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“Failure is success in progress.”
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Prefacio

O trabalho apresentado nesta dissertacéo foi realizado entre setembro de 2022 e agosto
de 2023 no Departamento de Quimica da Faculdade de Ciéncias e Tecnologia da
Universidade de Coimbra. Todo o periodo de tempo referido foi dedicado a sintese quimica
das moléculas no Grupo de Quimica Organica do Centro de Quimica de Coimbra, com
excecao de uma semana durante o més de fevereiro que foi utilizada para acompanhar o
estudo de atividade antitumoral in vitro, na Faculdade de Farmacia da Universidade do
Porto.
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RESUMO

Atualmente, o cancro € uma das doengas mais incidentes e impactantes a nivel
mundial, afetando mais de vinte milnhdes de pessoas. E estimado que em 2040 haja um
aumento de quase cingquenta por cento na incidéncia do cancro, passando a afetar cerca de
trinta milhdes de pessoas em todo 0 mundo. Um dos cancros com maior expressdo a nivel
mundial é o cancro colorretal (CCR), que sendo o terceiro tipo de cancro mais comum, € 0
segundo mais mortifero. Assim, dada a sua elevada incidéncia e uma vez que o0 cancro pode
ser muito heterogéneo, a descoberta de moléculas promissoras para 0 seu tratamento nao é
uma tarefa facil, mas muito relevante.

O grupo de investigagdo onde foi desenvolvido o presente projeto de mestrado, em
colaboragdo com o grupo da Prof. Filomena Botelho (Faculdade de Medicina da
Universidade de Coimbra) e posteriormente com o grupo da Prof. Lucilia Saraiva
(Faculdade de Farmécia da Universidade do Porto), foi responsavel pela identificacdo de
um composto lider da familia dos pirrolotiazdis quirais com atividade antitumoral.
Inicialmente este composto foi estudado em linhas celulares humanas do cancro da mama,
mas, rapidamente, avangos na compreensdo do seu mecanismo de acdo levaram a um
redireccionamento para o estudo da sua utilizacdo no CCR. O principal objetivo do projeto
cientifico que deu origem a esta dissertacdo era a modulagdo estrutural do composto lider,
MANIO, de forma a melhorar as suas propriedades farmacodinamicas e farmacocinéticas,
e a identificacdo de relagcOes estrutura-atividade da familia de pirrolotiazdis quirais.

Na introducgdo desta dissertacdo é feita uma breve revisdo do estado da arte sobre o
CCR e o seu tratamento atual. Neste contexto, € apresentada a atividade antitumoral do
MANIO e de alguns dos seus derivados anteriormente sintetizados em linhas celulares do
cancro colorretal que expressam a proteina p53 (HCT116 p53**) e que ndo expressam a
proteina p53 (HCT116 p537), de forma a avaliar o potencial uso de compostos da familia
dos pirrolotiazois quirais no tratamento do CCR como ativadores da proteina p53.

No capitulo seguinte sdo contempladas as metodologias sintéticas, e respetivos
processos de otimizagéo, utilizadas para a obtencao de novos derivados de 1H,3H-pirrolo-

[1,2-c]tiazbis quirais. O trabalho desenvolvido neste projeto de investigacdo permitiu a
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sintese de dois novos derivados mono-hidroximetilo com configuracdo absoluta S, 6- e 7-
hidroximetil-3-fenil-5-metil-1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiazol e de um conjugado do
enantiomero do MANIO com o &cido linoleico. Adicionalmente, foi possivel sintetizar
derivados de 1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiazéis contendo &cidos carboxilicos, amidas primérias
ou N-benzilamidas em C-6 e/ou C-7. Por fim, foi ainda demonstrado que apesar das
dificuldades encontradas na reducdo de derivados bis(amida), era possivel reduzir
eficientemente os derivados contendo apenas um grupo funcional amida, o que culminou
na sintese de um derivado mono-aminometilo protegido com o grupo benzilo, (3R)-6-(N-
benzil-aminometil)-3-fenil-5-metil-1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiazol.

No terceiro capitulo é apresentado o estudo da atividade antitumoral (na linha celular
HCT116) de sete novos derivados sintetizados ao longo deste projeto. Os resultados obtidos
permitem a identificacdo de um derivado com elevada atividade, o (3S)-7-hidroximetil-3-
fenil-5-metil-1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiazol. Adicionalmente, é também demonstrada a
importancia do(s) grupo(s) hidroximetilo(s) em C-6/C-7 para garantir uma elevada
atividade antitumoral e concluir que estes grupos possuem um elevado grau de sinergismo
com a configuracédo absoluta em C-3.

No altimo capitulo desta dissertacdo sdo apresentadas todas as técnicas laboratoriais,
protocolos de sintese e a caraterizacdo dos novos derivados de 1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiazol

e respetivos precursores, mencionados ao longo deste projeto.

Palavras-chave: Cancro colorretal, 1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiazol, MANIO, ativadores da

proteina p53, ciclo-adicdo 1,3-dipolar.
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ABSTRACT

Cancer is currently one of the world's most prevalent and devastating diseases,
affecting more than twenty million people worldwide. It is estimated that the incidence of
cancer will increase by almost fifty per cent by 2040, affecting around thirty million people
worldwide. One of the most important is colorectal cancer (CRC), which is the third most
common cancer and the second most deadly type of cancer worldwide. Given its high
incidence and the fact that cancer can be very heterogeneous, the discovery of promising
molecules for its treatment is not easy, but very relevant.

Our research group, in collaboration with the group of Prof. Filomena Botelho (Faculty
of Medicine, University of Coimbra) and later with the group of Prof. Lucilia Saraiva
(Faculty of Pharmacy, University of Porto), was responsible for identifying a lead
compound from the family of chiral pyrrolothiazoles with anti-tumour activity. This
compound was initially studied in human breast cancer cell lines, but progress in
understanding its mechanism of action soon led to a redirection to study its use in CRC.
The main objective of this study was to structurally modulate the lead compound, MANIO,
in order to improve its pharmacodynamic and pharmacokinetic properties and to identify
structure-activity relationships of the chiral pyrrolothiazole family.

To begin with, this dissertation presents a brief review of the state of the art of CRC
and its current treatment. In this context, the antitumour activity of MANIO and some of
its previously synthesised derivatives in colorectal cancer cell lines expressing protein p53
(HCT116 p53**) and cell lines not expressing protein p53 (HCT116 p53™) is presented in
order to evaluate the potential use of compounds from the chiral pyrrolothiazole family in
the treatment of CRC as protein p53 activators.

The following chapter describes the synthetic methods and the respective optimisation
processes used to obtain new chiral 1H,3H-pyrrolo[1,2-c]thiazole derivatives. The work
carried out in this research project allowed the synthesis of two new mono-hydroxymethyl
derivatives with absolute S-configuration, 6- and 7-hydroxymethyl-5-methyl-3-phenyl-
1H,3H-pyrrolo[1,2-c]thiazole and a conjugate of the MANIO enantiomer with linoleic

acid. It was also possible to synthesise 1H,3H-pyrrolo[1,2-c]thiazole derivatives containing

XXi



carboxylic acids, primary amides and N-benzyl amides at C-6 and/or C-7. Finally, despite
the difficulties encountered in the reduction of bis(amide) derivatives, it was also possible
to efficiently reduce derivatives containing only one amide functional group, culminating
in the synthesis of a mono-aminomethyl derivative protected by the benzyl group, (3R)-6-
(N-benzyl-aminomethyl)-5-methyl-3-phenyl-1H,3H-pyrrolo[1,2-c]thiazole.

The study of the antitumour activity (in the HCT116 cell line) of seven new derivatives
synthesised during this project is presented in the third chapter. The results obtained allow
the identification of a derivative with high activity, (3S)-7-hydroxymethyl-5-methyl-3-
phenyl-1H,3H-pyrrolo[1,2-c]thiazole. Furthermore, the importance of the hydroxymethyl
group(s) at C-6/C-7 in ensuring high antitumour activity is demonstrated and it is concluded
that these groups have a high degree of synergism with the absolute configuration at C-3.

All the laboratory techniques, synthesis protocols and characterisation of the new
1H,3H-pyrrolo[1,2-c]thiazole derivatives and their precursors mentioned throughout this

project are presented in the final chapter of this thesis.

Keywords: Colorectal cancer, 1H,3H-pyrrolo[1,2-c]thiazole, MANIO, protein p53

activators, 1,3-dipolar cycloaddition
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Simplificadamente, o cancro € uma doenca genética multifatorial que pode ou nédo ser
hereditaria. Todavia, o cancro € caracterizado por possuir um elevado grau de
heterogeneidade tanto inter- como intratumoral.® Isto significa que para além de existirem
varios tipos de cancro, o mesmo tipo de cancro também possui heterogeneidade individual,
podendo o Unico fator causal comum ser 0 paciente possuir danos genéticos. Efetivamente,
quando utilizado genericamente, o termo cancro pode referir-se a um conjunto com
aproximadamente trezentos tipos de doenca diferentes.* Desta forma, o tratamento de um
individuo com cancro € um processo complexo e extremamente dependente da
heterogeneidade do seu tumor®, sendo frequentemente necessario recorrer a terapéuticas
direcionadas.

No entanto, devido a elevada incidéncia do cancro, afetando mais de vinte milhGes de
pessoas e sendo uma das principais causas de morte em cerca de 75% dos paises do mundo
° é de extrema importancia que a comunidade cientifica ndo cesse esforgos na busca de

tratamentos eficazes para este conjunto de doencas.

1.1 Cancro colorretal

Em 2020, segundo dados da Organizacao Mundial de Saude, o cancro colorretal (CCR)
foi um dos cancros mais diagnosticados e mortais em todo 0 mundo, para ambos 0s sexos.>
Ha vérias décadas isto ndo era uma realidade, no entanto, devido a crescente adogdo de um
estilo de vida ocidental, as popula¢des estdo cada vez mais expostas a varios fatores de
risco deste cancro, nomeadamente obesidade, sedentarismo e consumo de tabaco.® Apesar
deste conhecimento, a consciencializagdo para uma alteragdo do estilo de vida ndo sera
suficiente para reduzir eficientemente o nimero de incidéncias do CCR. Aliado a isto, 0s
tratamentos atualmente existentes para 0 CCR néo tém a eficacia desejada, uma vez que a
elevada taxa de incidéncia, sendo atualmente o terceiro tipo de cancro mais diagnosticado,
se traduz na segunda taxa de mortalidade mais elevada.”>’ Isto acontece porque a eficiéncia
do tratamento atual é muito dependente do estagio de desenvolvimento do CCR. Em
diagnosticos precoces, a primeira linha de tratamento é a cirurgia, uma terapéutica
indesejada pelo facto de se tratar de um processo invasivo. Por outro lado, devido a
metastizacao do tumor, esta terapia deixa de ser eficiente ao longo do desenvolvimento do
CCR.®

Recentemente, desenvolvimentos no conhecimento da fisiopatologia do CCR

mostraram que a disfungdo da proteina p53 € um evento patoldgico crucial neste cancro.
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Isto deve-se, maioritariamente a mutacfes no gene TP53 ou interacfes indesejadas com
reguladores negativos desta proteina, nomeadamente outros fatores de transcricdo e
mMiRNAs.8

A proteina p53 é um fator de transcri¢do antitumoral, comummente designada guardia
do genoma, responsavel pela regulacdo do ciclo celular através da detecédo e reparacao de
erros do material genético.® Sempre que a reparacio de erros do material genético no é
possivel, a proteina p53 induz apoptose celular, impedindo que células com &cido
desoxirribonucleico (ADN) mutado perpetuem, se dividam e gerem novas células. Assim,
a inativacdo da proteina p53 leva a divisdo celular de células com mutagbes genéticas,
culminando na formac&o de tumores.®

Apesar da inativacdo da proteina p53 ndo ser exclusiva do CCR, estudos recentes
demonstram inequivocamente que esta anomalia esta subjacente a elevada agressividade
do tumor, bem como a sua capacidade de metastizacdo.® Assim sendo, a restauracio da
homeostase na via da proteina p53 é uma estratégia terapéutica promissora para o
tratamento do cancro, especialmente para 0 CCR uma vez que a falta de eficacia do

tratamento ocorre quando existe uma elevada taxa de metastizag&o.°

1.1.1 Tratamento atual e perspetivas futuras

O tratamento do CCR é extremamente dependente do estagio em que este se encontra.
Se 0 CCR estiver num estagio inicial, sendo apenas local e ndo possuindo metastases, entdo
a primeira linha de tratamento é a cirurgia. No entanto, em cerca de um quinto dos primeiros
diagndsticos de CCR, as metastases ja estdo presentes.?

