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RESUMO

A enzima urease, uma metaloproteina que catalisa a hidrélise da ureia em amonia e didxido de
carbono, desempenha um papel crucial em varios processos biologicos e patoldgicos. Sua
atividade ¢ fundamental em organismos que utilizam ureia como fonte de nitrogénio, mas
também esta associada a diversos problemas de satide humana, incluindo infecgdes causadas
por fungos e bactérias, bem como questdes agricolas, como o impacto ambiental da liberagao
de amonia no solo. Portanto, o desenvolvimento de inibidores eficazes de urease ¢ de grande
interesse tanto na medicina quanto na agricultura. Este trabalho ¢ dividido em trés capitulos e
apresenta a sintese e avaliagdo do potencial antiureolitico de trés classes de moléculas: adutos
de Biginelli derivados de selénio, adutos de Biginelli derivados de &cidos formilfenil bordnicos
e benzoilselenoureias. Os adutos de Biginelli derivados de selénio foram identificados como
potentes inibidores de urease vegetal (C.ensifmormis), com o0s compostos mais ativos
apresentaram ICso entre 30 e 50uM, mostrando maior atividade que os analogos derivados de
ureia e tioureia. Os estudos cinéticos dos derivados mais ativos foram realizados, definindo o
mecanismo de inibi¢do e os parametros cinéticos dos inibidores mais potentes. A sintese dos
adutos de Biginelli derivados de acidos formilfenil bordnicos foi otimizada para nucleos
contendo a porcdo ureia e tioureia. Ensaios enzimaticos com a urease (C.ensifmormis)
permitiram definir o ICso (132 pM) e observar que esse composto age por meio de um
mecanismo de inibi¢cdo misto. Além disso, estudos biofisicos revelaram como o derivado mais
ativo interage com o sitio ativo da urease por meio das hidroxilas do acido boronico. Por fim, a
sintese de benzoilselenoureias foi otimizada e esses compostos e seus andlogos de enxofre,
benzoiltioureias, foram avaliados quanto seu potencial antiureolitico contra a urease fungica C.
neoformans. A atividade in vitro desses compostos mostrou que os compostos de selénio
possuem maior atividade antifungica (valores de concentracdo inibitdria minima - CIM e
fungicida minima - CFM variando de 1 a 16 mg/L) quando comparadas aos correspondentes
compostos de enxofre (CIM e CFM variando de 8 a 128 mg/L). Além disso, as
benzoilselenoureias foram testadas na urease do extrato de proteina bruta de C. neoformans,
onde foram observados valores de urelCso variando entre 0,95 e 13,95 nM. Os resultados desta
pesquisa contribuem significativamente para o campo da quimica medicinal, fornecendo novas
ferramentas para o possivel tratamento de infec¢des fungicas e mitigagdo de problemas
ambientais relacionados a atividade da urease.

Palavras-chaves: urease; selénio; 4cido bordnico; adutos de Biginelli; reacdo
multicomponente.



ABSTRACT

The enzyme urease, a metalloprotein that catalyzes the hydrolysis of urea into ammonia and
carbon dioxide, plays a crucial role in various biological and pathological processes. Its activity
is essential in organisms that use urea as a nitrogen source. It is also associated with numerous
human health issues, including infections caused by fungi and bacteria, and agricultural
concerns, such as the environmental impact of ammonia release in soil. Therefore, developing
effective urease inhibitors is of great interest in medicine and agriculture. This work is divided
into three chapters and presents the synthesis and evaluation of the anti-ureolytic potential of
three classes of molecules: selenium-derived Biginelli adducts, Biginelli adducts derived from
formylphenylboronic acids, and benzoylselenoureas. Selenium-derived Biginelli adducts were
identified as potent inhibitors of plant urease (C. ensiformis). The most active compounds
displayed Clso values between 30 and 50 uM, showing greater activity than their urea—and
thiourea-derived analogs. Kinetic studies of the most active derivatives were conducted to
define the most potent inhibitors' inhibition mechanisms and kinetic parameters. The synthesis
of Biginelli adducts derived from formylphenylboronic acids was optimized for nuclei
containing urea and thiourea moieties. Enzymatic assays with urease (C. ensiformis) allowed
the determination of Clso (132 uM) and revealed that this compound acts through a mixed
inhibition mechanism. Additionally, biophysical studies showed how the most active derivative
interacts with the urease active site through the hydroxyl groups of the boronic acid. Finally,
the synthesis of benzoylselenoureas was optimized, and these compounds and their sulfur
analogs, benzoylthioureas, were evaluated for their anti-ureolytic potential against fungal
urease C. neoformans. In vitro activity of these compounds showed that the selenium
compounds possess greater antifungal activity (minimum inhibitory concentration - MIC and
minimum fungicidal concentration - MFC values ranging from 1 to 16 mg/L) compared to their
sulfur counterparts (MIC and MFC values ranging from 8 to 128 mg/L). Furthermore,
benzoylselenoureas were tested on urease from the crude protein extract of C. neoformans,
where ureClso values ranging between 0.95 and 13.95 nM were observed. The results of this
research significantly contribute to the field of medicinal chemistry, providing new tools for the
potential treatment of fungal infections and mitigation of environmental issues related to urease
activity.

Keywords: urease; selenium; boronic acid; Biginelli adducts; multicomponent reaction.
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Introducio Geral

1. A urease

A urease (E.C. 3.5.1.5) ¢ uma enzima pertencente a classe das aminoidrolases, possui
dois ions Ni** no sitio ativo, o que a faz uma enzima niquel-dependente. Essa enzima pode ser
encontrada em plantas, algas, fungos, bactérias e em solos. A principal acdo da urease ¢ catalisar
a hidrdlise da ureia (1), a enzima acelera o processo em, aproximadamente, 10'* vezes levando

a formagio de amoénia (2) e 4cido carbonico (3) (Figura 1).!

RO

2 urease NH,
H,N™ ONH, © HO™ “NH, HO)J\OH+

1 NH, 3

2
Figura 1: Hidrélise enzimatica da ureia.

O histdrico de descobertas importantes em torno da urease ¢ robusto e guiou estudos
posteriores com enzimas. O primeiro microrganismo ureolitico isolado foi o Micrococcus
ureae, em 1864, por Van Tieghem?. Em 1871, Frédéric Alphonse Musculus isolou a primeira
enzima ureolitica, que em 1890 foi denominada de urease.>? Em 1926, James B. Summer, isolou
de sementes de jack bean (Canavalia ensiformis) os primeiros cristais de urease.’ Este trabalho
foi pioneiro, e permitiu concluir que enzimas sao constituidas por cadeias proteicas. Em 1946

Summer foi laureado com o prémio Nobel em quimica por essa descoberta.

No entanto, apenas em 1975 o sitio ativo da urease foi determinado. Dixon e
colaboradores determinaram a presenca de dois ions de Ni** na urease a partir de experimentos
de espectroscopia de absor¢do de raios-X. Além disso, os resultados obtidos por espectroscopia
de UV-vis sugeriram que a atividade catalitica da enzima dependia intrinsecamente dos atomos

de niquel. Foi o primeiro trabalho que relacionou d4tomos de niquel a processos bioldgicos.*

A estrutura da urease de jack bean foi relatada em 2010, 85 anos depois de ser isolada
por Summer (Figura 2, pag. 18). Ureases de diferentes fontes também foram alvos de estudos
estruturais, a partir deles foi possivel identificar que diferentes ureases apresentam pelo menos
55% de similaridade estrutural e que em todas as ureases a acao catalitica se deve aos ions de

niquel no sitio ativo.!
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Figura 2: Enzima urease jack bean (Canavalia ensiformis). Fonte: PDB 3LA4.

As ureases desempenham papeis importantes tais como, atuar na protecdo de plantas
contra predadores e patdgenos. Estudos relataram a ativagado de plaquetas sanguineas de coelhos
e, também, o seu papel importante na microbiota oral podendo prevenir o desenvolvimento de
caries. Além disso, em processos de construcgao civil a agdo catalitica da urease ¢ aplicada na

precipitacdo de calcita por meio do aumento do pH.!>

O principal substrato da urease ¢ a ureia, a primeira molécula organica a ser sintetizada.
Friedrich Wohler, em 1828, isolou a ureia do meio de reacgao entre cianeto de prata e cloreto de
amonio. Para a época a sintese foi muito importante, pois foi o contraponto que desvalorizou a
Teoria da Forca Vital, teoria que afirmava que compostos organicos s6 eram sintetizados no

interior de organismos vivos.

No corpo humano, a ureia ¢ produzida a partir da degradagao de proteinas, transportada
pela corrente sanguinea e excretada pela urina. A ureia ¢ considerada um componente benigno
que ndo apresenta nenhum papel aparente na manutencao dos tecidos. No entanto, em locais
que podem ser colonizados por microrganismos patogénicos e ureoliticos o metabolismo da
ureia passard pela urease bacteriana, alterando o pH de microambientes, o que traz prejuizos a

satde humana.”!8

A presenca da ureia na agricultura ¢ massivamente difundida, sendo ela o fertilizante
mais utilizado mundialmente. Segundo a EMBRAPA, em 2022, o Brasil importou 7,23 milhdes
de toneladas de ureia.” Vale ressaltar que a urease também est4 presente em solos por meio de
microrganismos. Atualmente, esfor¢os sdo feitos para o desenvolvimento de inibidores de
urease e outras tecnologias que mitiguem os efeitos da urease tanto na medicina quanto na

agricultura.

O consenso sobre as etapas cataliticas no mecanismo da urease mudou através das

décadas e até hoje estd sob debate. Em 1970, Dixon, Blakeley e Zerner propuseram as etapas
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mecanisticas de hidrdlise da ureia catalisada, demonstrando a necessidade de dois ions de Ni**

para realizar sua atividade catalitica.*

A ordem de formagdo dos produtos e os residuos de aminoacidos que participam, € o
modo como participam do mecanismo de hidrdlise da ureia ainda ¢ foco de discussdo na

. . , ~ . . . , D+
comunidade cientifica, no entanto, a agdo do centro ativo da enzima que considera os ions Ni
essenciais para a reagao ¢ consensual. O mecanismo proposto por Benini e colaboradores ¢ o

mais aceito atualmente e est4 ilustrado na Figura 3 (pag. 20).'%!!

A etapa inicial da reacdio é a coordenacdo da ureia em um dos ions Ni** da urease por
meio dos pares de elétrons ndo ligantes da carbonila, concomitantemente observa-se o
deslocamento de 3 moléculas de 4gua (Figura 3-B, pag. 20). Na segunda etapa, o segundo ion
Ni** é coordenado pelos pares de elétrons de uma unidade do grupo NH> da ureia, levando a
formag¢ao de um anel de seis membros (Figura 3-C, pag. 20). Em seguida, os pares de elétrons
do oxigénio, que atuam como ponte entre os dois atomos de Ni?*, atacam como nucleéfilo
adicionando-se a carbonila (Figura 3-D, pag. 20). E formado um intermediério tetraédrico que
evolui através de uma transferéncia de proton do grupo OH da ponte entre os dtomos de niquel
para o grupamento NH> da ureia, gerando o primeiro equivalente de amonia (Figura 3, pag. 20).
A adig@o de 4 moléculas de agua no centro metélico libera entdo uma molécula de amonio e
uma molécula de carbamato que ¢ decomposto em NH3z e CO> e a estrutura do sitio ativo da

enzima é regenerada (Figura 3-A, pag. 20).!%1

O mecanismo de Benini, também conhecido como “mecanismo de hidréxido de ponte”
foi alvo de criticas iniciais entre a comunidade bioinorganica, que consideraram negativa a ideia
de um nucleofilo duplamente coordenado. No entanto, logo apds esta hipotese ter sido proposta,
foram relatados dois estudos que pareciam corroborar isto. Um estudo relatou e discutiu a
estrutura cristalina da urease de Sporosarcina pasteurii (SPU) em complexo com fosfato'® e

outro descreveu uma abordagem computacional para o mecanismo enzimatico.'*
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Figura 3: Mecanismo da reacao de hidrolise da ureia catalisada pela urease. Adaptado de Benini et. al..

1.1 Urease na agricultura

De acordo com o Centro de Estudos Avangados em Economia Aplicada da Universidade
de Sao Paulo (Cepea-USP) e a Confederacao Nacional da Industria, em 2023, o Produto Interno
Bruto (PIB) do agronegoécio brasileiro foi de R$ 2,63 trilhdes, o que corresponde a 24,1% do
PIB brasileiro. No Brasil, grandes extensdes de terras sdo dedicadas as plantagdes de alimento,
sendo o pais o primeiro produtor do mundo no ranking de soja, acucar e café. Como
consequéncia, hoje o Brasil € o quarto maior consumidor de fertilizantes no mundo, sendo que

os mais utilizados sdo os do tipo NPK constituidos, de nitrogénio, fosforo e potassio.'®
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Os insumos agricolas a base de nitrogénio sdo historicamente os mais utilizados. Sendo
que, dentre esses, a ureia ¢ a fonte de nitrogénio mais utilizada no mundo. O amplo uso da ureia
justifica-se por seu alto teor de nitrogénio (46%), alta solubilidade em agua, compatibilidade
com outros fertilizantes, facilidade de estocagem e baixa toxicidade.'¢

A presenga de ureases no solo gera inconvenientes significativos ao uso da ureia como
fertilizantes. A hidroélise acelerada do insumo resulta na formagao de CO> e NHs, e reacdes
posteriores levam a formacao de N.O, NO, NO>", NOs", por meio de processos de oxidagdo e
nitrificagdo da amodnia. Estima-se que cerca de 30 a 50% da ureia depositada em solos como
fertilizante ¢ perdida por meio de volatilizacdo de amonia, o que representa um consideravel
prejuizo financeiro. No Esquema 1 esta representado a reagdo de hidrolise da ureia e a
transformag@o do ion amoénio nos derivados nitrogenados. Essas transformacgdes tém como

consequéncia emissdo gases de efeito estufa, a poluicao dos solos e da 4gua, e a menor absor¢ao

de nitrogénio por parte das culturas.!”!®
0 0
HNT ONHp + 2H0 —HEESE > 5y HOJ\OH COz +H0
[O]
N02® Nitrificacao NO3®

Esquema 1: Reagdo de hidrolise da ureia mediada pela urease e formagdo de NO, e NOs™ a partir da formagao de
ion amdnio.

A producao de alimentos em quantidade adequada e o desenvolvimento sustentavel de
praticas agricolas sdo desafios atuais devido ao aumento da populagdo em condigdo de
inseguranca alimentar e, também, devido as previsdes de aumento da populacdo mundial nos
proximos anos. O numero de pessoas afetadas pela fome em 2021 foi de 828 milhdes, um
aumento de 46 milhdes desde 2020 e 150 milhdes desde o inicio da pandemia de Covid-19.
Além disso, conforme o Relatorio da Organizagdo das Nagdes Unidas (ONU) de 2019, a
populacdo mundial em 2050 sera de 9,7 bilhdes de pessoas. Esses nimeros mostram que novas
maneiras de produ¢do serdo necessdrias para que todas as pessoas sejam alimentadas, e além
disso essa produgdo deve ser sustentavel. %2

O desenvolvimento de tecnologias voltadas para a producdao de novos fertilizantes,
bioestimulantes, inibidores de urease e fertilizantes de maior eficiéncia sdo passos prioritarios
previstos no Plano Nacional de Fertilizantes de 2021, uma vez que 85% dos fertilizantes

utilizados nos solos brasileiros sdo provenientes de importacdo e novas tecnologias sao
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necessarias para que o desenvolvimento agricola brasileiro se torne mais sustentavel e

independente.?!

1.2 Microrganismos ureoliticos patogenos
A urease ¢ reconhecida como um fator de viruléncia de microrganismos patdégenenos

causadores de infecgdes em seres humanos, como Helicobacter pylori, responsavel por causar
gastrites e ulceras no estomago, Proteus mirabilis, bactéria responsavel por infecgdes urinarias
e formagdes de pedras nos rins, e Cryptococcus neoformans, patogeno causador da
meningite.?>"->8

O mecanismo de ag¢do da urease nestas infec¢des microbianas estd relacionado a
presenca de ureia no corpo humano, proveniente da digestdo de aminodacidos, e ¢ distribuida
por Orgdos como estdmago, rins e até mesmo o sistema nervoso central. Desta forma,
microrganismos patogénicos podem utilizar a ureia como fonte de nitrogénio, e a acdo da urease
sob o substrato leva a formag¢do de amonia e didxido de carbono. No meio fisioldgico, a

presenca de amonia leva ao aumento do pH, interferindo no funcionamento normal do individuo

infectado.?*

1.2.1 Helicobacter pylori
A H. pylori ¢ uma espécie de bactéria que pode colonizar a mucosa do estdomago do ser

humano. As infec¢des causadas por essa bactéria resultam em lesdes que podem evoluir para
condigdes graves como Ulcera, gastrite cronica e, em casos mais severos, cancer de estbmago.
Estima-se que 50% da populagdo mundial desenvolva doencas atreladas a infeccdo por H.
pylori.®®

A urease e a presenga de ureia no estdmago estdo intrinsecamente relacionadas ao modo
de sobrevivéncia da bactéria neste ambiente. O meio acido do estdbmago ndo permitiria a
sobrevivéncia e a manutencao da vida da bactéria por muito tempo; no entanto, a atividade
ureolitica da enzima resulta na formag¢do de amodnia, que leva a alcalinizagdo em
microambientes onde a bactéria estd localizada. Essa alteragdo de pH do meio permite a
sobrevivéncia e proliferacao da bactéria no estobmago. Além disso, estudos também sugeriram
que a urease tem propriedades pro-inflamatéria que contribuem para a progressao da infecgao

por H. pylori 2%
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1.2.2 Proteus Mirabilis
A P. mirabilis ¢ uma bactéria amplamente distribuida no meio-ambiente e responsavel

por infecgdes do trato urinario. Infecgdes causadas por essa bactéria sdo comuns em ambiente
hospitalar ¢ em comunidades. A patologia pode afetar 6rgdos como rins, uretra e bexiga.
Estima-se que as infecgdes urinarias acometam 150 milhdes de pessoas no mundo a cada ano,
sendo a maioria mulheres.?®

Infeccdes urinarias podem ser causadas por diferentes bactérias, a bactéria ureolitica P.
mirabilis ¢ uma delas. A instalagdo da infeccao deve-se, entre outros fatores, a viruléncia da
urease; a alcalinizagdo do ambiente ocasionada pela formacdo de amodnia nao s6 permite a

sobrevivéncia da bactéria, como também possibilita a formacio de célculos.?

1.2.3 Cryptococcus neoformans
O fungo C. neoformans ¢ o principal patdgeno causador da meningite e a contaminacao

ocorre por inalagdo dos esporos. Individuos imunossuprimidos, devido infec¢des pelo virus da
imunodeficiéncia humana (HIV), que apresentam quadros de pancreatite, diabetes e pacientes
com longa permanéncia na UTI sdo altamente vulneraveis a este tipo de infec¢do. A meningite
criptocdcica e a meningoencefalite fazem parte das principais causas de morte de pacientes HIV
positivos.*

Devido a estas preocupagoes, estudos foram desenvolvidos e apontaram que a urease
expressada pelo C. neoformans esta envolvida em diferentes processos metabolicos do fungo.
A alteragdo do pH fisiologico leva a redugdo da acidez e maturagdo de fagolisossomos em
células fagociticas, resultando na resisténcia a morte de patdgenos e antigenos. A liberagdo de
amonia pode ocasionar outras doencas sistémicas. Outros estudos sugerem também que a agao
da urease expressada pelo fungo pode promover sequestro microvascular, levando,
subsequentemente, a estdgios mais severos de meningite devido a maior invasdo do sistema

nervoso central,?>-31-32

Além da acdo de viruléncia da urease, essas infeccdes ainda tem em comum a
caracteristica de multirresisténcia a antimicrobianos (antibioticos e antifingicos). Isso significa
que essas infecgdes se tornaram mais dificeis ou impossiveis de tratar com os medicamentos
disponiveis. Além disso, aumentar a propagacdo de doencas, a dificuldade no tratamento
também acarreta no agravamento das doencas e, em casos mais extremos, essas infeccdes levam
amorte. O desenvolvimento de terapias alternativas aos antimicrobianos faz parte das diretrizes

preconizadas pela Organizacdo Mundial da Satde (OMS).>?
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O uso de inibidores de urease no tratamento de infecgdes ¢ uma alternativa aos
antimicrobianos, no entanto, ainda € pouco aplicado. Apenas o 4cido aceto-hidroxamico (4-
Figura 4) teve seu uso aprovado nos Estados Unidos pela Food and Drug Administration (FDA)
como medicamento para tratamento de infec¢des urindrias causadas por P. mirabilis. No Brasil
o uso desse medicamento nao ¢ aprovado pela ANVISA devido aos efeitos teratogénicos que

podem acometer os usuarios.>

Na agricultura, o inibidor de urease mais utilizado em escala mundial ¢ o N-(n-butil)
tiofosfororico triamida (NBPT) (5- Figura 4). E um inibidor anélogo da ureia e que contém um
atomo de fosforo em sua estrutura. E comercializado desde a década de 1990 e hoje é o principio
ativo de varios insumos agricolas que podem ser utilizados com aditivos agricolas ou como

revestimento da ureia. O Brasil ndo produz este aditivo, de forma que o seu uso em solos

nacionais depende de importagdo.'®%
0 i
P<
H H NH,
4 5

Figura 4: Estruturas quimicas dos inibidores de urease acido aceto-hidroxamico e NBPT.

Para mitigar os efeitos deletérios da urease, o desenvolvimento de inibidores de urease
¢ um passo necessdrio para o aumento da qualidade de vida de individuos infectados por
microrganismos ureoliticos e, também, representa parte dos esfor¢os necessarios para a garantia

da seguranca alimentar nos proximos anos.

Desde o século passado muitos inibidores, com destaque para andlogos de ureia e
tioureia, 4cidos hidroxdmicos, complexos metdlicos e heterociclos nitrogenados, foram
relatados. No entanto, mesmo para aqueles com excelentes atividades inibitdrias, ainda nao sao
aplicados como terapias alternativas nos tratamentos de infecgdes microbianas ou na

agricultura %3718

Diferentes inibidores de urease interagem de maneiras distintas com os sitios da enzima,
em geral, inibidores de urease realizam ligagdes de hidrogénio, possuem atomos capazes de
complexarem com os ions de niquel do centro ativo e tem estruturas trigonais planares similares
a da ureia.’®* Diferentes classes de compostos foram relatadas como inibidores de urease,
alguns exemplos, ilustrados na Figura 5 sdo tioureias, benzoiltioureias, diidropirimidinonas,

bases de Shiff, triazois e produtos naturais como flavonoides, cumarinas e quinonas. No
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entanto, a aplicagdo desses compostos ndo foi viabilizada por diferentes razdes, como por

exemplo, apresentarem toxicidade ao meio ambiente.!®%
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Figura 5: Estruturas quimicas basicas de inibidores de urease

Neste sentido, o desenvolvimento de novos inibidores de urease ¢ uma estratégia
promissora para contornar problemas ocasionados pela a¢do da enzima tanto no contexto
agricola quanto no medicinal. Além disso, conhecer por quais mecanismos os inibidores atuam
também ¢ importante, pois essas informagdes contribuem para o desenvolvimento de inibidores

mais eficientes.

2. Objetivo Geral
Realizar a sintese e caracterizagdo de adutos de Biginelli contendo selénio, derivados

do 4cido bordnico e benzoilselenoureias. Além disso, investigar o potencial inibitdorio destes
compostos frente a dois tipos de urease e analisar o mecanismo de inibi¢do da enzima urease in
vitro, utilizando métodos de colorimetria e de fluorescéncia.

404142 o a5 benzoiltioureias*, mencionados anteriormente, sdo

As diidropirimidinonas
classes de compostos que foram relatadas como eficientes inibidores de urease. Este trabalho
objetiva investigar a atividade antiureolitica desses compostos modificados sinteticamente para
conter atomos de selénio ou boro, a fim de avaliar a atividade antiureolitica e comparar com os

inibidores analogos conhecidos.
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CAPITULO | - Compostos organicos de selénio: Obtencao de adutos de
Biginelli derivados da selenoureia e avaliacao do potencial inibitorio de

ureases

1.1Introducao
1.1.1 Compostos organicos de selénio e suas atividades biologicas

Selénio ¢ um elemento quimico classificado como calcogénio, pertence ao grupo 16 da
Tabela Periodica, junto com oxigénio, enxofre, telirio e polonio. Foi descoberto em 1817 pelo
quimico sueco Jons Jacob Berzelius, que também batizou o elemento como uma homenagem a

deusa da Lua, Selene.**

Inicialmente reconhecido como um elemento toxico, apenas 150 anos depois de sua
descoberta o papel essencial do selénio no organismo de animais foi estabelecido. Em 1957
Klaus Schwartz e Calvin Foltz identificaram o selénio como responséavel por prevenir lesdes no

figado, vasos sanguineos e musculos de camundongos e frangos.*

Desde a descoberta de Schwartz e Foltz a presenga de selénio no corpo humano foi
largamente investigada, até que em 1973 Hoekstra e colaboradores identificaram que o selénio
¢ essencial para a agdo antioxidante da enzima glutationa peroxidase. Posteriormente, Floh¢ e
colaboradores determinaram que a enzima purificada possui um atomo de selénio por
subunidade. Assim, a primeira selenoproteina humana foi identificada,*® e em 1980 o selénio
foi, pela primeira vez, considerado benéfico para a sade humana e teve sua deficiéncia

associada a doengas.

Na natureza, o selénio se apresenta de diferentes formas, a principal ¢ a selenocisteina,
um aminoacido importante para a formagao de selenoproteinas, que € encontrado como ligantes
de complexos metalicos de molibdénio e niquel. Outra forma importante ¢ a S-metilanimometil-
2-selenouridina encontrada em bactérias, A selenoneina e a selenometionina também sio

formas comuns do selénio na natureza*’ (Figura 6, pag. 27).
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Figura 6: Exemplos de produtos naturais de selénio.

Naturalmente, com a descoberta de biomoléculas de selénio, o interesse por compostos
organicos sintéticos de selénio com atividades bioldgicas despontou. Em 1983 o selenazufurin
foi relatado como agente antiviral*® e em 1984, 60 anos apds a sua sintese, o ebselen (Figura 7,
pag. 28) foi relatado como agente mimético da enzima glutationa peroxidase (GPx). O ebselen
¢ o composto organico de selénio de maior relevancia devido ao nimero de testes clinicos aos

quais foi submetido.*”*3

Outros exemplos de compostos de selénio sintéticos que apresentam atividade bioldgica
interessante € usados em testes clinicos foram o ethaselen e o seleneto ALT2074. O primeiro
foi submetido a testes clinicos para o tratamento de células de cancer de pulmao, e o segundo
foi identificado como agente mimético da enzima GPx capaz de prevenir alteragdes endoteliais
e lesdo de isquemia miocardica.*’ Outra classe de moléculas, as selenoureias, também exibiram
atividade citotoxica contra células de cancer de mama afirmando mais pronunciadamente o

potencial anticAncer de compostos de selénio® (Figura 7, pag. 28).

Do ponto de vista quimico, o Se possui uma natureza distinta, que se manifesta em sua
presenca em diferentes estados de oxidagao, sendo mais suscetivel a oxidagdao ou reducao por
agentes redox em comparacdo com o enxofre, a selenometionina, por exemplo, participa de
reagdes de oxidacdo de 10-100 vezes mais rapidamente que a metionina. Essa particularidade
permite ao Se desempenhar papéis tanto de nucleodfilo quanto de eletréfilo, dependendo do meio

de reacdo em que se encontre.’!
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Figura 7: Exemplos de compostos sintéticos organicos contendo selénio.

Nao por acaso, as diferencas quimicas entre o selénio e o enxofre estio muitas vezes

associadas a maior atividade bioldgica de compostos organicos de selénio quando comparados

aos analogos de enxofre. Algumas dessas caracteristicas estdo elencadas abaixo.

47,51,52

Algumas propriedades quimicas do selénio e do enxofre estdo relacionadas a diferenca
de raio atdmico desses dois atomos. O maior raio atdmico do selénio frente ao enxofre
afeta a forga de ligacao deste elemento com outros d&tomos, como oxigénio e hidrogénio.
No grupo Se=0, a menor sobreposi¢do orbitalar, comparada a S=0O, resulta em uma
forca de ligacdo reduzida, permitindo que o grupo seja mais facilmente reduzido a
selenois e selenetos. Da mesma forma, a ligacdo Se-H ¢ mais longa que a S-H e por isso
observa-se um menor pKa para a selenocisteina (pK.= 5,24) frente a cisteina (pKa 8,25).
O selénio € mais polarizavel que o enxofre, em outras palavras o selénio ¢ uma base de
Lewis mais macia, o que permite que o Se seja uma base de Lewis mais eficiente frente
a acidos de Lewis macios, o que ¢ interessante para reacdes de complexacao envolvendo
o centro de niquel da urease.

A maior polarizabilidade do Se confere a farmacos que o contém maior lipofilia e
permeabilidade.

Hidrogénios de selenoamidas sdo mais acidos frente aos hidrogénio de tioamidas, e,
portanto, selenoamidas sdo melhores formadoras de ligagcdes de hidrogénio, o que

permite melhores interagdes intermoleculares em meios biolégicos.>

As particularidades quimicas do selénio atreladas ao potencial bioldgico de compostos

organicos contendo este elemento impulsionaram a pesquisa de novas moléculas e de suas

aplicagdes bioldgicas. A inser¢ao de selénio em moléculas com atividade bioldgica conhecida

emergiu como uma alternativa interessante no design de moléculas mais potentes.



29

Desai e colaboradores demonstraram que a substitui¢do do atomo de enxofre, do
composto 6a (Figura 8, pag. 30), um conhecido inibidor de 6xido nitrico sintase (HT-29, ICso >
100 uM; HCT116, ICso > 100 uM; SW480, ICso > 100 uM), por selénio, que resulta no
composto 6b (Figura 8, pag. 30) aumenta significativamente a atividade antiproliferativa em
diferentes linhagens de células tumorais (HT-29, ICso= 3,84 uM; HCT116, I1Cso = 4,72 uM;
SW480, ICso = 5,55 uM).>*

A presenca do selénio também foi importante para a atividade bioldgica do composto
7b (Figura 8, pag. 30). A selenoureia funcionalizada apresentou, em testes in vitro, grande
afinidade pelas hCA I, hCA II e hCA IX (K; = 6 nM), enquanto que o andlogo oxigenado 7a,
que foi submetido a testes clinicos (Fase I) apresentou moderada afinidade com as mesmas

isoformas das anidrases carbonicas (K; = 2028 nM).>

Wiles e colaboradores investigaram a atividade antibiotica de compostos analogos ao
composto 8b, agente antiestafilocdcico, com o objetivo de atenuar a inibicdo do canal de
potassio hERG observada nesse e em outras classes de medicamentos antibacterianos. Foram
estudados andlogos oxigenados e selenados, e, dentre os compostos avaliados, o selenofeno
(8c) apresentou atividade antiestafilococica comparavel a de 8a e 8b (Figura 8, pag. 30). No
entanto, 8¢ mostrou fraca atividade inibitoria de hERG, sem citotoxicidade significativa para

células normais e com boa estabilidade metabolica.>®

Arsenyan e colaboradores investigaram a atividade citotoxica em células tumorais do
raloxifeno (9a, Figura 8, pag. 30), um modulador seletivo do receptor de estrogeno, e do seu
analogo de selénio (9b). Os resultados demonstraram que o composto de selénio tem atividade
antiproliferativa mais potente que 9a. Além disso, o composto 9b suprimiu o crescimento
tumoral dependente de estrogénio na mama de camundongos xenoenxertados com cancer,

enquanto que o raloxifeno foi ineficaz.>’
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Martins e colaboradores relataram que derivados de crisina (10a, Figura 8) e quercetina
(11a, Figura 8) 10b-c e 11b-c exibiram atividade citotoxica mais potente que crisina e
quercetina. Os derivados contendo selénio, em especial, foram os mais ativos. A crisina (10a) e
seus derivados 10b e 10c, por exemplos, exibiram ICso de 50,32, 70,43 e 2,25 uM,
respectivamente, contra células de cancer de mama (MCF-7). De modo semelhante, a
quercetina (11a) ndo inibiu o crescimento celular da linhagem MCF-7, enquanto que seus
derivados 11b e 11¢ apresentaram ICso de 3,08 ¢ 1,31 uM. Além disso, os derivados de selénio,
10c e llc, apresentaram atividades semelhantes a GPx de eliminagcdo de DPPH, maior

capacidade de superar a resisténcia a cisplatina e a multirresisténcia, além de indices de

seletividade mais elevados em comparagio com seus congéneres de oxigénio e enxofre.’®
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Figura 8: Compostos organicos contendo calcogénios com atividade biologica.

