamentos
que geram mais quebras de DNA sdo mais toxicos para as células tumorais. Outro fator
importante ¢ que para manter sua taxa de crescimento rapido, as células tumorais se replicam
com frequéncia e sdo altamente sensiveis aos venenos da topoisomerase. Além disso, as
cé¢lulas tumorais geralmente apresentam pontos de verificagdo do ciclo celular ou vias de
reparo do DNA prejudicados, por isso, sdo frequentemente mais sensiveis que as células
normais aos efeitos dos agentes danosos ao DNA (DEWEESE; OSHEROFF; OSHEROFF,
2009).

A atividade antitumoral de alguns compostos contendo os nucleos triazolicos,
cumarinicos ou uracilicos ¢ atribuida a atividade inibidora da topoisomerase (LIANG et al.,
2019; PAUL; BINDAL; LUXAMI, 2013; GURUGE; UDAWATTE; WEERASINGHE, 2016;
XU et al., 2016; LI et al., 2017), o que pode indicar a importincia desses nucleos na

construcao de novas moléculas direcionadas a esse alvo bioldgico.
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3.6 CONSIDERACOES SOBRE CARCINOGENESE

O cancer ¢ o nome geral dado a um conjunto complexo e heterogéneo de condigdes,
que engloba mais de 100 doengas, que tém em comum o crescimento desordenado das células,
que tendem a invadir tecidos e 6rgdos vizinhos (INCA, 2020; HANAHAN; WEINBERG,
2000).

Os indices referentes aos casos de mortalidade relacionada ao cancer ainda sdo
bastante elevados. Em 2018, o cancer foi a segunda principal causa de morte no mundo, sendo
responsavel por 9,6 milhdes de mortes. Aproximadamente 70% das mortes por cancer
ocorreram em paises de baixa e média renda (ORGANIZACAO PAN-AMERICANA DA
SAUDE - OPAS). Segundo a Organizagio Mundial da Satide — OMS, o cancer é atualmente
responsavel por uma em cada seis mortes no mundo. Mais de 14 milhdes de pessoas
desenvolvem cancer todos os anos, e esse numero deve subir para mais de 21 milhdes de
pessoas em 2030.

Dados estimados pelo Instituto Nacional do Cancer — INCA, divulgados em 2020,
mostram que os tipos de canceres mais incidentes para o sexo masculino sdo: prostata,
traqueia, bronquio e pulmao, célon e reto e estdmago; ja para o sexo feminino sdo: mama,
colon e reto, colo do utero, traqueia, bronquio e pulmao (INCA 2020). Os numeros estimados
para os principais tipos de cancer no Brasil podem ser observados na Figura 23 (sexo

masculino) e Figura 24 (sexo feminino).

Figura 23. Incidéncia estimada dos principais tipos de cancer em homens no ano de 2020.
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Fonte: MS / INCA 2020 Estimativa de Cancer no Brasil, 2020.
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Figura 24. Incidéncia estimada dos principais tipos de cancer em mulheres no ano de 2020.
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Fonte: MS / INCA / Estimativa de Cancer no Brasil, 2020.

O cancer resulta de mutagdes em genes que normalmente controlam o crescimento,
divisdo, reparo de DNA e morte celular. Essas muta¢des algumas vezes ocorrem de forma
acidental, de modo que quando uma célula se replica, parte do cddigo genético ¢ “grafada
incorretamente”. Fatores ambientais como: substancias quimicas, radiacao ou virus e bactérias
infeciosas podem danificar o DNA. Os agentes mutagénicos quimicos e bioldgicos podem se
inserir no DNA ou danificar o DNA de forma que quando ocorre a replicagdo da célula, seu
codigo genético ¢ alterado de forma irreversivel (DUNN, 2012).

As células tumorais s3o, geralmente, menos especializadas nas suas fungdes que as
suas correspondentes normais. Conforme as células tumorais vao substituindo as normais, os
tecidos invadidos vao perdendo suas fungdes, podendo levar a faléncia dos 6rgdos e a morte
dos pacientes. O cancer ¢ classificado de acordo com o tipo de célula normal que o originou, e
ndo de acordo com os tecidos para os quais se espalhou. Isso ¢ o que pode se chamar de
classificagao primaria (ALMEIDA et al., 2005).

O processo de formacao do cancer ¢ chamado de carcinogénese ou oncogénese e, em
geral, acontece lentamente, podendo levar varios anos para que uma célula tumoral prolifere-
se e dé origem a um tumor visivel. Os efeitos cumulativos de diferentes agentes cancerigenos
sdo os responsaveis pelo inicio, promogao, progressao e inibicao do tumor (INCA, 2018).

No nivel fisiologico, as mutagdes em oncogenes € em genes supressores de tumores
funcionam de forma semelhante havendo o aumento no numero de células tumorais, pelo

estimulo da prolifera¢do celular ou a inibi¢do da morte celular ou parada do ciclo celular. O
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aumento pode ser causado pela ativagdo dos genes que dirigem o ciclo celular, seja por meio
da inibi¢do dos processos apoptoticos, ou facilitando o fornecimento de nutrientes pelo
aumento da angiogénese. Os genes de estabilidade ou cuidadores promovem tumorigénese de
uma forma completamente diferente quando sofrem mutagdo. Esta categoria inclui o reparo
por mal pareamento (MMR), reparo de excisdo de nucleotideos (NER) e reparagao de excisao
de bases (BER), genes responsaveis pela reparacdo de erros sutis cometidos durante a
replicacdo do DNA normal ou induzidos por exposi¢do aos agentes mutagénicos. Genes de
estabilidade mantém as alteragdes genéticas minimizadas, porém quando estdo inativados, as
mutacgdes ocorrem em outros genes a uma taxa maior (VOGELSTEIN; KINZLER 2004).
Apesar de sua toxicidade severa, a quimioterapia oncoldgica, a radioterapia, a
imunoterapia e a resseccao cirtrgica sao as abordagens empregadas para o tratamento do
cancer em todo o mundo. Analises detalhadas de vias, mecanismos e estruturas dos compostos
antitumorais tem permitido o desenvolvimento significativo na prevencao e no tratamento do
cancer. O estabelecimento de linhagens celulares tumorais e a avaliagdo de muitos compostos
com potencial atividade antitumoral, de origem natural ou sintéticos, tem levado a resultados

promissores na busca de tratamentos menos agressivos (ALI ez al., 2012).

3.6.1 Cancer colorretal

O cancer colorretal (CCR), originario no célon ou reto (LIANG et al., 2020), ¢ o
terceiro tipo de cancer mais diagnosticado no mundo em homens e o quarto mais comum em
mulheres; ¢ também a segunda principal causa de morte por cancer (9,2% de todas as mortes
por cancer), de acordo com as Estatisticas Globais de Cancer de 2018 (BRAY et al., 2018).
No Brasil, segundo dados do Instituto Nacional do Cancer — INCA de 2020, foi o terceiro tipo
de cancer mais diagnosticado para homens, sendo responsavel por 17760 casos, ¢ o segundo
tipo mais diagnosticado para mulheres, com 20470 casos.

Devido a mecanismos patogénicos complexos e heterogéneos, e apesar dos avangos
nas abordagens cirtirgicas, o cancer colorretal ainda ¢ um desafio significativo a satde publica
(LIU et al., 2019).

Quando diagnosticado nos estagios iniciais (I, I e III), o CCR tem 80% de chances de
cura, porém em estagios mais avangados da doenca (IV), os percentuais sdo de apenas 13%.
Em 60% dos casos em estdgio avancado, ocorrem metastases no figado. Nestes casos, os
tratamentos mais indicados sdo quimioterapia, radioterapia e ressec¢do do figado. Ressec¢do

hepatica ¢ a terapia mais eficaz com 29% a 48% de chances de cura, porém, em 9% a 13%
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dos casos, ocorrem recidivas (OKI et al., 2018).

A etiologia do cancer colorretal envolve uma forte contribui¢do genética e
determinantes ambientais e socioecondmicos complexos, incluindo dieta, estilo de vida e
tabagismo (STECK; MURPHY, 2019). Um fator de risco positivo para o cancer colorretal ¢ o
historico prévio de inflamagao intestinal cronica. Pacientes com doenga inflamatoria intestinal
(DII) correm maior risco de desenvolver o cancer colorretal do que a populagdo em geral. A
DII representa disturbios intestinais que compreendem a doenga de Crohn (CD) e colite
ulcerativa (UC), resultando em inflamag@o cronica ao longo da vida de diferentes segmentos
do intestino. O cancer colorretal associado a colite (CA-CRC) ¢ a consequéncia mais grave da
DII JEYAKUMAR et al., 2019).

Estudos demonstram que a inativagdo do gene adenomatous polyposis coli (APC)
causa o aparecimento inicial do adenoma, e mutagdes no KRAS ou outras alteragdes genéticas
(como exclusao no cromossomo 18q), levam ao crescimento e progressao do adenoma. A
inativacdo da p53 resulta na transicdo de adenoma para carcinoma. Alguns estudos de
mecanismos da carcinogénese do colon indicaram que a ativacdo aberrante de vias, como
sinalizagdo Wnt / B-catenina, sinalizagdo PI3K / Akt e inativagao da sinalizagdo do fator de
crescimento transformador B (TGF-B) / Smads, contribui para o inicio e progressao do cancer
de colon. A mutacdo e desregulagdo de componentes, incluindo receptor do fator de
crescimento epidérmico (EGFR), PI3K, Akt, alvo de rapamicina em mamiferos (mTOR),
TGFBR, Smad4, adenomatous polyposis coli, Axin e B-catenina, sdo causas conhecidas de

anormalidades de sinalizacdo que resultam em cancer (NIE et al., 2014).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Nesse capitulo serdo apresentadas a otimizacao das condigdes reacionais para a sintese
dos precursores e dos compostos inéditos obtidos no decorrer desse trabalho, bem como sua
elucidagdo estrutural por métodos espectroscopicos e espectrométricos, avaliagdo da atividade
antitumoral frente as linhagens tumorais HCT116 (colorretal), A549 (pulmao) e Hep-2
(laringe) e a linhagem nao tumoral HaCat (queratinocitos humanos) em ensaio MTT,
finalizando com estudos de predi¢do de toxicidade in silico, selecdo de possivel alvo
biologico e docking molecular dos compostos que se mostraram mais citotoxicos.

Na primeira etapa desse capitulo serd descrita a sintese de uma série de cumarinas
substituidas na posicdo C-4 (3a—o0), obtidas a partir da reagdo de condensagao de Pechmann
entre os fenois (la—e) e os P-cetoésteres (2a—d). Para promover a reagdo foi empregado o
acido sulfamico como catalisador, seguindo metodologia descrita inicialmente por Zareyee e
Serehneh (2014), e otimizada nesse trabalho. Em seguida, serda descrita a sintese dos
derivados 4-(azidometil)cumarinicos (4a—d) a partir das cumarinas substituidas com o grupo
clorometila na posi¢do C-4 (3d-e, 3g-h).

Dando sequéncia a descrigdo da sintese dos precursores, serdo apresentados os
protocolos sintéticos para a obtencdo dos intermedidrios 1-propargiluracila (6a),
I-propargiltimina (6b), 2-propargilmercaptouracila 6¢, 1,3-dipropargiluracila (6d) e
3-propargilteobromina (6e).

Completando a sintese, serdo descritos os métodos para obtengdo dos hibridos bis-
(cumaronil-triazolil)uracila 7a—b, (cumaronil-triazolil)uracila, timina, tiouracila 8a—f, ¢
(cumaronil-triazolil)teobromina 9a—d, por meio de reagao de cicloadigdo catalisada por Cu(I)
(CuAAC).

A caracterizagdo dos compostos sintetizados foi realizada pelas técnicas de
ressonancia magnética nuclear (RMN) de 'H, e de *C {'H}, espectrometria de massas de
baixa resolugdo (GC-MS), e espectrometria de massas de alta resolu¢ao (HRMS). Para alguns
compostos, a caracterizagdo estrutural foi complementada com os experimentos de RMN
DEPT 135, 2D HMQC, 2D HMBC e COSY.

Por fim, apresentaremos os resultados da avaliagdo da atividade antitumoral dos
compostos hibridos por meio de ensaio MTT, seguido pelos resultados dos estudos de

predi¢do de toxicidade in silico, selecao de alvo molecular e docking molecular.
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4.1 SINTESE DAS CUMARINAS

Visando desenvolver uma metodologia eficiente, de baixo custo, € menos agressiva ao
meio ambiente, neste trabalho optamos pela sintese das cumarinas substituidas na posi¢cao C-4
a partir da reacdo de condensacdo de Pechmann (Figura 25). Para alcangar uma maior
variabilidade estrutural foram empregados como precursores os fendis resorcinol,
floroglucinol, pirogalol, 3-metoxifenol, 3-metilfenol e I-naftol, e os P-cetoésteres
acetoacetado de etila, 4-cloroacetoacetato de etila, 4,4,4-trifluoracetoacetato de etila e
benzoilacetato de etila.

Como catalisador da reacdo, foi empregado o 4cido sulfamico. O acido sulfamico
(NH2SO3H) ¢ um 4cido inorganico zwitterionico relativamente forte, com propriedades
importantes para processos em larga escala, pois ele ¢ ndo higroscopico, facilmente
manipuladvel, ndo corrosivo, nao volatil, sem odor, barato e comercialmente disponivel. Assim
como o acido sulfimico, os fenodis e f-cetoésteres foram obtidos comercialmente.

Figura 25. Representacdo genérica da reagdo de condensa¢do de Pechmann entre fendis e
B-cetoésteres.
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Fonte: a autora.

A fim de avaliar ¢ otimizar as condi¢des reacionais, inicialmente conduzimos um
experimento empregando quantidades equimolares de acetoacetato de etila (2a) (1 mmol) com
floroglucinol (1a) (I mmol) na presenga de acido sulfimico (10 mol%) em um frasco de
reagdo fechado com septo. A experiéncia foi realizada a 130 °C, durante 40 minutos (Tabela
6, entrada 1). Nesta condi¢d@o, a cumarina 3a foi produzida com um rendimento de 20% apos a
etapa de purificagdo por recristalizagdo com etanol-agua. Aumentando a quantidade do
B-cetoéster 2a para 1,2, 1,5 e 2 equivalentes, obteve-se o produto 3a com 40%, 84% e 84% de
rendimento, respectivamente (Tabela 6, entradas 2-4). Em seguida, estudamos o efeito da
quantidade do catalisador. A redugdo da quantidade do catalisador para 5 mol%, em relagdo
ao floroglucinol, proporcionou o produto 3a com apenas 38% de rendimento (entrada 7).
Nenhum produto foi detectado com 2 mol% ou na auséncia do catalisador (entradas 5 e 6). No
entanto, o aumento da quantidade de catalisador para 20 mol% demonstrou pouco efeito no

rendimento da reacdo em relacdo a quando empregamos 10 mol% (Tabela 6, entrada 3 e 8).



63

Em relagdo a temperatura de reagdo, a condensagdo de Pechmann geralmente requer
temperaturas elevadas, mesmo na presenga de acidos fortes de Bronsted ou Lewis. No entanto,
as tentativas de diminuir a temperatura inicialmente avaliada, de 130 °C, impactaram
negativamente o rendimento (entradas 9 e 10). Temperaturas mais elevadas ndo foram
testadas, pois segundo relatos na literatura (BOSE; RUDRADAS; BABU, 2002) elas podem
levar a formagdo de dimeros e outros subprodutos. A cumarina 3a foi obtida com um
rendimento ligeiramente superior quando o tempo de reacdo foi de 60 minutos. No entanto, o
tempo de reagdo mais longo (120 minutos, entrada 12) ndo melhorou significativamente o
rendimento. De fato, observamos uma pequena diminui¢do no rendimento que pode estar

relacionada a produtos secundarios indesejaveis.

Tabela 6. Otimizagdo das condigdes reacionais para a sintese da 5,7-diidroxi-4-metilcumarina
(3a).?

OH OH CH,
O O NH,SO;H
+ > X
H3CJ\/U\0Et T (°C), t (min)
HO OH HO (o) (o)
1a 2a 3a
Entrada Razio molar (1a:2a) Cé;:z(l)lls:l/o(;or Tem?oecrﬁ;tura rl;f:llll:)o Rend. (%)"

1 1:1 10 130 40 20
2 1:1,2 10 130 40 40
3 1:1,5 10 130 40 84
4 1:2 10 130 40 84
5 1:1,5 - 130 40 0°
6 1:1,5 2 130 40 0°
7 1:1,5 5 130 40 38
8 1:1,5 20 130 40 80
9 1:1,5 10 80 40 65
10 1:1,5 10 100 40 74
11 1:1,5 10 130 60 88
12 1:1,5 10 130 120 80
13 1:1,5 10 130 20 64

2 Condigdes reacionais: floroglucinol (I mmol, 0,126 g), acetoacetato de etila, agitagdo magnética e
aquecimento em banho seco. ® obtidos apds recristalizagdo. © recuperagio do material de partida.

Na literatura, encontra-se relatos que a sintese de cumarinas com fenois simples, ou
seja, ndo substituidos, sob as condi¢cdes de Pechmann ¢ probleméatica e demanda condicoes

severas de reacdao, embora os rendimentos possam ainda ser razoaveis. Ja as reagdes com
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fenodis altamente ativados podem ser realizadas sob condi¢des muito mais brandas (HERA VI,
KHAGHANINEJAD; MOSTOFOLI, 2014). Tal comportamento foi observado quando
tentamos a reacdo empregando p-nitrofenol, no qual apesar de um tempo de reacdo de 48
horas ndo observamos formagao do produto desejado.

Realizamos reagdes empregando o B-cetoéster 4-cloroacetoacetato de etila (2b), e foi
observado um comportamento um pouco diferente dos demais, pois apresentou um melhor
rendimento na temperatura de 100 °C do que a 130 ° C. Por exemplo, temos a reagdo entre o
4-cloroacetoacetato de etila (2b) com o floroglucinol (1a), no qual quando a reacdo foi
realizada a uma temperatura a 130 °C obtivemos um rendimento de 75%, enquanto que
quando realizada a 100 °C o produto 3e foi obtido com um rendimento de 86%.

A purificacdo dos compostos 3a-m foi feita por recristalizacdo em etanol, no entanto
em alguns casos foram formadas impurezas coloridas dificeis de eliminar, sendo necessario o
emprego de coluna cromatografica. Os produtos obtidos, condi¢des reacionais otimizadas,

bem como os rendimentos, sdo apresentados na Tabela 7.

Tabela 7. Condicoes reacionais otimizadas e rendimentos das cumarinas C-4 substituidas.