Em estdgios mais avancados o tumor principal local poderda ser removido
maioritariamente por cirurgia ou Ser necessario recorrer a quimiorradioterapia e
terapéuticas biologicas. A quimioterapia envolve a administracdo sinérgica de uma dupla
ou trio de agentes citotdxicos, incluindo com frequéncia o 5-fluoruracilo ou a capecitabina
mas havendo ainda muitas ddvidas sobre quais as melhores combinagdes.!? Outros
tratamentos incluem terapias bioldgicas anti fator de crescimento do endotélio vascular
(anti-VEGF) ou anti recetor do fator de crescimento epidérmico (anti-EGFR), recorrendo
a utilizagdo de anticorpos monoclonais e podendo também ser utilizados em sinergia com
0s agentes citotdxicos supramencionados.'? Quando estas terapéuticas nio surtem o efeito

desejado séo utilizados agentes citotdxicos mais agressivos, como € o caso dos derivados
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da cisplatina. Também nestes casos, a administracdo sinérgica com agentes biolégicos pode
ser favoravel.'?

Atualmente, sendo largamente vista como uma estratégia promissora, ainda ndo existe
nenhuma terapéutica clinicamente aprovada para o tratamento do CCR baseada na
reativacdo da proteina p53. Apesar de existirem inimeros ativadores desta proteina, com
diferentes mecanismos de acdo, a maioria destes compostos ndo chega a ser estudado em
ensaios clinicos. Isto acontece porque, durante os ensaios ndo clinicos, estas moléculas
demonstram problemas de farmacodindmica, nomeadamente seletividade e toxicidade, ou
farmacocinética como por exemplo baixa biodisponibilidade.®® Outros problemas incluem
baixa solubilidade ou estabilidade.® No entanto, também as moléculas que superam estas
debilidades, como a PRIMA-1MET COTI-2 e Nutlin-3a, encontrando-se em ensaios clinicos
de fase I/I1 ou até mesmo fase 11114, apresentam problemas (Figura 1.1). As Nutlinas e
analogos, devido ao seu mecanismo de acdo ser exclusivamente a inibicédo dos reguladores
negativos da proteina p53, ndo sdo capazes de restaurar a atividade de mutantes da p53
(mutp53), potenciando apenas a atividade das formas nativas (WTp53).14 PRIMA-1MET,
em fase Il dos ensaios clinicos, restaura a atividade da mutp53 mas ndo potencia a
atividade da WTp53 e além disso possui também um mecanismo de acdo independente da
via da proteina p53 no CCR.®> O mecanismo de agio subjacente a atividade antitumoral
de COTI-2 ndo é totalmente conhecido e similarmente a0 PRIMA-1 MET possui uma
vertente independente da via da proteina p53.19:16

N HN N
HN < \) ~ iy
N N Cl
© l N\ ~
| O O
& )\
PRIMA-1MET COTI-2 Nutlin-3a
Fase III Fase I Fase III

Figura 1.1- Moléculas ativadoras da proteina p53 atualmente em ensaios clinicos.

Por este motivo é imperativo desenvolver moléculas mais seletivas para a via da
proteina p53, com mecanismos de acdo conhecidos, e que sejam capazes de,

sinergicamente, reativar a mutp53 e potenciar a atividade da WTp53. A correta combinagéo
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destas caracteristicas permitird maximizar a eficacia e minimizar os efeitos secundarios de

futuras terapéuticas.

1.2 1H,3H-Pirrolo[1,2-c]tiazois

Recentemente foi identificado no grupo de investigacdo onde foi desenvolvido o
projeto de investigacdo apresentado nesta dissertacdo um composto, o (3S)-6,7-
bis(hidroximetil)-3-fenil-5-metil-1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiazol (MANIO) (1.1) como um
agente anticancerigeno e um ativador seletivo da proteina p53 na terapia do CCR.}""1® O
MANIO tem como estrutura base o nucleo pirrolotiazol (Figura 1.2a). Os pirrolotiazois
sdo sistemas biciclicos caracterizados por possuirem dois heterociclos fundidos, um anel
tiazol e um anel pirrol. Dependendo da posi¢éo de fusdo destes dois heterociclos, é possivel
ter um sistema 1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiazol ou pirrolo[2,1-b]tiazol, sendo o primeiro o
nucleo base do MANIO (Figura 1.2b).

b)
2 1
/
N
¢ < 7N
\abN_/ 2l
1 S7 2
MANIO 1H,3H-pirrolo[ 1,2-c]tiazol pirrolo[2,1-b]tiazol

Figura 1.2- a) Estrutura quimica do MANIO; b) Estrutura quimica e nomenclatura de

diferentes nucleos pirrolotiazol.

De acordo com estatisticas, mais de 85% dos compostos biologicamente ativos
possuem na sua estrutura pelo menos um sistema heterociclico. Efetivamente, a
incorporacéo de heterociclos nas moléculas permite a otimizacéo das suas propriedades de
absorcdo, distribuicdo, metabolismo, excrecdo e toxicidade (ADMET), tornando o0s
compostos heterociclicos particularmente importantes em Quimica Medicinal.®
Individualmente, tanto os pirrdis como os tiazdis sao heterociclos largamente encontrados
em produtos naturais e sintéticos, possuindo atividades bioldgicas variadas, nomeadamente
propriedades anti-inflamatdrias e antitumorais.?®?! Naturalmente, isto despertou o interesse
do estudo da atividade biologica de pirrolotiazdis e na necessidade de otimizar métodos de

sintese destes sistemas biciclicos. Em 1960 foi descrita a primeira sintese de pirrolo[2,1-
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b]tiazois,?? e 20 anos depois, Kane descreveu pela primeira vez a sintese de moléculas

contendo o niicleo 1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiazol. %

1.2.1 1H,3H-Pirrolo[1,2-c]tiazdis: Sintese e atividade biologica

Na auséncia de substituintes nas posi¢cdes saturadas, posicdes 1 e 3, os 1H,3H-
pirrolo[1,2-c]tiazdis sdo moléculas aquirais, no entanto a introducdo de substituintes nessas

posicdes permite criar um ou dois centros quirais (Figura 1.3).

Figura 1.3- Centros quirais possiveis no nucleo 1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiazol.

Um carbono quiral é caracterizado por possuir hibridizacéo sp® e encontrar-se ligado a
quatro substituintes diferentes, gerando duas estruturas tridimensionais nao sobreponiveis,
sendo a imagem do espelho uma da outra. Em Quimica Medicinal, a quiralidade é tdo
importante quanto os grupos funcionais presentes numa molécula, podendo ser fulcral para
diferenciar um farmacoforo de um toxicéforo. Isto acontece porque os alvos
farmacoldgicos, como proteinas e ADN, possuem uma estrutura tridimensional bem
definida, o que os torna enantiosseletivos.?*

O trabalho inicial de Kane?® permitiu a sintese de derivados ndo quirais de 1H,3H-
pirrolo[1,2-c]tiaz0is e em 1987 foram descritos os primeiros estudos que demonstraram o
potencial desta familia de compostos como agentes antitumorais.?® No entanto, os maiores
progressos na sintese destes compostos foram descritos em 1994 por Gyorgydeék et.al.?s
Estes autores demonstraram ser possivel obter 1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiazdis quirais com
elevado excesso enantiomerico a partir de acidos N-acetil-1,3-tiazolidina-4-carboxilicos
1.2 derivados da L-cisteina (Esquema 1.1). O aquecimento da tiazolidina 1.2 em anidrido
acético conduz a geracao in situ de sistemas mesoionicos biciclicos 5H,7H-tiazol[3,4-
c][1,3]oxazol-4-i0-1-olatos 1.3 via ciclodesidratacdo. Estes sistemas mesoidnicos podem
atuar como 1,3-dipolos na reacdo de ciclo-adicdo 1,3-dipolar com dipolarofilos ativados,
conduzindo a formacéo de 1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiazois 1.4 apds eliminacdo concertada de

dioxido de carbono. Neste processo é eliminado o centro quiral em C-4 na tiazolidina de
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partida 1.2 e a quiralidade em C-2 (C-3 no produto) ¢ mantida, conduzindo a obtencao de

produtos oticamente puros.

CO,R®
4
CO,H  Ac,0, tolueno 0 | | CO,5R
— o 110 °C /—?ko CO,R* @ CO,R3
S N\( . {
' - SN ] s._N
R?{’Rz Me H20 Y® wme| €02 Y e
R1 R2 R'I R2
1.2 1.3 14
Esquema 1.1

A reacéo de ciclo-adicdo 1,3-dipolar de 5H,7H-tiazol[3,4-c][1,3]oxazol-4-i0-1-0latos
tem sido alvo de estudo no grupo de investigacdo de Quimica Orgéanica. O trabalho
desenvolvido permitiu demonstrar que era possivel obter de forma seletiva e num Unico
passo reacional, o (3R)-3-fenil-5-metil-1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiazol-6,7-dicarboxilato de
dimetilo (1.8) partindo diretamente de &cido 2-feniltiazolidina-4-carboxilico (1.5) como

uma mistura de diastereoisémeros (2R,4R) e (2S,4R) (Esquema 1.2).%’

CO,Me
CO,H CO,H o Il CO,Me
— Ac,0, 110 °C — o Ac,0, 110 °C /_eeko CO,Me /_@/COZMG
S. NH —> S__N
Y 7 ~ H,O S g:< .co, SN
Ph H Me -0 Me 7. Me
Ph PH H PH H
1.5 1.6 1.7 1.8
Esquema 1.2

A tiazolidina 1.5 mediante aquecimento em anidrido acético, gera
diastereosseletivamente a (2R,4R)-N-acetil-tiazolidina 1.6 in situ, que sofre
ciclodesidratacdo para gerar o sistema mesoidnico biciclico 5H,7H-tiazol[3,4-
c][1,3]oxazol-4-i0-1-olato 1.7. Este sistema mesoionico atua como 1,3-dipolo na reagdo de
ciclo-adigdo 1,3-dipolar com dipolaréfilos ativados, como o acetilenodicarboxilato de
dimetilo (DMAD), conduzindo a formacao seletiva do 1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiazol 1.8 com
configuracdo absoluta R na posicéo 3. Esta reacéo € possivel num Unico passo reacional
porque a (2R,4R)-N-acetil-tiazolidina 1.6 é o produto termodinamico e esta em equilibrio
com o produto cinético (2S,4R)-N-acetil-tiazolidina via imina 1.5a. A proposta mecanistica
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para a formagdo do produto termodindmico ou do produto cinético é apresentada no
Esquema 1.3.28 A inverséo de quiralidade em C-2 do &cido 2-feniltiazolidina-4-carboxilico
envolve a abertura do anel tiazolidina e consequente formacdo do intermediario base de
Schiff 1.5a. A N-acetilacdo impede a epimerizagéo e permite a formagéo diastereosseletiva
do produto termodinamico ou cinético, através do controlo das condi¢des reacionais. Em
condicdes de temperatura elevada, o equilibrio é deslocado no sentido da formacdo do

produto termodinamico.

CO,H ,CO-H CO,H
NH = HIS N NH
S NS Sy
Ph H Ph H Ph
Aczol 1.5a l Ac,0
CO,H CO,H
SYN\(O sYN\(O
pr' 4 Me H Ph Me
(2R,4R)-N-acetil-tiazolidina (2S,4R)-N-acetil-tiazolidina
Produto termodinamico Produto cinético
Esquema 1.3

O nosso grupo de investigacao desenvolveu também uma metodologia sintética para a
obtencdo de 1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiaz6is quirais fundidos com outros sistemas
heterociclicos. O trabalho desenvolvido permitiu obter seletivamente pirrolo[1,2-c]tiaz0is
triciclicos e tetraciclicos (ex. 1.12a e 1.12b) via reacdo de ciclo-adicdo 1,3-dipolar
intramolecular de 5H,7H-tiazol[3,4-c][1,3]oxazol-4-i0-1-olatos derivados de ésteres

tiazolidina-4-carboxilicos (Esquema 1.4).2%30
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Esquema 1.4

A metodologia consistia na sintese de 5H,7H-tiazol[3,4-c][1,3]oxazol-4-i0-1-0latos
contendo um dipolaréfilo interno (ex. 1.1la e 1.11b), através da N-acetilagdo
diastereosseletiva de uma mistura de diastereoisomeros (2R,4R)- e (2S,4R)-tiazolidina-4-
carboxilato de metilo (ex. 1.9) com o cloreto de acido apropriado, seguida de conversao do
grupo éster a acido carboxilico por reacdo com iodeto de litio, seguida de tratamento com
HCI em solucdo aquosa. Os sistemas mesoidnicos 1.11a e 1.11b possuiam tanto o 1,3-
dipolo como o dipolaré6filo na sua estrutura, permitindo uma reacdo de ciclo-adicao 1,3-
dipolar intramolecular. Além da obtencdo dos novos derivados 1.12a e 1.12b, este trabalho
permitiu concluir que reacdes de ciclo-adicao 1,3-dipolar intramolecular eram possiveis
com dipolarofilos ndo ativados.