Por fim, Kim e colaboradores investigaram a atividade inibitoria contra a O-GlcNAcase
dos compostos 12a e 12b. Os resultados demonstraram que o derivado de selénio ¢ um inibidor
mais fraco frente ao composto de enxofre (K; 70 vezes menor). No entanto, 12b teve efeito na
O-Glc-N-acilagao global similar ao de 12a, o que os autores sugerem ocorrer porque 12b pode

ser internalizado pelas células mais facilmente do que 12a.%
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Ainda sdo raros os exemplos de moléculas organicas contendo selénio relatadas como
inibidores de urease. No entanto, Macegoniuk e colaboradores demonstraram que heterociclos
de selénio e disselenetos baseados no esqueleto estrutural do ebselen exibem significante
inibicdo de ureases bacterianas, em especial, H. pylori e S. pasteurii.*®® Neste ensaio o ebselen
foi o mais ativo para S. pasteurii e para H. pylori, com valores de K; de 2,11+£0,18 nM e 226+16

nM, respectivamente.

Esses resultados associados as particularidades quimicas da natureza do atomo de
selénio atraem o interesse em compostos organicos de selénio biologicamente ativos. A troca

de enxofre e oxigénio por selénio abre possibilidades sintéticas para o design de novos ativos.

1.1.2 Adutos de Biginelli: reacdes multicomponentes, atividades biolégicas e mecanismos

1.1.2.1 Reagoes multicomponentes
Reagdes multicomponentes (RMCs) sdo aquelas em que trés ou mais reagentes formam

o produto final sem geragdo significativa de produtos laterais, caracterizando o que € conhecido
como economia atomica (Figura 9). Assim, o produto ¢ formado em uma tinica etapa de sintese,
tornando a metodologia sustentavel devido ao menor tempo de reagcdo, bons rendimentos e
baixa geracdo de residuos. Devido a todas as particularidades citadas somadas a facilidade de
obtengao do produto final e, no geral, facilidade de purificagdo, hoje essa metodologia sintética

é aplicada na sintese organica de fArmacos e agroquimicos.®!

1 etapa

Figura 9: Representagdo de reagdo multicomponente com formagao de um tnico produto, em uma Unica etapa, a
partir de trés reagentes.

Devido a possibilidade da formacao de ligacdes carbono-heterodtomos em uma etapa,
as RMCs sdo aplicadas na obtengdo de heterociclos, cadeias carbdnicas ciclicas que sdo
formadas por atomos diferentes de carbono e hidrogénio. Dentro dessa classe, destacam-se os
N-heterociclos, substancias nas quais pelo menos um atomo de carbono foi substituido por um
atomo de nitrogénio. Alguns exemplos de N-heterociclos de ocorréncia natural sdo a nicotina
e a cafeina, enquanto as diidropirimidinonas sdo exemplos de N-heterociclos sintéticos obtidos

a partir de reagdes multicomponentes (Figura 10).
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Figura 10: Exemplos de N-heterociclos naturais e sintético.

1.1.2.2 Sintese e atividade biologica de Adutos de Biginelli
As diidropirimidinonas foram sintetizadas pela primeira vez por meio de uma reacgao

multicomponente em 1891 pelo quimico italiano Pietro Biginelli, e por isso também sao
conhecidas como adutos de Biginelli. A reagdo foi descrita como uma ciclocondensagio entre
ureia (1), acetoacetato de etila (13), benzaldeido (14) sob catélise de acido cloridrico (Figura

11)62.
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Figura 11: Reacdo de Biginelli para obtencao de 3,4-diidropirimidin-2(1H)-ona.

Desde a descoberta de Biginelli, a sua reagdo foi fonte de muitos estudos sendo
largamente explorada, o que aumentou a biblioteca de exemplos de diidropirimidinonas
relatados e levou a alteragdes na rota sintética com o uso de novos catalisadores e solventes,
bem como sinteses na auséncia deles e a aplicacao de tecnologia como reator de micro-ondas e

ultrassom, o que otimizou o tempo de reagdo e rendimento final do produto.®

O protagonista da classe de diidropirimidinonas ¢ o monastrol (15, Figura 12, pag. 34).
Este composto ganhou notoriedade com o estudo de Meyer e colaboradores, que relatou a
atividade inibitdtia do monastrol sob a enzima Eg5, enzima motora responsavel pela formagao
dos fusos mitoticos, sendo imprescindivel para a divisao celular. A Eg5 ¢ um importante alvo

terapéutico no tratamento de cancer.®
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A descoberta do potencial anticancerigeno do monastrol impulsionou outros estudos
sobre o potencial biolégico de adutos de Biginelli, e hoje além das propriedades
anticancerigenas esses compostos se destacam também pela capacidade moduladora de canais
de calcio, bem como suas ac¢des antidiabéticas, anti-inflamatorias, antibidticas e antifungicas.

Além disso, essas substancias também demonstraram eficiéncia na inibicdo da urease.40:41:63:66

Mahgoub et al. investigaram a atividade anti-hipertensiva de adutos de Biginelli,
avaliando sua capacidade bloqueadora de canais de célcio. Os compostos 16 e 17 (Figura 12,
pag. 34) foram os bloqueadores de canais de calcio mais potentes apresentando um ICso de
19,65+1,60 e 20,23+1,79 pg.mL!, respectivamente, comparaveis a nifedipina, utilizada com

padrio de referéncia (ICso 21,00<1,20).%”

Mishra e colaboradores investigaram a atividade anti-inflamatéria de derivados de
adutos de Biginelli por meio de ensaios in vivo de inducdo de edema em camundongos.
Observaram-se que os compostos 18 e 19 foram os mais promissores, exibindo 70,39% e
74,89% de inibigdo, respectivamente, em 3 horas. Os resultados foram considerados
encorajadores por serem comparaveis ao observado para o diclofenaco de sodio (71,30%),

utilizado como padrio de referéncia.®®

Os adutos de Biginelli também apresentam atividades antimicrobianas. Huseynzada e
colaboradores investigaram a atividade antibidtica dessa classe de compostos contra varias
cepas bacterianas. Os melhores resultados foram observados para os microrganismos S. aureus
e A. baumanii. Os compostos 20 e 21 demonstraram melhor inibi¢do, exibindo uma
concentragdo inibitéria minima (MIC) de 62,5 pg.mL™ para ambas as bactérias. Em
comparagdo, os padroes de referéncia cefotaxima e ceriaxona, apresentam MIC de 250 e 500

pg.mL! respectivamente.®’

Lal investigou a atividade antimicrobiana de uma série de adutos de Biginelli contra os
fungos Aspergillus niger Aspergillus flavus, Curvularia lunata e Trichoderma viride. Todos os
compostos exibiam atividade antifiingica significativa, com os compostos 22 e 23 (Figura 12,
pag. 34) destacando-se como os mais ativos, com valores de MIC variando entre 160-40

pM.mL"! e 20-80 pM.mL"!, respectivamente.”®



34

OH NO,
Br
i L8 L
0
EtO | NH ” | NH N/ 7 Q
N/go
H

NG N
/& N NH N
H
Monastrol X=CN (16) H H
15 X=Br (17) 18 19
Cl
Br
(0] OH
o N
N ¢}
H
20

OH
Br O\ OH
0 0 o
N B0 N o \H
N/go N/go | P
H H N O
24 25 A
NO,
Br
%
0 (@]
0
| /t‘ BT /t‘ EtO NH
NS NS |
H H NS
28 29 H
27 30

Figura 12: Exemplos de Adutos de Biginelli de interesse medicinal e agricola.

A atividade antiureolitica de adutos de Biginelli também foi investigada e relatada em
diferentes estudos. Ansari e colaboradores identificaram, por meio de triagem virtual, que o
monastrol (15) ¢ um potente inibidor de urease. Testes in vitro confirmaram a inibi¢ao da urease,
o monastrol apresentou ICso = 11,76 uM. A atividade antiureolitica foi ainda mais eficaz para
os adutos de Biginelli 24 e 25 (Figura 12), que exibiram ICso de 5,36 e¢ 5,4 uM

respectivamente.*?

Horta e colaboradores também investigaram a atividade antiureolitica de adutos de

Biginelli. Os adutos de Biginelli 26 e 27 (Figura 12) apresentaram inibi¢do de urease em solo
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comparavel ao NBPT, adicionalmente, estudos cinéticos revelaram que estes inibidores atuam

por meio do mecanismo de a¢io misto e apresentam alta afinidade pelo sitio ativo da enzima.*

Em 2019, Braga e colaboradores propuseram a sintese de adutos de Biginelli promovida
por liquido i6nico e avaliaram o potencial antiureolitico de 16 compostos contra a urease
Canavalia ensiformis (jack bean)’’. Os adutos de Biginelli 28, 29 e 30 (Figura 12, pag. 34)
apresentaram os melhores resultados, exibindo 48,5% de inibi¢do. Os resultados ainda
mostraram que os adutos de Biginelli derivados da tioureia foram mais ativos quando

comparados aos seus analogos derivados da ureia.

Além disso, investigagdes adicionais in silico sugeriram que o mecanismo de agdo desse
adutos envolve os substituintes do anel aromatico, que podem formar complexos com o Ni*" da
urease, o que pode explicar a diferenga de inibicdo entre os exemplos investigados, dados
teoricos revelaram ainda que podem existir interagdes do tipo m entre o atomo de enxofre e
residuos de His492 e Asp494 da urease, o que contribui com a maior tendencia a inibi¢ao dos

adutos de Biginelli derivados da tioureia.*!

1.1.2.3 O mecanismo da reagdo de Biginelli
Apo6s a descoberta da reacao de Biginelli, naturalmente, cientistas contemporaneos ao

quimico italiano se debrugaram sobre a reacdo com a intencao de entender o mecanismo que,
envolvendo trés reagentes simultaneamente, leva ao produto final. Diferentes grupos chegaram
a diferentes propostas de mecanismos, e, em 1933, Folkers e Johnson propuseram que trés
intermediarios que poderiam estar envolvidos na formagao do produto (Esquema 2, pag. 36): 1)
o0 ion iminio, ortundo da reacdo entre o aldeido e a ureia; i1) o intermedidrio enamina, resultado
da reacdo de condensacdo entre a ureia e o composto dicarbonilico; iii) e, por fim, o
intermediario de Knoevenagel, formado via a reacdo entre o benzaldeidio e o composto

dicarbonilico’".

As propostas mecanisticas para a reacdo de Biginelli se renovaram com o tempo. Em
1973, Sweet e Fissekis propuseram um mecanismo mais detalhado, baseado na formagao do
intermediario de Knoevenagel, que na etapa seguinte reagiria com a ureia e, em uma etapa final,

o produto seria formado via uma condensagdo intramolecular’?.
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Esquema 2: Intermediarios possivelmente envolvidos no mecanismo de formagao dos adutos
de Biginelli.

No final do século passado, Kappe investigou a reacdo de Biginelli identificando os
intermediarios por meio de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN). Ao avaliar a reacdo por 20
minutos Kappe identificou o ion iminio e ndo observou os intermediarios de Knoevenagel e
enamina. Deste modo, os autores sugeriram que a formac¢dao do aduto de Biginelli se da

preferencialmente pela formagio do ion iminio’>.

O mecanismo da reacdo de Biginelli ainda ¢ objeto de estudo de muitos grupos de
pesquisa. A literatura atual mostra que o mecanismo depende das condigdes reacionais
aplicadas, principalmente a natureza do catalisador’®. Maskrey e colaboradores, por exemplo,
investigaram o mecanismo da reacdo de Biginelli quando na presenca de brometo de indio e

observaram a presenca do intermediario de Knoevenagel’*.

Em contrapartida, ao utilizar SbCl; Cepanec e colaboradores concluiram que a formagao
do aduto de Biginelli ocorreu via formacao da enamina, e Ramos, em 2012, por meio da anélise
por espectrometria de massas, utilizando formaldeido como catalisador, observou que os

intermedidrios mais abundantes eram provenientes do mecanismo via ion iminio’>’6,

De modo geral, o0 mecanismo via ion iminio ¢ considerado o mais favoravel devido as
menores barreiras de energias observadas em investigacoes teoricas. Esse mecamismo envolve
a adicdo nucleofilica da ureia ao aldeido ativado levando a formagdo do intermedidrio
tetraédrico, que evolui para o ion N-aciliminio por meio da perda de uma molécula de 4gua. Na
etapa seguinte, a forma endlica do 1,3-dicarbonilico ataca o ion N-aciliminio e leva a formagao

de um segundo intermediario tetraédrico.
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Por fim, a ciclizacdo do anel de seis membros ocorre pelo ataque nucleofilico do
segundo atomo de nitrogénio da ureia na carbonila de cetona da porcao dicarbonilica. A
ultima etapa leva a formagao do aduto de Biginelli por meio da elimina¢ao de uma segunda

molécula de dgua (Esquema 3).

(oH
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2
NH, X

” fon N-aciliminio
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H
Esquema 3: Mecanismo, considerando a catalise acida, da reacdo de Biginelli via formagdo do intermediario
iminio.

1.1.2.4 Sintese e atividades biologicas de adutos de Biginelli derivados da selenoureia

Desde que a inibi¢do da enzima motora Eg5 pelo monastrol foi relatada, propostas de
alteragdes estruturais no esqueleto dessa molécula para otimizar a sua agdo anticancerigena
foram investigadas. Mais recentemente, os efeitos antioxidantes de compostos contendo selénio
também tem sido empregados como novas ferramentas para desenvolver adutos de Biginelli

inovadores, que podem apresentar agdo anticancerigena pronunciada’’.

A sintese dessas selenoureias pirimidinicas ocorre, de modo geral, sob catélise acida
como a reagdo classica de Biginelli.”® No entanto, a sintese catalisada por liquidos i6nicos
também foi descrita.”” No Esquema 4 ¢ ilustrada a reacdio que leva a formagio destes

compostos.
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Esquema 4: Sintese de adutos de Biginelli derivados da selenoureia.

A sintese e a investigacao da inibi¢ao da enzima Eg5 por parte do analogo de selénio do
Monastrol foi relatada por Klein e colaboradores em 2007. Neste estudo a sintese foi realizada
sem solvente e catalisada por MgCl> hexaidratado, o que permitiu obter o produto de interesse
com 76% de rendimento. No entanto, as investigacdes sobre a inibi¢do da enzima motora
revelaram que a presenca do selénio causou uma diminui¢ao de duas vezes na atividade quando

comparado ao Monastrol.*°

Samdhian e colaboradores sintetizaram e avaliaram a atividade antimicrobiana de
adutos de Biginelli derivados da selenoureia. A rea¢do de Biginelli ocorreu em etanol, na
presenga de HCI e sob irradiagdo de micro-ondas. Os compostos avaliados estdo representados
na Figura 13 (pag 33). Os resultados da avaliag@o antibacteriana indicaram que os compostos
BSe-a e BSe-e foram os mais ativos contra a bactéria Pseudomonas fluorescens (MIC = 8
ug.mL™1), enquanto que os compostos BSe-b e BSe-d exibiram melhores resultados contra as
bactérias Klebsellia pneumoniae € Escherichia coli, respectivamente, ambas exibindo MIC = 8
pg.mL!. O composto BSe-f foi o unico que demonstrou inibir as bactérias Pseudomonas
aeruginosa e Staphylococcus pyrogens (MIC = 8 pg.mL™), e os adutos BSe-c e BSe-g exibiram
atividade antifingica significativa contra Aspergillius janus e Penicillium glabrum, ambas

apresentaram MIC = 8 pg.mL! 3!

) NH

|
N/gSe
H

BSe-a: R = H, BSe-b: R = 4-OCHj,
BSe-c: R = 3-NO, BSe-d: R = 4-OH,
BSe-e: R = 3-OCHj; 4-OH, BSe-f: 2,3-OCH,0, BSe-g: R = 2,4-Cl

Figura 13: Adutos de Biginelli sintetizados e avaliados quanto a a¢@o antimicrobiana por Samdhian e
colaboradores.
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Barbosa e colaboradores sintetizaram e investigaram a acdo de selenoureias
pirimidinicas contra células de cancer e células normais. Neste caso, os autores ndo sintetizaram
os adutos de Biginelli por meio da reagdo de condensagdo envolvendo a selenoreia diretamente,
mas sim em trés etapas, sendo que o selénio € incorporado na ultima etapa por substituicao da

isotioureia, como mostrado no Esquema 5.”’

A nova metodologia de sintese proposta por Barbosa elimina a necessidade do uso de
selenoureia na formacao do produto final. Essa abordagem ¢ particularmente vantajosa devido
ao elevado custo de mercado da selenoureia. Além de reduzir custos, as reagdes descritas

demonstraram bons rendimentos e dispensaram o uso de coluna cromatografica na etapa de

purificagao.
X
i | ot
oet § 0
+ O) —F— k0 | 7ONH
X
HoN" “NH,

i: HCI, 100 °C, 55-99%; ii) Mel, EtOH, refluxo, 1h, 72- 99%; iii) NaBH,, Se°, EtOH, refluxo, 15h, 65-99%.
Esquema 5: Sintese de selenoureias pirimidinicas em trés etapas proposta por Barbosa e colaboradores.

Por meio dessa metodologia, Barbosa e colaboradores prepararam uma série de onze
adutos de Biginelli. Investigaram a atividade inibitoria em células de cancer de mama (MCF-
7) e adenocarcinoma cervical (HeLa). O composto BSe-h (Figura 14, pag 34) exibiu o melhor
resultado contra a célula MCF-7, ICso = 25,2 uM, sendo mais ativo que o Monastrol (ICso =

59,1 uM) e apresentou seletividade entre as células cancerigenas e células normais.

Os resultados promissores observados para o composto BSe-h encorajaram a sintese do
andlogo ciclico, o composto BSe-i. Esse novo derivado exibiu seletividade e citotoxicidade
mais alta contra células de cancer de mama (ICso = 3,9 uM), além disso, causou danos ao DNA,
inibiu a proliferacdo celular, interrompeu o ciclo celular e induziu a morte celular através de

apoptose nas células MCF-7.7
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BSe-i

Figura 14: Selenoureias pirimidinicas que apresentaram os melhores resultados de inibicdo contra células de
cancer de mama.

A facilidade sintética associada ao potencial biologico, bem como os dados encontrados
na literatura sobre mecanismos de acdo dos adutos de Biginelli, justificam o consideravel
interesse sintético que envolve essa reagdo. Modificar a estrutura fundamental dos adutos via a
adi¢do de grupos de interesse bioldgico por meio de reacdes quimicas ¢ importante pois pode

resultar em moléculas ainda mais eficazes na interagao com alvos terapéuticos.
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1.2 Objetivos
1.2.1 Objetivo Geral

Sintetizar e caracterizar os adutos de Biginelli derivados da ureia, tioureia, isotioureia e
selenoureia, e investigar a atividade inibitoria desses compostos contra a enzima urease, de

modo a compreender a influéncia do selénio na agao inibitéria dessa classe de compostos.
1.2.2 Objetivos especificos

e Determinar as melhores condi¢des para a sintese de adutos de Biginelli derivados da
selenoureia;

e Realizar a sintese dos adutos de Biginelli derivados de ureia, tioureia, isotioureia e
selenoureia;

e Realizar o screening para determinar a porcentagem de inibicdo contra a urease C.
ensiformis de todos os adutos de Biginelli em uma concentracao fixa;

e Determinar o ICso da inibi¢cdo de urease para os inibidores mais ativos;

e Determinar o mecanismo de inibicdo e os parametros cinéticos para os melhores

inibidores.

Esquema geral dos adutos de Biginelli planejados

OH
OH
o) o) 0 0 OH
-0 | NH - >0 | NH -~ o | NH -0 | NH
N7 X N X N7 X N
H H H H

X=0, S, SMe, Se
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1.3 Resultados e Discussao
1.3.1 Sintese e caracterizacio dos adutos de Biginelli

A sintese dos adutos de Biginelli, que foram investigados quanto a sua acao inibitoria
da urease, comecou com a delimitacdo das moléculas a serem estudadas. A decisao foi
fundamentada em dois aspectos importantes: primeiro, o potencial bioldgico previamente
evidenciado pelo monastrol em pesquisas anteriores; segundo, a possivel maior afinidade do
selénio com os atomos de niquel do centro ativo, devido a sua maior polarizabilidade em
comparag¢do aos outros calcogénios (O, S). Isso se justifica porque o selénio apresenta carater
de base de Lewis macia, o que permite que o Se seja um ligante mais eficiente que o enxofre e

o oxigénio frente ao fon Ni*".

Assim, o escopo do estudo foi definido de modo a garantir que o conjunto de produtos
apresentassem a hidroxila no anel aromatico nas posi¢des orto, meta, para, de maneira a avaliar
a atividade inibitoria de isomeros de posi¢do do monastrol. Também foi considerado importante
avaliar a atividade antiureolitica dos derivados sem hidroxila no anel. Além disso, decidiu-se
investigar os derivados de ureia, tioureia isotioureia e selenoureia. Desta forma, foi possivel
analisar como a presenca e a posi¢do do grupo -OH assim como a natureza do atomo de
calcogénio (O, S ou Se) influenciam na atividade inibitoria de urease dos adutos de Biginelli.

Na Figura 15 sdo ilustradas as alteragdes estruturais planejadas.

R= 0-OH, m-OH, p-OH, H
X=0, S, SMe, Se

Figura 15: Destaque para as porgdes do aduto de Biginelli onde as alteragdes estruturais foram planejadas.

Sintese e caracteriza¢do dos adutos de Biginelli derivados da ureia e tioureia
Os adutos de Biginelli derivados da ureia e tioureia foram sintetizados conforme
descrito na literatura, empregando-se quantidade catalitica (5 mol%) de &cido para-

toluenossulfonico (PTSA, do inglés p-toluenesulfonic acid), em etanol sob refluxo (78°C) por
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8h. Com excecdo dos derivados do 2-hidroxibenzaldeido todos os produtos foram obtidos com
bons rendimentos. A obtengdo dos produtos puros nao apresentou dificuldades, sendo o produto
precipitado com adigdo lenta de gotas de agua gelada ao meio de reacao, o precipitado foi entdo
filtrado sob pressao reduzida e lavado com agua gelada. Na Figura 16 ¢ representada a reagao
realizada, bem como os produtos obtidos e seus rendimentos. Todos os produtos isolados sdao

descritos na literatura.

0 X
o o X \' PTSA (5mol%) | R
+ + — O
/\OM H2NJ\NH2 |// EtOH
X=0.S R refluxo -0 | NH
- R=H, OH 8h
N/gx
H
OH
OH
o) o) o) o) OH
/\OlNH/\OlNH/\OlNH/\OlNH
N/go N/go N/go N/go
H H H H
ABO-a (84%) ABO-b (67%) ABO-c (36%) ABO-d
nao isolado
OH
OH
o) o) 0 o) OH
) |NH ) |NH -0 |NH -0 |NH
N/gs N/l%s N/gs N/l%s
H H H H
ABS-a (78%) ABS-b (30%) ABS-c (45%) ABS-d
nao isolado
o)
HO
PTSA

Figura 16: Adutos de Biginelli derivados da ureia e tioureia isolados e seus respectivos rendimentos.

Os maiores rendimentos foram observados, nas duas séries, para os adutos de Biginelli
derivados de benzaldeido (sem substituinte no anel aromatico). Experimentalmente foi
verificado que os produtos hidroxilados (ABS-b-c) apresentam maior dificuldade de
precipitagdo. Esse comportamento pode levar a perdas significativas de produto durante o

processo de isolamento e purificacao.

Como para os derivados do 2-hidroxibenzaldeidos uma mistura complexa foi obtida por

essa primeira metodologia, outras, descritas na literatura, foram empregadas. Deste modo, os
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produtos foram obtidos a partir de reagdo catalisada por NH4ClI (20 mol%), em metanol, sob
refluxo por 8 horas.®? A purificacio dos produtos foi feita por meio de recristalizagio com
acetato de etila. A metodologia e os rendimentos observados para os produtos estdao descritos

na Figura 17.

o)
O O X " NH,CI (20 mol%)
. + o) OH
P M J\ Metanol
o) H,N~ NH,
OH refluxo /\O NH
X=0,S 8h | e
N
H
o) OH o) OH
e 7 NH e 7 NH
N0 N s
H H
43% 28%

Figura 17: Sintese dos adutos de Biginelli derivados do 2-hidroxibenzaldeido

Todos os produtos obtidos foram caracterizados através de espectros na regido do
infravermelho e RMN de 'H e *C. Os resultados estdo em concordancia com os dados descritos

na literatura (Tabela 1).

Como exemplo da caracterizagao serd discutido o composto ABS-b (Figura 16, pag. 43).
O espectro de RMN de 'H (Figura S11, pag. 152) exibe um tripleto com deslocamento em 1,09
ppm integrado para 3 hidrogénios, atribuido aos hidrogénios do CHs do grupo etoxila, ainda
nesse grupamento, observa-se um quarteto em 3,99 ppm referente ao CHz. O simpleto exibido
em 2,27 ppm foi atribuido a metila que provém do acetoacetato de etila, identificada como c.
Os simpletos com deslocamento em 9,53 e 10,22 ppm foram atribuidos aos hidrogénios ligados
aos nitrogénios derivados da ureia; o simpleto em 5,05 ppm ¢ caracteristico do hidrogénio CH
do anel pirimidinico, identificado como f. Por wltimo foram atribuidos os deslocamentos
referentes aos hidrogénios do anel aromatico, sendo dois dupletos em 7,01 e 6,70 ppm

referentes aos hidrogénios identificados como g e h, respectivamente.
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Tabela 1: Dados de caracterizacdo do composto ABS-b comparados com os descritos na
literatura

RMN de 'H, 400 MHz, DMSO-d; RMN de 'H, 200 MHz, DMSO-ds*
Hidrogénio ¢ M I J | Hidrogénio ¢ M I J
Ha 1,09 t 3 8,0 Ha 1,09 t 3 6,9
Hp 3,99 q 2 8,0 Hy 3,97 q 2 6,9
Hc 2,27 S 3 - Hc 2,23 S 3 -
Ha 10,22 S 1 - Ha 9,34 s 1 -
He 9,53 S 1 - He 9,12 ] 1 -
H¢ 5,05 S 1 - H¢ 5,04 S 1 -
Hg 7,01 d 2 8,0 H, 7,03 d 2 8,0
Hn 6,70 d 2 8,0 Hn 6,68 d 2 8,0
Hi 9,43 S 1 - Hi 7,62 s 1 -

*Resultados descritos na literatura (Braga, et. al., 2019)*'; = deslocamento quimico (ppm), M = multiplicidade, I
= integrag¢do, J = acoplamento (Hz), s = simpleto, d = dupleto, t = tripleto, q = quarteto.

Além disso, no espectro na regido do infravermelho (Figura S40, pag. 167) observa-se
uma banda larga em 3488 cm’!, caracteristica de hidroxilas, que foi atribuida ao estiramento da
ligagdo O-H. As bandas em 3247 € 3179 cm™! foram atribuidas aos estiramentos das ligagdes
N-H; em 1683 cm! observa-se o estiramento atribuido a carbonila do grupo éster e em 1191
cm’' observa-se o estiramento caracteristico da ligacio C=S. Essas informagdes permitem

confirmar a estrutura proposta para o produto ABS-b.

Os demais compostos (ABS-a, ABS-c, ABS-d e ABO-a-d) foram caracterizados de

forma analoga.

Sintese e caracterizag¢do dos adutos de Biginelli derivados da selenoureia
A sintese dos adutos de Biginelli derivados da selenoureia por meio da reacgdo

tricomponente ¢ descrita na literatura, conforme foi citado anteriormente. De modo geral, o
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produto ¢ obtido por meio de uma reacao tricomponente envolvendo um aldeido e um composto

dicarbolinico adequados e a selenoureia sob catalise acida.

Mais comumente a reagao ocorre em etanol, sob aquecimento e o HCI ¢ utilizado como
catalisador da reagdio.”® Deste modo, para isolar esses produtos, as metodologias conhecidas
foram reproduzidas usando a reagdo com o benzaldeido como reag¢do padrdo. No entanto, as
metodologias descritas nao permitiram isolar os adutos de Biginelli de interesse (Tabela 2).
Assim, o PTSA, foi empregado como catalisador, em diferentes quantidades, mas a reagao
também ndo ocorreu em nenhum dos experimentos.

Tabela 2: Condic¢des reacionais testadas sem sucesso para obtencdo dos adutos de Biginelli
derivados da selenoureia

o
Se ' o o o
condigodes N
—_—
H2N )‘k NH2 + + Mo/\ (0] ‘ NH

N"se

Temp. (°C) Atmosfera Catalisador Solvente Aquecimento
78,5 ar HCI (0,5 mL) Etanol Refluxo

90 ar HCI (0,5 mL) Etanol Micro-ondas
78,5 ar PTSA (20 mol%) Etanol Refluxo
78,5 Ar PTSA (20 mol%) Etanol seco Refluxo

TA Ar PTSA (5mol%) Etanol seco -

50 Ar HCI (0,5 mL) Etanol Refluxo
100 ar MgCl> (20 mol%) S.S Refluxo

T.A = temperatura ambiente; S.S = sem solvente; PTSA = acido p-toluenossufénico.

Observou-se que, além de parte dos reagentes serem recuperados, em reagdes com
etanol sob oxigénio ocorria a formac¢ado de selénio elementar no meio de reagdo, indicando que
as condi¢des reacionais aplicadas levavam a decomposicao da selenoureia. Desse modo,
reacdes em solvente anidro e sob atmosfera inerte (argonio) foram realizadas, mas, novamente,
o produto ndo foi obtido. Modos de aquecimento e temperatura também foram alteradas, porém

os experimentos continuaram infrutiferos (Tabela 2, pag 40).
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Como a sintese tricomponente dos adutos de Biginelli derivados da selenoureia nao foi
efetiva, aplicou-se entdo a metodologia descrita por Barbosa e colaboradores’’ (Esquema 6).
Por essa metodologia o produto de interesse ¢ obtido em trés etapas: primeiro, fez-se sintese do
aduto de Biginelli derivado da tioureia, segundo a metilacdo do primeiro produto levando a
formagdo de uma isotioureia e, terceiro, ocorre a reacao de substituicdo com NaSeH levando a

formagao do produto final.

o o
)J\/U\OEt . 0 o) o)
©)—5_’Et0 | NH —— Et0 | lN—‘“—> E0” N ONH
N/gs N)\S/CHS NASe
H H H
NH

+
S

i: PTSA (5mol%), etanol, refluxo; ii) Mel, EtOH, refluxo, 1h, 72- 99%; iii) NaBHa, Se°, EtOH,
refluxo, 15h, 65-99%.

Esquema 6: Metodologia de sintese de adutos de Biginelli contendo selénio em trés etapas.

Apesar de apresentar trés etapas e aumentar o nimero de reagentes necessarios, a nova
rota sintética foi considerada a melhor opgdo porque foi possivel obter os produtos com
rendimentos moderados. Na primeira etapa foi aplicada a mesma metodologia apresentada na
sessdo anterior para a sintese dos adutos de Biginelli derivados da tioureia e ureia. Esse aduto
foi, na segundo etapa, submetido a reagdo de metilacdo com iodeto de metila que ocorreu em

etanol, sob refluxo por uma hora.

Como a sintese do produto final dependia da isotioureia esses produtos foram
adicionados ao escopo inicial de trabalho. Deste modo, esses produtos foram caracterizados e

suas atividades antiureoliticas também foram investigadas.

A obtengao das isotioureias (ABSMe - a-d) ocorre por meio de uma reagdo de metilagao
que, por sua vez, se da via um mecanismo de substituicdo nucleofilica, no qual o iodeto de
metila atua como eletrofilo da reagdo. Embora a hidroxila fendlica seja considerada um
nucledfilo, a incorporagdo da metila acontece exclusivamente no enxofre, inclusive nos

derivados hidroxilados (ABSMe b-d, Figura 19A, pag. 48).

A predominéncia da S-metila¢do pode ser explicada pela maior eletronegatividade do

oxigénio em relagdo ao enxofre e ao fato dos elétrons ndo ligantes do oxigénio estarem
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comprometidos com a ressondncia do anel aromatico, o que torna os pares de elétrons nao
ligantes menos disponiveis para atacar o eletrofilo da reacdo. Além disso, o solvente da reagao
¢ o etanol, um solvente polar préotico. Como o oxigénio ¢ um atomo menor € mais eletronegativo
que o enxofre, ele deve estar mais solvatado e menos disponivel que o enxofre para participar

da reacdo de metilagcdo. O mecanismo da reacdo de metilagdo ¢ apresentado na Figura 18.

