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“A descoberta consiste em ver o que todos viram e em pensar no que ninguém pensou.”
Albert Szent- Gyorgyi.






Prefacio

O projeto cientifico apresentado nesta dissertacéo foi realizado entre setembro de
2022 e julho de 2023 no Departamento de Quimica da Faculdade de Ciéncias e
Tecnologia da Universidade de Coimbra. Neste periodo de tempo foi efetuado o
desenvolvimento do trabalho de sintese quimica no grupo de Quimica Organica do Centro
de Quimica de Coimbra. De referir ainda a participacdo na avaliagdo da atividade
bioldgica, entre os dias 6 e 10 de fevereiro de 2023, na Faculdade de Farmécia da

Universidade do Porto.
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2

Na escrita desta dissertacdo foi utilizado o plural “6is”, para compostos

heterociclicos em que o singular ¢ “le”, como demonstra o exemplo.

Exemplo: tiazole —» tiazdis

4Panico R., Powell W. H., J.-C. Richer J.-C. (1993) A Guide to IUPAC Nomenclature of
Organic Compounds, Recommendations.

b McNaught A. D., Smith P. A. S. (1984). Nomenclature of Heterocyclic
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Resumo

O cancro colorretal (CCR) é o terceiro tipo de cancro mais comum e a segunda
causa de morte relacionada com o cancro em todo o mundo. Grandes esforgos foram
efetuados para o desenvolvimento de novos farmacos direcionados para 0 cancro
colorretal, no entanto a ndo existéncia de um tratamento universal dirigido a todos os
pacientes faz com que a procura e a identificacdo de novos alvos terapéuticos continuem
a ser feitas.

A proteina p53 é um alvo terapéutico promissor para o tratamento do CCR uma
vez que avangos na compreensao da patogénese do CCR demonstraram que disfuncdes
desta proteina sdo um evento critico em CCRs locais e avancados. Assim, restabelecer a
atividade da p53 tornou-se uma das estratégias terapéuticas mais atrativas para o
tratamento do CCR. Dentro desta estratégia, apenas duas abordagens resultaram, até
agora, em compostos que se encontram em fase de ensaios clinicos, que sdo via
restabelecimento da atividade nativa da proteina p53 mutada (mutp53) e via inibicao dos
reguladores negativos da p53.

Recentemente foi descoberto no grupo de investigacéo onde foi desenvolvido este
projeto cientifico um composto promissor para o tratamento do cancro colorretal, o (3S)-
6,7-bis(hidroximetil)-5-metil-3-fenil-1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiazole (MANIO). O MANIO
é um ativador seletivo da proteina p53 na terapia do CRC, que ativa tanto a p53 nativa
quanto varias formas mutantes com alta prevaléncia clinica.

O objetivo do projeto cientifico apresentado nesta dissertacdo centrou-se na
modulacdo estrutural do composto lider, MANIO, a fim de obter derivados do tipo
MANIO com propriedades farmacocinéticas e farmacodindmicas otimizadas. As
estratégias sintéticas abordadas pretendem manter a estrutura base da molécula, o sistema
heterociclico 1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiazole, explorando vérias alteracBes estruturais,
nomeadamente a introducao de grupos alquilo em C-1, a substitui¢do do grupo fenilo por
grupos arilo/heteroarilo e a oxidagéo a sulfonas e sulfoxidos, cujas sinteses se encontram
descritas no capitulo 2.

Foram efetuados estudos preliminares da atividade bioldgica de alguns destes
compostos como agentes anticancerigenos para o cancro colorretal, tendo sido avaliada a
atividade antitumoral em linhas celulares do cancro colorretal HCT116 p53** e HCT116

p537, cujos resultados sdo apresentados no capitulo 3.

XXIX



Os resultados alcancados permitiram estabelecer relagdes estrutura-atividade e
contribuiram para um melhor conhecimento do mecanismo de acdo dos derivados do

MANIO como agentes anticancerigenos e ativadores da proteina p53.

Palavras-chave: Cancro colorretal; proteina p53; MANIO; modulagdo estrutural;

atividade antitumoral.
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Abstract

Colorectal cancer (CRC) is the third most common cancer and the second cause
of cancer-related death worldwide. Great efforts have been made to develop new drugs
aimed at colorectal cancer, however the lack of a universal treatment aimed at all patients
means that the search and identification of new therapeutic targets continues to be carried
out.

The p53 protein is a promising therapeutic target for the treatment of CRC as
advances in understanding the pathogenesis of CRC have demonstrated that dysfunctions
of this protein are a critical event in local and advanced CRCs. Thus, restoring p53
activity has become one of the most attractive therapeutic strategies for the treatment of
CRC. Within this strategy, only two approaches have so far resulted in compounds that
are in the clinical trial phase, which are via the reestablishment of the native activity of
the mutated p53 protein (mutp53) and via the inhibition of p53 negative regulators.

Recently, a promising compound for the treatment of colorectal cancer, (3S)-6,7-
bis(hydroxymethyl)-5-methyl-3-phenyl-1H,3H-pyrrolo[1,2-c]thiazole (MANIO) was
discovered in the research group where this scientific project was developed. MANIO is
a selective activator of the p53 protein in CRC therapy, which activates both native p53
and several mutant forms with high clinical prevalence.

The objective of the scientific project presented in this dissertation focused on the
structural modulation of the lead compound, MANIO, in order to obtain MANIO-type
derivatives with optimized pharmacokinetic and pharmacodynamic properties. The
synthetic strategies addressed aim to maintain the basic structure of the molecule, the
1H,3H-pyrrolo[1,2-c]thiazole heterocyclic system, exploring several structural changes,
namely the introduction of alkyl groups at C-1, the replacement of the phenyl group by
aryl/heteroaryl groups and oxidation to sulfones and sulfoxides, the syntheses of which
are described in chapter 2.

Preliminary studies of the biological activity of some of these compounds as
anticancer agents for colorectal cancer were carried out, and the antitumor activity was
evaluated in colorectal cancer cell lines HCT116 p53*'* and HCT116 p53™, the results of
which are presented in chapter 3.
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The results achieved allowed the establishment of structure-activity relationships
and contributed to a better understanding of the mechanism of action of MANIO

derivatives as anticancer agents and activators of the p53 protein.

Keywords: Colorectal cancer; p53 protein; MANIO; structural modulation; antitumor

activity.
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CAPITULO 1

INTRODUCAO






1.1. Cancro e Cancro Colorretal - Epidemiologia

O cancro é uma doenca que provém de alteracdes fisiopatologicas no processo
inerente de divisdo celular — caracteriza-se essencialmente por uma divisdo anormal e
descontrolada das células, formando tumores, que podem invadir tecidos ou Orgaos
adjacentes.! Nos Gltimos anos, a mortalidade relacionada com o cancro aumentou cerca
de 40%, tornando-se assim numa das doencas mais fatais em todo o mundo, com milhdes
de mortes todos os anos.?

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), em 2019, o cancro era a
primeira ou a segunda principal causa de morte em idades inferiores aos 70 anos em 112

de 183 paises, e ocupava o terceiro ou o quarto lugar noutros 23 paises * — figura 1.1.

— Global Cancer Statistics 2020

® oe
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on the part of the World Health Organization concerning the legal status of any country, territory, city or area or of its authorities, Map production: CSU ) Organization
'or concerning the delimitation of ifs frontiers or boundaries. Dotted and dashed lines on maps represent approximate border lines World Health Organization

for which there may not yet be full agreement. © WHO 2020. All rights reserved

Figura 1.1: Ranking nacional do cancro como causa de morte em idades < 70 anos em 2019 (fonte:
GLOBOCAN 2020).3

Em 2020, foram reportados aproximadamente 19.3 milhdes de novos casos e 10
milhdes de mortes por cancro.® Existem varios fatores que tem condicionado o tratamento
adequado dos varios tipos de cancro, nomeadamente a variacdo da doenca em diferentes
partes do mundo e fatores do foro socioeconémico, como por exemplo acesso a saude,

instalagGes médicas disponiveis e disponibilidade de tratamentos.?



Na figura 1.2, a seguir apresentada, é possivel ver a distribuicdo da incidéncia e
mortalidade em 2020, dos cancros mais comuns, para ambos 0s sexos, sendo 0 cancro
colorretal (CCR) o terceiro tipo de cancro mais comum e 0 segundo em termos de
mortalidade, contando com 1.85 milhdes de novos casos anuais e 850.000 mortes.®

Ambos os sexos
Incidéncia Mortalidade

11,7%

® Cancro da Mama

® Cancro do Pulmio

11,4% Cancro Colorretal
Cancro da Prostata

= Cancro do Estdmago

37.0%

= Cancro do Figado

10,0% m Cancro do Es6fago
 Cancro do Colo do Utero
® Cancro da Tir6ide

7.3% ® Cancro da Bexiga
5 gor ® Outros Tipos de Cancro
30%3 10 479 07 p

19.3 milhoes de 9.9 milhdes de
novos casos mortes

Figura 1.2: Incidéncia e mortalidade nos cancros mais comuns, para ambos 0s sexos (fonte:
GLOBOCAN 2020).}

1.1.1. Patogénese da Doenca e Fatores de Risco

O cancro colorretal esta associado a saude geral do colon e do reto, e estudos
demonstram que o microambiente no célon e no reto e a resposta inflamatoria estdo
intimamente relacionadas com o desenvolvimento de cancro colorretal. O microambiente
é responsavel por criar os processos relacionados com as respostas imunes, uma vez que
este compreende células imunes, estromais e também a microbiota intestinal. Assim, este
microambiente pode suprimir ou aumentar estas respostas e, no caso de aumentar, geram-
se entdo os processos inflamatorios que moldam a patogénese imune do cancro
colorretal.?

Além disso, foi observado que a disbiose da microbiota intestinal progride com o
avanco e desenvolvimento deste tipo de cancro, sendo que alguns metabolitos derivados
da microbiota sdo (ou estdo) associados a carcinogénese do cancro colorretal, como € o
caso do TMAO (N-Oxido de trietilamina).?

As causas exatas do cancro colorretal ainda ndo sdo totalmente conhecidas, no

entanto existem alguns fatores de risco que sdo importantes considerar, como por



exemplo a idade, o sexo, se ha um historico familiar de cancro colorretal e historial de
polipos colorretais ou de outras doengas inflamatérias do intestino.*

Recentemente, os casos de cancro colorretal em pacientes com idade inferior a 50
anos tém vindo a aumentar, o0 que sugere que componentes relacionados com a dieta e
com o estilo de vida, nomeadamente sedentarismo, tabagismo e consumo excessivo de
alcool, também podem ser incluidos nos fatores de risco (figura 1.3), resultando no
aumento da incidéncia e do nimero de casos.* Mitigar estes fatores de risco torna-se

importante na prevencao desta doenca.

Figura 1.3: Fatores de risco (modificaveis e ndo modificaveis) do cancro colorretal.® Consultado em
10/07/2023.

1.1.2. Tipos de Tratamento

O tratamento do cancro colorretal depende principalmente do estadio em que se
encontra e da localizagdo do tumor. Os principais métodos utilizados séo a cirurgia, a
quimioterapia e a radioterapia.® No entanto, a terapia cirGrgica primaria é o tratamento
mais utilizado nos pacientes com cancro colorretal, visto que o seu objetivo é remover o
tumor e os tecidos circundantes.

Nos estadios 0 e | a cirurgia é, de facto, a opcdo de tratamento mais utilizada; no
estadio 1l € feita a cirurgia e também quimioterapia, geralmente como complemento a
cirurgia, e radioterapia; no estadio I11 sdo utilizadas as trés opcdes de tratamento referidas
no estadio 1l e, por fim, no estadio 1V, a terapéutica € muito variavel, podendo incluir

varios dos tratamentos dos estadios anteriores.®



A quimioterapia recorre a firmacos para destruir as células cancerigenas e/ou para
impedir o seu crescimento — este método de tratamento é frequentemente realizado a
seguir a cirurgia, para eliminar as células cancerigenas remanescentes (terapéutica
adjuvante).®

Desde os anos de 1950 que a quimioterapia a base de 5-fluorouracil (5-FU), uma
fluoropirimidina, tem sido a terapéutica base para o tratamento do cancro colorretal.
Contudo, nos ultimos anos, foram desenvolvidos novos agentes citotdxicos, como é o
caso do irinotecano, capecitabina e oxaliplatina.®

O 5-FU é um farmaco administrado de forma intravenosa e é amplamente
utilizado na quimioterapia do cancro colorretal, uma vez que se encontra presente na
maior parte dos regimes terapéuticos. A sua fungdo consiste em inibir a sintese do acido
desoxirribonucleico (ADN), impedindo a divisdo celular e o crescimento das células
cancerigenas. Normalmente o 5-FU é administrado em conjunto com o &cido félico ou
com a leucovorina (uma forma reduzida do acido félico), para aumentar a taxa de resposta
ao farmaco, pois estas moléculas tém como objetivo estabilizar a ligacdo entre o 5-FU e
a TS (timildato sintase), uma enzima-chave na sintese do ADN.®

A capecitabina foi o primeiro quimioterapéutico oral para o tratamento do cancro
colorretal. E um pré-farmaco que é metabolizado no organismo, mais concretamente no
figado, e que se converte sequencialmente em 5-FU, a forma ativa que Ihe permite exercer
0 seu efeito citotoxico.®

O irinotecano funciona como um inibidor da enzima topoisomerase I, uma enzima
necessaria para a replicacdo do ADN. Assim, este farmaco vai impedir que a ligacéo se
restabeleca, provocando a quebra do ADN e, consequentemente, a morte celular.

Por ultimo, a oxaliplatina, como o nome indica, é um derivado da platina que,
apesar de apresentar uma atividade limitada quando utilizada isoladamente, em
combinagdo com o 5-FU ou com a capecitabina permite uma resposta mais eficaz. O seu
mecanismo de acdo ainda ndo é totalmente conhecido, mas pensa-se que esteja
relacionado com o ADN, na medida em que as liga¢Oes cruzadas formadas com o ADN
interferem na sua capacidade de se replicar normalmente durante a diviséo celular. Como
resultado, ocorrem erros na replicacdo do ADN e a célula ndo consegue continuar a
dividir-se e a proliferar-se.®

Na tabela 1.1 estdo apresentadas as combinacgdes farmacologicas utilizadas no

tratamento do cancro colorretal com quimioterapia.
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Tabela 1.1: Combinagdes de farmacos utilizadas no tratamento do cancro colorretal. Adaptado de 8.

Nome Combinagéo de Farmacos
AlO Acido félico, 5-Fluorouracil e Irinotecano
CAPOX Capecitabina e Oxaliplatina
Douillard Acido fdlico, 5-Fluorouracil e Irinotecano
FOLFIRI Leucovorina, 5-Fluorouracil e Irinotecano
FOLFOX Oxaliplatina, Leucovorina e 5-Fluorouracil
FOLFOXIRI Irinotecano, Oxaliplatina, Leucovorina e 5-Fluorouracil

FUFOX 5-Fluorouracil, Oxaliplatina e Leucovorina

FUOX 5-Fluorouracil e Oxaliplatina
XELOX Capecitabina e Oxaliplatina

Apesar da quimioterapia como um dos tratamentos no cancro colorretal ter uma
relativa taxa de sucesso em muitos doentes, existem algumas limitacdes, que incluem a
falta de seletividade e especificidade para o tumor, o que conduz a mais efeitos
secundarios indesejaveis, a toxicidade sistémica e a resisténcia, inata ou adquirida. Desta
forma, surgem novas abordagens que saem um pouco do ambito do que é o tratamento
convencional desta doenca.’

A terapia dirigida aparece como uma aliada a quimioterapia: também envolve o
uso de medicamentos, no entanto estes visam inibir especificamente certos processos
celulares, como a proliferacdo, diferenciacdo e migracao celular, atuando diretamente nas
células cancerigenas. Os anticorpos monoclonais sdo os uma classe importante nesta
terapéutica, ja que se tratam de agentes direcionados a recetores especificos que estdo
localizados nas células tumorais. Como exemplos temos o cetuximab, o bevacizumab e o
pembrolizumab.’

Existe ainda a radioterapia, que utiliza radiacdo de alta energia para destruir as
células tumorais e é normalmente realizada antes da intervencdo cirurgica, com a
finalidade de reduzir o tamanho do tumor. A radioterapia ou a combinacéo da radioterapia
com a quimioterapia usada ap6s a cirurgia sO € realizada em doentes especificos que

apresentem um risco elevado do cancro voltar a reaparecer.>8



Finalmente, a imunoterapia utiliza as defesas do sistema imunitario de cada
organismo para combater o cancro — os fArmacos usados neste tipo de tratamento ajudam
a que as células imunitarias do paciente reconhecam as celulas cancerigenas como

estranhas, eliminando-as. >8

Face ao mencionado anteriormente, € possivel concluir que, ap6s muitos anos de
desenvolvimento, foram desenvolvidos grandes esforcos para a criagdo de novos
farmacos direcionados ao cancro colorretal, de modo a proporcionar uma melhor
recetividade do paciente a terapéutica (fazer com que o mesmo tome consciéncia do
tratamento e com que o0 seu comportamento coincida com as orientagdes dadas para
controlar ou curar a doenca que tem), menos efeitos indesejaveis e um tratamento mais
individualizado, sobretudo com a descoberta da terapia dirigida. No entanto, ainda néo
existe até a0 momento um tratamento universal que possa ser aplicado a todos os
pacientes com igual eficacia, o que significa que a procura e a identificacdo de novos
alvos terapéuticos devem continuar a ser feitas, de forma a contrariar aspetos como a

resisténcia a terapéutica, que é uma das maiores fragilidades desta doenca.’



1.2. A Proteina p53 como Alvo Terapéutico do CCR

O cancro surge como resultado de um conjunto de alteragdes fisiopatologicas, capazes
de alterar as vias de sinalizacao responsaveis pelo controlo da proliferacéo celular. Como
tal, € necessaria uma regulacdo deste processo, que é obtida através da acdo de uma
enorme variedade de genes, nomeadamente genes supressores de tumor, os quais devem
assegurar que esta proliferacdo ocorra de forma controlada.®

A proteina p53, ou p53, também conhecida como “a guardid do genoma”, ¢ uma
proteina supressora tumoral que apresenta varias e importantes func@es a nivel celular,
garantindo a manutencdo do genoma e a integridade do ADN. No que diz respeito ao
controlo do ciclo celular, a p53 é responsavel por verificar se existem erros de replicacdo
do ADN — quando tais erros sdo detetados, a p53 encarrega-se de reparar o ADN; no caso
de os erros serem irreparaveis, a sua fungdo passa por impedir que a célula se divida e dé

origem a novas células, através da inducdo da morte celular (apoptose celular).®1011

Figura 1.4: Representagdo da proteina p53. (fonte: https://www.mskcc.org/news/new-findings-clarify-
how-guardian-genome-works, consultado em 11/07/2023)

1.2.1. Estrutura da p53

A proteina p53 é um homotetramero de quatro cadeias idénticas de 393 aminodcidos,
com uma massa de 53 kDa. Cada mon6mero apresenta uma estrutura composta por varios
dominios funcionais distintos: uma regido N-terminal, que compreende o dominio de
transativacdo (TAD), responsavel pela mediagéo da atividade transcricional da p53, e um
dominio rico em prolina (PRR), que tem sido associado a inibi¢do do crescimento celular
e também & morte celular; um dominio de ligacdo ao ADN (DBD), que permite a ligacdo



especifica da sequéncia ao ADN. Esta regido é caracterizada por ser a localizacdo de
aproximadamente 80% das mutagGes do gene TP53,101112

Este dltimo dominio é seguido por uma regido de ligacdo (LR), que por sua vez é
seguida pelo dominio de oligomerizacdo (OD) — encontra-se abrangido pela regido C-
terminal, que estd associada a varias funcdes, como a ligacdo ao ADN, conferindo
estabilidade proteica, recrutamento de cofatores e regulacéo subcelular da p53.1012

TAD 1 PRR DBD LR

1 40 61 94 292 325 303

Regido N-terminal Dominio Central Regiao C-terminal

Figura 1.5: Representagio esquematica dos varios dominios da proteina p53.1°

Recorrendo a técnicas como SAXS, RMN e crio-EM, foi possivel verificar que a p53
no seu comprimento total forma um tetrdmero com uma estrutura aberta em forma de
cruz, sendo que os ODs se localizam no centro e um par de dimeros DBD estdo
fracamente acoplados nas extremidades, acessiveis para se ligarem ao ADN e as proteinas
parceiras.'?

Esta proteina ¢ um fator de transcricdo biologicamente ativo como um
homotetramero (montado como um dimero de dimeros) e o reconhecimento do ADN
ocorre mediante um processo de ligacdo cooperativa, o que significa que a formacéo da
interacdo dos dimeros correspondentes ao DBD-DBD seguida da tetramerizacdo feita
pelos ODs é favorecida na presenca de ADN, e tanto as interacdes proteina-proteina como

proteina-ADN contribuem para a estabilidade geral do complexo.?

Figura 1.6: Representacdo da estrutura quaternaria da p53 em solucéo e informagdes estruturais sobre a
ligagdo do DBD da p53 ao ADN.*?
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1.2.2. Inativacdo da p53

O gene TP53 apresenta mutacdes ou inativagdes em cerca de 50% dos varios tipos
de cancro, incluindo o cancro colorretal, o que significa que estas alteracdes vao
comprometer a expressdo da proteina codificada pelo referido gene, ou seja, pela p53 e
alterar a sua funcdo normal, contribuindo para o processo de carcinogénese. De facto, a
grande maioria dos cancros desenvolve-se quando a resposta celular da p53 se encontra
diminuida, visto que existe uma perda da acéo supressora tumoral e uma interacdo com
reguladores negativos, que impedem a proteina de atuar.®1%13

Os dois mecanismos principais responsaveis pela inativacdo do gene TP53 estdo
precisamente relacionados com o topico referido no parégrafo anterior, e sdo a mutacao
do gene e a interacdo da proteina com reguladores negativos, como o0 MDM2 e MDM4,
um homologo de MDM?2 (também conhecido como MDMX).%0

1.2.2.1. Mutacdo do gene TP53

Ao contrario da grande maioria dos genes supressores de tumor, como € o caso do
RB1, APC ou VHL, onde as mutacdes sdo principalmente dele¢des ou nonsense, 0 que
resulta na pouca expressdo da proteina, o tipo predominante de mutacdo no gene TP53 é
0 missense. Aproximadamente 70-80% das mutacdes resultam da substituicdo de um
unico aminoacido numa proteina, decorrente da mutacdo de um Unico nucle6tido, o que
conduz & producéo de proteinas alteradas ou defeituosas.°

As mutagdes missense podem ocorrer em toda a molécula, no entanto elas sdo
mais frequentemente encontradas no dominio de ligacdo ao ADN, uma regido essencial
para a p53 reconhecer sequéncias especificas de ADN nos promotores dos seus genes-
alvo. Dentro deste dominio, certos residuos de aminoacidos apresentam uma frequéncia
muito maior de mutacdes do que outros, sendo que esses residuos sdo designados por
hotspots. Como exemplos temos 0 R175, G245, R248, R249, R273 e 0 R282.1013.14

Estas mutacOes séo classificadas como sendo do tipo contacto ou estruturais,
dependendo se os residuos desempenham um papel direto no contacto com o ADN ou na
manutencdo da conformacdo da forma nativa da p53 (WTp53), respetivamente. As
mutacdes de contacto prejudicam a ligacdo da p53 ao ADN, como resultado da perda de

contactos essenciais proteina-ADN, enquanto que as mutagdes estruturais dao origem a
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proteinas desestabilizadas, com uma estrutura 3D alterada. Existem, para além das
mutacdes missense, um pequeno nimero de mutagdes nonsense, frameshift, insercdes e
delecdes que também séo encontradas no gene TP53.10:15

As substituicBes nos residuos R175 (estrutural), R248 e R273 (de contacto) sdo as
mutagOes mais frequentes no caso do cancro colorretal 101

As mutacdes no gene TP53 ndo sé causam perda de funcdo e prejudicam a
atividade transcricional, como também podem fazer com que as espécies mutantes
adquiram novas funcbes — chamado ganho de funcdo (GOF), contribuindo para piores

desfechos, quimiorresisténcia e eventos de recaida. 1341

1.2.2.2. Interacdo da p53 com reguladores negativos

Em muitos tumores em que o gene TP53 ndo apresenta qualquer mutacdo, a
WTp53 € mantida em niveis baixos devido a interagdo com reguladores negativos, como
0 MDM2 e 0 MDMA4. Isto acontece uma vez que a atividade intrinseca da p53 também
precisa de ser regulada de uma forma cuidadosa, para evitar respostas excessivas ou
indesejadas — estes reguladores (e outros, mas menos importantes) interagem com a p53
para inibir a sua funcdo ou promover a sua degradacdo, garantindo que a sua ativagdo é
feita apenas quando necessario.*