NH2803H RZ
o 9 (10 mol%) .
+ > Ir
" 0H OEt T (°C), t (h) /
1 2 3 0 0

Entrada fenol B-cetoéster Cumarina Temperatura  Tempo

o,
(1a-f) (2a-d) (3a-m) C) (h) Rend.(%)
™ o o OH CHy
1 /©\ chM OEt m 130 1 38
HO OH 2a HO oo

o o CHj
2 HO/©\OH wue? Ao m 130 1,5 90
CHy
B W
3 HO OH H3CMOEI HO o 130 4 82

100 1 72
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Entrada fenol B-cetoéster Cumarina Temperatura  Tempo Rend. (%)
(1a-f) (2a-d) (3a-m) (°C) (h) e
Cl
(O o
HO OH ol 1 1
6 L > OFt o 0o 00 70
1c OH3f
OH cl
o o N
: oS L, w6 7
2b O
1d 3
Cl
To WYY
8 Me0” 7 on oA e /@fi 100 4 90
1e 2b MeO (O]
3h
cl
Q. &
9 Hio” ~on o A A e ) 100 12 52
15 2 HaC 0o
3
Q1 $:
10 HO oH W Ot N 130 24 60
1b 2¢c HO O 0”0
3
11 W OFt X 130 18 50
HO 1a OH 2c HO O [ele)
3k
CFs
o o
12 A o Aoet m 130 2 60
1b 2d HO [UNe]
3
CFy
ol @i S
13 HO OH OH FacMOEt HO 0”0 130 3 50

Uma caracteristica importante das cumarinas ¢ que elas apresentam propriedades

fluorescentes, como mostrado na Figura 26, apresentando cores que variam do azul ao verde

dependendo do substituinte na posi¢do C-4. Quando os substituintes sdo metila ou fenila

observa-se a fluorescéncia na cor azul, j4 quando os substituintes sdo trifluorometila e

clorometila observa-se a fluorescéncia na cor verde.
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Figura 26. Fluorescéncia das cumarinas quando irradiadas no comprimento de 365 nm em
solucdo aquosa.

ool
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Fonte: o autor.

Algumas cumarinas (3d-e, 3g-h ) derivadas do B-cetoéster 4-cloroacetoacetato de etila
(2b) foram empregadas na sequéncia desse trabalho, devido a presenca do grupo clorometila
na posicao C-4. Esse substituinte ¢ necessario para a obten¢do dos derivados 4-(azidometil)
cumarinicos, empregados na sintese dos compostos bis-(cumaronil-triazolil)uracila,

(cumaronil-triazolil)uracila e (cumaronil-triazolil)teobromina.

2.1 SINTESE DOS DERIVADOS AZIDOCUMARINICOS

A sintese dos derivados 4-(azidometil)cumarinicos 4a-d foi baseada na metodologia
descrita por Naik er al. 2012 (Figura 27), que consiste em uma reacdo de substitui¢do
nucleofilica entre as cumarinas substituidas com o grupo clorometila na posi¢do C-4 e o anion

azida.
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Figura 27. Esquema reacional da sintese dos derivados 4-(azidometil)cumarinicos 4a-d.
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Fonte: a autora.

Para essa sintese foram obtidos rendimentos de 48-89% dependendo do derivado 3
empregado. O melhor rendimento foi observado para a 4-(azidometil)cumarina 4a obtida a
partir da 4-(clorometil)cumarina derivada do floroglucinol 3e (89%), seguido do derivado
obtido a partir da 4-(clorometil)cumarina derivada naftol 3g, foi obtido um rendimento de
86%, apos recristalizacdo em etanol. Ja os derivados 4c¢ e 4d foram obtidos com rendimentos
inferiores, de 48% e 52%, respectivamente, e foi necessidrio o emprego de coluna

cromatografica para sua purificagao.

4.2 SINTESE DOS INTERMEDIARIOS DERIVADOS DA URACILA E ANALOGOS
(6a-e).

4.2.1 Sintese dos intermediarios 1-propargiluracila 6a, 1-propargiltimina 6b,
2-propargilmercaptouracila 6c e 1,3-dipropargiluracila 6d.

Visando a obtencdo dos compostos (cumaronil-triazolil)uracilas, buscou-se por uma
metodologia para a obten¢do do bloco precursor da 1-propargiluracila 6a. Neste caso, a
metodologia deveria ser regiosseletiva quanto a posi¢ao da propargilagdo, sendo desejado que

ocorresse no nitrogénio N1. Segundo Accetta et al. 2009, a alquila¢do da uracila no nitrogénio
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N1 ¢ necessaria para a introdugdo de grupos lipofilicos ou para ligar estes compostos ao
esqueleto de nucleosideos, nucleotideos ou anédlogos de nucleotideos. O autor também relata
que a preservacdo do hidrogénio na posicdo N3 pode ser importante para sua atividade
biologica.

Inicialmente foi utilizado o método descrito por Hakimelari ef al. 2002 (Figura 28), no
qual a base 1,8-diazabiciclo[5.4.0]-7-undeceno (DBU) foi empregada com intuito de obter
seletividade na remocdo do hidrogénio na posi¢do N1 da uracila (5). O DBU ¢ uma base
considerada volumosa, e portanto, a abstracdo do hidrogénio na posicdo N3 ¢ dificultada

devido ao maior impedimento estérico, levando assim ao produto de interesse.

Figura 28. Esquema reacional para a sintese da 1-propargiluracila (6a) a partir da reacao da
uracila (5) com brometo de propargila promovida pela base DBU.

fo) Br/\ (0] |[
(Brometo de propargila)
HN)j DBU . Ij\)j . N)j
O)\ fo) N OA\N

H acetonitrila, refluxo, 36 h \
A \\\

* Proporcao de 6a:6b formado foi de 4:1 (observado
no espectro de RMN de "H a 300 MHz)

Fonte: a autora.
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No decorrer da reagdo observamos por meio de cromatografia em camada delgada
(CCD) que o produto dipropargilado 6d também era formado. Ao realizarmos a extracao da
reacio observamos que houve sobra da uracila. A partir do espectro de RMN de 'H foi
possivel perceber que o derivado de interesse 6a era formado na proporcao de 4:1 e relagdo ao
produto dipropargilado 6d (Figura 29). Por fim, eles foram separados por coluna
cromatografica utilizando como fase mével uma mistura de hexano:acetato de etila (30:70

v/v), e obteve-se o derivado monopropargilado com rendimento de 40% (Figura 28).
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Figura 29. Espectro de RMN de 'H a 300 MHz do produto obtido, apos extragdo, da reagdo de
monopropargilacdo da uracila, utilizando DBU como base, segundo metodologia de
Hakimelari ef al. 2002, mostrando a formagao de mistura dos produtos 6a e 6d.
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Fonte: a autora.

Na busca por maior seletividade, investigamos a influéncia da temperatura e do tempo
reacional. Ao conduzirmos reagdes a uma temperatura de 30 °C, por tempos de 36 e 48 horas,
observamos resultados semelhantes, ou seja, ainda obtivemos mistura entre os produtos 6a ¢
6d. Para o tempo de 48 horas essa propor¢ao foi de 5:1 de 6a em relacdo ao 6d, o qual
observamos por meio do espectro de RMN de 'H do produto, realizado apds a extragio da

reacao (Figura 30).
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Figura 30. Espectro de RMN de 'H a 300 MHz do produto obtido, apos extragio, da reagdo de
monopropargilacao da uracila, utilizando DBU como base, apos modificagdes na metodologia,
mostrando a formag¢do de mistura dos produtos 6a e 6d.
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Fonte: a autora.

Devido ao fato de as modificacdes realizadas na metodologia empregando DBU como
base ndo levarem a uma sintese seletiva, testamos outros protocolos. Com base na
metodologia descrita por Gonzalez-Olvera e col. (2013), na qual emprega-se a base
bis(trimetilsilil)acetamida (BSA), obtivemos o produto desejado 6a como o tinico produto da
reacdo. O composto 6a foi obtido em um rendimento de 62%, sem a necessidade de
purificacdo por coluna cromatografica (Figura 31). Acreditamos que a seletividade obtida com
a utilizacdo do BSA esta relacionada a formacdo de um intermediario de silicio que
possivelmente deixa a posi¢do N3 mais impedida estericamente (Figura 31). Essa metodologia
também foi utilizada para a obtenc¢do do precursor 1-propargiltimina, obtendo-se o produto

bruto com bom grau de pureza, como pode ser observado por meio do espectro de RMN
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de 'H, o qual ndo demandou nenhum processo de purificagio posterior e em um rendimento

1solado de 76%.

Figura 31. Esquema reacional da propargilacdo da uracila e timina de forma seletiva.
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Fonte: a autora.

Nao foi possivel a obten¢do do derivado 1-propargiltiouracila, como inicialmente era
desejado. Ao realizarmos a reagdo de alquilacdo ela ocorreu no enxofre ao invés da posi¢do
NI da tiouracila, dessa forma obtivemos o precursor 2-propargilmercaptouracila. Para essa
reagdo testamos, inicialmente, a base DBU, porém assim como na sintese envolvendo a
uracila obtivemos mistura entre os derivados mono e o dipropargilados, com o produto 6c¢
como majoritario. Buscando seletividade, empregamos a metodolgia utilizando a base BSA, e
assim como na sintese dos derivados 6a-b o produto 6¢ foi obtido como produto unico com

rendimento de 60% (Figura 32).

Figura 32. Obtengdo do derivado 2-propargilmercaptouracila 6c.
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S N
H 45°C, 72 h 7 sTN
5¢ 6¢c (60%)

Fonte: a autora.

A sintese do precursor 1,3-dipropargiluracila 6d foi necessaria para posterior obtencao
dos compostos bis-(cumaronil-triazolil)uracilas 7a-b, compostos baseados em estruturas
semelhantes com atividade antineoplédsica descrita na literatura (Kumar et al., 2012). O
protocolo sintético foi baseado na metodologia descrita por Kumar et al., 2012, na qual,

envolve uma diapropargilagdo da uracila, nas posigdes N-1 e N-3 do anel pirimidinico,
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utilizando como reagente alquilante o brometo de propargila na presenca da base KoCO3 em
DMF anidro. Para essa reagdo empregamos uracila (1 mmol) e um excesso de carbonato de
potéssio (4 mmol). Primeiramente, essa suspensdo foi agitada por 2 horas, em temperatura
ambiente, seguido da adi¢do de brometo de propargila, também em um pequeno excesso (2,4
mmol, Figura 33). O protocolo de Kumar ef al., 2012 empregava um tempo reacional de seis
horas com monitoramento por CCD, porém apds esse tempo ainda havia material de partida e

entdo a reagdo foi agitada por mais tempo, estando completa apds 24 horas.

Figura 33. Esquema reacional da sintese do derivado 1,3-dipropargiluracila 6d.
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Fonte: a autora.

4.2.2 Sintese do intermediario 3-propargilteobromina 6e.

Além do nucleo uracilico, decidimos investigar também a influéncia do nucleo
teobromina. A teobromina (3,7-dimetilxantina, Figura 34) da familia das metilxantinas, ¢
encontrada sobretudo, em produtos de cacau, e tem agdo diurética (ALVES;
BRAGAGNOLO, 2002). Além disso, Ma et al. 2019 e Johnson, et al. 2012, relatam que
derivados da teobromina demonstraram potenciais atividades antitumorais através de
multiplos mecanismos e também poderiam reverter a resisténcia a multiplas drogas. Em vista
desse potencial, derivados da teobromina podem levar a potentes agentes antitumorais,

seletivos e com menor toxicidade.

Figura 34. Estrutura quimica da teobromina.
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Fonte: a autora.
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A sintese do derivado propargilico da teobromina 6e foi baseada na metodologia
descrita por Kumar ef al., 2012. em que foi empregado o carbonato de potadssio como base, €
DMF anidro como solvente, da mesma forma que para a obten¢do do derivado dipropargil
substituido da uracila 6d. Porém, ap6s 24 h de reacdo, ainda era possivel observar o material
de partida (CCD). Para a completa conversao foi entdo necessario 48 h de reacdo. Entretanto,

o rendimento dessa reagdo foi de 50% (Figura 35).

Figura 35. Sintese do derivado 3-propargilteobromina (6e).
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Fonte: a autora.

4.2.3 Sintese dos derivados bis-(cumaronil-triazolil)uracilas 7a-b, (cumaronil-
triazolil)uracila, timina, tiouracila 8a-g e (cumaronil-triazolil)teobromina 9a-d.

A sintese dos hibridos Dbis-(cumaronil-triazolil)uracilas  7a-b, (cumaronil-
triazolil)uracila, timina, tiouracila 8a—f e (cumaronil-triazolil)teobromina 9a—d ocorreu por
meio do mecanismo de cicloadi¢do catalisada por Cu(I) (CuAAC) empregando os derivados
4-(azidometil)-cumarinicos como dipolo e os derivados mono e di-propargil substituidos da
uracila, timina, tiouracila e da teobromina como dipolarofilos.

Inicialmente empregamos como catalisador o cloreto de cobre(I), o qual promoveu a
formac¢ao do derivado 7a, com um bom rendimento de 85%. Porém, o uso desse catalisador
demanda maiores cuidados como atmosfera inerte, ja que sais de cobre (I) podem apresentar
instabilidade  termodindmica, podendo ser oxidado para Cu(ll) e/ou sofrer
desproporcionamento no decorrer da reacdo levando a formagao de cobre metalico e Cu(Il)
(FREITAS et al. 2011). Para solucionar esses possiveis problemas, e para que essa reacao
pudesse se enquadrar nos critérios de uma reagdo do tipo “click”, utilizamos o sistema
catalitico em que ¢ a espécie de cobre(l) € gerada in situ por meio do emprego de sulfato de

cobre e de ascorbato de sdédio como agente redutor.
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Para que uma reacdo seja “click” ela deve seguir alguns critérios, como ser realizada
sem solventes ou que estes sejam atoxicos e inofensivos, usar materiais de partida estaveis e
de simples obten¢do e ndo necessitar, por exemplo, de cuidados especiais, ou seja, idealmente
o processo deve ser insensivel a oxigé€nio e dgua (FREITAS et al. 2011).

O protocolo reacional selecionado foi baseado no descrito por Kumar et al. 2012, ¢
para a obtenc¢do dos hibridos bis-(cumaronil-triazolil)uracilas 7a-b foi empregado o precursor
1,3-dipropargiluracila 6d (1 mmol) frente aos derivados 4-(azidometil)-cumarina 4a-b
(2 mmol). A reagdo foi realizada em etanol-agua (10:1), e foi catalisada por Cu(I) gerado in
situ a partir do sulfato de cobre (0,055 mmol) e ascorbato de sédio (0,143 mmol). Além do
solvente atoxico, essa metodologia empregou temperatura branda de 25 °C por 24 horas,
tendo sido acompanhada por CCD. Apos completada a reagdo, foi adicionada agua gelada e o
produto precipitou instantaneamente, sendo entao filtrado, seco por liofilizagdo e purificado
por coluna cromatografica utilizando hexano:acetato de etila (50:50 v/v) e
diclorometano:metanol (95:5 v/v), e foram obtidos em rendimentos de 90% e 85% para o

composto 7a e 7b, respectivamente.

Figura 36. Esquema reacional para a sintese dos hibridos bis-(cumaronil-triazolil)uracilas
Ta-b.
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ascorbate de sodio(10 mol%)
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(0] / "“
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07N CuS0,.7H50 (5 mol%) 7a, 90%
\ ascorbate de s6dio(10 mol%)
A . . 0

6d EtOH:H,0 (10:1), 30 °C, 24 h
N
N=N

7b, 85%

Fonte: a autora.

Os hibridos (cumaronil-triazolil)uracila, timina 8a-e (Esquema A, Figura 37),

(cumaronil-triazolil)tiouracila 8f (Esquema B, Figura 37) e (cumaronil-triazolil)teobromina
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9a-d (Figura 38) também foram obtidos por meio do protocolo reacional baseado no descrito
por Kumar et al. 2012, empregando os precursores 1-propargiluracila 6a, 1-propargiltimina
6b, 2-propargilmercaptouracila 6¢ e 3-propargilteobromina 6e frente aos derivados 4-
(azidometil)-cumarina 4a-d. Para a sintese desses derivados foi utilizada a metade da
quantidade de sulfato de cobre (0,0275 mmol) e ascorbato de sodio (0,0715 mmol) do que
para a obtencao dos derivados bis-(cumaronil-triazolil)uracilas. As reacdes foram realizadas

em etanol-agua, a 30 °C por 24 horas, e foram obtidos rendimentos de 70% — 92%.

Figura 37. Esquemas reacionais para a sintese dos hibridos (cumaronil-triazolil)uracila, timina,
8a-e (Esquema A) e (cumaronil-triazolil)tiouracila 8f (Esquema B).
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ascorbato de sodio (10 mol%) o

o EtOH:H,O (10:1), 30 °C, 24 h
HN |
fﬁ d o
X HO .
PN (e

Fonte: a autora.
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Figura 38. Esquemas reacional para a sintese dos hibridos (cumaronil-triazolil)teobromina
9a-d.
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Fonte: a autora.

Os produtos brutos foram obtidos, em geral, apenas com pequenos resquicios da
cumarina precurssora, como pode ser observado no espectro de RMN de 'H do composto 8b
(Figura 39), que foram retirados por meio de coluna cromatografica utilizando hexano:acetato
de etila (50:50 v/v) e diclorometano:metanol (95:5 v/v), obtendo-se unicamente o produto de

interesse (Figura 40).
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Figura 39. Espectro de RMN de 'H adquirido do composto (cumaronil-triazolil)uracila 8b
sem prévia purificagdo.
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Figura 40. Espectro de RMN de 'H adquirido do composto (cumaronil-triazolil)uracila 8b

apos purificagdo por cromatografia em coluna de silica gel.
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Fonte: a autora.

A identificagdo dos compostos 7a-b, 8a-f e 9a-d foi realizada por RMN de 'H, RMN
de C {'H} e espectrometria de massas de alta resolugdo (HRMS). Os espectros de RMN
foram registrados em DMSO-ds. A atribui¢do de sinais de RMN de 'H e '3C {'H} para os
compostos 7a-b, 8a-f e 9a-d foi baseada na elucidacao estrutural do composto 7a, além dos
dados espectroscopicos dos compostos precursores 4a e 6d. Para melhor discussao a respeito

da atribui¢@o dos sinais do composto 7a numeramos a estrutura da seguinte forma: iniciando
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com a letra C (C1, CI’...) os hidrogénios presentes no nucleo cumarinico; iniciando com a
letra T (T1, T1’...) os hidrogénios presentes no nucleo triazolinico; iniciando com a letra U
(U1, U1"...) os hidrogénios presentes no nucleo uracila; e por fim, UT1 e UT1’ referentes aos
CH: pontes de ligacdo entre os nucleos uracila e triazol e CT1 e CT1’ referentes aos CH>

pontes de ligacdo entre os ntcleos cumarina e triazol (Figura 41).

Figura 41. Espectro de RMN de 'H a 300 MHz do hibrido bis-(cumaronil-triazolil)uracila 7a
adquirido em DMSO-ds e com supressao do sinal referente a dgua.

[rel]

"UCoM-2" 3 1 FIRMN
HOc1 ®

82274
8.0767
6.3774
6.3703
6.2049
5.0793
S072T

__—7.8067
=_7:8803
8
5
5
5
5

_—4.7786
——4.7150

£~
~

i

088!

| i0857-=

szEa
000
001
3565
258

Fonte: a autora

Figura 42. Expansdo do espectro de RMN de 'H a 300 MHz do hibrido bis-(cumaronil-
triazolil)uracila 7a adquirido em DMSO-ds € com supressdo do sinal referente a agua.
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No espectro de RMN de 'H do composto 7a (Figura 41 e Figura 42) pdde-se observar

os sinais referentes aos hidrogénios vinilicos (C3 e C3’) das cumarinas, como simpletos na
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regido de 4,71 e 4,77 ppm. Em 5,07 ppm podemos visualizar um simpleto com integracdo 4H
referente aos hidrogénios do CH» pontes que ligam os nlcleos cumarinas aos triazois (CT1 e
CT1’). Os sinais referentes aos hidrogénios do CH2 pontes entre os nucleos uracila e triazol
podem ser observados com simpletos em 5,90 (UT1) e 5,94 (UT1’) ppm, sendo que esses
valores de deslocamentos mais desblindados demonstram os fortes efeitos dos ciclos ao qual
eles estao ligados. Os hidrogénios cumarinicos aromaticos C8, C8 e C6, C6’ podem ser
observados em 6,20 e 6,37, respectivamente, como dupletos com integragdo de 2H cada e
J=2,4 Hz, devido ao acoplamento entre os hidrogénios do anel com distdncia de duas

ligacdes.