Observou-se que os derivados com a hidroxila na posicao para e meta apresentaram
rendimentos significativamente menores em comparagao com os derivados nao substituido e
com a hidroxila na posi¢do orto, tendo esse ultimo apresentado o maior rendimento. O
rendimento mais elevado observado para o derivado do 2-hidroxibenzaldeido pode ser
justificado pela possivel formag¢do de uma ligacdo de hidrogénio entre o hidrogénio da hidroxila
fenolica e o nitrogénio do anel pirimidinico (Figura 19A, pag 43). Essa interacdo forma um

pseudoanel de seis membros, estabilizando assim o produto final (Figura 19B, pag 43).

Figura 18: Mecanismo de reagdo da metilagdo dos adutos de Biginelli.
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(@] (@] (@] (@] OH
A B A TR B
H H H H

ABSMe-a 65% ABSMe-b 57% ABSMe-c 32% ABSMe-d 67%

Figura 19: A) Rendimentos obtidos nas sinteses das isotioureias. B) Ligacao de hidrogénio entre a hidroxila
fenodlica e nitrogénio pirimidinico que leva a estabilizacdo do produto final.

Todas as isotioureias foram caracterizadas por meio de espectroscopia na regido do

infravermelho e RMN de 'H e *C e estdo de acordo com os dados apresentados na literatura®’

(Tabela 3).

Tabela 3: Dados de caracterizacdo do composto ABSMe-b comparados com os descritos na
literatura

OHi

SN
&N

RMN de 'H, 400 MHz, DMSO-d; RMN de 'H, 400 MHz, DMSO-ds*
Hidrogénio o M I J | Hidrogénio ¢ M I J

Ha 1,12 t 3 8,0 H. 1,12 t 3 7,0

Hp 3,98 q 2 8,0 Hs 3,99 q 2 7,0

He 2,21 S 3 - He 2,21 S 3 -

Ha 9,50 S 1 - Ha 9,49 S 1 -

He 2,26 S 3 - He 2,27 S 3 -

He 5,39 S 1 - Hy 5,40 S 1 -

H, 6,99 d 2 8,0 H, 7,00 d 2 8,5
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Hn 6,65 d 2 8,0 Hn 6,66 d 2 7,0
H;i 9,21 S 1 - H;i 9,21 S 1 -

*Resultados descritos na literatura (Barbosa et al., 2018); 6= deslocamento quimico (ppm), M = multiplicidade, I
= integra¢do, J = acoplamento (Hz), s = simpleto, d = dupleto, t = tripleto, q = quarteto.

Como exemplo da caracterizagdo sera discutido o composto ABSMe-b (Figura 19A,
pag.48). O espectro de RMN de 'H (Figura S19, pag. 156) exibe para o grupamento etoxila um
tripleto com deslocamento em 1,12 ppm integrado para 3 hidrogénios, atribuido aos hidrogénios
do CH3 e um quarteto em 3,98 ppm referente ao CHz. O simpleto exibido em 2,21 ppm
integrado para 3 hidrogénios foi atribuido a metila proveniente do acetoacetato de etila, e o
simpleto em 2,26 ppm integrado para 3 hidrogénios foi atribuido a metila da ligagdo S-CHs. O
simpleto com deslocamento 9,50 ppm foi atribuido ao hidrogénios do grupo NH e o simpleto
em 5,05 ppm ¢ caracteristico do hidrogénio CH do anel pirimidinico. Por tltimo foram
atribuidos os deslocamentos quimicos referentes aos hidrogénios do anel aromatico, sendo dois
dupletos em 6,99 e 6,65 ppm referentes aos hidrogénios identificados como g e h,

respectivamente.

No espectro na regido do infravermelho (Figura S44, pag. 169) foi possivel observar o
estiramento caracteristico de NH em 3319 cm’!, o estiramento da carbonila do éster em 1648

cm’! e o estiramento caracteristico da ligagio S-C que é exibido em 617 cm™.

Para confirmar indubitavelmente a estrutura das isotioureias formadas considerou-se a
hipotese de que € razoavel que a reagdo de metilacdo possa levar a formacao de dois produtos
diferentes, que sdo apresentados na figura 20. No caso do produto A, o nitrogénio 1 auxilia o
ataque nucleofilico do enxofre no iodeto de metila levando a formacdo de um nucleo
homoaromatico. Enquanto que no produto B esse auxilio ¢ feito pelo nitrogénio 2 e leva a

formag¢ao de um produto que apresenta a extensao da conjugacdo de elétrons n do sistema.

Para confirmar a estrutura do produto final, foi realizada uma analise bidimensional do
Cosy (do inglés, COrrelation SpectroscopY) de acoplamento de longa distancia, focada nas
correlagdes entre os hidrogénios. Essa técnica permitiu identificar as correlagdes entre os

hidrogénios da metila, provenientes do acetoacetato de etila, e o NH da ureia (Figura 20).
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Figura 20: Possiveis caminhos de reag@o para a formacao das isotioureias.

Essas correlagdes sdo cruciais para determinar a estrutura final das isotioureias.
Especificamente, se o produto formado corresponde a estrutura A, a correlagdo entre os
hidrogénios mencionados deve estar no mapa de contorno Cosy. Por outro lado, se a estrutura

¢ a do produto B, essa correlagdo nao deve aparecer.
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Figura 21: Mapas de contornos Cosy que evidenciam a corre¢ao entre os hidrogénios da metila e o hidrogénio do
grupo NH, que confirma a estrutura das isotioureias.

Os mapas de contorno cosy sao apresentados na figura 21. Nele € possivel observar a

correlagdo entre o deslocamento atribuido aos hidrogénios da metila com o deslocamento
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atribuido ao NH. Desta forma, foi possivel concluir que a estrutura da isotioureias ¢ a
representada pelo produto A (Figura 20, pag. 50). Os demais compostos (ABSMe-a, ABSMe-
¢ ¢ ABSMe-d) foram caracterizados de forma analoga. Todas as isotioureias foram

anteriormente descritas na literatura, com exce¢do do composto ABSMe-d.

Finalmente, na ultima etapa da sintese global, o selénio ¢ incorporado ao aduto de
Biginelli por meio de uma reagdo one-pot de substituicdo nucleofilica. No primeiro passo,
ocorre a reducdo do selénio elementar a Se> por meio de reacdo com boro hidreto de sodio, em
etanol anidro e temperatura ambiente, que leva a formacao da espécie nucleofilica de selénio
SeH™. Apo6s redugdo completa do selénio, evidenciada pela mudanga de coloragdo da reagdo
(de cinza para incolor), o segundo passo ¢ a adicao da isotioureia. A reagdo ocorre em refluxo
por 15h em atmosfera de argonio. O mecanismo de formag¢ao do produto final ¢ apresentado no

Esquema 7.”

Passo 1

NaBH; + Se° —> NaSeH
5 mmol 2,5 mmol
Passo 1

o) 5 o
o
to N/ sei_ . EtO NH CHaS
L %se LA
NS N Sse
H H
OH
i OH
o E o o o OH
o | NH o | NH /\o/u:?{; /\O/EE\I\H
HASe HASe |r:ll/gSe HASe

ABSe -a ABSe -b ABSe -c ABSe -d
33%? 47%?2 50%2 ndo isolado
17%P 28%" 25%"

Os rendimentos se referem: a) rendimento da ultima etapa; b) rendimento global.

Esquema 7: Mecanismo de reagdo da formacdo do aduto de Biginelli contendo a porg¢io selenoureia.

A metodologia empregada permitiu a sintese dos derivados de interesse com
rendimentos moderados, com exce¢ao do derivado do 2-hidroxibenzaldeido. Para melhorar os

rendimentos e obter o derivado do 2-hidroxibenzaldeido foi explorada uma nova abordagem.
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Assim, foram utilizados tetraidrofurano anidro (THF), como solvente, € o composto LiBEt:H,%

também conhecido como super hidreto, como fonte de hidreto. (Esquema 8§, pag. 53).

O primeiro experimento com o super hidreto aconteceu em duas fases: inicialmente, o
ion Se* foi gerado pela reagio de redugdo entre o selénio elementar e LiBEtsH em THF, sob
refluxo, em atmosfera de argonio por 30 min. Em seguida, a solu¢do do anion de selénio foi
adicionada a solugdo do aduto de Biginelli metilado em THF, utilizando-se uma canula, em um
banho criogénico a -78°C, mantendo-se por 30 minutos, ¢ depois deixou-se a reacdo a
temperatura ambiente por 18 horas. Ao final da reagdo e elaboracdo do produto observou-se

que ndo ocorreu transformagao e o reagente de partida foi recuperado.

o)
LIBEt;H + Se® IHFanidro_ oo ¢ N THE anidro y, /\o
30 min, | M " %X
refluxo N™ 'S 78°C -TA Se
o)
LIBEtzH + Se° ngaw, Se> + -0 | )IN\ THE anidro o, /\o
min
’ o o X
f
refiuxe N S _78°C-refluxo

Esquema 8: Tentativa de sintese de adutos de Biginelli derivados de selénio por meio da reagdo com super
hidreto.

No segundo experimento, os mesmos procedimentos foram seguidos, exceto pela etapa
final, que foi realizada sob refluxo por 24 horas. No entanto, apds a conclusdo da reagao,
constatou-se que o produto obtido era, novamente, o material de partida, ou seja, o aduto de
Biginelli metilado. Diante disso, optou-se por manter a metodologia anterior, que utilizava
NaBH4 como fonte de hidreto e etanol anidro como solvente, para a sintese dos produtos ABSe-

a-C.

Para a sintese do composto ABSe-d foi necessario empregar outra abordagem.
Levantou-se a hipotese de que o acimulo de densidade de carga negativa em uma mesma regiao
da molécula no intermediério tetraédrico estava limitando o progresso da reacdo. Esse acimulo
foi atribuido a presenca da hidroxila fenolica desprotonada na posicao orto, e ao par de elétrons
da ligacao dupla do anel pirimidinico, que se desloca para o nitrogénio durante a formacao do
intermediario tetraédrico. Considerou-se que esse acimulo de carga negativa dificultava a
forma¢do do intermedidrio tetraédrico, comprometendo assim a obtencdo do produto final

(Figura 22, pag. 53).
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Figura 22: Destaque para o acimulo de carga negativa na estrutura do possivel intermedidrio tetraédrico da reacao
para o derivado do 2-hidroxibenzaldeido.

Com base nessa hipotese, a nova metodologia adotada promoveu duas alteracdes em
relacdo a anterior: o uso de THF como solvente no lugar de etanol e a adi¢do de uma quantidade
equimolar de cloreto de litio a reacdo. A inclusdo do cloreto de litio teve como objetivo permitir
que o litio coordenasse com o atomo de oxigénio, reduzindo assim a concentragdo de carga
negativa proxima ao nitrogénio. Essas modificagdes visaram facilitar a formacdo do

intermediario tetraédrico da reagao.

O possivel mecanismo de reagdo estd ilustrado no esquema 9 (pag.55). Essa
metodologia foi eficaz na obtencdo do aduto de Biginelli contendo selénio derivado do 2-
hidroxibenzaldeido e ndo foi aplicada para os demais derivados. O produto foi isolado com
rendimento global moderado. Essa metodologia permitiu isolar o Gltimo aduto de Biginelli da
série de 16 compostos: 4 derivados da ureia, 4 derivados da tioureia, 4 adutos metilados e 4

adutos contendo selénio.

Todos os adutos de Biginelli contendo selénio também foram caracterizados por meio
dos espectros na regido do infravermelho e RMN de 'H, 1*C e "’Se e estdo de acordo com os

dados apresentados na literatura®’ (Tabela 4, pag. 55).

Como exemplo da caracterizacdo serd discutido o composto ABSe-b (Esquema 7, pag.
52). O espectro de RMN de 'H (Figura S28, pag. 160) exibe um tripleto com deslocamento em
1,10 ppm integrado para 3 hidrogénios, que foi atribuido aos hidrogénios do CH3z do grupo
etoxila; observa-se um quarteto em 4,00 ppm referente ao CH» da etoxila. O simpleto exibido
em 2,27 ppm foi atribuido a metila que provém do acetoacetato de etila. Os simpletos com
deslocamento em 10,05 e 10,08 ppm foram atribuidos aos hidrogénios ligados aos nitrogénios
da selenoureia; o simpleto em 5,07 ppm € caracteristico do hidrogénio CH do anel pirimidinico.

Por ultimo foram atribuidos os deslocamentos referentes aos hidrogénios do anel aromatico,
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sendo dois dupletos em 7,01 e 6,71 ppm referentes aos hidrogénios identificados como g e h,

respectivamente.
(0] OH
-0 N
LA L
THF anid noo o o B
NaBH, + Se® —— oll0 gopyt- N
Argénio Licl H Se
T.A, 30min ;
’ THF anidro
refluxo, 16h ABSe -d
Proposta mecanistica
e Li _Li
0 ot 0 o~ 0 OH
0 N -0 N 'H ~o NH
L P LS
N S N S N Se
H \_/SeH' H <«I ABSHe 4
37%*
17%P

Esquema 9: Rota sintética e proposta mecanistica para a sintese do aduto de Biginelli contendo selénio derivado
do 2-hidroxibenzaldeido. a) rendimento da etapa; b) rendimento global.

Tabela 4: Dados de caracterizagdo do composto ABSe-b comparados com os descritos na
literatura

RMN de 'H, 400 MHz, DMSO-d; RMN de 'H, 400 MHz, DMSO-ds*
Hidrogénio ¢ M | J | Hidrogénio o M | J
Ha 1,10 t 3 8,0 Ha 1,09 t 3 7,1
Hp 4,00 q 2 8,0 Hp 4,03- m 2 -
3,96

Hc 2,29 S 3 - Hc 2,28 S 3 -
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Hq 10,05 s 1 - Hq 10,08 s 1 -
He 10,08 s 3 - He 1055 s 3 -
Hy 507 s 1 - Hy 507 s 1 -
H, 700 d 2 80 H, 700 d 2 86
Hs 671 d 2 80 Hh 672 d 2 86

*Resultados descritos na literatura (Barbosa et al., 2018); 6= deslocamento quimico (ppm), M = multiplicidade, I
= integrag¢do, J = acoplamento (Hz), s = simpleto, d = dupleto, t = tripleto, g = quarteto.

No espectro na regido do infravermelho (Figura S48, pag. 171) observa-se uma banda
caracteristicas de estiramento NH em 3534 cm™!, em 1687 cm™' observa-se o estiramento
atribuido a carbonila do grupo éster. Ainda ¢ possivel observar as bandas caracteristicas de
estiramentos da ligagdo C=Se 1425 e 707 cm’!. Essas informac¢des permitem confirmar a
estrutura proposta para o produto ABSe-b. Os demais compostos (ABSe-a, ABSe-c e ABSe-d)

foram caracterizados de forma analoga.

Dessa maneira todos os compostos racionalizados no escopo inicial do trabalho, e
também os 4 adutos de Biginelli metilados, foram obtidos e caracterizados (Figura 23, pag. 57).
Todos os compostos foram anteriormente descritos na literatura, com exce¢dao do composto
ABSe-d. De posse desses compostos, os testes de inibicdo de urease foram realizados para toda
a série. Foi possivel investigar a a¢do antiureolitica desses compostos contra a urease vegetal

Canavalia ensiformis.
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Figura 23: Série dos adutos de Biginelli sintetizados e caracterizados.

*composto inédito.
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1.3.2 Testes de inibi¢do de urease por adutos de Biginelli

A maioria dos inibidores podem interagir com o alvo enzimdtico reversivelmente e
podem se ligar a enzima de diferentes maneiras: diretamente a enzima livre, ao complexo
enzima-substrato (no caso da urease o complexo formado ¢ urease-ureia) ou em ambas as
formas. A interagcdo entre o inibidor e a enzima diminui a acdo catalitica da enzima sob o
substrato e essa taxa de inibi¢do pode ser medida.?* Nesse trabalho, foi utilizado o método do
indofenol para a quantificagdo de amonia para mensurar a atividade inibitoria dos adutos de

Biginelli.

O método do indofenol consiste em quantificar a amonia gerada na hidrdlise da ureia
catalisada pela enzima urease, na presenca e na auséncia do potencial inibidor, por meio de uma
sequéncia especifica de reagdes quimicas. Inicialmente, a amonia é gerada durante a hidrdlise
da ureia. Na segunda etapa, em pH alcalino, ela ¢ oxidada por hipoclorito gerando a cloro amina.
No terceiro passo, o ion amonio sofre o ataque de dois equivalentes do ion fenolato formando

o indofenol. As reagdes quimicas envolvidas estdo ilustradas na Figura 24.

O indofenol apresenta coloragao azul, a leitura de absorbancia das reagdes dos ensaios

o~

enzimaticos permite medir a concentragdo do indofenol formado. Essa concentracdo

o~

proporcional a quantidade de amoénio formado na reagcdo de hidrdlise, que por sua vez,

inversamente proporcional a inibi¢do enzimatica.

S) S)
(0] 9 (0]
S
NH; + O-CI| ——— '}IHZ + . N\
Cl |
©o0 0]
N\
Cl

Figura 24: Indofenol formado por meio da liberagdo de amdnia proveniente da hidrolise catalisada da ureia.

Para iniciar as investigacdes sobre a inibi¢ao da urease C. ensiformis foi feito um estudo
de triagem, em quadruplicata, dos 16 adutos de Biginelli sintetizados e a concentragdo de todos
os inibidores foi 100 uM e da urease de 12,5 mM, em tampao fosfato EDTA pH igual a 7,
empregando o 4cido aceto hidroxamico (AAH) como padrao de referéncia. Os dados obtidos
foram tratados estatisticamente com o teste de Scott Knott (significancia de 0,05), e por este os
compostos foram agrupados de acordo com a significancia de atividade inibitéria. Este

agrupamento ¢ indicado pelos indices al-a6 (Grafico 1).
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Grifico 1: Média de inibi¢ao de urease dos adutos de Biginelli a 100uM
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Condicdes de reacdo: 12,5 uM de urease, 20 mM de ureia e 100 uM de cada composto testado. As solugdes dos
adutos de Biginelli foram preparadas dissolvendo os compostos em etanol. A solu¢do de trabalho de urease foi
preparada em tampdo de fosfato 20 mM (pH 7,4 + 0,1). Acido aceto-hidroxamico foi utilizado como referéncia
para a inibigdo da urease. Os indices al-a6 referem-se ao agrupamento de resultados de mesma significancia
estatistica definida por meio do teste de Scott Knott (significancia de 0,05).

Observa-se que o aduto de Biginelli de selénio ABSe-c € o inico elemento no grupo a6,
enquanto que o compostos ABSe-d € o inico elemento no grupo aS. Isso significa que esses
adutos, além de serem os mais ativos, ndo apresentam atividade inibitoria de urease similar a

nenhum outro derivado, nem ao padrdo de referéncia.
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Figura 25: Adutos de Biginelli derivados de ureia, tioureia e selenoureia e suas respectivas médias de inibi¢do de

urease a 100 uM

Os resultados dos testes de inibi¢do evidenciaram que a atividade antiureolitica ¢ afetada
com a mudanga do atomo de calcogénio presente nos adutos de Biginelli. Nota-se uma
tendéncia de melhoria na inibi¢cao dos derivados de tioureia em relacao aos derivados de ureia,

no entanto, sdo os derivados de selenoureia os mais eficazes.

Nas séries A e B (Figura 25) a atividade antiureoitica dos adutos de selénio nao diferiram

muito da inibicdo apresentada para os adutos derivados da tioureia, no entanto, ¢ importante
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pontuar que o composto ABSe-b exibiu baixa solubilidade em etanol (solvente utilizados nos
testes in vitro). Essa baixa solubilidade pode interferir na disponibilidade no inibidor no meio
de reagao, consequentemente a taxa de inibigdo ¢ afetada. Ou seja, ndo € possivel, por este

estudo, concluir que o selénio nao melhora a atividade antiureolitica dos compostos da série B.

Por outro lado, observa-se uma inibi¢do mais proeminente para os compostos de selénio
nas séries C e D, nas quais a inibi¢do destes compostos ¢ quase duas e trés vezes maiores,

respectivamente, do que os analogos de enxofre correspondentes.

Comparando a inibi¢do média da urease entre os adutos derivados da tioureia e os que
contém selénio, observa-se que a presenga do atomo de selénio ¢ importante para maximizar a
inibi¢do de urease dos adutos de Biginelli quando o grupo hidroxila estd nas posi¢des orfo e
meta do anel aromatico (ABSe-d e ABSe-c). Enquanto que nos adutos com a hidroxila na
posicdo para ou sem substitui¢ao, (ABSe-b e ABSe-a) a presenc¢a do selénio ndo ¢ mandatoria

na inibi¢ao da urease.

Essa observacao sugere que a posi¢ao do grupo hidroxila pode influenciar a eficacia da
inibicdo da urease. Portanto, estudos mais aprofundados sdo necessarios para esclarecer as

possiveis interagdes entre os diferentes adutos de Biginelli e a urease.

Os resultados mostram que, em todas as séries, os adutos de Biginelli derivados da ureia
s30 0s menos ativos e exibem inibicdo da atividade da enzima entre 8-17%. Isso corrobora a
tendéncia apresentada na literatura por Braga e colaboradores®’, na qual os derivados da ureia

também foram os inibidores menos eficazes.

Adicionalmente, a inibicdo exibida pelas isotioureias (ABSMe-a-d) indica que, em sua
maioria, a presenca da metila ligada ao enxofre diminui consideravelmente a atividade inibitdria
da urease quando comparada aos adutos de Biginelli derivados de tioureia. No entanto, o
composto metilado que possui a hidroxila na posi¢ao orto do anel aromatico, apresentou uma
inibi¢do de urease de 38%, muito semelhante a observada para o composto correspondente nao
metilado, nesse caso, a posi¢ao da hidroxila parece ter sido determinante para a manutengdo da

taxa de inibigao.

De posse dos resultados da triagem inicial, os dois compostos mais ativos foram
selecionados para determinagao do ICso. Foi determinado que para o composto ABSe-c (seleno-

monastrol) a concentragdo minima que inibe 50% da urease ¢ 30,11 + 5,26 uM, enquanto que
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para o derivado ABSe-d esse valor ¢ de 53,65 + 9,41 uM. Também foi feita a avaliagdo do

mecanismo de inibi¢do e a determinagdo dos parametros cinéticos para esses dois inibidores.

1.3.3 Parametros cinéticos de reacdes enzimaticas

A abordagem mais antiga, e ainda a mais importante, para determinar o mecanismo das
enzimas ¢ determinar a velocidade da reagdo e avaliar como ela responde a alteragdes nos
parametros experimentais. Os fatores que influenciam a cinética das reagdes enzimaticas foram

estudados por Leonor Michaelis ¢ Maud Menten e para demonstra-los eles consideraram que

as reacdes enzimaticas ocorrem em duas etapas (Equagio 1).8>8¢
K, ks
E+S ES E+P
K, Ky

(Equacao 1)

O substrato (S) primeiro se une a sua enzima (E), formando um complexo enzima-
substrato (ES). Essa liga¢do ocorre rapidamente, mas de forma reversivel (onde ki e k2 s@o as
constantes de velocidade para esses processos). O substrato ligado a enzima ¢ entdo
transformado em um produto (P) que se dissocia da enzima, um processo também reversivel
(constantes de velocidade k3 e ks4). O poder catalitico de uma enzima em um determinado
substrato envolve duas variaveis basicas: Km, chamada de constante de Michaelis - Menten, que
¢ uma medida da afinidade da enzima pelo seu substrato, € Vmax, que ¢ uma medida da

velocidade maxima da catélise enzimatica.?°

Um fator que afeta a velocidade das reagdes catalisadas por enzimas € a concentragao
do substrato. Entretanto, como a concentragdo do substrato se modifica a medida que ele se
transforma em produto, ¢ complexo medir os efeitos da concentragdo na velocidade da reagao.
Uma abordagem que simplifica os experimentos ¢ medir o efeito da [S] na velocidade inicial
(Vo) da reacao enzimatica. Quando a [S] ¢ relativamente baixa, Vo aumenta quase linearmente
com o aumento de [S], em altas concentracdes de substrato, Vo aumenta muito pouco, essa
tendéncia se mantém até que ¢ atingido um ponto no qual o aumento de [S] leva a um aumento
insignificante de Vo. Nesse ponto Vo atinge um platd préximo a velocidade méxima, como

mostrado no Grafico 2 (pag. 63).

No grafico 2 nota-se que a velocidade maxima, Vmax, € extrapolada do grafico porque

Vo se aproxima, mas nunca atinge Vmax, além disso, a concentracdo do substrato na qual Vo é
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metade da velocidade maxima ¢ Ky, a constante de Michaelis-Menten. O efeito da concentracao
do substrato na velocidade da reacdo pode ser demonstrado matematicamente por meio da

equagao de Michaelis-Menten (equagao 2).

Vnax
< —@
‘E 2.0+
=
=
> 1.5
o] 1V
r =
104 /1 2"
@
k]
3
s 0.5
o
S s
0.0 rrrrrrrYsrrTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTT
0 Km 10 20 30
[S] MM

Grifico 2: Efeito da [S] na velocidade inicial de uma reagdo enzimatica.

V = Viax [S]/ (K + [S]) (Equagio 2)

Onde, V= velocidade da reagdo, [S] = concentra¢ao do substrato, Vmax = velocidade

méxima de reacdo e Km=[S] em %5 Vinax™.

A constante de Michaelis-Menten, além de indicar a concentracdo do substrato onde a
velocidade da reacdo ¢ a metade da velocidade maxima, indica a magnitude da interacdao
substrato-enzima. Uma enzima com baixa afinidade pelo substrato apresenta alto valor de K,

enquanto que uma enzima com alta afinidade pelo substrato apresenta baixo valor de K.

Os parametros Km € Vimax podem ser obtidos, de forma mais intuitiva, a partir do gafico
do inverso do grafico de Michaelis-Mentem, chamado de grafico duplo-reciproco, conhecido
também como linearizagdo de Lineweaver-Burk (Grafico 3, pag. 64). O grafico linearizado

responde a equacao 3, o inverso da equagdo 2:
1 ~
v (K /Vinax) (/IS + (1/Vinax) (Equacéo 3)

A inclinacdo da reta para esta equacao ¢ dada por Km/Vmax. O ponto no qual a linha de

regressao linear intercepta o eixo y ¢ numericamente equivalente a 1/Vmax, € 0 ponto no qual
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intercepta o eixo x ¢ -1/Km. Portanto, um grafico de Lineweaver-Burk fornece interceptagdes
facilmente identificaveis nos eixos x e y que, por sua vez, definem as duas varidveis cinéticas,
Kmn € Vmax € por isso ¢ mais pratico para definir os parametros cinéticos de reagdes

enzimaticas.®

1.5
- Inclinacdo = K, /Vinax
B
S
:-:f‘ 1.0
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Grafico 3: Grafico duplo reciproco (Lineweaver-Burk).

1.3.4 Determinac¢ao dos parametros cinéticos da inibicao da urease pelo selenomonastrol

A avaliacdo dos parametros cinéticos da reacdo entre enzima e substrato na presenca de
inibidor permite definir o mecanismo de a¢ao do inibidor em estudo. Os inibidores mais comuns
sao os reversiveis, esses podem ser classificados como inibidores competitivos, nao

competitivos e mistos.

Inibidores competitivos, como o nome sugere, competem com o substrato pelo sitio
ativo da enzima. Devido a essa competi¢do, se [S] for alta o efeito do inibidor competitivo pode
ser superado caso o substrato ocupe todos os sitios de ligagdo. A Vmax da reagado catalisada pela
enzima na presen¢a de um inibidor competitivo permanece inalterada em relagdo ao normal.
Por outro lado, o valor Ky, nesse caso chamado de K., aparente, ¢ aumentado, uma vez que uma
concentracdo mais alta de substrato € necessaria para superar os efeitos inibitorios do

competidor.®>8

Inibidores ndo competitivos ndo competem pelo sitio ativo e se ligam apenas ao
complexo enzima-substrato. A acdo desses inibidores altera tanto o valor de Vimax quanto o de
Km. Por fim, inibidores mistos interagem em sitios diferentes do sitio ativo da enzima e podem

interagir tanto com a enzima livre, quanto com o complexo enzima-substrato. Nesse caso, o
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inibidor afeta Km € Vimax. O efeito na Vmax € justificado pela inativacdo da enzima provocada
pelo inibidor, que leva a diminuicdo de [E] efetiva da qual Vmax depende. O valor de Ky, pode
aumentar ou diminuir, dependendo de qual das formas da enzima, E ou ES, o inibidor liga mais
fortemente. >% Diante disso, foi possivel entdo, por meio de ensaios enzimaticos, definir o tipo
de inibi¢do dos compostos ABSe-c (seleno-monastrol) e ABSe-d sob a enzima urease ¢ os

valores dos parametros cinéticos.

O grafico do duplo reciproco (Figura 26B, pag. 67) para seleno-monastrol mostra que
a intersecdo das retas ocorre sobre o eixo y do grafico, o que € caracteristico de um inibidor
competitivo. Desse modo o tratamento matematico adequado foi utilizado para os valores dos
parametros cinéticos de interesse. A equacao de Michaelis-Menten para inibidores competitivos

toma a forma da equagao 4.

v, S
VO = M (Equacao 4)
aKpy+[S]
_ [1] _ [E]1] , ~ . .
Emquea = 1+ ra e K; = Tk onde [E] é a concentragdo da enzima livre;
1

[I] é a concentragao do inibidor e [EI] ¢ a concentragdo do complexo enzima-inibidor e aKn €
a constante de Michaelis-Menten para a reacdo enzimdtica na presen¢a de um inibidor
competitivo. A constante K; ¢ denominada constante de dissocia¢cdo e mensura a afinidade do
inibidor com a enzima: quanto menor a constante de dissociacdo maior a afinidade inibidor-
enzima. O valor a refere-se ao fator de multiplicacdo entre Kim na auséncia de inibidor e Ki, na

presenca de inibidor (também chamado de K, aparente).

Os parametros Kim € Vmax foram definidos por meio do grafico do duplo reciproco. No
caso de inibidores competitivos, o grafico responde ao inverso da equagdo 4. A forma linear ¢
dada pela equacdo 5A que tem a férmula genérica Y = ax + b. Os valores de K; e a foram

determinados por meio das relagdes matematicas descritas na equacao 5SB.

1 (aKm) 1 1
— = — + (Equacio 5A)
VO Vmax [S] Vmax
Kmap [1]
a = K = —— E ao SB
K i @-1) (Equacao 5B)
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Os resultados mostraram que a velocidade Vmax da urease ndo foi afetada pela presenca
do inibidor, no entanto, observou-se aumento do valor de Kn. O valor de K quando a
concentracgao de inibidor ¢ 0, refere-se ao valor da constante de Michaelis-Menten para a reagao
enzima-substrato pura. Quando ha o aumento da concentragao de inibidor, observa-se também
o aumento dessa constante em um fator a. O aumento de Ky, indica que a interagdo urease-ureia
¢ menos pronunciada quando a reacdo ocorre na presenca do inibidor, o que corrobora o

comportamento competitivo do inibidor (Tabela 5).

Esse resultado evidencia que o seleno-monastrol compete com a ureia pelo centro ativo
da enzima. Isso refor¢ca a hipdtese de que, no caso desse inibidor, o atomo de selénio se
complexa aos ions de niquel do sitio ativo mais efetivamente que o oxigénio da ureia, o que
indica que a interacdo Se-Ni € interessante para a inibicao da urease.

Tabela 5: Parametros cinéticos para a reagdo enzimatica ureia-urease na presen¢a do inibidor
ABSe-c

M (uM) Kmou aKm  Vmax ou a a' K, K,
Vapp
ABSec 0 1,8956 2,4789 - - - -
0,8 4,6745 2,4654 - -
2,0 3,7623 2,5284 22253 - 1,2883 -
+0,24 +0,74
0 2,2421 2,3923 - 0 0
ABSe-d 30 4,2399 2,0161  2,2439 1,1866 22,998  145,45+1
50 53215 1,7283  3,2853 1,3842 +1,11 5,31

[I]= concentracdo de inibidor em uM; Km= constante de Michaelis-Menten; Vmax= velocidade méaxima de reacao;

Ki e K;’= Contantes de dissociagdo.