A alquilagio do ADN é um dos mecanismos mais comuns entre 0s agentes
antitumorais convencionais. Os agentes alquilantes, apesar de poderem ter estruturas
quimicas diferentes, sdo responsaveis por se ligar covalentemente ao ADN, levando a erros
genéticos que culminam na morte celular, impedindo a proliferagdo do tumor. Alguns
compostos heterociclicos contendo substituintes hidroximetilo mostraram ter propriedades
alquilantes, especialmente quando possuiam dois centros reativos, permitindo a ligacéo
covalente a ambas as cadeias do ADN.3132 Neste contexto, o grupo de investigacio de
Quimica Organica conduziu a sintese e estudo da atividade antitumoral de novos derivados
de 1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiaz0is quirais, nomeadamente 6,7-bis(hidroximetil)-1H,3H-
pirrolo[1,2-c]tiazois e 6- ou 7-hidroximetil-1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiazdis, por reducdo dos
correspondentes ésteres metilicos (ex. composto 1.8). A atividade antiproliferativa foi

estudada em linhas celulares humanas de cancro colorretal (WiDR), melanoma (A375) e

10
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do cancro da mama triplo-negativo (HCC1806). Os resultados alcancados permitiram
identificar alguns compostos com atividade antiproliferativa promissora na linha celular do

cancro da mama MCF7, nomeadamente os compostos 1.1 (MANIO) e 1.13 (Figura 1.4).31
33

MANIO
1.11C5 = 0.5 uM

Figura 1.4- Estrutura quimica e respetivo ICso (LM) do MANIO e do seu enantiomero,

1.131C5, = 1.1 uM

em linhas celulares do cancro da mama MCF7 (72 h de incubacéo).

Naturalmente, uma vez que estes derivados de 1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiazbis
apresentavam atividade antitumoral e a sua sintese tinha sido baseada em agentes
alquilantes, foi proposto que possuissem um mecanismo de a¢do semelhante. Uma proposta
de mecanismo para a alquilacdo do ADN pelos derivados de 1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiazdis é
apresentada no Esquema 1.5, no entanto posteriormente confirmou-se que este ndo era o

seu mecanismo de agdo principal.!

ADN
OH ADN
= J = =
S/\Qj S (g'\/\ = S NS
d\)Me d M Me
Esquema 1.5

A atividade antitumoral destas moléculas foi complementada com estudos sobre o seu
mecanismo de a¢d0.>® Curiosamente, o ensaio de eletroforese em gel de célula Unica foi
inconclusivo, levantando duvidas sobre o mecanismo alquilante dos derivados de 1H,3H-
pirrolo[1,2-c]tiazbis. Este ensaio permite detetar danos do ADN através das diferentes
mobilidades de cadeias de ADN com diferentes dimensdes. E expectavel que a acio de
agentes alquilantes leve a fragmentacdo das cadeias de ADN, aumentando a sua
mobilidade. Complementarmente, a realizacdo de outros ensaios permitiu concluir que os

derivados de 1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiaz6is bloqueavam o ciclo celular, levavam a um
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aumento da expressdo de proteinas pré-apoptoticas, nomeadamente a proteina p53, e
diminuiam a expressdo de proteinas anti-apoptoticas.

Estes resultados sobre o mecanismo de agdo dos derivados de 1H,3H-pirrolo[1,2-
c]tiazois, levaram ao seu direcionamento para o tratamento do CCR.

1.2.2 MANIO: Atividade antitumoral

O MANIO, (3S)-6,7-bis(hidroximetil)-3-fenil-5-metil-1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiazol
(Figura 1.5, composto 1.1), é um 1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiazol quiral que demonstra
propriedades antitumorais e elevada seletividade para a via da proteina p53 no CCR.
Ensaios de viabilidade celular em células HCT116, linha celular do cancro colorretal
humano, permitiram determinar uma concentracao inibitoria média (ICso) de 0.97 uM em
células que expressam a proteina p53 (HCT116 p53*/*) e superior a 50 UM para 0 mesmo
tipo de células mas que ndo expressam a proteina p53 (HCT116 p537).18 O estudo da
viabilidade celular na linha celular SW837 e em células derivadas do paciente CCZ3,
ambas células de cancro colorretal humano, permitiram concluir que o MANIO (1.1)
potencia a atividade antitumoral de agentes citotoxicos atualmente utilizados no tratamento
de cancros, como por exemplo doxorrubicina (1.14), cisplatina (1.15) e 5-fluorouracilo
(1.16).18

Os agentes citotoxicos supramencionados sdo comummente relacionados com
resisténcias do tumor ao seu tratamento. Isto leva a que, na tentativa, de superar 0s
mecanismos de resisténcia, sejam administradas doses mais elevadas destes compostos,
levando a problemas graves de toxicidade. Desta forma, o efeito sinérgico do MANIO ¢
muito vantajoso uma vez que permite a utilizacdo de doses mais baixas destes compostos,

permitindo reduzir a sua citotoxicidade.
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b) NHz
o
o OH 07 >0~ "

o
QIO -,
H
O OH oO

1.14
Doxorubicina

ICso=0.97 uM (HCT116 p53*'%) CI\P{CI HN ST
IC50> 50 uM (HCT116 p537) HsN" "NHj3 O)\N 0
H
1-15 1.16
Cisplatina 5-Fluorouracilo

Figura 1.5- a) Estrutura quimica e 1Cso do MANIO, em linhas celulares HCT116
p53**e HCT116 p537 (48 h de incubagio); b) Exemplos de agentes citotoxicos atualmente

utilizados no tratamento de varios tipos de cancro.

A interacdo entre 0 MANIO e o dominio de ligacdo ao ADN da proteina p53, nativa
ou mutada, leva a um aumento da sua estabilidade térmica, permitindo a renaturacéo de
alguns tipos de mutp53 prevalentes no CCR, nomeadamente a mutp53 R248W, R248Q ou
R282W.218 Apesar deste mecanismo ainda ndo ser totalmente compreendido, a renaturacio
de diferentes mutp53s sugere que haja reduzida seletividade para as diferentes mutacoes da
proteina p53, sendo vantajoso para o tratamento de CCRs que possuam heterogeneidade
nestas mutagdes. Além disso, a estrutura tridimensional do MANIO permite-lhe interagir
simultaneamente com a proteina p53 e o ADN, criando uma ponte entre as duas
macromoléculas, o que potencia a interacdo entre estas e consequentemente a atividade
transcricional da proteina p53.® Assim, o MANIO caracteriza-se por possuir dois
farmacoforos: enquanto os grupos hidroxilo permitem a interagdo do MANIO com a
proteina p53 através de pontes de hidrogénio realizadas com residuos de metionina, o grupo
fenilo é o maior responsavel pela interagdo com as bases de ADN através de interacfes de

empilhamento (Figura 1.6).%
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Figura 1.6- Interacdo do MANIO (representado a verde) com o ADN (representado a
amarelo) através de interacdes de empilhamento e com a WTp53 (representada a azul)

através de pontes de hidrogénio. Adaptado de Helena Ramos et al.®

Desta forma, 0o MANIO tem a capacidade ndo s de restaurar a atividade da mutp53
como também de potenciar a atividade da WTp53. Aliado a estas caracteristicas, 0o MANIO
apresenta sinergismo com outros agentes antitumorais convencionais e tem um perfil
farmacocinético ideal para ser um bom candidato a ensaios clinicos.®

Destaca-se que o MANIO segue a regra 5 de Lipinski, tem boa permeabilidade
intestinal, baixo metabolismo de primeira passagem, baixo grau de ligacdo as proteinas
plasmaticas e um bom perfil de distribuicdo e excrecdo, distribuindo-se rapidamente por
todo o organismo e sendo eliminado gradualmente ao longo do tempo. Todas estas
caracteristicas fazem do MANIO uma 6tima molécula para administracdo oral, no entanto
a sua baixa solubilidade aquosa a pH &cido e o facto de apresentar alguma afinidade para
proteinas de efluxo pode limitar a sua biodisponibilidade oral. De forma a tentar superar
estas limitacdes, e mantendo ou aumentando a atividade e seletividade do MANIO, foram
sintetizados, no grupo de investigacdo de Quimica Organica, novos derivados contendo o
nucleo base desta molécula. Foi estudado o efeito antiproliferativo destes compostos nas
mesmas linhas celulares de CCR utilizadas para 0 MANIO, o que permitiu estabelecer

relagdes estrutura-atividade (SAR).3*
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1.2.3 Modulacéo estrutural do MANIO

A racionalizacdo de novos derivados de um composto lider pode ser uma tarefa ardua,
morosa e muito desafiante caso ndo se conheca o mecanismo de acdo e a forma como o
composto lider interage com o seu alvo farmacologico.

Atualmente, de forma a facilitar este processo, sdo utilizadas técnicas computacionais,
recorrendo a modelos matematicos treinados para um determinado conjunto de moléculas
que permitem prever a atividade de alguns compostos baseado na sua estrutura quimica.®
Desta forma, é possivel prever a atividade de uma grande quantidade de novos derivados
de um composto lider sem ser necessario sintetizar ou purificar os compostos. Apesar de
interessante, esta abordagem requer muito poder computacional, um modelo matematico
adequado para as moléculas de interesse e pode conduzir a falsos positivos ou falsos
negativos, embora seja de grande utilidade quando é necessario estudar a atividade de uma
grande biblioteca de compostos.®

Previamente, no grupo de investigacdo de Quimica Organica, foram sintetizados e foi
avaliado o efeito antiproliferativo nas linhas celulares humanas HCT116 p53** e HCT116
p537 de alguns compostos estruturalmente semelhantes a0 MANIO (Figura 1.7, Tabela
1.1). Os resultados obtidos permitiram estabelecer algumas relagdes estrutura-atividade, e
consequentemente confirmar quais 0s grupos mais importantes para a manutencdo da
atividade do MANIO 3

O carbono na posi¢do 3 corresponde ao Unico centro quiral do MANIO e como era
expectavel é de enorme importancia para a sua atividade e podera ser igualmente
importante na seletividade para a proteina p53. Até a data, os resultados de estrutura-
atividade mostram inequivocamente que, ndo sé o substituinte em C-3 como também a
configuracdo nessa posi¢do sdo essenciais para manter a atividade do composto. A analise
dos resultados expressos na tabela 1.1 permite concluir alguns aspetos importantes.
Primeiro, os compostos com configuracéo absoluta S em C-3, MANIO (1.1) e composto
1.23, tém atividade superior aos respetivos enantiomeros, composto 1.13 e composto 1.22,
respetivamente. Segundo, a atividade é relativamente melhor para derivados contendo
grupos fenilo ou arilo para-substituidos em C-3 (ex. compostos MANIO (1.1), 1.13, 1.20,
1.22 e 1.23) ou um grupo heteroaromatico (ex. composto 1.21) relativamente a compostos
contendo um grupo metilo (ex. compostos 1.26 e 1.27) ou benzilo (composto 1.28) nessa
posicdo. Por outro lado, a remocdo do substituinte em C-3 (compostos 1.29 e 1.30) ou a
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sua substituicdo por um grupo arilo para-substituido com um grupo volumoso (composto

1.24) séo alteragOes estruturais que nao favorecem a atividade antitumoral dos derivados.

MANIO (1.1)
OH
_ OH
S N
Me

1.27

OH
OH
OH -
— S /
S N/ N
Me
Me
1.13 1.17
OH oH
_ OH
s _— OH
N Y S
NI
Me _—N
Me
N\
F
1.20 1.21
OH OH
_— OH
s p _— OH
Me
MeO
MeO OMe
1.24 1.25
Oi}+ OH
= OH
S =
N/ S y)
)/ NN<
Bn Me
1.28 1.29

MeO
1.22

OH

1.26

1.30

Figura 1.7- Estrutura quimica do MANIO e de alguns dos seus derivados.

Tabela 1.1- 1Cs0 (UM) do MANIO e de alguns dos seus derivados (representados na

Figura 1.8), determinados em linhas celulares HCT116 (48 h de incubacéo).