A proteina MDMZ2 é um exemplo de regulador negativo da WTp53, que promove
a sua translocacdo do nucleo para o citoplasma, levando a degradacdo através do
proteossoma. Ja a MDM4 interage com a WTp53 e inibe a sua atividade transcricional,
bloqueando a capacidade da p53 se ligar ao ADN e de estimular a transcri¢cdo de genes
associados ao controlo do ciclo celular e a apoptose. De referir que, em resposta a
estimulos como erros no ADN, estas proteinas séo inibidas, permitindo assim que a p53

se acumule e ative a expressao de genes responsivos.1%®
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Figura 1.7: Representacdo esquematica da via de sinaliza¢do da p53 sob condi¢des sem stress e com
stress. 1

1.2.3. Estratégias para a reativacdo da p53

Embora varias estratégias tenham sido investigadas para direcionar a p53
disfuncional no tratamento do cancro colorretal, apenas duas destas estratégias
resultaram, até agora, em compostos que se encontram em fase de ensaios clinicos: via
restabelecimento da atividade nativa da proteina p53 mutada (mutp53) e via inibicao dos
reguladores negativos da p53.10:12

No primeiro caso, a reativagdo da p53 tem como objetivo corrigir os defeitos
estruturais ou funcionais, provocados pelas mutacdes no gene TP53. Estas mutacgdes
levam a perda da atividade da p53 como fator de transcricdo e, consequentemente, ao
comprometimento das suas funcdes normais. Este restabelecimento da atividade nativa
pode ser feito utilizando terapias direcionadas especificas, por exemplo moléculas que
corrijam a conformacéo da proteina mutante, ou entdo mediante o uso de terapia génica,
de modo a introduzir uma forma funcional da p53 na célula.™®

No caso da reativagédo da p53 ser por inibigdo dos seus reguladores negativos, esta
abordagem visa bloquear a interacdo dessas proteinas com a p53, o que torna 0 MDM2 e
0 MDM4, por exemplo, bons alvos moleculares de possiveis farmacos para o tratamento
do cancro, j& que a sua inibicdo aumentara os niveis da p53, bem como a sua atividade
transcricional.** Para além de MDM2 e de MDM4, existem outros reguladores negativos
que podem ser modulados para reativacdo da p53, como é o caso de Copl, ARF-BP1 e
Pirh2, onde se encontram a ser investigados inibidores destas proteinas também como

potenciais abordagens alternativas.*”18:9
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Existe um numero relativamente elevado de moléculas que ativam a p53, uma vez
que a sua refuncionalizacdo é uma estratégia encorajadora para o tratamento do cancro,
nomeadamente do cancro colorretal. No entanto, a maior parte destas moléculas
permanece na fase pré-clinica devido a sua falta de especificidade.™

Na figura 1.8 estéo representadas algumas moléculas em ensaios clinicos que tem
como objetivo a reativacdo da p53, quer pelo restabelecimento da atividade nativa da
mutp53, quer pela inibicio dos reguladores negativos da p53.2%! Todas elas avancaram
para ensaios clinicos de fase I/ll, inclusive as moléculas PRIMA-1MET RG7388,
AMG232 e DS-3032b avancaram para a fase de ensaios clinicos de fase I1l. No entanto,
estudos adicionais permitiram concluir que as Ultimas moléculas apresentavam uma
atividade inibitoria independente da p53 no cancro colorretal, o que significa que ndo se
enquadram na terapia do cancro baseada na p53.101%15

Desta forma, é necessaria a realizacdo de mais estudos e pesquisas, para encontrar

novos ativadores da p53 mais efetivos e com melhores resultados.
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Figura 1.8: Moléculas em ensaios clinicos que visam a reativagéo da p53.1%1
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1.3. 1H,3H-Pirrolo[1,2-c]tiazbis

Recentemente foi descoberto no grupo de investigacdo um composto promissor para
o tratamento do cancro colorretal, o (3S)-6,7-bis(hidroximetil)-3-fenil-5-metil-1H,3H-
pirrolo[1,2-c]tiazole, também conhecido como MANIO, representado na figura 1.9.%°

O ndcleo base desta molécula é o 1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiazole e, visto que 0s
compostos sintetizados apresentados na dissertacdo tem este ndcleo, torna-se importante

perceber de que forma séo obtidos e quais 0s processos que ocorrem durante a sua sintese.

OH

S\/N\ / ‘/‘j
i v MANIO

Figura 1.9: Representacdo estrutural do MANIO. *°

1.3.1. Sintese de 1H,3H-Pirrolo[1,2-c]tiazois

Os 1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiazois podem ser obtidos a partir de acidos 1,3-tiazolidina-
4-carboxilicos, compostos gue se obtém por reacdo da cisteina ou da penicilamina com
aldeidos aromaticos ou alifaticos. Estas tiazolidinas sdo precursores de sistemas
mesoiodnicos biciclicos do tipo 1,3-oxazolio-5-olatos, concretamente 5H,7H-tiazolo[3,4-
cJoxazol-4-io-1-olatos 1.2, por ciclo-desidratacdo promovida por reagentes tais como o
anidrido acético (Ac20). Estes sistemas mesoidnicos biciclicos podem atuar como ileto
azometino mascarado em reacdes de ciclo-adic¢do 1,3-dipolar na presenca de dipolarofilos
para dar os correspondentes cicloadutos 1.3 que sofrem eliminagdo de dioxido de
carbono, dando 1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiaz6is 1.4.2°?5 O processo geral de sintese de

1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiazbis encontra-se apresentado no esquema 1.1.
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Esquema 1.1: Processo de obtencéo de 1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiazois.?*

Na década de 80 Kane descreveu o primeiro exemplo de sintese de um 1H,3H-
pirrolo[1,2-c]tiazole.’® Nesse exemplo, Kane partiu do &cido 1,3-tiazolidina-4-
carboxilico 1.5 derivado da L-cisteina e efetuou a reacdo em anidrido acético na presenca
do dipolardfilo acetilenodicarboxilato de dimetilo (DMAD). O 1H,3H-pirrolo[1,2-
c]Jtiazole ndo quiral 1.8 foi obtido através de uma sequéncia de N-acetilacdo, ciclo-
desidratacdo, reacdo de ciclo-adi¢do 1,3-dipolar seguida de eliminacdo de CO; (esquema
1.2).0

o CO,Me
CO,H CO,H
— Ac,0 — o Ac,0 /_z) DMAD Z ) COsMe
S NH S N S N= S N
~N - -CO
~ \( H,O Nt Ve 2 N Me
Me
15 1.6 1.7 1.8

Esquema 1.2: Primeiro exemplo de sintese de um pirrolo[1,2-c]tiazole, descrita por Kane et al.?°

Os &cidos ou ésteres de 1,3-tiazolidinas-4-carboxilicos substituidos na posigéo 2 sdo
preparados por reagdo de aldeidos com D- ou L-cisteina (ou com os correspondentes
ésteres metilicos) num processo em que o centro quiral C-4 na tiazolidina néo é afetado
e € criado um novo centro assimétrico na posi¢do 2 da tiazolidina. Esta reacdo de
condensacdo ndo € estereosseletiva, o que significa que conduz a formagéo de misturas
diastereoisomericas. Szilagyi e colaboradores estudaram esta reacdo da D- e L-cisteina
com aldeidos aromaticos e obtiveram sempre misturas de epimeros na posicdo 2 dos

acidos 1,3-tiazolidina-4-carboxilicos, uma vez que é a interconversao das tiazolidinas
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diastereoisoméricas via intermediario imina 0 mecanismo responsavel pela
epimerizac&o.?

De forma contréria, a reagdo de N-acetilacdo destas misturas diastereoisoméricas de
acidos 1,3-tiazolidina-4-carboxilicos 1.9 com anidrido acético ou outros agentes de
acetilacdo semelhantes é diastereosseletiva, uma vez que dependendo das condicGes de
reacdo utilizadas, € possivel obter diastereoisomeros puros de é&cidos N-acil-1,3-
tiazolidina-4-carboxilicos substituidos na posi¢&o 2, como mostra o esquema 1.3.26-28

Isto acontece porque as tiazolidinas diastereoisoméricas existem em equilibrio, e
por isso é possivel ter o controlo do desfecho da reacdo selecionando as condicfes de
reacdo — a temperatura alta favorece o produto termodinamico enquanto que a
temperatura mais baixa teremos o produto cinético. Assim, caso a reacdo de acetilacdo
seja efetuada com uma mistura de agua e anidrido acético a 100 °C obtém-se
exclusivamente o isdmero 2,4-cis 1.10. Se a acetilacdo for efetuada em piridina e anidrido
acético a temperatura ambiente, o diastereoisémero obtido é o 2,4-trans 1.11.2°

CO,H CO,H CO,H
/ ( 0 H,0, Ac,O / ( 0 Piridina, Ac,0 / ( o
S__N -~ 8 N\( - S N\(
N 100 °C Y t.amb. b
H ar Me Ar Me H Ar Me
1.10 1.9 111

Esquema 1.3: Condic@es de reacéo de N-acetilagdo de acidos 1,3-tiazolidina-4-carboxilicos utilizadas
para a obtencdo exclusiva de um Unico diastereoisdmero.28

Estudos feitos por Gyorgydeak mostraram que era possivel a sintese de ésteres
quirais 1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiazole-6,7-dicarboxilicos substituidos em C-3 1.13 a partir
de &cidos  N-acil-1,3-tiazolidina-4-carboxilicos,  substituidos em C-2 e
diastereoisomericamente puros 1.12, com dicarboxilatos acetilénicos.?> Observou-se que
a quiralidade do carbono C-4 da tiazolidina de partida é perdida no produto, mas que a
quiralidade em C-3 é mantida, ou seja, existe a obtencdo de produtos oticamente puros.
No esquema 1.4 estdo apresentados alguns dos pirrolo[1,2-c]tiazois quirais obtidos no
trabalho desenvolvido por Gyoérgydeék, onde o dipolardfilo utilizado foi o DMAD.?
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Esquema 1.4: Sintese de ésteres quirais 1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiazole-6,7-dicarboxilicos a partir de acidos
N-acil-1,3-tiazolidina-4-carboxilicos.?®

O grupo de investigacdo onde foi desenvolvido o projeto de investigagéo
apresentado nesta dissertacdo tem explorado reacdes de ciclo-adicdo 1,3-dipolar de
espécies mesoiodnicas 5H,7H-tiazolo[3,4-c]oxazol-4-io-1-olatos para a preparacao de uma
diversidade de 1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiazois quirais.?®33

As sinteses iniciais envolveram a reacdo da espécie mesoiodnica 3-metil-5-fenil-
5H,7H-tiazolo[3,4-c]oxazol-4-i0-1-olato com DMAD e propiolato de metilo. O estudo
permitiu concluir que partindo do acido 2-feniltiazolidina-4-carboxilico 1.14 como
mistura de epimeros, a N-acetilacdo diastereoseletiva pode ser promovida in situ por
aquecimento em anidrido acético, tornando esta estratégia bastante atrativa uma vez que
num Unico processo é possivel converter tiazolidinas em 1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiaz6is
quirais com a configuracdo absoluta R em C-3 sem comprometer o rendimento global

(esquema 1.5).%°

o CO,Me
CO,H CO,H /_X\
7 - = R
/e A0 [\ o AcO s R—==—CO,Me p
S. NH S N\( — | S N—< S__N
Y A Y - H0 N7 Me -CO; X Me
Ph H ph Me H Ph H Ph
R = CO,Me 75,5%
R=H 55%
1.14 1.15 1.16 1.17

Esquema 1.5: Sintese de novos 1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiaz6is quirais partindo de uma mistura
diastereoisomérica de compostos.?®

A possibilidade de utilizacdo de uma grande variedade de dipolarofilos e de
introduzir alterac6es no anel de tiazolidina faz desta reacéo de ciclo-adicdo um importante
método de sintese de pirrolo[1,2-c]tiaz0is quirais, 0 que proporcionou a obtencéo de uma

biblioteca relativamente extensa desta familia de compostos heterociclicos.?%-33
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O método desenvolvido pelo grupo de investigacdo para obter os pirrolo[1,2-
cJtiazdis com a configuracdo absoluta R foi mencionado anteriormente. Para obter os
derivados S recorreu-se as condicbes ja existentes na literatura para este tipo de
compostos: partindo das tiazolidinas geradas como misturas diastereoisoméricas (2S,4R)
e (2R,4R) por condensacédo de L-cisteina com aldeidos aromaéticos, foi possivel obter de
forma diastereosseletiva N-acetil-tiazolidinas com configuragdo absoluta (2S,4R). As
tiazolidinas acetiladas sdo posteriormente utilizadas para gerar 5H,7H-tiazol[3,4-
c][1,3]oxazol-4-io-1-olatos. Estes sistemas mesoidnicos, gerados in situ pela ciclo-
desidratacédo das N-acetil-tiazolidinas atuam como 1,3-dipolos em reacdes de ciclo-adi¢édo
1,3-dipolar com dipolarofilos ativados, levando a obtencdo de 1H,3H-pirrolo[1,2-
c]tiazdis quirais com configuracéo absoluta S apos eliminacio de didxido de carbono.*

O grupo de investigacdo também desenvolveu uma metodologia para a reacdo de
ciclo-adigdo 1,3-dipolar intramolecular de 5H,7H-tiazolo[3,4-c]Joxazol-4-io-1-olatos.
Este estudo permitiu a sintese de novos sistemas triciclicos de forma seletiva, tal como

ilustrado no esquema 1.6.34%°
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Esquema 1.6: Exemplo de uma reacdo de ciclo-adicdo 1,3-dipolar intramolecular de 5H,7H-tiazolo[3,4-
c]oxazol-4-io-1-olatos.

1.3.2. A reacdo de ciclo-adicdo 1,3-dipolar
Dado que é atraves de uma reacédo de ciclo-adi¢do 1,3-dipolar que se obtém o ndcleo

heterociclico 1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiazole, torna-se importante o conhecimento acerca

deste tipo de reacao.
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A reacdo de ciclo-adi¢do 1,3-dipolar, também conhecida como reacdo de ciclo-
adicdo [3+2] é uma das reagdes mais utilizadas para a sintese de compostos heterociclicos
de 5 membros.®®-%® Esta reacdo envolve a adi¢io de um sistema com 4 eletrdes m,
denominado de 1,3-dipolo, a um sistema com ligacGes multiplas, o dipolarofilo (reacbes
do tipo 4 m + 2 m). Este mecanismo ocorre, em regra, através de um processo concertado

envolvendo 6 eletrdes mt, que se encontra representado no esquema 1.7.

b+
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Esquema 1.7: Rearranjo eletrdnico observado entre o 1,3-dipolo e o dipolardfilo.

Em geral, o dipolaréfilo pode ser qualquer composto que possua 2 eletrdes ,
ligacGes duplas ou triplas contendo ou ndo heteroatomos, e que seja suscetivel de
participar na reacdo de ciclo-adicéo.

O 1,3-dipolo contém 3 4tomos, sendo pelo menos um deles um heteroatomo, onde
se encontram distribuidos os 4 eletrbes n. O termo 1,3-dipolo esta relacionado com a
teoria de ligacdo de valéncia, uma vez que estes compostos apenas podem ser descritos
através de estruturas de Lewis dipolares, que sejam ambivalentes nas trés posicoes. Para
que a estrutura obedeca a regra do octeto, ela é representada através de formas candnicas
zwiterionicas, na qual a carga positiva esta localizada no atomo central e a carga negativa
é distribuida pelos 2 atomos terminais (no entanto, existe deslocalizacdo de carga sobre
0s 3 4tomos).>®

Existe uma grande variedade de 1,3-dipolos contendo diferentes combinagtes
possiveis de carbono e heterodtomos (18). Na figura 1.10 estdo resumidos 0s principais
tipos de 1,3-dipolos, que tem como elementos principais o carbono, nitrogénio e
oxigénio.®® Sdo também conhecidos 1,3-dipolos que incorporam atomos de fésforo ou
enxofre na sua constituicdo. No caso dos 1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiaz6is o 1,3-dipolo

presente € o ileto azometino.
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Figura 1.10: Principais tipos de 1,3-dipolos e respetiva classificagio.

A criagdo do conceito de 1,3-dipolo surgiu pela primeira vez em 1883, quando
Curtius descobriu o éster diazoacético.®® Anos mais tarde, outros investigadores
descreveram e desenvolveram as primeiras reag0es deste tipo, mas foi nos anos 60 que a
reacédo de ciclo-adi¢éo 1,3-dipolar foi utilizada como estratégia de sintese de heterociclos
de 5 membros, pelo quimico alemio Rolf Huisgen.*® O estudo pormenorizado desta
reacdo levou a descoberta de uma ampla variedade de 1,3-dipolos que, consequentemente,
deram lugar ao estudo de todo um conjunto de novas reacoes.

De facto, nos dias de hoje a reacao de ciclo-adicdo 1,3-dipolar ja se tornou um
método bastante usado na sintese de heterociclos de 5 membros, uma vez que os 1,3-
dipolos sdo relativamente acessiveis e também porque existe uma grande quantidade e
variedade de dipolardéfilos, que possibilitam a extensdo deste tipo de reacdo. Contudo,

nem todos os exemplos de 1,3-dipolos apresentados na figura 1.10 séo suficientemente
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estaveis para serem isolados, o que significa que normalmente sdo gerados in situ, através
de um precursor e do dipolarofilo.

A reacdo de ciclo-adi¢do 1,3-dipolar pode ser de 2 tipos, intermolecular ou
intramolecular. Ela é do tipo intermolecular quando o 1,3-dipolo e o dipolarofilo séo
moléculas distintas, o que leva apenas a formacao de um novo anel. No caso do 1,3-dipolo
e do dipolarofilo fazerem parte da mesma molécula, a ciclo-adicdo é designada por
intramolecular, e os produtos obtidos séo geralmente mais complexos, como resultado da

formacao de um sistema biciclico.*°
1.3.2.1. Mecanismo da reacao de ciclo-adi¢do 1,3-dipolar

Existem aspetos que evidenciam a existéncia de um estado de transicdo muito
ordenado e, portanto, de um mecanismo concertado nas ciclo-adi¢cdes 1,3-dipolares,
nomeadamente a estereoespecificidade, a entropia de ativagdo negativa e a influéncia, de
forma moderada, que a polaridade do solvente exerce na velocidade da reacdo. Estudos
efetuados por Huisgen suportam a existéncia de um mecanismo concertado, que envolve
um Unico passo, no qual as duas novas ligacbes sdo formadas parcialmente, no estado de
transic&o.*!

De acordo com as regras de Woodward-Hoffman, se a reacdo ocorrer através de
um mecanismo concertado a sua descrigdo [47s + 27s] € permitida termicamente, o que
quer dizer que as trés orbitais p do dipolo e as duas orbitais p do dipolaro6filo se combinam

suprafacialmente, como se encontra representado no esquema 1.8.4

. )|
b %8 b

e :
4 - —_— 8 — A F Mecanismo concertado
Esquema 1.8: Mecanismo concertado da reacdo de ciclo-adi¢do 1,3-dipolar.

O estudo da reacdo de ciclo-adi¢do do Oxido de 4-nitro-benzonitrilo 1.18 com
etileno dideuterado 1.19, por Houk e colaboradores, conduziu a formacédo da cis-3-(4-
nitrofenil)-2-isoxazolina deuterada 1.20, de forma estereosseletiva (superior a 98%)

(esquema 1.9). Este resultado indica que a reagdo ocorre através de um mecanismo
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concertado pois se se formasse um intermediario birradicalar, havia rotacdo em torno da

ligagéo terminal, o que levaria a obtencio de uma mistura de isomeros cis e trans.*?

| o
_\_+_ o o+ Hm WH Mecanismo concertado
= ] P

D D
Ar = p-CHLNO,
1.18 1.19 1.20

Esquema 1.9: Mecanismo da reagdo de ciclo-adi¢do 1,3-dipolar do 6xido de 4-nitro-benzonitrilo com
etileno dideuterado.

No entanto, sdo conhecidos exemplos de ciclo-adi¢cdes 1,3-dipolares em que o
mecanismo por passos ocorre em competicdo com o mecanismo concertado e onde as
reagbes deixam de ser estereosseletivas.®”*® Neste contexto, Huisgen propOs duas
situacbes em que a reacdo ocorre pelo mecanismo em 2 passos: a primeira dessas
situacbes é quando existe um grande impedimento estéreo em pelo menos um dos
terminais do dipolo, e a segunda quando a diferenca de energia entre as orbitais de

fronteira do dipolo e do dipolarofilo € muito grande.

1.3.2.2. Reatividade e Regiosseletividade da reacdo de ciclo-adicéo 1,3-

dipolar

Sustmann sugeriu um modelo baseado em perturbacGes a teoria das orbitais
moleculares, teoria das orbitais de fronteira, para explicar a reatividade e
regiosseletividade das reacdes de ciclo-adi¢do 1,3-dipolar. Este modelo tem como base
as interagoes entre a HOMO e a LUMO, quer do dipolo quer do dipolardfilo, e o processo
foi classificado em 3 tipos, representados na figura 1.11:444°

Tipo I: a interagdo determinante para a anélise da reatividade e regiosseletividade
é a HOMOuipolo-LUMOygipotarsfilo;

Tipo 1I: a semelhanca das energias HOMO e LUMO faz com que as ambas as
interacdes,  HOMOuipolo-LUMOuipotarstic € ~ LUMOdipolo-HOMOuipotarefito, ~ S€jam
determinantes na reatividade e regiosseletividade;

Tipo 1ll: a interacdo determinante para a andlise da reatividade e
regiosseletividade é a LUMOipolo-HOM Odipolarsilo.
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Figura 1.11: Tipos de reacdes de ciclo-adigéo.

Iletos azometinos sédo exemplos de 1,3-dipolos que participam em reacOes de
ciclo-adicdo 1,3-dipolar do tipo I, onde a interacdo determinante para a analise da
reatividade e regiosseletividade &€ a HOMOyipolo-LUMO Odgipolarsfilo-

Em relacdo a reatividade, podemos inferir que sera tanto maior quanto mais
proximas em energia estiverem as orbitais moleculares de fronteira. Este Gltimo
parametro encontra-se relacionado com a estabilizacdo do estado de transicdo, de uma
forma inversamente proporcional, ou seja, quanto menor for a diferenca de energia entre
as orbitais envolvidas, mais estavel sera o estado de transicdo obtido. De salientar ainda
que a introducdo de grupos substituintes dadores ou atratores de eletres, no dipolo ou no
dipolarofilo pode fazer variar as energias relativas das orbitais moleculares de fronteira,
0 que se traduzira na possivel alteracdo do tipo de interagdo dominante.46-484°

Quanto a previsdo acerca da regiosseletividade, esta pode ser feita através das
magnitudes relativas dos coeficientes na HOMO e na LUMO do 1,3-dipolo e do
dipolarofilo, que sdo uma medida de polarizacdo da molécula. Sabe-se que, no estado de
transicdo, a orientacdo preferencial da molécula é aquela que aproxima os extremos do
dipolo e do dipolaréfilo com os coeficientes de maior magnitude e por isso o cicloaduto
que se formaré seletivamente na reacdo de ciclo-adicdo sera o resultante desta interacéo.
Neste caso, também o efeito de grupos substituintes se traduz numa modificacdo da
magnitude relativa dos coeficientes das orbitais moleculares de fronteira. 4"4°

Nas reacgdes de ciclo-adi¢do 1,3-dipolar do tipo intermolecular ou intramolecular,
no caso de esta ser do tipo intramolecular, as orienta¢6es que seriam favoraveis segundo
a teoria das orbitais moleculares de fronteira, podem tornar-se desfavoraveis devido a
fatores como o impedimento estéreo. Assim, nestas situacGes a regiosseletividade é
controlada pela tensdo geométrica provocada pelo alinhamento correto que o 1,3-dipolo
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deve possuir para a reagdo com o dipolardfilo, sendo de esperar uma seletividade elevada
para este tipo de reaces de ciclo-adigdo.*"

1.3.3. Atividade Biologica e Antitumoral dos Pirrolo[1,2-c]tiazois

Os heterociclos sdo anéis que contém pelo menos um heteroatomo (N, O ou S), para
além dos atomos de carbono e compreendem a maior familia de compostos organicos,
onde os compostos heterociclicos mais comuns tém 5 ou 6 membros.>%>!

Cada vez mais os sistemas heterociclicos fundidos tém captado um grande interesse
na area da quimica medicinal devido as inimeras propriedades bioldgicas e fisiologicas
que apresentam, como anticancerigenos, anti-inflamatorios, antioxidantes, antivirais e
também antimicrobianos.>%>!