Figura 43. Expansdo do espectro de RMN de 'H a 300 MHz do hibrido bis-(cumaronil-
triazolil)uracila 7a em DMSO-ds € com supressao do sinal referente a agua.
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Fonte: a autora

Observou-se ainda, os sinais referentes aos hidrogénios vinilicos da uracila como
dupletos com J = 7,7 Hz em & 5,80 ppm (U5) e em 6 7,89 ppm (U6) com integragdo igual a
1H cada. Por fim, verifica-se os sinais relativos aos hidrogénios T5’ e T5 do triazol, como
simpletos com integracdo de 1H nas regides bastante desblidadas de 8,07 e 8,22 ppm,
respectivamente (Figura 42 e Figura 43), o que comprovaria sua formagao e esta de acordo
com o que foi relatado na literatura para estruturas similares (KRISHNA et al., 2018;
NEGRON-SILVA ef al., 2013). A estrutura foi ainda suportada pelo espectro de RMN de °C,
que mostrou os sinais correspondentes aos atomos de carbono do triazol em 6 125,26 - 125,30
para CH (C-5) e 6 142,8 - 143,36 ppm para o carbono quaternario (C-4). O HRMS (ESI)-MS
de todos os compostos mostrou os correspondentes ions moleculares protonados [M + H]" ou
sodiados [M + Na]" confirmando suas estruturas.

Os hibridos bis-(cumaronil-triazolil)uracila 7a - b, (cumaronil-triazolil)uracila, timina,
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tiouracila 8a — g e (cumaronil-triazolil)teobromina 9a — d, assim como suas cumarinas
precursoras, apresentam propriedades fluorescentes, como mostrado na Figura 44,
apresentando cores que variam do azul ao verde dependendo dos substituintes na por¢ao
cumarinica de sua estrutura. Nos hibridos contendo a por¢do cumarinica derivada do naftol
observa-se a fluorescéncia na cor azul, ja nos com a parte cumarinica derivada do florglucinol

observa-se a fluorescéncia na cor verde.

Figura 44. Fluorescéncia dos compostos  bis-(cumaronil-triazolil)uracilas 7a-b, (cumaronil-
triazolil)uracilas 8a-b e (cumaronil-triazolil)teobrominas 9a-b  quando irradiadas no
comprimento de 365 nm em solugdo DMSO/agua (1:1).
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4.2.4 Obtencao dos complexos de inclusdo (11a-b)

Apds a obtencdo dos compostos de interesse puros e caracterizados, iniciou-se 0
protocolo para a realizagdo dos testes de viabilidade celular. Uma das caracteristicas
fundamentais para que o experimento seja possivel ¢ que o composto apresente boa
solubilidade em 4gua, ou em DMSO em uma concentragdo final de 0,1%. Porém, os
compostos  bis-(cumaronil-triazolil)uracila  7a-b, (cumaronil-triazolil)uracila 8a-g e
(cumaronil-triazolil)teobromina 9a-d nao foram solaveis. Na busca de solugdes que
permitissem a execugdo dos testes, pensou-se no emprego dos complexos de inclusdo com
ciclodextrinas (OLIVEIRA et al., 2009). Esses compostos tém sido amplamente utilizados
para amplificar a biodisponibilidade oral em formulagdes farmacéuticas, sendo especialmente
aplicados para farmacos lipofilicos, uma vez que o seu efeito terapéutico pode ser melhorado
(KELLICI et al., 2016). A incorporacao das ciclodextrinas (CDs) em sistemas farmacéuticos
constitui uma realidade consolidada. Mais de 30 medicamentos comercializados no mercado
mundial contam com a presenca deste excipiente em suas formulagdes (CUNHA-FILHO; SA
BARRETO, 2007).

Ciclodextrinas sao produtos ciclicos obtidos do amido através de uma reagdo de
transglicosilacdo  intramolecular (ciclizagdo), realizada pela enzima ciclodextrina
glicosiltransferase (CGTase, EC 2.4.1.19), produzida por alguns microorganismos como
o Thermoanaerobacterium, Klebsiella oxytoca e algumas espécies de Bacillus, como B.
macerans, B. circulans, B. megaterium, B. firmus, B. stearothermophilus e B. Lentus
(MORIWAKI et al., 2009). As trés ciclodextrinas naturais sdo alfa (a-CD), beta (B-CD) e
gamaciclodextrinas (y-CD), compostas de seis, sete e oito unidades de D-(+)-glicopiranose,
respectivamente, € unidas pela ligacdes a-1,4-glicosidica (Figura 45) (FRACETO et al., 2007).
Elas apresentam conformacao espacial tronco conica (Figura 45), com grupos hidroxilas
primarios e secundarios voltados para a face externa, conferindo certa hidrofilia para a

superficie externa, enquanto a cavidade da molécula ¢ hidrofobica (AGUIAR et al., 2014).
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Figura 45. Estruturas moleculares das ciclodextrinas a-CD, B-CD e y-CD.
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Fonte: VENTURINI et al. 2008

A cavidade das ciclodextrinas permite a elas complexarem moléculas que apresentem
dimensdes compativeis, alterando suas propriedades fisico-quimicas, como solubilidade em
agua, estabilidade e biodisponibilidade. As B-CDs sdo as ciclodextrinas mais amplamente
utilizadas na complexacao com varias classes de farmacos (FRACETO et al., 2007), pois a
dimensdo de sua cavidade ¢ adequada para a maioria dos compostos com pesos moleculares
de 200 a 800 g/mol, possibilitando a complexacdo de compostos aromaticos e heterociclicos
(ZIGONE; RUBESSA, 2005).

Além das ciclodextrinas de origem natural, um grande numero de CDs modificadas
tem sido sintetizado. Essas CDs modificadas surgiram a partir da necessidade de alterar ou
melhorar suas estruturas a fim de obter complexos de inclusdao adequados a varios setores,
como industrial, alimenticio e farmacéutico (VENTURINI et al., 2008). Um dos derivados
das CDs muito utilizado na complexagdo de farmacos ¢ o das CDs hidroxialquiladas, com
destaque para a 2-hidroxipropil-B-ciclodextrina (HP-B-CD, Figura 46), que apresenta alta
solubilidade em agua e baixa toxicidade (GUEDES et al., 2008).
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Figura 46. Estrutura molecular da 2-hidroxipropil-B-ciclodextrina (HP-3-CD).

Fonte: KELLICI et al. 2016.

As CDs formam complexos relativamente nao especificos com uma grande variedade
de substratos e a principal condi¢cdo ¢ que o substrato possa se adaptar a cavidade, ainda que
parcialmente (VENTURINI et al., 2008). A formacdo de complexos ¢ possivel com toda a
molécula de fdrmaco ou englobando apenas parte dela, como esquematizado na Figura 47

(OLIVEIRA et al., 2009).

Figura 47. Formagao complexo de inclusao farmaco-CD com estequiometria 1:1 e 1:2.
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Fonte: Oliveira et al., 2009.

Assim, as CDs funcionam como transportadores moleculares, carregando as moléculas
hidrofébicas héspedes em solugcdo até as membranas celulares lipofilicas para qual

apresentam maior afinidade, facilitando assim sua absor¢do. A absor¢ao das CDs pelas
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membranas celulares ¢ insignificante, devido ao seu elevado tamanho (massa molecular acima
de 1000) e superficie hidrofilica (GUEDES et al., 2008).

Devido as caracteristicas fundamentais para aplicagdo em testes biologicos como alta
solubilidade aquosa e baixa toxicidade, selecionamos a hidroxipropil-B-ciclodextrina
(HP-B-CD) para o preparo dos complexos de inclusdo. O protocolo foi realizado por meio do
método de cossolubilizagao baseado no descrito por Azevedo et al. 2000. O complexo de
inclusdo entre as bis-(cumaronil-triazolil)uracilas 7a-b, (cumatonil-triazolil)uracila, timina 8a-
d, e (cumaronil-triazolil)teobromina 9a-b, 9d e HP-B-CD 10 foi preparado empregando a
seguinte sequéncia de procedimentos:

Primeiramente, uma solugdo etandlica contendo os compostos (7a-b, 8a-d, 9a—b, 9d)
foi preparada. O etanol foi escolhido como solvente devido a maior solubilidade dos
compostos neste solvente. Paralelamente, uma solugdo de HP-B-CD 10 foi preparada em
agua, ambas nas mesmas propor¢des molares (estequiometria 1:1, composto:ciclodextrina) e
volume. Ambas as solu¢des foram mantidas sob agitacdo até que os compostos estivessem
completamente soluveis. Apds, as solugdes foram misturadas, e novamente mantidas sob
agitacao constante por 150 horas. Apos, a solucdo final foi concentrada no evaporador
rotativo para a retirada dos solventes. A agua residual foi removida com o uso da técnica de
liofilizacdo, obtendo-se assim um so6lido que foi armazenado em um frasco ambar, selado e
sob refrigeragdo, para a posterior utilizagdo. A identificagdo dos complexos foi feita por meio
de RMN de 'H.

Algumas mudangas, sutis, foram observadas no espectro de RMN de 'H dos
compostos puros em relagao aos espectros dos complexos de inclusdo. Como exemplo, temos
o composto 7a, onde houve pequenas mudancas nos deslocamentos quimicos dos picos
referentes aos hidrogénios aromaticos da cumarina. Os dupletos com J = 2,4 Hz, que eram
visualizados em 6 6,20 e 6,37 ppm (Figura 48), no complexo de inclusdao sao observados em 6
6,19 e 6,30 ppm (Figura 50). Além disso, observamos uma mudanga na distancia entre esses
picos, que no composto 7a era de 51,79 Hz (Figura 51, espectro 1) e no complexo de inclusdo
com a HP-B-CD ¢ de 32,79 Hz (Figura 51, espectro 2).

Os complexos composto:HP-B-CD obtidos demonstraram ser, visualmente, mais
soltiveis do que o composto puro em uma mistura de agua e 0,5% de DMSO, o que permitiu a

realizagdo dos testes de viabilidade celular por meio deles.
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Figura 48. Espectro de RMN de 'H a 300 MHz do hibrido 7a adquirido em DMSO-ds com
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Figura 49. Espectro de RMN de 'H a 300 MHz da HP-B-CD adquirido em DMSO-de.
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Figura 51. Espectro 1 - expansio do espectro de RMN de 'H a 300 MHz, adquirido em
DMSO-ds, do hibrido 7a destacando os dupletos referentes aos hidrogénios aromaticos da
porcao cumarinica (distancia entre os picos de 51,79 Hz). Espectro 2 - Expansdo do espectro
de RMN de 'H a 300 Hz do complexo de inclusio do composto 7a com a Hp-B-CD,
destacando os dupletos referentes aos hidrogénios aromaticos da por¢ao cumarinica (distancia
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4.2.5 Ensaios bioldgicos

Quando um novo composto, obtido de fonte natural ou sintética, estd sob avaliagcao de
suas atividades biologicas ele precisa ser examinado quanto ao seu efeito citotoxico
(BAHUGUNA et al., 2017). Testes de citotoxicidade consistem em colocar o composto
direta ou indiretamente em contato com uma cultura de células de mamiferos, verificando-se
as alteragdes celulares por diferentes mecanismos. O pardmetro mais utilizado para avaliar a
toxicidade ¢ a viabilidade celular (ROGERO et al., 2003).

O ensaio colorimétrico de redugdo do MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difenil tetrazolio) ¢ utilizado para avaliar a viabilidade celular. O mecanismo consiste na
clivagem do sal de tetrazélio MTT em um produto de cor puirpura (formazan) pela enzima
succinato-desidrogenase mitocondrial (EC 1.3.5.1), como mostrado na Figura 52, ¢ a
quantidade de formazan produzida (intensidade da cor ptirpura) ¢ proporcional ao nimero de

células viaveis presentes (DENIZOT; LANG, 1986).

Figura 52. Conversdo do MTT em formazan pela enzima succinato-desidrogenase
mitocondrial.

42/\N succinato desidrogenase \%/N
J\ mitocondrial s—-(

MTT

( FORMAZAN 3

Os compostos hibridos  bis-(cumaronil-triazolil)uracilas ~ 7a-b, (cumaronil-

Fonte: a autora.

triazolil)uracilas 8a-b, (cumaronil-triazolil)timinas 8c-d e (cumaronil-triazolil)teobrominas
9a-b, 9d foram investigados pelo ensaio MTT frente as linhagens tumorais HCT116
(colorretal), Hep-2 (laringe) e A549 (pulmao) e a linhagem ndo tumoral HaCat (queratinocitos
humanos). Para a avaliagdo da atividade antitumoral foram utilizados os valores de ICso
(concentragdo inibitoria 50% - concentragdo que inibe o crescimento celular em 50%) e cada

experimento foi realizado em triplicata e em trés dias diferentes.
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Os testes foram conduzidos com os compostos hibridos na forma de complexos de
inclusdao com a Hp-B-CD. Foram avaliadas, nos tratamentos, as concentracdes de 5, 10, 20 e
50 uM para a linhagem Hep-2 e 5, 10, 20, 50 e 100 uM para as linhagens A549, HCT116 e
HaCat, por 24 e 48 horas. A sequéncia experimental para os ensaios de viabilidade celular foi

realizada como apresentado no fluxograma a seguir (Figura 53).

Figura 53. Fluxograma do ensaio de viabilidade celular MTT.
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Fonte: a autora

Com o intuito de avaliar a possivel toxicicidade da HP-B-CD no ensaio de viabilidade
celular, que poderia levar a uma interferéncia no resultado dos ensaios para os compostos, foi
realizado um ensaio controle contendo apenas a HP-B-CD na concentragdo mais alta (100
uM) a qual foi avaliada na mistura com os compostos hibridos. Adicionalmente, a solucdo
veiculo, contendo 0,5% de DMSO, foi também submetida aos ensaios, sendo o controle
negativo.

Nao foi observada toxicidade e interferéncia da HP-B-CD nos ensaios de viabilidade
celular, frente a nenhuma das células testadas, na concentra¢do avaliada, obtendo-se valores
de absorbancia semelhantes aos valores do controle de meio de cultura. Verificou-se que
cinco dos compostos hibridos avaliados (7a-b, 8d, 9a-b) apresentaram citotoxicidade (ICso

<100 uM) frente a linhagem de células HCT116 (cancer colorretal).
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O composto 7a, resultante da hibridizagdo da uracila e duas cumarinas derivadas de
floroglucinol, apresentou a maior citotocixidade frente a linhagem de células HCT116 com
um ICsp calculado de 24,19 uM para 48 h de exposicao (Tabela 8, entrada 1). Além disso, o
composto 7a ndo apresentou citotoxicidade frente a linhagem de células ndo tumorais HaCat,
mostrando um indice de seletividade (IS) igual a 6. O indice de seletividade foi calculado
como a razao entre o ICso da HaCat (linhagem nao tumoral) e o ICs¢ das linhagens tumorais, €
pode sugerir a seletividade de um composto entre um linhagem tumoral e uma nao tumoral,
sendo que um valor de 6 indica que o composto ¢ seis vezes mais ativo frente a células
tumorais do que em células normais. Houve uma diminui¢do no ICso apresentado pelo
composto 7a com o tempo de exposi¢do frente a linhagem HCT116, com valores de 69,22 uM
para 24 horas de exposi¢ao e 24,19 uM para 48 h de exposi¢ao.

Observamos um comportamento inesperado em relagdo a viabilidade celular
apresentada pelo composto 7a frente a linhagem de células HCT116. A viabilidade celular
ficou abaixo de 40% na concentragdo de 25 uM para 48 horas de exposi¢cdo e aumentou em
doses mais altas, ficando acima de 50% na concentragdo de 50 puM (Figura 54). Ou seja, a
citotoxicidade observada nao foi dose-dependente. Infelizmente, ndo foi possivel explicar esse
comportamento a partir dos ensaios realizados e sao necessarios mais estudos para que seja
possivel compreendé-lo.

Nenhum efeito de citotoxicidade foi observado para o composto 7a frente as células
A549 em 24 e 48 h de tratamento (Tabela 8, entrada 1). Em relagdo a linhagem de células
Hep-2, um ICso de 51,55 + 1,71 uM foi observado para 24 h de exposi¢cao. Houve um
aumento no valor de ICso apresentados pelo composto 7a frente a linhagem de células Hep-2
com o tempo de exposi¢do, sendo que ele ficou acima de 100 uM para 48 horas de exposicao.

O composto 7b, que ¢ analogo ao 7a, mas com a por¢do cumarina derivada do 1-
naftol, apresentou ICso frente as células HCT116 de 54,50 + 1,74 e 59,17 = 1,77 uM para
tratamento de 24 e 48 h. Esse composto foi o Unico da série que apresentou atividade frente a
linhagem de células A549, com um ICso de 51,03 £ 1,71 uM para 24 h de exposic¢ao (Tabela
8, entrada 2). Além da citotoxicidade moderada, o indice de seletividade em relacdo a
linhagem de células HaCat foi de 63. Nenhuma citotoxicidade foi observada frente as células
Hep-2. Em relacdo a viabilidade celular o composto 7b, frente a linhagem HCTI116,
apresentou comportamento semelhante ao composto 7a. A viabilidade celular ficou abaixo de
50% na concentragdo de 5 pM e acima de 60% na concentragdo de 50 uM, ou seja,

observamos um aumento em doses mais altas (Figura 54).
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Figura 54. Perfil citotoéxico do composto hibridos 7a frente as linhagens de células tumorais
HCT116, Hep-2 e do composto 7b frente as linhagens de células tumorais HCT116 ¢ A549
ap6s 24 h e 48 h de exposi¢do em ensaio MTT. Letras diferententes representam significancia

estatistica utilizando o teste ANOVA-Tukey; p < 0.05.
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No caso dos compostos mono N1-(cumaronil-triazolil)uracilas 8a-d, eles ndo foram
citotoxicos frente as linhagens tumorais avaliadas, com ICso> 100 uM, com exce¢dao do
composto 8d, que apresentou citotoxicidade moderada apenas frente as células HCT116 com
um ICso de 87,58 + 1,94 uM (Tabela 8, entrada 6).

Os compostos 9a ¢ 9b, ambos derivados da teobromina, mostraram citotoxicidade
frente as células HCT116. No entanto, o composto 9b mostrou maior poténcia com um ICso
40,98 + 1,61 uM para 24 h de exposi¢do com um indice de seletividade de 6 (Tabela 8,
entrada 8). O composto 9a mostrou um ICso de 78,26 + 1,89 em 24 h de exposi¢do frente as
células HCT116 e um ICso de 56,55 + 1,75 uM frente as células Hep-2 (Tabela 8, entrada 7),
com um indice de seletividade de 4 e 5, respectivamente.

Por fim, nenhum dos compostos testados apresentou citotoxicidade frente a linhagem
de células ndao tumorais HaCat, mesmo na concentracdo mais elevada testada de 100 uM em

todos os tempos testados (Tabela 8).