1Cs0 (UM)
Composto " =115 153+ | HCT116 P53
MANIO (L.1) 0.97 >50
113 5.10 >50
117 203 >50
118 6.68 >50
1.19 16.7 >50
1.20 4.43 33
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1.21 7.50 >50
1.22 4.60 >50
1.23 1.47 24
1.24 >50 >50
1.25 20.3 >50
1.26 33.0 46
1.27 31.0 43
1.28 16.3 29
1.29 >50 >50
1.30 28.3 >50

Em relacdo aos grupos hidroximetilo nas posic@es 6 e 7, sabe-se que no MANIO (1.1)
a presenca destes grupos nestas posicoes € essencial para a interacdo por pontes de
hidrogénio com os residuos da proteina p53. Até a data, os resultados de estrutura-atividade
apontam para uma maior importancia do grupo hidroximetilo em C-6 (composto 1.18)
relativamente ao mesmo substituinte em C-7 (composto 1.17), para a atividade dos
derivados do MANIO. O estudo da atividade do composto 1.30, com substitui¢des tanto
em C-3 como em C-7, permitiu confirmar a importancia do substituinte em C-3 e aponta
para a existéncia de sinergismo entre o substituinte em C-3 e os grupos hidroximetilo em
C-6/C-7.

Relativamente a seletividade dos compostos, os dados da tabela 1.1 permitem concluir
que nenhuma das modificagdes realizadas, quer em C-3 quer em C-6/C-7, levou a perda de
seletividade para a via da proteina p53. No entanto é importante ressalvar que a comparacao
entre 0 composto 1.23 e o seu enantidbmero 1.22 mostra uma diminuicdo da seletividade,
algo que néo é observavel relativamente ao MANIO (1.1) e ao seu enantiomero 1.13.

Com base na andlise destes resultados, o foco do projeto de investigacdo apresentado

nesta dissertacdo incide sobre a modulagao das posi¢des 3, 6 e 7 do MANIO (Figura 1.8).

C-6 ou C-7:
Remocdo do
substituinte OH

C-3: IS /:/

Modulacdo da )_/N

configuragdo | R Me
absoluta -

C-6 & C-7:
Modulacdo dos
substituintes
C-3: Substituicdo
por grupos fenilo
para-substituidos

Figura 1.8- Racionalizacdo de novos derivados do MANIO.
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1.3 Objetivos do projeto

Baseado nas relacGes estrutura-atividade estabelecidas anteriormente, um conjunto de
modificacdes estruturais do composto lider MANIO foram delineadas, resultando nas
moléculas alvo apresentadas na Figura 1.9 como objeto de estudo do projeto de
investigacao apresentado nesta dissertagao.

OH
OH NH
OH 2 = "
\ N/ S\ N
N Me 3 Me
@ @ Me Me
AG
1.31 1.32 1.33 1.34 AG = Acido Gordo

Figura 1.9- Estruturas propostas para novos derivados do MANIO.

Um dos topicos de investigacdo deste projeto centrava-se na sintese dos 6- e 7-
hidroximetil-1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiaz6is 1.31 e 1.32 com configuragdo absoluta S,
enantiomeros dos compostos 1.18 e 1.17, respetivamente. O objetivo da sintese destes
derivados é confirmar o sinergismo existente entre a configuracdo absoluta em C-3 e 0s
grupos hidroximetilo em C-6 ou C-7. Com base nos resultados anteriores, é expectavel que
haja um aumento da atividade de 1.31 e 1.32 relativamente aos seus enantiomeros, ndo
sendo no entanto possivel prever o impacto na seletividade para a via da proteina p53 no
CCR.

A racionalizacdo para o design do composto 1.33 tem por base o conceito de
bioisosterismo. Bioisosterismo é uma abordagem utilizada em desenvolvimento de
farmacos, onde um ou mais grupos de uma molécula sdo substituidos por bioisdsteros.3"3®
O conceito mais recente e abrangente de bioisosteros foi proposto por Burger e define-os
como sendo “compostos ou grupos que possuem quase igual volume e formas moleculares,
aproximadamente as mesmas distribuicdes eletronicas e que apresentam propriedades
fisicas semelhantes (...) afetando os mesmos alvos bioldgicos e consequentemente
produzindo respostas biologicas semelhantes”.*® A modulagio de uma molécula com base
no bioisosterismo permite melhorar as suas propriedades farmacodindmicas e
farmacocinéticas sem interferir com a sua atividade no alvo bioldgico. Assim, a

substituicdo do grupo hidroximetilo por um grupo aminometilo tinha como obijetivo,
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idealmente, manter ou aumentar a atividade antitumoral e modelar algumas das suas
propriedades farmacocinéticas. Neste contexto, pretende-se com esta substituicdo resolver
0 problema da baixa solubilidade aquosa a pH acido apresentado pelo MANIO, uma vez
que a introdugdo do grupo amina ira permitir a facil modulag&o da polaridade.

Outro dos topicos deste projeto envolve a sintese de 6,7-bis(hidroximetil)-1H,3H-
pirrolo[1,2-c]tiazdis conjugados com acidos gordos com a estrutura geral do composto
1.34. A sintese destes conjugados do tipo MANIO-acido gordo ndo tem como objetivo
direto o melhoramento da atividade do MANIO mas sim da sua seletividade para as células
cancerigenas. Acidos gordos polinsaturados como por exemplo &cido linolénico, linoleico
ou araquidonico, sdo bons candidatos para direcionarem o farmaco para as células do
cancro.®® Isto acontece porque as células cancerigenas caracterizam-se por possuir uma
elevada taxa metabdlica, uma vez que estdo em constante e infinita divisdo celular, e como
tal necessitam de elevadas quantidades de energia. Uma vez que essa energia pode ser
fornecida por estes acidos gordos, entdo criar um pro-farmaco de um derivado do MANIO
com o &cido linoleico pode ser uma boa estratégia para assegurar seletividade para as
células cancerigenas. Associado a isto, a administracdo dos compostos na forma de pro-
farmaco pode ser uma mais-valia para ultrapassar a afinidade dos compostos para proteinas

de efluxo, que se encontram sobre expressas nas células cancerigenas.
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2.1 Introducéo

Neste capitulo sdo apresentadas as metodologias sintéticas, e respetivos processos de
otimizacdo, utilizadas na sintese de novos derivados do MANIO, seguindo procedimentos
adaptados da literatura.3133

Na primeira seccdo sera descrita a sintese de derivados hidroximetilo de 1H,3H-
pirrolo[1,2-c]tiazdis, concretamente o  (3S)-6-hidroximetil-3-fenil-5-metil-1H,3H-
pirrolo[1,2-c]tiazol e  (3S)-7-hidroximetil-3-fenil-5-metil-1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiazol.
Ainda nesta seccdo, serd apresentada a estratégia para a sintese de um derivado do
enantiomero do MANIO conjugado com o acido linoleico.

Na segunda seccao sera descrita a sintese de bioisésteros de (3R)-1H,3H-pirrolo[1,2-
c]tiazéis contendo grupos hidroximetilo, através da sua substituicdo por grupos
aminometilo. Com esta modulacdo estrutural pretende-se melhorar as propriedades
farmacodindmicas e farmacocinéticas do composto sem interferir com a sua atividade
bioldgica. Assim, esta seccdo contempla a sintese de um bioisostero do enantiomero do
MANIO, (3R)-6,7-bis(aminometil)-3-fenil-5-metil-1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiazol e de
bioisosteros mono-aminometilados, concretamente o (3R)-6-aminometil-3-fenil-5-metil-
1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiazol e o (3R)-7-aminometil-3-fenil-5-metil-1H,3H-pirrolo[1,2-
c]tiazol.

Com o intuito de obter mais informacdo sobre as relacbes estrutura-atividade dos
derivados do MANIO, a atividade antitumoral de alguns dos novos compostos foi estudada
em linhas celulares do cancro colorretal HCT116. Os resultados deste estudo podem ser

consultados no capitulo 3.

2.2 Sintese de derivados hidroximetilo de 1H,3H-pirrolo[1,2-
c]tiazois

2.2.1 Sintese de (3S)-6- e (3S)-7-hidroximetil-1H,3H-pirrolo[1,2-
c]tiazol

A sintese de 1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiazbis 2.4, com configuracdo absoluta S em C-3,
segue a estratégia sintética geral apresentada no Esquema 2.1a. Partindo das tiazolidinas
2.1, obtidas como misturas diastereoisoméricas (2S,4R) e (2R,4R) por condensagéo de L-
cisteina com aldeidos aromaticos, é possivel obter de forma diastereosseletiva N-acetil-

tiazolidinas com configuracédo absoluta (2S,4R) 2.2. Esta seletividade € alcancada atraves
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da N-acetilacdo das tiazolidinas 2.1 em piridina a temperatura ambiente. As tiazolidinas
acetiladas 2.2 sdo posteriormente utilizadas para gerar 5H,7H-tiazol[3,4-c][1,3]oxazol-4-
io-1-olatos 2.3. Estes sistemas mesoidnicos, gerados in situ pela ciclodesidratacdo das N-
acetil-tiazolidinas 2.2, atuam como 1,3-dipolos em reagdes de ciclo-adigéo 1,3-dipolar com
dipolardfilos ativados, levando a obtencéo de 1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiazéis quirais 2.4 apds
eliminacdo de dioxido de carbono. Analogamente a sintese dos enantiomeros R desta
familia de compostos (ex. composto 1.8, ver Esquema 1.2), o centro quiral em C-4 é
eliminado e a quiralidade em C-2 (C-3 no produto) é mantida, conduzindo a obtencédo
seletiva de produtos com configuracdo absoluta S. Esta estratégia foi utilizada
anteriormente para a obtencdo do (3S)-3-fenil-5-metil-1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiazol-6,7-
dicarboxilato de dimetilo (2.4a), precursor do MANIO (2.5) (Esquema 2.1b).%?

a) 2
CO,H CO,H Q 0
S/—{N ! Ac,0 sﬁN o - H,0 [_(%ko RZ-——=——R3 - [—@/Rs

Y py 256 Y SN - co, S A
R1 R1 Me z Me z Me
R! R
2.1 22 23 2.4
b
) CO,Me OH oh
CO,H CO2H Ac,0 _\__CO,Me DCM, Et,0 p
Py d N0 110 °C, 4 h d N\ / - /
SONH — = S TS 1. LiAIH,, 0°C s_ N
¥ 1.CHcoCk 10°C \ﬁ DMAD = Me 5 Refluxo,15h 7  Me
Ph  2.0°,4h PR M€ Ph | Ph
2.1a 2.2a 99% 2.4a 79% i,[i;?g
Esquema 2.1

A estratégia sintética utilizada para a sintese do MANIO foi aplicada a sintese dos
correspondentes derivados mono-hidroximetilados, (3S)-7-hidroximetil-3-fenil-5-metil-
1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiazol (2.9) e (3S)-6-hidroximetil-3-fenil-5-metil-1H,3H-pirrolo[1,2-
c]tiazol (2.10) (Esquema 2.2).

24



Capitulo 2|Sintese de novos derivados do MANIO
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Esquema 2.2

A tiazolidina 2.1a foi obtida por condensacdo da L-cisteina e benzaldeido (2.6a). Esta
reacdo foi efetuada a temperatura ambiente durante 24 h numa mistura de etanol e agua,
tendo conduzido a obtengdo de uma mistura de diastereoisomeros (2R,4R) e (2S,4R) com
um rendimento de 84%. A reacdo da tiazolidina 2.1a com anidrido acético em piridina a
temperatura ambiente conduziu a obtencdo diastereosseletiva do acido (2S,4R)-N-acetil-
1,3-tiazolidina-4-carboxilico 2.2a, com um rendimento de 69%. Mediante aquecimento em
anidrido acético (110 °C), a tiazolidina 2.2a gera in situ um sistema mesoionico biciclico,
que pode participar como 1,3-dipolo em reacGes de ciclo-adi¢do 1,3-dipolar. Para a sintese
dos derivados mono-hidroximetilo de 1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiaz6is foi utilizado como
dipolarofilo o propiolato de metilo. A reacdo de ciclo-adicdo 1,3-dipolar conduziu a
obtenc&o, com um rendimento de 67%, de uma mistura 1:1 dos regioisomeros (3S)-3-fenil-
5-metil-1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiazol-7-carboxilato de metilo (2.7) e (3S)-3-fenil-5-metil-
1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiazol-6-carboxilato de metilo (2.8) cuja separagdo nao é possivel
através de cromatografia em coluna. A redugdo do crude da mistura de regioisomeros 2.7
e 2.8 com hidreto de aluminio e litio (LiAIH4) permitiu a obtencéo dos respetivos alcoois
2.9 e 2.10. Contrariamente aos seus precursores, 0s alcoois regioisoméricos 2.9 e 2.10
puderam ser separados por cromatografia em coluna utilizando acetato de etilo:hexano
(2:1) como eluente, tendo sido obtidos com um rendimento global (reacéo de ciclo-adigédo
e de redugédo) de 11 e 16%, respetivamente. De realcar que o crude da mistura de

regioisomeros 2.7 e 2.8 poderia ter sido purificado por cromatografia em coluna, o que
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poderia ter conduzido a uma melhoria dos rendimentos para a sintese das moléculas alvo
2.9¢ 2.10.