Por exemplo, a eficacia comprovada e demonstrada dos imidazotiazdis para o
tratamento de varias doencas levou ao estudo de sistemas heterociclicos fundidos
relacionados, nomeadamente imidazotriazois e pirrolotiazois. O pirrolotiazole ¢ um
isdstero do imidazotiazole, em que o aomo de nitrogénio do anel imidazdlico é
substituido pelo grupo CH — figura 1.12. Na literatura encontram-se diversos exemplos
de moléculas com atividade relevante contendo o nicleo pirrolotiazole, nomeadamente
como hepatoprotetores, anticonvulsivantes, antidiabéticos, anticancerigenos, entre

outras.%°

y
s
N S._N
H

\/
Imidazotiazole Pirrolotiazole
1.21 1.22

Figura 1.12: Estrutura genérica de um imidazotiazole (1.21) e de um pirrolotiazole (1.22).

Assim, novos 1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiaz6is quirais foram sintetizados e testados
quanto a sua atividade como agentes anticancerigenos em linhas celulares humanas de
trés tipos de cancro: adenocarcinoma colorretal (WiDR), melanoma (A375) e cancro da
mama (MCF7). Os compostos estudados mostraram melhores resultados para linhas
celulares do cancro da mama, tendo 0s compostos mais promissores apresentado valores
de ICso da ordem dos 1 puM (figura 1.13). De referir que o composto (3R)-6,7-

bis(hidroximetil)-3-fenil-5-metil-1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiazole (1.25) mostrou ser 0 mais
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ativo. Os valores de ICso observados para os (3R)-6-hidroximetil-3-fenil-5-metil-1H,3H-
pirrolo[1,2-c]tiazole (1.23) e (3R)-7-hidroximetil-3- fenil-5-metil-1H,3H-pirrolo[1,2-
c]Jtiazole (1.24), contendo somente um grupo hidroximetilo, permitiram identificar
relaces de estrutura-atividade, nomeadamente a importancia da presenca de um grupo

hidroximetilo no carbono C-6 para garantir um bom nivel de atividade.>?

ICz; na linha celular MCF7

OH OH OH
e
=
5\(“ 4 s r: 4 d N O
Me M M
Ph 123 1’; ° 124 \E; © 125

ICsy = 2.4 UM (72 b) IC5y =299 uM (72h) | ICs; =1.0 uM (72 h)
IC5 = 1.9 M (96 h) IC; =199 uM(96h) = ICs = 0.6 M (96 h)

Figura 1.13: Atividade anticancerigena contra a linha celular humana MCF7 apresentada pelos
compostos 1.23,1.24 e 1.25, com 72 e 96 h de incubagéo.®

Dado o potencial do (3R)-6,7-bis(hidroximetil)-3-fenil-5-metil-1H,3H-
pirrolo[1,2-c]tiazole 1.25 contra o cancro da mama, foram reportadas mais sinteses de
6,7-bis(hidroximetil)-3-fenil-5-metil-1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiazéis, onde foram efetuadas
pequenas alteracdes estruturais na molécula, de forma a identificar relagdes estrutura-
atividade e eventualmente encontrar compostos com atividade anticancerigena
melhorada. Estes estudos incluiram a analise do impacto da configuracdo absoluta na
atividade anticancerigena.

Foi preparado o enantiomero do composto 1.25 apresentado acima, o (3S)-6,7-
bis(hidroximetil)-3-fenil-5-metil-1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiazole (1.26), MANIO, que
mostrou ser 0 composto mais ativo, com um valor de 1Csp = 0.5 UM nas linhas celulares
humanas de cancro da mama MCF7.3

Estudos mais aprofundados dos 6,7-bis(hidroximetil)-1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiazobis
foram realizados, nomeadamente para ver o potencial destes compostos na terapia do
cancro da mama triplo-negativo, um dos tumores mais desafiantes em toda a pratica
clinica.

A atividade anticancerigena foi testada em varias linhas celulares humanas de
cancro da mama, mais concretamente na MCF7, HCC1954 e HCC1806 (linha celular do
cancro da mama triplo-negativo). O composto p-hidroxifenil 1.28 foi o que se mostrou
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mais promissor na linha HCC1806, com um valor de ICsp = 5.4 uM ap6s 96 h de
incubacdo (figura 1.14).%

IC;;, nas linhas celulares MICF7 e HCC1806

OH OH
= =
" Z T oM s ond o d N4 oA
5 N S N Me Me
Y Me ‘\./ Me
Ph 2
125 P 1.26 127 1.28
OMe OH
MCF7 1.0uM (72 h) 0.5 uM (72 h) 33 uM (72 h) 54 uM (72 h)
HCC1806 51 uM (72 b) 78 UM (72 b) 19pM(72h) | 12uM(72h) |
14 uM (96 h) 13 uM (96 h) | 54 uM (96 h) |

Figura 1.14: Valores de ICso apresentados pelos varios compostos nas linhas celulares MCF7 e
HCC1806, as 72 e 96 h (quando possivel) de incubag&o.>

Para os compostos mais ativos foram testados alguns efeitos celulares,
nomeadamente a sobrevivéncia e viabilidade celular, danos no ADN e expressdo de
proteinas relacionadas com as vias de morte celular, sendo que o 1H,3H-pirrolo[1,2-
c]tiazole 1.25 mostrou influéncia na expressdo da p53.5

De facto, em estudos in vitro na linha HCT116 p53**, uma linha celular humana
de cancro colorretal que expressa a p53, foi descoberto o composto 1.26 (MANIO),
representado na figura 1.15, e proposto como uma molécula promissora no tratamento
do cancro colorretal. Apresenta-se como um ativador seletivo da p53 (um requisito que
as moléculas em ensaios clinicos ndo possuiam dado que a sua atividade inibitéria era
independente da p53) e é responsavel por ativar de forma seletiva a forma nativa da p53
(WTp53) e restabelecer a atividade nativa da mutp53 em células do cancro colorretal.*®
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Figura 1.15: Estrutura e principais propriedades do MANIO.®
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1.4. MANIO

Numa tentativa de identificar novos ativadores da p53 com propriedades
anticancerigenas, foi estudado o efeito antiproliferativo de uma pequena biblioteca de
6,7-bis(hidroximetil)-1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiazéis num painel de células cancerigenas
humanas com diferentes estados da p53 , onde 0 MANIO mostrou ter uma seletividade
notdria para células cancerigenas que expressam a p53, uma vez que o0s valores de ICsg
para células cancerigenas que expressam a WTp53 ou a mutp53 sdo consideravelmente
mais baixos comparativamente com os valores apresentados para células que ndo tém a
p53 (HCT116 p537).15

Em particular, o valor de ICso do MANIO em células do célon HCT116 que
expressam a WTp53 (HCT116 p53*™*) foi de 0.97 uM, cerca de 50x mais baixo do que 0
obtido para o derivado isogénico nulo (HCT116 p53™; 48.25 uM) (figura 1.16). Foi
possivel concluir que o MANIO apresenta potente atividade antiproliferativa dependente

da p53, que se encontra associada a paragem do ciclo celular e apoptose.*®

604
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Figura 1.16: Valores de ICso num painel de linhas celulares cancerigenas humanas com diferentes
estados da p53.1°

Através do ensaio de imunoprecipitacdo da cromatina (ChlP) verificou-se que o
aumento da atividade transcricional da p53 pelo MANIO resultou num aumento da
capacidade de ligagdo ao ADN em células HCT116 p53**. Tendo como objetivo
compreender melhor 0 modo de agcdo do MANIO, foram feitas analises que confirmam
que o MANIO ativa a via p53 por ligacdo ao dominio de ligacdo ao ADN (DBD) da p53,
no sulco menor.*®

Foi avaliada a capacidade do MANIO para reativar diferentes formas da mutp53 (quer

de contacto, quer estruturais) com relevancia clinica em cancros humanos, também por
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ligacdo ao DBD. Neste estudo observou-se que o MANIO restaura as propriedades
nativas da mutp53 R248W, o que demonstrou algum nivel de seletividade para algumas
destas formas mutadas da p53.° Este ensaio foi efetuado avaliando o efeito
antiproliferativo do MANIO em células cancerigenas que ndo expressam a p53, as H1299,
onde as diferentes formas da mutp53 foram expressas de forma ectopica.

A representacdo destes modos de ligacdo pode ser observada abaixo, na figura 1.17.

B &

Figura 1.17: Modo de ligagdo do MANIO a WTp53 (a esquerda) e & mutp53 R248W (a direita), no
DBD.

Como forma de verificar o comportamento do MANIO em células de doentes com
cancro colorretal, um sistema-modelo mais relevante e mais préximo da heterogeneidade
e sensibilidade dos tumores aos farmacos, foi estudado o seu efeito antiproliferativo em
pacientes com diferentes idades, sexo e diagndstico prévio, de onde se concluiu gque este

composto apresenta atividade citotdxica neste tipo de células, como é possivel confirmar

pela figura 1.18.%°

120 CCA2
$ = ccz1
—+— CCZ4
v CRCJS1
-»- CCZ5
= CCZ3
% CCZ6
@ CC22
ccz7
- CCA8

Growth (% DMSO)

0 5 10 15 20 25 30 35 40
MANIO [ub

Figura 1.18: Curvas dose-resposta do efeito inibitério do crescimento de MANIO em células do cancro
colorretal derivadas de pacientes. 1° As siglas CCA2, CCZ1, etc referem-se a identificacdo de cada paciente.
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Visto que o MANIO apresenta uma excelente atividade anticancerigena in vitro, a sua
atividade antitumoral foi avaliada in vivo, utilizando modelos animais Swiss nude mice
com HCT116 p53** (WTp53), HCT116 p53” (sem a proteina p53) e SW837 (um tipo de
mutp53). Estes modelos foram tratados intraperitonialmente com 50 ou 100 mg/kg de
MANIO ou controlo, duas vezes por semana durante duas semanas. Observou-se que 0
MANIO néo interferiu com o crescimento dos tumores na linha celular que ndo tem a
p53, 0 que suporta o facto de a sua atividade anticancerigena estar dependente da p53.
Nos modelos de xenografos de HCT116 p53** e SW837 0 MANIO reduziu a proliferacio
celular e induziu a apoptose, indicando resultados concordantes com os obtidos in vitro.t®

De ressaltar que durante o tempo experimental, foram feitos alguns estudos in vivo:
comparando os camundongos tratados com MANIO com os grupos controlo, foi possivel
afirmar que ndo houve perda significativa de peso corporal nem presenca de sinais de
morbilidade, para além de que ndo se notaram diferencas significativas no peso dos
6rgdos nem nos pardmetros hematoldgicos e bioquimicos. Os dados relativos a estas
observaces estdo nas figuras 1.19 — 1.21. Também foi testada a toxicidade do composto

in vivo, que ndo apresentou toxicidade aparente.*®
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Figura 1.19: Modelos de xenografos de HCT116 p53*/*.1
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Figura 1.20: Modelos de xenografos de SW837.
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Figura 1.21: Modelos de xenografos de HCT116 p53-.1

Como existem compostos ativadores da p53 em ensaios clinicos e quimioterapicos
convencionais que sdo utilizados no tratamento atual do cancro colorretal, é interessante
ver como se posiciona 0 MANIO perante as estratégias atuais ou em desenvolvimento.
Estudos in vitro mostraram que o0 MANIO exibe uma maior poténcia e seletividade do
que ativadores da p53 em ensaios clinicos, como € o caso das moléculas PRIMA-1VET e
Nutlin-3a — tabela 1.2.%°
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Tabela 1.2: Atividade anticancerigena do MANIO comparativamente com as moléculas PRIMA-1MET g
Nutlin-3a, em ensaios clinicos. Adaptado de °.

—0
g \J/ | ©cH v \
Y e Nl
@ L0
MANIO PRIMA-1MET
IC, (M)
Células cancerigenas Estado da p33 MANIO PRIMA-1MET Nutlin-3a
humanas (cancro colorretal)

HCT116 p537~ WTp53 097004 19.50=040 320010
HCT116 p53-- sem p53 4825=197 6.57+0.12 24.00=0.70

SWE37 mutp53 275+032 26.50=4.60 =350

HT-29 mutp53 233x033 39.80=2.00 =350

No que diz respeito a terapia atual, observou-se que o MANIO sinergiza com 0s
quimioterapicos convencionais, fazendo-o ndo s6 em células de doentes com CCR que
expressam a WTp53, como também em células do CCR que expressam a mutp53. Assim,
com esta combinacdo, ha um aumento do efeito inibidor apresentado e 0 MANIO pode
reduzir a dose efetiva dos agentes quimioterapicos, levando a reducdo de alguns efeitos
indesejaveis como a toxicidade e a quimiorresisténcia.’® A figura 1.22 mostra o efeito
sinérgico entre 0 MANIO e duas moléculas utilizadas na terapia atual do cancro

colorretal, a DOXO (doxorubicina) e a CISP (cisplatina).*®

100 100
80 807
g g
60 £ 60
g H
e g
O a0 O 404
8 ]
20 20
0 0
MANIO + N MANIO + - - - + + %
DOXO(M) - 04 06 09 13 04 06 09 13 CISP(UM) - 49 74 111 49 74 14

Figura 1.22: Representacéo do efeito sinérgico entre o MANIO e os quimioterapicos convencionais.*®
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Foram realizados estudos adicionais para verificar se a atividade antiproliferativa do
MANIO estava associada com danos no ADN: o potencial genotéxico do MANIO foi
avaliado em células normais e cancerigenas, onde se concluiu que, contrariamente aos
controlos positivos, concentracbes de MANIO de 1 e 2.5 pM ndo aumentaram a
percentagem de “cometas positivos” em células HCT116 p53**, como se encontra na

figura 1.23, provando que o MANIO nio ¢ genotdxico.t®

60
40

20

HH

Comet-positive cells (%)

DMSO ETOP 1uM 2.5uM
MANIO

Figura 1.23: Avaliagdo dos danos no ADN nas células HCT116 p53** (48 h), utilizando o0 ensaio
cometa. 1

Por fim, o MANIO apresenta perfil de farmaco, dado que obedece a “regra dos 5” de

Lipinski,> possuindo propriedades farmacocinéticas adequadas para candidato a
farmaco:

» permanece mais tempo no organismo, em funcdo da sua taxa mais lenta de
eliminac&o, o que exige doses menos frequentes e menores de farmaco;®

» foi detetada uma quantidade minima de MANIO ligada a proteinas
plasmaticas, indicando que uma percentagem elevada se encontra
farmacologicamente ativa e livre para ser distribuida;*®

» a sua cinética é boa, j& que uma injecdo por via intravenosa resultou na
biodisponibilidade rapida e completa do composto.®®
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1.5. Modulacao Estrutural do MANIO

Os resultados obtidos acima séo altamente promissores, no entanto existem alguns
aspetos menos positivos que devem ser considerados, como por exemplo o facto do
MANIO néo apresentar uma boa solubilidade em solucdes aquosas de pH baixo e também
de ndo ter o melhor resultado no que diz respeito & permeabilidade intestinal, ja que o
estudo feito revelou que, apesar da boa permeabilidade, com uma boa percentagem de
MANIO recuperada, alguma quantidade de MANIO sofreu efluxo, o que limita a
absorcéo do possivel farmaco a nivel intestinal.*®

Como tal, e de forma a resolver estes problemas, o objetivo presente nesta dissertacéo
foca-se na modulacao estrutural do composto lider MANIO, de modo a obter derivados
com propriedades farmacocinéticas e farmacodinamicas melhoradas.

Ja foram sintetizados no grupo de investigagdo novos compostos quirais
bis(hidroximetil)-1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiazbis 1.29-1.34, e obtidos os respetivos valores
de ICso em células do célon HCT116 que expressam a WTp53 (HCT116 p53**) e no
derivado isogénico nulo (HCT116 p53™). Os resultados encontram-se apresentados na

figura 1.24. (resultados néo publicados)

OMe

HCT116 p53*+ | 7.5uM 1.5 uM 44 M

HCT116 p53-- =50 uM 23.5 uM 32.5 uM

OH
/_/S/\ ’_A/)/\ OH
S S

Bn e
HCT116 p537+ 16.3 uM 33.0 uM 31.0 pM
HCT116 p53- 29.0 uM 46.0 uM 42.7 yM

Figura 1.24: Estruturas quimicas de novos bis(hidroximetil)-1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiazdis e valores de
ICso em linhas celulares HCT116 p53** e HCT116 p537 (resultados ndo publicados).
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De acordo com os valores obtidos, verificou-se que nenhum dos compostos
sintetizados se mostrou melhor do que o MANIO, o que significa que devem ser
exploradas novas modulages estruturais. Assim, o trabalho apresentado nesta dissertacédo
inclui outras mudancas estruturais a volta do nucleo 1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiazole,
nomeadamente a introducdo de grupos alquilo em C-1, a substitui¢do do grupo fenilo por
outros grupos arilo ou heteroarilo e a oxidagdo a sulfoxidos ou sulfonas, moléculas alvo

que se encontram presentes na figura 1.25.

MANIO

OH OH
- o
S/_@AOH Modulacio ?:S{AOH /_/gﬂm | X/_@/\OH
Y e S b Me S\ N Me

R = heterociclo
_ X =5,500u S0,
ICg; = 0.97 pM (HCT116 p53™7)
# Perfil de firmaco
7 Boas caracteristicas farmacocinéticas

# Introducdo de grupos # Bubstituicio do
alguilo em C-1 grupo arilo

Figura 1.25: Modulacéo estrutural do MANIO.

No capitulo seguinte vao estar apresentadas as estratégias de sintese para a

obtencdo destes novos derivados do MANIO
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CAPITULO 2

SINTESE DE 6,7-
BIS(HIDROXIMETIL)-1H,3H-
PIRROLO[1,2-c]TIAZOIS






Neste capitulo sdo apresentadas as estratégias sintéticas utilizadas para a obtencéo de
novos derivados do MANIO. No geral, as metodologias usadas foram adaptadas de
procedimentos que ja se encontram descritos na literatura, em particular processos
sintéticos desenvolvidos no grupo de investigacdo onde foi realizado o projeto cientifico
apresentado nesta dissertacdo de Mestrado.3352°3

De forma a estabelecer relagdes estrutura-atividade dos compostos sintetizados,
foram realizados estudos de atividade biologica de alguns destes compostos como agentes
anticancerigenos. Foi avaliada a atividade antitumoral em linhas celulares humanas de
cancro colorretal HCT116 p53** e HCT116 p537, com recurso ao ensaio da
sulforodamina B (SRB). Estes resultados serdo apresentados e discutidos no Capitulo 3.

2.1. Sintese do derivado do MANIO com configuracéo absoluta S

alquilado em C-1

O trabalho teve inicio com a sintese de um 6,7-bis(hidroximetil)-1H,3H-pirrolo[1,2-
c]tiazole incorporando grupos alquilo em C-1, de acordo com o ilustrado na figura 1.25
do Capitulo 1. Assim, foi sintetizado o 1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiazole 2.4 contendo dois
grupos metilo na posicdo 1 e com configuracdo absoluta S em C-3. A sintese deste
composto foi efetuada segundo o método desenvolvido pelo grupo de investigacdo, onde
se partiu de uma tiazolidina derivada da D-penicilamina como uma mistura de
diastereoisomeros em C-2.5

A sintese do composto 2.4 é apresentada no esquema 2.1.> A tiazolidina 2.2 foi
obtida como uma mistura de diastereoisomeros (2R,4S) e (2S,4S), através da reagdo do
benzaldeido 2.1 com a D-penicilamina. A reacdo, efetuada a temperatura ambiente
durante 12 h, usado metanol como solvente, conduziu a obtencéo da tiazolidina com um
rendimento de 66 %. Por sua vez, a reacdo de ciclo-adi¢do 1,3-dipolar do dipolo, gerado
in situ a partir da tiazolidina 2.2, com DMAD a 110 °C durante 4 h, permitiu a obtencéo
do composto (3S)-3-fenil-1,1,5-trimetil-1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiazole-6,7-dicarboxilato de
dimetilo (2.3), com formacéo seletiva do isomero com configuragdo S e um rendimento
de 64 %. A conversdo no produto 2.4 foi conseguida através da reducéo dos grupos éster
com LiAIH4, permitindo a obtengdo do alcool correspondente, com um rendimento de
59%.
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De salientar que a sintese deste composto ja tinha sido descrita pelo grupo de
investigacdo de Quimica Orgéanica com o objetivo de estudar a sua atividade antitumoral
em linhas celulares humanas de cancro da mama.> Pretendia-se com esta sintese obter
mais composto para estudar a sua atividade antitumoral em linhas celulares do cancro
colorretal (HCT116 p53** e HCT116 p537).

o CO,Me DCM OH
S CO,H -
o HS OH Ac,0 \._COMe 1 LiAIH, (2.2 eq) p
NH o em Et,0, 0 °C OH
) Jd \y _moec.an dN / 2 SN ]
Ph”” H MeOH DMAD (1.5 eq) ; Me 2. Refluxo, 1.5 h g Me
t.amb., 12 h : ©
2.1 2.2 66% 2.3 64% 2.4 59%

Esquema 2.1: Sintese do 6,7-bis(hidroximetil)-1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiazole (2.4), derivado da D-
penicilamina.

Na figura 2.1 ¢ apresentado o espetro de RMN de 'H do composto 2.4, onde é
possivel identificar os sinais correspondentes aos trés grupos metilo presentes na
molécula, na zona entre os 1.5-2.0 ppm. Os dois singletos largos aproximadamente a 2.8
e 2.9 ppm dizem respeito aos grupos hidroxilo, confirmando a presenca do 6,7-
bis(hidroximetil)-1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiazole pretendido.

Na zona dos 4.5 ppm encontram-se o0s sinais dos protdes metilénicos dos grupos
hidroximetilo, sendo que um dos grupos CH2 surge como sistema AB e outro como
singleto. A 6.3 ppm ¢é possivel ver o sinal do protdo em C-3 como singleto e, por fim,

entre 0s 7.0 e 0s 7.5 ppm os sinais dos cinco protdes aromaticos.
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2.2. Sintese de derivados do MANIO com configuracéo absoluta R e

substituintes aromaticos em C-3

Outras mudancas estruturais levadas a cabo incluiram a substituicdo do grupo fenilo
em C-3 por outros grupos arilo. De acordo com a literatura, desde o sucesso dos
corticosteroides fluorados na década de 1950, que compostos contendo fluor tém atraido
cada vez mais atencdo pela sua atividade biologica, sendo que fluorofarmacos
representam cerca de 20% dos farmacos comerciais.>® Desta forma, uma das alteracdes
propostas foi a introducéo de fldor ou grupos contendo flGor no substituinte aromatico
em C-3. De ressalvar que nesta fase foi dada prioridade a sintese do enantiomero R dos
1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiazdis derivados da L-cisteina, devido ao facto de envolver uma
sequéncia sintética mais curta. Os resultados posteriores referentes a avaliacdo da
atividade biologica dardo indicacdo de necessidade ou ndo de sintetizar 0s
correspondentes enantiomeros.

Assim, foram sintetizados os 1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiaz6is-6,7-dicarboxilatos de
dimetilo 2.7a e 2.7b contendo um grupo 4-(trifluorometil)fenilo e pentafluorofenilo na
posicado 3, respetivamente, de acordo com a metodologia sintética desenvolvida no grupo
de investigacdo (esquema 2.2).3% A tiazolidina 2.6a foi obtida como uma mistura
diastereoisomérica (2S,4R) e (2R,4R) por reacdo de condensacdo da L-cisteina com o 4-
(trifluorometil)benzaldeido 2.5a, com rendimento de 93%. A tiazolidina 2.6b foi obtida
igualmente com rendimento elevado (88%) partindo do pentafluorobenzaldeido (2.5b).

O aquecimento das tiazolidinas a temperatura de 110 °C durante 4 h, em anidrido
acetico, gerou os correspondentes sistemas mesoidnicos in situ, que atuaram como 1,3-
dipolos na reagdo com o dipolaréfilo DMAD em reacdes de ciclo-adigdo 1,3-dipolar. Os
(3R)-1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiazbis-6,7-dicarboxilatos de dimetilo quirais 2.7 foram
obtidos com rendimentos moderados (49 e 56%).

o)
ﬁ)k CO,Me
HS OH COMH Ao
2
NH; — 110 °C, 4 h 7 COaMe
RCHO S_ _NH S_ N
H,0, EtOH Y DMAD (15eq) ¥ Me
t.amb., 2-16 h R R
2.5a R = 4-CF4C4H, 2.6a 93% 2.7a 49%
2.5b R = CgFs 2.6b 88% 2.7b 56%

Esquema 2.2: Sintese dos (3R)-1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiaz0is-6,7-dicarboxilatos de dimetilo (2.7).
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Seguidamente, de forma a obter os derivados fluorados do MANIO, procedeu-se
a conversdo dos grupos ester dos compostos 2.7 a grupos hidroximetilo usando como
agente redutor o LiAIH4. A reducdo do (3R)-3-(4-(trifluorometil)fenil)-5-metil-1H,3H-
pirrolo[1,2-c]tiazole-6,7-dicarboxilato de dimetilo (2.7a) foi efetuada utilizando as
mesmas condigdes da sintese do alcool 2.4, previamente descrita na sec¢do 2.1 (esquema
2.3). O composto alvo, o (3R)-6,7-bis(hidroximetil)-3-(4-(trifluorometil)fenil)-5-metil-
1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiazole (2.8a), foi obtido com um rendimento de apenas 3%, apos
cromatografia em coluna com um eluente constituido por uma mistura de acetato de etilo
e hexano. A observagdo por TLC de uma mistura relativamente complexa do crude da

reacdo, associada a aparente falta de estabilidade deste composto, parece justificar este

resultado.
CO,Me OH
z CO,Me z
2 DCM T o
S._N 1. LiAlH, (2.2 eq) SN
Me em Et,0, 0 °C Me

2. Refluxo, 1.5 h
CF3 CFj

2.7a 2.8a 3%

Esquema 2.3: Reagéo de redugdo do derivado do MANIO 2.8a.