4.2.6 Estudo de toxicidade in silico.

Determinar a toxicidade de produtos quimicos é necessario para identificar seus
efeitos nocivos sobre seres humanos, animais, plantas ou meio ambiente. E também uma das
principais etapas no planejamento de medicamentos. Modelos animais sao utilizados ha muito
tempo para testes de toxicidade. No entanto, testes em animais in vivo sao limitados pelo
tempo, por consideragdes éticas e, também, encargos financeiros (RAIES; BAJIC, 2016).
Diante deste cenario, os métodos de avaliagdo da toxicidade in silico (IST — do inglés: in
silico toxicology) sdo considerados uteis, uma vez que permitem a obtencao de resultados que
balizam os riscos potenciais de substincias em fase anterior ao ensaio experimental. Esses
métodos consistem em abordagens computacionais que geram, simulam, ou prevéem a
toxicidade de produtos quimicos, o que permite a sua visualizacao e analise. O IST abrange
todas as metodologias que sdo utilizadas para calcular propriedades quimicas e biologicas
envolvidas em efeitos toxicos e geralmente baseado em uma estrutura quimica ou
similaridade a esta, que representa um produto quimico real ou proposto (isto €, virtual). Hoje,
as abordagens in silico sdo frequentemente usadas em combinagdo com outros testes de
toxicidade (MYATT et al., 2018).

Tendo isso em vista, a partir dos resultados de citoxicidade obtidos nos ensaios de

viabilidade celular MTT, decidimos realizar estudos in silico avaliando o risco de toxicidade



93

tedrica dos compostos que se mostraram mais promissores. Os estudos foram realizados com
a colaboracdao do Prof. Dr. Favero Reisdorfer Paula, na Universidade Federal do Pampa
(Unipampa) — Campus Uruguaiana.

Para isso, nesse trabalho, o software Osiris Property Explorer foi usado para calcular
o risco de toxicidade baseados em fragmentos dos compostos 7a-b e 9a-b em comparagao
com o perdxido de hidrogénio (H202) como controle positivo. O programa Osiris utiliza um
banco de dados com medicamentos comercializados e com compostos do catdlogo Fluka, ndo
utilizados como medicamentos, e seus fragmentos com toxicidade avaliada para se predizer o
risco de toxicidade do composto estudado. O software calcula ainda as propriedades
druglikeness e o drugscore, que representam o potencial da molécula em apresentar
caracteristicas de um fairmaco e um ranqueamento numérico em relagdo a um composto ativo
ou agente terapéutico, respectivamente.

Todos os compostos apresentaram efeitos toxicos previstos mais baixos em
comparacdo com o H2O:. Todos os resultados obtidos usando o software Osiris sdo mostrados
na Tabela 11. A avaliagdo mostrou que os compostos submetidos ao estudo apresentaram
baixo risco de causar efeitos mutagénicos e tumorigénicos teoéricos. Além disso, apenas o
composto 7a apresentou risco moderado de causar efeito toxico no sistema reprodutivo, e
esses resultados sugerem que os compostos tém baixo potencial para causar toxicidade e

podem ser submetidos ao desenvolvimento e planejamento de farmaco.

Tabela 9. Predicao teorica de toxicidade dos compostos 7a-b, 9a-b e H,O». A escala de risco

de toxicidade varia de nenhum (-), baixo (+), moderado (++) e alto (+++) calculados usando o

software Osiris Property Explorer®.

Risco de Toxicidade 7a 7b 9a 9b H:0:
Mutagénico - + - + 4+
Tumorogénico - + - + -+
Irritante - - - - o+
Sistema reprodutivo ++ - - - +

4.2.7 Selecao do possivel alvo biologico

O programa de busca de alvos biologicos por conjuntos de moléculas usando
similaridade intitulado SEA Search web Server (do inglés: Similarity Ensemble Approach) foi

empregado com base na hipdtese de identificagdo de proteinas-alvo candidatas a interagdo
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com as estruturas quimicas dos compostos 7a-b e 9a-b. Vérios alvos bioldgicos podem estar
envolvidos na quimioterapia oncolédgica (KE; SHEN, 2017), e os trés nticleos moleculares que
compdem a estrutura quimica dos hibridos sintetizados possuem atividade antitumoral
reportada na literatura associada a uma ampla gama deles. Como exemplo pode-se citar a
dUTPase (MYAKOSHI et al., 2012a), Topoisomerase I e II (LIANG et al., 2019; PAUL;
BINDAL; LUXAMI, 2013; GURUGE; UDAWATTE; WEERASINGHE, 2016; XU et al.,
2016; LI et al., 2017), tubulina (PINGAEW et al., 2014; SANDUJA et al., 2020), inibidores
de kinases, inibidores da aromatase/sulfatase (THAKUR; SIGLA; JAITAK, 2015), entre
outros. A partir da busca de proteinas receptoras para estas moléculas ¢ possivel refinar a
variedade de alvos biologicos propostos. Ao realizarmos, inicialmente, a modelagem apenas
com os compostos 7b e 9b, o principal modelo foi direcionado a desoxiuridina 5'-trifosfatase
(dUTPase), que apresentou valor de p de 4,341e’!” (probabilidade de observacdo de escore
bruto por chance aleatéria; quanto menor o, valor mais forte a interagdo) e max-TC
(Coeficiente de similaridade de Tanimoto) de 0,30 (Tabela 10). O coeficiente de Tanimoto
realiza a comparacdo de moléculas através de uma simples contagem de caracteristicas
compartilhadas (grupos funcionais, propriedades, etc) entre as moléculas submetidas a
comparagdo. Essa contagem gera um determinado valor entre 0 ¢ 1 que indica o grau de

similaridade entre as estruturas verificadas (MA; WANG; XIE, 2011).

Tabela 10. Candidatos a alvo bioldgico identificados por predigdes SEA obtidos a partir da
analise dos compostos 7b ¢ 9b.

Descricao Valor de P MaxTC
Desoxiuridina 5'-trifosfatase 4,341eV7 0,30
Subunidade catalitica da proteina quinase dependente de DNA 1,389 0,38
Proteina dissulfeto isomerase 1,026¢° 0,30

Esse resultado estd de acordo com o reportado por Myakoshi et al. (2012a) o qual
sugere que derivados da uracila contendo triazol em suas estruturas podem apresentar inibigao
da dUTPase, o que poderia indicar essa proteina como alvo bioldgico da interacdo. Ao
realizarmos o docking molecular com a dUTPase como alvo com o composto 7b verificamos
que ele encaixou bem no sitio ativo da mesma. Entretanto, quando realizamos o mesmo

procedimento com os demais compostos 7a ¢ 9a ndo obtivemos bons resultados. Outro fator
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que nos chamou a atencdo foi que os compostos hibridos 8a-d, com o hidrogénio na posi¢ao
N3 da uracila, mais proximos estruturalmente aos compostos avaliados por Myakoshi et al.
(2012a), nao se mostraram citotéxicos nos ensaios MTT, nos levando a acreditar que esse ndo
seria o alvo mais adequado.

Uma nova analise dos compostos, agora incluindo os hibridos 7a e 9a, empregando o
algoritmo SEA nos levou a possiveis candidatos a alvos biologicos que englobassem de forma
mais adequada a série de compostos avaliados, e neste caso o principal modelo foi
direcionado 2 DNA topoisomerase 1 (Topo-1), que apresentou valor de p de 3,83 e3! e
max-TC de 0,29. De acordo com esses resultados, optamos por utilizar essa proteina nos
estudos de docking molecular. A Topo-1 tem sido identificada como potencial alvo bioldgico
de varios medicamentos antineoplasicos devido ao seu envolvimento na replicacdo e na
proliferacdo celular, além de que esse complexo proteico ¢ mais expresso em células tumorais

do que em células normais (ROSALES et al., 2019).

Tabela 11. Candidatos a alvo bioldgico identificados por predicdes SEA obtidos a partir de
analise dos compostos 7a-b e 9a-b.

Descrigdo Valor de P MaxTC
DNA topoisomerase 1 3,83 ¢3! 0,29
Proteina fosfatase fosfotirosina de baixo peso molecular 7,128 2! 0,30
Testosterona 17-beta-desidrogenase 3 1,058 ¢2° 0,37

4.2.8 Docking molecular

O docking molecular ¢ um dos métodos mais usados no desenvolvimento de fairmacos
baseados na estrutura (SBDD — do inglés: structure based drug design), devido a sua
capacidade de prever, com um grau substancial de precisdo, a conformac¢do de moléculas
pequenas ligantes no sitio de ligagao do alvo apropriado (FERREIRA et al., 2015).

Os estudos de modelagem molecular foram realizados usando Spartan 08 para
Windows, para gerar os conférmeros de menor energia das estruturas quimicas dos compostos
7a-b e 9a-b. Estruturas minimizadas em extensao mol2 foram usadas para as andlises de
docking. O procedimento de docking foi realizado para identificacdo da pose individual que
apresenta menor energia e que se liga seletivamente ao sitio ativo da Topo-1. A funcdo de

pontuacao do iIGEMDOCK ¢ calculada usando a soma total das forcas de Van der Waals,
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ligacdo de hidrogénio e energia eletrostatica. Considerando as poses dos ligantes, valores
muito proximos de energia foram obtidos de -113,3 a -117,8 kcal mol! para todos os
derivados avaliados (Tabela 12). Algumas diferengas foram observadas nos valores da ligagdo
de H comparando os compostos 7b e 9a, -21,8 e -45,3 kcal mol!, respectivamente. Nao foi
observada interagdo eletrostatica entre os compostos € a Topo-1. Todos os valores de

interagdes de Van der Waals, hidrogénio e eletrostatica sio mostrados na Tabela 13.

Tabela 12. Resultados do docking dos compostos 7a-b e 9a-b no Topo-1 usando o software
IGemdock 2.1.

Composto Energia de aﬁgidade Van der Wials Ligacao dciH Eletrostéti_?a
(kcal mol™) (kcal mol™) (kcal mol™) (kcal mol™)

7a -117,8 -85,6 -32,9 0

9b -114,4 -80,9 21,8 0

9a -113,7 -68,4 -45,3 0

7b -113,3 91,5 -21,8 0

De acordo com os dados gerados a partir dos procedimentos de docking, as principais
interacoes ocorrem com os residuos ARG 364, ARG 488 LYS 532, ASP 533, ILE 535, HIS
632, THR 718, LEU 721, ASN 722, TYR 723 (O-fosfo-L-Tirosina), LYS 571 (Figura 55). Na
analise pos-triagem realizada utilizando a Analise de Consenso de Residuos, foi detectado o
HIS 632 como o principal residuo envolvido nessa ligacao ligante-receptor (com Z-score 1,94

¢ WPharma 1.00).
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Figura 55. Principais intera¢des geradas a partir dos procedimentos de docking dos compostos
7a-b e 9a-b no sitio ativo da Topo-1 (cddigo PDB: 1K4S). Visualizagdo grafica obtida usando
o UCSF Chimera (v.1.10.1, PETTERSEN et al., 2004).
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Alguns residuos de aminodcidos como ARG 364, LYS 532, ASP 533, ASN 722 e TYR
723 sdo os mesmos observados em estudo de docking realizado por LACO et al. 2011, que
sugerem o sitio ativo da Topo-1 estudada. As interagdes de Van der Waals dos derivados e
proteinas sdo locais numéricos mais altos em energia, e algumas interagcdes relevantes das
poses dos compostos sao observadas no LY'S 532, HIS 632 e LEU 721.

As principais regides moleculares de interagdo entre o composto 7a € o modelo in
silico da Topo-1 s3o mostrados na Figura 56. A porc¢ao carbonila das estruturas quimicas das
cumarinas dos modelos gerados nesses estudos mostrou interagdo com a HIS 632, equanto a
uracila interage com ARG 364 e THR 718. O anel triazolico dos compostos mostrou interagao
com ARG 364 da Topo-1. Esses resultados sugerem que os compostos avaliados sao

potenciais ligantes da proteina e podem estar atuando como inibidores da Topo-1.
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Figura 56. Ligagdo de 7a no sitio ativo da Topo-1 (c6digo PDB: 1K4S). Visualizacdo grafica
obtida usando o UCSF Chimera (v.1.10.1, PETTERSEN et al., 2004).

LYS 720.A

LEU 716.A

ﬂ/

Fi 7
& 46 488.A
\ V4

Tabela 13. Interacdes farmacologicas centrais de Van der Waals (VDW) e ligacdo de
hidrogénio (ligacdo de H) de compostos e residuos envolvidos no sitio de ligagdo da Topo-1
com normalidade e aplicagdo da Andlise de Consenso de Residuos. Valores reportados em

kcal mol™!.
Compostos

Residuos de 7a b 9a 9b

aminoacidos VDW L:igea;:;o VDW L:ig:go VDW L:igeagw VDW L:igeaglo
ARG 364 -5,8 0,0 -4,1 0,0 -1,5 0,0 0,0 0,0
ARG 488 -4.,4 -3,4 -3,8 0,0 1,5 -6,3 -4,5 -7,0
LYS 532 -10,2 -4,2 -8,7 0,0 -9,0 2,2 -1,0 -3,5
ASP 533 1,6 -10,5 -4,7 -8,2 -5,7 -2,5 -0,8 0,0
ILE 535 -16,7 0,0 -15,0 0,0 -4,1 0,0 -1,6 0,0
HIS 632* -13,6 -3,5 21,1 0,0 -4,6 -3,5 -22,5 0,0
THR 718 -3,8 0,0 -5,7 0,0 -6,0 0,0 -5,6 0,0
LEU 721 -9,5 0,0 2,7 0,0 -13,6 0,0 -19,3 0,0
ASN 722 -1,2 -3,5 -1,3 0,0 -4.4 -3,5 -6,3 -9.9
TYR 723 -0,4 0,0 -2,0 0,0 -4,0 9,3 -7,3 -4,2
LYS 751 0,0 -7,0 0,0 -3,5 0,0 0,0 0,0 0,0

*Confirmado pela analise de consenso de residuos
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5. MATERIAIS E METODOS

5.1 SINTESE DAS CUMARINAS C-4 SUBSTITUIDAS

Uma mistura de fenol (la-g) (I mmol) com [-cetoéster (2a-d) (1,5 mmol), foi
adicionada a um vial reacional selado na presenga de acido sulfamico (10 mol%; 0,0097 g), e
entdo a mistura reacional foi aquecida a 100 °C ou 130 °C (dependendo do [B-cetoéster
empregado), por 20 minutos (3a) ou 24 horas. Apds, a mistura reacional foi resfriada a
temperatura ambiente e dissolvida em 5 mL de etanol quente. Apos, dgua gelada e com gelo
picado foi adicionada (aproximadamente 50 mL) até que o produto precipitasse. O composto
foi entdo filtrado, lavado com agua e seco no liofilizador levando a obten¢do da cumarina de
interesse em moderados a bons rendimentos (50% — 90%). Em alguns casos (compostos 3d,
3f, 3m), foi necessaria a purificagdo dos compostos usando coluna cromatografica
(hexano:acetato de etila 7:3). Os compostos foram caracterizados por RMN de 'H e de "*C,

GC-MS e por suas massas exatas através de espectrometria de massas de alta resolucao

(HRMS).

OH CHs 5 7-dihidroxi-4-metil-cromen-2-ona (3a): obtido como um so6lido branco,
rendimento 88%, p.f. 286 - 288 °C (lit. 288 — 290 °C, BAHRAMNEZHAD
"o 3a e et al., 2020. CAS: 2107-76-8. RMN de 'H (300 MHz, acetona-de): & 2,56 (d,
J =1,2 Hz, 3H); 5,84 (q, J = 1,2 Hz, 1H); 6,27 (d, J = 2,4 Hz, 1H); 6,35 (d, J
= 2,4 Hz, 1H); 9,29 (s, 1H, OH); 9,55 (s, 1H, OH). RMN de *C (75 MHz,
DMSO-ds): & 23,50; 94,65; 99,20; 102,19; 108,95; 155,11; 156,58; 158,03;
160,23; 161,15. HRMS (ESI-QTOF) m/z calculada para C10HoO4: 193,0495
[M+H]"; obtido 193,0496.

rendimento 90%, p.f. 180 — 182 °C (lit. 183 — 185 °C, BAHRAMNEZHAD

3b et al., 2020). CAS: 90-33-5. RMN de 'H (300 MHz, acetona-ds): §2,42 (d, J
= 1,2 Hz, 3H); 6,08 (q, J = 1,2 Hz, 1H); 6,74 (d, J = 2,4 Hz, 1H); 6,86 (dd, J
=8,7eJ=24Hz, 1H); 7,61 (d, J = 8,7 Hz, 1H); 9,47 (s, |H, OH). RMN de
13C (75 MHz, DMSO-ds): & 18,15; 102,22; 110,32; 112,93; 112,87; 126,54;
153,47; 154,87; 160,35; 161,20. HRMS (ESI-QTOF) m/z calculada para
C1oHoO3: 177,0546 [M+H]"; obtido 177,0548.

CHs 7-hidroxi-4-metil-cromen-2-ona (3b) obtido com um so6lido amarelo Claro,
m
HO (®) (@)
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7,8-dihidroxi-4-metil-cromen-2-ona (3c): obtido como um solido branco,
rendimento 82%, p.f. 235 — 237 °C (lit. 240 — 242 °C, BAHRAMNEZHAD
et al., 2020). CAS: 2107-77-9. RMN de 'H (300 MHz, DMSO-ds): 61 2,34
(d, J=1,2 Hz, 3H); 6.12 (q, J = 1,2 Hz, 1H); 6,80 (d, J = 8,7 Hz, 1H); 7,08
(d, J = 8,7 Hz, 1H); 9,31 (s, 1H, OH); 10,08 (s, 1H, OH). RMN de *C (75
MHz, DMSO-ds): 6c 18,32; 110,28; 112,19; 112,84; 115,54; 132,23; 143,38;
149,46; 153,99; 160,31. HRMS (ESI-QTOF) m/z calculada para CioHoOs:
193,0495 [M+H]"; obtido 193,0495.

4-clorometil-7-hidroxi-cromen-2-ona (3d): obtido como um solido
amarelo claro, rendimento 72%, p.f. 182 — 184 °C (lit. 184 — 185 °C, YE
et al.,2014). CAS: 25392-41-0. RMN de 'H (300 MHz, DMSO-dy): 54,94
(s, 2H); 6,41 (s, 1H); 6,75 (d, J = 2,4 Hz); 6,83 (dd, J= 8,7 ¢ /= 2,4 Hz);,
7,66 (d, J = 8,7 Hz); 10,66 (s, 1H, OH). RMN de '*C (75 MHz, DMSO-
ds): 6 41,42; 102,57; 109,39; 111,10; 113,13; 126,57; 151,00; 155,34;
160,22; 161,51. HRMS (ESI-QTOF) m/z calculada para CioHsClOs:
211,0156 [M+H]"; obtido 211,0154.

4-clorometil-5,7-di-hidroxi-cromen-2-ona (3e): obtido como um solido

branco, rendimento 86%, p.f. 231 — 233 °C (lit. 240 — 242 °C, ABBASI et

oal., 2017). CAS: 809234-33-1. RMN de 'H (300 MHz, DMSO-ds): § 5,07

(d, J= 1,2 Hz, 2H); 6,28 (t, J = 1,2 Hz, 1H); 6,33 (d, J = 2,4 Hz, 1H); 6,39
(d, J = 2,4 Hz, 1H); 9,36 (s, 1H, OH); 9,88 (s, 1H, OH). RMN de C (75
MHz, DMSO-ds): & 45,10; 94,89; 99,32; 99,88; 108,85; 152,14; 156,59;
157,25; 160,19; 161,63. HRMS (ESI-QTOF) m/z calculada C1oHsClOq:
227,0100 [M+H]*; obtido 227,0105.