Apesar da mistura de regioisdmeros 2.7 e 2.8 ndo poder ser separada por cromatografia
em coluna, é possivel obter seletivamente o regioisdmero 2.8 através de cristalizacdo
seletiva com éter etilico e hexano. A atribui¢do da sua regioquimica € inequivoca uma vez
que o espetro de ressonancia magnética nuclear (RMN) *H do composto cristalizado 2.8
registrado em CDCl; era idéntico ao espetro RMN *H do seu enantiémero. O enantiomero
do regioisémero 2.8 foi anteriormente sintetizado e purificado pelo grupo de investigacdo
de Quimica Organica e a sua estrutura foi confirmada por cristalografia de raio-X.3! Desta
forma, a reducdo do (3S)-3-fenil-5-metil-1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiazol-6-carboxilato de
metilo (2.8) através do mesmo procedimento permitiu a obtencdo do alcool correspondente
2.10 com um rendimento moderado (55%).

2.2.2 Sintese de (3R)-6,7-bis(hidroximetil)-1H,3H-pirrolo[1,2-
c]tiazol conjugado com acido linoleico

A estratégia sintética para a obtencdo do conjugado (3R)-6,7-bis(hidroximetil)-5-
metil-1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiazol 2.13 substituido em C-3 com o grupo p-linoleato de
fenilo, estéa apresentada no Esquema 2.3.

CO,Me OH
Hs CO,H COH  Ac0 N__come OH
NH, H20. EtOH S/_< 1occ.ah DCM, Et,0 9
= NH Al no~ SU N
[o]
. o 25°C. 15 min ? DMAD Me 1. LiAlH,, 0 °C Me

2. Refluxo, 1.5 h
HO

OH OAc OH
2.6b 2.1b 66% 2.11b 47% 2.12 38%
OH
OH
OH 7
% 25°C, 24 h /| ©OH
/ S__N
S_ N CHCl3 Me
Me
DCC, DMAP
Acido linoleico AN
(0] =
OH
2.12 0] 2.1331%
0]
Acido linoleico = J\/\/\/\/WW
HO o
Esquema 2.3
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Neste estudo foi dada prioridade a sintese do conjugado com configuracdo absoluta R
em C-3 uma vez que a estratégia sintética para a obtencdo de 1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiazois
com esta estereoquimica envolve menos passos sintéticos comparativamente a dos seus
enantiomeros.

A tiazolidina contendo um grupo 4-hidroxifenilo 2.1b foi obtida por reacdo de L-
cisteina e 4-hidroxibenzaldeido (2.6b) usando as mesmas condicdes de sintese da
tiazolidina 2.1a, com excecao que neste caso a reacdo se completou ao fim de 15 minutos.
A tiazolidina 2.1b foi obtida como uma mistura dos diastereoisomeros (2R,4R) e (2S,4R)
com um rendimento de 66%. O aquecimento da tiazolidina 2.1b em anidrido acético a
110 °C e na presenca do dipolarofilo DMAD conduziu a obtencéo seletiva do (3R)-1H,3H-
pirrolo[1,2-c]tiazol-6,7-dicarboxilato de dimetilo 2.11b com um rendimento moderado
(47%) . Nestas condigdes de reagéo, durante a formacao do derivado 1H,3H-pirrolo[1,2-
c]tiazol 2.11b ocorre também a O-acetilacdo do grupo fenol da tiazolidina precursora 2.1b.
A redugdo do composto 2.11b com LiAIH4 & temperatura de refluxo do diclorometano,
permitiu a obtencdo do tridlcool 2.12 com um rendimento de 38%. De salientar que na
reducdo do composto 2.11b, de forma a garantir a desprotecdo do grupo fenol, os
equivalentes de agente redutor foram aumentados. Para a obtencdo do conjugado 2.13
utilizou-se o trialcool 2.12 numa esterificacio de Steglich.*® A reacdo, efetuada a
temperatura ambiente na presenca de N,N’-diciclohexilcarbodiimida (DCC) e do
catalisador 4-dimetilaminopiridina (DMAP), conduziu a obten¢&o do conjugado (3R)-6,7-
bis(hidroximetil)-5-metil-1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiazol 2.13 substituido em C-3 com o grupo
p-linoleato de fenilo com um rendimento de 31%.

Uma vez que o composto 2.12 possui trés grupos funcionais alcool é importante
garantir a seletividade para a entrada do acido linoleico no grupo fenol. Numa esterificagédo
de Steglich, o &cido carboxilico é inicialmente ativado recorrendo a DCC e a posterior
reacdo de esterificacdo com o &lcool é catalisada por DMAP. O DMAP ¢é um nucleo6filo
mais forte do que o alcool, e 0 seu rapido ataque nucleofilico ao carbonilo do acido
carboxilico ativado com DCC leva a obtencdo de um intermediario altamente reativo.
Posteriormente, este intermediario altamente eletréfilo reage com o alcool levando a
formacéo do éster. Por outro lado, 0 DMAP também ¢é uma base, logo o meio reacional é
relativamente basico, fazendo com que o fenol esteja na forma de anido fenolato, tornando-
o num bom nucleofilo e facilitando a entrada do acido linoleico na posicdo fenolica. Desta
forma, o DMAP além de funcionar como um catalisador nucleofilico permite aumentar a

seletividade da reagdo. O RMN *H do conjugado 2.13 permitiu confirmar a entrada do
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acido linoleico no grupo fenol uma vez que os protdes aromaticos possuiam um padréo de
desvios quimicos diferente em relagdo ao seu precursor 2.12. Esta diferenca deve-se a
alteracdo do ambiente quimico dos protfes aromaticos, causado pela introdugdo do &cido
linoleico no grupo fenol. Complementarmente, a analise do RMN *H do conjugado 2.13
permite a identificacdo de picos com desvios quimicos caracteristicos do acido linoleico,

como € o caso dos tripletos a 0.89, 2.54 e 2.77 ppm.

2.3 Sintese de bioisésteros de derivados do MANIO

2.3.1 Sintese de (3R)-6,7-bis(aminometil)-1H,3H-pirrolo[1,2-
c]tiazois

A estratégia sintética adotada neste projeto de investigacdo para a obtencdo de
derivados (3R)-6,7-bis(aminometil)-1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiazdis 2.14 segue a analise
retrossintética apresentada no Esquema 2.4. As aminas 2.14 podem ser obtidas pela reducéo
das respetivas amidas 2.15 que por sua vez podem ser sintetizadas a partir da amidacao de
ésteres, nomeadamente (3R)-1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiazol-6,7-dicarboxilatos de dimetilo
2.11.

NH; CONH, CO,Me
CONH A\, -CO,Me
Y 72 2 2
i — 4 - - S_ N
S__N
Y Me Y Me Y Me
R R R
2.14 2.15 2.11
Esquema 2.4

A sintese dos (3R)-1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiazol-6,7-dicarboxilatos de dimetilo 2.16
necessarios para a obtencéo dos derivados aminometilo seguiu a metodologia sintética ja
descrita nesta dissertacio (Esquema 2.5).3° As tiazolidinas 2.1 foram obtidas com
rendimento elevado (74-96%) como misturas diastereoisoméricas com configuragdo
absoluta 2R,4R e 2S,4R por reacdo de condensacdo da L-cisteina e o respetivo aldeido
aromatico 2.6. O aquecimento das tiazolidinas 2.1, durante 4 h em anidrido acético a
110 °C, permitiu gerar sistemas mesoionicos biciclicos in situ, que reagiram com DMAD
via ciclo-adicao 1,3-dipolar. Assim, num Unico passo reacional foram obtidos os respetivos
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(3R)-1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiazol-6,7-dicarboxilatos de dimetilo 2.11 com rendimentos
moderados (33-69%).

CO,H CO,M
HS Y COH Ac,0 e

NH, H20, EtOH — 110 °C, 4 h N, ~CO,Me

S<_NH
:3 25°C,1-24 h Y DMAD SYN
R Me
PN R
R™"H
2.6a R =Ph 2.1aR=Ph 84% 2.11a R =Ph 33%
2.6¢ R =4-F;CC¢H, 2.1c R = 4-F;CC¢H,y  93% 2.11c R = 4-F;CC¢H,  44%
2.6d R =4-MeOC¢H, 2.1d R =4-MeOCgH, 74% 2.11d R =4-MeOC¢H 58%
2.6e R =4-FCgH, 2.1eR=4-FCH,  96% 2.11e R =4-FCHy  69%
Esquema 2.5

A reatividade dos derivados de acidos carboxilicos na substituicdo nucleofilica pode
ser explicada com base na eficiéncia com que o atomo diretamente ligado ao grupo
carbonilo Ihe doa eletrbes. Este fendmeno permite a estabilizacdo do grupo carbonilo e a
diminuigdo do seu caracter eletrofilico. Apesar de serem mais reativos do que os acidos
carboxilicos correspondentes, a amidacdo direta de ésteres, nomeadamente dos (3R)-
1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiazol-6,7-dicarboxilatos de dimetilo 2.11, requer a utilizacdo de
catalisadores ou aditivos, nomeadamente bases fortes 4*2 g, idealmente, néo nucleofilicas,
de forma a evitar a formacéo de produtos secundarios.

Numa fase inicial, foi projetada a sintese de amidas benzilicas 2.16. Esta decisdo
deveu-se ndo s6 a facilidade de manipulacdo da benzilamina (BnNHz), mas também ao
facto do grupo benzilo ser um grupo protetor comummente utilizado para proteger aminas
e como tal pode ser posteriormente removido. Com esta finalidade, foi estudada a amidacéo
direta de (3R)-3-fenil-5-metil-1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiazol-6,7-dicarboxilato de dimetilo
(2.11a) para a sintese da (3R)-N®N’-dibenzil-3-fenil-5-metil-1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiazol-
6,7-dicarboxamida (2.16a). Para tal foram testadas trés bases fortes, seguindo
procedimentos adaptados da literatura, nomeadamente t-butdxido de potassio (t-BuOK)*,
butil litio (n-BuLi)*! e bis(trimetilsilil)amida de litio (LIHMDS)*? (Tabela 2.1).

A reacgdo do éster 2.11a com benzilamina em dimetilsulfoxido (DMSQO) na presenca
de t-BuOK, realizada a temperatura ambiente, ndo conduziu & formacdo do produto
desejado 2.16a. O controlo da reacdo por cromatografia em camada fina (TLC) mostrou
um consumo total do reagente de partida ao fim de 5 minutos de reacéo, contudo nao foi

possivel isolar qualquer produto.
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Tabela 2.1- Estudo da amidacéo direta do éster 2.11a usando bases fortes.

CO,Me CONHBn
7 CO,Me BnNH, 7 CONHBn
S__N S__N
Y Me Y Me
Ph Ph
2.11a 2.16a
Ensaio Base Temperatura (°C) | Tempo reacional | Solvente | Rendimento (%)
1 t-BuOK 25 5 min DMSO -
2 n-BuL.i 0 3h THF 37
3 LIHMDS 25 15h Tolueno 34

Por outro lado, a sintese da amida 2.16a foi realizada com sucesso quando se utilizaram
n-BuLi ou LIHMDS como bases. Nestes casos, 0 tempo e temperatura da reacdo foram a
principal diferenca nas condicOes de reacdo. Apesar do rendimento da reacdo na presenca
de n-BuL.i ser superior (37% de rendimento em 3 h de reacdo), a otimizacao das condicdes
de reacdo foi efetuada com LIHMDS (34% de rendimento em 15 h de reacdo) (Tabela 2.2).
Esta escolha deveu-se ao facto do LiIHMDS ser uma base forte ndo nucleofilica e de mais
facil manuseamento, comparativamente ao n-BuLi. A natureza ndo nucleofilica do
LiIHMDS deve-se ao seu elevado impedimento estéreo. Mecanisticamente, o LIHMDS
funciona ndo s6 como uma base muito forte, desprotonando e ativando a benzilamina, mas
também como um acido de Lewis que ativa os grupos carbonilo dos 1H,3H-pirrolo[1,2-
c]tiazdis 2.11, deixando os respetivos carbonos mais eletrofilos e suscetiveis a um ataque

nucleofilico.