A reacdo de reducdo e condigOes experimentais para obtencdo do composto (3R)-
6,7-bis(hidroximetil)-3-(pentafluorofenil)-5-metil-1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiazole ~ (2.8b)
encontram-se apresentadas na figura 2.2. As condicdes utilizadas anteriormente, 2.2
equivalentes de LiAlH4 durante 1.5 h a 40 °C ndo conduziram a obtengdo do produto
pretendido (tabela 2.1, ensaio 1). A analise por TLC ao crude da reacdo indica que a
mancha mais intensa pertencia ao reagente de partida. Assim, foram feitas algumas
modifica¢fes no sentido de conseguir a sintese do composto pretendido, nomeadamente
no que se refere ao agente redutor utilizado e respetiva quantidade, assim como tempos e

temperatura de reagdo (tabela 2.1, ensaios 2-6).
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COsMe
z COyMe a
N J W oH
Me Agente redutor Me
F F — > F F
F F F F
F F
2.7b 2.8b
Ensaio Agente Temperatura (°C) | Tempo Reacéo (h) | Rendimento (%)
Redutor / eq P P ¢ °
1 LiAIH4/ 2.2 40 1.5 2
2 LiAlIH4/ 4.4 40 15 a
3 LiAlH4 /2.2 25 26 4
4 LiAlH4 /2.2 25 1.5 4
5 LiAIH4 /2.2 0 3 b
6 NaBHs / 16 70 48 ¢

QD
=

n&o se obteve o produto pretendido; b) composto 2.8b obtido em quantidade vestigial e de forma
muito impura; ° njo ocorreu qualquer reacéo.

Figura 2.2: i) Esquema 2.4: Sintese do composto (3R)-6,7-bis(hidroximetil)-3-(pentafluorofenil)-5-metil-
1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiazole (2.8b); ii) Tabela 2.1: Condic8es de reacdo testadas na sintese do (3R)-6,7-
bis(hidroximetil)-3-(pentafluorofenil)-5-metil-1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiazole (2.8b).

A reacdo de 2.7b com 4.4 equivalentes de LiAIH4 em éter etilico a 0 °C, seguida
de refluxo a 40 °C durante 1.5 h também nédo conduziu a formacédo do produto desejado
2.8b (tabela 2.1, ensaio 2). Efetivamente, o controlo da reagcdo por TLC mostrou o
consumo do reagente de partida ao fim de 1.5 h de reagéo, contudo a purificacdo da
mistura reacional por cromatografia em coluna ndo permitiu isolar o composto
pretendido. De forma a suavizar as condicGes de reacéo, procedeu-se ao ensaio 3, onde
voltaram a ser utilizados 2.2 equivalentes de LiAlH4 como no ensaio 1, mas a temperatura
da reacdo foi reduzida para temperatura ambiente (25 °C) (tabela 2.1, ensaio 3). O
controlo por TLC as 1.5 h e 4h de reacdo mostrava j& varias manchas, embora o reagente
de partida fosse ainda o composto principal na reagéo, pelo que o tempo de reagéo foi
prolongado até as 26 h. A purificacdo da mistura reacional por cromatografia em coluna
permitiu o isolamento de vérias fracdes contendo compostos mais polares que o reagente
de partida. Uma dessas fra¢fes correspondeu ao produto pretendido, o alcool 2.8b, que
foi isolado em quantidade vestigial (rendimento de 4%) e de forma impura.
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Devido a formacgéo desta mistura complexa foi realizado em ensaio semelhante ao
ensaio 3, com exce¢do do tempo de reacdo que foi reduzido para 1.5 h de forma a tentar
minimizar a formacgédo de produtos secundarios (tabela 2.1, ensaio 4). Novamente foi
possivel isolar o alcool 2.8b, no entanto o rendimento manteve-se inalterado e o produto
foi igualmente obtido de forma impura. De salientar que neste ensaio todo o reagente de
partida foi consumido. Seguidamente, e de modo a tentar evitar a formacéo de produtos
de degradacéo, foi efetuado um ensaio onde se manteve o niumero de equivalentes de
LiAIH4 (2.2), mas a reacdo foi realizada a temperatura de 0 °C (tabela 2.1, ensaio 5). O
controlo por TLC mostrou o consumo do reagente apds 3 h de reagdo e confirmou a
presenca do produto desejado que foi purificado por cromatografia em coluna. Apesar do
espetro de RMN *H mostrar que se trata do produto da redugdo, mais uma vez, este foi
obtido de forma bastante impura e em quantidade vestigial. Estes resultados apontam para
que o problema desta reacdo esteja na estabilidade do composto formado, dado que a
suavizacdo das condigdes da reacdo, com temperaturas mais baixas e tempos de reagédo
mais curtos, ndo provocou alteracoes significativas nem melhores resultados.

Mesmo assim, foi ainda tentada a reacdo de reducdo utilizando um agente redutor
menos forte do que o LiAlH;. Paratal, foi estudado como agente redutor um sistema boro-
hidreto de sédio (NaBH4) — metanol, por adaptacdo de um procedimento descrito na
literatura para a reducio de ésteres aromaticos (tabela 2.1, ensaio 6).%® Neste caso foram
utilizados 16 equivalentes de NaBH4 e a reacdo foi feita em THF a 70 °C. Houve o
controlo da reagdo por TLC, porém ao fim de 48 h ainda ndo havia evidéncia da formacéo
do produto 2.8b e a mancha principal observada no TLC continuava a ser o reagente, 0
que significa que o agente redutor ndo funciona nestas condicdes.

Ap0s todas as tentativas efetuadas, tem-se que as melhores condigdes obtidas para
esta reacdo corresponderam ao ensaio 4, no qual a reacdo foi realizada a temperatura
ambiente e o tempo de reacdo € menor do que no ensaio 3, conduzindo a formacéo de
menos produtos secundarios.

Tendo em conta que um dos problemas associados ao MANIO esta relacionado
com o facto de ele ndo apresentar uma boa solubilidade em meios aquosos, uma das
alternativas propostas envolveu a sintese de um composto derivado do MANIO contendo
um grupo amino-polietilenoglicol (PEG).

O PEG € um polimero sintético, altamente solivel em meio aquoso e

biocompativel, produzido numa grande variedade de tamanhos e utilizado, por exemplo,

45



em biofarmacos.®” A modificagdo quimica com PEG é uma metodologia conhecida
aplicada no desenho de novos farmacos, para obter compostos com propriedades ideais e
para aumentar a solubilidade aquosa do composto,®” fazendo com que 2.10 seja mais
hidrofilico. De referir que neste caso ndo foi utilizado um polimero mas sim um reagente
de cadeia curta, ou seja, embora se tenha optado pela utilizagdo de um amino-PEG de
cadeia curta, a polaridade deste grupo poderia permitir a modulacdo da lipofilicidade dos
pirrolo[1,2-c]tiazois.

Assim, foi idealizada a sintese de um 6,7-bis(hidroximetil)-1H,3H-pirrolo[1,2-
c]tiazole contendo um grupo amino-PEG na posi¢édo para do grupo fenilo em C-3. Para
tal, partiu-se do (3R)-3-(pentafluorofenil)-5-metil-1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiazole-6,7-
dicarboxilato de dimetilo (2.7b) cuja sintese foi descrita previamente (ver esquema 2.2).
Seguidamente foi efetuada uma reacdo de substituicdo nucleofila aromatica, em
condigdes de irradiagdo por micro-ondas (MW), envolvendo a substitui¢cdo do atomo de
fldor pela amino-PEG (2.9), mais hidrofilica.

A irradiacdo por micro-ondas é uma alternativa ao aguecimento convencional para
introduzir energia nas reacdes, sendo que a sintese de compostos organicos utilizando
esta via tem sido uma area em réapido desenvolvimento. Isto acontece uma vez que
algumas reacdes quimicas ocorrem mais rapidamente e com maiores rendimentos sob
condi¢cdes de irradiacdo por micro-ondas comparativamente com 0 aquecimento
convencional. Efetivamente, reacdes que requerem varias horas a temperatura de refluxo
sob condigOes classicas podem ser concluidas em minutos com recurso a radiacdo de
MW, mesmo com temperaturas semelhantes. Desta forma, este método mostra-se
bastante eficiente e de grande aplicacdo numa gama alargada de reagdes em sintese
organica.>®®

A sintese do composto 2.10 encontra-se apresentada na figura 2.3, esquema 2.5.
As condicdes experimentais utilizadas para a reacdo de substituicdo nucledfila aromatica
foram adaptadas de um procedimento descrito na literatura.®

Comecou por testar-se a utilizacdo de 2.5 equivalentes de amino-PEG no solvente
N-metil-2-pirrolidona (NMP), sob condig¢des de irradiagdo por micro-ondas a uma
temperatura de 200 °C durante 10 min, que conduziu a obtencdo do composto 2.10 com
rendimento de 37% (tabela 2.2, ensaio 1). Contudo, estas condi¢des ndo se revelaram

totalmente eficientes pois o reagente ndo foi consumido na totalidade, o que indica que a
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reacdo ndo foi completa. Desta forma, foram feitas algumas alteracdes as condi¢des de
reagdo no sentido de otimizar o processo de sintese.

CO,M
CO,Me 2vie
y CO,Me z CO,Me
4\ o S__N
Me HNT "0 o e
F F amino - PEG )
0,
E E NMP, MW, 200 °C F F
F HN\/\O/\/OH
2.7b 210

Ensaio | Amina-PEG /eq | Tempo de Irradiacdo (min) | Rendimento (%o)

1 2.5 10 37
2 5 20 6
3 3.5 13 66

Figura 2.3: i) Esquema 25: Sintese do composto (3R)-3-(2,3,5,6-tetrafluoro-4-((2-(2-
hidroxietoxi)etil)amino)fenil)-5-metil-1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiazole-6,7-dicarboxilato de dimetilo (2.10); ii)
Tabela 2.1: Condigdes de reacdo testadas na sintese do (3R)-6,7-bis(hidroximetil)-3-(pentafluorofenil)-5-
metil-1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiazole (2.8b).

No ensaio 2 foi utilizado o dobro dos equivalentes dos utilizados inicialmente, e
a reacdo foi irradiada por micro-ondas durante 20 min. O TLC realizado ao fim deste
tempo permitiu inferir que todo o reagente tinha sido consumido e confirmar a presenca
do produto pretendido, bem como a formagéo de alguns subprodutos. A purificagdo do
composto 2.10 foi feita através de uma cromatografia em coluna, contudo o rendimento
obtido foi de apenas 6% e o composto foi obtido de forma impura, conforme constatado
pela anélise do espetro de RMN H. Tendo em conta que n&o houve perdas significativas
de produto nos passos de isolamento decorrentes da reacdo, ndo foi possivel identificar
uma justificacdo para o baixo rendimento obtido. Por outro lado, o facto de terem sido
alteradas duas variaveis simultaneamente, o nimero de equivalentes de amina-PEG e o
tempo de reacdo, ndo permite identificar qual delas esti a afetar o resultado que foi
observado.

Foi aumentado o numero de equivalentes relativamente aos utilizados
inicialmente, de 2.5 para 3.5, e a reagéo foi irradiada por micro-ondas durante 10 min. O
TLC efetuado ao fim deste tempo mostrou somente vestigios de reagente, e por isso

irradiou-se a reacao apenas por mais 3 min, o que conduziu a um tempo de reacao total
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de 13 min e permitiu o consumo total do reagente (tabela 2.2, ensaio 3). O produto foi
purificado por cromatografia em coluna, seguida de lavagens sucessivas do produto
obtido (solubilizado em acetato de etilo) com agua destilada. Estas lavagens destinaram-
se a eliminar uma impureza néo visivel por TLC e apenas detetada atraveés da analise do
espetro de RMN H. Estas condi¢bes conduziram a uma melhoria significativa do
rendimento da reagdo, tendo permitido obter o (3R)-3-(2,3,5,6-tetrafluoro-4-((2-(2-
hidroxietoxi)etil)amino)fenil)-5-metil-1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiazole-6,7-dicarboxilato de
dimetilo (2.10), com um rendimento de 66%.

O passo final para a obtencéo do derivado do MANIO contendo um substituinte
amino-PEG trata-se da reacdo de redugdo do composto 2.10, cujas condicOes estdo
indicadas na figura 2.4 (esquema 2.6 e tabela 2.3). Inicialmente foram testadas as
condicdes de reacdo habitualmente utilizadas para a reducdo dos 1H,3H-pirrolo[1,2-
c]tiazdis-6,7-dicarboxilatos de dimetilo:*’ adi¢do lenta de uma solugdo do 1H,3H-
pirrolo[1,2-c]tiazole-6,7-dicarboxilato em DCM a uma suspensdao contendo 2.2.
equivalentes de LiAlH4 em Et20 a 0 °C, seguida de refluxo a 40 °C durante 1.5 h (tabela
2.3, ensaio 1). Tal como observado para o 1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiazole,6,7-dicarboxilato
de dimetilo 2.7b, também a reducdo do composto 2.10, nestas condi¢bes experimentais,

conduziu a formagao de uma mistura complexa de produtos.

CO,Me OH
7z CO,Me z
/ OH
S_ _N S__N
Me LiAlH, Me
F F — = F F
F F F F
HN OH HN H
~ o T \/\o/\/o
2.10 2.1

Ensaio | LiAlH4/eq | Temperatura (°C) | Tempo Reacéo (h) | Rendimento (%)

1 2.2 40 1.5 a
2 4.4 25 4 7
3 3.3 25 4 39

4 espetro com bastante degradagio.

Figura 2.4: i) Esquema 2.6: Sintese do composto (3R)-6,7-bis(hidroximetil)-3-(2,3,5,6-tetrafluoro-4-((2-
(2-hidroxietoxi)etil)amino)fenil)-5-metil-1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiazole (2.11); ii) Tabela 2.3: Otimizacdo
das condicdes de reacdo para obtencdo do (3R)-6,7-bis(hidroximetil)-3-(2,3,5,6-tetrafluoro-4-((2-(2-
hidroxietoxi)etil)amino)fenil)-5-metil-1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiazole (2.11).
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Neste contexto, foram efetuados estudos no sentido de suavizar as condigdes de
reacdo, sistematizadas na tabela 2.3. Comegou-se por aumentar a quantidade de agente
redutor para 4.4 equivalentes e simultaneamente reduzir a temperatura de reacao (tabela
2.3, ensaio 2). A opcao de aumentar o nimero de equivalentes de LiAlH4 deve-se ao facto
de existir um grupo hidroxilo na molécula que também consome parte do agente redutor.
O controlo por TLC mostra o0 consumo do reagente de partida apds 4 h de reacdo. A
mistura reacional foi purificada por cromatografia em coluna, sendo possivel obter o
composto pretendido (3R)-6,7-bis(hidroximetil)-3-(2,3,5,6-tetrafluoro-4-((2-(2-
hidroxietoxi)etil)amino)fenil)-5-metil-1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiazole  (2.11) com um
rendimento de 7%. Além do produto ter sido obtido com baixo rendimento, foi observado
por espetroscopia de RMN H a presenca de uma impureza que ndo conseguiu ser retirada
depois de varias tentativas de lavagens e extracoes.

De modo a tentar aumentar o rendimento da reacdo e diminuir a formacdo de
produtos secundarios ou de degradacédo, todas as condi¢bes do ensaio anterior foram
mantidas constantes, exceto o nimero de equivalentes de LiAlIH4, que foi reduzido para
3.3 equivalentes (tabela 2.3, ensaio 3). Nas condic¢des indicadas conseguiu obter-se o
composto 2.11 com um rendimento superior (39%), porém a mesma impureza continua

presente no espetro de RMN H.
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2.3. Sintese de derivados do MANIO com configuracédo absoluta R e

substituintes heteroaromaticos em C-3

Outro dos objetivos do trabalho apresentado nesta dissertacdo envolvia a sintese
de compostos andlogos ao MANIO em que o grupo fenilo em C-3 era substituido por um
grupo heteroarilo, nomeadamente o anel pirrole e o indole. Trabalho desenvolvido
anteriormente no grupo de investigacdo demonstrou a necessidade de protecéo inicial do
grupo NH em ambos os aldeidos heteroaromaticos para a sintese das correspondentes
tiazolidinas de partida.

No caso do indole-3-carbaldeido (2.12), foi efetuada uma N-acetilacdo segundo
condicdes descritas na literatura (esquema 2.7).%* Foi utilizado DCM como solvente da
reacdo, NEts para promover a desprotecdo do protdo da amina, 4-dimetilaminopiridina
(DMAP) como catalisador e Ac20O para a acetilacdo. A reagdo, efetuada a temperatura
ambiente e em atmosfera inerte durante 3 h, conduziu a obtencdo do composto desejado
2.13 com um rendimento de 93%.

De seguida foi efetuada a sintese do é&cido 2-(1-acetil-1H-indol-3-il)-1,3-
tiazolidina-4-carboxilico (2.14), por condensacdo do aldeido acetilado 2.13 com a L-
cisteina. Para isso, foi seguido o protocolo convencional para esta reacdo,*® no qual a uma
solucdo aquosa de L-cisteina, foi adicionada uma suspensdo do aldeido 2.13 em etanol.
A reacdo, deixada overnight a temperatura ambiente, conduziu a obtenc¢éo da tiazolidina
com rendimento de 25%. O baixo rendimento desta reacdo quando comparado com 0s
rendimentos obtidos para as outras tiazolidinas pode dever-se ao facto de ndo se ter
conseguido dissolver completamente o aldeido em etanol, o que comprometeu a evolugéo
da reacéo.

Assim, foi testada a solubilidade do aldeido 2.13 num solvente polar aprético, o
diclorometano, sendo que todas as outras variaveis se mantiveram constantes. Com esta

alteracéo, foi possivel obter a tiazolidina alvo com um rendimento de 63%.
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CHO —~

DMAP (0.1 eq), NEt5 (2.5 eq), OH S._NH
@ Ac,0 (1.5 eq), DCM, 0 °C
NH N
tamb., 3 h o} H20, DCM \

t. amb., overnight >=O

212 2.13 93% 2.14 63%

Esquema 2.7: Sintese do composto 2.13 e do &cido 2-(1-acetil-1H-indol-3-il)-1,3-tiazolidina-4-carboxilico
(2.14) a partir do aldeido acetilado 2.13.

A estratégia adotada para a sintese do (3R)-6,7-bis(hidroximetil)-3-(1H-indol-3-
il)-5-metil-1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiazole (2.16) encontra-se descrita no esquema 2.8. O
1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiazole 2.15, precursor do alcool alvo, foi obtido de acordo com a
metodologia sintética ja descrita nesta dissertacdo,® via reacdo de ciclo-adigdo 1,3-
dipolar do dipolo gerado in situ a partir da tiazolidina 2.14, com DMAD a 110 °C durante
4 h. O 1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiazole 2.15 foi obtido seletivamente com configuracdo
absoluta R na posicdo 3 e rendimento de 31%. Tendo como objetivo a obtencao do alcool
correspondente, 0 (3R)-6,7-bis(hidroximetil)-3-(1H-indol-3-il)-5-metil-1H,3H-
pirrolo[1,2-c]tiazole (2.16), a sua sintese foi efetuada nos mesmos moldes das que ja se
encontram descritas na literatura para este tipo de compostos.®® Neste caso, e devido a
presenca do grupo N-acetilo no indole em C-3, foi alterado 0 numero de equivalentes de
LiAlH; utilizados: em vez de 2.2 foram 3.3 equivalentes. Pretendia-se desta forma
promover a reducdo dos grupos éster, mas também a desprotecdo no nitrogénio do indole.
A remocao do grupo acetilo no indole envolve o ataque nucledfilo do hidreto ao carbonilo
e subsequente formacdo do alcdxido, seguida de eliminagdo de acetaldeido e protonagédo
do nitrogenio. Estas condi¢des permitiram a obtencdo do produto final pretendido 2.16

com um rendimento de 30%.

CO,H CO,Me OH
4 WA CO,Me DCM
~ Ac,0 d \ / 1. LiAIH4 (3.3 eq) 4 T oH
110 °C, 4 h Me em Et,0, 0 °C S._N
AN > Me
DMAD (1.5 eq) AN 2. Refluxo, 1.5 h

=0 o NH
Me Me>:

214 2.1531% 2.16 30%

Esquema 2.8: Estratégia de sintese do (3R)-6,7-bis(hidroximetil)-3-(1H-indol-3-il)-5-metil-1H,3H-
pirrolo[1,2-c]tiazole (2.16), partindo da tiazolidina previamente acetilada 2.14.
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Na figura 2.5 esta apresentado o espetro de RMN H do alcool 2.16, onde se pode
observar que apenas esta presente um grupo metilo na molécula, o que significa que
ocorreu efetivamente a desprotecdo do nitrogénio do indole. A 4.1 e 4.2 ppm é possivel
observar os dois dubletos dos protdes metilénicos em C-1, que dizem respeito ao sistema
AB e cujas constantes de acoplamento sdo 12.8 Hz. Os protdes dos dois grupos
hidroximetilo encontram-se a 4.5 4 4.6 ppm. Entre 0s 6.5 e 0s 7.5 ppm encontram-se 0s
sinais correspondentes ao protdo da tiazolidina na posicdo C-3 e a 8.5 ppm é possivel

observar um singleto largo correspondente ao protdo NH.
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Figura 2.5: Espetro de RMN *H do composto 2.16 (CDCls, 400 MHz). * Sinais correspondentes a
acetato de etilo presente na amostra.

Seguidamente foi tentada a sintese de um analogo do MANIO contendo um anel
pirrole na posicdo 3. Tal como mencionado anteriormente, houve necessidade de proteger
0 nitrogénio do pirrole-2-carbaldeido precursor. Neste caso a protecdo foi efetuada com
o grupo benzilo usando condi¢des descritas na literatura (esquema 2.9).%°%2 A protecdo

do aldeido 2.17 foi realizada mediante reacdo com brometo de benzilo utilizando KOH
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como base. A reagdo, efetuada a temperatura ambiente durante 1.5 h em dimetilsulfoxido
(DMSO0), conduziu a obtenc¢do do composto 2.18 com rendimento elevado (99%).

DMSO, KOH (4 eq),

nor(l.o e /
@\CHO Bbr8ed) | Q\CHO

H tamb., 1.5h !
Bn
217 2.18 99%

Esquema 2.9: Sintese do 1-benzil-1H-pirrole-2-carbaldeido (2.18).

Procedeu-se a reacdo de sintese da tiazolidina por rea¢do do aldeido 2.18 com L-
cisteina, seguindo as condicdes descritas na literatura.® Estas condi¢bes permitiram o
isolamento de um produto, contudo o espetro de RMN *H suscitou a dlvida da formagio
efetiva da tiazolidina. De forma a contornar esta situacdo foi utilizada uma estratégia
alternativa, em que se partiu do hidrocloreto do éster metilico de L-cisteina em vez da L-
cisteina (figura 2.6, esquema 2.10).

Pretendia-se deste modo obter um composto menos polar, passivel de ser
facilmente purificado por cromatografia em coluna. As condic¢des de reacdo utilizadas
nesta sintese ja se encontram descritas na literatura, mas para outras tiazolidinas.3?3°
A uma solucdo aquosa contendo o hidrocloreto do éster metilico de L-cisteina e
hidrogenocarbonato de potéassio (KHCO3) foi adicionada uma solucdo do aldeido 2.18
em etanol. A reacdo, realizada a temperatura ambiente e controlada por TLC, foi isolada
ao fim de 4 h. Nestas condigdes a tiazolidina 2.19 foi obtida com um rendimento de 53%
(figura 2.6, tabela 2.4, ensaio 1).

0}

COZMe
HS OMe

)\ S. NH
Q\CHO NH,.HCI

B KHCO3, H,0, EtOH /EN/Bn

218 2.19
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Ensaio L-cisteina KHCOs3/ | Temperatura | Tempo Rendimento
metil éster / eq eq (°C) Reacéo (h) (%)
1 0.9 0.9 25 4 53
2 1 1 25 24 34
3 1 1 40 48 a

3 foi isolado reagente de partida.