Os experimentos para a determina¢do dos parametros cinéticos do inibidor ABSe-d
foram realizados de maneira semelhante. Nesse caso, porém, no grafico de Lineweaver-Burk
as retas se interceptam no segundo quadrante (Figura 26D, pag. 67), o que ¢ caracteristico de
inibidores mistos. Isso significa que o composto AbSe-d interage tanto com a enzima livre
quanto com o complexo enzima-substrato. Nesse caso, foi definido por meio do tratamento
matematico adequado, além dos pardmetros comentados (Km, Vmax € Ki), uma constante de
dissociagdo que considera a interagdo inibidor-complexo enzima-substado, identificada como

Ki’ (Equagdo 6A-B).*°
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Figura 26: Grafico de Michaelis-Menten e grafico de Lineweaver-Burk para a reagdo enzimatica na presenca dos

inibidores ABSe-c (4 eB) e AbSe-d (C e D).

A equacao de Michaelis-Menten para inibidores mistos toma a forma da equagao 7.

!
1= ( aKm) = + = ,onde, ’=a’ = —M&_ (Equacdio 7)
Vo Vmax/ [5] Vmax Vmaxapp

De modo semelhante ao caso anterior, os parametros cinéticos foram definidos para o
inibidor AbSe-d e os resultados permitiram observar que valor da constante de Michaelis-
Menten aumentou com o aumento da concentragdo de inibidor (aKm>Kn), enquanto que a
velocidade maxima (Vmax) diminuiu com o aumento da concentracdo de inibidor, o que
corrobora a indicagdo do mecanismo misto de inibicdo do composto AbSe-d. Além disso, a
defini¢do dos parametros cinéticos permitiu ainda visualizar que o valor da constante K’ ¢
superior ao de Kj, o que indica que o composto em questdo apresenta maior afinidade pela

enzima livre frente ao complexo urease-ureia.
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1.4 Conclusoes

Com base no exposto, ¢ possivel concluir que este trabalho resultou na sintese bem-
sucedida de 16 adutos de Biginelli, classificados em derivados de ureia, derivados de tioureia,
isotioureias e adutos de Biginelli contendo selénio, utilizando diferentes metodologias
sintéticas. Os adutos derivados de ureia e tioureia foram obtidos por meio de uma metodologia

tricomponente sob catalise acida.

As isotioureias (adutos de Biginelli metilados) foram sintetizadas e analises de RMN
confirmaram que a metilagdo ocorreu exclusivamente no atomo de enxofre, sem afetar as
hidroxilas fendlicas. Analises bidimensionais de RMN também corroboraram a posi¢do da

ligagdo dupla C=N formada nesses compostos.

No que se refere aos adutos de Biginelli contendo selénio, uma metodologia de sintese
em trés etapas mostrou-se eficaz. Apesar do processo mais longo, foi possivel isolar o produto
final e, a0 mesmo tempo, eliminar a necessidade de utilizar selenoureia, um reagente de custo

elevado.

A atividade antiureolitica dos compostos sintetizados foi avaliada por meio de ensaios
in vitro utilizando a urease vegetal Canavalia ensiformis. Os resultados indicaram que os adutos
de Biginelli contendo selénio sdo os mais ativos da série, seguidos pelos derivados de tioureia,
com os derivados de ureia apresentando a menor atividade. O composto de selénio analogo ao
monastrol foi o mais potente, inibindo 90% da enzima a uma concentracdo de 100 uM, em
comparagdo com 38% de inibi¢do obtida pelo monastrol na mesma concentracdo. Isso sugere

que a presenga do selénio contribui positivamente para a inibi¢do da urease.

Os compostos ABSe-c (seleno-monastrol) e ABSe-d foram os mais ativos, 90 e 52% de
inibi¢do a 100 uM, e com ICso de 30,11 = 5,26 uM e 53,65 + 9,41 uM, respectivamente. A
investigacdo do mecanismo de inibi¢do e a defini¢do dos pardmetros cinéticos desses inibidores
revelaram que o composto ABSe-c atua por meio de um mecanismo competitivo, competindo
com a ureia pelo centro ativo da enzima. Enquanto que o composto ABSe-d interage com a
enzima através de um mecanismo misto, podendo se ligar tanto a enzima livre quanto ao
complexo urease-ureia, com maior afinidade pela enzima livre, conforme indicado pelas

constantes de dissociacao.

De modo geral, o trabalho permitiu o desenvolvimento de novos eficientes inibidores

que interagem com a urease mesmo por meio de diferentes mecanismos de inibicdo. Os
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resultados sdo promissores, no entanto, outros ensaios biologicos e modelagem molecular
devem ser realizados para aumentar a compreensao sobre a interacao enzima-inibidor de forma

a auxiliar no desenvolvimento de inibidores ainda mais eficientes.
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CAPITULO Il - Obtencdo de Adutos de Biginelli derivados de &cidos

boronicos e a influéncia do grupo no potencial inibitorio de ureases

2.1 Introducao

Interesse medicinal em compostos organicos derivados de acido boronico

O boro ¢ um eclemento encontrado na natureza em altas concentracoes em frutas,
vegetais e castanhas. Boranas, acido borico e acidos bordnicos (Figura 27) sdo as formas mais
comuns de se encontrar o atomo de boro na natureza. Os compostos organicos de boro sdo as
principais fontes de boro que tem suas propriedades medicinais exploradas. No entanto, as
atividades biologicas desta classe de compostos s6 comecaram a ser estudadas nos anos 2000,
isso porque acreditava-se que o atomo de boro apresentava uma significante toxicidade para os

mamiferos.?’

H. _H HO.__OH R.__OH

i ; ;

H OH OH
Borana Acido borico  Acido borénico

Figura 27: Compostos organicos de boro.

Atualmente, a crenga sobre a toxicidade do boro foi superada, sabe-se que o boro
desempenha importantes fungdes no desenvolvimento de plantas e ¢ recomendado a ingestao
de 1-13 mg de boro para seres humanos, que podem ser atingidos por meio de alimentagdo

balanceada de frutas e verduras.®®

Quimicamente, os acidos boronicos sdo considerados acidos de Lewis. No pH
fisiologico os acidos bordnicos mantém a forma desprotonada trigonal, em solugdes aquosas
com pH mais alto que o pK, eles sdo convertidos para a forma tetraédrica anionica (Esquema
10, A). Em raras situagdes, acidos boronicos podem ser considerados acidos de Bronsted—
Lowry, no entanto, ocorrem quando a formagao da forma tetraédrica ¢ desfavoravel (Esquema

10, B, pag. 71).%7



71

A
R._OH o OH ®
B + HO === R B-OH *+ H30

OH \OH

B )
R.__OH R. O ®
B + HO =— B™ + H30

OH OH

Esquema 10: Equilibrio idnico de 4cidos borénicos em solugdo aquosa. a) Acidos boronicos como 4acido de
Lewis; b) Acidos boronicos como acido de Bronsted—Lowry.

O carater de 4cidos de Lewis dos acidos boronicos conferem a este grupo a capacidade
de interagir de maneiras interessantes em ambientes bioldgicos. Isso porque o orbital p vazio
de acidos bordnicos pode formar ligagdes com nucledfilos como, por exemplo, grupos
hidroxilados e/ou aminas presentes em residuos de aminodacidos, carboidratos e acidos

nucleicos.

O bortezomibe (Figura 28, pag.72) tornou-se o primeiro medicamento contendo acido
boronico a ser aprovado tanto pela Food and Drug Administration (FDA) quanto pela European
Medicines Agency (EMA) em 2003. Destinado ao tratamento de mieloma, um tipo de cincer de
medula dssea, ele age como inibidor de proteassoma. A aprovagdo do bortezomibe por parte
das agéncias reguladoras impulsionou outros estudos em Quimica Medicinal relacionadas aos

4cidos borodnicos, resultando na regulamentagio de outros medicamentos.’>>*

O Ixazomibe (Figura 28, pag. 72) foi regulamentado pela FDA em 2015 e também ¢
utilizado no tratamento de mieloma, apresentando um mecanismo de agdao semelhante ao do
bortezomibe. Outro medicamento, o vaborbactam, foi aprovado pela FDA em 2017. Trata-se de
um acido bordnico ciclico que exibe atividade antibidtica por meio da inibicao da B-lactamase.
O vaborbactam ¢ utilizado em combinacdo com outros antibidticos para tratar infeccoes

urinarias, abdominais e pulmonares.>?

Além disso, os derivados de &cidos boronicos também encontram aplicacdo no

tratamento de doencas topicas. A onocomicose, por exemplo, pode ser tratada com o taveborol

(Figura 28, pag. 72), enquanto dermatites utépicas respondem ao uso de crisaborol.>*
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Figura 28: Acidos bordnicos aprovados pelas agéncias reguladoras para uso medicinal.

Desde a aprovacdo desses medicamentos, a alteragdo estrutural de medicamentos
conhecidos para incluir o 4cido borénico foram descritas®. Isso resultou em diferentes
aplicacdes bioldgicas atribuidas aos derivados de acido bordnico, incluindo atividade
anticancer, antiviral e antibidtica®®. Além disso, muitos estudos também descreveram a
atividade antiureolitica do acido borico e seu mecanismo de agdo contra diferentes urcases

microbianas>3~4,

O fuvestranto (Figura 29) ¢ um farmaco indicado para pacientes com cancer de mama
avancado ou metastatico, que atua ligando-se competitivamente ao receptor de estrogénio. Em
2016, Liu e colaboradores relataram o design, a sintese e a atividade anticancer do fuvestranto
modificado, que incluia na estrutura quimica o grupo -B(OH) substituindo um grupo hidroxila.
Os resultados mostraram que além de apresentar resultados semelhantes do farmaco original, o
fuvestranto-bordnico (Figura 29) exibiu maior biodisponibilidade. Isso se deve ao fato de que
0 grupo bordnico levou a uma redugdo substancial do metabolismo de primeira passagem, o
que se atribui a capacidade dos &cidos bordnicos de se ligarem reversivelmente a 1,2 e 1,3-di6is
presentes em moléculas de agucar e glicoproteinas, deixando-o indisponivel para passar pelos

processos de metabolismo de primeira passagem.®’

v

- (HO),B
"(CH2)9S(CH5)3CF,CF3

Fuvestranto Fuvestranto-bordnico

Figura 29: Fuvestranto e fuvestranto modificado incluindo o grupo 4cido boroénico.
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Em outra investigagdo, Wang, identificou que um composto boronico baseado na
camptotecina (Esquema 11), um agente anticancer que inibe a enzima topoisomerase, lavando
a morte celular, poderia atuar como pro-farmaco. Nessa abordagem, o grupo acido bordnico
seria facilmente oxidado pelo peroxido de hidrogénio encontrado nas células cancerosas,
resultando na formagao da camptotecina intracelular. Além disso, o composto bordnico pode se
ligar aos 1,2 e 1,3-didis presentes nas células, formando ésteres boronatos, o que aumenta a

seletividade do medicamento em direcdo as células de cancer.”

Esquema 11: Reacgdo de oxidacdo do pro-farmaco que leva a formagao da camptotecina.

Derivados de acidos boronicos também apresentaram atividade antibidtica significativa.
O composto 31 (Figura 30, pag 68) ¢ considerado um dos mais eficazes inibidores de B-
lactamases (K;=22 nM). Seu design foi proposto com base na estrutura do substrato natural -
lactamico, visando combinar diferentes grupos quimicos e estereoquimica adequada com o
acido boronico. Os estudos de estrutura-atividade indicaram que a inclusdo de grupos com carga
negativa na cadeia lateral, como o grupo carboxilato, potencializa a penetracdo celular do
composto € que os grupos OH do acido boronio desempenham um papel importante na

interagio do inibidor com o nitrogénio de serina residual.”!

O composto 32 (Figura 30, pag. 74) € outro exemplo promissor de dcido bordnico com
atividade antibiotica. Nesse caso, observou-se que derivados de 4cido bordnico podem ser
eficazes no combate a Staphylococcus aureus resistente a meticilina, uma bactéria comumente
encontrada em ambientes hospitalares e de dificil tratamento. O composto 32 exibiu uma
concentracio minima inibitoria (CIM) de 7,81ug.mL"! e nenhuma toxicidade foi apresentada.
Adicionalmente, estudos de docking sugerem que a atividade antibidtica do derivado de acido
bordnico pode estar relacionada a sua interagdo com a leucil-tRNA sintetase, uma enzima

envolvida na sintese de proteinas bacterianas.’?
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HO.__OH
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Figura 30: Estrutura quimica de derivados de acido boronico com atividade antibiotica.

O 4cido borico e acidos bordnicos exibiram, em diferentes estudos, atividade
antiureolitica contra ureases de diferentes fonte: P. mirabilis®®, K. aerogenes®*. C. ensiformis®>,
C. cajan®® ¢ G. max’’. Todos esses estudos avaliaram a atividade antiureolitica de 4acidos

boronicos e do 4cido boérico, os resultados sao exibidos na Tabela 6 (pag. 75).

O mecanismo de agdo da inibi¢do dos acidos bordnicos nao foi elucidado, no entanto,

Hausinger e colaboradores sugeriram que os inibidores podem formar ligagdes covalentes no
. . 93 . . ~ . o7 /4 . 7

centro ativo da enzima.”” Por outro lado, investigagdes in silico revelaram que o 4cido borico

trigonal pode inibir a enzima ao formar complexos com o sitio ativo. Benini e colaboradores

sugerem que o B(OH); pode interagir com os atomos de Ni** por meio dos 4tomos de oxigénio,

propde ainda que o &cido bdrico inibe a urease por meio de um mecanismo que envolve uma

topologia de ligagdo similar & da ureia, funcionando assim como um analogo do substrato®®.

Adicionalmente, Leopoldini e colaboradores consideram que além da complexacao
envolvendo os 4&tomos de oxigénio e niquel, uma liga¢do covalente entre o oxigénio ponte entre
os atomos de niquel da urease e o &tomo de boro pode ser formada, e afirmam que este complexo

inibidor-enzima é ainda mais estavel.”

As variadas atividades bioldgicas demonstradas pelos acidos bordnicos tem estimulado
estudos em busca de moléculas bioativas ainda mais eficientes. Especificamente no que diz
respeito a inibicao de urease, 0 mecanismo de a¢ao dos acidos bordnicos ainda nao € totalmente
compreendido e isso motiva instigagdes experimentais e tedricas mais aprofundadas. Estas
buscas podem esclarecer processo de inibi¢do para contribuir com a descoberta de inibidores

cada vez mais potentes.



Tabela 6: Resultados de inibi¢ao de ureases por acidos boronicos

K; (mM)
Fonte de Acido Acido Acido 4- Acido Referéncia
urease borico butilbordénico  bromofenil fenilboronico
boronico
G. max 0,20 1,50 0,22 2,00 63
C. ensiformis 0,23 - - - 61
K. aerogenes 0,33 - 0,37 10 60
P. mirabillis 0,099 0,547 0,124 1,26 59
C. cajan 0,35 1,8 0,3 2,5 62
HO\|I3/OH " B(OH), (HO)ZBOBr QB(OH)Z
OH Acido butilborénico ; -
acido bdrico Acido Acido

4-bromofenil borénico fenilborénico
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Neste trabalho foram sintetizados adutos de Biginelli, reconhecidos como inibidores de

urease, conforme descrito no Capitulo I, e derivados de acidos bordnicos. A atividade

antiureolitica destes compostos foi avaliada e, para os mais promissores, foram determinados o

ICso. Além disso, por meio de ensaios enzimaticos cinéticos, foram elucidados os mecanismos

de inibigdo e através de testes de fluorescéncia foram elucidadas as interagdes inibidor-enzima

que ocorrem durante o processo de inibi¢ao.

Para compreender o impacto do grupo B(OH): na atividade antiureolitica desses

compostos, as taxas de inibicdo encontradas para esses compostos foram comparadas com

aquelas dos adutos de Biginelli que apresentam hidroxila no anel aromatico em vez do grupo

B(OH),. Adicionalmente, foram preparados adutos de Biginelli derivados de ureia e tioureia

para investigar a possivel melhoria da atividade ao alterar o calcogénio envolvido.
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2.2 Objetivos
2.2.1 Objetivos gerais

Sintetizar e caracterizar os adutos de Biginelli conjugados com acidos formilbordnicos e
derivados da ureia e tioureia, e investigar a atividade inibitoria desses compostos contra a
enzima urease, de modo a compreender a influéncia do grupo B(OH): na acdo inibitdria dessa

classe de compostos, o mecanismo de inibicao e as interagdes inibidor-enzima.

2.2.2 Objetivos especificos

e Determinar as melhores condi¢des para a sintese de adutos de Biginelli derivados de
acidos formilboronicos

e Realizar a sintese dos adutos de Biginelli conjugados com 4cidos formilboronicos
derivados de ureia e tioureia;

e Realizar o screening para determinar a porcentagem de inibicdo contra a urease C.
ensiformis de todos os adutos de Biginelli em uma concentracao fixa;

e Determinar o ICso da inibi¢cdo de urease para os inibidores mais ativos;

e Determinar o mecanismo de inibicdo e os parametros cinéticos para os melhores
inibidores;

e Determinar as interagdes inibidor-urease por meio de testes de fluorescéncia.

Esquema geral dos adutos de Biginelli planejados

B(OH), B(OH),
o 0 o B(OH),
N o NH
-0 7 NH 7 r | A
N7 X
N N“SX N
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2.3 Resultados e Discussoes
2.3.1 Sintese e caracterizaciao dos adutos de Biginelli derivados de acidos formilboronicos

A sintese dos adutos de Biginelli, derivados de acidos formilbordnicos comegou com a
defini¢ao do escopo de moléculas a serem estudadas. Foi determinado que a influéncia do
grupo bordnico na atividade antiureolitica deveria ser examinada em relagdo a sua posi¢ao no
anel aromatico. Portanto, foram planejados adutos de Biginelli com o grupo B(OH): nas

posigdes orto, meta € para do anel aromatico.

Além disso, a influéncia do calcogénio foi mais uma vez considerada. Portanto, foram
planejados adutos de Biginelli contendo acido formilboronico derivados da ureia e da tioureia.
Dessa forma, o escopo do estudo foi definido para incluir seis moléculas distintas (Figura 31).
A atividade antiureolitica desses compostos foi entdo comparada com a dos andlogos
hidroxilados e dos adutos sem substitui¢do no anel aromatico (descritos no Capitulo I — ABS-

a-d), a fim de compreender a influéncia do grupo B(OH)2 no processo de inibigao.

B(OH),

B(OH),
o o o B(OH),
N -0 NH
o N T I‘ PN
NS0
Nko H © H
H
B(OH), B(OH),
o 0 0 B(OH),
N -0 NH
-0 7 NH o )N\\H | PN
N s
Hks N S H

Figura 31: Adutos de Biginelli derivados de acidos bordnicos planejados.

Foi necessario aplicagdo de reacdes distintas para obtencdo dos seis compostos de
interesse: uma permitiu a sintese dos derivados de ureia e a outra os derivados da tioureia.

Ambas serdao abordadas a seguir, juntamente com os dados de caracterizagao.
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2.3.1.1 Sintese e caracterizagdo dos adutos de Biginelli boronicos derivados da ureia
A sintese de adutos de Biginelli contendo 4cidos bordnicos derivados da ureia foi

relatada por Blacquiere!?

. Nela, os compostos sdo preparados em acetonitrila, sob refluxo e na
auséncia de acidos de Lewis como catalisadores. Os autores sugerem que a reagao ¢ auto-
catalisada por meio do grupo acido bordnico dos aldeidos, que atua para mediar esta reagdo de
uma maneira semelhante a relatada para outras reagdes de Biginelli catalisadas por acido de

Lewis. No trabalho citado, os compostos foram isolados com rendimentos entre 60 e 72%.

Essa metodologia foi reproduzida para a sintese dos adutos de Biginelli contendo 4cido
boronico de interesse. No entanto, ndo foi observada a formagao do produto. Foi observado,

por meio de cromatografia em cama delgada (CCD), que os reagentes ndo eram consumidos.

lo) X
o o CeCl,7 H,0 | _ B(OH),
N L 25 moi% i
| + o~ (25 mol%)
I o —— o NH
(HO),B J\ 1 mmol etanol, refluxo | /g
1 mmol HzN NH2 5h ” O
3 mmol
B(OH),
B(OH),
o) o) o) B(OH),
o | NH ~o | NH -0 | NH
N/go N/go N/go
H H H
AcB-a 81% AcB-b 83% AcB-c 81%

Figura 32: Sintese dos adutos de Biginelli, contendo acido boronico derivados da ureia, e seus rendimentos.

Dessa maneira, os adutos de Biginelli contendo acido boronico de interesse foram
sintetizados via a reagdo que envolve catalise de CeCls;7H20, em etanol e sob refluxo por 5
horas. Apo6s a conclusdo da reagdo, o produto foi isolado por meio de precipitagio com
gotejamento de dgua gelada. Essa metodologia foi uma adaptagdo da metodologia relatada por
Bose e colaboradores!®!. O esquema de reagdo, bem como os rendimentos obtidos para os

produtos estdo apresentados na figura 32. Todos os compostos sdo descritos na literatura.
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Todos os produtos foram obtidos com rendimentos altos, entre 81 e 83%, ndo sendo,
assim, observada alguma influéncia da posicdo do grupo B(OH)> com os rendimentos
observados. No esquema 12 ¢ apresentado o mecanismo proposto por Bose e colaboradores

para justificar a formagao do produto por meio da catalise com CeCls.

No mecanismo proposto, considera-se que a reacdo avanca por meio da formagao do
intermediario formado pela reacao do aldeido com ureia. Em seguida, ocorre a reagdo entre o
ion iminio e a forma enolica do acetoacetato de etila, coordenado ao cério, gerando um
intermedidrio de cadeia aberta que cicliza posteriormente por meio da condensagdo
intramolecular, resultando na formacao da diidropirimidinonas. O cério desempenha ainda o
papel de estabilizador do intermediario iminio formado durante a reacdo. Devido ao orbital
vazio 4f no ion cério, um complexo pode ser formado via uma ligagcdo coordenativa com o par

de elétrons ndo ligante do nitrogénio, o que estabiliza o intermediario.

Ph_ _OH
o) o) th
+ . N. NH, — >
Ph)J\H HZNJJ\NHZ H” \n/ 2 -HZO /N\H/NHZ
(o] . fo)
Ve C3+
Ce3+ /\e
/1 N\
/ \
/ \
¢ 3
)\)\O/\
O Ph O Ph O
/\o | /t_l -H,0 H)J\NHZ
N~ O -0 o

Esquema 12: Mecanismo de formagao dos adutos de Biginelli catalisada por CeCls.

Todos os produtos obtidos foram caracterizados por meio de espectros na regido do
infravermelho e RMN de 'H e *C. Os resultados estdo em concordancia com os dados descritos
na literatura. Na Tabela 7 os dados de RMN de 'H do produto AcB-a sio comparados aos dados

disponiveis na literatura.
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Tabela 7: Dados de caracterizagdo do composto AcB-a comparados com os descritos na
literatura

RMN de 'H, 400 MHz, DMSO-d; RMN de 'H, 400 MHz, DMSO-ds*
Hidrogénio ¢ M | J | Hidrogénio o M I J
Ha 1,10 t 3 8,0 Ha 1,09 t 3 7,0
Hp 3,97 q 2 8,0 Hp 3,97 q 2 7,0
H. 2,24 S 3 - Hc 2,24 S 3 -
Hqe Hg 7,71 d 3 - Ha 7,65- m 1 -
7,96
He 9,17 S 1 - He 9,13 S 1 -
Hr 5,13 s 1 - Hr 5,14 s 1 -
Hg e Ha 7,71 d 3 - H, 7,65- m 2 -
7,96
Hn 7,18 d 2 8,0 Hn 7,16 d 2 7,0
Hi 7,99 S 2 - Hi 8,02 S 2 -

*Resultados descritos na literatura (Blacquiere, et al., 2005); 0= deslocamento quimico (ppm), M = multiplicidade,
I = integragdo, J = acoplamento (Hz), s = simpleto, d = dupleto, t = tripleto, q = quarteto.

Como exemplo da caracterizagdo sera discutido o composto AcB-a (Figura 32, pag. 78).
O espectro de RMN de 'H de AcB-a (Figura S51, pag. 172) exibe um tripleto com deslocamento
em 1,10 ppm integrado para 3 hidrogénios, atribuido aos hidrogénios do CH3 do grupo etoxila,
ainda nesse grupamento, observa-se um quarteto em 3,97 ppm referente ao CH>. O simpleto
exibido em 2,24 ppm foi atribuido a metila que provém do acetoacetato de etila, identificada
como c. O simpleto com deslocamento em 9,17 ppm foi atribuido ao hidrogénio ligado ao
nitrogénio derivado da ureia identificado como e, enquanto o hidrogénio ligado ao nitrogénio
proveniente da ureia identificado como d, atribuiu-se o sinpleto em 7,72 ppm. O dupleto em
7,18 ppm integrado como 2 hidrogénios foi atribuido aos hidrogénios aromaticos identificados

como h. O simpleto em 5,13 ppm ¢ caracteristico do hidrogénio CH do anel pirimidinico,
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identificado como f. Por tltimo foram atribuidos os deslocamentos referentes aos hidrogénios
do anel aromatico identificados como g, sendo um dupleto em 7,71 ppm. Além disso, o espectro
de infravermelho (Figura S62, pag. 178) estd de acordo com o esperado, apresentando

estiramentos caracteristicos de grupos hidroxila em 3387 cm’,

estiramento em 1684
caracteristicos de carbonilas e também o estiramento comum da B-O em 1364 cm™!. Os demais

compostos (AcB-b e AcB-c) foram caracterizados de forma analoga.

2.3.1.2 Sintese e caracterizagdo dos adutos de Biginelli borénicos derivados da tioureia

Os adutos contendo 4cido bordnico derivados da tioureia foram descritos por Duguay e
colaboradores '°2. Na metodologia apresentada a reagdo ocorre sob refluxo, em acetonitrila por
75 horas, e sob catalise de LiBr. Os compostos foram isolados com rendimentos entre 39-70%.
No entanto, a tentativa de reprodu¢do dessa metodologia ndo foi efetiva para obtencdo dos
adutos de Biginelli formilboronicos. O emprego da mesma metodologia utilizada na sintese dos
adutos de Biginelli formilboronicos derivados da ureia também nao foi eficaz para a sintese dos

derivados da tioureia.

X
i | _B(OH),
(o)
+ MO/\ NH,CI (20 mol%) o~
(HO)2 1 mmol metanol, refluxo 0 | NH
2 H
3 mmol
B(OH),
B(OH),
B(OH),
NH /\o NH N
AcB-d 30% AcB-e 31% AcB-f 30%

Figura 33: Sintese dos adutos de Biginelli contendo acido bordnico derivados da ureia e seus rendimentos.

Desse modo, foi utilizada a mesma metodologia empregada anteriormente para os
adutos de Biginelli derivados do 2 hidroxibenzaldeido (discutidos no Capitulo I), utilizando
NH4CI (20 mol%) como catalisador, em metanol, sob refluxo por 8 horas.®? Dessa vez foi

possivel obter os produtos com rendimentos apreciaveis. A purificacdo foi feita via
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recristalizacdo com diclorometano. O esquema de reagdo e os rendimentos dos produtos estao

apresentados na figura 33 (pag. 81).

Os produtos finais foram obtidos com rendimentos médios de 30%, ndo sendo
observada, novamente, relagdo entre a posicao do grupo B(OH): e os rendimentos observados.
Todos os produtos foram caracterizados por meio de espectros na regido do infravermelho,
espectrometria de massas de alta resolu¢io (IT-TOF) e RMN de 'H e '3C. Os resultados estdo
em concordancia com os dados descritos na literatura. Na Tabela 8 os dados de RMN de 'H do
produto AcB-d sdo comparados aos dados descritos por Duguay e colaboradores®®.

Tabela 8: Dados de caracterizagao do composto AcB-d comparados com os descritos na
literatura

RMN de 'H, 400 MHz, DMSO-d;s RMN de 'H, 200 MHz, acetona-ds*
Hidrogénio ¢ M I J | Hidrogénio o M | J
Ha 1,19 t 3 8,0 Ha 1,07 t 3 6,9
Hy 3,98 q 2 8,0 Hy 4,08 q 2 6,9
Hc 2,29 S 3 - He 2,44 s 3 -
Ha 9,62 S 1 - Ha 8,72 S 1 -
He 10,31 S 1 - He 9,25 S 1 -
Hr 5,17 S 1 - Hr 5,41 S 1 -
Hg 7,75 d 2 8,0 Hg 7,84 d 3 6,9
Hn 7,17 d 2 8,0 Hn 7,33 d 2 3,0
Hi - - - - H;i 7,21 S 2 -

*Resultados descritos na literatura (Duguay ef al., 2008); 0= deslocamento quimico (ppm), M = multiplicidade, I
= integra¢do, J = acoplamento (Hz), s = simpleto, d = dupleto, t = tripleto, q = quarteto.

Como exemplo da caracterizagdo sera discutido o composto AcB-d (Figura 33, pag. 81).
O espectro de RMN de 'H de AcB-d (Figura S57, pag. 175) exibe um tripleto com deslocamento
em 1,19 ppm integrado para 3 hidrogénios, atribuido aos hidrogénios do CH3 do grupo etoxila,

ainda nesse grupamento, observa-se um quarteto em 3,98 ppm referente ao CH>. O simpleto
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exibido em 2,29 ppm foi atribuido a metila que provém do acetoacetato de etila, identificada
como c¢. O simpleto com deslocamento em 9,62 ppm foi atribuido ao hidrogénio ligado ao
nitrogénio derivado da ureia identificado como e. O dupleto em 7,17 ppm integrado como 3
hidrogénios foi atribuido aos hidrogénios aromaticos identificados como h. O simpleto em 5,17
ppm ¢ caracteristico do hidrogénio CH do anel pirimidinico, identificado como f. Por tltimo
foram atribuidos os deslocamentos referentes aos hidrogénios do anel aromatico identificados
como g, sendo um dupleto em 7,75 ppm. Além disso, o espectro de infravermelho (Figura S65,
pag. 176) esta de acordo com o esperado, apresentando estiramentos caracteristicos de grupos
hidroxila em 3172 cm’', estiramento em 1685 caracteristicos de carbonilas e também o
estiramento comum da B-O em 1360 cm™. Os demais compostos (AcB-¢ e AcB-f) foram

caracterizados de forma anéloga.

Uma vez que as sinteses dos adutos de Biginelli contendo o grupo bordnico foram bem
sucedidas e os seis compostos foram isolados, os testes de inibigdo de urease foram executados

e os valores de ICso € os mecanismos de agao dos compostos mais ativos foram estudados.
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2.3.2 Testes de inibicao de urease por adutos de Biginelli boronicos

Os testes de inibicdo de urease para os adutos de Biginelli derivados dos &cidos
formilbordnicos foram realizados por meio do método no indofenol, comentado no Capitulo I,
no qual as taxas de inibicdo sdo mensuradas a partir a absorbancia apresentada pelas micro

reagOes entre ureia e urease na presenga dos inibidores.

Grafico 4: Média de inibi¢do de urease dos adutos de inibidores testado a 170uM

as

a4
a4

40- a3

a3

Inibicao de Urease (%)

QoINS TNV R D - IR VRN - YR S R I Y
NI I IS IEFFFF P
¥ ¥ ¥ ¥ ¢ v ¢
170uM
| = B(OH) | = B(OH) | = R
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ald-a: R= 4-B(OH), AcB-a: 4-B(OH), AcB-d: 4-B(OH), ﬁggzsf ﬁf'l_OH
ald-b: R= 3-B(OH), AcB-b: 3-B(OH), AcB-e: 3-B(OH), ABS.c R 3.0H
ald-c: R= 2-B(OH), AcB-c: 2-B(OH), AcB-f: 2-B(OH), ABS-d.: R= 2-OH

Condi¢des de reacdo: 12,5 uM de urease, 20 mM de ureia e 100 uM de cada composto testado. As solugdes dos
adutos de Biginelli foram preparadas dissolvendo os compostos em etanol. A solugdo de trabalho de urease foi
preparada em tampdo de fosfato 20 mM (pH 7,4 + 0,1). Acido aceto-hidroxamico foi utilizado como referéncia
para a inibi¢do da urease. Os indices al-a6 referem-se ao agrupamento de resultados de mesma significancia
estatistica definida por meio do teste de Scott Knott (significancia de 0,05).

Para iniciar as investigacdes sobre a inibicdo da urease C. ensiformis foi feito um estudo

de triagem, em quadruplicata, dos 6 adutos de Biginelli formilbordnicos sintetizados, dos
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analogos estruturais hidroxilados (ABS-a-d), os quais as sinteses e caracterizagdes foram
descritas no Capitulo I, e dos 4cidos formilbordnicos puros. A concentragdo de todos os
inibidores foi 170 uM e da urease de 12,5 mM, em tampao fosfato EDTA pH igual a 7,
empregando o acido aceto hidroxamico (AAH) como padrao de referéncia. Os dados obtidos
foram tratados estatisticamente com o teste de Scott Knott (significancia de 0,05). Os
compostos foram agrupados de acordo com a signicancia de atividade inibitoria (Grafico 4, pag.