Tabela 2.2- Otimizacdo das condigdes de reagdo para a amidacéo direta do éster 2.11a

usando LIHMDS como base.?

Ensaio Temperatura Tempo reacional LiIHMDS Rendimento

(°C) (h) (equiv.) (%)
1 25 15 4 34
2 0 15 4 27
3 0 45 4 35
4 0a25 15 4 31
5 0a25 19 4 34
6 0a25 19 6 40
7 25 19 6 53

2 Em todos os ensaios foi usado o mesmo solvente (tolueno) e 0 mesmo nimero de moles
de BnNH; (2.4 equiv.).
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De forma a otimizar as condicGes reacionais para a amidacéo dos 1H,3H-pirrolo[1,2-
c]tiazois 2.11 fizeram-se variacfes de temperatura, tempo de reacdo e/ou 0s equivalentes
de LIHMDS. O uso de 4 equivalentes de LIHMDS (2 equivalentes por cada grupo éster)
permitiu obter a molécula alvo 2.16a com um rendimento de 34%, ap6s 15 h de reagdo em
tolueno a temperatura ambiente (Tabela 2.2, Ensaio 1). O rendimento pouco satisfatorio
obtido no primeiro ensaio levou ao estudo da influéncia da temperatura no rendimento da
reacdo. Através dos ensaios 2-3 percebeu-se que a diminuicdo da temperatura de 25 para
0 °C néo favorece a eficiéncia da reagdo, uma vez que para obter um rendimento semelhante
ao do ensaio 1 era necessario triplicar o tempo de reacdo, mantendo todas as outras
variaveis reacionais constantes. No entanto, a diminuicdo da temperatura tinha a vantagem
aparente de produzir menos produtos secundarios ou de degradac&o visiveis por TLC. Com
base nesta observacdo, realizou-se o ensaio 4 onde foi utilizado um gradiente de
temperatura, iniciando a reacdo a 0 °C e deixando-se progressivamente atingir os 25 °C.
Neste caso 0 composto 2.16a foi obtido um rendimento de 31%. Uma vez que a comparacao
deste ensaio com 0 ensaio 1 ndo mostrou uma diminuig&o significativa do rendimento, foi
decidido manter o gradiente de temperatura e aumentar o tempo reacional de 15 para 19 h
(Tabela 2.2, Ensaio 5). No entanto, a alteracdo do tempo de reacdo ndo conduziu ao
aumento desejado do rendimento da reacdo. Em face destes resultados procedeu-se ao
ajuste do nimero de equivalentes da base LIHMDS. A utilizacdo de um excesso maior de
LIHMDS, 6 equivalentes, com o gradiente de temperatura de 0-25 °C, durante 19 h,
conduziu a um aumento do rendimento da reacdo para cerca de 40% (Tabela 2.2, Ensaio
6). Finalmente, o uso do mesmo numero de equivalentes e mesmo tempo de reacdo, a
temperatura constante (25 °C), permitiu obter a N® N’-dibenzil-carboxamida 2.16a com
rendimento de 53% (Tabela 2.2, Ensaio 7).

Tendo as condi¢Oes reacionais otimizadas, deu-se inicio a sintese de outros derivados
(3R)-N® N’-dibenzil-1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiazol-6,7-dicarboxamidas  2.16 através da
ativacdo dos correspondentes precursores ésteres 2.11 com LIHMDS (Esquema 2.6). A
amidacéo dos (3R)-1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiazol-6,7-dicarboxilatos 2.11 foi realizada com
benzilamina em tolueno, na presenca de LIHMDS, a temperatura ambiente durante 19 h.
As (3R)-N°,N’-dibenzil-1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiazol-6,7-dicarboxamidas 2.16 foram obtidas
com rendimentos a variar entre 26 a 53%. N&o foi possivel isolar o derivado 2.16b,

contendo o grupo p-(trifluorometil)fenilo na posi¢édo 3, devido a problemas de estabilidade.
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CO,Me
A \_-CO,Me
S_ N

Y Me

R

2.11a R =Ph
2.11c R = 4-F3CC6H4
2.11d R = 4-MeOCH,

CONHBn NHBn
Tolueno ~ CONHBnN
25°C,19h
4N — I\ /| "NHBn
LIHMDS Y We Agente Y e
BnNH, R Redutor R
2.16a R =Ph 53% 2.17

2.16¢ R = 4-F;CC¢H,
2.16d R = 4-MeOCgH, 46%

2.11e R=4-FC4H, 2.16e R =4-FC¢H, 26%

EtOH, KOH
50 °C, 24 h
COH CONHBn
DCM
P ~COH 25°C, 16 h 7y~ CONHBN
S__N —— S_N
T me DCC " e
. BANH, R
2.18aR = Ph 90% 216aR =Ph 38%

2.18b R = 4-MeOCgH, 57%
Esquema 2.6

Apesar da otimizacédo da reagdo de amidacéo direta atraves de (3R)-1H,3H-pirrolo[1,2-
c]tiazol-6,7-dicarboxilatos 2.11 ter permitido obter os compostos 2.16a, 2.16d e 2.16e com
sucesso, tentou-se uma abordagem alternativa para a sintese destes compostos. A estratégia
envolvia a conversdo dos ésteres 2.11 aos respetivos acidos carboxilicos 2.18 seguida de
amidacdo (Esquema 2.6). Para a hidrélise dos ésteres 2.11 foi utilizado um procedimento
descrito na literatura.*® O aquecimento de uma solugdo etandlica de 2.11a, a 50 °C durante
24 h, na presenca de uma solucdo aquosa saturada de hidroxido de potassio conduziu a
obtencdo do acido carboxilico 2.18a com rendimento elevado (90%). No entanto, a reacédo
de amidagéo do acido carboxilico 2.18a com benzilamina, durante 16 h a temperatura
ambiente, mediante ativacao do primeiro com DCC, apenas permitiu o isolamento da amida
correspondente 2.16a com rendimento de 38%. Desta forma, além da introdugdo de um
passo reacional adicional, o rendimento global (reacdo de hidrdlise seguida de reacéo de
amidacdo) desta reacdo & 34%, sendo bastante inferior ao rendimento otimizado para a
amidacdo direta do 1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiazol-6,7-dicarboxilato 2.11a. Estes resultados
levaram & selecdo da amidacdo direta de (3R)-1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiazol-6,7-
dicarboxilatos 2.11 como metodologia sintética principal para a obtencdo dos derivados
bis(amida) benzilados 2.16. Contudo, foi ainda realizada a hidrolise do éster 2.11d ao
respetivo &cido carboxilico 2.18b seguindo as mesmas condicdes de reacdo utilizadas para
a obtencdo do derivado 2.18a. O rendimento da sintese do &cido carboxilico 2.18b foi

significativamente mais baixo do que o da sintese de 2.18a (57%). De salientar que esta
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estratégia permitiu a sintese de dois novos derivados, o acido (3R)-3-fenil-5-metil-1H,3H-
pirrolo[1,2-c]tiazol-6,7-dicarboxilico (2.18a) e o acido (3R)-3-(4-metoxifenil)-5-metil-
1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiazol-6,7-dicarboxilico (2.18b) cuja atividade antitumoral pode ser
estudada.

O RMN *H da bis(amida) benzilada 2.16a ¢é apresentado na Figura 2.1 e mostra todos
0s sinais correspondentes aos protdes da sua estrutura. Evidencia-se, por comparacao com
o RMN *H do seu precursor 2.11a, o aparecimento de dois novos picos correspondentes
aos grupos metileno (na regido de 4.50-4.65 ppm) e ainda dois novos picos dos grupos NH
(6.47 ppm e 9.15 ppm). A integracdo dos sinais aromaticos também é concordante com a

introducdo dos novos anéis aromaticos.

ER AN RNRNNNAR NS RN ANANRR RN AN 8 o8 TrevrrrrTTeTeTTCTY

HN-__© :
= HN
7a
1 7 /
6 O CHs
2S N
34 °Me
ArH
CH:
ArH Hs CH | H
wH NHJL H: Rl
-A e JL f A J" =
3 ’255 8 = zq2s 8
e e e g s
9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 55 5.0 4. 4.0 3.5 3.0 25 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0
f1 (ppm)

Figura 2.1- Estrutura quimica e espetro de RMN *H do composto 2.16a (CDCls).

Tendo em mao varios derivados de N® N’-dibenzil-1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiazol-6,7-
dicarboxamidas 2.16, o foco deste trabalho foi direcionado para a sua redugédo tendo como
objetivo a preparagdo de derivados aminometilo 2.17. Todavia, apesar de terem sido
utilizados varios agentes redutores (ex. LiAlIH4, dimetilsulfeto de borano (BH3-SMe») e
fenilsilano (PhSiH3)) e condigdes de reacdo, ndo foi possivel a obtengdo dos compostos
alvo, as aminas 2.17 (Tabela 2.3).
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Tabela 2.3- CondicGes de reacao testadas para a reducéo do composto 2.16a.

Ensaio Agente redutor + Temperatura Tempo Produtos
Ativador (°C) reacional (h) obtidos

1 LiAIH4 (2.8 equiv.)+ 0 4 a
TMSCI (2.4 equiv.)

2 LiAIH4 (2.8 equiv.) + 25 4 a
TMSCI (2.4 equiv.)

3 LiAIH4 (5.6 equiv.)+ 25 4 a
TMSCI (4.8 equiv.)

4 LiAIH4 (5.6 equiv.)+ 25 18 a
TMSCI (4.8 equiv.)

5 LiAlH4 (20 equiv.)+ 25 24 a
TMSCI (20 equiv.)

6 BH3-SMe> (3.7 equiv.) 25 18 a

7 BHs-SMe; (8 equiv.) 25 18 b

8 BHs-THF (3.5 equiv.) 65 72 b

9 NaBHs (4.6 equiv.), I2 (2 70 26 a

equiv.)
10 PhSiHsz (5 equiv.) + 100 24 b
Fe(OACc?) (0.1 equiv.)
11 PhSiHz (5 equiv.) + 110 48 b
PhB(OH). (0.8 equiv.)
12 LiAIH4 (2.2 equiv.) 70 4 c
13 LiAIH4 (2.2 equiv.) 40 48 C

 mistura de produtos da mono-reducéo; ° reagente intacto; ¢ degradacéo.

As amidas sdo grupos funcionais caracterizados por possuirem elevada deslocalizacao
eletronica, tornando o carbono carbonilico pouco eletrofilico e consequentemente pouco
suscetivel a ataques nucleofilicos. Desta forma, frequentemente é necessario utilizar

agentes redutores fortes, condigdes reacionais extremas e até mesmo catalisadores ou

ativadores para permitir a reducdo de amidas a aminas.

Seguindo um protocolo anteriormente descrito na literatura,* as primeiras tentativas
de reducdo da N°N’-dibenzil-1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiazol-6,7-dicarboxamida 2.16a foram
realizadas utilizando como redutor o LiAlHs na presenca de cloreto de trimetilsilano

(TMSCI) (Tabela 2.3, Ensaios 1-5). Uma proposta mecanistica para a reducdo de

compostos ativados com TMSCI utilizando LiAlH4 é apresentado no Esquema 2.7.

Q OTMS (otms
R%NJ\RJMSCl R%ﬁ/)\Rg LiAIH, Rz‘i\?)\w
R Cle R R
Esquema 2.7
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O aumento da temperatura (até 25 °C), do tempo de reacéo (até 24 h) e/ou equivalentes
de LiAlH4 (até 20 equiv.) e TMSCI (até 20 equiv.) favoreceu o consumo do reagente 2.16a,
no entanto, ndo houve qualquer evidéncia da formacdo da bis(amina) 2.17. Em todos os
ensaios, mesmo recorrendo a tempos de reacdo extensos e ao uso de grande excesso do
agente redutor e ativador (ex. Tabela 2.3, Ensaio 5), apenas foi possivel isolar misturas de
produtos mono-reduzidos (Figura 2.2). Naturalmente, os espetros de RMN H e *C destas
misturas sdo algo complexos. No entanto, através da sua andlise é possivel encontrar
algumas caracteristicas que suportam a ideia de que foram isoladas misturas de produtos
da mono-reducdo. Destaca-se a existéncia de sinais duplicados e o aparecimento de picos
na regido caracteristica do grupo metileno mas com manutencéo da existéncia dos picos na

regido caracteristica do carbonilo (no RMN 3C).

N / \ H

/\ N Me
N~ "Me S

Oy

Produto 6-mono-reduzido Produto 7-mono-reduzido

Figura 2.2- Produtos da mono-reducdo do composto (3R)-N®N’-dibenzil-3-fenil-5-
metil-1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiazol-6,7-dicarboxamida (2.16a).