Figura 2.6: i) Esquema 2.10: Sintese do 2-(1-benzil-1H-pirrol-2-il)-4-carboxilato de metilo (2.19);

ii)Tabela 2.4: Tentativas de otimizacdo da reacéo de sintese da tiazolidina éster 2.19.

Como forma de tentar otimizar a reacdo foram experimentadas outras condicdes
que envolveram a alteracdo do nimero de equivalentes de éster metilico de L-cisteina /
base utilizado, temperatura e tempo de reacao, representadas na tabela 2.4.

No entanto, quer o aumento do tempo de reacédo de 4 h para 24 h quer o aumento
de forma simultanea de temperatura e do tempo de reacdo, ndo se mostraram mais
eficientes (tabela 2.4, ensaios 2 e 3). Adicionalmente, foram testados outros métodos,
nomeadamente utilizando um procedimento descrito na literatura para a sintese de
tiazolidinas em que se usa trietilamina (NEts) e écido trifluoroacético (TFA),% que se
revelou infrutifero. Efetivamente, as condi¢des que se mostraram mais eficientes foram
as inicialmente testadas. O facto da reacdo ndo ser completa poderé estar relacionado com
o equilibrio existente entre o produto 2.19 e o composto de partida 2.18.

Tendo em conta os esforcos dedicados a tentativa de otimizacao desta reacao e de
forma a priorizar outros objetivos que se encontravam em fases de desenvolvimento mais
avancado e promissor, ndo foi possivel avancar mais com a sintese do derivado do
MANIO contendo o nucleo pirrélico. A estratégia sintética que se pretendia explorar para
a sintese de um composto andlogo a0 MANIO com um substituinte pirrélico na posicdo
3 encontra-se ilustrada no esquema 2.11.335% Assim, esta abordagem constitui uma das

perspetivas futuras deste trabalho.
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Esquema 2.11: Possivel estratégia sintética para obtengdo do alcool com o ndcleo pirrole, partindo do
composto 2.19.
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2.4. Sintese de sulfonas e sulfoxidos derivados do enantiomero do
MANIO

Outro objetivo do projeto cientifico apresentado nesta dissertacdo envolvia a
sintese de sulfonas e sulféxidos do MANIO e do seu enantiomero. A incorporacdo de
grupos funcionais contendo enxofre, como as sulfonas e os sulfoxidos, tem sido cada vez
mais utilizada na area da quimica medicinal para obtencdo de compostos com
propriedades farmacoldgicas melhoradas, uma vez que estes grupos em particular
funcionam como importantes farmacoforos, responsaveis pela atividade bioldgica numa
grande variedade de alvos em diversas areas terapéuticas.54%

As sulfonas e os sulfoxidos apresentam polaridade na ligacao enxofre-oxigénio e,
sendo os sulfoxidos mais polares do que as sulfonas, esse aspeto pode permitir a
modulacdo da lipofilicidade e, portanto, contribuir para aumentar a solubilidade em meios
aquosos do MANIO e derivados. De forma a explorar o efeito destes grupos funcionais,
comecou por se explorar a sintese dos derivados oxidados enantiomero do MANIO, o
(3R)-6,7-bis(hidroximetil)-3-fenil-5-metil-1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiazole. A estratégia
utilizada para a sintese da sulfona 2.22 e sulféxido 2.23 encontra-se ilustrada no esquema

2.12.

COZMG COZMS
CO,H

o}
\’ 72 / COZMe 72 / COzMe
HS OH S. NH Ac,0 S.__N DCM X__N
NH,

CHO
(j 110 °C, 4 h Me MCPBA, N, 0°C Me
H,O, EtOH DMAD (1.5 eq) t. amb., 5 h - overnight

t. amb., overnight

21 2.20 84% 2.21 62% 2.22 X =S80, 54%
223 X=S0 86%

Esquema 2.12: Estratégia de sintese utilizada na obtengdo do (3R)-3-fenil-5-metil-2,2-dioxo-1H,3H-

pirrolo[1,2-c]tiazole-6,7-dicarboxilato de dimetilo (2.22) e do (3R)-3-fenil-5-metil-2-oxo0-1H,3H-
pirrolo[1,2-c]tiazole-6,7-dicarboxilato de dimetilo (2.23).

A tiazolidina 2.20 foi obtida como uma mistura de diastereoisomeros (2R,4S) e
(2S,4S), através da reacdo de condensacdo do benzaldeido 2.1 com a L-cisteina com
rendimento de 84%. A reacdo de ciclo-adicdo 1,3-dipolar da espécie mesoionica gerada
a partir da tiazolidina 2.20 com DMAD, a uma temperatura de 110 °C durante 4 h,
conduziu a formagdo seletiva do composto (3R)-3-fenil-5-metil-1H,3H-pirrolo[1,2-
c]tiazole-6,7-dicarboxilato de dimetilo (2.21), com um rendimento de 62%.
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Para a oxidagdo do 1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiazole 2.21 foi utilizado o &cido 3-
cloroperoxibenzéico (MCPBA), por adaptacdo de um procedimento descrito na
literatura.?23! O composto 2.21 foi dissolvido em diclorometano e a reacéo foi realizada
a temperatura ambiente, em atmosfera inerte. Atendendo ao facto de que na reacdo de
oxidacdo o sulfoxido € um intermediario que se forma sempre, é necessario adaptar o
tempo de reacdo e o nimero de equivalentes de agente oxidante, caso 0 objetivo
pretendido seja a formacéo do sulféxido ou da sulfona. Assim, no caso da sulfona 2.22,
foram utilizados 4 equivalentes de MCPBA e a reacdo foi deixada a reagir overnight,
tendo sido obtido um rendimento de 54%. Para a obtencdo do sulféxido 2.23 foram
utilizados 1.1 equivalentes de MCPBA e o controlo da reagdo por TLC mostrou que a
maior quantidade de sulféxido se formava 5 h apds o inicio da reacdo. Com estas
condicdes, foi possivel obter um rendimento de 86 % para a formacgdo do composto 2.23.
De referir que a adi¢do do agente oxidante a reacdo foi feita em banho de gelo.

Nas figuras 2.7 e 2.8 séo apresentados os espetros de infravermelho (1V) da
sulfona 2.22 e do sulfoxido 2.23, respetivamente, onde € possivel observar as respetivas
bandas caracteristicas que comprovam a presenca destes grupos no 1H,3H-pirrolo[1,2-
cJtiazole 2.21. As sulfonas apresentam duas bandas caracteristicas no espetro de 1V nas
zonas a 1120-1160 e 1310-1350 cm, sendo que para a sulfona 2.22 ¢ possivel observar

estas bandas a 1216 e 1349 cm™, respetivamente (figura 2.7).
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Figura 2.7: Espetro IV do composto 2.22.
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Os sulfoxidos caracterizam-se por apresentar no espetro de IV uma banda intensa
correspondente ao grupo S=0 na regido a 1040-1060 cm™. No espetro do sulfoxido 2.23

é possivel observar esta banda a 1058 cm™ (figura 2.8).
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Figura 2.8: Espetro IV do composto 2.23.

A reacdo de reducdo dos compostos 2.22 e 2.23 nao foi efetuada através do método
habitualmente usado, isto é, utilizando o LiAlH4 como agente redutor, uma vez que
estudos preliminares realizados no grupo de investigacdo demostraram que este reagente,
para além da reducdo dos grupos éster, promovia também a reducdo da sulfona. Assim,
foi utilizado um agente redutor menos forte, 0 NaBH4, num sistema com metanol, e a

reacdo foi adaptada de um procedimento descrito na literatura (esquema 2.13).

OH OH
COzMe
z CO,Me z CO,Me z
OS5 N NaBH, (16 THF, MeoH 925~ N ! 025 N / "
Me aBH, (16 eq), : Ve Me + Me
70°C, 48 h
2.22 2.24 9% 2.2527%

Esquema 2.13: Sintese do (3R)-6,7-bis(hidroximetil)-3-fenil-5-metil-2,2-dioxo-1H,3H-pirrolo[1,2-
c]tiazole (2.25), onde se observou também a formacdo do composto (3R)-7-(hidroximetil)-3-fenil-5-metil-
2,2-dioxo-1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiazole-6-carboxilato de metilo (2.24).

Para a sintese do (3R)-6,7-bis(hidroximetil)-3-fenil-5-metil-2,2-dioxo-1H,3H-
pirrolo[1,2-c]tiazole (2.25) foram utilizados 16 equivalentes de NaBHj4 e a reacdo foi feita
em THF a 70 °C. O controlo da reacdo por TLC permitiu o seu isolamento apos 48 h,
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depois de todo o reagente ter sido consumido. A purificacdo da mistura reacional por
cromatografia em coluna levou ao isolamento de dois compostos, o (3R)-7-
(hidroximetil)-3-fenil-5-metil-2,2-dioxo-1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiazole-6-carboxilato  de
metilo (2.24), ou seja, 0 produto mono-reduzido, e a sulfona 2.25, o produto pretendido.
Os rendimentos obtidos ndo foram muito satisfatorios, visto que o composto mono-
reduzido foi obtido com um rendimento de 9% e o composto desejado com um
rendimento de 27%, no entanto observou-se que as condi¢fes de reacdo experimentadas
conduziram a formacao preferencial do produto final 2.25.

Nas figuras 2.9 e 2.10 estdo apresentados os espetros de RMN H dos compostos
2.25 e 2.24, respetivamente. A sua analise permite inferir que ambos os compostos
possuem o grupo metilo (a 2.0 e a 2.3 ppm), os dois protdes metilénicos do anel de
tiazolidina (a 4.2 e a 4.4 ppm), o protdo em C-3, a 5.9 ppm e 0s protdes aromaticos, entre
0s 7.0 e os 7.5 ppm. No entanto, a presenca de dois sinais alargados, a integrarem dois
protdes no total (a 2.5 e 2.8 ppm), e de um sinal com integracdo quatro (a 4.6 ppm), que
dizem respeito aos protdes dos grupos hidroxilo e aos protdes metilénicos dos grupos
hidroximetilo, respetivamente, permitem confirmar a estrutura da sulfona totalmente
reduzida 2.25. Por outro lado, na figura 2.10 é possivel observar a 3.9 ppm um singleto
a integrar para trés protfes, caracteristico de um grupo éster metilico, e a 4.2 e 4.5 ppm
dois dubletos caracteristicos do sistema AB do grupo metileno no substituinte
hidroximetilo, confirmando assim a obtencéo do produto mono-reduzido 2.24.

Na figura 2.11 é apresentado o espetro bidimensional HMBC do composto 2.24,
no qual € possivel observar uma correlagdo a longa distancia entre os protdes metilénicos
do grupo hidroximetilo e o carbono 1 (*J), que permite confirmar que ocorreu redugdo do
grupo ester da posicdo 7. Por fim, na figura 2.12 esta representado o espetro
bidimensional HSQC do composto 2.24, que confirma a presenca do sistema AB pela

correlagéo existente entre os dois protdes com 0 mesmo carbono.
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Seguidamente procedeu-se a reacao de reducdo do sulféxido 2.23, de acordo com
0 apresentado na figura 2.13 (esquema 2.14 e tabela 2.5). Comecou por realizar-se a
reacao utilizando as mesmas condicdes experimentais usadas para a reducdo da sulfona
2.22, com excecao do tempo de reacdo, que foi reduzido de 48 para 24 h (tabela 2.5,
ensaio 1). Nestas condicdes foi possivel isolar um composto por cromatografia em coluna
que corresponde ao composto mono-reduzido 2.26. Este composto foi obtido com um
rendimento de 25% e ndo houve qualquer evidéncia da formacéo do produto resultante

da reducdo dos dois grupos éster.

OH
CO,Me
z COoMe // CO,Me
OS_ N OS_ N
Me NaBH, THF, MeOH Me
70°C
2.23 2.26

Ensaio | NaBH4/eq | Tempo Reacédo (h) | Rendimento (%)

1 16 24 25
2 16 72 a
3 32 48 b

A 226+ produto ndo identificado; b) 226 + produto ndo identificado.

Figura 2.13: i) Esquema 2.14: Sintese do (3R)-7-(hidroximetil)-3-fenil-5-metil-2-oxo-1H,3H-
pirrolo[1,2-c]tiazole-6-carboxilato de metilo (2.26); ii) Tabela 2.5: Otimizag&o das condigdes de redugéo
para sintese do composto (3R)-7-(hidroximetil)-3-fenil-5-metil-2-oxo-1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiazole-6-
carboxilato de metilo (2.26).

De seguida, manteve-se 0 numero de equivalentes usado no ensaio 1 e aumentou-
se 0 tempo de reagcdo com o objetivo de obter o derivado totalmente reduzido (tabela 2.5,
ensaio 2). A reacéo foi controlada por TLC e isolada ao fim de 72 h, com todo o reagente
de partida consumido. A mistura reacional foi purificada por cromatografia em coluna,
tendo conduzido a obtencdo do produto mono-reduzido 2.26 com rendimento de 10% e
de um outro produto. A analise por espetroscopia de RMN *H mostrou que néo se tratava
do produto esperado, resultante da reducdo total dos dois grupos éster.

Foi realizado um ultimo ensaio, no qual foi utilizado o dobro do nimero de

equivalentes de agente redutor NaBHa, ou seja, um total de 32 equivalentes, durante 48 h
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(tabela 2.5, ensaio 3). Ao fim de 24 h todo o reagente ja tinha sido consumido, porém
tendo em conta que a mancha mais intensa presente no TLC correspondia ao produto
mono-reduzido, deixou-se a reacdo durante mais tempo, até atingir as 48 h. Tal como no
ensaio 2, a mistura reacional foi purificada por cromatografia em coluna e conseguiu
obter-se novamente o produto mono-reduzido 2.26, contudo o outro produto isolado foi
obtido de forma bastante impura e também ndo correspondia ao (3R)-6,7-
bis(hidroximetil)-1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiazole pretendido.

Visto que nenhum dos ensaios realizados conduziu a obtencdo do dialcool do
sulfoxido que se pretendia, foi experimentada uma abordagem alternativa, que consistia
em partir do MANIO (ou do seu enantiomero) e depois proceder a oxidagdo do sulfoxido
correspondente (esquema 2.15). Deste modo, procedeu-se a reacao de reducao do 1H,3H-
pirrolo[1,2-c]tiazole 2.21, que levou a obtencdo do enantiomero do MANIO 1.25, de
acordo com o procedimento ja descrito na literatura,®® com um rendimento de 45%.

Anteriormente, tinha sido explorada no grupo de investigacdo a utilizagdo de
MCPBA para promover a oxidacdo do enantiomero do MANIO 1.25. No entanto, as
condicdes utilizadas ndo conduziram a obtencdo do composto oxidado, tendo sido apenas
recuperado reagente de partida. No presente trabalho foi experimentada a oxidacao
utilizando o peroximonossulfato de potéassio (KHSOs), conhecido como oxone, um
agente oxidante versatil e barato, por adaptacdo de um procedimento descrito na

literatura.®6-67

OH OH
CO,Me DCM
1. LIAIH, (2.2 eq)
\_-CO,Me 4 z 7
z em Et,0, 0 °C / OH  Oxone / OH
S__N = S__N — OS_ N
Me 2. Refluxo, 1.5 h Me Me
2.21 1.25 45%

Esquema 2.15: Metodologia sintética para obtencdo do composto (3R)-6,7-(bishidroximetil)-3-fenil-5-
metil-2-oxo-1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiazole.

A uma solucdo do composto 1.25 em metanol a 0 °C foi adicionada uma solugéo
aquosa contendo 1.3 equivalentes de agente oxidante. A reacdo, efetuada & temperatura
ambiente e controlada por TLC, foi isolada ao fim de 2 h, apos todo o reagente de partida
ter sido consumido. O TLC da mistura reacional mostrava a presenca de dois compostos

que foram isolados por cromatografia em coluna. Infelizmente, nenhum destes compostos
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correspondia ao (3R)-6,7-bis(hidroximetil)-3-fenil-5-metil-2-oxo-1H,3H-pirrolo[1,2-
c]tiazole pretendido.

Na figura 2.14 esta apresentado o espetro de RMN H do composto mono-
reduzido 2.26. O singleto a 3.8 ppm que integra para trés protdes e os dois dubletos que
integram para dois protdes (a 3.9 e 4.1 ppm, com J = 13.1 Hz), correspondentes ao éster
metilico e ao grupo metilénico do hidroximetilo, tal observado no espetro do composto
2.24 (figura 2.10), permitem concluir que se trata do sulfoxido mono-reduzido 2.26.
Também se obteve um espetro bidimensional HMBC para este composto e, tal como para
0 composto mono-reduzido 2.24, é possivel observar a correlacdo a longa distancia entre
os protdes metilénicos do hidroximetilo e o carbono C-1, o que indica que a redugdo
envolveu a conversdo do grupo éster do carbono 7 no correspondente grupo hidroximetilo
(figura 2.15).
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Figura 2.15: Espetro HMBC do composto mono-reduzido 2.26 (CDCls, 400 MHz).

Foi ainda possivel obter os derivados oxidados do éster precursor do MANIO,
sulfona e sulfoxido, respetivamente o (3S)-3-fenil-5-metil-2,2-dioxo-1H,3H-pirrolo[1,2-
c]tiazole-6,7-dicarboxilato de dimetilo (2.29) e o (3S)-3-fenil-5-metil-2-ox0-1H,3H-
pirrolo[1,2-c]tiazole-6,7-dicarboxilato de dimetilo (2.30).

A sintese destes compostos seguiu a metodologia sintética apresentada no
esquema 2.16. A tiazolidina 2.20 foi gerada por condensacdo da L-cisteina com o
benzaldeido 2.1 e obtida como uma mistura diastereoisomérica (2S,4R) e (2R,4R). A
acetilacdo da tiazolidina 2.20 com anidrido acético em piridina conduziu a obtencdo
diastereosseletiva da N-acetil-tiazolidina 2.27 com configuragdo absoluta (2S,4R) e
rendimento de 63%. A tiazolidina acetilada 2.27 gera in situ um sistema mesoionico,
5H,7H-tiazol[3,4-c][1,3]oxazol-4-i0-1-0lato, que atua como 1,3-dipolo na reacdo de
ciclo-adigéo 1,3-dipolar com DMAD, permitindo a formagdo do 1H,3H-pirrolo[1,2-
c]tiazole quiral 2.28 apds eliminacdo de didxido de carbono.

A oxidacdo do composto 2.28 segue a mesma estratégia do esquema 2.12: para a
sulfona 2.29 foram utilizados 4 equivalentes de MCPBA e a reacgdo foi deixada a reagir

overnight. O composto isolado por cromatografia em coluna foi obtido com um
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rendimento de 59%; para a obten¢do do sulfoxido 2.30 foram utilizados 1.1 equivalentes
de MCPBA e a reacdo foi isolada igualmente ao fim de 5 h. Com estas condicdes, o
composto 2.30 foi obtido com um rendimento de 78%. A adicdo do agente oxidante a
reacao foi feita em banho de gelo, tal como no passo de oxidacao anterior.

A sintese da sulfona e sulfoxido do MANIO nédo foi efetuada, como estava
programado inicialmente. No entanto, foram langadas as bases para a concretizacéo desse

objetivo em trabalhos futuros.

COZH COzH COzMe COQMe
/ < / < o z CO,Me DCM z CO,Me
S _NH SN Ac,0 I\ Y
Py, Ac,O (3 e : MCPBA, N, 0°C
Y, Ac20 (3 eq) P Me 110°C, 4 h Y Me 2, Y Me
tamb., 1.5 h © DMAD (1.5 eq) © t.amb., 5 h - overnight ©
2.20 2.27 63% 2.28 89% 2.29 X =80, 59%

2.30 X=S0 78%
Esquema 2.16: Via sintética para obtencdo do (3S)-3-fenil-5-metil-2,2-dioxo-1H,3H-pirrolo[1,2-

c]tiazole-6,7-dicarboxilato de dimetilo (2.29) e do (3S)-3-fenil-5-metil-2-oxo-1H,3H-pirrolo[1,2-
c]tiazole-6,7-dicarboxilato de dimetilo (2.30).
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CAPITULO 3

ATIVIDADE BIOLOGICA DE
6,7-BIS(HIDROXIMETIL)-1H,3H-
PIRROLO[1,2-c]TIAZOIS






Ensaio Sulforodamina B e Atividade Biologica de 6,7-bis(hidroximetil)-
1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiazois

A atividade antiproliferativa de alguns 6,7-bis(hidroximetil)-1H,3H-pirrolo[1,2-
c]tiazdis foi avaliada em linhas celulares do cancro colorretal HCT116 p53** e HCT116
p537", com recurso ao ensaio da sulforodamina B (SRB).

O ensaio SRB foi desenvolvido em 1990 e nos dias de hoje é um dos métodos mais
comumente usados para avaliar o efeito citotdxico in vitro de pequenas moléculas. Assim,
este método baseia-se na quantificacdo colorimétrica de proteina celular em culturas de
células coradas com SRB.®

A SRB é um corante anionico brilhante de cor parpura, solivel em &gua, que contém
dois grupos sulfonicos, com a capacidade de se ligarem aos residuos de aminoacidos da
proteina sob condices fracamente &cidas, e de se dissociarem em condicdes basicas.
Desta forma, o ensaio SRB baseia-se na capacidade desta molécula se ligar, de forma
eletrostética, a componentes proteicos das células, que foram previamente fixadas a
placas de cultura com &cido tricloroacético (TCA).%3% O corante ligado € solubilizado e
é medida a sua absorvancia em solucdo a 510 nm. A absorvancia correlaciona-se com o
contetdo proteico, na medida em que sera proporcional ao nimero de proteinas e,
consequentemente, ao nimero de células presentes no poco. O corante libertado tera uma
cor mais intensa e um maior valor de absorvancia quanto maior for o nimero de
células.%8° De referir que a SRB incorporada é libertada a partir das células através de
um processo de tripsinizacdo, no qual existe uma dissociacao das células com a utilizagédo
de tripsina, uma enzima proteolitica que degrada proteinas.

No esquema 3.1 estdo ilustrados 0s varios passos do ensaio SRB.

Medigao da MCR?

Et

R‘ S 108
- Absorvancia . .
Lavagem a 510 nm =
5 ‘
N — —
o O i
O?E‘OH 1 s 2 1 0 1 2

Cytotowichy (%}
.

Proteina Celular Log Concentration (g

Célula Viavel

Esquema 3.1: Ensaio SRB para avaliacdo da atividade antiproliferativa.
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O ensaio SRB apresenta varias vantagens, nomeadamente o facto de ser um método
rapido e sensivel, compativel com aplica¢fes screening em larga escala, independente do
metabolismo celular e possui em alto grau de reprodutibilidade. Para além disso, requere
equipamento simples e reagentes ndo dispendiosos.®®5°

O trabalho apresentado nesta dissertacdo apenas permitiu o estudo da atividade
bioldgica de dois dos 6,7-bis(hidroximetil)-1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiaz0is sintetizados, 0s
compostos 2.4 e 2.25. Existem outros quatro compostos que ndo foram estudados,
nomeadamente 0s compostos 2.8a e 2.8b por aparente falta de estabilidade, e os
compostos 2.11 e 2.16 uma vez que ndo foi possivel obté-los com o grau de pureza
necessario para o estudo da sua atividade bioldgica.

OH
OH OH OH
” T oH
4 z
/| “oH Z T on SN /[ OH
S\/N S. N Me S N
H Me Me F F Me
AN
F F NH
F
MANIO
1.26 1.25 2.8b 2.16
OH OH OH OH
z Z4 Z4
/| “oH [/ ©OH [/ OH Z T oH
S__N SN SN 0,8 N
e Me Me Me 2 M
= F F e
© F F [\5
CF3 HN\/\O/\/OH
2.4 2.8a 2.11 2.25

Figura 3.1: Estrutura do MANIO, do seu enantiémero e dos derivados preparados no ambito do presente
projeto.

Assim, tem-se que os valores de ICso do MANIO 1.26 e do seu enantiomero 1.25
foram obtidos em estudos anteriores, enquanto que os valores de 1Cso dos compostos 2.4
e 2.25 sdo apresentados nesta dissertacdo pela primeira vez. Os resultados obtidos

encontram-se na tabela 3.1.
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Tabela 3.1: Valores de 1Cso dos compostos 1.25, 1.26, 2.4
e 2.25 em linhas celulares do cancro colorretal HCT116
p53** e HCT116 p53™.