84).

Este agrupamento ¢ indicado pelos indices a-d apresentados no grafico 4. Observa-se
que os adutos de Biginelli bordnicos derivados da tioureia (AcB-d-f) foram os unicos inibidores
que apresentaram atividade inibitéria significantemente maior ao do padrdo de referéncia

(AAH), enquanto que os demais compostos se dividiram entre inibi¢des moderadas e minimas.

Os adutos de Biginelli boronicos derivados da tioureia (AcB-d-f) apresentaram as
maiores médias de inibicdo (AcB-d: 60%, AcB-e: 67% e AcB-f: 55%), enquanto os derivados
de ureia exibiram atividades inibitorias baixas (AcB-a: 17%, AcB-b: 13%, AcB-c: 20%), estas
observagdes estdo alinhadas com a literatura que indica que os compostos contendo um nticleo
de tioureia sao mais eficazes na inibi¢ao da urease quando comparados aos analogos que contém
o nicleo de ureia.***’Além disso, os precursores acidos formilfenil boronicos (ald-a-c)
apresentaram inibicdo minima de urease (5-23% de inibicdo) e o 4cido aceto hidroxamico

(AAH) exibiu 47% de inibigdo.

Para avaliar o impacto do grupo acido bordnico na inibi¢do da urease por parte dos
adutos de Biginelli derivados da tioureia, os efeitos inibitdrios dos compostos AcB-d-f foram
comparados com os efeitos inibitorios dos analogos estruturais hidroxilados e do aduto de
Biginelli ndo substituido (ABS-a-d). Os compostos ABS-a-d foram testados na mesma
concentragdo que os compostos bordnicos (170 uM). As médias de inibi¢do encontradas foram
ABS-b: 42%, ABS-c: 41% e ABS-d: 29%, a analise comparativa revelou que os derivados de
acidos bordnicos apresentam maior eficidcia na inibigdo da urease em comparacdo com oS
analogos estruturais hidroxilados. A auséncia de substituintes no anel aromatico diminui ainda

mais a inibi¢cdo da enzima, sendo a inibi¢do encontrada para o composto ABS-a igual a 24%.

Essa observacdo indica que o grupo B(OH): pode atuar diretamente na inibicdo da
enzima, uma vez que a substituicdo desse grupo por OH diminui consideravelmente a inibicao
da urease. Nesse sentido, foi determinada a concentragdo minima necessaria para inibir a urease

em 50% (ICso) dos melhores inibidores de urease (AcB-d-f). Os valores de ICso obtidos para



86

cada composto foram AcB-d: 168=12uM, AcB-e: 132+12uM e AcB-f: 158+8uM. Sendo o
composto AcB-e, o analogo estrutural do monastrol, o mais ativo da série. Esses compostos
foram entdo avaliados em ensaios enzimaticos cinéticos para definir o mecanismo de inibigao

pelo qual a inibi¢ao ocorre € os seus parametros cinéticos (Kmapp € Vmaxapp).

2.3.3 Determinacio dos parametros cinéticos e do mecanismo de inibicio dos adutos de
Biginelli boronicos

O mecanismo de inibi¢ao do composto mais potentes (AcB-e) foi investigado por meio
de ensaios enzimaticos que se utilizaram da reacdo entre ureia e urease na presenga de diferentes
concentragdes dos inibidores. Nesses testes, a concentragdo do substrato (ureia) variou entre
0,5 ¢ 32 mM. Como discutido no Capitulo I, a urease obedece a cinética de Michaelis-Menten
nas condi¢des empregadas, e o grafico da velocidade inicial (Vo) versus concentragdo de ureia

(mM) apresenta comportamento hiperbolico.

Para determina¢do do mecanismo de inibicdo do aduto de Biginelli boronico foram
construidos os graficos de Michaelis-Menten e os graficos duplo-reciprocos de Lineweaver-
Burk (Figura 34A-B, pag. 87). Esses graficos também foram utilizados na determinagdo dos
parametros cinéticos (Km € € Vimax) para as reagdes que ocorreram na auséncia e na presenca de

inibidores.

As intersecgoes das linhas do segundo quadrante do grafico duplo-reciproco de
Lineweaver-Burk revelaram que o composto AcB-e ¢ um inibidor do tipo misto. Um inibidor
misto pode interagir com a enzima livre (E) e o complexo enzima-substrato (ES). A equagado de

velocidade que descreve a inibi¢do mista € a equagao 6.

_ Vimax[S] ~
Vy = aKpta'[S] (Equacgio 6)

1 1 , ~ .
Onde,a = 1+ E(—], a' =1+ E{—] e [S] é a concentragdo do substrato, nesse caso, a ureia.

] !
3 i

E, portanto, a equagdo que descreve o grafico de Lineweaver-Burk para inibidores

mistos € o inverso da equacao 6, que tem a forma:

1 Km ) 1 a 3
— = — + Equaciao 7
Vo (Vmax ST " Vinax (Equagdo 7)
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Figura 34: A) Grafico de Michaelis-Menten (Vy versus [U]) para urease na presenga do inibidor AcB-e em reacdes
contendo ureia com concentragdes variando entre 0,5 ¢ 32 mmol L' e 12,5 mU de urease. B) Graficos de
Lineweaver-Burk para urease na presenga do inibidor AcB-e.

Como dito anteriormente, inibidores mistos podem interagir com a enzima livre (E) e
com o complexo enzima-substrato (ES) e isso interfere em como esses inibidores afetam a
constante K € @ Vinax. Inibidores mistos diminuem o valor de Vmax porque o inibidor desativa
uma parte das moléculas de enzima presentes, diminuindo a [E] efetiva da qual velocidade
maxima depende. A constante Ky, pode aumentar ou diminuir, dependendo de qual das formas

da enzima, E ou ES, o inibidor liga mais fortemente.

No caso estudado, observa-se que os valores de Vimax, como esperado, diminuiram com
o aumento da concentragdo dos inibidores, enquanto que os valores de K aumentaram com o
aumento da concentragdo dos inibidores, corroborando assim o0 mecanismo misto do composto

AcB-e.

Como inibidores mistos podem interagir com o sitio ativo € com um sitio alostérico da
enzima, duas constantes de dissociacio podem ser definidas para esse tipo de inibidor. Ki e K.
A constante de dissociacdo K; se refere a dissociacdo em relacdo ao sitio ativo da urease, e Kj
se refere a dissociacdo em relagdo ao sitio alostérico da enzima. Por meio das equagdes 8a e 8b
¢ possivel interpretar matematicamente que quando Ki<K’i a afinidade do inibidor pelo sitio
ativo da enzima ¢ superior a afinidade pelo complexo enzima-substrato, assim como quando
K’i<Ki a afinidade do inibidor pelo complexo enzima-substrato ¢ superior a afinidade com a

enzima livre.

’ [ES][I ~
A) Ki=——,; B) K; = [ETE]] (Equacdes 8a e 8b)



88

As constantes de dissociacao K e K1, bem como a constante Kim € Vimax, foram calculadas
para estes inibidores e seus valores sao mostrados na Tabela 9. Os valores observados de K; sdo
menores que os valores de K’; indicando que existe, para esses inibidores, uma maior afinidade

com a enzima livre do que com o complexo enzima-inibidor.

Tabela 9: 1Cso e constantes cinéticas determinados para os Adutos de Biginelli boronicos

AcB 1Cso Kwm Vinax . K K’
(uM) (mM) (umol NHy 'min' mg™) (mM) (mM)
Sem - 1,25+ 0,52 2,65+0,32 - -
inibidor
AcB-e 132+12 1,5+03 1,4+02 112+20 247 + 68

ICso: Concentrag@o do inibidor na qual a inibigdo da enzima ¢ de 50%. Kmapp: Constante de Michaelis-Menten
na presenca de um inibidor. Vmaxapp: velocidade maxima da urease na presenga de inibidor. Ki: constante de
dissociagdo de equilibrio para o complexo urease-inibidor; Ki’: constante de dissociagdo de equilibrio para o
complexo urease-ureia-inibidor; os valores sao a média + desvio padrdo de determinacdes em quadruplicata de um
experimento representativo.

Para definir o modo de interagdo do inibidor com a enzima, 0os parametros
termodinamicos ¢ as possiveis alteragdes conformacionais na enzima provocadas pelo inibidor,

estudos biofisicos foram executados e serdo abordados a seguir.

2.3.4 Estudos biofisicos da interacio entre os adutos de Biginelli boronicos e a urease
Canavalia ensiformis

2.3.4.1 Estudos de interagdo e parametros termodindmicos

Estudos biofisicos da interag¢do entre os adutos de Biginelli AcB-d, AcB-e, AcB-f, ABS-
a e ABS-c (monastrol) e a urease de Canavalia ensiformis foram realizados para avaliar o
mecanismo de agdo desses compostos no processo de inibi¢do enzimatica. O processo de
interacdo entre os adutos de Biginelli e a urease foi avaliado usando titulacdes
espectrofluorimétricas em estado estaciondrio. Esse estudo se dd por meio da analise da
fluorescéncia, que pode ser usada tanto seguindo o sinal do medicamento alvo ou da proteina'®.
A emissdao de fluorescéncia da urease ¢ fornecida pela presenca dos aminoacidos triptofano

(Trp), tirosina (Tyr) e fenilalanina (Phe). No entanto, o residuo Phe possui baixo rendimento

quantico de fluorescéncia (® = 0,04) e, portanto, apresenta pouca contribuicio!®.

Considerando que a urease possui residuos de Trp e Tyr, a intensidade de fluorescéncia
da urease na auséncia e presenc¢a de adutos de Biginelli (AcB-d, AcB-e, AcB-f, ABS-a e ABS-
c) foi medida a A = 333 nm. Na Figura 35A (pag. 85) ¢ representada a titulacdo da urease na
presenca de AcB-e. A adicdo de quantidades crescentes de inibidores levou a supressdo da

intensidade de fluorescéncia e a uma mudanca na emissdo. No caso do inibidor mais potente,
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AcB-e, foi observado uma mudanga na emissao maxima de Amax de 333 para 345 nm, AL =12

nm, o que ¢ uma indicacdo de interag¢do, € uma possivel mudanga conformacional na enzima.

A forca da interagdo entre os inibidores e a urease foi avaliada a partir do célculo da
constante de dissociacao (Kq). Essa constante foi calculada utilizando um modelo de equagao

ndo linear (equacdo 9), em seguida, foi calculada a constante de ligacao (Kp) (equacdo 10):

Fo—F _ [Pl¢+ [Lla+Kg—y ([Ple+ [Lla+ Ka)?>—4 X [P]¢ x [L]a ~

P 2% P, (Equacao 9)

K, = — (Equacio 10)
Kgq

Onde, Fo e F correspondem a intensidade de fluorescéncia na auséncia e presenca do inibidor,
respectivamente, enquanto F. ¢ a intensidade de fluorescéncia da proteina totalmente
complexada; [P]; € a concentracao total de proteina e [L]. ¢ a concentracdo adicionada do

ligante!0>106,

A constante Ky esta relacionada a afinidade do inibidor com a enzima, quanto menor o
valor de K4 maior a afinidade entre as espécies envolvidas. Para avaliar a afinidade dos adutos
de Biginelli com a urease, os valores de Kq foram comparados (Figura 35B, pag. 91), essa
analise mostrou que a interagdo destes compostos com a enzima pode ser influenciada por dois

fatores principais: a natureza e a posicao do grupo substituinte.

Os compostos AcB-e, ABS-a e ABS-c possuem, respectivamente, grupos B(OH)>, OH
e H na posicao meta do anel aromatico. O aduto de Biginelli bordnico, AcB-e, apresentou maior
afinidade com a urease em comparagdo com outros compostos com diferentes substituintes na
mesma posi¢ao. Esta observacdo pode ser atribuida a interacdo do grupo bordnico com os
dtomos de Ni*" presentes no sitio ativo da urease, semelhante ao observado para o 4cido

borico'?.

Além disso, os valores de Kq também indicaram que, entre os analogos contendo o
grupo B(OH); (orto = AcB-f, meta = AcB-e e para = AcB-d), o composto AcB-e apresentou
maior afinidade pela urease. Portanto, para avaliar de forma abrangente o processo de inibi¢ao
da urease, o mecanismo de extingdo preferencial e outros parametros biofisicos foram avaliados
para o aduto AcB-e de Biginelli, que apresentou alta capacidade de inibi¢do e afinidade com a

enzima.
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Dessa forma, foi entdo calculada a constante de Stern-Volmer (Ksyv) do composto AcB-

e. Esse parametro esta relacionado ao processo de supressdo de fluorescéncia, para interpreta-

lo deve-se compreender que o fendmeno de luminescéncia se refere a emissao de luz pelas

substancias em temperaturas relativamente baixas. A luz emitida ¢ caracteristica da amostra,

porque dependente da existéncia de estados eletronicos caracteristicos das moléculas que

envolvidas. Os fendmenos que ocorrem na luminescéncia podem ser resumidos por trés

etapasg“:

a)

b)

Absorcao de um foton de luz (hv) pelas moléculas M luminescentes, para atingir o
estado eletronico excitado M*;

A molécula no estado excitado, M*, pode retornar ao estado eletronico fundamental
por meio de emissao radioativa de um féton de luz ou por meio de processos nao
radioativos;

A molécula no estado excitado M* pode também voltar ao estado eletronico
fundamental por meio de processos intermoleculares, por meio da agao de moléculas
supressoras de luminescéncia, Q. Neste caso, 0 Modelo de Ster-Volmer descreve o
processo de supressdo dinamica de luminescéncia. No modelo cinético de Stern-
Volmer, a supressao da luminescéncia depende da colisdo mutua entre a molécula
excitada M* e a espécie supressora O, com constante de velocidade de supressdo
bimolecular kq. Observam-se dois efeitos da supressdo de luminescéncia: a reducdo
da intensidade de emissao luminescente I, em relacao a intensidade Ip observada na
auséncia de supressor e a reducdo do tempo de vida t do estado eletronicamente
excitado M*, relativamente ao tempo de vida observado na auséncia de supressor,

T0.
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Figura 35: Intera¢do da urease com os adutos de Biginelli. A) Titulagdo fluorimétrica da urease com AcB-e (a
linha pontilhada corresponde ao comprimento de onda de emissdo maxima de urease livre); B) Constante de
dissociagdo (Kd) dos derivados AcB-d, AcB-e, AcB-f, ABS-c ¢ ABS-a com urease. C) Linearizag¢do da equagao de
Stern-Volmer ¢ D) equacdo de Scatchard (equacdo ndo linear) para o sistema urease-AcB-e em diferentes
temperaturas. Os indices a - d nas colunas indicam diferenca significativa pelo teste de Tukey (p < 0,05).
Condi¢des: tampao fosfato de sodio pH 7,4 (20 mM).

A constante de Ster-Volmer para o aduto de Biginelli bordnico AcB-e foi calculada pela

equagdo 11 expressada abaixo.
F ~
FO =1+ Kgy [Q] = 1 K470[Q] (Equagio 11)

Onde, kq ¢ a constante da taxa de extingdo biomolecular, to ¢ o tempo de vida médio do
fluoréforo (to =10-8 s) e [Q] ¢ a concentragdo do inibidor (quencher). A constante Ksy € o

produto K1, e foi calculada por meio da linearizagdo da equagio 11 (Figura 35C)!%,

Além disso, foram calculadas as constantes Kq (Figura 35D) e Ky com variagdo de
temperatura (22, 30 e 38°C) (Tabela 10, pag. 92). A extingao estatica pode ser caracterizada pela
formagdo de complexos inibidores de proteina no estado fundamental; assim, o aumento da
temperatura causa uma reducdo nos valores de Ksv devido a desestabilizagdo do complexo

supramolecular!'®’.
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Tabela 10: Parametros de ligacdo entre o aduto de Biginelli AcB-e com urease. Condigdes:
tampao fosfato de sédio pH 7,4 (20 mM).

Parametros de ligacio

Inibidor T (°C) Ksv kq Ka Ko
(10*°M71)  (102M's) (mM) (10°M™)

22 2,00 + 0,03 2,00 1494+ 1,06  6,69+0,10

AcB-e 30 1,59 + 0,02 1,59 19,78+ 1,03 5,06 £ 0,08

38 1,26 0,03 1,26 22,02+ 1,10 4,54 +0,17

Os resultados obtidos demonstram que o aumento da temperatura para o composto AcB-
e diminuiu o Ksv, indicando o quenching estatico como a dominante no complexo formado.
Além disso, os valores de kq > 2.0 x 10! M! s”! confirmam o quenching estatico como um
processo preferencial.”>!'"® A magnitude do processo de interagdo entre AcB-¢ e a urease foi
avaliada com base nos valores de Ky, que variaram de 4,54 a 6,69 x 10* M"!, indicando uma

forca de ligagdo intermedidria entre o inibidor e a enzima (Tabela 10).

Adicionalmente, as interagdes preferenciais que estabilizam os sistemas urease-AcB-e
foram avaliadas por meio do célculo dos parametros termodinamicos (AG, AH e AS) calculados
a partir da linearizacdao do Van't Hoff (Equacao 12):

AH [1] AS
T

In(K,) = — — -~ (Equacio 12)

Onde, T ¢ a temperatura em Kelvin (K) e R ¢ a constante do gas ideal. A energia livre de
Gibbs foi calculada a partir da equagao 13. Os valores obtidos para os parametros

termodindmicos sdo apresentados na tabela 11 (pag. 93).
AG = AH —TAS (Equacao 13)

Os valores negativos encontrados para AG (Tabela 11), permitem inferir que a formacao
do sistema urease-AcB-e ocorre de forma espontanea (AG < 0). As variagdes de entalpia e
entropia permitem concluir sobre as forcas envolvidas no processo de interagdo da seguinte
forma: AH > 0 e AS > 0 forcas hidrofobicas; AH <0 e AS > 0 forcas eletrostaticas; e AH<0 e
AS < 0 ligacdes de hidrogénio e forgas de Van der Waals*!,

No caso do sistema urease-AcB-e, as interagcdes preferenciais no sistema foram as

interagdes eletrostaticas, uma vez que AH < 0 e AS > 0 (Tabela 11, pag. 93), possivelmente
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indicando interagdo com fons Ni** no sitio ativo ou residuos de aminoacidos carregados na
cadeia lateral.
Tabela 11: Parametros termodinamicos do sistema urease-AcB-e.

Condig¢des: tampao fosfato de sddio pH 7,4 (20 mM).
Parametros Termodinimicos

Inibidor — - G T AG (Kimol)  AH (KJ mol') _AS (J K- mol)
22 - 9,98

AcB-e 30 -9,75 “18,6 +29,2
38 29,51

2.3.4.2 Avalia¢do das mudangas conformacionais na urease
A interacdo de um inibidor pode causar mudangas conformacionais na enzima. Para

avaliar as alteracdes conformacionais que o inibidor AcB-e pode causar na estrutura da urease,
por meio dos residuos de aminoacidos, experimentos de fluorescéncia tridimensional (3D)
foram realizados, uma vez que os residuos de triptofano (Trp), tirosina (Tyr) apresentam
fluorescéncia conhecida. Nesses experimentos sdo adquiridos espectros de fluorescéncia 3D da
enzima livre e da enzima na preseng¢a do inibidor, as diferengas observadas nos picos de cada

espectro indicam o tipo de interacdo que ocorre no sistema urease-inibidor.

Nos espectros de fluorescéncia 3D (Figura 36, pag. 94) podem ser avaliados trés picos
de emissdo: (1) pico 1, que corresponde ao efeito de espalhamento Rayleigh, caracterizado pela
reemissdo de radiacdo (Aex = Aem) da agua (solvente); (ii) pico 2, que corresponde a emissao de
residuos excitados de Trp e Tyr a 280 nm; (ii1) e pico 3, que corresponde a excitacdo de estados

eletronicos mais excitados dos residuos aromaticos presentes na proteina.

Avaliando quantitativamente os picos 2 e 3 (Figura 36 e Tabela 12, pag 88), percebe-se
que as intensidades de fluorescéncia (IF) dessas regides foram reduzidas em 43% quando o
inibidor AcB-e foi adicionado (Figura 36B, pag. 94). Adicionalmente, ha uma variagdo nos
valores do desvio de Stokes (diferenca de comprimento de onda entre as posi¢des no espectro
dos pontos méaximos das bandas de absor¢ao e emissao de fluorescéncia para a mesma transi¢cao
eletronica) quando se compara a urease livre e a urease na presenca de inibidores. Estes
resultados indicam que podem estar ocorrendo alteracdes na estrutura nativa da urease,

especialmente no microambiente proximo aos residuos de aminoécidos Trp e Tyr.
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Figura 36: Espectros de fluorescéncia tridimensionais (3D) para A) urease (2uM) e B) urease + AcB-e (40uM).
Condic¢des: tampao de fosfato de sodio 20mM, pH 7,4, 25°C

Tabela 12: ParAmetros associados com os espectros de fluorescéncia tridimensional (3D) para
a interacdo entre a urease e o inibidor AcB-e.
Condigdes: urease (2uM), AcB-e (40 uM), tampao de fosfato de sodio 20mM, pH 7.4, 25°C.

Urease livre Urease + AcB-e
Pico Posicdo Desvio (lle Posicao Desvio (lie
Orer hem) Stokes 12 e/ hem) Stokes 12
X cm (A}\,’ nm) X em (A}\,, nm)
1 Aex = Aem 0 > 1000 Aex = Aem 0 > 1000
2 277 /330 53 504 (100%) 280/ 336 56 287 (57%)
3 239 /335 96 400 (100%) 230/ 341 111 229 (57%)

'Desvio de Stokes (AA = Aem - Aex) / 2Ir = intensidade de fluorescéncia

Estudos de fluorescéncia sincronizada também foram utilizados para avaliar as
mudangas conformacionais no microambiente dos residuos de aminoacidos fluorogénicos da
urease (Tyr e Trp) contra o aduto de Biginelli boronico AcB-e. A espectroscopia de
fluorescéncia sincrona se distingue das fluorescéncias de excitagdo e emissdo devido a
varredura simultdnea de excitacdo e emissdo, o que leva a algumas vantagens, como
simplificagiio espectral, estreitamento da largura de banda e resolugdo melhorada'!!. Na figura
37 (pag. 95) ¢ ilustrado graficamente a diferenga entre os espectros de excitacdo, emissao €

fluorescéncia sincrona.
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Figura 37: Diferentes espectros de fluorescéncia hipotéticos: (A) espectro de fluorescéncia de excitacdo (ex); (2)
espectro de fluorescéncia de emissdo (em); e (3) espectro de fluorescéncia sincrona. As esferas verdes e
vermelhas representam o status do monocromador sendo “scaning” ou fixo, respectivamente.

Para investigar as mudangas conformacionais nos microambientes dos aminoacidos,
foram empregados comprimentos de onda especificos: AL = 15 nm (Tyr) e AL = 60 nm (Trp.
Observou-se que o composto AcB-e levou a uma reducao na polaridade no microambiente Tyr,
evidenciada pela diminui¢do do valor de Amax. Em contrapartida, para o microambiente Trp,
observou-se um aumento na polaridade, refletido por um deslocamento positivo de Amax. Esses
resultados sugerem alteragdes conformacionais nos residuos de aminodcidos (Try e Trp) e,
consequentemente, na estrutura da enzima. Os espectros de flourescéncia sincrona sao

apresentados na figura 38A e C (pag. 96).

Por fim, considerando que os residuos Tyr (410 e 544) da urease estdo préximos ao sitio
ativo, diferente dos residuos de Trp que estio distantes do local catalitico da enzima®’, e que os
residuos de Tyr tiveram seu microambiente alterado de forma mais significativa do que os de
Trp, € possivel inferir que o inibidor AcB-e (inibidor misto) interage no sitio catalitico. Os
estudos cinéticos, obtidos a partir da linearizacdo de Stern-Volmer corroboram essa hipotese,

Ksv(tyr > Ksv(rip) (Tabela 13).

Tabela 13: Pardmetros de ligagdo para titulagdo por fluorescéncia sincrona entre urease com o inibidor AcB-e.
Condig¢des: tampao fosfato de sodio 20 mM, pH 7.4, 25°C

o Stern-Volmer parameters Amax €Mission
Inhibitor Al (nm) Ksv (10° M) 2 shift (nm)
de 15 1,94+ 0,16 0,9875 -11

60 0,74 £ 0,02 0,9970 +4
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Figura 38: Avaliagdo da interag@o entre a urease ¢ o aduto de Biginelli 4e por meio de fluorescéncia sincrona.
Titulagdo fluorimétrica da urease com o aduto de Biginelli AcB-e utilizando (A) AL = 15 nm e (C) AL = 60 nm.
Linearizagdo da equacdo de Stern-Volmer da titulagdo empregando (B) AL =15 nm e (D) AL = 60 nm. Condig¢des:
tampao fosfato de sodio 20 mM, pH 7,4, 25°C.

2.3.4.3 Avaliagdo da formagdo do complexo enzima-inibidor por meio de espectroscopia UV-
Vis

A espectrometria de absor¢do UV-vis foi empregada para avaliar a formacao do
complexo urease-AcB-e. Esta técnica permite monitorar a formag¢dao de complexos
supramoleculares e possiveis alteragdes estruturais na macromolécula com base nas alteracdes
espectrais'!'>!!3, Desta maneira, os espectros do AcB-e livre, da urease livre e do sistema AcB-

e + urease foram adquiridos (Figura 39, pag. 97).

A subtracdo do espectro da enzima livre com o espectro do sistema AcB-e + urease ndo

apresentou sobreposi¢ao (efeito aditivo da lei de Beer) com o espectro de absorbancia da AcB-
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e livre, o que se caracteriza como um indicio de que se formou um complexo entre urease € o

inibidor AcB-¢''%, corroborando com estudos de fluorescéncia molecular.
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Figura 39: Espectros de absor¢do molecular UV-vis para os sistemas avaliados: AcB-¢ (10 uM), urease (10
puM), e urease + AcB-e. Condigoes: tampao de fosfato de sodio 20 mM, pH 7.4, 25°C.

2.3.4.4 Avaliacdo da interacdo do inibidor AcB-e com o sitio ativo da urease

Para avaliar o possivel mecanismo de interacdo entre o aduto de Biginelli boronico AcB-
e, e os provaveis locais da enzima onde o ligante interage, foram realizados dois experimentos
de absorbancia de UV-vis diferentes: (i) ensaio de interacdo entre ligante e ions Ni**, que estio
presentes no sitio catalitico da urease e (ii) ensaios de competicdo com inibidores competitivos

classicos, por meio de titulagdes espectrofluorimétricas.

A tendéncia do AcB-e de complexar com ions Ni*" foi avaliada usando trés sistemas:
AcB-e livre (10 pM), Ni?* (10 pM) e AcB-e + Ni** (Figura 40, pag 98). Houve maior variagio
no espectro do sistema complexo AcB-e- Ni** em comparagio ao ligante livre, uma vez que a
absor¢io de fons Ni** hidratados é praticamente insignificante. Desse modo, a formagio do
complexo AcB-e- Ni** pode ser confirmada devido a presenca de centros de coordenagio no
ligante relacionados aos atomos de oxigénio (O), enxofre (S) e nitrogénio (N) ou ao grupo
boronico (B(OH)2), que, assim como o acido bdrico, pode complexar a 4&tomos metalicos e,

portanto, inibem a enzima.”*3485.115
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Figura 40: Espectro de absorgdo UV-vis para avaliar a complexacio de derivados AcB-e com ions Ni** em
solugdo. Condigdes: tampdo de fosfato de soédio 20 mM, pH 7.4, 25°C.

Os inibidores classicos da urease t€m um modo de inibi¢do bem definido, como o acido
aceto hidroxamico (AHA), a hidroxiureia (HU), a tioureia (TIO) e a triamida N-(n-
butil)tiofosforica (NBPT), que sdo descritos como inibidores competitivos'!. Foram realizados
estudos de competi¢do entre o inibidor AcB-e na auséncia ¢ na presenga destes inibidores
classicos AHA, HU, TIO e NBPT, de modo que AcB-e pudesse concorrer com os inibidores

classicos pelo sitio ativo da urease.

Para cada sistema foram calculadas as constantes de ligagdo de AcB-e com urease, Ky e
Kby' que sdo, respectivamente, a constante de ligagcdo na auséncia e presenca do inibidor cléssico.
A razao dessas constantes (Ky'/Kp) foi utilizada como critério de avaliagdo, onde a relagao
Ku'/Kp < 1 indica interagdo com o sitio ativo da enzima por parte dos dois inibidores presentes.
Os valores obtidos de Ky'/Kp para os quatros sistemas avaliados estdo apresentados na Tabela
14, observa-se que os valores obtidos para a razao Ky'/Kp<Il, 0 que permite concluir que o
inibidor AcB-¢ interage com a enzima por meio de complexag¢io com os ions Ni** do sitio ativo
da urease.

Tabela 14: A razdo entre a constante de ligacdo com a urease com o aduto de Biginelli AcB-e
na auséncia (Kb) e na presenca de inibidores competitivos classicos (Kb')

Inibidor classico (concorrente) Ky /Ks
AHA 0,026 = 0,002
HU 0,643 £ 0,011
TIO 0,273 £ 0,010

NBPT 0,457+ 0,012
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Na figura 41 ¢ ilustrado uma proposta de interagao do aduto de Biginelli boronico AcB-
e no sitio ativo da urease, onde os 4tomos de Ni** s3o coordenados ao grupo derivado do 4acido

bordnico, semelhante ao que ocorre na inibi¢ao dessa enzima por parte do acido boronico.
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Figura 41: Proposta mecanistica para interagdo do inibidor AcB-e com os fons de Ni** no sitio ativo da urease.
2.3.4.5 Transferéncia de energia de ressonancia por fluorescéncia (FRET)

Estudos de FRET foram realizados com o aduto de Biginelli bordnico para avaliar a
distancia entre o derivado receptor (AcB-e) e os residuos de aminoacidos fluorogénicos
(doadores) da urease no processo de transferéncia de energia. A transferéncia de energia de
ressonancia Foster (FRET) ¢ uma técnica molecular amplamente utilizada para medir distancias
dentro e entre moléculas. A técnica ¢ baseada em transferéncia ndo radiativa de energia entre
uma molécula doadora excitada e uma molécula receptora. Forster desenvolveu a teoria para

transferéncia niio radiativa baseada em intera¢des dipolo-dipolo'!’.

A eficiéncia da andlise FRET esté4 associada a trés fatores: (i) a sobreposicdo entre o
espectro de emissao de fluorescéncia da espécie doadora (urease) e o espectro de absor¢ao do
receptor (AcB-e); (ii) a orientagdo relativa dos dipolos doador e receptor; (iii) a distancia (o)
entre as espécies doadoras e as espécies receptoras de energia (2-8 nm). A distancia (ro) entre a
urease ¢ AcB-e e as energias transferidas do doador para o receptor (E), foram calculadas a

partir da equagdo 14:

E=1-—= —— (Equacio 14)

Onde, Ry ¢ a distancia critica de Forster quando 50% da energia de emissao do doador é
transferida para o receptor. A equagao para a distancia critica Ro € descrita como:

88x107°K2xdx]
R0= N4'
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K2 é o fator de orientacdio que esta diretamente relacionado a geometria do dipolo entre
aurease e o inibidor AcB-e, sendo igual a 2/3 para orientagdo aleatoria em solugdo; N € o indice
de refragdo médio do meio no comprimento de onda onde ocorre a sobreposi¢cdao do espectro ¢
significativo (N = 1,36); ® ¢ o rendimento quantico do doador (® = 0,15); J ¢ a area de
sobreposi¢do do espectro de emissdo de fluorescéncia normalizado da enzima em relacdo ao

espectro de absorc¢do dos inibidores e ¢ expressado matematicamente como:

_Jy Fe()atda
[T FWdy

A distancia critica de Forster (Ro) e a distancia entre os residuos fluorogénicos (ro) da
urease € o inibidor AcB-e obtidas aparecem entre 2,08 - 2,91 nm (Tabela 15), o que indica alta
eficiéncia na transferéncia de energia entre as espécies. Esses estudos mostraram que o aduto
de Biginelli boronico AcB-e apresentou pequenas distancias entre os residuos de aminoacidos

fluorogénicos da urease.