Estes resultados indicam que, apesar da reducao do primeiro grupo amida ser possivel,
aparentemente algo dificulta a reducdo do segundo grupo. Esta observacao levantou a
hipdtese de existirem problemas de impedimento estéreo, devido a existéncia de grupos
volumosos como é o caso dos grupos benzilo no reagente 2.16a e trimetilo no TMSCI. Com
base neste racional alterou-se a abordagem utilizada na reducdo do composto 2.16a,
recorrendo ao uso de boranos comercialmente disponiveis (Tabela 2.3, Ensaios 6-8) ou
gerados in situ (Tabela 2.3, Ensaio 9), através de procedimentos anteriormente descritos na
literatura.*>#7

Os boranos sdo agentes redutores constituidos exclusivamente por boro e hidrogénio,
sendo especialmente Gteis na reducdo de grupos carbonilos ricos em eletrdes, do qual fazem

parte as amidas. Isto acontece porque o boro possui uma orbital atdbmica vazia, permitindo
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a formacédo de complexos entre o borano e a amida, levando a sua ativacdo e consequente

reducdo através do mecanismo apresentado no Esquema 2.8.

S_H H

B—=H
H2B H,B.
Q Q Q H RZEIH-/b\ R2
r2 3B_H3,R2f‘/)\ N1 1 — =R2 M s N7 TR H20 oy ps
N R o R N" R N R R R
R R! R' R
Esquema 2.8

Teoricamente, a utilizacdo de boranos permitiria resolver o problema do impedimento
estéreo uma vez que 0s boranos ndo sdo compostos volumosos. No entanto, 0s ensaios
realizados com estes reagentes em tetra-hidrofurano (THF) ndo permitiram a sintese do
composto pretendido 2.17 (Tabela 2.3, Ensaios 6-9). Tal como nos ensaios com
LiAIH4/TMSCI, o maximo observavel foi evidéncia da formacdo de uma mistura de
produtos mono-reduzidos (Tabela 2.3, Ensaios 1-5).

Ainda na tentativa de reduzir o composto 2.16a foi tentada a reagéo utilizando PhSiH3
como agente redutor. Embora o PhSiH3 ndo seja um agente redutor forte, comummente
utilizado na reducdo de amidas, existem alguns exemplos da literatura onde a reducéo de
amidas com PhSiHs foi possivel na presenca de catalisadores, nomeadamente complexos
de ferro e é&cido bordnicos.*®*° Mecanisticamente, tanto os acidos borénicos como os
complexos de ferro sdo responsaveis por, direta ou indiretamente, tornar o carbono
carbonilico mais eletrofilico e consequentemente suscetivel de sofrer ataque nucleofilico
pelo hidreto do PhSiHs. Foram realizados dois ensaios usando PhSiH3 como agente redutor
(Tabela 2.3, Ensaios 10-11). Contudo, em nenhum dos casos houve evidéncia do consumo
do reagente de partida, quer usando temperaturas elevadas (100 °C) ou tempos de reagéo
longos (24 e 48 h).

Uma vez que nenhum dos métodos descritos anteriormente se revelou eficaz, recorreu-
se novamente ao uso de um agente redutor forte, LiAlH4, na auséncia de ativador, mas
utilizando temperaturas de reacdo mais elevadas (40 e 70 °C) (Tabela 2.3, Ensaio 12-13).
Estas condi¢des de reacdo também se revelaram infrutiferas, ndo tendo havido qualquer
evidéncia de formacdo do composto desejado, com a agravante que foi observada muita
degradacédo na mistura da reacao.

Numa tentativa de explicacdo destes resultados, propde-se que os derivados mono-
reduzidos do composto (3R)-N°N’-dibenzil-3-fenil-5-metil-1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiazol-
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6,7-dicarboxamida (2.16a) tenham a sua reatividade diminuida, devido a formacéo de uma
ponte de hidrogénio entre o carbonilo da amida e o hidrogénio da amina recém formada.
Propbe-se que o estabelecimento desta ponte de hidrogénio diminua a liberdade
conformacional da molécula, resultando numa estrutura tridimensional com elevado grau
de impedimento estéreo.

Foi ainda efetuada uma tentativa para a reducdo da N® ,N’-dibenzil-1H,3H-pirrolo[1,2-
c]tiazol-6,7-dicarboxamida 2.16a recorrendo a um protocolo alternativo adaptado da
literatura.>® Este protocolo, que envolvia numa primeira fase a converso dos grupos amida
a grupos tioamida, poderia, em teoria, resolver o problema da existéncia de pontes de
hidrogénio (Esquema 2.9). Os grupos tiocarbonilo sdo aceitadores de pontes de hidrogénio
mais fracos do que os correspondentes grupos carbonilo, o que resulta na formacéo de
pontes de hidrogénio menos direcionadas.> Com esta modificacéo estrutural, pretendia-se
aumentar a liberdade conformacional dos produtos mono-reduzidos de forma a resolver o

problema de impedimento estéreo.

CONHBn CSNHBn . NHBn
1. Me3O BF4
2 ~CONHBN 1 ente de 2\, ~CSNHBn  pcm y " Hen
S N Lawesson S N 25°C,1h s
Me Tolueno Me Me
100 °C, 24 h 2. NaBH,
’ MeOH
25°C,2.5h
2.16a 2.19 2.17

/@/o\

S

Reagente de _ S\\p< P

Lawesson /©/ s’
o

Esquema 2.9

Assim, foi feita a tentativa de redugéo do composto 2.16a, convertendo-o inicialmente
na tioamida 2.19 através de uma reacdo com o reagente de Lawesson, em tolueno a
temperatura de 100 °C durante 24 h. Este protocolo ndo envolve o isolamento efetivo do
composto 2.19, mas o controlo da rea¢do por TLC deu indicagdo da sua formacdo. Com
base nesta premissa, apds 24 h de reacdo a temperatura de 100 °C, o solvente foi evaporado
a pressao reduzida e o crude da mistura reacional foi utilizado no passo seguinte. Apds 1 h
a temperatura ambiente, a reagdo com Me3zO*BF4” em diclorometano mostrava, através da

monitorizacdo por TLC, a formacdo de um sal que, identicamente ao passo sintético
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anterior, foi isolado apenas por evaporacao do solvente. Por fim, o crude do sal de 2.19 foi
usado na reducdo a amina 2.17 mediante adicdo de pequenas por¢des de boro-hidreto de
sodio (NaBHsa). No entanto, esta estratégia sintética ndo permitiu a obtencéo da amina alvo
2.17.

Objetivando ultrapassar o problema de impedimento estéreo causado pela utilizacao
da benzilamina, foi iniciada a sintese de (3R)-3-fenil-5-metil-1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiazol-
6,7-dicarboxamida (2.15). A sintese da bis(amida) primaria 2.15 e posterior reducdo
permitiria a obtencdo do derivado final (3R)-6,7-bis(aminometil)-3-fenil-5-metil-1H,3H-
pirrolo[1,2-c]tiazol (2.14). Com esse fim, procedeu-se a amidacao direta de (3R)-3-fenil-5-
metil-1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiazol-6,7-dicarboxilato de dimetilo (2.11a), preparado no
decurso deste projeto de investigacdo, com uma solugéo organica de amoniaco em metanol
(Esquema 2.10). Em adicdo a resolver o problema estéreo causado pela utilizacdo da
benzilamina, esta metodologia sintética apresentava também a vantagem de ser obtido
diretamente o derivado bis-aminometilo sem ser necessario um passo sintético adicional de

N-desbenzilagéo.

CO,Me CONH, NH;
72 COzMe Aditivo 72 CONH2 VY
NH
S_ N S__N / 2
NH3/MeOH Agente S_ N
\( Me Y Me redutor \r Me
Ph Ph Ph
2.11a 2.15 2.14

Esquema 2.10

Na Tabela 2.4 sdo apresentadas as condicdes de reacdo exploradas para a sintese da
amida 2.15. Inicialmente foi tentada a amidacéo do 1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiazol 2.11a com
amoniaco por adaptagdo de um procedimento da literatura que utilizava cianeto de sodio
(NaCN) como catalisador da reacéo.> Os dois primeiros ensaios mostraram gue apesar de
esta metodologia funcionar, o tempo de reacdo era um fator critico (Tabela 2.4, Ensaios 1
e 2). A reacdo do composto 2.11a com amoniaco (2 mL de uma solugdo NHz 7 M em
metanol) na presenca de 1 equivalente de NaCN, em tubo selado a temperatura de refluxo,
conduziu a obtencdo do composto 2.15 com apenas 10% de rendimento, apds seis dias de

reacao.
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Tabela 2.4- Otimizacdo das condicOes reacionais para a amidacdo direta do diéster

2.11a com solucéo de amoniaco em metanol 7 M (NHs/MeOH).

Ensaio | Temperatura Tempo Volume Aditivo Rendimento
(°C) reacional NH3/MeOH (%)
(dias) (mL)

1 65 4 2 NaCN (1 -
equiv.)

2 65 6 2 NaCN (1 10
equiv.)

3 100 7 4 - -

4 100 14 4 NaCN (1 38
equiv.)

5P 100 14 16 NaCN (1 35
equiv.)

6 100 1 10 NaNH:2 (1 7
equiv.)

7 100 1 10 NaNH: (1 Vestigial
equiv.)

8 100 1 4 NaNH: (1 -
equiv.)

9° 100 1 20 NaNH:2 (2 -
equiv.)

2 Em todos os ensaios 0 nimero de moles de 2.11a foi 0.244 mol, exceto nos casos assinalados.

b niimero de moles de 2.11a = 0.978 mol: ¢ nimero de moles de 2.11a = 0.489 mol.

A primeira davida relativamente a otimizacdo das condicfes reacionais correspondia
a importancia do ido cianeto na reacdo. Foi realizado um ensaio na auséncia de NaCN, mas
com recurso a uma temperatura mais elevada (100 °C) e com mais equivalentes de NH3 do
gue o0s ensaios antecedentes (Tabela 2.3, Ensaio 3). A reacdo foi mantida durante sete dias
e o controlo por TLC ndo mostrou evidéncia da formacdo do produto 2.15, pelo que este
ensaio demonstrou inequivocamente que a presenca do NaCN era essencial para a reacéo
ocorrer. Mantendo o uso de NaCN, e na tentativa de reduzir o tempo de reacéo, foi realizado
um ensaio em que se aumentou a temperatura da reacdo para 100 °C e 0 nUimero de
equivalentes de NHs, mantendo a quantidade de NaCN (Tabela 2.4, Ensaio 4). O controlo
da reacdo por TLC permitiu concluir que a reacdo apenas estava completa ao fim de duas
semanas de reagdo. O espetro de RMN *H da bis(amida) primaria 2.15 esta representado
na Figura 2.3. A sua analise permite identificar todos os sinais correspondentes aos protdes

da estrutura do composto 2.15, destacando-se o seu elevado grau de pureza.
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Figura 2.3- Estrutura quimica e espetro de RMN *H do composto 2.15 (DMSO-ds).

Complementarmente, foi experimentada a utilizacdo de amida de sédio (NaNH2) como
ativador da reacéo, adaptando um procedimento da literatura (Tabela 2.4, Ensaios 6-9).>
O primeiro ensaio revelou que apds um dia de reacdo ja existia evidéncia da formacao do
composto 2.15 recorrendo a NaNH: (1 equiv.) num volume de 10 mL de uma solu¢éo 7 M
de NH3z em metanol mediante aquecimento (100 °C) (Tabela 2.4, Ensaio 6). No entanto, as
tentativas de otimizacdo desta reacdo ndo foram eficazes e ndo foi possivel sintetizar o
composto 2.15 de forma eficiente (Tabela 2.4, Ensaios 8-9). A utilizagdo de NaNH.,
levantou alguns problemas, nomeadamente a sua reatividade com o solvente da reacdo
(metanol) e o facto de ser uma base nucleofilica forte podendo levar & formacgéo de produtos
secundarios indesejados. Curiosamente, foram detetados produtos secundarios que
possuem o mesmo fator de retencéo (Rf) do que o composto alvo 2.15, tornando impossivel
monitorizar a reagdo por TLC. Estes resultados levaram ao abandono desta metodologia
sintetica.