4-clorometil-7,8-di-hidroxi-cromen-2-ona (3f): obtido como um soélido

amarelo claro, rendimento 70%, p.f. 194 — 196 °C (lit. 196 — 198 °C, YE et

oal., 2014). CAS: 19040-71-2. RMN de 'H (300 MHz, DMSO-dp): & 4,93 (s,

2H); 6,41 (s, 1H); 6,84 (d, J= 8,7 Hz, 1H); 7,17 (d, J = 8,7 Hz, 1H); 9,40 (s,
1H, OH); 10,20 (s, 1H, OH). RMN de '*C (75 MHz, DMSO-dy): & 41,56;
110,17; 111,02; 112,38; 115,54; 132,52; 143,73; 149,81; 151,45; 160,18.
HRMS (ESI-QTOF) m/z calculada CioHsClO4: 227,0105 [M+H]"; obtido
227,0105.
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4-(clorometil)-2H-benzo[h]cromen-2-ona (3g): obtido como um so6lido
amarelo queimado, rendimento 70%, p.f. 154 - 156 °C (lit. 159 — 161 °C,
ABBASI et al., 2017). CAS: 41321-76-0. RMN de 'H (300 MHz, DMSO-
ds): 6 5,13 (s, 2H, CHy); 6,77 (s, 1H, CH); 7,77 — 7,69 (m, 2H); 7,93 — 7,84
(m, 2H); 8,08 — 8,03 (m, 1H); 8,39 — 8,35 (m, 1H). RMN de '*C (75 MHz,
DMSO-d6): 6 41,66; 112,78; 114,85; 120,89; 121,61; 122,23; 124,07
127,53; 127,98; 128,97; 134,36; 150,32; 151,44; 159,52. HRMS (ESI-
QTOF) m/z calculada C14H;0ClO2: 245,0363 [M+H]"; obtido 245,0369.

Cl 4-clorometil-7-metoxi-cromen-2-ona (3h): obtido como um sélido com leve

N

tom rosado, rendimento 90%, p.f. 195 - 197 °C (lit. 198 — 201 °C,

MeO 0 OBISTROVIC et. al., 2013). CAS: 41295-55-0. RMN de 'H (300 MHz,

3h

Cl

DMSO-dps): 6 3,86 (s, 3H, OCH3); 4,99 (s, 2H, CH»); 6,50 (s, 1H); 7,01 (dd, J
=24 HzeJ=28,7Hz, 1H); 7,04 (d, J = 2,4 Hz, 1H); 7,77 (d, J = 8,7 Hz,
1H). RMN de *C (75 MHz, DMSO-d6): § 41,37; 56,03; 101,08; 110,46;
112,02; 112,36; 126,38; 150,86; 155,28; 160,05; 162,62. HRMS (ESI-QTOF)
m/z calculada C11H;0ClO3: 225,0313 [M+H]"; obtido 225,0309.

4-clorometil-7-metil-cromen-2-ona (3i): obtido como um solido branco,
rendimento 52%, p.f. 215 —217 °C (lit. 215 -216 °C, YE et al., 2014). CAS:
41295-51-6. RMN de 'H (300 MHz, CDCl): & 2,46 (s, 3H); 4,65 (s, 2H);
6,51 (s, 1H); 7,13 — 7,18 (m, 2H); 7,54 (d, J = 8,4 Hz, 1H). RMN de 1*C (75
MHz, CDCl3): & 22,05; 41,63; 115,12; 115,19; 117,99; 124,12; 126,01;
143,99; 149,84; 154,27; 160,95. HRMS (ESI — TOF) m/z [M+H]" calculado
para C11H10ClO2: 209,0363; Obtido 209,0364.

7-hidroxi-4-fenil-cromen-2-ona (3j): obtido como um soélido branco,
rendimento 60%, p.f. 233 - 235 °C (lit. 242 - 244 °C, KATKEVICS et al.,
2007). CAS: 2555-30-8. RMN de 'H (300 MHz, DMSO-dp): § 6,15 (s, 1H);
6,76 — 6,81 (m, 2H); 7,27 (d, J = 8,7 Hz, 1H); 7,49 — 7,58 (m, 5H); 10,67 (s,
1H, OH). RMN de '*C (75 MHz, DMSO-d6): & 102,73; 110,39; 110,43;
110,69; 113,24; 128,16; 128,44; 128,86; 129,62; 135,22; 155,44; 155,60;
160,18; 161,44. HRMS (ESI-QTOF) m/z calculada CisHi103: 239,0702
[M+H]"; obtido 239,0704.
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5, 7-dihidroxi-4-fenil-cromen-2-ona (3k): obtido como um so6lido branco,
rendimento 60%, p.f. 232 — 234 °C (lit. 242 - 244°C, KATKEVICS et al.,
2007). CAS: 7758-73-8. RMN de 'H (300 MHz, DMSO-dp): & 6,15 (s, 1H);
6,76 — 6,81 (m, 2H); 7,27 (d, J = 8,8 Hz); 7,49 — 7,58 (m, 5H); 10,67 (s, 1H,
OH). RMN de *C (75 MHz, DMSO-ds): § 94,72; 99,18; 100,63; 110,20;
110,25; 127,30; 127,46; 127,82; 139,64; 156,06, 156,82; 157,16; 159,98;
161,78. HRMS (ESI-QTOF) m/z calculada CisH;104: 255,0651 [M+H];
obtido 255,0697.

7-hidroxi-4-(trifluormetil)-cromen-2-ona (3l): obtido como um soélido
branco, rendimento 60%, p.f. 186 — 188 °C (lit. 183 -184 °C, KATKEVICS
et al.,2007). CAS: 575-03-1. RMN de 'H (300 MHz, DMSO-dy): § 6,74 (br,
1H); 6,84 (d, J = 2,4 Hz, 1H); 6,91 (dd, J = 8,7 ¢ J = 2,4 Hz, 1H); 7,51 —
7,58 (m, 1H); 10,98 (s, 1H). RMN de *C (75 MHz, DMSO-ds): § 103,17;
105,26; 112,02 (q, *Jcr = 5,95 Hz); 114,10; 121,81 (q, ‘Je-r = 276,7 Hz);
126,18; 139,75(q, *Jc-r = 32,42 Hz); 155,95; 158,93; 162,23. HRMS (ESI-
QTOF) m/z calculada CioHeF303: 231,0263 [M+H]"; obtido 231,0268.

7,8-dihidroxi-4-(trifluormetil)-2H-cromen-2-ona (3m): obtido como um
solido branco, rendimento 50%, p.f. 203 — 205 °C (lit. 202 — 203,
KATKEVICS et al., 2007). CAS: 78277-31-3. RMN de 'H (300 MHz,
DMSO-dys): & 6,73 (s, 1H); 6,90 (d, J = 9 Hz, 1H); 7,02 — 7,09 (m, 1H).
RMN de '3C (75 MHz, DMSO-ds): § 106,04; 111,80 (q, *Jc.r = 5,7 Hz);
113,20; 115,29; 121,88 (q, "Jer = 276,7 Hz); 133,01; 140,26 (q, *Je-r =
31,94 Hz), 144,12; 150,63; 158,92. HRMS (ESI-QTOF) m/z calculada
C10HeF304: 247,0212 [M+H]"; obtido 247,0212.
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5.2 SINTESE DOS DERIVADOS 4-(AZIDOMETIL)CUMARINICOS

A sintese dos derivados 4-(azidometil)cumarinicos seguiu o protocolo descrito por
Naik et al. 2012, no qual a 4-(clorometil)cumarina (3d-e, 3g-h) (2 mmol) foi adicionada a um
balao de fundo redondo contendo 4 mL de acetona. Entdo, azida de sodio (2,4 mmol) em 0,6
mL de agua foi adicionada, gota a gota, sob agitacdo que prosseguiu por 10 horas. Apds
completa a reacdo, a mistura reacional foi adicionada a um béquer com 4gua e gelo levando a

precipitacdo do produto. O sélido obtido foi filtrado e recristalizado em etanol.

ou N 4-(azidometil)-5,7-dihidroxi-cromen-2-ona (4a): obtido como um soélido
Yy branco acizentado, rendimento de 89%, mp. 215 - 217 °C (lit. 220 — 221 °C,
HO . 0" "OYE et al., 2014). RMN de 'H (300 MHz, DMSO-ds): § 4,87 (d, J = 1,2 Hz,
2H, CH»); 6,05 (t, J = 1,2 Hz, 1H, CH); 6,21 (d, J = 2,4 Hz, 1H); 6,27 (d, J
= 2,4 Hz, 1H); 10,42 (s, 1H, OH); 10,88 (s, 1H, OH). RMN de *C (75 MHz,
DMSO-ds): 8 52,79; 94,82; 99,11; 100,07; 106,76; 151,76; 156,52; 157,31;
160,09; 161,56. HRMS (ESI-QTOF) m/z calculada C10HgN3O4: 234,0509
[M+H]"; obtido: 234,0513. HRMS (ESI-QTOF) m/z calculada
C10H7N304Na: 256,0328 [M+Na]"; obtido: 256,0325.

N3 4-(azidometil)-2H-benzo[h]cromen-2-ona (4b). obtido como um solido

S caramelo claro, rendimento de 86%, p.f. 136 - 138 °C (lit. 131 °C,

OO 0 Yo KUSANUR et al., 2010). CAS: 1017970-97-6. RMN de 'H (300 MHz,
4b DMSO-ds): 6 4,97 (s, 2H, CH»); 6,63 (s, 1H, CH); 7,76 — 7,70 (m, 3H); 7,88

(d, J = 8,4 Hz 1H); 8,06 — 8,04 (m, 1H); 8,38 — 8,35 (m, 1H). RMN de *C

(75 MHz, DMSO-ds): & 50,40; 113,24; 113,35; 120,89; 122,03; 122,58;

124,57; 127,94; 128,40; 129,33; 134,76; 150,48; 151,23; 159,87. HRMS

(ESI-QTOF) m/z calculada C14HioN302: 252,0767 [M+H]"; obtido: 252,0762
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Ns  4-(azidometil)-7-metoxi-2H-cromen-2-one (4c). obtido como um solido
/@& amarelo claro, rendimento 48%, p.f. 140 — 142 °C (lit. 143 — 146 °C,
H3CO 0”30 BISTROVIC et. al., 2013). RMN de 'H (300 MHz, DMSO-dj): & 3,85 (s, 3H,
de OMe); 4,82 (s, 2H); 6,34 (s, 1H); 6,98 (dd, J = 8,7 Hz e J = 2,4 Hz, 1H);
7,02 (d, J = 2,4 Hz, 1H); 7,63 (d, J = 8,7 Hz, 1H). RMN de *C (75 MHz,
DMSO-ds): 6 49,63; 55,99; 101,02; 110,31; 110,64; 112,38; 125,99; 150,14;
155,11; 159,94; 162,63. HRMS (ESI-QTOF) m/z calculada Ci1H1oN3Os:

232,0716 [M+H]"; obtido: 232,0709.

N3 4-(azidometil)-7-hidroxi-2H-cromen-2-one (4c¢): obtido como um soélido
/@&L branco levemente amarelado, rendimento 52%, mp. 158 — 160 °C (lit. 166 —
HO 070 167 °C, YE et al., 2014). CAS: 866560-73-8. RMN de 'H (300 MHz,
4d DMSO-ds): & 4,78 (d, J = 1 Hz, 2H); 6,27 (t, J = 1Hz, 1H); 6,74 (d, J= 2.4
Hz, 1H); 6,81 (dd, J = 8,7 Hz e J = 2,4 Hz,1H); 7,55 (d, J = 8,7 Hz, 1H).
RMN de *C (75 MHz, DMSO-ds): § 50,23; 102,75; 110,20; 110,29; 112,88;
125,89; 149,67; 155,78; 159,91; 161,24. HRMS (ESI-QTOF) m/z calculada

C10HgN303: 218,0560 [M+H]"; Obtido: 218,0559.

5.3 SINTESE DOS PRECURSORES 1-PROPARGILURACILA 6a, 1-
PROPARGILTIMINA 6b E 2-PROPARGILMERCAPTOURACILA 6¢.

A sintese dos precursores l-propargiluracila 6a, 1-propargiltimina 6b e
2-propargilmercaptouracila 6¢ foi baseada na metodologia descrita por Gonzalez-Olvera et al.
2013, na qual a uma solugdo de uracila Sa, timina 5b ou tiouracila 5S¢ (a. 0,560g; 5 mmol, b.
0,631g; 5 mmol ou c. 0,640g; 5 mmol) em acetonitrila foi adicionada BSA (3,06 mL; 12,5
mmol). A mistura foi entdo deixada sob agitacdo por alguns minutos até que uma solugao
“clara” (transparente) fosse obtida. Apds esse periodo, foi adicionado brometo de propargila
(0,615 mL, 6,9 mmol), gota-a-gota lentamente. Em seguida, a mistura reacional foi aquecida a
45 °C e agitada por 72 horas, sendo monitorada por CCD. Por fim, a acetonitrila foi
evaporada sob vacuo e o residuo foi tratado com NH4Cl aquoso (5%, 20 mL) e extraido com
diclorometano (4 x 20 mL). A fase organica foi seca com sulfato sddio anidro. Os produtos
foram cristalizados em CH>Cly/ hexano (1:2 v:v) e obtidos com rendimentos na faixa de 60 —

76%.
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o 1-(prop-2-in-1-il)pirimidina-2,4(1H,3H)-diona (6a): obtido como um soélido
HN)j branco, rendimento de 62%, p.f. 153 - 155°C (lit. 169 — 170 °C,
o~ N GONZALEZ-OLVERA et. al., 2013). CAS: 168413-01-2. RMN de 'H (300

Ga\s MHz, DMSO-ds): 8 3,42 (t, J = 2,4 Hz, 1H); 4,50 (d, J = 2,4 Hz, 2H); 5,61
(d, J=7,8 Hz 1H); 7,69 (d, J = 7,8 Hz 1H); 11,38 (br, 1H, NH). RMN de 1*C
(75 MHz, DMSO-dps): 6 36,67; 75,89; 78,50; 101,70, 144,56, 150,43; 163,61.
HRMS (ESI-QTOF) m/z calculada C7H7N20> [M+H]": 151,0502; obtido:

151,0507.
o 5-metil-1-(prop-2-in-1-il)pirimidina-2,4(1H,3H)-diona (6b): obtido como
CH
'j\ | * um sélido branco, rendimento de 76%, mp. 150 — 152 °C (lit. 155 — 157 °C,

o~ N GONZALEZ-OLVERA et. al., 2013). CAS: 198827-85-9. RMN de 'H (300
\% MHz, DMSO-dy): § 1,76 (d, J = 1 Hz, 3H); 3,40 (t, J = 2,4 Hz, 1H); 4,46 (d,
J=2,4 Hz, 2H); 7,56 (d, J= 1 Hz, 1H); 11,38 (br, IH, NH). RMN de '*C (75
MHz, DMSO-ds): & 11,98; 36,36; 75,69; 78,70; 109,43; 140,19; 150,40;
164,19. HRMS (ESI-QTOF) m/z calculada CsHoN2O2: 165,0658 [M+H]';

obtido: 165,0654.

6b

O I-(prop-2-in-1-tio)pirimidin-4(3H)-ona (6¢): obtido como um sélido branco,

'j“\)j rendimento de 60%, p.f. 140 - 142 °C (lit. 152 — 153 °C, BAKHERAD;
/\S N GHOLIPOOR, 2012). CAS: 90997-77-6. RMN de 'H (300 MHz, DMSO-dj):
¢ 53,18 (t, J=2,58 Hz, 1H); 3,96 (d, J = 2,58 Hz, 2H); 6,17 (d, J = 6,40 Hz,

1H); 7,94 (d, J = 6,40 Hz, 1H), 12,98 (br, 1H, NH). *C de NMR (75 MHz,

DMSO-ds): & 18,40; 73,76; 79,88; 109,73; 154,56; 162,04; 163,78. HRMS

(ESI-QTOF) m/z calculada C7HgN>OS: 167,0273 [M+H]"; obtido: 167,0289.

5.4 SINTESE DO PRECURSOR 1,3-DIPROPARGILURACILA

O protocolo sintético para a obtengdo do precursor 1,3-dipropargiluracila 6d foi
baseado na metodologia descrita por Kumar et al. 2012. Primeiramente, a suspensdo de
carbonato de potéssio (4 mmol) em DMF anidro (10 mL), e uracila 5a (1 mmol) foi agitada
por 2 horas, a temperatura ambiente, seguido pela adicao de brometo de propargila (2,4
mmol). A reagdo foi agitada por 24 horas a temperatura ambiente, € 0 seu progresso foi

acompanhado por CCD. Apo6s completada a reacdo, a mistura foi tratada com salmoura (20
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mL) e extraida com acetato de etila (3 x 20 mL). A fase orgénica foi seca com NaSO4 e
concentrado sobre pressdao reduzida. O produto foi purificado por coluna utilizando

hexano:acetato de etila (65:35 v/v).

|[ o 1,3-di-(prop-2-in-1-il)pirimidina-2,4(1H,3H)-diona (6d): obtido como um
N)Jj solido branco, rendimento de 86%, p.f. 98 - 100 °C (lit. 102 — 104 °C,
oél\N | NEGRON-SILVA et al., 2013). CAS: 450356-83-9. RMN de 'H (300 MHz,

I\Q CDCls): 6 2,19 (t, J=2,4 Hz, 1H); 2,52 (t, J=2,4 Hz, 1H); 4,61 (d, /=24

o Hz, 2H); 4,72 (d, J = 2,4 Hz, 2H); 5,85 (d, J =7,8 Hz, 1H); 7,47 (d, J= 17,8

Hz 1H). RMN de *C (75 MHz, acetone-ds): § 30,51; 38,38; 71,75; 75,53;

78,19; 79,45; 101,95; 143,33; 151,00; 162,09. HRMS (ESI-QTOF) m/z
calculada C1oHoN>O>: 189,0658 [M+H]"; obtido: 189,0668.

5.5 SINTESE DO PRECURSOR 3-PROPARGILTEOBROMINA

A sintese do precursor 3-propargilteobromina foi baseada na metodologia descrita por
Kumar et al. 2012. Segundo o protocolo, a uma suspensdo de carbonato de potassio (29,70
mmol; 4,10 g) em DMF anidro (30 mL), sob agitacdo constante, foi adicionada a teobromina
5d (14,85 mmol; 2,67g) e a suspensdo resultante foi agitada por 1 hora, a temperatura
ambiente. Posteriormente, foi adicionado brometo de propargila (17,82 mmol; 2,62¢g) ¢ a
reacao foi mantida por 48 horas sob agitagdao a 40 °C, sendo monitorada por CCD. Apos este
tempo, a mistura reacional foi tratada com salmoura e extraida com acetato de etila (4 x 20
mL). A fase organica foi seca com Na>SO4 e concentrada a pressao reduzida. O produto 6e foi

purificado por cristalizacdo em hexano:acetato de etila (1:1).