Tabela 15: Parametros de FRET para a interacdo entre o inibidor AcB-¢e e a urease na
proporcao 1:1 e 1:2 (enzima: inibidor)

Inibidor Concentragao J Ro E To
(uLM) (10" cm?® L mol ™) (nm) (%) (nm)
AcB-e 10 2,59 2,08 18,5 2,91
20 1,29 2,28 28,5 2,48

2.4 Conclusoes

Este trabalho resultou na sintese bem-sucedida de seis adutos boronicos de Biginelli,
divididos entre derivados de ureia e tioureia, utilizando uma metodologia tricomponente que

proporcionou bons rendimentos.

Os testes in vitro de inibicdo da urease Canavalia ensiformis revelaram que os adutos
bordnicos de Biginelli derivados de tioureia sdo mais ativos do que aqueles derivados de ureia.
Além disso, também foram mais ativos que os adutos de Biginelli derivados de
hidroxibenzaldeidos. Entre os compostos avaliados, o analogo estrutural do monastrol, AcB-e,
destacou-se como o inibidor mais potente da série, apresentando um ICso de 132 = 12 uM na

inibicao da urease.
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A investigacdo do mecanismo de inibicdo do composto AcB-e indicou que este inibidor
atua por meio de um mecanismo misto, podendo interagir tanto com a enzima livre, seja no

centro ativo ou no centro alostérico, quanto com o complexo urease-ureia.

Estudos adicionais de interagdo ligante-enzima foram conduzidos, incluindo ensaios
biofisicos, experimentos de absorcdo UV-vis, e estudos sobre a energia de ressondncia de

Forster, todos corroborando a eficacia dos adutos boronicos de Biginelli na inibicao da urease.

Os ensaios biofisicos, por meio de parametros termodindmicos, sugeriram que 0
composto AcB-e possui alta afinidade pela urease. Além disso, experimentos de fluorescéncia
3D demonstraram que a interagdo entre o inibidor € a enzima provoca mudancgas
conformacionais nos residuos de tirosina e triptofano da urease, o que, por sua vez, resulta em

altera¢des na conformacgao geral da enzima.

Os experimentos de absor¢do UV-vis evidenciaram a formac¢do do complexo urease-
AcB-e durante o processo de inibi¢do. Estudos adicionais, nos quais o aduto AcB-e foi
adicionado a enzima na presenca de inibidores competitivos cldssicos, mostraram que os ions

Ni?* do sitio ativo da urease sdo complexados pelo grupamento B(OH)..

Finalmente, os resultados dos estudos sobre a transferéncia de energia de ressonancia
de Forster indicaram que, durante o processo de inibi¢do, o0 composto AcB-e se encontra a uma
distancia muito proéxima dos residuos de aminoécidos fluorogénicos (tirosina e triptofano),

sugerindo alta eficiéncia na transferéncia de energia entre as espécies.

Em suma, este trabalho contribuiu para o desenvolvimento de novos inibidores de
urease, oferecendo um conhecimento aprofundado das interagdes inibidor-enzima. Os ensaios
bioldgicos destacaram o potencial do grupamento B(OH): em complexar-se com ions Ni*,
tornando-o uma caracteristica promissora para o desenvolvimento de inibidores de urease mais

eficazes.
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CAPITULO IlI - Compostos organicos de selénio na inibicdo da urease
fangica de Cryptococcus neoformans

3.1 Introducio

3.1.1 Compostos organicos de selénio como alternativas terapéuticas para tratamento de
infecgcoes fungicas

Os fungos estdo amplamente presentes em plantas e animais, geralmente estabelecem
relacdes simbidticas com os hospedeiros. No entanto, alguns fungos podem ser patogénicos,
causando infecgdes graves que podem levar a morte do hospedeiro, como ¢ o caso da
tuberculose, malaria e meningite, por exemplo.

Infeccdes fingicas podem ser tratadas com agentes antifingicos, mas resisténcia a esses
medicamentos tem aumentado. Em resposta a isso, Organiza¢do Mundial da Satde (OMS), em
2021, divulgou a primeira lista de patdogenos fingicos prioritarios, destacando aqueles de maior
importancia para a saide publica, com a intengdo de estabelecer medidas de protecdo sanitaria
para pacientes expostos e incentivar a busca por novos medicamentos antifiingicos!®,

A busca por novos agentes antifingicos auxiliou na descoberta de novos compostos
organicos antifingicos, dentre eles, os compostos organicos contendo selénio sdo descritos na
literatura como agentes antifingicos altamente eficientes. Musthafa e colaboradores
demonstraram que derivados de selenoureias apresentam alta atividade antifiungica nos de testes
in vitro contra Curvularia lunata, Penicillium notatum e Aspergillus niger. Os compostos 1-3,
ilustrados na Figura 42, foram os compostos em estudos e apresentaram valores de MIC abaixo
dos padrdes de referéncia utilizados (Estreptomicina e Nistatina). O composto 3 foi o mais ativo
da série, exibindo MIC igual a 19,4 ng.mL! contra 4. niger e 11,4 ng.mL"! e 24,8 pg.mL"!
contra P. notatum and C. lunata respectivamente. Os compostos 2 € 3 inibiram o crescimento

do fungo de forma moderada, exibindo valores de MIC entre 25,3 € 63,2 ug.mL! 1%,

HN iz HN /[22 HN i(;
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Figura 42: Derivados de Selenoureias com atividade antifingica pronunciada.

Angeli e colaboradores, investigaram a atividade antiflingica de diferentes derivados de

selenoureia. Os resultados relatados indicam que os esqueletos organicos contendo selénio
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mostraram a¢do antifungica comparavel em relagdo aos medicamentos padrdes, essa atividade
foi suprimida quando o calcogénio foi substituido por seus elementos isostéricos, enxofre e
oxigénio''®.  Alguns compostos apresentaram excelente seletividade contra Malassezia
pachydermatis em relagdo as cepas do género Malassezia furfur e Malassezia globosa (Figura
43) e ndo apresentaram, nas concentracdes nas quais foram testadas, citotoxicidade contra

c¢lulas humanas saudaveis, o que permite elencar esses derivados como novos antifingicos

promissores. Os autores depositaram uma patente dessa inovacdo em 20232,
s
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Figura 43: Derivados de selenoureia com alta seletividade e atividade antifingica. Os valores de MIC sdo
expressos em pug.mL! e correspondem as cepas M. pachydermatis (Mp), M. furfur (Mf) e M. globosa (Mg),
respectivamente.

Em outro estudo, Pietka-Ottlik e colaboradores, exploraram a atividade antifungica de
analogos do ebselen (Figura 44, pag. 104) contendo grupos alquila na posi¢ao 2 ou contendo
fung¢des oxo-alquil ou aza-aquil. Todos os compostos sintetizados foram testados in vitro_contra
a cepa de levedura C. albicans e A. niger. Foi observado que os derivados contendo grupos
alquila de cadeias curtas (até seis carbonos) na posic¢ao 2 do ebselen apresentaram alta atividade
fungicida contra a cepa C. albicans, com valores de MIC entre 1,0 e 3,0 ug.mL!. Os mesmos
compostos exibiram atividade antifingica moderada contra o fungo A. niger, apresentando
valores de MIC entre 8,0 e 28,0 pg.mL!. Os compostos contendo fungdes oxo-alquil, ou aza-
aquil, ou cadeias alquilicas longas (com 12 e 18 carbonos) na posicdo 2 ndo apresentaram
atividade fungicida aprecidvel, o que sugere que apenas a presenga do selénio ndo ¢

determinante na atividade antifiingica desses compostos'?! (Figura 44).
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Figura 44: Derivados de ebselen com alta atividade fungicida. MIC em pg.mL™!' e correspondem as cepas C.
albicans (Ca) e A. niger (An), respectivamente.

3.1.2 Cryptococcus neoformans: alternativas no tratamento de um fungo ureolitico

O Cryptococcus neoformans ¢ um patdégeno flingico que causa a meningite criptocdcica
(MC)'??, uma infeccdo invasiva disseminada mundialmente e é responsdvel por uma alta taxa
de mortalidade. Individuos imunocomprometidos, especialmente aqueles portadores do virus
da imunodeficiéncia humana (HIV), sdo particularmente suscetiveis a meningite, com cerca de
152.000 casos por ano e mais de 74% de mortalidade!*!24,

A infecgdo pelo C. neoformans ocorre pela inalagdo de esporos presentes no ambiente,
causando uma infec¢do pulmonar, mas a doenca, embora possa parecer localizada, pode ser
disseminada e afetar qualquer orgdo!?* e est4 associada a diversos fatores de viruléncia fungica.
Entre eles, destacam-se os componentes da parede celular e da céapsula polissacaridica, a
producdo de melanina e enzimas e a capacidade de aderir e formar biofilmes. Esses fatores
contribuem para a infecgdo cerebral e a disseminagio dos fungos'??,

Uma das enzimas expressada pelo C. neoformans é a urease,'*> enzima que catalisa a
hidrélise da ureia em amonia. A liberacdo de amoOnia ocasionada pela acdo dessa enzima
enfraquece a parede endotelial da barreira hematoencefilica (BHE), facilitando a entrada do
patdgeno no sistema nervoso central (SNC)'?®. Além disso, a hidrolise da ureia é importante
para a sobrevivéncia dos fungos dentro dos macréfagos porque leva ao aumento do pH dentro
do fagolisossomo. Portanto, a urease ¢ uma enzima essencial para a sobrevivéncia do fungo

dentro do hospedeiro e para a penetragio da BHE!?-128,
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Atualmente, a Organizacdo Mundial da Satde recomenda o tratamento da criptococose
com a administracdo de trés medicamentos, utilizados individualmente ou em combinagdo:
anfotericina B, fluconazol e flucitosina. No entanto, apesar das opcdes terapéuticas disponiveis,
as opgoes farmacologicas sdo limitadas e observa-se um aumento na resisténcia do fungo
Cryptococcus spp. ao fluconazol.'?® A resisténcia gera preocupagdes e incentiva a busca por
novos tratamentos.

Assim como apresentado para outros fungos, compostos organicos contendo
calcogénios também exibem atividade fungicida contra o C. neoformans. De Jesus e
colaboradores mostraram que compostos organicos contendo selénio podem ser promissores
agentes fungicidas por meio de testes envolvendo um derivado quinolinico (Figura 45, A). O
composto inibiu fatores de viruléncia envolvidos de C. neoformans, como a melanizagao
fingica inibindo a atividade da lacase, inibiu células dispersas de biofilme, e interferiu na
produgio de melanina, via inibi¢io da lacase, na formacdo da cépsula polissacaridica'’.
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Figura 45: Derivado quinolinico contendo selénio com alta atividade fungicida e benzoiltioureia combinada
com anfotericina B.

Mais recentemente, Andriani e colaboradores demonstraram que a associagdo de uma
benzoiltioureia (BTU) (Figura 45, B) com anfotericina B apresenta alta eficiéncia na inibi¢dao
fungica de C. neoformans envolvendo a urease, um dos fatores de viruléncia do fungo. Os
autores relataram que o composto BTU-01 sozinho exibiu atividade fungicida e causou uma
atividade inibitoria dependente da concentragdo na urease criptocdcica. O estudo tedrico de
ancoragem molecular foi realizado na urease de Canavalia ensiformis, e o composto BTU

apresentou interagdes relevantes com a enzima'3!.

Ainda de acordo com os autores, a associagao de BTU e Anfotericina B (AmB) exibiu
atividade fungicida sinérgica contra células planctonicas e sessis de C. neoformans. A anélise
microscopica de C. neoformans tratada com a benzoiltioureia, sozinho ou combinado com

AmB, revelou uma reducao nos tamanhos das células e capsulas, mudangas na morfologia das
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células planctonicas, além da diminuicdo significativa no numero de células dentro do

biofilme'3!.

As conclusdes alcangadas nesse estudo permitem inferir que a atividade fungicida da
BTU envolve a inibicdo da urease de C. neoformans, que como dito anteriormente, ¢ um fator

de viruléncia importante da instala¢do de infecgdes como a meningite.

Essa nao foi a primeira vez que a atividade antiureolitica de benzoiltioureias foi descrita
na literatura. Brito e colaboradores investigaram o potencial de inibicdo de urease de 65
benzoiltioureias. Ensaios in vitro contra a urease de C. ensiformis revelaram que oito compostos
foram mais ativos, com percentual de inibi¢do entre 51 a 74% quando testados a uma
concentracdo de 0,5 mM. Ensaios cinéticos revelaram ainda que as BTUs sdo capazes de se
ligar aos sitios cataliticos e alostéricos da urease, agindo, portanto, como inibidores do tipo
misto. Adicionalmente, testes em solo demonstraram que determinadas BTUs s3o mais ativas
que o NBPT na inibi¢do da urease™.

Os resultados do potencial antiureolitico apresentado por Brito, aliados ao historico
positivo da maximizagdo de atividades bioldgicas de compostos orgéanicos contendo
calcogénios, especialmente quando enxofre e oxigénio sdo substituidos por selénio, nos
motivaram a propor a sintese de bezoilselenoureias (BSU), andlogas as BTU mais ativas na
inibi¢ao da urease relatadas por Brito. Posteriormente, foram realizados testes in vitro das BSUs
e BTUs contra o fungo C. neoformans.

Além disso, também foram avaliadas a atividade antifingica dos adutos de Biginelli que
foram discutidos no Capitulo I. Uma vez que se provaram eficientes inibidores de urease, essa
caracteristica pode influenciar em uma eficiente atividade fungicida sob um fungo que tem a
urease como fator de viruléncia. Assim, foi investigada a a¢do antifingica dos adutos de
Biginelli derivados de ureia, tioureia, as isotioureia e, por fim, os adutos de Biginelli contendo
selénio, visando compreender como a presenca de cada calcogénio interfere na atividade
biologica dos adutos de Biginelli envolvidos.

Como a sintese e a caracterizagdo dos adutos de Biginelli foram discutidas no Capitulo
I, nesse Capitulo serdo descritas e discutidas a sintese e caracterizacdo apenas das

benzoilselenoureia.
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3.2 Objetivos
3.2.1 Objetivos gerais

Sintetizar e caracterizar bezoilselenoureias analogas as benzoiltioureias, descritas por Brito,
com maior atividade antiureolitica, e investigar a atividade fungicidada dessas duas classes de
compostos contra o fungo C. neoformans, de modo a avaliar como a presenca do atomo se
selénio influencia na atividade biologica desses derivados. Além disso, avaliar a atividade
antifngica dos adutos de Biginelli descritos no Capituulo I contra C. neoformans para avaliar

como a acao fungicida pode ser influenciada pelo atomo de calcogénio presente.

3.2.1 Objetivos especificos

¢ Sintetizar as benzoilselenoureias, analogas as benzoiltioureias, descritas por Brito, mais
ativas contra a urease;

e Realizar os testes biologicos para avaliar como os derivados de interesse atuam na
inibi¢do das células e da atividade da urease sobre Cryptococcus neoformans;

e Realizar os testes bioldgicos para avaliar como os derivados de interesse atuam na
inibi¢do da atividade da urease do extrato protéico de Cryptococcus neoformans;

e Inferir como a alteracdo dos atomos de calcogénio interferem no potencial de inibigao

da urease fungica.

Esquema geral das benzoilselenoureias planejadas
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3.3Resultados e Discussao

3.3.1 Sintese e caracterizaciao das benzoilselenoureias

A sintese das benzoilselenoureias (BSU) iniciou-se pela definicdo do escopo das
moléculas que seriam sintetizadas. Para isso, selecionou-se as benzoiltioureias (BTU), descritas
por Brito*, que apresentaram maior inibi¢do da urease. A partir dessa analise definiu-se que os
derivados de selenoureias a serem sintetizados levariam em consideracdo, além dos resultados
de Brito, a posi¢ao dos grupos substituintes do anel aromatico, considerando abranger também
fatores eletronicos, dos grupos doadores e retiradores, na influéncia da inibi¢do da urease
fingica. As estruturas quimicas das BSUs e BTUs incluidas no escopo do trabalho estdo

apresentadas na figura 46.

NJ\N NJ\N A
H H H H N“ N

BSU/BTU 1 BSU/BTU 2 BSU/BTU 3
N N N N Cl N N
©)J\H N ©)J\H N ©)‘\H N
BSU/BTU 4 BSU/BTU 5 BSU/BTU 6
0 s(Se@\ O S(Se) 0 S(Se@\
©)LN)LN o ©)LN)LN ©)LNJLN o
H H H H H H
O\
BSU/BTU 7 BSU/BTU 8 BSU/BTU 9
N)J\N ©)‘\N N NO,
H H
H H
NO,
BSU/BTU 10 BSU/BTU 11

Figura 46: Estruturas quimicas das benzoilselenoureias incluidas no escopo do trabalho.

Sintese e caracterizacdo das BSU selecionadas

Sintese das BSUs

As benzoilselenoureias (BSU 1-11) foram sintetizadas conforme protocolo descrito

anteriormente por Hua e colaboradores'*? com modifica¢des. Trata-se de uma metodologia one-
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pot onde, na primeira etapa, cloreto de benzoila foi adicionado ao selenocianato de potassio em

um baldo coberto por papel aluminio, sob atmosfera de argdnio e sem solvente.

A mistura reacional foi aquecida a 50°C durante 30 minutos e depois arrefecida até a
temperatura ambiente. Em seguida, adicionou-se a esta mistura uma solugdo de acetona anidra
da amina aromadtica adequada. A rea¢do ocorreu sob refluxo e agitagdo magnética durante 5
horas. A mistura reacional foi entdo concentrada sob pressao reduzida e o produto puro foi

purificado através de coluna cromatografica com diclorometano.

A formagdo das benzoilselenoureias ocorre por meio do mecanismo ilustrado no
esquema 13. Na primeira etapa ocorre uma adi¢ao nucleofilica a carbonila que envolve o cloreto
de benzoila e o selenocianato de potassio, que leva a formagao de um intermedidrio tetraédrico.
Esse intermediario evolui com a eliminagdo de cloreto levando a formagdo de um segundo
intermediario, benzoilisoselenocianato. Na segunda etapa, a presenca da amina permite uma
segunda adi¢do nucleofilica que envolve o segundo intermediario e o grupamento NH> da

amina. Assim o produto final ¢ formado apds uma etapa de prototopismo.

A\O ©0 N=C=Se Q

B
AN ® ©)<\’ ¢

K H-oN
N Se 2
¢
Se “

Esquema 13: Mecanismo de sintese das benzoilselenoureias.

Os produtos finais foram obtidos com rendimentos entre de 15-75%. Todos os produtos
foram caracterizados por meio de espectroscopia na regido do infravermelho e RMN de 'H e
13C. Os resultados estdo em concordincia com os dados descritos na literatura. Como exemplo
de caracterizacdo serd discutido o composto BSU-6. Na Tabela 16 os dados de RMN de 'H do

produto BSU-6 sdo comparados aos dados descritos por Hua e colaboradores!2.



110

o) Q 0 se ()
° _Ph
50°C N H,N )J\ L\
Cl + KSeCN 30min - n — 2" H H
9 acetona seca
Se refluxo

N N
©)kH N ©)‘\H N ©)J\H N
BSU 1 BSU 2 BSU 3

75% N 15% 35% .
ey L5 L SWes
N N N N Cl N N
sasadivey X
BSU 4 BSU 5 BSU 6
66% 56% 40%
NT N Br NT N N~ N o~
H H H H H H
~N
BSU 7 BSU 8 BSU 9
30% 67% 25%
Se
©)J\ ©)J\ N02
BSU 10 BSU 11
23% 37%

Esquema 14: Esquema reacional da sintese das BSUs e os produtos obtidos com seus rendimentos.

Tabela 16: Dados de caracterizagdo do composto BSU-6 comparados com os descritos na
literatura

9
Sees
Cc
b NN *
H H f
a c d e
b
RMN de 'H, 400 MHz, CDCl3 RMN de 'H, 400 MHz, CDCl3
Hidrogénio o M | J | Hidrogénio o M | J
Héae Hp 7,63- m 3 - Ha 6,80 d 2 8,9
7,70
Hy e Ha 7,63- m 3 - Hp 7,36 d 2 8,9
7,70
Hc 7,91 d 2 8,0 He 7,92 d 2 7,2
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Hq 13,03 S 1 - Ha 9,51 S 1 -

He 9,46 S 1 - H. - - - -

Hre H, 7,54- m 4 - Hr 7,55- m 4 -
7,59 7,55

Hg e Hy 7,54- m 4 - Hg 7,55- m 4 -
7,59 7,55

RMN 7’Se, 51,5 MHz, CDCl3 RMN 7’Se, 51,5 MHz, CDCls+
400,0 419,7

*Resultados descritos na literatura (Hua, et. al., 2019); 6= deslocamento quimico (ppm), M = multiplicidade, I =
integragdo, J = acoplamento (Hz), s = simpleto, d = dupleto, t = tripleto, q = quarteto.

O espectro de RMN de 'H de BSU-6 (Figura S83, pag. 189) exibe um multipleto com
deslocamento em 7,63-7,70 ppm integrado para 3 hidrogénios que foi associado aos
hidrogénios a e b; um dupleto ¢ observado em 7,90 ppm, este foi atribuido aos hidrogénios
aromaticos c. O multipleto com deslocamento em 7,54-7,59 ppm, que tem integracdo igual a
4, foi atribuido aos hidrogénios aromaticos f e g. Os hidrogénios ligados aos atomos de
nitrogénio, Hq ¢ He, foram atribuidos aos simpletos com deslocamentos de 13,03 ¢ 9,46 ppm,

respectivamente.

No espectro na regido do infravermelho (Figura S105, pag. 200) observa-se uma banda
caracteristicas de estiramento NH em 3012 cm™', em 1657 cm™' observa-se o estiramento
atribuido a carbonila proveniente do cloreto de benzoila. Ainda ¢ possivel observar as bandas
caracteristicas de estiramentos da ligagdo C=Se 1486 e 706 cm™'. Essas informagdes permitem
confirmar a estrutura proposta para o produto BSU 6. Os demais compostos (BSU 1-5 e BSU

7-11) foram caracterizados de forma analoga.

Uma vez que as sinteses das BSUs foram bem sucedidas e os onze compostos definidos
no escopo inicial foram isolados puros, os testes de inibi¢ao de urease fungica foram realizados.
Vale ressaltar aqui que o teste de inibicao de urease in vitro com a urease de Canavalia
ensiformis, que foi feito para as classes de moléculas exploradas nos Capitulos I e II, ndo foi
feito para as BSUs devido a baixa solubilidade dessas moléculas em etanol, o solvente utilizado
nos testes in vitro. Outro solvente organico, como DMSO, ndo pode ser usado nos ensaios
porque o proprio solvente pode interferir na formagao do indofenol, produto que dé a cor azul

aos ensaios, levando a erros experimentais na quantifica¢do da ureia.
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A inibi¢ao da urease de Cryptococcus neoformans foi avaliada nas BSUs e das BTUs
andlogas, permitindo a comparagdo da magnitude da inibi¢do entre moléculas contendo 4&tomos

de enxofre e de selénio.

3.3.2 Sessao A: Testes biologicos das BSUs e BTUs envolvendo o fungo ureolitico C.

neoformans

3.3.2.1 Atividade antifungica de BSU e BTU em Cryptococcus neoformans

A cepa padrao H99 de Cryptococcus neoformans foi utilizada na triagem de atividade
antifingica dos compostos BSUs e BTUs pelo método de microdiluigdo em caldo como descrito
no documento M27-A4'3 com adapta¢des no meio de cultura. Foram utilizados 3 meios de
cultura: RPMI 1640 tamponado com 0,165 MOPS (=RMPI), caldo Christensen contendo
Peptona (PEP+) e caldo Christensen sem peptona (PEP-), para a determinagdo visual da
concentragdo inibitoria minima capaz de inibir 50% e 90% do crescimento fungico (ICso e 1Coo,
respectivamente), e da concentragdo inibitéria minima da atividade da urease (ICurg) definida
como a menor concentragdo capaz de manter a coloragdo semelhante ao controle negativo
(apenas meio, cor laranja rosado) nos meios PEP+ ¢ PEP-.

Apos as determinagdes dos ICso e 1Cop, avaliou-se a concentracdo fungicida minima
(CFM) pelo subcultivo de todas as amostras em que houve inibi¢cdo de crescimento fungico a
35 °C por 48 h e, entdo, definida como a menor concentracdo do composto capaz reduzir > 99

% da viabilidade do in6culo fingico inicial'*.

3.3.2.2 Inibi¢cdo da atividade da urease do extrato protéico de Cryptococcus neoformans
As leveduras de Cryptococcus neoformans H99 foram cultivadas em 100 mL de caldo
de Christensen por 72 h a 35 °C, com agitagdo a 200 rpm, para obtencao de urease conforme

descrito previamente!3?,

As leveduras foram rompidas utilizando um tampao de lise (40 mM Tris-HCI, 20 mM
ditiotreitol, 4% Triton X-100, 1 mM acido etilenodiamino tetra-acético, 2 mM fluoreto de
fenilmetilsulfonil, coquetel de inibidores de protease) e um sonificador ultrassonico. Apds
centrifugacdo, a fragdo soluvel foi dialisada em uma membrana de dialise submersa em tampao
de fosfato de sodio 10 mM, pH 7,0; a amostra foi liofilizada e armazenada a -20°C. Antes do
ensaio, a amostra foi ressuspendida em 1 mL de tampao de fosfato (10 mM, pH 7,0) e a proteina

total foi quantificada pelo método de Bradford!'3®.

A atividade da urease foi determinada pelo método do indofenol'*’. Em uma microplaca

de 96 pogos, 10 puL de ureia 100 mM foi adicionada a 45 pL de proteina total e 45 uL de BSU
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(concentracdes de 0,06-1000 ng.mL™") em tampao de fosfato. A reacio foi mantida por 10 min
sob agitacdo a 600 rpm, a temperatura ambiente. Em seguida, 45 puL da solugdo A (1% fenol;
0,005% nitroprussiato de sodio) e 70 pL da solugdo B (0,5% hidréxido de sddio; 0,1%
hipoclorito de s6dio) foram imediatamente adicionados aos pogos no escuro ¢ incubados por 5
min a 50 °C sob agitagdo a 600 rpm. A atividade da urease foi quantificada medindo a
absorbancia a 670 nm. A concentracdo inibitdria capaz de inibir 50% da atividade da urease

(urelCso) foi determinada por céalculo de regressao nao linear.

Os resultados obtidos para a minima concentra¢do inibitdria para inibir 50% do
crescimento do fungo nos meios de cultura de ureia ¢ RPMI (MIC), a minima concentracao
inibitdria para inibir 100% da atividade da urease no meio de ureia (MIC ure), a minima
concentracdo fungicida determinada no meio RPMI (MFC) e a concentragdo inibitoria para
inibir 50% da atividade da urease no extrato protéico do fungo (urelCso), para as BSUs e BTUs

estdo na Tabela 17 (pag. 114).
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Tabela 17: Atividade antifungica de Benzoltioureias (BTU) e Benzolselenioureias (BSU) contra o crescimento de Cryptococcus neoformans H99

e acdo inibitoria sobre a atividade da urease fungica.

BSU R Meio MIC MICure MFC  urelCsy BTU MIC  MICure MFC

(mg/L) (mg/L) (mg/L) (nM/ng/mL) (mg/L) (mg/L) (mg/L)
1 e oo oos  on  Asites 1 TSR R A
2 e 08 as o Mo 2 T
3 4-terr-Butil i%l >1166 1\1“6) jg 095/034 3 ? 1(\)11; >112288
T P ¥ R T R T R S R
I e ST
BT e BT
’ b if(?l\i/:ll ojz (I)\,I(]))6 025 2317088 7 >£8 NzD >é4218
8 20cH 05 hsos MM o8 o Sg
9 3-OCH; i%l 0,112 3\13 015 13.95/465 9 342 I\LD >;§8
10 2-NOs lifxll f NID 126 8,68/3,02 10 j;g >I\1H2)8 Zgg
1 e MW 0w o

Minima concentragio inibitoria (MIC) para inibir 50% do crescimento do fungo nos meios de cultura de ureia e RPMI. Minima concentragio inibitoria (MICure) para inibir 100% da atividade
da urease no meio de ureia. Minima concentragdo fungicida (MFC) determinada no meio RPMI. Concentragdo inibitdria (urelCso) para inibir 50% da atividade da urease no extrato proteico do

fungo.
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Os resultados deste estudo demonstram que as BSUs possuem alto efeito inibitorio
contra o crescimento de C. neoformans com valores de MIC variando de 1 a 16 mg.L"!
em meio padrdo RPMI, enquanto que as BTUs apresentaram valores de MIC, no mesmo
meio de cultura, maiores em todos os casos. Além disso, os compostos de selénio, com
excecao dos derivados BSU 3 e BSU 6 que ndo inibiram o fungo na maior concentragao

testada, foram considerados fungicidas (MFC, 0,12-16 mg.L").

A inibi¢do da atividade da urease das leveduras foi determinada usando meio de
cultura de ureia. Novamente, observaram-se menores valores de MICugre (0,06 - 1 mg.L”
1) para as BSUs, o que revela a maior poténcia na inibi¢do da atividade da urease para
esses compostos quando comparados aos seus analogos de enxofre, que ndo apresentaram
inibi¢do da urease fungica (Tabela 17, pag. 114). Novamente, os derivados BSU 3 e BSU
6 (MICure = 16 e 8 mg.L'!, respectivamente) que nio apresentaram alta inibicdo da

ureasec.

Em contrapartida ao que se observou anteriormente, em relacdo as BTUs, apenas
BTU 3 e BTU9 exibiram atividade antifingica contra C. neoformans a 8 e 32 pg.mL,
respectivamente, usando o meio padrdo RPMI. A atividade antifiingica demonstrada pelo
derivado BTU 3 vai de encontro ao que foi observado para as BSUs (o analogo BSU 3
ndo apresentou atividade). Esse resultado sugere que, para esse esqueleto organico
especifico a presenga do selénio ndo foi importante para a atividade antifingica, pelo

contrario, a presenca do selénio diminuiu a atividade antifungica.

Ainda sobre as BTUs, os derivados BTU 3, 4, 5 e 9 apresentaram os menores
valores de MICure (1-4 mg.L"). No entanto, em ambos os meios de cultura, os valores
de MIC das BSUs foram significativamente menores, confirmando que a presenca do

selénio nesses casos aumenta a atividade inibitoria da urease fungica.

Considerando o alto potencial das BSUs para a inibi¢do fungica, foi realizado um
rastreamento da inibicdo da atividade da urease usando um extrato bruto de proteina
fungica. Foram obtidos valores na grandeza nanomolar de urelCso (Tabela 17, pag. 114)

para todas as BSUs na inibicao da urease de C. neoformans (0,95 — 13,95 nM).

De modo geral, resultados mostram que as BSUs sdo mais potentes na inibi¢ao da
urease a na atividade antifungica em comparagdo com seus analogos BTUs. A atividade
antiureolitica de BTU usando urease de extrato de proteina de C. neoformans foi

explorada anteriormente, Andriani descreveu que o valor mais alto de urelCso foi de 53,3
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mg.L!, relatado para uma benzoiltioureia derivada de anima alifatica'*!. Em comparagio

com esse trabalho as BSUs também apresentaram ser mais ativas contra a urease fungica.

E possivel assim afirmar que moléculas contendo selénio exibem excelente
potencial de inibi¢do da atividade da urease tanto em células fungicas quanto diretamente
em extratos de proteina total, sugerindo que a presenca do atomo de selénio € importante

para a inibi¢do da enzima.

Ainda que seja possivel sugerir que o selénio ¢ um atomo com carater de base
macia de Lewis que poderia se coordenar aos ions de Ni?* do centro ativo da urease de
forma mais eficiente do que o enxofre, o mecanismo de inibigdo para esses compostos
ainda nao ¢ elucidado, estudos teodricos ainda devem ser feitos para a maior compreensao

sobre como o selénio atua no processo de inibi¢do da urease fungica.

3.3.3 Sessao B: Testes biologicos dos adutos de Biginelli envolvendo o fungo
ureolitico C. neoformans

3.3.3.1 Atividade antifungica de Adutos de Biginelli em Cryptococcus neoformans
Os testes de atividade antifungica dos adutos de Biginelli foram realizados

seguindo os mesmos padrdes experimentais descritos na sessdo anterior. Assim, serdo
mostrados e discutidos nessa sessdo os resultados obtidos para as atividades antifiingica
e antiureolitica dos adutos de Biginelli, os quais foram discutidos no Capitulo I. As
estruturas quimicas desses compostos sao ilustradas na figura 47 e os resultados obtidos

na tabela 18 (pag. 117).