ICs50 (1M)
Compound HCT*/* HCT-/-
1.26 0.93 46.50
1.25 5.1 >50
24 24.34 22.15
2.25 >15 >50

Os resultados obtidos permitem inferir que o 6,7-bis(hidroximetil)-1H,3H-
pirrolo[1,2-c]tiazole 2.4 ndo se mostrou mais ativo do que o MANIO 1.26, uma vez que
o valor de ICso obtido para este composto aumentou significativamente quando
comparado com o valor de ICsg de 0.93 uM apresentado pelo MANIO. Isto significa que
a introducéo de dois grupos metilo em C-1 ndo contribuiu de forma positiva para um bom
resultado da atividade antitumoral na linha celular do cancro colorretal HCT116 p53*/* e,
para além disso, o valor de ICso = 22.15 UM obtido na linha celular do cancro colorretal
HCT116 p53” mostra uma perda de seletividade do composto 2.4 relativamente ao
MANIO 1.26.

A sulfona 2.25, obtida por oxidacdo do 1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiazole-6,7-
dicarboxilato e posterior redugcdo com NaBH4, ndo se mostrou mais potente do que o
enantiomero do MANIO 1.25. Os valores obtidos para a linha celular do cancro colorretal
HCT116 p537 sdo ambos superiores a 50 UM, no entanto, na linha celular do cancro
colorretal HCT116 p53**, a introduc&o do grupo sulfona ao 1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiazole
ndo se revelou benéfica, tendo sido obtido um derivado com menor atividade.

Apesar de nenhum dos 6,7-bis(hidroximetil)-1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiazois
estudados ter sido melhor do que os ja existentes, o seu estudo foi relevante na medida
em que possibilitou estabelecer relagdes estrutura-atividade, mencionadas acima,

importantes para a compreensao do mecanismo de ac¢do dos derivados do MANIO.
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CAPITULO 4

CONCLUSAO E
PERSPETIVAS FUTURAS






Os objetivos do projeto de investigagdo apresentado nesta dissertacéo incluiam a
modulacédo estrutural do composto lider MANIO, a fim de obter novos derivados com
propriedades farmacocinéticas e famacodinamicas melhoradas.

No capitulo 2 foram descritas todas as metodologias sintéticas e respetivas
otimizacgBes, que conduziram a obtencdo de novos derivados 6,7-bis(hidroximetil)-
1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiazole quirais estruturalmente analogos ao MANIO.

O trabalho desenvolvido permitiu a sintese de um 6,7-bis(hidroximetil)-1H,3H-
pirrolo[1,2-c]tiazole com configuracdo absoluta S, derivado da D-penicilamina. Foram
também sintetizados novos 6,7-bis(hidroximetil)-1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiazole derivados
da L-cisteina com configuracdo absoluta R, contendo na posicdo 3 substituintes
aromaticos fluorados e heteroaromaticos.

No caso dos derivados fluorados, as alteracbes efetuadas envolveram a
substituicdo do grupo fenilo em C-3 pelos grupos 4-(trifluorometil)fenilo e
pentafluorofenilo. Os ésteres 1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiazole-6,7-dicarboxilatos, precursores
dos alcoois, foram obtidos com rendimentos moderados, contudo foi no passo de reducéo
aos correspondentes alcoois que foram encontradas algumas dificuldades. O 6,7-
bis(hidroximetil)-1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiazole contendo um grupo para-
(trifluorometil)fenilo demonstrou ser pouco estavel, motivo pelo qual ndo foi estudada a
sua atividade como agente antitumoral. Por sua vez, a sintese do alcool com o substituinte
pentafluorofenilo em C-3 revelou ser uma reacdo muito pouco eficiente. No entanto, a
sintese deste ultimo derivado permitiu que também fosse explorada a preparacéo de um
composto contendo um grupo amino-PEG no substituinte aromatico do carbono C-3, com
0 objetivo de obter um composto com caracteristicas mais hidrofilicas. A sintese eficiente
deste 1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiazole-6,7-dicarboxilato contendo o substituinte amino-PEG
foi conseguida via substituicdo nucledfila aroméatica no grupo pentafluorofenilo. Foi
também possivel efetuar a reducdo deste composto, tendo sido confirmada a conversédo
dos grupos éster nos correspondentes grupos hidroximetilo por espetroscopia de RMN,
no entanto persistem algumas davidas acerca do grau de pureza do produto obtido.

O estudo foi estendido a sintese de anadlogos do MANIO contendo grupos
heteroarilo em substituicdo do grupo fenilo em C-3, concretamente o pirrole e o indole.
No caso do pirrole o trabalho desenvolvido apenas permitiu alcancar a sintese da

tiazolidina éster devido aos desafios enfrentados na obtencdo da tiazolidina acida inicial.
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No caso do indole toda a estratégia sintética desenvolvida resultou com sucesso na
obtencéo do 6,7-bis(hidroximetil)-1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiazole pretendido.

O trabalho desenvolvido envolveu o estudo da sintese de sulfonas e sulfoxidos
derivados do enantibmero do MANIO (com configuracdo absoluta R). O trabalho
permitiu obter a sulfona correspondente, mas nao foi possivel a obtencéo do sulfoxido,
tendo apenas sido possivel o isolamento de um composto mono-reduzido, apesar de
testadas varias condicgdes de reacdo e abordadas diferentes estratégias. O trabalho iniciado
para a sintese de sulfona e sulféxido do MANIO (configuracdo absoluta S), permitiu a
obtencdo dos respetivos 1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiaz6is-6,7-dicarboxilatos oxidados.

No capitulo 3 foram apresentados os resultados preliminares da atividade
antiproliferativa de alguns 6,7-bis(hidroximetil)-1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiazéis, que foi
avaliada em linhas celulares do cancro colorretal HCT116 p53** e HCT116 p53™, através
do ensaio SRB.

Foram obtidos os valores de ICso para apenas dois 6,7-bis(hidroximetil)-1H,3H-
pirrolo[1,2-c]tiazois, o derivado do MANIO alquilado em C-1 e a sulfona do enantiomero
do MANIO. Infelizmente nenhum destes compostos se revelou mais ativo do que o
MANIO e o seu enantiomero, o que significa que é necessario continuar a investir na
procura por novos derivados, que se mostrem mais promissores e com melhores valores
de atividade antitumoral para as linhas celulares do cancro colorretal. Ainda assim, 0s
resultados obtidos foram importantes, na medida em que foi possivel estabelecer relacbes
estrutura-atividade, nomeadamente o impacto da presenca dos grupos alquiloem C-1ea
introdugdo do grupo sulfona, contribuindo para uma melhor compreensdo do mecanismo
de acéo dos derivados do MANIO como agentes anticancerigenos e como ativadores da
proteina p53.

Um dos objetivos a curto prazo do trabalho de investigacao a desenvolver consiste
em aprofundar o estudo de 6,7-bis(hidroximetil)-1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiaz0is contendo
grupos heteroaromaticos em C-3, de forma a avaliar o seu potencial como ativadores da
proteina p53. Sulfonas e sulféxidos 1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiazbis-6,7-dicarboxilatos sdo
igualmente moléculas alvo que justificam estudos adicionais. Em particular, a obtencédo
de sulfoxidos e o estudo do impacto deste grupo na atividade antitumoral apresentada
pelos  6,7-bis(hidroximetil)-1H,3H-pirrolo[1,2-C]tiaz0is  devera ser explorada,
principalmente pela questdo da hidrofilicidade que é acrescentada ao produto final com a
entrada deste grupo.
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CAPITULO 5

PARTE EXPERIMENTAL






Neste capitulo estdo descritos os varios procedimentos experimentais que foram
utilizados para a sintese dos compostos ao longo do trabalho, bem como a aparelhagem
utilizada. Para a caracterizacdo das moléculas foram efetuados pontos de fusdo,
espetroscopia de infravermelho (1V), espetroscopia de ressonancia magnética nuclear de
protdo (RMN *H), de carbono (RMN 3C) e de fltor (RMN °F), espetrometria de massa

de alta resolucdo (EMAR) e rotagdo especifica [a], quando necessario.

5.1. Aparelhagem Utilizada

Pontos de fusdo

Os pontos de fusdo foram obtidos através de um medidor de ponto de fusdo digital

Falc pelo método de capilar de vidro aberto e os seus valores ndo sao corrigidos.

Espetroscopia de Infravermelho

Os espetros de infravermelho foram obtidos num espetrometro FTIR modelo 6700
da Nicolet (para pastilhas de KBr) ou Cary 630 FTIR da Agilent Technologies (para
ATR).

Espetroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear

Os espetros de ressonancia magnética nuclear foram obtidos num espetrometro
400 MHz Bruker Avance 11, operando a 400 MHz (RMN !H), 100 MHz (RMN C) e
376 MHz (RMN *°F), ou 400 MHz Bruker Avance Il HD, operando a 500 MHz (RMN
'H) e 125 MHz (RMN 23C). Os espetros bidimensionais foram obtidos no mesmo
equipamento.

Os solventes utilizados foram cloroformio deuterado (CDClIs), dimetilsulfoxido
deuterado (DMSO-ds) ou metanol deuterado (CDsOD). Os valores dos desvios quimicos
sdo apresentados em ppm relativamente ao padrdo interno tetrametilsilano (TMS) e os

valores das constantes de acoplamento (J) séo expressas em Hertz (Hz).
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Espetrometria de Massa de Alta Resolucao

Os espetros de massa de alta resolucdo foram obtidos num espetrémetro Thermo
Orbitrap Q-Exactive Focus, no qual o método utilizado foi ionizacdo por eletrospray
(ESI).

Rotacdo Especifica

Os valores da rotacdo especifica foram determinados num polarimetro Optical
Activity AA-5.

Cromatografia

Foram utilizadas placas de silica 60 F2s4 em suporte de aluminio fornecidas pela
Merck nas reac@es cuja evolucao foi acompanhada por cromatografia em camada fina. A
maior parte dos compostos foi purificada por cromatografia em coluna de silica, onde foi
usado gel de silica 60A (0.035-0.070 mm) como fase estacionaria.

Micro-ondas
Reacdes com irradiacdo por micro-ondas foram realizadas num equipamento

Discover S-Class, da marca CEM.
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5.2. Solventes e Reagentes

Acetato de Etilo

Foi refluxado durante 3 horas na presenca de carbonato de potassio e de seguida

destilado.

Diclorometano

Foi refluxado na presenca de cloreto de célcio durante 3 horas, destilado e

guardado sobre peneiros moleculares 4A.

Etanol e Metanol

Foram aquecidos a refluxo durante 2 horas com magnésio (5g/l) na presenca de
palhetas de iodo (0,5g/1), seguindo-se a destilacdo a partir do alcdxido de sodio, e

guardados sobre peneiros moleculares 3A.

Eter Etilico, Hexano e Tetra-hidrofurano

Foram refluxados na presenca de pequenos pedacos de sddio, utilizando
benzofenona como indicador, destilados e guardados sobre peneiros moleculares 4A.

Todos os outros solventes e reagentes foram fornecidos pela Sigma-Aldrich, Alfa
Aesar, Acros Organics ou Fluorochem e utilizados diretamente, ou seja, sem qualquer
purificacdo adicional.
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5.3. Sintese e Caracterizacao

5.3.1. Protecéo de Aldeidos Heteroaromaticos

CHO Sintese do 1-acetil-1H-indole-3-carbaldeido (2.13)

d\? O composto 2.13 foi preparado de acordo com um procedimento ja

):0 descrito na literatura.®

A uma solucéo de 1H-indole-3-carbaldeido (2.00 g, 13.80 mmol) em DCM

seco (95 mL) a 0 °C foi adicionado DMAP (0.17 g, 1.38 mmol) e NEt; (3.49 g,
34.45 mmol). Apds colocar a mistura reacional em atmosfera inerte, adicionou-se, de
forma lenta, Ac20 (2.11 g, 20.67 mmol). A mistura foi agitada a temperatura ambiente
durante 3 h.
A solucdo obtida foi lavada com uma solu¢édo saturada de NaHCO3, H20O e uma solugéo
saturada de NaCl. A fase orgénica foi seca com Na>SOs anidro e, apds filtracdo e
evaporagao do solvente a presséo reduzida, o composto 2.13 foi obtido como um solido
branco, tal como se encontra descrito.
p.f.: 163.0 °C (literatura:®* 165.0 °C).
RMN *H (400 MHz, CDCls): 8 = 2.75 (s, 3H), 7.44 (ddd, J = 1.5, 7.6 € 9.1 Hz, 2H), 8.08
(s, 1H), 8.28 (dd, J = 1.7 e 7.1 Hz, 1H), 8.41 (dd, J = 1.4 e 7.7 Hz, 1H), 10.14 (s, 1H)
ppm.

Sintese do 1-benzil-1H-pirrole-2-carbaldeido (2.18)

CHO O composto 2.18 foi preparado de acordo com um procedimento ja descrito

BN
N
b

na literatura.30:62

Uma solugdo de KOH (2.36 g, 42.06 mmol) em DMSO (21 mL) foi colocada a agitar &
temperatura ambiente durante 5 minutos, em atmosfera inerte. Seguidamente adicionou-
se 0 1H-pirrole-2-carbaldeido (1.00 g, 10.52 mmol) e a mistura reacional foi agitada
durante mais 45 minutos. Apos esse tempo, colocou-se a reacdo a 0 °C e foi adicionado
brometo de benzilo (3.24 g, 18.93 mmol). Apds a adi¢do, a mistura reacional foi colocada
a agitar a temperatura ambiente por mais 45 minutos.

Foi obtida uma mistura de cor amarelada, a qual se adicionou 21 mL de H.O e se fez uma
extracdo com éter etilico. A fase organica obtida foi seca com Na>SO4 anidro e, apds
filtracdo e evaporagéo do solvente a pressao reduzida, o produto da reacdo foi purificado
por cromatografia em coluna [AcOELt: Hex (1:3)].
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O composto 2.18 foi obtido como um dleo amarelo (1.93 g, 99%).
RMN H (400 MHz, CDCls): § = 5.52 (s, 2H), 6.22-6.23 (m, 1H), 6.93 — 6.94 (m, 2H),
7.10-7.12 (m, 2H), 7.22 — 7.30 (m, 3H), 9.53 (s, 1H) ppm.

5.3.2. Sintese de Acidos 1,3-tiazolidina-4-carboxilicos

COH Acido 2-fenil-5,5-dimetil-1,3-tiazolidina-4-carboxilico (2.2)

S. _NH A sintese do acido 2-fenil-5,5-dimetil-1,3-tiazolidina-4-carboxilico foi
é realizada com base num procedimento ja descrito na literatura.>

A uma solucdo de D-penicilamina (2.98 g, 20.00 mmol) em metanol
(250 mL) foi adicionada, de forma lenta, uma solucdo de benzaldeido (2.36 g,
22.20 mmol) em metanol (30 mL). Depois da mistura reacional ter sido deixada a agitar
a temperatura ambiente durante a noite, foi concentrada a pressdo reduzida e o residuo
foi lavado e filtrado com éter etilico, onde foi possivel obter o composto 2.2 como um
solido branco (1.96 g, 66%).
p.f.: literatura:® 160.0 — 162.0 °C.
O espetro de RMN *H mostra a presenca de dois diastereoisomeros (razdo 38:62):
Isémero minoritario - RMN H (400 MHz, CD30D): § = 1.51 (s, 3H), 1.73 (s, 3H), 3.97
(s, 1H), 5.94 (s, 1H, CHPh), 7.55 — 7.58 (m, 5H, ArH) ppm.

Isémero maioritario - RMN *H (400 MHz, CDsOD): § = 1.47 (s, 3H), 1.76 (s, 3H), 3.84
(s, 1H), 5.69 (s, 1H, CHPh), 7.37 — 7.41 (m, 5H, ArH) ppm.

CoH  Acido 2-fenil-1,3-tiazolidina-4-carboxilico (2.20)

S._NH A sintese do composto pretendido foi efetuada utilizando um procedimento

é ja descrito na literatura.®

A uma solucdo de L-cisteina (6.06 g, 50.00 mmol) em &gua (50 mL) foi
adicionada uma solucéo de benzaldeido (5.31 g, 50.00 mmol) em etanol (38 mL). A
reacdo foi colocada a temperatura ambiente e deixada a reagir durante a noite. Apos
lavagem e filtragdo a vacuo com éter etilico, o produto 2.20 foi obtido como um sdlido
branco (8.79 g, 84 %).
p.f.: 158.0 — 160.0 °C (literatura:?® 154.0 — 155.0 °C).
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O espetro de RMN H mostra a presenca de dois diastereoisomeros (razdo 38:62):
Isémero minoritario - RMN *H (400 MHz, DMSO-dg): 3.09 (dd, J = 8.7 e 10.1 Hz, 1H),
3.39(dd, J=7.2e10.1 Hz, 1H), 4.25 (pseudo-t, 1H), 5.51 (s, 1H, CHPh), 7.24 — 7.42 (m,
3H, ArH), 7.42 — 7.55 (m, 2H, ArH) ppm.

Isbmero maioritario - RMN *H (400 MHz, DMSO-ds): 3.15 (dd, J = 4.5 e 10.2 Hz, 1H),
3.32(dd, J=7.1e 10.3 Hz, 1H), 3.91 (pseudo-t, 1H), 5.68 (s, 1H, CHPh), 7.24 — 7.42 (m,
3H, ArH), 7.42 — 7.55 (m, 2H, ArH) ppm.

coH  Acido 2-(4-(trifluorometil)fenil)-1,3-tiazolidina-4-carboxilico (2.6a)
S.__NH A sintese deste composto foi efetuada utilizando um procedimento descrito

)¢

na literatura.”

@ A uma solucdo de L-cisteina (4.85 g, 50.00 mmol) em agua (40 mL) foi

o adicionada uma solucéo de aldeido (6.96 g, 40.00 mmol) em etanol (30 mL).
A reacdo foi colocada a temperatura ambiente e deixada a reagir durante a noite. Apds
lavagem e filtracdo a vacuo com éter etilico, foi obtido 0 composto 2.6a como um sélido
branco (10.26 g, 93%).
O espetro de RMN H mostra a presenca de dois diastereoisomeros (razdo 42:58):
Isémero minoritario - RMN H (400 MHz, CDs0OD): 3.26 (dd, J = 8.4 e 10.4 Hz, 1H),
3.53(dd,J=7.2e10.4 Hz, 1H), 4.09 (dd, J=7.2 ¢ 8.4 Hz, 1H), 5.65 (s, 1H, CHPh), 7.65

—7.78 (m, 4H, ArH) ppm.

Isémero maioritario - RMN 'H (400 MHz, CD3OD): 3.33 (dd, J = 5.0 e 10.6 Hz, 1H),
3.46 (dd,J=7.1e 10.6 Hz, 1H), 4.34 (dd, J =5.0 e 7.1 Hz, 1H), 5.84 (s, 1H, CHPh), 7.65
—7.78 (m, 4H, ArH) ppm.

coH  Acido 2-pentafluorofenil-1,3-tiazolidina-4-carboxilico (2.6b)
S _NH A uma solucgdo de L-cisteina (2.42 g, 20.00 mmol) em agua (20 mL) foi
F F adicionada uma solugio de pentafluorobenzaldeido (3.92 g, 20.00 mmol)
F F em etanol (15 mL). Deixou-se a mistura reacional em agitacdo durante a
noite a temperatura ambiente. O produto foi isolado por evaporacédo do
solvente, seguido da recristalizacdo com etanol. Apds lavagens com éter etilico, obteve-
se um solido branco (2.51 g, 42%).
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p.f.: 135.0 — 137.0 °C.
IV: Vmax = 2973, 1519, 1502, 884, 970 cm™.

O espetro de RMN 'H mostra a presenca de dois diastereoisomeros (razao 44:56):
Isbmero minoritario - RMN *H (400 MHz, CD30D): & = 3.15 (pseudo-t, J = 9.8 Hz, 1H),
3.53 (dd, J =6.8 € 10.1 Hz, 1H), 3.95-3.99 (m, 1H), 5.88 (s, 1H, CHAr) ppm.

Isbmero maioritario - RMN *H (400 MHz, CD3;0D): § = 3.35 (dd, J = 4.4 € 10.6 Hz, 1H),
3.47 (dd, J=6.5€e 10.5 Hz, 1H), 4.49 (dd, J=4.4 ¢ 6.4 Hz, 1H), 6.09 (s, 1H, CHAr) ppm.

EMAR (ESI) m/z: calculado para C1oH7FsNO>S [M+H]* 300.0112, encontrado 300.0107.

co.H  Acido 2-(1-acetil-1H-indol-3-il)-1,3-tiazolidina-4-carboxilico (2.14)
S._NH A uma solucéo de L-cisteina (1.48 g, 12.25 mmol) em &gua (12 mL) foi
@ adicionada uma solucdo de 1-acetil-1H-indole-3-carbaldeido (2.29 ¢,
N):o 12.25 mmol) em diclorometano (25 mL). Deixou-se a mistura reacional
em agitacdo durante a noite a temperatura ambiente. O produto foi isolado
por evaporacdo do solvente, seguida de lavagem e filtragdo do sélido obtido com éter
etilico. A tiazolidina 2.14 foi obtida como um sélido branco (2.22 g, 63 %).

p.f.: 144.0 — 146.0 °C.
IV: Vmax = 3046, 1718, 1377, 1204, 746 cm™.

O espetro de RMN H mostra a presenca de dois diastereoisomeros (razao 44:56):
Isémero minoritario - RMN *H (400 MHz, DMSO-dg) & = 2.66 (s, 3H), 3.08 (dd, J = 9.2
e 9.8 Hz, 1H), 3.44 (dd, J = 7.0 e 10.0 Hz, 1H), 3.97 (dd, J = 7.0 € 9.0 Hz, 1H), 5.80 (s,
1H, CHAY), 7.27 — 7.39 (m, 2H), 7.65 — 7.69 (m, 1H), 8.04 (s, 1H), 8.31 — 8.36 (m, 1H)
ppm.

Isémero maioritario - RMN *H (400 MHz, DMSO-ds): § = 2.64 (s, 3H), 3.14 (dd, J=5.3
e 10.3 Hz, 1H), 3.35 (dd, J = 7.1 e 10.2 Hz, 1H), 4.28 (dd, J = 5.4 e 7.0 Hz, 1H), 5.97 (s,
1H, CHAr), 7.27 — 7.39 (m, 2H), 7.65 — 7.69 (m, 1H), 7.78 (s, 1H), 8.31 — 8.36 (m, 1H)
ppm.
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EMAR (ESI) m/z: calculado para C14H15N203S [M+H]" 291.0798, encontrado 291.0792.

CoH  Acido (2S,4R)-3-acetil-2-feniltiazolidina-4-carboxilico (2.27)

S\:/N\.(o A sintese do composto apresentado ja se encontra descrita na literatura.®

3 O reagente utilizado foi o acido 2-fenil-1,3-tiazolidina-4-carboxilico 2.20,
© sintetizado e descrito acima, ao qual foi adicionado piridina (50 mL).
A mistura foi colocada em agitacdo a temperatura ambiente e de seguida foi adicionado
Ac20, gota a gota. A duracdo da reacdo foi de 1.5 h. A mistura reacional foi diluida em
agua (76 mL) e a solucéo foi acidificada a pH 3 com HCI concentrado.
A fase aquosa foi extraida com acetato de etilo (x3). A fase organica foi seca com Na>SO4
e, apos filtracdo a vacuo e evaporacéo do solvente a pressao reduzida, foi obtido um sélido
branco. A recristalizacdo com etanol conduziu a obtencdo da tiazolidina 2.27 como
diastereoisomero (3.16 g, 63%).
p.f.: literatura:%® 189.0 — 190.0 °C.
No espetro de RMN *H a 25 °C observa-se uma mistura de rotdmeros, e por isso todos 0s
sinais surgem duplicados.
RMN *H (400 MHz, DMSO-dg): § =1.76 € 2.03 (2 x s, 3H), 3.20 — 3.46 (2 x m, 1H), 5.12
e5.36(2xd, J=6.1e7.2Hz, 1H), 6.15e6.38 (2 x5, 1H), 7.18 — 7.41 (2 x m, 5 H, ArH).

5.3.3. Sintese da 2-(1-benzil-1H-pirrol-2-il)tiazolidina-4-

carboxilato de metilo (2.19)

co,me A uma solucdo de hidrocloreto do éster metilico da L-cisteina (0.84 g, 4.90
S NH mmol) em &gua (3.7 mL) e KHCO3 (0.49 g, 4.90 mmol) foi adicionado o 1-
%N/Bn benzil-1H-pirrole-2-carbaldeido (2.18) (1.00 g, 5.40 mmol), previamente

— dissolvido em etanol (3.7 mL).