Q  ¢Hy3,7-dimetil-1-propargilxanthina (6e): obtido como um so6lido branco,
/\ )N\JIN/) rendimento de 50%, p.f. 204 — 205 °C (lit. 209 °C, CASASCHI; GRIGG;
° EHs " SANSANO, 2000). CAS: 14114-46-6. RMN 'H (300 MHz, DMSO_d): §
Ge 3,09 (t, J=2,4 Hz, 1H); 3,12 (s, 3H); 3,88 (s, 3H); 4,58 (d, J = 2,4 Hz, 2H);
8,05 (s, 1H). RMN 3C (75 MHz, DMSO_de): § 29,93; 30,36; 33,70; 73,26;
80,03; 106,89; 143,77; 148,89; 150,64; 153,88. HRMS (ESI-QTOF) m/z
calculada C1oH;oN4O2: 241,0695 [M+Na]"; obtido: 241,0690.
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5.6 SINTESE DOS HiBRIDOS BIS-(CUMARONIL-TRIAZOLIL)URACILAS (7a-b)

A sintese dos compostos bis-(cumaronil-triazolil)uracilas 7a-b foi baseada no
protocolo descrito por Kumar ef al. 2012. A uma solu¢do de 1,3-dipropargiluracila 6d (1
mmol) e 4-(azidometil)-cumarina (4a-b) (2 mmol), sob agitacdo, em etanol-agua (10:1, 10
mL), foi adicionado em sequéncia sulfato de cobre (0,055 mmol) e ascorbato de sodio (0,143
mmol) a 30 °C. O progresso da rea¢do foi acompanhado por CCD, e apds completa, foi
adicionado agua gelada (aproximadamente 50 mL) até que o produto precipitasse, sendo entdo
filtrado. Os produtos foram purificados por coluna cromatografica utilizando hexano:acetato

de etila (50:50 v/v) e diclorometano:metanol (95:5 v/v).

5.7 SINTESE DOS COMPOSTOS HIBRIDOS (CUMARONIL-TRIAZOLIL)URACILA,

TIMINA, TIOURACILA (8a-f) E (CUMARONIL-TRIAZOLIL)TEOBROMINAS 9a-d.

A sintese dos compostos (cumaronil-triazolil)uracila, timina, tiouracila 8a —g e
(cumaronil-triazolil)teobromina 9a - d foi baseada no protocolo descrito por Kumar et al.
2012, no qual a uma solucdo de I1-propargiluracila, 1-propargiltimina (6a-b, 1 mmol),
2-propargilmercaptouracila 6c¢ 3-propargilteobromina 6e (Immol) e 4-(azidometil)-cumarina
4a-d (1 mmol), em etanol-agua (10:1, 10 mL), sob agitacdo, foi adicionado em sequéncia
sulfato de cobre (0,0275 mmol) ¢ ascorbato de sodio (0,0715 mmol). A mistura reacional foi
mantida sob agitacdo a 30°C, por 24 horas, sendo acompanhado por CCD. Apds completa a
reacao, foi adicionado dgua gelada (aproximadamente 50 mL) até que o produto precipitasse,
sendo entdo filtrado. Os produtos foram purificados por coluna cromatografica utilizando

hexano:acetato de etila (50:50 v/v) e diclorometano:metanol (95:5 v/v).
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1,3-bis((1-((5, 7-di-hidroxi-2-oxo0-2H-cromen-4-il)metil)-1H-

1,2,3-triazol-4-il) metil-pirimidina-2,4(1H,3H)-diona (7a): obtido
como um so6lido amarelo claro, rendimento de 90%, p.f. 302 °C
(degradagdo). RMN de 'H (300 MHz, DMSO-dj): § 4,71 (s, 1H);
4,77 (s, 1H); 5,07 (s, 4H); 5,80 (d, J = 7,7 Hz, 1H); 5,90 (s, 2H);

5,94 (s, 2H); 6,20 (d, J = 2,4 Hz, 2H); 6,37 (d, J = 2,4 Hz, 2H);

7,89 (d, J = 7,7 Hz, 1H); 8,07 (s, 1H); 8,22 (s, 1H). RMN de 1C
(75 MHz, DMSO-ds): 6 36,02; 43,82; 52,15; 52,27; 62,93; 94,75,
99,55; 100,09; 100,69; 100,74; 105,29; 105,49; 124,99; 125,03;
125,32; 125,34; 142,58; 143,10; 144,61; 150,96, 152,77; 153,01;
156,42; 156,43; 158,19; 160,21; 160,23; 162,16; 162,18; 162,29.
HRMS (ESI-QTOF) m/z calculada C3oH23NgO1o: 655.1531
[M+H]"; obtido 655,1527; ¢ HRMS (ESI-QTOF) m/z calculada
C30H2N3gOoNa: 677,1351 [M+Na]"; obtido: 677,1341.

1,3-bis ((1-((2-oxo0-2H-benzofh]cromen-4-il)metil)-1H-1,2,3-
triazol-4-il) metil)pirimidina-2,4(1H,3H)-diona (7b): obtido como
um solido amarelo claro, rendimento 85%, p.f. 193 — 195 °C. RMN
de 'H (300 MHz, DMSO-ds): § 5,06 — 5,07 (m, 4H); 5,79 (d, J =
7,7 Hz, 1H); 5,84 (s, 1H); 5,90 (s, 1H); 6,01 (s, 2H); 6,05 (s, 2H);
7,65 — 7,73 (m, 4H); 7,79 — 7,91 (m, 5H); 7,99 — 8,02 (m, 2H);
8,16 (s, 1H); 8,27 — 8,30 (m, 3H). RMN de '*C (75 MHz, DMSO-
ds): 635,86; 43,81; 49,52; 49,62; 100,63; 112,69; 113,00; 113,06;
120,24; 121,60; 122,07; 124,29; 124,73; 125,03; 127,59; 127,95;
129,04; 134,38; 142,89; 143,32; 144,49; 150,02; 150,84; 150,93;
151,10; 159,37; 162,12. HRMS (ESI-QTOF) m/z calculada
C33H27N3Og: 691.2048 [M+H]"; obtido 691,2034
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1-((1-((5, 7-dihidroxi-2-0xo-2H-cromen-4-il)metil)-1H-1,2,3-
triazol-4-il)metil)pirimidina-2,4(1H,3H)-diona (8a). obtido como
um soélido branco acinzentado, rendimento de 80%, p.f. 230 °C
(degradagdo). RMN de 'H (300 MHz, DMSO-ds): & 4,64 (s, 1H);
4,99 (s, 2H); 5,59 (d, J = 7,7 Hz, 1H); 5,99 (s, 1H); 6,03 (s, 2H);
6,16 (s, 1H); 7,77 (d, J = 7,7 Hz, 1H); 8,21 (s, 1H); 11,33 (br, 1H,
NH). RMN de '3C (75 MHz, DMSO-ds): § 42,55; 52,26; 62,84;
92,89; 99,76; 100,45; 101,31; 103,13; 125,01; 142,75; 145,70;
150,84; 153,74; 156,74; 160,48; 162,89; 163,83. HRMS (ESI-
QTOF) m/z calculada Ci7H14NsOs: 384.0938 [M+H]"; obtido:
384.0937; ¢ HRMS (ESI-QTOF) m/z calculada Ci7H14N50Oe:
406,0758 [M+Na]"; obtido: 406,0751.

1-((1-((2-oxo0-2H-benzo[h]cromen-4-il)metil)-1H-1,2,3-triazol-4-
i) metil)pirimidina-2,4(1H,3H)-diona (8b): obtido como um sdélido
branco, rendimento de 88%, p.f. 235 °C (degradagio). RMN 'H (300
MHz, DMSO-dp): 6 4,98 (s, 2H); 5,58 (d, J = 7,7 Hz, 1H); 5,99 (s,
1H); 6,05 (s, 2H); 7,71 — 7,78 (m, 3H); 7,82 — 7,91 (m, 2H); 8,04 —
8,07 (m, 1H); 8,27 (s, 1H); 8,37 — 8,40 (m, 1H). RMN *C (75 MHz,
DMSO-dy): 642,55; 49,56; 101,28; 112,72; 113,20; 120,29; 121,65,
122,11; 124,25; 124,79; 127,62; 127,98; 129,07; 134,39; 143,12,
145,61; 150,07; 150,79; 150,90; 159,32; 163,74. HRMS (ESI-
QTOF) m/z calculada C21HisNsOsNa: 424,1016 [M+Na]"; obtido:
424,1001.

1-((1-((5, 7-dihidroxi-2-oxo0-2H-cromen-4-il) metil)-1H-1,2,3-
triazol-4-il)metil)-5-metilpirimidina-2,4(1H,3H)-diona (8d): obtido
como um soélido branco, rendimento de 92%, p.f. 282 °C
(degradacdo). RMN de 'H (300 MHz, DMSO-ds): & 1,76 (s, 3H);
4,80 (s, 1H); 4,95 (s, 2H); 5,94 (s, 2H); 6,22 (d, J = 2 Hz, 1H); 6,30
(d, J = 2 Hz, 1H); 7,65 (s, 1H); 8,19 (s, 1H); 11,32 (br, 1H). RMN
de 13C (75 MHz, DMSO-ds): § 12,09; 42,46; 52,18; 94,94; 99,31;
100,06; 105,89; 109,06; 125,05; 141,40; 143,04; 150,88; 152,60;
156,46; 157,68; 160,05; 161,95, 164,50. HRMS (ESI-QTOF) m/z
calculada CsH6NsO¢: 398,1095 [M+H]"; obtido 398,1089.
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1-((1-((2-oxo0-2H-benzo[h]cromen-4-il)metil)-1H-1,2,3-triazol-4-
il)metil)-5-metilpirimidina-2,4(1H,3H)-diona (8e¢): obtido como um
s6lido branco, rendimento de 90%, mp. 270 — 272 °C. RMN 'H (300
MHz, DMSO-dp): 6 1,74 (s, 3H); 4,94 (s, 2H); 5,94 (s, 1H); 6,06 (s,
2H); 7,64 (s, 1H); 7,72 — 7,74 (m, 2H); 7,81 — 7,91 (m, 2H); 8,03 —
8,06 (m, 1H); 8,28 (s, 1H); 8,35 — 8,38 (m, 1H). RMN "*C (75 MHz,
DMSO-ds): 6 12,00; 42,39; 49,59; 108,93; 112,71; 113,23; 120,27,
121,64; 122,10; 124,24; 124,83; 127,60; 127,96, 129,05; 134,38;
141,25; 143,32; 150,07; 150,78; 150,87; 159,33; 164,33. HRMS
(ESI-QTOF) m/z calculada C22HisNsO4: 413.1353 [M+H]"; obtido
416.1358; ¢ HRMS (ESI-QTOF) m/z calculada C2H17Ns5O¢Na:
438,1172 [M+Na]"; obtido: 438,1179.

1-((1-((7-metoxi-2-oxo0-2H-cromen-4-il)metil)-1H-1,2,3-triazol-4-
il)metil)-5-metilpirimidina-2,4(1H,3H)-diona (8f): obtido como um
solido amarelo claro, rendimento 80%, p.f. 174 — 176 °C. RMN de
'H (300 MHz, DMSO-ds): § 1,75 (d, J = 1 Hz, 3H); 3,86 (s, 3H,
OMe); 4,93 (s, 2H); 5,65 (s, 1H); 5,92 (s, 2H); 7,00 (dd, J = 8,7 ¢ J
= 2,4 Hz, 1H); 7,05 (d, J = 2,4 Hz, 1H); 7,65 (d, J = 1 Hz, 1H); 7,76
(d, J = 8,7 Hz, 1H); 8,24 (s, 1H); 11,32 (br, 1H, NH). RMN de *C
(75 MHz, DMSO-ds): 6. 11,99; 42,38; 49,23; 56,05; 101,09; 108,94;
110,36; 110,45; 112,43; 124,80; 125,87; 141,19; 141,29; 150,26;
150,75; 155,03; 159,85; 162,74, 164,34. HRMS (ESI-QTOF) m/z
calculada C19H 3NsOs: 396,1302 [M+H]"; obtido: 396,1311

2-(((1-((5, 7-dihidroxi-2-oxo-2H-cromen-4-il)metil)-1H-1,2, 3-

triazol-4-il)metil)tio)pirimidin-4(3H)-ona (8g): obtido como um
s6lido branco, rendimento 86%, p.f. 239 — 241 °C. RMN de 'H (300
MHz, DMSO-ds): 4,48 (s, 2H); 4,73 (s, 1H); 5,92 (s, 2H); 6,13 (br,
1H); 6,22 (d, J = 2,4 Hz, 1H); 6,30 (d, J = 2,4 Hz, 1H); 7,89 (br,
1H); 8,17 (s, 1H); 10,51 (s, 1H); 11,06 (s, 1H); 12,83 (br, 1H). RMN
de 13C (75 MHz, DMSO-ds): § 24,69; 52,17; 94,91; 94,98; 99,27;
100,03; 105,64; 125,22; 125,28; 143,50; 152,82; 156,43; 157,64,
160,03; 161,94. HRMS (ESI-QTOF) m/z calculada calculado para
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C17H13N505S: 400,0710 [M+H]", obtido: 400,0710; ¢ HRMS (ESI-
QTOF) m/z calculada calculado para Ci7H12NsOsSNa:422,0520
[M+Na]"; obtido: 422,0529.

1-((1-((5, 7-dihidroxi-2-oxo0-2H-cromen-4-il) metil)-1H-1,2,3-
triazol-4-il)metil)-3,7-dimetil-3, 7-dihidro-1H-purina-2,6-diona
(9a): obtido como um soélido branco levemente amarelado,
rendimento de 91%, p.f. 315 °C (degradacdo). RMN de 'H (300
MHz, DMSO-ds): 6 3,41 (s, 3H); 3,88 (s, 3H); 4,77 (s, 1H); 5,15 (s,
2H); 5,89 (s, 2H); 6,21 (d, J = 2,4 Hz, 1H); 6,29 (d, J = 2,4 Hz, 1H);
8,03 (s, 1H); 8,09 (s, 1H); 10,50 (s, 1H, OH); 11,04 (s, 1H, OH).
RMN de "C (75 MHz, DMSO-ds): § 29,46; 33,19; 33,24; 35,98;
51,96; 94,80; 99,14; 99,89; 105,67; 106,65; 124,82; 143,14; 148,42;
150,73; 152,57; 154,05; 156,31; 157,51; 159,91; 161,81. HRMS
(ESI-QTOF) m/z calculada C20H1sN7Os: 452.1313 [M+H]"; obtido:
452.1326; ¢ HRMS (ESI-QTOF) m/z calculada C20H17N70¢Na:
474,1132 [M+Na]"; Obtido: 474,1145.

3,7-dimetil-1-((1-((2-0x0-2H-benzo[h]cromen-4-il)metil)-1H-1,2,3-

triazol-4-il)metil)-3,7-dihidro-1H-purina-2,6-diona  (9b): obtido
como um solido branco, rendimento de 82%, p.f. 288 — 290 °C.
RMN de 'H (300 MHz, DMSO-dj): & 3,42 (s, 3H); 3,88 (s, 3H); 5,15
(s, 2H); 5,93 (s, 1H); 6,03 (s, 2H); 7,70 — 7,78 (m, 2H); 7,84 — 7,92
(m, 2H); 8,04 — 8,08 (m, 2H); 8,19 (s, 1H); 8,36 — 8,40 (m, 1H).
RMN de ®C (75 MHz, DMSO-ds): & 29,45; 33,17; 35,94; 49,46;
106,64; 112,80; 113,30; 120,37; 121,66; 122,14; 124,25; 124,57,
127,65; 128,00; 129,08; 134,41; 143,11; 143,86; 148,43; 150,10,
150,72; 151,01; 154,06, 159,37. HRMS (ESI-QTOF) m/z calculada
C24H20N704: 470.1571 [M+H]"; obtido: 470.1580.
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O~ 1-((1-((7-metoxi-2-oxo-2H-cromen-4-il)metil)-1H-1,2, 3-triazol-4-
0 ° il)metil)-3,7-dimetil-3,7-dihidro-1H-purina-2,6-diona (9c¢): obtido
= como um s6lido amarelo claro, rendimento de 70%, p.f. 188 — 190
N ] °C. RMN de 'H (300 MHz, DMSO-dy): § 3,39 (s, 3H); 3,84 (s, 3H);
I)N $ 3,86 (s. 3H); 5,13 (s, 2H); 5,63 (s, 1H); 5,87 (s, 2H); 6,97 (dd, J =

A 0 24HzeJ =89 Hz); 7,00 (d, J = 2,4 Hz, 1H); 7,75 (d, J = 8,9 Hz,
CHy 1H); 8,01 (s, 1H); 8,14 (s, IH). RMN de 3C (75 MHz, DMSO-ds):
029,47, 33,28; 35,97; 49,13; 56,10; 101,12; 106,67; 110,51; 112,46;
124,58; 125,95; 143,11; 143,20; 143,80; 148,46; 150,36; 150,76;
154,09; 155,05; 159,86; 162,75. HRMS (ESI-QTOF) m/z calculada
C21H20N70s: 450.1520 [M+H]"; obtido: 450.1514; ¢ HRMS (ESI-
QTOF) m/z calculada C21Hi19N7OsNa: 472,1339 [M+Na]"; obtido:
472,1331.

OH 1-((1-((7-hidroxi-2-oxo-2H-cromen-4-il)metil)-1H-1,2,3-triazol-4-
Y il)metil)-3,7-dimetil-3, 7-dihidro-1H-purina-2,6-diona (9d): soélido
branco acinzentado, rendimento 74%, p.f. 240 °C com degradacao.
N“f) o o ~RMNde 'H (300 MHz, DMSO-ds): & 3,41 (s, 3H); 3,87 (s, 3H); 5,13
N (s, 2H); 5,53 (s, 1H); 5,83 (s, 2H); 6,73 — 6,82 (m, 2H); 7,68 (d, J=
' 8,7 Hz, 1H); 8,03 (s, 1H); 8,13 (s, 1H). RMN de *C (75 MHz,
9d DMSO-ds): 629,28; 35,81; 48,94; 102,42; 106,56, 109,31; 113,07,
124,33; 125,96, 142,88; 143,08; 148,35; 150,20; 150,63; 153,96;
154,99; 159,76; 161,48, HRMS (ESI-QTOF) m/z calculada

C20H13N70s: 436,1363 [M+H]"; obtido 436,1361.

5.8 OBTENCAO DOS COMPLEXOS DE INCLUSAO

A obtencao dos complexos de inclusdo entre as bis-(cumaronil-triazolil)uracila 7a -
b, (cumaronil-triazolil)uracila, timina 8a—d, (cumaronil-triazolil)teobromina 9a—b, 9d ¢ HP-p3-
CD 10 se baseou no protocolo descrito por Azevedo et al. 2000 e Melo et al. 2007.
Primeiramente uma solugdo contendo bis-(cumaronil-triazolil)uracila 7a-b, (cumaronil-triazol
il)uracila, timina 8a-d, (cumaronil-triazolil)teobromina 9a-b, 9d foi preparada utilizando
etanol como solvente (1 mL), enquanto outra solu¢do de HP-B-CD 10 foi preparada em agua

(1 mL), ambas em mesmas propor¢des molares (1:1, composto:ciclodextrina). As solucdes
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foram deixadas sob agitacdo até que os compostos estivessem completamente soliveis, sendo
em seguida misturadas e deixadas sob agitagao novamente. Apos completa, a solugao final foi
concentrada no evaporador rotativo para a retirada do etanol, e a dgua restante foi retirada
com o uso do liofilizador, obtendo-se assim um so6lido que foi armazenado em frasco ambar
selado e guardado na geladeira para posterior utilizagdo. A identificacdo dos complexos foi

feita por meio de RMN 'H.

5.9 ENSAIOS BIOLOGICOS

5.9.1 Cultura de células e viabilidade celular

A cultura das células e os ensaios de viabilidade celular foram realizadas no
Laboratoério de Genoma Protedmica e Reparos de DNA do Instituto de Biotecnologia sob
supervisao da Prof®. Dr®. Mariana Roesch-Ely.