9 8 AT

ABO-a X=0 ABO b X=0 ABO-c X=0 ABO-d X=0
ABS-a X=S ABS-b X=S ABS-c X=S ABS-d X=S
ABSMe-a X=SMe ABSMe-b X=SMe ABSMe-c X=SMe ABSMe-d X=SMe
ABSe-a X=Se ABSe-b X=Se ABSe-c X=Se ABSe-d X=Se

Figura 47: Estruturas quimicas dos adutos de Biginelli avaliados quanto a inibi¢do fungica.



Tabela 18: Atividade antifungica de Adutos de Biginelli contra o crescimento de Cryptococcus neoformans H99 e agao inibitoria sobre a
atividade da urease fungica

AB Meio MIC MICure MFC AB MIC MICure MFC urelCso
(mgL!) (mgL!) (mglL?) (mgL!) (mgL! (mgL!) (ngmL?)
ABO.a RPMI >128 >128 >128 ABSMe-  >128 >128 >128 ]
2 ureia >128 >128 >128 a >128 >128 >128
ABO., RPMI >128 >128 >128 ABSMe-  >128 >128 >128
P ureia >128 >128 >128 b >128 >128 >128 -
ABO.c RPMI >128 >128 >128 ABSMe-  >128 >128 >128
© urcia >128 >128 >128 c >128 >128 >128 -
ABO.q RPMI >128 >128 >128 ABSMe-  >128 >128 >128
ureia >128 >128 >128 d >128 >128 >128 -
RPMI >128 >128 >128 4 ND 4
ABS-a - eia >128 >128  >108  ABSea 455 0.25 025 0,5993
RPMI >128 >128 >128 8 ND 16
ABS-b i >128 S128  >1pg  ABSeb 1 1 1 3,020
RPMI >128 >128 >128 2 ND 16
ABS-c - eia >128 S128  >1pg  ABSec 0.25 1 1 31,03
RPMI >128 >128 >128 4 ND 4
ABS-d ureia >128 >128 >128 ABSe-d 0,25 0,25 0,25 6,8993

Minima concentragdo inibitéria (MIC) para inibir 50% do crescimento do fungo nos meios de cultura de ureia e RPMI.
Minima concentragao inibitéria (MICure) para inibir 100% da atividade da urease no meio de ureia.

Minima concentragdo fungicida (MFC) determinada no meio RPMI.

Concentragdo inibitoria (urelCso) para inibir 50% da atividade da urease no extrato proteico do fungo.

117



118

Os resultados mostraram que os adutos de Biginelli derivados da ureia (ABO-a-
d), da tioureia (ABS-a-d) e os adutos de Biginelli metilado (isotiuoreias, ABSMe-a-d)
(Figura 47, pag. 116) ndo apresentaram atividade bioldgica em nenhum dos testes
realizados. Estes compostos ndo apresentaram atividade antifingica contra o crescimento

de Cryptococcus neoformans H99 e nem contra a agao da atividade da urease fingica.

Em contrapartida, os adutos de Biginelli contendo selénio (ABSe-a-d; Fig. 47,
pag. 116) exibiram excelentes resultados tanto na inibicdo do crescimento do fungo
quanto na inibi¢ao da urease fungica. A minima concentracao inibitoria (MIC) para inibir
50% do crescimento do fungo nos meios de cultura de ureia e RPMI variou entre 0,25 ¢
8 mg.L!, enquanto que minima concentra¢do inibitoria (MICurg) para inibir 100% da

atividade da urease no meio de ureia variou entre 0,25 e 1 mg.L™! para esses compostos.

Adicionalmente, a minima concentragdo fungicida (MFC) determinada para esses
adutos também foram muito baixas, variando entre 0,25 a 16 mg.L™!, o que caracteriza
essas moléculas como potentes fungicidas.

Considerando o alto potencial dos adutos de Biginelli contendo selénio na inibigao
fungica, foi realizado um rastreamento da inibicdo da atividade da urease usando um
extrato bruto de proteina fungica. Os valores de urelCso variaram entre 0,5993 a 31,03
ng.mL! (Tabela 18, pag. 117). Esses resultados confirmam que os adutos de Biginelli de
selénio inibem a urease fungica, o que pode ser o motivo pelo qual esses compostos

também inibem o crescimento do fungo.

O aduto ABSe-a ¢ o produto de toda a série que melhor inibe a urease fungica. Os
demais derivados, que possuem hidroxila no anel aromatico (ABSe-b-d), apesar de
apresentarem alta inibicdo da urease fungica, exibiram os valores maiores de urelCso.
Essa observacao sugere que a presenca da hidroxila interfere negativamente na interagao
inibidor-enzima, principalmente quando a substituicdo estd na posi¢do meta do anel

aromatico, ou seja, o seleno-monastrol € o derivado menos ativo na inibi¢ao da enzima.

O fato de que, no caso da inibi¢do da urease fingica, o seleno-monastrol foi o
derivado menos ativo contrasta com os resultados discutidos no Capitulo I, onde, contra
a urease Canavalia ensiformis este composto foi o mais ativo da série. Esta observagao
confirma que mesmo se tratando da mesma enzima, a fonte de urease interfere na agao de
inibidores. Isso pode ser explicado pelo que se conhece sobre as ureases, enzimas de

diferentes fontes apresentam um sitio ativo muito similar, no entanto os sitios alostéricos
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apresentam diferencas consideraveis e isso interfere de modo direto no mecanismo de

acdo de inibidores'?.

Adicionalmente, o fato de que os demais adutos de Biginelli ndo apresentaram
nenhuma atividade sob o crescimento do fungo e na atividade da urease fungica também
contrasta com os resultados discutidos no Capitulo I, onde mesmo menos ativos esses
derivados apresentaram alguma atividade antiureolitica contra a urease de C. ensiformis,
sugerindo mais uma vez que o mecanismo de a¢ao dos adutos de Biginelli na inibi¢ao da
urease fungica deve ser diferente do mecanismo observado na inibi¢ao da urease vegetal.

O mecanismo de inbi¢do dos adutos de Biginelli contendo selénio contra a urease
de C. ensiformis, no entanto, necessita de experimentos mais aprofundados e modelagens

moleculares para ser devidamente elucidado.
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3.4 Conclusoes

Este trabalho permitiu o isolamento de benzoilselenoureias (BSUs) com
rendimentos que variaram de moderados a bons, a partir de uma sintese racionalizada
com base nos resultados de inibicdo de urease previamente obtidos para as

benzoiltioureias (BTUs).

Os testes in vitro de inibi¢ao da urease de Cryptococcus neoformans revelaram
que as BSUs sdo potentes agentes antifungicos e inibidores eficazes da urease fingica,

apresentando valores de urelCso entre 0,95 — 13,95 nM.

A maior eficacia das BSUs em comparagdo com as BTUs na inibi¢do de urease
destacou a importancia do selénio para a atividade biologica, com exce¢do do derivado
BTU 3, que exibiu uma atividade antifiingica e antiureolitica mais pronunciada que seu

analogo de selénio, o BSU 3.

Embora o mecanismo de inibi¢do precise de experimentos adicionais para ser
completamente elucidado, os resultados sugerem que a presenca do selénio pode estar

relacionada ao aumento da atividade bioldgica.

Nos testes de atividade bioldgica envolvendo os adutos de Biginelli, observou-se
que, tanto na inibi¢do do crescimento fungico quanto na inibi¢do da urease flingica,
apenas os adutos contendo selénio mostraram resultados promissores, sublinhando a

relevancia do selénio para a atividade biologica dessa classe de compostos.

Em relacdo aos adutos de Biginelli, a atividade antiureolitica foi menor na
presenga de uma hidroxila no anel aromatico, com o aduto menos ativo sendo o seleno-
monastrol, que possui o grupo OH na posi¢do meta. A menor atividade do seleno-
monastrol, juntamente com a auséncia de inibi¢cdo da urease fungica pelos demais adutos
(derivados de ureia, tioureia e isotioureia), contrasta com os resultados observados na
inibicao da urease vegetal, sugerindo que os mecanismos de inibigdo podem diferir entre

enzimas de diferentes origens.

Por fim, este estudo descreveu pela primeira vez a atividade antiureolitica das
benzoilselenoureias e demonstrou a eficacia dos adutos de Biginelli contendo selénio na
inibi¢ao da urease fungica. Os compostos organicos de selénio demonstraram ser potentes

inibidores da urease fungica e eficazes na inibicdo do crescimento de fungos,
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posicionando-os como promissores candidatos para o tratamento de infec¢des por

Cryptococcus neoformans.
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4. Conclusoes gerais

Este trabalho possibilitou o desenvolvimento de novos inibidores de urease e a
avaliagdo do impacto da presenca do dtomo de selénio e o grupamento acido bordnico
B(OH)> no potencial antiureolitico de compostos organicos. Conclui-se que a presenga
de selénio e do grupo B(OH),, de forma individualizada, nos adutos de Biginelli foram
importantes para otimizar a inibi¢cdo da enzima em ensaios in vitro.

No primeiro capitulo, foi racionaliza a sintese de 16 adutos adutos de Biginelli,
abrangendo derivados de ureia, de tioureia, isotioureias e adutos de Biginelli contendo
selénio, utilizando diferentes metodologias sintética. Esses compostos apresentaram
rendimentos que variaram de moderados a bons. Em termos de atividade bioldgica,
observou-se um aumento significativo da atividade antiureolitica nos adutos contendo
selénio.

O andlogo estrutural do monastrol (ABSe-c) foi o mais ativo, inibindo 90% da
enzima a uma concentracdo de 100 uM e apresentando ICso igual a 30,11 + 5,26 uM.
Ensaios enzimaticos cinéticos indcaram que o ABSe-c atua como inibidor competitivo,
competindo diretamente com a ureia pelo sitio ativo da enzima.

No segundo capitulo, observou-se que os adutos de Biginelli derivados dos acidos
formilfenilbordnicos, que contém o grupamento B(OH),, também demonstraram maior
inibicdo da urease quando comparados aos adutos derivados de hidroxibenzaldeidos e
benzaldeido. O composto mais ativo desse série, o analogo estrutural do monastrol (AcB-

e), destacou-se como o inibidor mais potente, apresentando um ICso de 132 + 12 pM.

A investigacao do mecanismo de inibicao do composto AcB-e indicou que ele atua
por um mecanismo misto, interagindo tanto com a enzima livre, seja no centro ativo ou
no centro alostérico, quanto com o complexo urease-ureia. Testes biofisicos mostraram
que o grupamento B(OH), se complexa com os ions de niquel presentes no sitio ativo da

enzima por meio dos atomos de oxigénio das hidroxilas.

No ultimo capitulo foi descrita a sintese one-pot de benzoilselenoureias (BSU)
que apresentaram rendimentos que variaram de moderados a bons (15-75%). Ensaios in
vitro de inibigdo da urease fungica de Cryptococcus neoformans revelaram que as BSUs
sdo potentes inibidores da urease fungica e agentes antifingicos mais eficazes que os
analogos de enxofre (benzoiltioureias — BTUs), apresentando valores de urelCso entre

0,95 — 13,95 nM. Além disso, para adutos de Biginelli, observou-se que, tanto na inibi¢ao
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do crescimento fungico quanto na inibi¢cdo da urease fingica, apenas os adutos contendo

selénio mostraram resultados promissores.

Embora estudos adicionais sejam necessarios para elucidar o mecanismo de
inibicdo, os resultados sugerem que o atomo de selénio desempenha um papel crucial na

elevada atividade bioldgica das BSUs e dos adutos de Biginelli.

De modo geral, o presente estudo permitiu o desenvolvimento de novos inibidores
de ureases por meio de diversas metodologias sintéticas, a caracterizagdo de trés classes
de compostos e a identificagdo do potencial de inibi¢ao de urease (vegetal e fingica) de
adutos de Biginelli e benzoilselenoureias. Esse trabalho também reforca a literatura ao
demonstrar que a presenca do atomo de selénio potencializa a atividade bioldgica de

determinados compostos organicos.
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5. Experimental

5.1 Técnicas Espectroscopicas e Espectrométricas

5.1.1 Espectroscopia no Infravermelho
Os espectros na regido do infravermelho com Transformada de Fourier (FT-IR) no modo

de reflexdo total atenuada (ATR) foram obtidos em equipamento modelo Perkin Elmer

Frontier operando na faixa de 600-4000 cm™.

5.1.2 Faixas de fusdo
Os compostos so6lidos foram caracterizados também pelos seus pontos de fusao medidos

em equipamento Gehaka PF1500 Farma. 4.1.5.

5.1.3 Espectrometria de Massas de Alta Resolu¢do (HR-MS)
Os compostos caracterizados por espectrometria de massas de alta resolucdo (HR-MS)

foram analisados em espectrometro IT-TOF Shimadzu utilizando ionizagdo por

eletrospray (ESI).

5.1.4 Ressonancia Magnética Nuclear
Os espectros de ressondncia magnética nuclear de 'H, 13C e 7’Se espectrometro Bruker

Avance-III 400 com sonda DUL ('H/!*C) de 5mm ou no espectrometro Bruker Avance
Neo 600 com sonda BBO 600S3 (‘H/'*C) de Smm, equipada com bobina para emprego
de pulsos de gradiente de campo, do Departamento de Quimica da Universidade Federal
de Minas Gerais (UFMG). Os deslocamentos quimicos dos sinais foram calibrados a
partir do sinal do solvente deuterado apropriado. A multiplicidade dos sinais nos espectros
de RMN de 'H foi indicada conforme a seguinte convengio: s (simpleto), d (dupleto), t
(tripleto) q (quarteto), p (quinteto) — e suas combinagdes — m (multipleto), sl (sinal largo).

Todas as constantes de acoplamento escalar sdo dadas em modulo, |*J].

5.1.5 Titulagdo espectrofluorimétrica
Os experimentos de titulacdo espectrofluorimétrica foram realizados em equipamento

Shimadzu RF-5301PC equipado com lampada de xendnio (150 W) e cubetas de quartzo
com caminho 6tico de 1 cm. Em todos os experimentos utilizou-se dgua ultrapura (18,2

MQ cm) produzida pelo sistema Master MS2000 Gehaka.

5.2 Reagentes e solventes
Os reagentes e solventes foram utilizados como adquiridos das fontes comerciais, com

excegdo dos solventes acetato de etila e hexano que foram destilados antes do uso. A
enzima urease utilizada nos testes in vitro € do tipo III proveniente da espécie Canavalia

ensiformis (jack bean urease).
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5.3 Analise estatistica dos resultados de atividade anti-ureolitica in-vitro

Os dados obtidos nos testes de inibi¢dao enzimatica foram avaliados quanto a normalidade
e homocedasticidade por meio dos testes de Shapiro-Wilk e Cochran, respectivamente.
Para identificar e remover valores atipicos (outliers), foi utilizado o teste de Grubbs. As
médias de inibigdo na concentracdo definida dos inibidores foram comparadas por
ANOVA de uma via (One-way ANOVA), seguida do pos-teste de Scott-Knott. A
determinagdo dos valores de CI50 foi realizada pelo Método dos Minimos Quadrados
Ordinarios, com verificacdo da significancia dos coeficientes pelo teste F. Todas as
analises estatisticas foram realizadas com intervalo de confianca de 95% utilizando os
softwares Microsoft Office Excel (versdao 2019), GraphPad Prism (versdo 9.5.0) e Sisvar
(versdo 5.8, desenvolvido pelo Prof. Dr. Daniel Furtado Ferreira da Universidade Federal

de Lavras).

5.4 Sintese e caracterizacao
5.4.1 Capitulo I — Adutos de Biginelli derivados da ureia e tioureia (ABO-a-c /

ABS-a-c¢)

Os adutos de Biginelli derivados da ureia foram obtidos por meio de uma reagdo de
condensagdo tricomponente. Em um baldo de fundo redondo foram adicionados
acetoacetato de etila (1,5 mmol), o aldeido apropriado (1,0 mmol), a ureia (1,05 mmol),
0 4cido para-toluenossulfonico em quantidade catalitica (0,3 mmol, 20 mol%) e 5 mL de
etanol. A reac¢do ocorreu sob em refluxo e agitagdo magnética por 8 horas. Os produtos
foram isolados através de precipitagdo com adigdo lenta de dgua gelada. Ao final da

precipitagdo o produto foi filtrado a pressdo reduzida e lavado com éagua.

Etil 6-metil-2-oxo0-4-fenil-1,2,3,4-tetraidropirimidina-5-
carboxilato (ABO-a): Soélido branco, 84%, P.F: 205-207°C

O (Literatura: 205,3-207,3°C37). IV (ATR, ecm™!) 9: 3237, 3111,
0 NH 2979, 1722, 1698, 1645, 1457, 1420, 1313, 1290, 1218, 1086,
1028, 879, 756, 697, 661, 607, 566. RMN de 'H (400 MHz,
N~ ~O0 | DMSO-ds): 1,08 (t, 3H, J= 7,0 Hz), 2,25 (s, 3H), 3,97 (q, 2H, J
H =7,0 Hz), 5,15 (d, 1H, J = 3,2 Hz), 7,21-7,33 (m, SH), 7,73 (s,
1H), 9,19 (s, 1H) ppm. RMN de '3C (100 MHz, DMSO-ds): 14,1 (CH3), 17,8 (CH3), 54,0
(CH), 59,2 (CH>), 99,3 (C), 126,2 (CH), 127,3 (CH), 128,4(CH), 144.,8 (C), 148,3 (C),
152,2 (C=0), 165,3 (C=0) ppm.
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Etil 4-(4-hidroxifenil)-6-metil-2-0x0-1,2,3,4-
tetraidropirimidina-5-carboxilato (ABO-b): Soélido branco,
67%, P.F: 138-140°C (Literatura: 231,9-234,8 °C37). IV (ATR,
cm 1) 9: 3502, 3269, 3111, 1678, 1640, 1600, 1518, 1461, 1295,
1228, 1171, 1088, 824, 763, 751, 650, 633, 588. RMN de 'H (400
MHz, DMSO-ds): 1,09 (t, 3H, J = 8 Hz), 2,22 (s, 3H), 3,97 (q,
2H, J =8 Hz), 5,03 (s, 1H), 6,66 (d, 2H, J =8 Hz), 7,02 (d, 2H,
J=8 Hz), 7,60 (s, 1H), 9,09 (s, 1H). 9,31 (s, 1H) ppm. RMN de
13C (100 MHz, DMSO-dp): 14,1 (CH3), 17,7 (CH3), 53,4 (CH),

59,1 (CHa), 99,7 (C), 114,9 (CH), 127,4 (CH), 135,4 (C), 147,7 (C), 152,1 (C=0), 156,5
(C-OH), 165,4 (C=0) ppm.

OH

Etil 4-(3-hidroxifenil)-6-metil-2-o0x0-1,2,3,4-
tetraidropirimidina-5-carboxilato (ABO-c): Solido branco,
36%, P.F: 186-189°C (Literatura: 183,7-185,0 °C*"). IV (ATR,
cm ') 9: 3514, 3344, 3239, 3118, 2980, 1723, 1675, 1634,
1600, 1452, 1315, 1295, 1218, 1088, 1026, 872, 775, 703, 615,
581. 'H RMN (400 MHz, DMSO-dy): 1,11 (t, 3H, J = 8 Hz),
2,23 (s, 3H), 3,99 (q, 2H, J =8 Hz), 5,06 (s, 1H), 6,61-6,68 (m,
3H), 7,07-7,11 (t, 1H, J= 8 Hz), 7,68 (s, 1H), 9,15 (s, 1H), 9,36

(s, 1H) ppm. RMN de *C (100 MHz, DMSO-ds): 14,1 (CH3), 17,8 (CH3), 53,8 (CH),
59,2 (CHz), 99,4 (C), 113,1 (CH), 114,2 (CH), 116,9 (CH), 129,3 (CH), 146,3 (C), 148,1
(C), 152,3 (C=0), 157,4 (C-OH), 165,4 (C=0) ppm.

O
/\O

Z
T

}/.,

Iz

S

Etil 6-metil-4-fenil-2-tioxo-1,2,3,4-tetraidropirimidina-5-
carboxilato (ABS-a): Solido branco, 78%, P.F: 207-210°C
(Literatura: 205,5-207,3°C*"). IV (ATR, cm ™) 9: 3325, 3170,
3104, 2981, 1750, 1667, 1573, 1464, 1371, 1327, 1283, 1193,
1175, 1117, 1028, 1002, 822, 758, 692, 651, 597, 569. RMN de
'H (400 MHz, DMSO-ds): 1,09 (t, 3H, J = 7,0 Hz), 2,28 (s, 3H),
4,00 (q, 2H, J= 7,0 Hz), 5,15 (s, 1H), 7,21 (d, 2H, J = 7,0 Hz),

7,26 (t, 1H, J= 17,0 Hz), 7,34 (t, 2H, J = 7,0 Hz), 9,64 (s, 1H), 10,31 (s, 1H) ppm. RMN
de 13C (100 MHz, DMSO-ds): 14,0 (CHs), 17,2 (CHs), 54,0 (CH), 59,2 (CHy), 100,7 (C),
126,4 (CH), 127,7 (CH), 128,6 (CH), 143,5 (C), 165,1 (C), 174,2 (C=0), 183,8 (C=S)

OH
0
-0 NH
Nks
H

Etil 4-(4-hidroxifenil)-6-metil-2-tioxo-1,2,3,4-
tetraidropirimidina-5-carboxilato (ABS-b): Soélido branco,
30%, P.F: 204-207°C (Literatura: 202,7-205,7 °C*7). IV (ATR,
cm 1) 9: 3488, 3247, 3179, 3015, 1742, 1683, 1600, 1578, 1482,
1468, 1369, 1313, 1241, 1202, 1191, 1125, 1098, 1089, 863,
805, 771, 738, 642, 586, 579. RMN de 'H (400 MHz, acetona-
ds): 1,16 (t, 3H, J = 7,0 Hz), 2,42 (s, 3H), 4,04-4,10 (m, 2H),
5,32 (s, 1H), 6,78 (d, 2H, J = 8,0 Hz), 7,15 (d, 2H, J = 8,0 Hz),
8,41 (s, 1H), 8,61 (s, 1H), 9,16 (s, 1H) ppm. RMN de *C (100

MHz, acetona-ds): 14,4 (CHs), 17,7 (CHs), 55,6 (CH), 60,4 (CH), 103,2 (C), 116,0 (CH),
128,8 (CH), 135,7 (C), 144,6 (C-OH), 157,9 (C), 166,1 (C=0), 176,0 (C=S) ppm.
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Etil 4-(3-hidroxifenil)-6-metil-2-tioxo-1,2,3,4-
tetraidropirimidina-5-carboxilato (ABS-c): Solido branco,
45%, P.F: 183-185°C (Literatura: 183,4-185,1°C>7). IV (ATR,
cm ') 9: 3305, 3181, 3117, 2985, 1664, 1590, 1574, 1474, 1446,
o NH 1370, 1339, 1281, 1190, 1114, 1024, 987, 958, 788, 763, 753,
| /g 742, 701, 616, 586, 567. RMN de 'H (400 MHz, acetona-dp):
N S | 1,18 3H,7=8,0 Hz), 2,43 (s, 3H), 4,06-4,13 (m, 2H), 5,35 (s,
1H), 6,75-6,83 (m, 3H), 7,15 (t, 3H, J = 8,0 Hz), 8,39 (s, 1H),
8,62 (s, 1H), 9,17 (s, 1H) ppm. RMN de *C (100 MHz, acetona-ds): 14,4 (CH3), 17,8
(CH3), 55,9 (CH), 60,5 (CHy), 102,8 (C), 114,3 (CH), 115,5 (CH), 118,6 (CH), 130.4
(CH), 145,0 (C), 146,1 (C-OH), 158,4 (C), 166,1 (C=0), 176,4 (C=S) ppm.

OH

Capitulo I — Adutos de Biginelli derivados da ureia e tioureia e do salicialdeido

(ABO-d / ABS-d)

Em um baldo de fundo redondo foram adicionados o acetoacetato de etila (1,5 mmol), o
aldeido apropriado (1,0 mmol), a ureia (1,5 mmol), o NH4Cl em quantidade catalitica (0,3
mmol, 20 mol%) ¢ 5 mL de metanol. A reacdo ocorreu sob em refluxo e agitagdo
magnética por 8 horas. A purificacdo dos produtos foi feita por meio de recristaliza¢do

com acetato de etila.

Etil 4-(2-hidroxifenil)-6-metil-2-ox0-1,2,3,4-
tetraidropirimidina-5-carboxilato (ABO-d): Sdélido branco,
o OH | 43%, P.F: 203-205°C. IV (ATR, cm™!) 9: 3205, 3071, 2941,
s NH 1746, 1679, 1611, 1587, 1508, 1460, 1372, 1349, 1246, 1185,
| /g 1087, 1029, 941,903, 797, 747, 705, 612, 566. RMN de 'H (400
¢} MHz, DMSO-ds): 1,23 (t,3H, J=8 Hz), 1,74 (s, 3H), 4,12-4,21
(m, 2H), 4,47 (s, 1H), 6,77 (d, 1H, J= 8 Hz), 6,90 (t, 1H,J=28
Hz), 7,17-7,24 (m, 3H), 7,59 (s, 1H) ppm. RMN de *C (100 MHz, DMSO-ds): 14,0
(CHs), 23,9 (CHj), 43,8 (C), 47,7 (CH»), 60,5 (C), 83,1 (CH), 116,5 (CH), 120,4 (C),
125,4 (CH), 128,6 (CH), 129,3 (C), 150,6 (C=0), 154,5 (C-OH), 168,4 (C=0) ppm.

Etil 4-(2-hidroxifenil)-6-metil-2-tioxo-1,2,3,4-
tetraidropirimidina-5-carboxilato (ABS-d): Soélido branco,
O OHL 28%, P.F: 203-205°C. IV (ATR, cm™') 9: 3362, 3162, 3087,
N0 NH 3000, 2949, 1727, 1590, 1562, 1490, 1371, 1323, 1214, 1180,
| /§ 1150, 1088, 1022, 902, 844, 758, 707, 647, 604, 552. RMN de

N~ ™8 'H (400 MHz, acetona-ds): 1,28 (t, 3H, J=8,0 Hz), 1,95 (s, 3H),

4,20-4,26 (m, 2H), 4,85 (s, 1H), 6,84 (d, 1H, J= 8 Hz), 6,95 (t,
1H, J = 8,0 Hz), 7,21-7,27 (m, 2H), 8,20 (s, 1H), 8,36 (s, 1H), ppm. RMN de '*C (100
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MHz, acetona-ds): 14,4 (CHs), 24,2 (CHs), 49,9 (CH), 61,73 (CHa), 82,6 (C), 117,5 (CH),
121,9 (CH), 124,6 (C), 129,4 (CH), 130,6 (C-OH), 151,8 (C), 168,6 (C=0), 179,0 (C=S)

Capitulo I — Adutos de Biginelli metilados (ABSMe-a-d)

Em um baldo adicionaram-se os adutos de Biginelli derivados da tioureia adequada (1,0
mmol) e o iodeto de metila (1,8 mmol), os reagentes foram dissolvidos em 5 mL de etanol.
A reacgdo ocorreu sob refluxo e agitacdo magnética por 1h. Apos este periodo foram
adicionados a mistura reacional 10 ml de solugdo saturada de NaHCO3 ¢ a solugdo foi
extraida com acetato de etila (3x 10 mL) e 4gua. A fase organica foi lavada com solucao
de NaCl saturada (10 mL) e seca com MgSO4 anidro. O solvente foi destilado e o produto

obtido puro. Quando necessario, o produto foi recristalizado em acetato de etila.

Etil  6-metil-2-(metiltio)-4-fenyl-1,4-di-hidropirimidina-5-

carboxilato (ABSMe-a): Solido branco, 65%, P.F: 172-174°C

0 (Literatura: 172-174 °C7#). IV (ATR, cm ™) 9: 3319, 2988, 1648,

N0 N 1471, 1372, 1312, 1281, 1154, 1107, 1023, 905, 871, 781, 766,

| IS 702, 617, 560. RMN de 'H (400 MHz, DMSO-dp): 1,12 (t, 3H,

N >s7 | J=8,0Hz),2,.22 (s, 3H), 2,28 (s, 3H), 3,97-4,03 (m, 2H), 5,52

H (s, 1H), 7,18-7,32 (m, 5H), 9,60 (s, 1H), ppm. RMN de '*C (100

MHz, DMSO-ds): 12,56 (CH3), 14,1 (CH3), 17,5 (CH3), 53,0 (CH), 59,0 (CH>), 98,2 (C),

126,1 (CH), 126,5 (CH), 128,1 (CH), 145,6 (C), 145,9 (C), 150,4 (C=0), 166,2 (C-S)
ppm.

OH Etil 4-(4-hidroxifenil)-6-metil-2-(metiltio)-1,4-di-
hidropirimidina-5-carboxilato (ABSMe-b): Solido branco,
57%, P.F: 220-222°C (Literatura: 193-195°C"#). IV (ATR, cm™ ')
o 9:3309, 3004, 2933, 2672, 1654, 1608, 1511, 1472, 1373, 1290,
1260, 1196, 1165, 1108, 1021, 967, 918, 834, 771, 723, 626,
| IN 578, 560. RMN de 'H (400 MHz, DMSO-dy): 1,12 (t, 3H, J =

NJ\S/ 8,0 Hz), 2,21 (s, 3H), 2,26 (s, 3H), 3,98 (q, 2H, J= 8,0 Hz), 5,39

H (s, 1H), 6,66 (d, 2H, J = 8,0 Hz), 6,99 (d, 2H, J = 8,0 Hz), 9,21
(s, 1H), 9,50 (s, 1H) ppm. RMN de '*C (100 MHz, DMSO-ds):
12,56 (CH3), 14,1 (CH3), 17,5 (CH3), 58,2 (CH), 58,9 (CHz), 98,6 (C), 115,0 (CH), 127,4
(CH), 136,4 (C), 145,5 (C-OH), 149,8 (C), 156,1 (C=0), 166,3 (C-S) ppm.

/\O
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Etil 4-(3-hidroxifenil)-6-metil-2-(metiltio)-1,4-di-
hidropirimidina-5-carboxilato (ABSMe-c): Soélido branco,
32%, P.F: 185-187°C (Literatura: 201-204°C™). IV (ATR, cm ')
9:3311,2935, 1651, 1591, 1480, 1451, 1370, 1272, 1182, 1109,
N 1019, 999, 921, 861, 788, 728, 698, 649, 614, 562. RMN de 'H
U | (400 MHz, DMSO-de): 1.10-1.17 (m, 3H), 2,20 (s, 3H), 2,29 (s,
N S| 3H), 4,00 (q 2H, J = 8 Hz), 5,43 (s, 1H), 6,56-6,65 (m, 4H),
7,04(t, 1H, J = 8,0 Hz), 9,24 (s, 1H), 9,56 (s, 1H) ppm. RMN de
13C (100 MHz, DMSO-ds): 12,61 (CHs), 14,1 (CHa), 17,5 (CHs), 58,7 (CH), 59,0 (CHa),
98,3 (C), 113,5 (CH), 117,2 (CH), 129,0 (CH), 145,7 (CH), 147,0 (C), 150,4 (C-0), 157,2
(C), 166,1 (C-S), 166,3 (C=0) ppm.

OH

(0]
/\O

Etil 4-(2-hidroxifenil)-6-metil-2-(metiltio)-1,4-di-

hidropirimidina-5-carboxilato (ABSMe-d): Solido branco,

0 OH| 67%, P.F: 206-208°C. IV (ATR, cm™!) 9: 3324, 3191, 2976,

0 N 1720, 1611, 1563, 1507, 1460, 1380, 1332, 1252, 1203, 1178,

| J\ 1087, 1028, 910, 838, 776, 758, 722, 659, 630, 563. RMN de 'H

N >s7 | (400 MHz, DMSO-ds): 1,20 (t, 3H, J = 8,0 Hz), 1,72 (s, 3H),

H 2,14 (s, 3H), 4,09 (q, 2H, J = 8 Hz), 4,89 (s, 1H), 6,77 (d, 2H, J

=8 Hz), 6,86 (t, 2H, J = 8,0 Hz), 7,11-7,24 (m, 2H), 8,30 (s, 1H) ppm. RMN de '*C (100

MHz, DMSO-ds): 12,3 (CH3), 13,9 (CH3), 23,0 (CH3), 53,2 (CH), 60,2 (CH»), 81,2 (C),

116,2 (CH), 120,3 (CH), 125,1 (C), 128,4 (CH), 129,1 (C-OH), 150,7 (C), 155,4 (C=0),
168,7 (C-S) ppm.