A reacdo foi colocada em agitacdo a temperatura ambiente e controlada por TLC. Apos
4 h de reacdo a mistura foi diluida em agua e a fase aquosa foi extraida com DCM (x3).
A fase organica foi recolhida e seca com Na2SO4 anidro e, depois de uma filtragdo a vacuo
e da evaporacdo do solvente a pressdo reduzida, o 6leo obtido foi purificado por
cromatografia em coluna [AcOEt: Hex (1:3)], de onde resultou a formacao de um solido
bege, correspondente ao produto pretendido 2.19 (0.86 g, 53%).
p.f.. 58.2 —58.9 °C.
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IV: Vmax = 3286, 2949, 1722, 1232, 726 cm™™,

O espetro de RMN H mostra a presenca de dois diastereoisomeros (razdo 39:61):
Isdmero minoritario - RMN *H (400 MHz, CDCls) & = 2.55 - 2.57 (m, 1H), 3.09 (dd, J =
6.1e10.5 Hz, 1H), 3.39 (dd, J = 7.7 € 10.5 Hz, 1H), 3.74 (s, 1H), 4.17 (pseudo-t, J = 6.5
Hz, 1H), 5.12 (s, 1H), 5.37 (d, J = 16.1 Hz, 1H), 5.59 (s, 1H), 6.09 — 6.10 (m, 1H), 6.34
—6.36 (m, 1H), 6.68 — 6.69 (m, 1H), 7.01 — 7.06 (m, 2H), 7.24 — 7.33 (m, 2H) ppm.

Isémero maioritario - RMN *H (400 MHz, CDCls): § = 2.55 — 2.57 (m, 1H), 3.01 (dd, J
=9.5e10.0 Hz, 1H), 3.34 (dd, J = 7.1 e 10.2 Hz, 1H), 3.77 (s, 1H), 3.83 —3.90 (m, 1H),
5.16 (s, 1H), 5.31 (d, J = 16.2 Hz, 1H), 5.41 (d, J = 9.0 Hz, 1H), 6.15—6.17 (m, 1H), 6.46
—6.48 (m, 1H), 6.68 — 6.69 (m, 1H), 7.01 — 7.06 (m, 2H), 7.24 — 7.33 (m, 2H) ppm.

5.3.4. Sintese de 1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiazbis-6,7-dicarboxilatos de

dimetilo

Procedimento geral >3

Foi preparada uma suspensdo do &cido 1,3-tiazolidina-4-carboxilico apropriado
(4.00 mmol) e DMAD (6.00 mmol, 0.77 mL) em Ac20 (13 mL). A mistura reacional foi
colocada em agitacdo a temperatura de aproximadamente 110 °C durante 4 h. Apds
arrefecer a temperatura ambiente, diluiu-se a mistura reacional com DCM (40 mL) e a
fase organica foi lavada com uma solugdo saturada de NaHCO3 e &gua. Depois de secar
a fase organica com Na>SOs anidro, evaporou-se 0 solvente e os produtos foram

purificados por cromatografia em coluna [AcOEt: Hex].

CO,Me (3S)-3-Fenil-1,1,5-trimetil-1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiazole-6,7-

4 ) CO:Me  dicarboxilato de dimetilo (2.3)
SYN Me O produto isolado foi obtido a partir da tiazolidina 2.2 como um 6leo
@ amarelado (64%), tal como na literatura.>

RMN *H (400 MHz, CDCls): § = 1.84 (s, 3H), 1.90 (s, 3H), 1.95 (s,
3H), 3.80 (s, 3H), 3.83 (s, 3H), 6.34 (s, 1H, CHPh), 7.06 — 7.10 (m, 2H, ArH), 7.34 (m,
3H, ArH) ppm.
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COyMe (3R)-3-Fenil-5-metil-1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiazole-6,7-dicarboxilato
a® COMe de dimetilo (2.21)
Me O produto foi obtido a partir da tiazolidina 2.20 como um sélido branco
é (62%), tal como na literatura.?®
p.f.: literatura:?® 149.0 — 151.0 °C.
RMN H (500 MHz, CDCls): 6 =2.01 (s, 3H), 3.83 (s, 3H), 3.83 (s, 3H), 4.32 (d, J = 14.9
Hz, 1H), 4.48 (dd, J = 1.8 e 14.9 Hz, 1H), 6.28 (d, J = 1.7 Hz, 1H, CHPh), 7.04 — 7.07

(m, 2H, ArH), 7.31 - 7.37 (m, 3H, ArH) ppm.

COyMe (3R)-3-(Pentafluorofenil)-5-metil-1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiazole-
. N/ CO:Me g 7_dicarboxilato de dimetilo (2.7b)
. F'V'e O produto isolado foi obtido a partir da tiazolidina 2.6b como um
solido branco (56%).
i F ] p.f.: 157.3 — 158.3 °C (recristalizado com AcOEt / Hex).

IV (KBr): Vmax = 1693, 1505, 1226, 987 cm™.

RMN *H (400 MHz, CDCls): 6 =2.13 (s, 3H), 3.82 (s, 3H), 3.82 (s, 3H), 4.41 (d, J = 14.5
Hz, 1H), 4.56 (d, J = 14.5 Hz, 1H), 6.62 (s, 1H) ppm; EMAR (ESI) m/z: calculado para
C17H13NO4FsS [M+H]* 422.0480, encontrado 422.0475; [a]4° = +15 (c 1, DCM).

COzMe (3R)-3-(4-(Trifluorometil)fenil)-5-metil-1H,3H-pirrolo[1,2-
7y COMe cltiazole-6,7-dicarboxilato de dimetilo (2.7a)
N Me O produto foi obtido a partir da tiazolidina 2.6a, como um solido bege
(49%).
CF3 p.f.: 104.5 —105.8 °C (recristalizado com AcOEt / Hex).

IV: vmax = 2950, 1705, 1437, 1323, 1204, 1126, 1090, 1065 cm™.

RMN H (400 MHz, CDCl3): = 2.03 (s, 3H), 3.83 (s, 3H), 3.84 (s, 3H), 4.34 (d, J = 14.9
Hz, 1H), 4.47 (dd, J = 1.5 ¢ 14.9 Hz, 1H), 6.32 (d, J = 1.2 Hz, 1H), 7.16 (d, J = 8.1 Hz,
2H), 7.62 (d, J = 8.2 Hz, 2H) ppm; RMN %3C (100 MHz, CDCls): & = 11.5, 30.1, 51.5,
51.6, 64.1, 107.3, 117.8, 123.7 (g, Yer = 272.0 Hz), 125.9, 126.4 (q, 3Jcr = 3.7 Hz),
130.4, 131.2, (q, 2Jc.r = 32.7 Hz), 140.3, 144.2, 163.9, 165.1 ppm; RMN °F (376 MHz,
CDCl3): 6 = — 62.79 ppm; EMAR (ESI) m/z: calculado para CigHi7FsNOsS [M+H]*
400.0825, encontrado 400.0822; [a]4° = +210 (c 0.5, DCM).
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COyMe (3R)-3-(1-acetil-1H-indol-3-il)-5-metil-1H,3H-pirrolo[1,2-

. ; CoMe - tiazole-6,7-dicarboxilato de dimetilo (2.15)
Me O produto isolado foi obtido a partir da tiazolidina 2.14 como um
N s6lido bege (31%).
o p.f.: 204.4 — 207.5 °C (recristalizado com AcOEt / Hex).

IV: vmax = 3113, 2941, 1694, 1529, 1295, 1090 cm™.

RMN H (400 MHz, CDClg): § = 2.12 (s, 3H), 2.61 (s, 3H), 3.83 (s, 3H), 3.85 (s, 3H),
4.39 (d, J =14.9 Hz, 1H), 4.49 (dd, J = 1.8 e 14.9 Hz, 1H), 6.59 (s, 1H, CHAr), 7.09 (dt,
J=1.0e 7.9 Hz, 1H), 7.18 — 7.31 (m, 3H, ArH), 7.40 (ddd, J = 1.2, 7.3 e 8.5 Hz, 1H),
8.42 (d, J = 8.4 Hz, 1H) ppm; RMN 3C (100 MHz, CDCls): § = 11.3, 24.0, 30.1, 51.5
51.6, 58.3, 116.9, 118.9, 120.9, 122.2, 124.4, 126.3, 126.7, 130.9, 136.5, 140.2, 164.0,
165.2, 168.3 ppm; EMAR (ESI) m/z: calculado para C21H200sN2NaS [M+Na]" 435.0985,
encontrado 435.0976. [a]4° = +180 (c 1, DCM).

CO,Me (3S)-3-fenil-5-metil-1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiazole-6,7-dicarboxilato
a® COMe e dimetilo (2.28)
Me O produto foi obtido como um solido branco (79%), tal como na

N
© literatura.>

p.f.: literatura:® 160.0 — 162.0 °C.

RMN H (400 MHz, CDCls): §=2.01 (s, 3H), 3.83 (s, 3H), 3.83 (s, 3H), 4.32 (d, J = 14.9
Hz, 1H), 4.48 (dd, J = 1.8 e 14.9 Hz, 1H), 6.28 (d, J = 1.7 Hz, 1H, CHPh), 7.03 — 7.08
(m, 2H, ArH), 7.31 - 7.38 (m, 3H, ArH) ppm.

5.3.5. Reacdo de Peguilacao do (3R)-3-(pentafluorofenil)-5-metil-
1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiazole-6,7-dicarboxilato de dimetilo

CO;Me Esta reacéo foi realizada em condigdes de irradiagdo por micro-

d N/ CO:Me ondas. Num tubo de micro-ondas de 10 mL foram colocados o

. FMe 1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiazole 2.7b (0.36 g, 0.85 mmol), NMP
i i (3.6 mL) e amino-PEG (0.31 g, 2.98 mmol). A reacdo foi efetuada

HN._~ g~ OH a temperatura de 200 °C durante 13 minutos.

89



Apos arrefecimento a temperatura ambiente, a solucdo foi diluida em AcOEt e a fase
organica foi lavada com uma solucéo saturada de NaHCOs e 4gua. Depois de secar a fase
orgéanica com Na>SO4 anidro, evaporou-se o solvente e o produto foi purificado por
cromatografia em coluna, onde o eluente utilizado foi [AcOEt: Hex (3:1) e AcOEt: Hex
(5:1)]. No final obteve-se um sélido bege, correspondente ao produto pretendido (3R)-3-
(2,3,5,6-tetrafluoro-4-((2-(2-hidroxietoxi)etil)amino)fenil)-5-metil-1H,3H-pirrolo[ 1,2-
c]tiazole-6,7-dicarboxilato de dimetilo (2.10) — (0.57 g, 66%).

p.f.: 83.1 — 84.7 °C (recristalizado com AcOEt / Eter de petrdleo).

IV: Vmax = 3374, 2946, 2867, 1686, 1654, 1507, 1228 cm™.

RMN H (500 MHz, CDCls): § = 1.95 (sl, 1H), 2.13 (s, 3H), 3.59 — 3.62 (m, 4H), 3.66 —
3.67 (m, 2H), 3.76 — 3.77 (m, 2H), 3.81 (s, 3H), 3.82 (s, 3H), 4.36 (d, J = 14.5 Hz, 1H),
4.44 (sl, 1H), 4.55 (dd, J = 2.0 e 14.5 Hz, 1H), 6.57 (s, 1H, CHAr) ppm; EMAR (ESI)
m/z: calculado para Ca1H23FsN206S [M+H]* 507.1208, encontrado 507.1203); [a]Z° = 0
(c 1, DCM).

5.3.6. Sintese de 2-oxo0-1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiazbis-6,7-dicarboxilatos
de dimetilo e 2,2-dioxo-1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiazbis-6,7-

dicarboxilatos de dimetilo

Procedimento geral da oxidacdo com MCPBA %2

A uma solucdo do 1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiazole-6,7-dicarboxilato de dimetilo
apropriado (1.30 mmol) em DCM seco (9 mL), sob atmosfera inerte e a uma temperatura
de 0 °C, adicionou-se lentamente 0 MCPBA (4 eq, 5.20 mmol). Colocou-se a mistura
reacional a temperatura ambiente e a agitar durante 4 h. Terminada a reagéo, lavou-se a
fase organica com uma solugdo aquosa de NaHSO3z 10% (m/v) (2 x 20 mL) e com uma
solucéo aquosa de NaHCO3 10% (m/v) (2 x 20 mL). A fase organica foi seca com Na>SO4
anidro e evaporou-se o solvente. Os produtos foram purificados por cromatografia em
coluna [AcOEt: Hex].

As alteracdes das condicOes experimentais relativamente ao descrito acima,
nomeadamente no que se refere a quantidade de oxidante e ao tempo de reacao,

encontram-se devidamente assinaladas.
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CO,Me (3R)-3-fenil-5-metil-2,2-dioxo-1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiazole-6,7-
7 “9Me dicarboxilato de dimetilo (2.22)

Me O produto isolado foi obtido a partir do composto 2.21. A sua
é preparacdo foi efetuada de acordo com o procedimento geral descrito,
com excecdo de que a mistura reacional ficou a agitar durante a noite e foi feita uma
lavagem com éter etilico frio para retirar impurezas, ao invés de uma cromatografia em
coluna. No final foi obtido um solido branco, correspondente ao produto pretendido 2.22
(54%).
p.f.: 174.0 — 175.0 °C (literatura:*> 174.0 — 176.0 °C).
IV (KBr): vmax = 1711, 1693, 1349, 1216, 1081 cm™™.
RMN !H (500 MHz, CDCls): 6 =2.16 (s, 3H), 3.86 (s, 3H), 3.87 (s, 3H), 4.39 (d, J = 16.4
Hz, 1H), 4.71 (d, J = 16.4 Hz, 1H), 5.90 (s, 1H, CHPh), 7.01 — 7.05 (m, 2H, ArH), 7.44
—7.51 (m, 3H, ArH) ppm.

COMe (3R)-3-fenil-5-metil-2-oxo-1H,3Hpirrolo[1,2-c]tiazole-6,7-
oM dicarboxilato de dimetilo (2.23)
é Me O produto isolado foi obtido a partir do composto 2.21. A sua
preparacdo foi efetuada de acordo com o procedimento geral descrito,
exceto que o numero de equivalentes de MCPBA utilizado foi 1.1 e ndo 4. Na sua
purificacdo foi utilizado o eluente [AcOEt: Hex (1:1) e AcOEt: Hex (2:1)] e o produto
2.23 foi isolado como um sélido branco (86%).
IV (KBr): vmax = 1729, 1445, 1289, 1099, 1058 cm™™.
RMN !H (400 MHz, CDCls): 6 =2.24 (s, 3H), 3.85 (s, 3H), 3.87 (s, 3H), 4.25 (d, J = 17.3
Hz, 1H), 4.31 (d, J = 17.3 Hz, 1H), 6.14 (s, 1H, CHPh), 6.94 — 6.98 (m, 2H, ArH), 7.39
—7.44 (m, 3H, ArH) ppm; RMN *3C (100 MHz, CDCls): § =11.3, 50.7, 51.6, 51.6, 85.7,
110.7, 117.9, 125.9, 129.6, 129.8, 130.2, 132.4, 136.5, 163.5, 164.7 ppm; EMAR (ESI)
m/z: calculado para C17H1s0sNS [M+H]* 348.0900, encontrado 348.0892); [a]2° = +340
(c 1, DCM).

CO,Me (3S)-3-fenil-5-metil-2,2-dioxo-1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiazole-6,7-
LM dicarboxilato de dimetilo (2.29)
2
v Me O produto isolado foi obtido a partir do 1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiazole

2.28. As alteracOes efetuadas em relacdo ao procedimento descrito
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foram as mesmas do que as efetuadas para o seu isomero 2.22. No final foi igualmente
feita uma lavagem do produto com éter etilico frio, onde foi obtido um sélido branco,
correspondente ao composto 2.29 (59%).

p.f.. 171.3 —172.5 °C (triturado com éter etilico frio).

IV: Vmax = 2925, 1708, 1691, 1335, 1208, 1137, 1080 cm™.

RMN H (400 MHz, CDCl3): 6 =2.16 (s, 3H), 3.86 (s, 3H), 3.87 (s, 3H), 4.39 (d, J = 16.4
Hz, 1H), 4.71 (d, J = 16.4 Hz, 1H), 5.90 (s, 1H, CHPh), 7.01 — 7.05 (m, 2H, ArH), 7.43
—7.50 (m, 3H, ArH) ppm; RMN *3C (100 MHz, CDCls): 6 =11.4, 50.3, 51.8, 51.9, 78.0,
112.2, 116.0, 126.9, 127.4, 129.7, 129.8, 130.9, 133.7, 163.1, 164.7 ppm; EMAR (ESI)
m/z: calculado para C17H170sNNaS [M+Na]* 386.0669, encontrado 386.0658); [a]3° =
-135 (c 1, DCM).

COyMe (3S)-3-fenil-5-metil-2-oxo-1H,3Hpirrolo[1,2-c]tiazole-6,7-
ost// COMe  gicarboxilato de dimetilo (2.30)
: Me O produto isolado foi obtido a partir do 1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiazole
© 2.28. O procedimento utilizado para a sua preparacdo foi o descrito

acima, exceto que o nimero de equivalentes de MCPBA utilizado foi 1.1 e ndo 4. Na sua
purificacdo foi utilizado o eluente [AcOEt: Hex (1:1) e AcOEt: Hex (2:1)] e o produto
2.30 foi isolado como um sélido branco (78%).

p.f.: 203.3 — 206.6 °C.

IV: Vmax = 2952, 2932, 1723, 1702, 1289, 1095, 1057 cm™™,

RMN 'H (400 MHz, CDCls): 6 =2.23 (s, 3H), 3.84 (s, 3H), 3.85 (5, 3H), 4.25 (d, J = 17.3
Hz, 1H), 4.31 (d, J = 17.4 Hz, 1H), 6.14 (s, 1H, CHPh), 6.94 — 6.99 (m, 2H, ArH), 7.38
—7.43 (m, 3H, ArH) ppm; RMN %3C (100 MHz, CDCls): 8 = 11.3, 50.7, 51.6, 51.6, 85.7,
110.7, 117.9, 125.9, 129.6, 129.8, 130.2, 132.4, 136.5, 163.5, 164.7 ppm; EMAR (ESI)
m/z: calculado para (C17H1s0sNS [M+H]* 348.0900, encontrado 348.0894); [a]%’ = -365
(c 1, DCM).
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5.3.7. Sintese de 6,7-bis(hidroximetil)-1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiaz0is

Procedimento geral da redugédo com LiAIH;>3

Uma solugdo do 1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiazole-6,7-dicarboxilato de dimetilo
apropriado (2.40 mmol) em DCM seco (25 mL) foi adicionada lentamente a uma
suspensédo de LiAIH4 (2.2 eq, 5.35 mmol) em éter etilico anidro (40 mL), sob atmosfera
inerte e a uma temperatura de 0 °C. Apds a adicdo, a mistura reacional foi colocada em
refluxo durante 1.5 h a temperatura de 40 °C. No final, a reacédo foi arrefecida num banho
de gelo para destruir o excesso de hidreto presente, mediante adicdo lenta de AcOEt
(20 mL), seguida de adicao de agua (0.3 mL), solucdo aquosa de NaOH 15% (0.3 mL) e
agua (0.9 mL). A mistura foi filtrada por celite e o residuo inorganico foi lavado varias
vezes com uma mistura de AcCOEt e DCM.

O filtrado foi seco com Na>SOs e o solvente evaporado. Os produtos foram
purificados por cromatografia em coluna [AcOEt: Hex].

As alteracbes das condigbes experimentais relativamente ao descrito acima, no
que diz respeito ao nimero de equivalentes de hidreto, temperatura e tempo de reacdo

encontram-se devidamente assinaladas.

OH (3S)-6,7-bis(hidroximetil)-3-fenil-1,1,5-trimetil-1H,3Hpirrolo[1,2-

// o c]tiazole (2.4)
S\E/N Me O produto foi purificado por cromatografia em coluna [AcOEt: Hex
© (1:1) e AcOEt: Hex (2:1)] e foi obtido como um 6leo incolor (59%), tal

como se encontra na literatura.>®
RMN *H (400 MHz, CDCls): & = 1.78 (s, 3H), 1.83 (s, 3H), 1.85 (s, 3H), 2.50 (sl, 1H),
2.60 (sl, 1H), 4.49 (d, J = 12.3 Hz, 1H), 4.53 (d, J = 12.3 Hz, 1H), 4.64 (s, 2H), 6.30 (s,
1H, CHPh), 7.03 — 7.10 (m, 2H, ArH), 7.26 — 7.33 (m, 3H, ArH) ppm: [a]2° = - 215 (c
0.5, DCM) (literatura:*’ [a]3° = - 205 (c 1, DCM).

OH (3R)-6,7-bis(hidroximetil)-3-fenil-5-metil-1H,3Hpirrolo[1,2-

// o c]tiazole (1.25)
SEN Me O produto foi purificado por cromatografia em coluna [AcOEt: Hex

(2:1)] e foi obtido como um s6lido branco (25%), tal como se encontra

na literatura.>
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p.f.: literatura:®? 91.0 — 93.0 °C.

RMN H (400 MHz, CDCls): 6 =1.85 (s, 3H), 4.08 (d, J = 12.8 Hz, 1H), 4.29 (d, J = 12.9
Hz, 1H), 4.49 (d, J = 5.2 Hz, 1H), 4.51 (d, J = 5.2 Hz, 1H), 4.59 (s, 2H), 6.22 (s, 1H,
CHPh), 7.00 — 7.10 (m, 2H, ArH), 7.28 — 7.35 (m, 3H, ArH) ppm.

OH (3R)-6,7-bis(hidroximetil)-3-(pentafluorofenil)-5-metil-1H,3H-
pirrolo[1,2-c]tiazole (2.8b)

Z
/. OH
S._N N . : :
Me O produto foi obtido a partir do procedimento geral descrito, exceto
F F
que a reacao foi feita a temperatura ambiente em vez de em refluxo a
F F

40 °C. Apos purificacdo por cromatografia em coluna [AcOEt: Hex
(3:1)], foi obtido um sélido branco correspondente ao composto 2.8b (4%).

RMN *H (400 MHz, CDCls): & = 1.95 (s, 3H), 2.78 (sl, 2H), 4.13 (d, J = 12.3 Hz, 1H),
4.40 (d, J =12.4 Hz, 1H), 4.46 (d, J = 12.4 Hz, 1H), 4.51 (d, J = 12.3 Hz, 1H), 4.53 (d, J
=12.2 Hz, 1H), 4.57 (d, J = 12.2 Hz, 1H), 6.56 (s, 1H, CHAr) ppm.

OH (3R)-6,7-bis(hidroximetil)-3-(4-(trifluorometil)fenil)-5-metil-1H,3H-
7o pirrolo[1,2-c]tiazole (2.8a)
Me O produto foi separado por cromatografia em coluna [AcOEt: Hex (2:1)];
[AcOELt: Hex (3:1)] e foi obtido como um 6leo incolor (3%).
¢k, RMN *H (400 MHz, CDCl3): & = 1.87 (s, 3H), 4.10 (d, J = 12.8 Hz, 1H),
4.29 (d, J=12.8 Hz, 1H), 4.39 - 4.60 (m, 4H), 6.25 (s, 1H), 7.14 (d, J = 7.9 Hz, 2H), 7.59

(d, J = 8.0 Hz, 2H) ppm; RMN °F (376 MHz, CDCls): 5 = — 62.76 ppm.

)
/‘Z§_\

OH (3R)-6,7-bis(hidroximetil)-3-(1H-indol-3-il)-5-metil-1H,3H-

7 T on pirrolo[1,2-c]tiazole (2.16)
SN Me O composto foi obtido a partir do procedimento acima referido, com
N excecdo do numero de equivalentes de LiAlIH4 utilizados. Neste caso
NH

foram utilizados 3.3 eq em vez dos 2.2 habitualmente usados. A
purificacdo foi feita por cromatografia em coluna [AcOEt: Hex (3:1), AcOEt: Hex (5:1)
e 100% AcOEt], e o produto 2.16 foi obtido como um sélido amarelado apds trituracdo
com éter etilico (30%).
p.f.: >200.0 °C (com decomposicao).
IV: Vmax = 3262, 2916, 2862, 1420, 1340, 976, 739 cm™™.
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RMN 'H (400 MHz, CDCl3): § = 1.82 (s, 3H), 3.03 (s, 2H), 4.07 (d, J = 12.8 Hz, 1H),
4.22 (d, J=12.8 Hz, 1H), 4.45 (d, J = 12.3 Hz, 1H), 4.49 (d, J = 12.3 Hz, 1H), 4.58 (s,
2H), 6.58 (s, 1H, CHAr), 6.77 (d, J = 2.0 Hz, 1H), 7.06 (t, J = 7.5 Hz, 1H), 7.17 (t, J =
7.6 Hz, 1H), 7.22 (d, J = 7.9 Hz, 1H), 7.31 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 8.51 (s, 1H) ppm; EMAR
(ESI) m/z: calculado para C17H1802N2NaS [M+Na]" 337.0981, encontrado 337.0974.