As linhagens celulares de cancer colorretal (HCT 116), pulmao (A549), laringe (Hep-
2) e queratindcitos humanos nao tumorais (HaCat) foram adquiridas do Banco de Células do
Rio de Janeiro. As células foram cultivadas em meio DMEM (Dulbecco’s modified Eagle
Meédium) e suplementadas com 10% de soro fetal bovino inativado (SFB) e 1% de antibidtico
(penicilina-estreptomicina). As células foram mantidas em garrafas para cultura de tecido em
estufa a 37 °C e atmosfera umidificada com 5% de COo.

Previamente ao tratamento, as células foram lavadas com tampao PBS e soltas da
garrafa com solugdo de tripsina. As células foram semeadas em 5 mL de meio completo em
garrafas de 25 cm? e incubadas para crescimento por no minimo 24 horas, para que atingissem
60% - 70% de confluéncia.

A viabilidade celular foi determinada pela reducdo do MTT (brometo de (3-4,5
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio) de acordo com metodologia descrita por Denizolt;
Lang, 1986. Resumidamente, 7x10* células por mililitro foram semeadas com 100 pL de meio
de cultura suplementado por poco na placa de 96 pocos. Apos incubacdo de 24 horas a 37°C,
as células foram tratadas com diferentes concentragdes dos compostos sintetizados, com trés
tempos de incubagdo (24 e 48). Apds cada tempo de incubagdo, de 24 e 48 horas, o meio com
o tratamento foi removido e foi acrescentado 100 uL de meio DMEM sem soro contendo
MTT (1mg/mL). A mistura foi incubada em estufa a 37°C com 5% de CO; por duas horas. Os

cristais de formazan formados foram dissolvidos com dimetilsulféxido (DMSO) durante 15
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minutos. A leitura espectrofotométrica foi feita utilizando um leitor de microplacas (Spectra
Max 190, Molecular Devices) a 570 nm e os resultados expressos em porcentagem de
viabilidade. A absorbancia do controle negativo (células que ndo receberam tratamento com o
composto) representou 100% de viabilidade e os valores das células tratadas foram calculadas
como porcentagem do controle, ou seja: viabilidade celular (%) = (a absorbancia experimental
/ absorbancia do controle) x 100, gerando propor¢ao de ICso. Cada experimento foi realizado

em triplicata.

5.10 METODOS DE CARACTERIZACAO ESTRUTURAL

5.10.1 Espectroscopia de Ressonincia Magnética Nuclear

Os espectros de RMN de 'H, *C {'H}, HMQC, HMBC, COSY, NOESY, DEPT 135 ¢
DEPT 90 foram registrados em Espectrometro Bruker Fourier 300 FT-NMR, com campo
magnético aplicado de 7.05 Tesla, 300 MHz para o nucleo 'H e 75,48 MHz para o nticleo °C,
pertencente a Central Analitica do Instituto de Biotecnologia da Universidade de Caxias do
Sul.

Os deslocamentos quimicos (8) sdo expressos em partes por milhdo (ppm), e as
constantes de acoplamento sdo reportadas em Hz. Os experimentos de 'H, '3C {'H} e HMQC,
MBC, COSY, NOESY, DEPT 135 e DEPT 90 foram realizados em tubos de 5 mm, na
temperatura de 293 K, em dimetilsulféxido deuterado (DMSO-ds), acetona deuterada ou
cloroformio deuterado (CDCIl3). Para a aquisicao e processamento dos dados de RMN foi

utilizado o software TopSpin™ (Bruker).

5.10.2 Ponto de Fusao

Os pontos de fusdo foram determinados em aparelho da marca Fisatom, modelo 431,

com faixa de medi¢ao de 50°C a 350°C, poténcia de S0W e frequéncia de 60 Hz.

5.10.3 Cromatografia Gasosa Acoplada a Espectrometria de Massas (GC-MS)

As analises por cromatografia gasosa foram efetuadas em um Cromatografo a gas

HP 6890, acoplado a um detector seletivo de massas Hewlett Packard 6890/MSD5973,
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equipado com software HP Chemstation e espectroteca Wiley 275. Foi utilizada coluna
capilar de silica fundida HP-5MS (30 m x 250 mm), 0,50 mm espessura de filme (Hewlett
Packard, Palo Alto, USA). As seguintes: temperatura maxima de 325°C-(30 m x 0.32 mm,
0,25 um); fluxo de gas Hélio de 2 mL/min, pressdo de 5,05 psi; temperatura do injetor 250°C;
seringa de 10 pL, com inje¢do de 1 puL; temperatura inicial do forno de 70 °C por 1 min e apos
aquecimento de 12 °C por min até 280 °C, realizadas na central analitica do Instituto de
Biotecnologia da Universidade de Caxias do Sul.

Para a fragmentagdo dos compostos, foi utilizado impacto de elétrons de 70 eV no

espectrometro de massas.

5.10.4 Espectrometria de Massas de Alta Resolu¢ao (HRMS)

As analises de espectrometria de massas de alta resolugdo foram efetuadas em um
sistema de tempo de voo quadrupolo (Espectrometro modelo Bruker, Q-TOF II® Billerica,
EUA). ESI (electrospray ionization), ESI (+) MS e ESI (+) MS/MS foram adquiridos usando
um espectrometro de massa hibrido de alta resolugdo e alta precisdo (SpL/mL) microTof (Q-
TOF) (Bruker Scientific®) sob as seguintes condigdes: capilar e as tensdes do cone ajustados
para +3500 V e +40 V, respectivamente, com uma temperatura de dissolugdao de 200 °C. As
amostras foram diluidas em metanol 0,1% acido formico, ¢ as analises foram feitas usando
modo positivo. A analise das m/z foi realizada com o auxilio do software Bruker Daltonics —
Compass DataAnalysis e IsotopePattern. As andlises empregando esse equipamento foram
realizadas na central analitica do Instituto de Biotecnologia da Universidade de Caxias do Sul

—RS.

5.10.5 Leitor de absorbancia para microplacas

A absorbancia do ensaio MTT foi medida utilizando um leitor de microplacas Spectra
Max 190, Molecular Devices, a 570 nm, no Laboratdrio de Genoma Protedmica e Reparos de

DNA do Instituto de Biotecnologia da Universidade de Caxias do Sul — RS.

5.11 ESTUDOS IN SILICO, MODELAGEM E DOCKING MOLECULAR

5.11.1 Previsado de alvos bioldgicos e toxicicidade

Os compostos 7a-b e 9a-b foram submetidos a avaliacdo do potencial risco de causar

efeitos mutagénicos, tumorigénicos, irritantes e no sistema reprodutivo com o emprego do
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software Osiris Property Explorer® disponivel gratuitamente na web (https://www.organic-
chemistry.org/prog/peo/). O servidor de triagem virtual Similarity Ensemble Approach (SEA)
(http://sea.bkslab.org) (KEISER et al., 2007) foi usado para prever os possiveis alvos de

ligagdo. As estruturas quimicas dos compostos mais ativos e também seus principais

fragmentos foram descritos em smiles sequences antes da execugao do software.

5.11.2 Modelagem molecular e estudos de docking

Todos os estudos de modelagem molecular foram realizados com os compostos mais
ativos 7a-b e 9a-b, com o objetivo de encontrar informag¢des que pudessem auxiliar no
entendimento da atividade biologica.

Célculos computacionais baseados na metodologia DFT B3LYP/6-311G* na fase
gasosa, avaliados no software Spartan’08 para Windows (Wavefunction Inc., Irvine, USA)
foram utilizados para a otimizagdo da geometria e analise conformacional. A geometria dos
compostos foi otimizada seguida de analise conformacional sistematica com angulo de tor¢ao
de 30° na faixa de 0 - 360°. O conformero de menor energia para a estrutura quimica foi salvo
no arquivo mol2 antes de ser utilizado nos estudos de docking.

A estrutura da DNA Topoisomerase-1 humana, (Topo-1) codificada por PDB ID:
1K4S (STAKER et al., 2002) foi baixado do Protein Data Bank (PDB), antes da realizagdo
dos estudos de docking. A cavidade de interacdo da Topo-1 foi utilizada neste estudo. A
estrutura da proteina foi preparada removendo as moléculas de agua e adicionando
hidrogénios polares usando o Autodock Tools 1.5.6 (MORRIS et al., 2009). Os estudos de
docking foram realizados usando o software iGemdock (YANG E CHEN, 2004), no qual as
poses de ligacdo individuais dos compostos foram avaliadas e submetidas a ancoragem na
proteina. O método de célculo de docking realizado na selegdo de poses moleculares dos
compostos ativos foi de algoritmo genético GA, e usos de Docking Accuracy Setting, com
parametros definidos para tamanho de populagdo, geracdo e nimero de solugdes como 200,
70 e 8, respectivamente, energia de entrada de ligante ativo, e fun¢do de pontuagdo Gemdock
de hidrofobicidade e eletrostatica (1:1). O software iGemdock foi utilizado para propor as

interacdes moleculares entre o receptor bioldgico e os compostos estudados.
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6. CONCLUSOES

Considerando-se os objetivos propostos para a realizagdo deste trabalho, analisando-se
os métodos desenvolvidos e os resultados obtidos, pode-se concluir que eles foram
integralmente atingidos.

Foi possivel a sintese de todos os precursores das moléculas hibridas de interesse deste
trabalho, através de metodologias adaptadas da literatura em bons rendimentos.

Foi desenvolvida uma metodologia para a sintese de uma série de cumarinas C-4
substituidas, contendo 13 derivados, via condensagdo de Pechmann, a partir dos precursores
fenois resorcinol, floroglucinol, pirogalol, 3-metoxifenol, 3-metilfenol e 1-naftol frente aos -
cetoésteres acetoacetado de etila, 4-cloroacetoacetato de etila, 4,4,4-trifluoracetoacetato de
etila e benzoilacetato de etila, empregando acido sulfimico como catalisador. As reagdes
foram realizadas sem o uso de solventes, em temperaturas de 100 e 130 °C (dependendo do B-
cetoéster empregado) e tempos de 25 min a 24 h, levando aos produtos em rendimentos de
50% a 90%.

Foi sintetizada uma série de moléculas hibridas, contendo 12 compostos,
compreendendo uma unidade de uracila, timina, teobromina ou tiouracila ligadas a uma
variedade de nucleos cumarinicos por meio de ntcleos triazolinicos. Os hibridos bis-
(cumaronil-triazolil)uracilas 7a - b, (cumaronil-triazolil)uracila, timina, tiouracila 8a — f,
(cumaronil-triazolil)teobrominas 9a — d, foram obtidos a partir de uma reacao de cicloadicao
catalisada por cobre-(I) (CuAAC) entre derivados 4-(azidometil)cumarinicos (4a — d) e os
precursores 1-propargiluracila 6a, 1-propargiltimina 6b, 2-propargilmercaptouracila 6c,
teobromina e 1,3-dipropargiluracila 6d, com rendimentos de 70% a 92%.

Foi possivel a caracterizagdo de todos os compostos por meio de métodos
espectroscopicos como ressonincia magnética nuclear (RMN) de 'H e de '*C, bem como
RMN bidimensional HMQC e HMBC, e métodos espectrométricos como espectrometria de
massas de alta resolucao (HRMS).

Os compostos hibridos 7a-b, 8a-d, 9a-b, 9d foram avaliados pela sua atividade
antiproliferativa e antitumoral frente as linhagens de células tumorais (HCT116 - cancer
colorretal, Hep2 — laringe, A549 - Pulmao) e ndo tumorais (HaCat - queratindcitos humanos),
visando obter conhecimentos da acdo bioldgica desses compostos. Verificou-se que cinco dos
compostos hibridos avaliados (7a —b, 8d, 9a-b) apresentaram citotoxicidade (ICso <100 uM)

frente a linhagem celular HCT116 (cancer colorretal), sendo que o composto 7a apresentou a
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maior citotoxicidade com um ICso calculado de 24,19 pM para 48 h de exposi¢do. Dos
compostos avaliados, apenas o composto 7b se mostrou citotoxico frente a linhagem de
células A549 (pulmio), com ICso de 51,03 uM em 48 horas de exposi¢do. Os compostos 7a e
9a se mostraram citotoxicos frente a linhagem Hep-2 (laringe) apresentando ICso de 51,55 uM
para 24h de exposicdo e ICso de 56,55 uM para 24h de exposi¢ao. Por fim, nenhum dos
compostos testados apresentou citotoxicidade frente a linhagem de células ndo tumorais
HaCat, mesmo na concentracdo mais elevada testada de 100 pM em todos os tempos testados.

Foram realizados estudos de predicdo de alvos biologicos e toxicidade in silico, além
de modelagem molecular e docking para os compostos 7a-b e 9a-b, que apresentaram maior
atividade bioldgica no ensaio MTT. Os resultados obtidos no estudo de predicdo de toxicidade
in silico, empregando o software Osiris Property Explorer, demonstraram que os compostos
apresentaram baixo risco de causar efeitos mutagénicos e tumorigénicos tedricos em
comparacdo com o H20:. Além disso, apenas o composto 7a apresentou risco moderado de
causar efeito téxico no sistema reprodutivo. Dessa forma, os resultados sugerem que os
compostos tém baixo potencial para causar toxicidade e podem ser submetidos ao
desenvolvimento e planejamento de farmaco.

O programa de busca de alvos biolodgicos por conjuntos de moléculas usando
similaridade intitulado SEA (Search web Server) foi empregado com base na hipotese de
identificacdo de proteinas alvo candidatas a interagdo com as estruturas quimicas dos
compostos 7a-b e 9a-b, e os resultados indicaram que o principal modelo foi direcionado a
DNA topoisomerase 1 (Topo-1), que apresentou valor de p de 3,83 ¢3! e max-TC de 0,20. De
acordo com esses resultados, utilizamos essa proteina nos estudos de docking molecular.

O procedimento de docking foi realizado para identificagdo da pose individual dos
compostos que apresenta menor energia e que se liga seletivamente ao sitio ativo da Topo-1,
utilizando o iGEMDOCK. Foram obtidos valores, considerando as poses dos ligantes, muito
proximos em energia -113,3 a -117,8 Kcal mol™! para todos os derivados avaliados. O residuo
HIS 632 foi detectado como o principal envolvido nessa ligacao ligante-receptor. A porg¢ao
carbonila das estruturas quimicas das cumarinas dos modelos gerados nesses estudos mostrou
interagdo com a HIS 632, enquanto a uracila interage com ARG 364 ¢ THR 718. O anel
triazolico dos compostos mostrou interacdo com ARG 364 da Topo-1. Esses resultados
sugerem que os compostos avaliados sdo potenciais ligantes da proteina e podem estar

atuando como inibidores da Topo-1.
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8. APENDICE A

8.1 ESPECTROS SELECIONADOS DE RMN DE 'HE *C {IH} DOS COMPOSTOS
OBTIDOS E CITADOS NA TESE.

Figura 57. Espectro de RMN de 'H a 300 MHz da uracila (5a) em DMSO-de.
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Figura 58. Espectro de RMN de 'H a 300 MHz do composto 1-(prop-2-in-1-il)pirimidina-2,4-
(1H,3H)-diona (6a) em DMSO-ds.
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Figura 59. Espectro de RMN de *C a 75 MHz do composto 1-(prop-2-in-1-il)pirimidina-2,4-
(1H,3H)-diona (6a) em DMSO-de.
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Figura 60. Espectro de RMN de 'H a 300 MHz do composto 5-metil-1-(prop-2-in-1-
il)pirimidine-2,4(1 H,3H)-dione (6b) em DMSO-ds.
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Figura 61. Espectro de RMN de *C a 75 MHz do composto 5-metil-1-(prop-2-in-1-
il)pirimidine-2,4(1 H,3 H)-dione (6b) em DMSO-d.
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Figura 62. Espectro de RMN de 'H a 300 MHz do composto 2-(prop-2-in-1-iltio)pirimidin-
4(3H)-ona (6¢) em DMSO-ds.
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Figura 63. Expansdo do espectro de RMN de '3C a 75 MHz do composto 2-(prop-2-in-1-
iltio)pirimidin-4(3 H)-ona (6¢) em DMSO-de.
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Figura 64. Espectro de RMN de 'H a 300 MHz do composto 1,3-di-(prop-2-in-1-il)-
pirimidina-2,4(1 H,3H)-diona (6d) em CDCls.
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Figura 65. Espectro de RMN de *C a 75 MHz do composto 1,3-di-(prop-2-in-1-il)pirimidina-
2,4(1H,3H)-diona (6d) em acetona-de.
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Figura 66. Espectro de RMN DEPT 135 a 75 MHz do composto 1,3-di-(prop-2-in-1-
il)pirimidina-2,4(1 H,3H)-diona (6d) em acetona-ds.
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Figura 67. Espectro de RMN DEPT 90 a 75 MHz do composto 1,3-di-(prop-2-in-1-
il)pirimidina-2,4(1 H,3H)-diona (6d) em acetona-ds.
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Figura 68. Espectro de RMN de 'H a 300 MHz do composto 3,7-dimetil-1-propargil xantina
(6e) em DMSO-de.
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Figura 69. Espectro de RMN de *C a 75 MHz do composto 3,7-dimetil-1-propargil xantina

(6e) em DMSO-ds.
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Figura 70. Espectro de RMN de 'H a 300 MHz do composto 4-(clorometil)-5,7-dihidroxi-2H-

cromen-2-ona (3e) em acetona-ds.
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Figura 71. Expansdo do espectro de RMN de 'H a 300 MHz do composto 4-(clorometil)-5,7-
dihidroxi-2H-cromen-2-ona (3e) em acetona-ds.
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Figura 72. Espectro de RMN de *C a 75 MHz do composto 4-(clorometil)-5,7-dihidroxi-2H-
cromen-2-ona (3e) em DMSO-ds.
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Figura 73. Espectro de RMN de 'H a 300 MHz do composto 4-(clorometil)-7-hidroxi-2H-
cromen-2-ona (3d) em DMSO-dg.
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Figura 74. Expansdo espectro de RMN de 'H a 300 MHz do composto 4-(chlorometil)-7-
hidroxi-2H-cromen-2-ona (3d) em DMSO-de.
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Figura 75. Espectro de RMN de *C a 75 MHz do composto 4-(clorometil)-7-hidroxi-2H-

cromen-2-ona (3d) em DMSO-dg.
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Figura 76. Expansio espectro de RMN de *C a 75 MHz do composto 4-(clorometil)-7-

hidroxi-2H-cromen-2-ona (3d) em DMSO-de.
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Figura 77. Espectro de RMN de *C a 300 MHz do composto 4-(chlorometil)-2H-
benzo[/]cromen-2-ona (3g) em DMSO-ds.