Capitulo I — Adutos de Biginelli derivados da selenoureia (ABSe-a-c)

Em um baldo de 2 vias foram adicionados Selénio elementar (2,5 mmol) e 10 mL de
etanol seco sob atmosfera inerte (argonio). A mistura foi deixada sob agitacdo magnética
e em seguida adicionou-se o NaBH4 (5,0 mmol). A mistura reacional foi mantida sob
agitacdo magnética até que perdesse totalmente a cor (cinza para incolor),
aproximadamente 15 minutos. Apos este periodo o aduto de Biginelli metilado apropriado
foi adicionado a mistura reacional. A reagdo entdo se deu sob atmosfera de argénio e a
temperatura de refluxo (78°C) por 15 horas. Apds este periodo adicionaram-se 20 mL de
solugdo saturada de NaHCOs a reagdo e prosseguiu-se com extragdo com acetato de etila
(3x 10mL). A fase organica foi lavada com solu¢do de NaCl saturada (1x 10 mL) e seca
com MgSOq anidro e o solvente foi destilado a pressao reduzida. Um s6lido de coloragao

amarelo palido foi isolado sem necessidade de purificagdo.
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Etil 6-metil-4-fenil-2-selenoxo-1,2,3,4-tetraidropirimidina-
5-carboxilato (ABSe-a): Solido branco, 17%, P.F: 197-199°C
(Literatura: 191-193°C"™). IV (ATR, cm ') 9: 3327, 3151, 3092,
2979, 1668, 1573, 1466, 1389, 1327, 1283, 1263, 1191, 1171,
1119, 1110, 1018, 863, 780, 758, 693, 638, 586, 558. RMN de
'H (400 MHz, DMSO-ds): 1,10 (t, 3H, J = 8,0 Hz), 2,30 (s, 3H),
3,98-4,04 (m, 2H), 5,18 (s, 1H), 7,21-7,38 (m, 5H), 10,18 (s,

1H), 10,64 (s, 1H) ppm. RMN de '3C (100 MHz, DMSO-ds): 13,9 (CHs), 16,9 (CHa),
54,2 (CH), 59,7 (CHa), 101,2 (C), 126,4 (CH), 127,8 (CH), 128,6 (CH), 143,0 (C), 144,0
(C), 165,2 (C=0), 170,4 (C=Se), "’Se (76 MHz, DMSO-djs): 260,6 ppm.

OH

LA

N Se
H

Etil 4-(4-hidroxifenil)-6-metil-2-selenoxo-1,2,3,4-
tetraidropirimidina-5-carboxylato (ABSe-b): So6lido branco,
28%, P.F: 200-203°C (Literatura: 159-161°C’*). IV (ATR, cm™ ')
9:3534,3344, 2918, 1687, 1656, 1560, 1425, 1338, 1254, 1128,
992, 933, 819, 707, 591, 576, 555. RMN de 'H (400 MHz,
metanol-ds): 1,16 (t, 3H, J=7,0 Hz), 2,33 (s, 3H), 4,05-4,11 (m,
2H), 5,22 (s, 1H), 6,72 (d, 2H, J = 8,0 Hz), 7,09 (d, 2H, J = 8,0
Hz) ppm. RMN de *C (100 MHz, metanol-d.): 4,9 (CH3), 7,9
(CH3), 46,6 (CH), 51,8 (CH>), 94,6 (C), 106,8 (CH), 119,7 (CH),

125,9 (C), 134,8 (C-OH), 149,0 (C), 157.,9 (C=0), 162,1 (C=S) ppm.

/\O

0]

OH

NH
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N Se
H

Etil 4-(3-hidroxifenil)-6-metil-2-selenoxo-1,2,3,4-
tetraidropirimidina-5-carboxilato (ABSe-c): Solido branco,
25%, P.F: 197-199°C (Literatura: 193-195°C"#). IV (ATR, cm™ ')
9:3286,3162,2983, 1664, 1589, 1572, 1473, 1445, 1370, 1338,
1281, 1183, 1112, 1012, 999, 983, 955, 788, 763, 753, 700, 646,
572. RMN de 'H (400 MHz, DMSO-dy): 1,12 (t, 3H,J= 8,0 Hz),
2,29 (s, 3H), 3,99-4,05 (m, 2H), 5,10 (s, 1H), 6,63-6,66 (m, 3H),
7,13 (t, 1H, J = 8,0 Hz), 9,46 (s, 1H), 10,12 (s, 1H), 10,60 (s,

1H) ppm. RMN de 3C (100 MHz, DMSO-ds): 14,0 (CHs), 16,9 (CHs), 54,1 (CH), 59,7
(CH,), 101,3 (C), 113,3 (CH), 114,7 (CH), 117,0 (CH), 129,5 (CH), 143,8 (C), 144,3 (C-
OH), 157,5 (C), 165,2 (C=0), 170,2 (C=S) ppm. ’Se (76 MHz, DMSO-ds): 259,0 ppm.

Capitulo I — Adutos de Biginelli derivados da selenoureia (ABSe-d)

Em um balao de 2 vias foram adicionados selénio elementar (2,5 mmol) e 10 mL de THF

seco sob atmosfera inerte (argonio). A mistura foi deixada sob agitacdo magnética e em

seguida adicionou-se o NaBH4 (5,0 mmol). A mistura reacional foi mantida sob agitacdo

magnética até que perdesse totalmente a cor (cinza para incolor), aproximadamente 30
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minutos. Apds este periodo o aduto de Biginelli metilado apropriado e o LiCl (1,0 mmol)
foram adicionados a mistura reacional. A reagdo entdo se deu sob atmosfera de argonio e
a temperatura de refluxo por 15 horas. Apos este periodo procedeu-se uma extragdo com
diclorometano (3x 10mL) e agua. A fase organica foi lavada com solu¢ao de NaCl
saturada (1x 10mL) e seca com MgSO4 anidro e o solvente foi destilado a pressao
reduzida. Um 6leo amarelado foi obtido purificado via recristalizagdo com acetato de

etila. Um sélido amarelo palido foi obtido, quantificado e caracterizado.

Etil 4-(2-hidroxifenil)-6-metil-2-selenoxo-1,2,3,4-
tetraidropirimidina-5-carboxilato (ABSe-d): Solido branco,

O OHL 239%, P.F: 177-179°C. IV (ATR, cm™") 9: 3172, 2981, 1652,
-0 NH 1564, 1457, 1320, 1279, 1170, 1099, 1022, 852, 750, 636, 598,
| 559. RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds): 1,04-1,23 (m, 3H), 2,27

” Se (s, 3H), 3,96 (q, 2H, J = 8 Hz), 5,46 (s, 1H), 6,74-6,81 (m, 2H),

6,96 (d, 1H, J = 8,0 Hz), 6,98-7,09 (m, 1H), 9,62 (s, 1H), 10,46
(s, 1H), ppm. RMN de '3C (100 MHz, DMSO-ds): 13,9 (CH3), 16,8 (CHs), 50,0 (CH),
59,4 (CH,), 100,2 (C), 115,6 (CH), 118,7 (CH), 128,1 (C), 128,4 (CH), 128,7 (C-OH),
143,8 (C), 154,8 (C), 165,3 (C=0), 170,1 (C=S) ppm. ""Se (76 MHz, DMSO-ds): 255,4
ppm.

5.3.2 Capitulo II — Adutos de Biginelli derivados de acidos boronicos (AcB-a-f)

Os adutos de Biginelli boronicos derivados de ureia (AcB-a-c) foram obtidos por
condensagdo em uma reacao de trés componentes entre ureia (3,0 mmol), acetoacetato de
etila (1,0 mmol) e o &cido formilfenil-borénico apropriado (1,0 mmol) na presenca de
CeCl3-7H20 (2,5 mmol). A reacdo ocorreu em etanol sob refluxo por 4 horas. Os produtos
foram isolados puros por precipitacdo com gotejamento de adgua gelada e filtrados a
pressao reduida. Os derivados de tioureia (AcB-d-f) foram preparados de maneira similar,
no entanto na presenca do catalisador de NH4Cl (25 mol%) e em metanol. A reacao
ocorreu sob refluxo por 12 horas. Subsequentemente, a mistura reacional foi extraida com
acetato de etila e 4gua (3 vezes, 20 mL), e a fase organica foi lavada com uma solugdo

saturada de NaCl e concentrada. O produto foi isolado e recristalizado em diclorometano.
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Acido 4-(5-(etoxicarbonil)-6-metil-2-o0x0-1,2,3,4-
tetraidropirimidin-4-il)fenilborénico (AcB-a): So6lido branco,
81%, P.F: 215-218°C (Literatura: 214218 °C**). IV (ATR, cm ™)
9: 3387, 3253, 3165, 2982, 1684, 1648, 1606, 1563, 1443, 1364,
1325, 1295, 142, 1204, 1123, 1084, 1049, 1020, 869, 821, 756,
713, 654, 630, 616. RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds): 1,09 (t,
3H,J=17,0 Hz), 2,24 (s, 3H), 3,99 (q, 2H, J=7,0 Hz), 5,1 (s, 1H),

Ol 7,19 (d, 2H, J = 8,0 Hz), 7,71 (d, 3H, J = 8,0 Hz), 7,98 (s, 2H),

9,16 (s, 1H). RMN de '*C (100 MHz, DMSO-dy): 14,1 (CHs),

17,7 (CHs), 53,9 (CH), 59,2 (CH,), 99,2 (C), 125,3 (CH), 134,2 (CH), 146,5 (C), 1483
(C), 152.1 (C=0), 165,3 (C=0).

N
H

B(OH),

Acido 3-(5-(etoxicarbonil)-6-metil-2-0x0-1,2,3,4-
tetraidropirimidin-4-il)fenilboronico (AcB-b): Sdlido
branco, 83%, P.F: 198-200°C (Literatura: 198-202 °C%).
IV (ATR, cm™) 9:3533, 3348, 3228, 3116, 2981, 1695,
1674, 1645, 1465, 1365, 1324, 1296, 1228, 1172, 1115,
1100, 1041, 1019, 964, 921, 874, 780, 710, 651, 633, 577.
RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds): 1,34 (t, 3H, J= 8,0 Hz),
2,50 (s, 3H), 4,23 (q, 2H, J= 7,0 Hz), 5,39 (s, 1H), 7,52 (s,

2H), 7,93 (d, 3H, J= 8,0 Hz), 8,25 (s, 2H), 9,39 (s, 1H). RMN de '*C (100 MHz, DMSO-
ds): 14,07 (CH3), 17,8 (CH3), 54,4 (CH), 59,1 (CHa), 99,4 (C), 127,3 (CH), 128,2 (CH),
132,4 (CH), 133,0 (CH), 143,9 (C), 148,1 (C), 152,0 (C=0), 165,3 (C=0).

Acido 2-(5-(etoxicarbonil)-6-metil-2-oxo0-1,2,3,4-
tetraidropirimidin-4-il)fenilboronico ~ (AcB-c):  Solido
branco, 81%, P.F: 191-192°C (Literatura: 192-193 °C%). IV
(ATR, cm™) 9: 3398, 3321, 1687, 1645, 1443, 1369, 1338,
1313, 1295, 1229, 1196, 1105, 1088, 1029, 786, 763, 752,
740, 693, 650. RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds): 1,02 (t,
3H,J=17,1 Hz), 2,28 (s, 3H), 3,84-3,98 (m, 2H,), 5,48 (s, 1H),

7,04 (s, 1H), 7,19-7,24 (m, 3H), 7,45 (t, 1H, J=7,1 Hz), 8,21 (s, 2H), 9,19 (s, |H). RMN
de 13C (100 MHz, DMSO-ds): 14,1(CHs), 17,7 (CH3), 53,8 (CH), 59,1 (CHa), 99,5 (C),
125,6 (CH), 126,4 (CH), 129,7 (CH), 133,3 (CH), 148,2 (C), 151,4 (C=0), 165,4 (C=0).
HRMS[M+H] calc. 305,1311 m/z; exp. 355,1355 m/z.
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B(OH), Acido 4-(5-(etoxicarbonil)-6-metil-2-tioxo-1,2,3,4-
tetraidropirimidin-4-il)fenilborénico (AcB-d): Soélido branco,
30%, P.F: 179-181°C (Literatura: 176—178°C%). IR (ATR, cm™})
0 9: 3306, 3241, 3177, 1703, 1664, 1647, 1564, 1463, 1332, 1281,
1193, 1182, 1123, 1087, 1067, 779, 737, 708, 643, 624, 603, 591.
| NH RMN de 'H (400 MHz, DMSO-dy): 1,10 (t, 3H, J= 7,0 Hz), 2,28

N/gs (s, 3H), 4,00 (q, 2H, J= 7,0 Hz), 5,16 (s, 1H), 7,17 (d, 2H, J =

H 8,0 Hz), 7,73 (d, 2H, J= 8,0 Hz), 8,02 (s, 2H), 9,62 (s, 1H), 10,31
(s, 1H). RMN de 3C (100 MHz, DMSO-ds): 14,0 (CH3), 17,1
(CHz3), 54,0 (CH), 59,6 (CH>), 100,6 (C), 125,4 (CH), 134,3 (CH), 145,0 (CH), 145,1 (C),
165,1 (C=0), 174,3 (C=S).

Acido 3-(5-(etoxicarbonil)-6-metil-2-tioxo-1,2,3,4-
tetraidropirimidin-4-il)fenilboréonico (AcB-e): Solido
amarelo palido, 35%, P.F: 178-180°C (Literatura: 170—
172°C%). IR (ATR, cm ) 9: 3172, 3014, 2989, 1700, 1685,
e NH 1637, 1569, 1476, 1430, 1360, 1312, 1269, 1182, 1126,
| /§ 1101, 1012, 907, 833, 804, 779, 705, 653, 604, 589. RMN
H de 'H (400 MHz, DMSO-ds): 1,09 (t, 3H, J = 7,0 Hz), 2,29
(s, 3H), 3,98 (q, 2H, J= 8,0 Hz), 5,15 (s, 1H), 7,24-7,30 (m,
2H, J=8,0 Hz), 7,68 (t, 2H, J = 8,0 Hz), 8,02 (s, 2H), 9,60 (s, 1H), 10,27 (s, 1H). RMN
de '3C (100 MHz, DMSO-ds): 13,9 (CH3), 17,1 (CH3), 54,4 (CH), 59,5 (CH>), 100,7 (C),
127,4 (CH), 128,2 (CH), 132,5 (C), 133,4 (C), 144,5 (CH), 144,9 (C), 165,1 (C=0), 173,9
(C=N).

B(OH),

Acido 2-(5-(etoxicarbonil)-6-metil-2-tioxo-1,2,3,4-

tetraidropirimidin-4-il)fenilborénico (AcB-f): Soélido

O B(OH)2} branco, 32% yield, P.F: 169-170°C (Literatura: 168—

0 NH 170°C*). IR (ATR, cm™') 9: 3329, 3191, 1703, 1648, 1581,

| /§ 1479, 1447, 1364, 1337,1328, 1310, 1192, 1185, 1129, 1089,

” S 1068, 1040, 966, 866, 778, 765, 740, 709, 624, 603. RMN de

'H (400 MHz, DMSO-ds): 1,02 (t, 3H, J = 7,0 Hz), 2,31 (s,

3H), 3,85-4,02 (m, 2H), 5,4 (s, 1H), 7,22 (q, 2H, J = 8,0 Hz), 7,37 (t, 1H, J = 8,0 Hz),

7,47 (d, 1H, J= 6,0 Hz), 8,27 (s, 2H), 8,97 (s, 1H), 10,32 (s, IH). RMN de '*C (100 MHz,

DMSO-dys): 13,9 (CH3), 17,1 (CH3), 54,0 (CH), 59,4 (CH>»), 101,2 (C), 126,1 (CH), 136,8
(CH), 129,8 (C), 133,3 (C), 144,6 (CH), 146,9 (C), 165,1 (C=0), 173,3 (C=S).

5.3.3 Capitulo III — Sintese do selenocianato de potassio

Para a sintese do KSeCN, em um balao de 250 mL adicionaram-se 2,01 g de KCN (30
mmol) e 2,61 g de selénio elementar (33 mmol). A reagcdo ocorreu sob aquecimento até
que a mistura se fundisse (~130-150°C) e o sistema permaneceu em aquecimento por 2
horas sob agitacdo magnética constante. Apds esse periodo, a temperatura foi diminuida

até que a temperatura ambiente (T.A) fosse atingida. A T.A foram adicionados 20 mL de
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etanol anidro e a mistura foi agitada até a completa solubilizacao do produto. No final, a
mistura foi filtrada para remover o excesso reagentes. O produto foi isolado apoes
destilagdo do solvente e purificado por meio de recristalizagdo em éter etilico. O produto

foi obtido com 70% de rendimento.

Capitulo III — Sintese de benzoilselenoureias (BSU1-11)

Em um baldao de fundo redondo, adicionaram-se cloreto de benzoila (I mmol) e
selenocianato de potassio (1 mmol) no escuro. A reagdo ocorreu em condigdes isentas de
solventes, sob atmosfera de argonio agitagdo magnética. A mistura reacional foi aquecida
a 50°C durante 30 minutos e depois arrefecida até a temperatura ambiente. Em seguida,
adicionou-se a esta mistura uma solu¢do da amina aromatica adequada (1mmol) em
acetona seca (5 mL). A reag@o ocorreu sob refluxo e agitacdo magnética durante 5 horas.
A mistura reacional foi entdo concentrada sob pressao reduzida e o produto puro foi

obtido através de coluna cromatografica com diclorometano.

N-(Fenilcarboselenoil)benzamida (BSU 1): Soélido

Q jf @ amarelo, 75%, P.F-: 137-139°C; IV (ATR, cm '): 3246,

N~ N 2966, 2920, 1671, 1607, 1597, 1560, 1519, 1485, 1447,

H H 1357, 1300, 1260, 1151, 1131, 1079, 1062, 1025, 999, 982

905, 838, 794, 754, 693, 680, 634, 601, 572; RMN de 'H

(400 MHz, CDCl3): 7,25 (s, 1H), 7,35 (s, 2H), 7,45 (s, 2H), 7,56 (s, 2H),7,66-7,74 (m,

2H), 9,45 (s, 1H), 13,01 (s, 1H) ppm; RMN de '*C (100 MHz, CDCIs): 180,2, 167.0,

138,58, 134,1, 131,4, 129,4, 129,1, 127,8, 127,7, 124,8 ppm; RMN de ""Se (51,5 MHz,
CDCls,) 385,5 ppm.

N-(p-Tolilcarbamoselenoil)benzamida (BSU 2): So6lido

O Se /©/ amarelo, 15%, P.F: 127-128°C, IV (ATR, cm ~'): 3229,

©)J\NJ\N 2961, 1667, 1593, 1553, 1516, 1507, 1488, 1352, 1296,

H H 1257, 1154, 1132, 1079, 1065, 999, 938, 832, 815, 698,

653, 620, 596, 574; RMN de 'H (400 MHz, CDCl5): 2,40

(s,3H), 7,26-7,29 (m, 2H), 7,56-7,60 (m, 4H), 7,68-7,72 (m, 1H), 7,92-7,95 (m, 2H), 9,43

(s, 1H), 12,94 (s, 1H) ppm; RMN de *C (100 MHz, CDCl5): 180,1, 167,0, 137,7, 136,0,

134,0, 131,4, 129,7, 129,4, 127,7, 124,7, 21,3 ppm; RMN de "’Se (51,5 MHz, CDCls,)
377,9 ppm.
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N-((4-(Tert-butil)fenil)carbamoselenoil)benzamida

(BSU 3): Solido amarelo, 35%, P.F: 210-212°C, IV

O Se (ATR, cm ~): 2959, 1670, 1599, 1539, 1511, 1488,

©)kNJ\N 1342, 1262, 1131, 1081, 841, 704, 615, 576; RMN de

H H 'H (400 MHz, CDCl5): 1,34 (s, 9H), 7,46 (d, 2H, J =8

Hz), 7,55 (t,2H, J=8 Hz), 7,66 (d, 3H, J= 8 Hz), 7,91

(d, 2H, J = 8 Hz), 9,44 (s, 1H), 12,98 (s, 1H) ppm;

RMN de *C (100 MHz, CDCls): 179,6, 167,0, 150,79, 135.8, 134,0, 131,4, 129,4, 127.7,
126,0, 124,1, 34,8, 31,4 ppm; RMN de 7’Se (51,5 MHz, CDCl3,) 377,8 ppm.

ci) N-((4-Clorofenil)carbamoselenoil)benzamida (BSU

O Se /@ 4): Sélido amarelo, 66%, P.F: 125-126°C, IV (ATR, cm

@)‘\NJ\N l ~1: 3196, 3007, 1657, 1587, 1516, 1262, 1138, 1089,

H H 849, 824, 734, 705, 690, 610, 566; RMN de 'H (400

MHz, CDCl3): 7,40 (d, 2H, J =8 Hz), 7,56 (t, 2H, J =8

Hz), 7,66-7,70 (m, 3H), 7,90 (d, 2H, J = 12 Hz), 9,48 (s,

1H), 13,03 (s, 1H) ppm; RMN de *C (100 MHz, CDCl;): 180,5, 167,1, 137,0, 134,2,

133,1, 131,2, 129,4, 129,3, 127,7, 126,0 ppm; RMN de "’Se (51,5 MHz, CDCls,) 397,4
ppm.

o0 Se N-((3-Clorofenil)carbamoselenoil)benzamida (BSU
)J\ /@\ 5): Solido amarelo, 56%, P.F: 121-123°C, IV (ATR, cm

N~ °N cl] 1) 3284, 2922, 1665, 1586, 1548, 1519, 1471, 1429,
O)‘\H H 1342, 1254, 1129, 1077, 1024, 871, 792, 708, 689, 623,
570; RMN de 'H (400 MHz, CDCl3): 7,32 (d, 1H, J = 8
Hz) 7,37 (t, 1H, J= 8 Hz), 7,56 (t, 2H, J= 8 Hz), 7,62 (d, 1H, J= 8 Hz), 7,68 (t, 1H, J =
8 Hz), 7,84 (s, 1H), 7,91 (d, 2H, J= 8 Hz ) ppm; RMN de '*C (100 MHz, CDCl;): 180,5,

167,1, 139,6, 134,7, 134,2, 131,2, 130,1, 129,4, 127,7, 124,8, 122,9 ppm; RMN de "’Se
(51,5 MHz, CDCls,) 406,8 ppm.

Bry V-((4-Bromofenil)carbamoselenoil)benzamida (BSU

Q0 Se /©/ 6): Solido amarelo, 40% , P.F: 129-132°C, IV (ATR, cm

NJ\N “1): 3002, 1657, 1578, 1516, 1486, 1398, 13130, 1258,

H H 1137, 1068, 1008, 820, 735, 706, 690, 640, 606, 554;

RMN de 'H (400 MHz, CDCls): 7,57 (t, 4H, J = 8 Hz),

7,63-7,70 (m, 2H), 7,90 (t, 2H, J = 8 Hz), 9,46 (s, 1H),

13,03 (s, 1H) ppm; RMN de '3C (100 MHz, CDCl5): 180,3, 167,1, 137,5, 134,2, 132,3,
131,2, 129,4, 127,7, 126,3, 121,0 ppm; RMN de "’Se (51,5 MHz, CDCls,) 400,0 ppm.

)J\ 7): Solido amarelo, 30% , P.F: 120-122°C, IV (ATR, cm

N ~1): 3330, 2926, 1664, 1574, 1519, 1477, 1334, 1254,
©)J\H H 1132, 1073, 1024, 867, 771, 702, 684, 671, 615, 552;
RMN de 'H (400 MHz, Acetonitrila-ds): 7,36 (t, 1H, J =
8 Hz), 7,50-7,58 (m, 4H), 7,70(t, 1H, J= 8 Hz), 7,93 (d, 2H, J=8 Hz ), 8,0 (s, 1H), 9,92

o se : N-((3-Bromofenil)carbamoselenoil)benzamida (BSU
N Br
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(s, 1H), 12,97 (s, 1H) ppm; RMN de '*C (100 MHz, Acetonitrile-ds): 182,6, 169,7,
141,5, 134,7, 132,5, 131,4, 131,1, 129,8, 129,2, 125,4, 122,2 ppm; RMN de 7’Se (51,5
MHz, CDCls,) 407,6 ppm.

0O Se N-((2-Metoxifenil)carbamoselenoil)benzamida (BSU

I /@ 8): Solido amarelo, 67%, P.F: 150-152°C, IV (ATR, cm

©)J\H H “1): 3361, 1682, 1602, 1588, 1496, 1456, 1431, 1339,

O 1277, 1147, 1069, 1029, 861, 782, 741, 695, 611, 552;

RMN de 'H (400 MHz, CDCl5): 3,95 (s, 3H), 6,99 (s, 1H),

7,04 (s, 1H), 7,54 (s, 2H), 7,65 (s, 1H), 7,91 (s, 2H), 8,79 (s, 1H), 9,40 (s, 1H), 13,25 (s,

1H) ppm; RMN de *C (100 MHz, CDCls): 177.6, 166,6, 151,2, 133,9, 131,6, 129,3,

127,8, 127,7, 123,6, 120,2, 111,0, 56,1 ppm; RMN de "’Se (51,5 MHz, CDCls,) 393,2
ppm.

o0  Se N-((3-Metoxifenil)carbamoselenoil)benzamida

iy Q (BSU 9): Solido amarelo, 25%, P.F: 119-121°C, IV

N~ N o~ | (ATR, em '): 3387, 2965, 1651, 1611, 1510, 1484,

©)J\H H 1451, 1381, 1276, 1207, 1161, 1125, 1026, 1003, 996,

832, 811, 793, 778, 692, 643, 631, 570; RMN de 'H

(400 MHz, CDCL3): 3,87 (s, 3H), 6,93 (s, 1H), 7,36 (s, 1H), 7,53-7,58 (m, 3H), 7,69 (s,

1H), 7,94 (s, 2H), 9,45 (s, 1H), 13,08 (s, 1H) ppm; RMN de *C (100 MHz, CDCls):

179,6, 167,0, 160,0, 139,5, 134,1, 131,3, 129,8, 129,4, 127,6, 116,7, 113,6, 109,9, 55,6
ppm; RMN de 7’Se (51,5 MHz, CDCl3,) 396,6 ppm.

0 Se N-((2-Nitrofenil)carbamoselenoil)benzamida (BSU 10):

L Q Sélido amarelo, 23%, P.F: 140-143°C, IV (ATR, cm ):
©)J\N H 3361, 1682, 1602, 1588, 1496, 1456, 1431, 1339, 1252,
NOy | 1222, 1147, 1069, 1029, 898, 861, 782, 741, 695, 684, 611,

552; RMN de 'H (400 MHz, CDCls): 7,13-7,19 (m, 1H ),

7,45 (s, 2H,J= 8 Hz), 7,56 (s, 1H), 7,66-7,74 (m, 1H), 7,91 (s, 2H), 9,45 (s, 1H), 13,01

(s, 1H) ppm; RMN de *C (100 MHz, CDCls): 165.9, 136,6, 136,3, 135,5, 134,1, 132,8,
129,2,127,5, 123,0, 123.,4, 122,2 ppm.

o0  Se N-((3-Nitrofenil)carbamoselenoil)benzamida (BSU

J\ O\ 11): Solido amarelo, 37%, P.F: 190-193°C, IV (ATR,

N~ °N NO, | cm ~'): 3247, 3081, 2924, 1668, 1513, 1341, 1257,

©)J\H H 1153, 1133, 1080, 1066, 897, 828, 735, 677, 666, 635,

566; RMN de 'H (400 MHz, CDCls): 7,56-7,64 (m,

3H), 7,70 (t, 1H, J= 8 Hz), 7,93 (d, 2H, J= 8 Hz), 8,10 (d, 1H, J= 8 Hz), 8,20 (d, 1H, J

=8 Hz), 8,74 (s, 1H), 9,55 (s, 1H), 13,28 (s, 1H) ppm; RMN de '3C (100 MHz, CDCls):

181,4, 167,3, 148,5, 139,6, 134,4, 131,0, 130,6, 129,9, 129,5, 127,7, 122,2, 119,9 ppm;
RMN de ""Se (51,5 MHz, CDCls,) 423,8 ppm.
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Capitulo I — Adutos de Biginelli derivados da (tio/seleno)ureia e isotioureias
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Figura S1 — Espectro de RMN de 'H (400 MHz, DMSO-dy)) do composto ABO-a.
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Figura S34 — Espectro de RMN de ’Se (51,5 MHz, DMSO-ds)) do composto ABSe-d.
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Capitulo II — Adutos de Biginelli borénicos
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Capitulo III — Benzoilselenoureias (BSUs)

I S 2 ¥ 1)

Iz
Iz

00 TMS

945

—— 1301

oM

S

T T T T T T T T T T T T T T T T T T
90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 1.0 05 0.0

f1 (ppm)

T T T T T T T T T
13.5 13.0 125 12.0 11.5 11.0 10.5 10.0 9.5

Figura S68 — Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) do composto BSU 1.



182

77.16 CDCI3

Iz
Iz

T T
100 90 80 70 60 50
f1 (ppm)

Figura 69: Espectros de RMN de '*C RMN (100 MHz, CDCls) do composto BSU 1.

T T T T T T T T T
190 180 170 160 150 140 130 120 110

385.58

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
306 395 394 303 392 301 300 380 388 387 386 385 384 383 382 381 380 379 378 377 376 375 374 373 372 371 370 369 368 367 366 365
f1 (ppm)

Figura 70: Espectros de RMN de "’Se RMN (51.5 MHz, CDCls) do composto BSU 1
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Figura 73: Espectros de RMN de 7’Se RMN (51.5 MHz, CDCl3) do composto BSU 2.
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Figura S74 — Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) do composto BSU 3.
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Figura 75: Espectros de RMN de '*C RMN (100 MHz, CDCls) do composto BSU 3.
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Figura 76: Espectros de RMN de ’Se RMN (51.5 MHz, CDCl3) do composto BSU 3.
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Figura S77 — Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) do composto BSU 4.
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Figura 78: Espectros de RMN de '*C RMN (100 MHz, CDCIls) do composto BSU 4.
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Figura 79: Espectros de RMN de 7’Se RMN (51.5 MHz, CDCl3) do composto BSU 4.
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Figura S80 — Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) do composto BSU 5.



188

@)
I=z
=%
I=z
0

134.71
134.24
_ 13124

<

T T T T T T T T T T
180 170 160 150 140 130 120 110 100 90
f1 (ppm)

T
80 70 60 50 40 30 20 10

Figura 81: Espectros de RMN de '*C RMN (100 MHz, CDCls) do composto BSU 5.

=%

Iz
pd

e 406.83

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
425 420 415 410 405 400 395 390 385 380 375 370 365 360 355 350 345 340 335

f1 (ppm)

Figura 82: Espectros de RMN de ’Se RMN (51.5 MHz, CDCl3) do composto BSU 5.
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Figura S83 — Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) do composto BSU 6.
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Figura 84: Espectros de RMN de '*C RMN (100 MHz, CDCls) do composto BSU 6.
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Figura 85: Espectros de RMN de ’Se RMN (51.5 MHz, CDCl3) do composto BSU 6.
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Figura S86 — Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) do composto BSU 7.
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Figura 87: Espectros de RMN de '*C RMN (100 MHz, CDCls) do composto BSU 7.
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Figura 88: Espectros de RMN de 7’Se RMN (51.5 MHz, CDCl3) do composto BSU 7.
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Figura S89 — Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) do composto BSU 8.
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Figura 90: Espectros de RMN de '*C RMN (100 MHz, CDCls) do composto BSU 8.
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Figura 91: Espectros de RMN de 7’Se RMN (51.5 MHz, CDCl3) do composto BSU 8.
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Figura S92 — Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) do composto BSU 9.
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Figura S93: Espectros de RMN de 1*C RMN (100 MHz, CDCl3) do composto BSU 9.
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Figura S94: Espectros de RMN de "’Se RMN (51.5 MHz, CDCl3) do composto BSU 9.
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Figura S95 — Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) do composto BSU 10.
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Figura S96: Espectros de RMN de *C RMN (100 MHz, CDCl3) do composto BSU 10.
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Figura S97 — Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) do composto BSU 11.
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Figura S98: Espectros de RMN de *C RMN (100 MHz, CDCl3) do composto BSU 11.
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Figura S99: Espectros de RMN de "’Se RMN (51.5 MHz, CDCl3) do composto BSU 11.
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Figura S100: Espectro na regido de infravermelho do composto BSU 1.
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Figura S101: Espectro na regido de infravermelho do composto BSU 2.
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Figura S102: Espectro na regido de infravermelho do composto BSU 3.
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Figura S104: Espectro na regido de infravermelho do composto BSU 5.
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Figura S106: Espectro na regido de infravermelho do composto BSU 7.
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Figura S108: Espectro na regido de infravermelho do composto BSU 9.
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Figura S109: Espectro na regido de infravermelho do composto BSU 10.
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Figura S110: Espectro na regido de infravermelho do composto BSU 11.