OH (3R)-6,7-bis(hidroximetil)-3-(2,3,5,6-tetrafluoro-4-((2-(2-
// oH hidroxietoxi)etil)amino)fenil)-5-metil-1H,3H-pirrolo[1,2-
SN Me c]tiazole (2.11)
F F Para a sintese deste composto foram utilizados 3.3 equivalentes de
F HN\/F\O/\/OH LiAIH4 e a reacdo foi realizada & temperatura ambiente, durante

4 h. A purificacdo por cromatografia em coluna [AcOEt: Hex
(3:1), AcOEt: Hex (5:1 e 100% AcOEt] seguida de trituracdo com éter etilico levou a
obtengdo do produto 2.11 como um solido bege (39%).
p.f.: 97.0 °C (com decomposi¢éo).
IV: Vmax = 3294, 2923, 2860, 1653, 1503, 968 cm™.
RMN !H (500 MHz, DMSO-ds): § = 1.88 (s, 3H), 3.39 — 3.48 (m, 6H), 3.54 (t, J = 5.7
Hz, 2H), 4.14 (d, J = 12.7 Hz, 1H), 4.22 (d, J = 5.2 Hz, 1H), 4.28 (d, J = 12.8 Hz, 1H),
4.34 (d, J = 5.3 Hz, 1H), 4.42 (t, J = 5.2 Hz, 1H), 4.58 (q, J = 5.4 Hz, 1H), 6.04 (sl, 1H)
6.67 (s, 1H) ppm; EMAR (ESI) m/z: calculado para C19H21FsN204S [M-H]*, 449.1153,
encontrado 449.1167); [a]Z® = +180 (c 0.5, DCM).

Procedimento geral da reducéo com NaBH4 *

A uma suspensdo contendo NaBHs (16 eq, 11.23 mmol) em THF (14 mL) foi
adicionado o0 2-oxo ou o 2,2-dioxo-1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiazole-6,7-dicarboxilato de
dimetilo (0.70 mmol) apropriado. A mistura reacional foi colocada em agitagdo durante
15 minutos a 65 °C sob atmosfera inerte, seguindo-se a adi¢do lenta de metanol (1.4 mL).
Apos a adicdo, a mistura reacional foi mantida sob agitacdo durante 48 h. Seguidamente,
a reacdo foi arrefecida a temperatura ambiente, adicionou-se solucéo saturada de NH4ClI
(2 mL) e a agitacdo foi continuada por mais 1 h. A fase aquosa foi extraida com AcOEt
(3x). A fase organica foi seca com Na2SOg4 anidro e o solvente evaporado. Os produtos
foram purificados por cromatografia em coluna [AcOEt: Hex]. As alteragdes das
condigdes experimentais, quando necessario, encontram-se devidamente assinaladas.
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OH OH (3R)-6,7-bis(hidroximetil)-3-fenil-5-metil-2,2-
/_&/\OH /_&/cozlvm dioxo-1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiazole e (3R)-7-
0SS AN OS5 NN (hidroximetil)-3-fenil-5-metil-2,2-dioxo-

é (\5 1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiazole-6-carboxilato de

metilo
Os produtos foram separados por cromatografia em coluna [AcOEt: Hex (3:1), AcOEt:
Hex (5:1)] e 100% AcOEt] para dar, por ordem de eluicdo, o (3R)-7-(hidroximetil)-3-
fenil-5-metil-2,2-dioxo-1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiazole-6-carboxilato de metilo (2.24) (9%)
e 0 (3R)-6,7-bis(hidroximetil)-3-fenil-5-metil-2,2-dioxo-1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiazole
(2.25) (27%), ambos como solidos brancos.

v" (3R)-7-(hidroximetil)-3-fenil-5-metil-2,2-dioxo-1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiazole-6-
carboxilato de metilo (2.24)

RMN *H (400 MHz, CDCls): 6 =2.27 (s, 3H), 3.87 (s, 3H), 4.22 (d, J = 15.2 Hz, 1H),

4.48 (d, J = 15.2 Hz, 1H), 4.61 (d, J = 13.2 Hz, 1H), 4.69 (d, J = 13.2 Hz, 1H), 5.91

(s, 1H, CHPh), 6.99 — 7.07 (m, 2H, ArH), 7.37 — 7.51 (m, 3H, ArH) ppm; RMN 3C

(100 MHz, CDCls): 6 =12.6, 48.2,51.5,57.1, 77.8, 118.9, 122.2, 126.8, 129.6, 130.6,

130.6, 135.7, 166.2 ppm.

v" (3R)-6,7-bis(hidroximetil)-3-fenil-5-metil-2,2-dioxo-1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiazole
(2.25)

p.f.: 170.0 °C (com decomposicao).

IV: Vmax = 3526, 3447, 2919, 2868, 1304, 1128, 984, 698 cm..,

RMN *H (400 MHz, CDCls): = 2.00 (s, 3H), 2.50 (sl, 1H), 2.76 (sl, 1H), 4.22 (d, J
= 15.0 Hz, 1H), 4.43 (d, J = 15.0 Hz, 1H), 4.59 — 4.65 (m, 4H), 5.88 (s, 1H, CHPh),
7.05 — 7.07 (m, 2H, ArH), 7.41 — 7.45 (m, 3H, ArH) ppm; RMN 3C (100 MHz,
CDCls): 4 =10.1, 48.4, 55.9, 56.6, 78.2, 118.2, 119.2, 121.6, 126.2, 127.1, 129.4,
130.4, 131.3 ppm; EMAR (ESI) m/z: calculado para CisHi7NOsNaS [M+Na]*
330.0771, encontrado 330.0764); [a]3° = +20 (¢ 0.25, DCM).
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OH (3R)-7-(hidroximetil)-3-fenil-5-metil-2-oxo-1H,3H-pirrolo[1,2-
/_&/cone c]tiazole-6-carboxilato de metilo (2.26)
OSEN Me O produto foi obtido a partir do procedimento geral descrito, exceto

que o tempo de reacdo foi de 24 h.

Apos purificacdo por cromatografia em coluna [AcOEt: Hex (3:1),
AcOEt: Hex (5:1) e 100% AcOEt], o produto 2.26 foi obtido como um solido branco
(25%).
RMN H (400 MHz, CDCla): & =2.33 (s, 3H), 3.87 (s, 3H), 3.97 (d, J = 16.1 Hz, 1H),
4.10 (d, J = 16.2 Hz, 1H), 4.53 (d, J = 13.1 Hz, 1H), 4.75 (d, J = 13.1 Hz, 1H), 6.11
(s, 1H, CHPh), 6.93 — 7.04 (m, 2H, ArH), 7.35 — 7.44 (m, 3H, ArH) ppm; RMN C
(100 MHz, CDCls): 6 =12.4, 48.1, 51.3,57.2, 85.0, 121.2, 126.0, 127.6, 129.7, 130.0,
130.3, 134.4, 166.4 ppm.

97






CAPITULO®6

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS






[1] World Health Organization. Cancer. Disponivel em: https://www.who.int/health-
topics/cancer#tab=tab_1. Consultado em 10/07/2023.

[2] Chhikara, B. S., & Parang, K. (2022). Chemical Biology LETTERS Global Cancer
Statistics 2022: the trends projection analysis. Chem. Biol. Lett., 10(1).

[3] Sung, H., Ferlay, J., Siegel, R. L., Laversanne, M., Soerjomataram, 1., Jemal, A., & Bray,
F. (2021). Global Cancer Statistics 2020: GLOBOCAN Estimates of Incidence and Mortality
Worldwide for 36 Cancers in 185 Countries. CA Cancer J. Clin., 71(3), 209-249.

[4] Amersi, F., Agustin, M., & Ko, C. Y. (2005). Colorectal Cancer: Epidemiology, Risk
Factors, and Health Services. Clin. Colon Rectal Surg., 18(3), 133-140.

[5] Cancro online. Disponivel em: https://www.cancro-online.pt/cancro-
colorretal/informacao-basica/fatores-de-risco/. Consultado em 10/07/2023.

[6] Van Der Jeught, K., Xu, H. C., Li, Y. J., Lu, X. Bin, & Ji, G. (2018). Drug resistance and
new therapies in colorectal cancer. World J. Gastroenterol., 24 (34), 3834—-3848.

[7] Xie, Y. H., Chen, Y. X., & Fang, J. Y. (2020). Comprehensive review of targeted therapy
for colorectal cancer. Signal Transduct. Target. Ther., 5 (1).

[8] National Cancer Institute. Colon Cancer (PDQ): treatment. National Cancer Institute.
2023. Disponivel em: http://www. cancer.gov/cancertopics/pdg/treatment/colon/patient.
Consultado em 11/07/2023.

[9] Stop Cancer Portugal. P53: a guardia do genoma. Disponivel em:
https://stopcancerportugal.com/2017/04/18/p53-guardia-do-genoma/. Consultado em
11/07/2023.

[10] Duffy, M. J., Synnott, N. C., O’Grady, S., & Crown, J. (2022). Targeting p53 for the
treatment of cancer. Semin. Cancer Biol., 79, 58-67.

[11] Li, Y., Wang, Z., Chen, Y., Petersen, R. B., Zheng, L., & Huang, K. (2019). Salvation of
the fallen angel: Reactivating mutant p53. Br. J. Pharmacol., 76 (7), 817-831.

[12] Gomes, A. S., Ramos, H., Inga, A., Sousa, E., & Saraiva, L. (2021). Structural and drug
targeting insights on mutant p53. Cancers, 13 (13).

[13] Muller, P. A. J., & Vousden, K. H. (2014). Mutant p53 in cancer: New functions and
therapeutic opportunities. Cancer Cell., 25 (3), 304-317.

101



[14] Huang, J. (2021). Current developments of targeting the p53 signaling pathway for cancer
treatment. Pharmacol. Ther., 220.

[15] Ramos, H., Soares, M. I. L., Silva, J., Raimundo, L., Calheiros, J., Gomes, C., Reis, F.,
Monteiro, F. A., Nunes, C., Reis, S., Bosco, B., Piazza, S., Domingues, L., Chlapek, P., Vicek,
P., Fabian, P., Rajado, A. T., Carvalho, A. T. P., Veselska, R., & Saraiva, L. (2021). A selective
p53 activator and anticancer agent to improve colorectal cancer therapy. Cell Rep., 35 (2).

[16] Zawacka-Pankau, J., & Selivanova, G. (2015). Pharmacological reactivation of p53 as a
strategy to treat cancer. J. Intern. Med., 277 (2), 248-2509.

[17] Song, Y., Liu, Y., Pan, S., Xie, S., Wang, Z. W. & Zhu, X. (2020). Role of the COP1
protein in cancer development and therapy. Semin. Cancer Biol., 67, 43-52.

[18] Chen, D., Brooks, C. L., & Gu, W. (2006). ARF-BP1 as a potential therapeutic target. Br.
J. Cancer., 94 (11), 1555-1558.

[19] Daks, A., Fedorova, O., Parfenyev, S., Nevzorov, I., Shuvalov, O., & Barlev, N. A.
(2022). The Role of E3 Ligase Pirh2 in Disease. Cells, 11 (9).

[20] Kane, J. M. (1980). Pyrrolo[1,2- c]thiazole, a Ring-Fused Nonclassical Thiazole System.
J. Org. Chem., 45, 5396-5397.

[21] Nagasawa, H. T., Goon, D. J. W., & Shirota, F. N. (1981). Epimerization at C-2 of 2
Substituted Thiazolidine-4-carboxylic Acids. J. Heterocyclic Chem., 18, 1047-1051.

[22] Anderson, W. K., & Mach, R. H. (1987). Synthesis, Chemical Reactivity, and
Antileukemic Activity of 5-Substituted 6,7-Bis(hydroxymethyl)pyrrolo[1,2-c]thiazole
Biscarbamates and the Corresponding Sulfoxides and Sulfones. J. Med. Chem., 30, 2109-2115.

[23] Ladurée, D., Lancelot, J.-C., Robba, M., Chenu, E., & Mathé, G. (1989). Synthesis and
evaluation of antileukemic activity of 5-thienyl- or 5-(2-furyl)-2,3-dihydro-6,7-
bis(hydroxymethyl)-1H-pyrrolizinebis(alkylcarbamates) and derivatives. J. Med.Chem., 32,
456-461.

[24] Padwa, A., Fryxell, G. E., Gasdaska, J. R., Venkatramanan, M. K., & K Wong, G. S.
(1989). 3-Dipolar Cycloaddition Chemistry. J. Org. Chem., 54(2), 644-653.

[25] Szilagyi, L., Gyorgydedk, Z., Kajtar, J., Argay G., & Kalman A. (1994). Monatsh.
Chem., 125,189-208.

102



[26] Szilagyi, L., & Gyorgydedk, Z. (1979). Comments on the putative stereoselectivity in
cysteine-aldehyde reactions. Selective C(2) inversion and C(4) epimerization in thiazolidine-
4-carboxylic acids. J. Am. Chem. Soc., 101(2), 427-432.

[27] Gyorgydedk, Z., Kajtar-Peredy, M., Kajtar, J., & Kajtar, M. (1987) Liebigs Ann. Chem.,
927-934.

[28] Benedini, F., Ferrario, F., Sala, A., Sala, L., & Soresinetti P. A. (1994). ChemInform
Abstract: Synthesis and NMR Studies of Thiazolidine-4-carboxylic Acid Derivatives
Containing a Nitro Ester Function. J. Heterocyclic Chem.,31, 1343-1347.

[29] Pinho e Melo, T. M. V. D., Soares, M. I. L., Barbosa, D. M., d’A Rocha Gonsalves, A.
M., Matos Beja A., Paixdo, J. A., Ramos Silva, M. & Alte da Veiga, L. (2000). Intermolecular
Dipolar  Cycloaddition  Reactions of 5H,7H-Thiazolo[3,4-c]oxazol-4-ium-1-olates.
Tetrahedron, 56, 3419-3424.

[30] Soares, M. I. L., Lopes, S. M. M., Cruz, P. F., Brito, R. M. M., & Pinho e Melo, T. M. V.
D. (2008). Flash vacuum pyrolysis of 2,2-dioxo-1H,3H-pyrrolo[1,2-c]thiazoles and 2-vinyl-
1H-pyrroles. Tetrahedron, 64(41), 9745-9753.

[31] Soares, M. I. L., Gomes, C. S. B., & Pinho e Melo, T. M. V. D. (2011). Nitrogen-bridged
heterocycles via cycloaddition of non-classical heterocyclic-fused-[c]thiazoles. Tetrahedron,
67(43), 8392-8403.

[32] Pinho e Melo, T. M. V. D., Gomes, C. S. B., d’A Rocha Gonsalves, A. M., Paixdo, J. A.,
Beja, A. M., Ramos Silva, M., & Alte da Veiga, L. (2002). Cycloaddition reactions of 3-aryl-
5-phenyl-5H,7H-thiazolo[3,4-c]oxazol-4-ium-1-olates. Tetrahedron, 58(25), 5093-5102.

[33] Soares, M. I. L., Brito, A. F., Laranjo, M., Paixao, J. A., Botelho, M. F. & Pinho e Melo,
T. M. V. D. (2013). Chiral 6,7-bis(hydroxymethyl)-1H,3H-pyrrolo[1,2-c]thiazoles with anti-
breast cancer properties. Eur. J. Med. Chem., 60, 254-262.

[34] Pinho e Melo, T. M. V. D., Barbosa, D. M., Ramos, P. J. R. S., Rocha Gonsalves, A. M.
d’A., Gilchrist, T. L., Beja, A. M. & Alte da Veiga, L. (1999). Intramolecular dipolar
cycloaddition reaction of 5H,7H-thiazolo[3,4-c]oxazol-4-ium-1-olates: synthesis of chiral 1H-
pyrrolo[1,2-c]thiazole derivatives. J. Chem. Soc., Perkin Transactions 1, (9), 1219-1223.

[35] Pinho e Melo, T. M. V. D., Soares, M. I. L., d’A Rocha Gonsalves, A. M., Paixao, J. A.,
Beja, A. M., Ramos Silva, M., Alte da Veiga, L., & Costa Pessoa, J. (2002). Synthesis of chiral
pyrrolo[1,2-c]thiazoles via intramolecular dipolar cycloaddition of minchnones: An
interesting rearrangement to pyrrolo[1,2-c]thiazines. J. Org. Chem., 67(12), 4045-4054.

103



[36] Huisgen, R. (1963). 1,3-Dipolar Cycloadditions. Past and Future. Angew. Chem., Int.
Ed. Engl., 2(10), 565-598.

[37] Padwa, A. (1991). Intermolecular 1,3-Dipolar Cycloadditions. Comprehensive Organic
Synthesis; Ed. B. M. Trost; Pregamon Press: Oxford; Vol. 4, p. 1069-1110.

[38] Huisgen, R. (1984). 1,3-Dipolar Cycloadditions-Introduction, Survey, Mechanism. Em
1,3-Dipolar Cycloadditions Chemistry; Ed. A. Padwa; Jonh Wiley & Sons, Wiley-Interscience
Publication: New York; Vol. 1, p. 1-163.

[39] Curtius, T. (1883). Ber. Dtsch. Chem. Ges., 16, 2230-2231.

[40] Wade, P. A. (1991). Intramolecular 1,3-Dipolar Cycloadditions. Comprehensive Organic
Synthesis; Ed. B. M. Trost; Pregamon Press: Oxford; Vol. 4, p. 1111-1168.

[41] Huisgen, R. (1968). Mechanism of 1,3-dipolar cycloadditions. J. Org. Chem., 33(6),
2291-2297.

[42] Houk, K. N., Firestone, R. A., Munchausen, L. L., Mueller, P. H., Arison, B. H., & Garcia,
L. A. (1985). Stereospecificity of 1,3-dipolar cycloadditions of p-nitrobenzonitrile oxide to
cis- and trans-dideuterioethylene. J. Am. Chem. Soc., 107(24), 7227-7228.

[43] Huisgen, R. (1988). Steric Course and Mechanism of 1,3-Dipolar Cycloadditions. Em
Advances in Cycloaddition; Ed. Dennis P. Curran; JAIl Press inc.: London; Vol. 1, p. 1-31.

[44] Sustmann, R. (1971). A simple model for substituent effects in cycloaddition reactions. I.
1,3-dipolar cycloadditions. Tetrahedron Lett., 12(29), 2717-2720.

[45] Sustmann, R. (1974). Orbital energy control of cycloaddition reactivity. Pure Appl.
Chem., 40(4), 569-593.

[46] Houk, K. N., Sims, J., Duke, R. E., Strozier, R. W., & George, J. K. (1973). Frontier
molecular orbitals of 1,3 dipoles and dipolarophiles. J. Am. Chem. Soc., 95(22), 7287-7301.

[47] Houk, K. N., Sims, J., Watts, C. R., & Luskus, L. J. (1973). Origin of reactivity,
regioselectivity, and periselectivity in 1,3-dipolar cycloadditions. J. Am. Chem. Soc., 95(22),
7301-7315.

[48] Houk, K. N., & Yamaguchi, K. (1984). Theory of 1,3-Dipolar Cycloadditions. 1,3-

Dipolar Cycloadditions Chemistry; Ed. A. Padwa; Jonh Wiley & Sons, Wiley-Interscience
Publication: New York; Vol. 2, p. 407-447.

104



[49] Carruthers, W. (1990) 1,3-Dipolar Cycloaddition Reactions. Cycloaddition Reactions in
Organic Synthesis (Tetrahedron Organic Chemistry Series); Ed. J. E. Baldwin; Pergamon
Press: Oxford; Vol. 8, p. 269-331.

[50] Fascio, M. L., Errea, M. I., & D'Accorso, N. B. (2015). Imidazothiazole and related
heterocyclic systems. Synthesis, chemical and biological properties. Eur. J. Med. Chem., 90,
666-683.

[51] Kaur, H. (2014). A Review: Synthesis Schemes of Antimicrobial and Anticancer Thiazole
Derivatives. J. Glob. Trends Pharm. Sci., 5(2), 1684 —1691.

[52] Soares, M. I. L., Brito, A. F., Laranjo, M., Abrantes, A. M., Botelho, M. F., Paixdo, J. A.,
Beja, A. M., Silva, M. R., & Pinho e Melo, T. M. V. D. (2010). Chiral 6-hydroxymethyl-
1H,3H-pyrrolo[1,2-c]thiazoles:  Novel antitumor DNA  monoalkylating  agents.
Eur. J. Med. Chem., 45(10), 4676-4681.

[53] Santos, K., Laranjo, M., Abrantes, A. M., Brito, A. F., Gongalves, C., Sarmento Ribeiro,
A. B., Botelho, M. F., Soares, M. I. L., Oliveira, A. S. R. & Pinho e Melo, T. M. V. D. (2014).
Targeting triple-negative breast cancer cells with 6,7-bis(hydroxymethyl)- 1H,3H-pyrrolo[1,2-
c]thiazoles. Eur. J. Med. Chem., 79, 273-281.

[54] Christopher, A. L, F. L., Beryl, W. D., & Paul, J. F. (1997). Experimental and
computational approaches to estimate solubility and permeability in drug discovery and
development settings. Adv. Drug Deliv. Rev., 23(1-3), 3-25.

[55] Inoue, M., Sumii, Y., & Shibata, N. (2020). Contribution of Organofluorine Compounds
to Pharmaceuticals. J. Am. Chem. Soc., 5, 10633-10640.

[56] Boechat, N., Santos da Costa, J. C., Souza Mendonga, J., Oliveira, P. S. M. & Souza, M.
V. N. (2004). A simple reduction of methyl aromatic esters to alcohols using sodium
borohydride—methanol system. Tetrahedron Lett., 45(31), 6021-6022.

[57] Turecek, P. L., Bossard, M. J., Schoetens, F., & lvens, I. A. (2016). PEGylation of
Biopharmaceuticals: A Review of Chemistry and Nonclinical Safety Information of Approved
Drugs. J. Pharm. Sci., 105 (2), 460-475.

[58] Santagada, V., Perissutti, E., & Caliendo, G. (2002). The Application of Microwave
Irradiation as New Convenient Synthetic Procedure in Drug Discovery. Curr. Med. Chem. y,
9(13), 1251-1283.

[59] Pineiro, M., & Pinho e Melo, T. M. V. D. (2009). Microwave-Assisted 1,3-Dipolar
Cycloaddition: an  Eco-Friendly  Approach to Five-Membered  Heterocycles.
Eur. J. Org. Chem., 2009(31), 5287-5307.

105



[60] Pereira, N. A. M., Laranjo, M., Nascimento, B. F.O., Simges, J. C. S., Pina, J., Costa, B.
D. P, Brites, G., Braz, J., Seixas de Melo, J. S., Pineiro, M., Botelho, M. F., & Pinho e Melo,
T. M. V. D. (2021). Novel fluorinated ring-fused chlorins as promising PDT agents against
melanoma and esophagus cancer. RSC Med. Chem., 12(4), 615-627.

[61] Dai, J., Dan, W., Li, N., & Wang, J. (2018). Computer-aided drug discovery: Novel 3,9-
disubstituted eudistomin U derivatives as potent antibacterial agents. Eur. J. Med. Chem., 157,
333-338.

[62] Heaney, H., & Ley, S. V. (1973). N-Alkylation of indole and pyrroles in dimethyl
sulphoxide. J. Chem. Soc., Perkin Transactions 1, 499-500.

[63] Serra, M. E. S., Costa, D., Murtinho, D., Tavares, N. C. T., & Pinho e Melo, T. M. V. D.
(2016). d-Penicillamine and I-cysteine derived thiazolidine catalysts: an efficient approach to
both enantiomers of secondary alcohols. Tetrahedron, 72, 5923-5927.

[64] Mustafa, M. & Winum, J. Y. (2022). The importance of sulfur-containing motifs in drug
design and discovery. Expert Opin Drug Discov. 17(5), 501-512.

[65] Ren-R, A. (2021). Cyclic sulfoxides and sulfones in drug design. Adv Heterocycl Chem.
134, 1-30.

[66] Yu, B., Liu, A. H., He, L. N., Li, B., Diao, Z. F., & Li, Y. N. (2012). Catalyst-free
approach for solvent-dependent selective oxidation of organic sulfides with oxone. Green
Chem., 14(4), 957-962.

[67] Trost, B. M., & Curran’, D. P. (1981). Chemoselective oxidation of sulfides to sulfones
with potassium hydrogen persulfate. Tetrahedron Lett., 22(14).

[68] Vichal, V., & Kirtikara, K. (2006). Sulforhodamine B colorimetric assay for cytotoxicity
screening. Nat. Protoc., 1(3), 1112-1116.

[69] Houghton, P., Fang, R., Techatanawat, I., Steventon, G., Hylands, P. J., & Lee, C. C.
(2007). The sulphorhodamine (SRB) assay and other approaches to testing plant extracts and
derived compounds for activities related to reputed anticancer activity. Methods, 42(4), 377—
387.

[70] Yang, S., Wang, T. N., Zhou, Y. A., Shi, L., Lu, A. D., & Wang, Z. W. (2021). Discovery
of cysteine and its derivatives as novel antiviral and antifungal agents. Molecules, 26(2).

106