=
Nafel 1 1 FIRMN a
s
=
s
WHORODWR=WNOODOO— O 0
NONODROONDOC=THOOn O o
DT ODMO-=0OBWUEN—n 5O Ly
NOHOCONNNNRRRRD + »
MOOOOMMkRMRRRRR O I {2
o} i
o
— m
cl
— &
— =
™
= I-
F ol J_J.
H:H 8 _— °

Figura 78. Expansdo espectro de RMN de '*C a 300 MHz do composto 4-(chlorometil)-2H-
benzo[/]cromen-2-ona (3g) em DMSO-ds
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Figura 79. Espectro de RMN de '3C a 75 MHz do composto 4-(chlorometil)-2H-
benzo[/]cromen-2-ona (3g) em DMSO-ds.
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Figura 80. Expansdo espectro de RMN de '3C a 75 MHz do composto 4-(clorometil)-2H-
benzo[/]cromen-2-ona (3g) em DMSO-ds.
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Figura 81. Espectro de RMN de 'H a 300 MHz do composto 4-(clorometil)-7-metoxi-2H-
cromen-2-ona (3h) em DMSO-dg.
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Figura 82. Espectro de RMN de *C a 75 MHz do composto 4-(clorometil)-7-metoxi-2H-
cromen-2-ona (3h) em DMSO-dg.
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Figura 83. Expansdo do espectro de RMN de '*C a 75 MHz do composto 4-(clorometil)-7-
metoxi-2H-cromen-2-ona (3h) em DMSO-ds.
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Figura 84. Espectro de RMN de 'H a 300 MHz do composto 4-(azidometil)-5,7-dihidroxi-2H-
cromen-2-ona (4b) em DMSO-ds.
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Figura 85. Expansio espectro de RMN de 'H a 300 MHz do composto 4-(azidometil)-5,7-
dihidroxi-2H-cromen-2-ona (4a) em DMSO-ds.
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Figura 86. Espectro de RMN de '*C a 75 MHz do composto 4-(azidometil)-5,7-dihidroxi-2H-
cromen-2-ona (4a) em DMSO-de.
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Figura 87. Expansio espectro de RMN de '*C a 75 MHz do composto 4-(azidometil)-5,7-
dihidroxi-2H-cromen-2-ona (4a) em DMSO-ds.
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Figura 88. Espectro de RMN de '*C a 300 MHz do composto 4-(azidometil)-2H-
benzo[/]cromen-2-ona (4b) em DMSO-de.
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Figura 89. Espectro de RMN de 'H a 75 MHz do composto 4-(azidometil)-2H-
benzo[/]cromen-2-ona (4b) em DMSO-ds.
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Figura 90. Espectro de RMN de 'H a 300 MHz do hibrido 1,3-bis((1-((5,7-di-hidroxi-2-oxo-
2H-cromen-4-il)metil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil-pirimidina-2,4(1 H,3 H)-diona 7a em
DMSO-ds.
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Figura 91. Expansdo do espectro de RMN de 'H a 300 MHz do hibrido 1,3-bis((1-((5,7-di-
hidroxi-2-ox0-2H-cromen-4-il)metil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil-pirimidina-2,4(1 H,3 H)-diona
7a em DMSO-ds.
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Figura 92. Espectro de RMN de 'H a 300 MHz do hibrido 1,3-bis((1-((5,7-di-hidroxi-2-oxo-
2H-cromen-4-il)metil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil-pirimidina-2,4(1 H,3 H)-diona 7a em
DMSO-ds com supressao do sinal referente a agua.
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Figura 93. Expansdo do Espectro de RMN de 'H a 300 MHz do hibrido 1,3-bis((1-((5,7-di-
hidroxi-2-ox0-2H-cromen-4-il)metil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil-pirimidina-2,4(1 H,3 H)-diona
7a em DMSO-ds com supressao do sinal referente a agua.
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Figura 94. Expansdo do espectro de RMN de 'H a 300 MHz do hibrido 1,3-bis((1-((5,7-di-
hidroxi-2-0x0-2H-cromen-4-il)metil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil-pirimidina-2,4(1 H,3 H)-diona
7a em DMSO-d¢ com supressdo do sinal referente a dgua.
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Figura 95. Espectro de RMN de *C a 75 MHz do hibrido 1,3-bis((1-((5,7-di-hidroxi-2-oxo-

2H-cromen-4-il)metil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil-pirimidina-2,4(1 H,3 H)-diona em
DMSO-ds.
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Figura 96. Espectro de RMN de 2D — COSY a 75 MHz do hibrido 1,3-bis((1-((5,7-di-hidroxi-
2-0x0-2H-cromen-4-il)metil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil-pirimidina-2,4(1 H,3H)-diona 7a em

DMSO-d.
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Figura 97. Espectro de RMN de 2D — HMQC a 75 MHz do hibrido 1,3-bis((1-((5,7-di-
hidroxi-2-ox0-2H-cromen-4-il)metil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil-pirimidina-2,4(1 H,3 H)-diona
7a em DMSO-ds.
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Figura 98. Espectro de RMN de 2D — HMBC a 75 MHz do hibrido 1,3-bis((1-((5,7-di-
hidroxi-2-0x0-2H-cromen-4-il)metil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil-pirimidina-2,4(1 H,3 H)-diona
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Figura 99. Espectro de RMN de 'H a 300 MHz do hibrido 1,3-bis((1-((2-0xo0-2H-
benzo[/]cromen-4-il)metil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)pirimidina-2,4(1 H,3H)-diona 7b em
DMSO-ds .

L =
"ucigp* 1 1 FARMN Lo
1=
OTNMPNHFONRCONHOCNNE VNOHBTO MY o Lo
TOHCONNOR N eNOCT 00 OrOHND T +
CRNURNCOCNNNNONTN=ONn HeOTem =P ¥
NHN=0QCCNUUEOMMMMNMME oeLauer 99 ® 0,
000000 09 00000000 =P b e P PR R I I R CONBBL Lo o o

0”7 N
H/\N O @
N=\
COOT
° -
o

4.0621

%.0431_
4.08B1

£
ra —

[ppm]

Figura 100. Expansio do espectro de RMN de 'H a 300 MHz do hibrido 1,3-bis((1-((2-oxo-
2H-benzo[h]cromen-4-il)metil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)pirimidina-2,4(1 H,3H)-diona  7b
em DMSO-de.
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Figura 101. Espectro de RMN de '3C a 75 MHz do hibrido 1,3-bis((1-((2-0xo0-2H-
benzo[/]cromen-4-il)metil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)pirimidina-2,4(1 H,3H)-diona 7b em
DMSO-ds.
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Figura 102. Expansio do espectro de RMN de '3C a 75 MHz do hibrido 1,3-bis((1-((2-oxo-
2H-benzo[ h]cromen-4-il)metil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)pirimidina-2,4(1 H,3H)-diona  7b
em DMSO-ds.
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Figura 103. Espectro de RMN de 'H a 300 MHz do hibrido 1-((1-((5,7-dihidroxi-2-oxo-2H-
cromen-4-il)metil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)pirimidina-2,4(1 H,3H)-diona 8a em DMSO-ds .
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Figura 104. Expansdo do espectro de RMN de 'H a 300 MHz do hibrido 1-((1-((5,7-dihidroxi-
2-0x0-2H-cromen-4-il)metil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)pirimidina-2,4(1 H,3H)-diona 8a em
DMSO-ds .
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Figura 105. Espectro de RMN de *C a 75 MHz do hibrido 1-((1-((5,7-dihidroxi-2-oxo-2H-
cromen-4-il)metil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)pirimidina-2,4(1 H,3H)-diona 8a em DMSO-ds.
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Figura 106. Expansio do espectro de RMN de *C a 75 MHz do hibrido 1-((1-((5,7-dihidroxi-
2-0x0-2H-cromen-4-il)metil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)pirimidina-2,4(1 H,3H)-diona 8a em
DMSO-ds.
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Figura 107. Espectro de RMN de 'H a 300 MHz do hibrido 1-((1-((2-oxo0-2H-
benzo[/]cromen-4-il)metil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)pirimidina-2,4(1 H,3H)-diona 8b em
DMSO-ds.
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Figura 108. Expansdo do espectro de RMN de 'H a 300 MHz do hibrido 1-((1-((2-ox0-2H-
benzo[/]cromen-4-il)metil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)pirimidina-2,4(1 H,3H)-diona 8b em
DMSO-ds.
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Figura 109. Expansido do espectro de RMN de 'H a 300 MHz do hibrido 1-((1-((2-ox0-2H-
benzo[/]cromen-4-il)metil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)pirimidina-2,4(1 H,3H)-diona 8b em
DMSO-ds.

=
UC20 3 1 FARMN a
=
o mw s Ll B T O COUH—OWOFROD
@ = SO0 0O FTTONOCE—L
Wi ] =D 0 o) < = 0 LBNOF-DFTHNND o
noo o Ggcoco @0 AARRRRRRR -
Womo @ 0000w LB B ol nl ol ol ol ol ol o o
I 71T ]
=

= — <
=D
[¢]
o ]
o
o
| | T T T | T
g8 78 [ppm]

Figura 110. Espectro de RMN de “C a 75 MHz do hibrido 1-((1-((2-ox0-2H-
benzo[/]cromen-4-il)metil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)pirimidina-2,4(1 H,3H)-diona 8b em
DMSO-ds.
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Figura 111. Expansio do espectro de RMN de '*C a 75 MHz do hibrido 1-((1-((2-oxo0-2H-
benzo[/]cromen-4-il)metil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)pirimidina-2,4(1 H,3H)-diona 8b em
DMSO-ds.

=
UC20 4 1 F:RMN []
=
]

1 o 0N o Me © 0o w

L] = N Iy - 0 [ ] L=dd o

@ = oo o i -0 o oN w

o o a0 =y -0 o L b

b o [* I ol iy b o o = =] Lrks |

0 N NN NN NN N - o
- - e - - - - - -

OI
z

I
130 120 110 [ppm]

Figura 112. Espectro de RMN de 'H a 300 MHz do hibrido 1-((1-((5,7-dihidroxi-2-oxo-2H-
cromen-4-il)metil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)-5-metilpirimidina-2,4(1 H,3H)-diona 8¢ em
DMSO _ds.
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Figura 113. Expansio do espectro de RMN de 'H a 300 MHz do hibrido 1-((1-((5,7-dihidroxi-
2-0x0-2H-cromen-4-il)metil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)-5-metilpirimidina-2,4(1 H,3 H)-diona
8c em DMSO-ds.
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Figura 114. Espectro de RMN de *C a 75 MHz do hibrido 1-((1-((5,7-dihidroxi-2-oxo-2H-
cromen-4-il)metil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)-5-metilpirimidina-2,4(1 H,3H)-diona 8¢ em
DMSO-ds.
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Figura 115. Expansdo do espectro de RMN de *C a 75 MHz do hibrido 1-((1-((5,7-dihidroxi-
2-0x0-2H-cromen-4-il)metil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)-5-metilpirimidina-2,4(1 H,3 H)-diona
8c em DMSO-ds.
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Figura 116. Espectro de RMN de 'H a 300 MHz do hibrido 1-((1-((2-ox0-2H-
benzo[/]cromen-4-il)metil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)-5-metilpirimidina-2,4(1 H,3 H)-diona
8d em DMSO-ds.
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Figura 117. Expansio do espectro de RMN de 'H a 300 MHz do hibrido 1-((1-((2-oxo0-2H-
benzo[/]cromen-4-il)metil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)-5-metilpirimidina-2,4(1 H,3 H)-diona
8d em DMSO-ds.
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Figura 118. Espectro de RMN de “C a 75 MHz do hibrido 1-((1-((2-ox0-2H-
benzo[/]cromen-4-il)metil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)-5-metilpirimidina-2,4(1 H,3 H)-diona
8d em DMSO-ds.
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Figura 119. Expansdo de espectro de RMN de '*C a 75 MHz do hibrido 1-((1-((2-oxo0-2H-
benzo[/]cromen-4-il)metil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)-5-metilpirimidina-2,4(1 H,3 H)-diona
8d em DMSO-ds.
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Figura 120. Espectro de RMN de 'H a 300 MHz do hibrido 1-((1-((7-metoxi-2-oxo0-2H-
cromen-4-il)metil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)-5-metilpirimidina-2,4(1 H,3H)-diona 8e em
DMSO-ds.
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Figura 121. Expansio do espectro de RMN de 'H a 300 MHz do hibrido 1-((1-((7-metoxi-2-
ox0-2H-cromen-4-il)metil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)-5-metilpirimidina-2,4(1 H,3H)-diona
8e em DMSO-ds.
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Figura 122. Espectro de RMN de '3C a 75 MHz do hibrido 1-((1-((7-metoxi-2-oxo0-2H-
cromen-4-il)metil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)-5-metilpirimidina-2,4(1 H,3H)-diona 8e em
DMSOd.
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Figura 123. Espectro de RMN de 'H a 300 MHz do hibrido 2-(((1-((5,7-dihidroxi-2-oxo-2H-
cromen-4-il)metil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)tio)pirimidin-4(3 H)-ona 8f em DMSO-ds.
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Figura 124. Expansdo do espectro de RMN de 'H a 300 MHz do hibrido 2-(((1-((5,7-
dihidroxi-2-ox0-2H-cromen-4-il)metil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)tio)pirimidin-4(3H)-ona 8f
em DMSO-ds.
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Figura 125. Expansdo do espectro de RMN de 'H a 300 MHz do hibrido 2-(((1-((5,7-
dihidroxi-2-ox0-2H-cromen-4-il)metil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)tio)pirimidin-4(3H)-ona 8f
em DMSO-ds.
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Figura 126. Espectro de RMN de '*C a 75 MHz do hibrido 2-(((1-((5,7-dihidroxi-2-oxo-2H-
cromen-4-il)metil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)tio)pirimidin-4(3 H)-ona 8f em DMSO-ds.
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Figura 127. Expansio do espectro de RMN de *C a 75 MHz do hibrido 2-(((1-((5,7-
dihidroxi-2-ox0-2H-cromen-4-il)metil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)tio)pirimidin-4(3H)-ona 8f
em DMSO-ds.
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Figura 128. Espectro de RMN de 'H a 300 MHz do hibrido 1-((1-((5,7-dihidroxi-2-oxo-2H-
cromen-4-il)metil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)-3,7-dimetil-3,7-dihidro-1 H-purina-2,6-diona
9a em DMSO-ds.
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Figura 129. Expansio do espectro de RMN de 'H a 300 MHz do hibrido 1-((1-((5,7-dihidroxi-
2-0x0-2H-cromen-4-il)metil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)-3,7-dimetil-3,7-dihidro-1 H-purina-
2,6-diona 9a em DMSO-ds,
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Figura 130. Expansdo do espectro d¢ RMN de 'H a 300 MHz do o hibrido 1-((1-((5,7-
dihidroxi-2-ox0-2H-cromen-4-il)metil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)-3,7-dimetil-3,7-dihidro-
1 H-purina-2,6-diona 9a em DMSO-ds.
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Figura 131. Espectro de RMN de *C a 75 MHz do hibrido 1-((1-((5,7-dihidroxi-2-oxo-2H-
cromen-4-il)metil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)-3,7-dimetil-3,7-dihidro-1 H-purina-2,6-diona
9a em DMSO-de.
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Figura 132. Expansio do espectro de RMN de *C a 75 MHz do hibrido 1-((1-((5,7-dihidroxi-
2-0x0-2H-cromen-4-il)metil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)-3,7-dimetil-3,7-dihidro-1 H-purina-
2,6-diona 9a em DMSO-ds,
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Figura 133. Expansio do espectro de RMN de *C a 75 MHz do hibrido 1-((1-((5,7-dihidroxi-
2-0x0-2H-cromen-4-il)metil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)-3,7-dimetil-3,7-dihidro-1 H-purina-
2,6-diona 9a em DMSO-ds
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Figura 134. Expansio do espectro de RMN de *C a 75 MHz do hibrido 1-((1-((5,7-dihidroxi-
2-0x0-2H-cromen-4-il)metil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)-3,7-dimetil-3,7-dihidro-1 H-purina-
2,6-diona 9a em DMSO-ds
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Figura 135. Espectro de RMN 2D — HMQC a 75 MHz do hibrido 1-((1-((5,7-dihidroxi-2-oxo-
2H-cromen-4-il)metil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)-3,7-dimetil-3,7-dihidro- 1 H-purina-2,6-
diona 9a em DMSO-ds.
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Figura 136. Espectro de RMN de 'H a 300 MHz do hibrido 3,7-dimetil-1-((1-((2-oxo0-2H-
benzo[/]cromen-4-il)metil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)-3,7-dihidro-1 H-purina-2,6-diona  9b
em DMSO-dg.
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Figura 137. Expansio do espectro de RMN de 'H a 300 MHz do hibrido 3,7-dimetil-1-((1-((2-
oxo0-2H-benzo[ h]cromen-4-il)metil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)-3,7-dihidro- 1 H-purina-2,6-
diona 9b em DM SO-de.
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Figura 138. Espectro de RMN de 'H a 300 MHz do hibrido 3,7-dimetil-1-((1-((2-oxo0-2H-
benzo[/]cromen-4-il)metil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)-3,7-dihidro-1H-purina-2,6-diona  9b
em DMSO-ds com supressdo do sinal referente a agua.
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Figura 139. Expansio do espectro de RMN de 'H a 300 MHz do hibrido 3,7-dimetil-1-((1-((2-
oxo-2H-benzo[h] cromen-4-il)metil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)-3, 7-dihidro- 1 H-purina-2, 6-

diona 9b em DMSO-de com supressao do sinal referente a dgua.
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Figura 140. Expansdo do espectro de RMN de *C a 75 MHz do hibrido 3,7-dimetil-1-((1-((2-
oxo0-2H-benzo[ h]cromen-4-il)metil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)-3,7-dihidro- 1 H-purina-2,6-

diona 9b em DMSO-de.
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Figura 141. Expansio do espectro de RMN de *C a 75 MHz do hibrido 3,7-dimetil-1-((1-((2-
oxo0-2H-benzo[ h]cromen-4-il)metil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)-3,7-dihidro- 1 H-purina-2,6-
diona 9b em DMSO-de.
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Figura 142. Espectro de RMN de 'H a 300 MHz do hibrido 1-((1-((7-metoxi-2-oxo-2H-
cromen-4-il)metil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)-3,7-dimetil-3,7-dihidro-1 H-purina-2,6-diona
9¢ em DMSO-dg,
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Figura 143. Expansido do espectro de RMN de 'H a 300 MHz do hibrido 1-((1-((7-metoxi-2-
ox0-2H-cromen-4-il)metil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)-3,7-dimetil-3,7-dihidro- 1 H-purina-
2,6-diona 9¢ em DMSO-de.
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Figura 144. Expansdo do espectro de RMN de 'H a 300 MHz do hibrido 1-((1-((7-metoxi-2-
ox0-2H-cromen-4-il)metil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)-3,7-dimetil-3,7-dihidro- 1 H-purina-
2,6-diona 9¢ em DMSO-de.
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Figura 145. Espectro de RMN de '*C a 75 MHz do hibrido 1-((1-((7-metoxi-2-oxo-2H-
cromen-4-il)metil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)-3,7-dimetil-3,7-dihidro-1 H-purina-2,6-diona
9¢ em DMSO-ds
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Figura 146. Expansio do espectro de RMN de *C a 75 MHz do hibrido 1-((1-((7-metoxi-2-
0x0-2H-cromen-4-il)metil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)-3,7-dimetil-3,7-dihidro- 1 H-purina-
2,6-diona 9¢ em DMSO-ds
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Figura 147. Espectro de RMN de 'H a 300 MHz do hibrido 1-((1-((7-hidroxi-2-oxo0-2H-
cromen-4-il)metil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)-3,7-dimetil-3,7-dihidro-1 H-purina-2,6-diona
9d em DMSO-d¢
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Figura 148. Expansio do espectro de RMN de 'H a 300 MHz do hibrido 1-((1-((7-hidroxi-2-
0x0-2H-cromen-4-il)metil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)-3,7-dimetil-3,7-dihidro- 1 H-purina-
2,6-diona 9d em DMSO-ds
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Figura 149. Espectro de RMN de '3C a 75 MHz do hibrido 1-((1-((7-hidroxi-2-oxo-2H-
cromen-4-il)metil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)-3,7-dimetil-3,7-dihidro-1 H-purina-2,6-diona
9d em DMSO-d¢
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