As dificuldades encontradas na sintese da bis(amida) primaria 2.15, aliadas ao
insucesso na reducdo da bis(benzilamida) 2.16a, impossibilitaram a realizacdo de quaisquer
tentativas de reducdo com vista a obtengdo do composto alvo, o (3R)-6,7-bis(aminometil)-
3-fenil-5-metil-1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiazol (2.14).
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2.3.2 Sintese de (3R)-6- e (3R)-7-aminometil-1H,3H-pirrolo[1,2-
c]tiazol

Os resultados pouco satisfatorios alcancados na tentativa de sintese de 6,7-
bis(aminometil)-1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiazdis, levaram a proposta de sintese de derivados
mono-aminometilo. O sucesso na sintese destes derivados permitiria confirmar que as
dificuldades na reducdo da bis(benzilamida) 2.16a poderia estar relacionada com a
existéncia de dois grupos funcionais amida em posicdo vicinal.

Os 6- e 7-aminometil-3-fenil-5-metil-1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiaz6is 2.25 ou 2.24 com
configuracédo absoluta R e protegidos com grupo benzilo foram preparados de acordo com
a estratégia sintética apresentada no Esquema 2.11. Os regioisomeros (3R)-3-fenil-5-metil-
1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiazol-6-carboxilato de metilo (2.21) e (3R)-3-fenil-5-metil-1H,3H-
pirrolo[1,2-c]tiazol-7-carboxilato de metilo (2.20) foram obtidos como uma mistura 1:1,
com rendimento de 61%, mediante aquecimento em anidrido acético a 110 °C da tiazolidina
2.1a na presenca de propiolato de metilo. Os regioisomeros 2.20 e 2.21 ndo podem ser
separados por cromatografia, contudo a mistura reacional foi purificada por cromatografia
em coluna e posteriormente utilizada para a sintese das monoamidas correspondentes. A
sintese das monoamidas 2.22 e 2.23 foi efetuada seguindo um protocolo otimizado ao longo
deste projeto de investigacao. A reacdo da mistura 2.20/2.21 com benzilamina na presenca
de LIHMDS a temperatura ambiente, durante 19 h, conduziu a obtencdo de uma nova
mistura regioisomérica constituida pelos compostos 2.22 e 2.23. Contrariamente aos
respetivos ésteres, as amidas 2.22 e 2.23 podem ser separadas por cromatografia em coluna,
usando uma mistura de acetato de etilo:hexano (1:2) como eluente. A (3R)-N’-benzil-3-
fenil-5-metil-1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiazol-7-carboxamida (2.22) foi obtida com um
rendimento de 5% e a (3R)-N°-benzil-3-fenil-5-metil-1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiazol-6-
carboxamida (2.23) com rendimento de 25%. A semelhanca do observado para o0s
compostos 2.7 e 2.8 (ver Esquema 2.2), enantiomeros de 2.20 e 2.21, respetivamente,
também o composto 2.21 pode ser isolado por cristaliza¢do seletiva com uma mistura de
éter etilico e hexano. Partindo do composto 2.21 puro, e utilizando as mesmas condigdes
de reacdo da amidacdo supramencionada, foi possivel obter o composto 2.23 com um
rendimento de 66%. Desta forma, uma vez que a estrutura do precursor monoéster 2.21 foi

anteriormente determinado por cristalografia de raio-X,*! a atribuicdo inequivoca da
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regioquimica dos compostos 2.22 e 2.23 pode ser feita recorrendo a comparacdo dos

respetivos espetros de RMN *H.

ACZO COzMe
COH 110 °C, 16 h 7~ C0Me
, + S N /
S\;/NH = CO,Me Me
Ph 61% (1:1) Ph
2.1a 2.21
/ ) CO,Me
S\(N NHB
M n
I e CONHBN bCM
221 Y 25°C, 4 h
// d /
S_ N TMSCI, LiAIH, S. N
T ; Y Me Y M
olueno LiIHMDS Ph €
25°C,19h BnNH, Ph
2.22 5% 2.24 < 40%

+

z CONHBnN
/—Q/ N, ~CONHBn DCM NHEn
S__N ) 25°C, 4 h %
Y e S__N - /
Ph Y We TMSCI, LiAH, S\ N
2.23 66% Ph \P(h

2.23 25% 2.2533%
Esquema 2.11

Me

O (3R)-6-(N-benzil-aminometil)-3-fenil-5-metil-1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiazol (2.25) foi
obtido por reducéo do regioisomero 2.23 com LiAlH4 na presenca de TMSCI. A reacéo,
efetuada a temperatura ambiente durante 4 h, conduziu a obteng&o da monoamina benzilica
2.25 com rendimento de 33%. O (3R)-7-(N-benzil-aminometil)-3-fenil-5-metil-1H,3H-
pirrolo[1,2-c]tiazol (2.24) foi sintetizado utilizando 0 mesmo procedimento, contudo nédo
foi possivel obté-lo de forma pura, mesmo ap0s varias tentativas de purificacdo por
cromatografia (cromatografia em coluna e cromatografia em placa preparativa). A
formacdo das monoaminas benzilicas 2.24 e 2.25 permitiu comprovar que a redugdo dos
derivados N8-benzil-6- ou N7-benzil-7-carboxamida era possivel através de um método
previamente testado sem sucesso na reducdo do composto bis(benzilamida) 2.16a. O
espetro de RMN *H da monoamina benzilica 2.25 mostra todos 0s sinais expectaveis para

0s protdes da sua estrutura (Figura 2.4). A identificacdo do sistema de spin AB

42



Capitulo 2|Sintese de novos derivados do MANIO

caracteristico dos 1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiazéis (dois dubletos a 4.03 e 4.28 ppm com uma
constante de acoplamento de aproximadamente 12.8 Hz, tipica deste tipo de sistemas) e a
existéncia de dois picos correspondentes a grupos metileno (3.56 e 3.80 ppm) séo a
principal indicagdo de que o espetro corresponde efetivamente ao composto 2.25.

6.20
— 589
_~4.30
~4.27

4.05

4.01
—3.80
—3.56
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1.78

N2
; CHs
. . HN
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f1 (ppm)

Figura 2.4- Estrutura quimica e espetro de RMN *H do composto 2.25 (CDCls).

Com o objetivo de preparar a amida primaria (3R)-6-aminometil-3-fenil-5-metil-
1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiazol (2.26) foi experimentada a N-desbenzilagdo da monoamina
2.25, seguindo um procedimento descrito na literatura (Esquema 2.12).>* O uso de formato
de amonio como dador de hidrogénio permite obter a amina priméria 2.26, a partir de uma
suspensdo de igual massa de 10% Pd/C e composto 2.25 em refluxo de metanol. O controlo
da reacdo por TLC pareceu indicar que a reacdo se completava apos 1 h. Inesperadamente,
0 espectro de RMN *H do produto isolado mostra todos os sinais caracteristicos dos protdes
do reagente 2.25, sugerindo que n&o ocorreu a formagdo do composto esperado. No entanto
os desvios quimicos observados sio diferentes relativamente aos do espectro de RMN H
do reagente 2.25, 0 que sugere a formacdo de um produto secundario, cuja estrutura ndo

pode ser determinada.
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NHBn MeOH NH,
// 65°C, 1 h //
S\ N 10% Pd/C, NH,CO,H S\ N
T me o PAIC, NRLCO, T me
Ph Ph
2.25 2.26

Esquema 2.12

2.4 Conclusao

No presente capitulo foram descritas todas as metodologias sintéticas, e respetivas
otimizacGes, utilizadas durante este projeto de investigacdo para a obtencdo de novos
compostos estruturalmente relacionados com o0 MANIO.

O trabalho realizado permitiu a obtencéo de dois novos derivados mono-hidroximetilo
com configuragdo absoluta S, 6- e 7-hidroximetil-3-fenil-5-metil-1H,3H-pirrolo[1,2-
c]tiazol 2.10 e 2.9 respetivamente. A sintese eficiente destes compostos permitiu realizar o
estudo da sua atividade antitumoral, cujos resultados podem ser consultados no capitulo 3.
Adicionalmente, foi também possivel sintetizar o conjugado do enantidmero do MANIO
com o 4cido linoleico 2.13 A atividade antitumoral do conjugado 2.13 ndo esta
contemplada neste projeto, no entanto, a evidéncia da sua formagdo abre novas
oportunidades relativamente a sintese de outros derivados, recorrendo a outros acidos
gordos ou até mesmo hidratos de carbono.

A estratégia sintética delineada para a obtencdo de derivados bis-aminometilo de
1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiazol baseou-se na amidagdo direta dos compostos diéster 2.11 com
aminas, nomeadamente benzilamina ou amoniaco. A posterior reducdo das amidas
formadas permitiria a obtencdo dos derivados bis-aminometilo livres 2.14 ou protegidos
com o grupo benzilo 2.17. O trabalho desenvolvido ao longo deste projeto de investigacédo
permitiu otimizar a formacéo de amidas 2.16 protegidas com o grupo benzilo partindo dos
compostos diéster 2.11. Adicionalmente foi também possivel mostrar que as amidas 2.16
poderiam ser obtidas por uma via alternativa, através da amidacdo dos acidos carboxilicos
2.18 obtidos pela hidrolise dos diéster 2.11. Apesar de inUmeras tentativas de reducdo com
diferentes agentes redutores, ndo foi possivel obter derivados bis-aminometilo 2.17
protegidos com o grupo benzilo. Analogamente, também ndo foi possivel sintetizar o
derivado bis-aminometilo livre 2.14 uma vez que nao se conseguiu obter o seu precursor

2.15 de forma eficiente.
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No entanto, a utilizacdo da mesma estratégia sintética aplicada a sintese de 2.17 levou
a obtencdo dos derivados mono-aminometilo 2.24 e 2.25 protegidos com o grupo benzilo.
O sucesso na obtencéo destes compostos mostrou que provavelmente a existéncia de dois
grupos amida em posicdo vicinal impede a sua completa reducdo as aminas
correspondentes. Adicionalmente, foi ainda tentada a remocdo do grupo benzilo do
composto 2.25, no entanto o resultado foi inconclusivo.

Em suma, o trabalho desenvolvido permitiu obter uma grande quantidade de novos
compostos estruturalmente relacionados com o MANIO, contendo grupos funcionais
alcool, &cido carboxilico, amida ou amina (Figura 2.5). A atividade antitumoral de alguns
destes compostos foi estudada e permitiu identificar relacbes estrutura-atividade que irdo

permitir para um conhecimento mais aprofundado do mecanismo de acdo do MANIO (ver

OH
72
OH
fi%
Me
(0]
0213

capitulo 3).

OH
S
Y Me Y Me
put put \
) YM

O

9* 2.10°
CONH,
A\, —~CONH, COzH CONHBn
s n- @ COH @ CONHBn
\r Me \r Me
R R a
2.152 2.18aR=Ph? 2.16a R =Ph a
. e =4-
CONHBnN NHBn oHa e
/_Q/CONHBn
z y y
/ S_ N ) )
S EFN Me S__N S. N
Me Me Me
2.22 2.23 2.24 225

Figura 2.5- Estrutura quimica dos novos derivados do MANIO sintetizados durante

este projeto de investigacdo.  Atividade antitumoral estudada (ver capitulo 3).
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3.1 Introducéo

A atividade antitumoral in vitro de alguns dos compostos sintetizados ao longo deste
projeto de investigacéo foi estudada. Os resultados obtidos permitem detetar novas relagoes
estrutura-atividade e descobrir novas moléculas com potencial terapéutico para o CCR,
atraves da modulacdo da proteina p53. De forma a possibilitar uma correlagdo com a
atividade do MANIO e dos seus derivados previamente estudados (ver Capitulo 1), foi
estudada a atividade antitumoral dos novos derivados do MANIO na linha celular do
cancro colorretal HCT116 (Tabela 3.1).1® Na avaliacio da atividade antitumoral dos novos
compostos, foi utilizado o ensaio da sulforodamina B, cuja estrutura quimica é representada
na Figura 3.1. Este ensaio colorimétrico permite extrapolar a proliferacdo celular através
da quantificacdo aproximada da massa total de proteina, devido a capacidade que a
sulforodamina B tem de estabelecer, estequiometricamente, ligacOes eletrostaticas com as
proteinas, em meio relativamente acido (pH 2-5).5>% Assim, uma vez que a sulforodamina
B se liga estequiometricamente as proteinas, a quantificacdo do corante extraido das células
pigmentadas sera diretamente proporcional a massa total de proteina, permitindo

determinar o nimero de células total e consequentemente a proliferacdo celular.

Figura 3.1- Estrutura quimica da sulforodamina B.

A realizacdo do ensaio da sulforodamina B para um intervalo de concentragdes dos
novos compostos permite a construcdo de uma curva dose-resposta, atraves da qual é
possivel calcular a concentracdo inibitéria média (I1Cso). Assim, o valor de ICso calculado
nas linhas celulares que expressam a p53 (HCT116 p53**) permite avaliar a poténcia da
molécula, enquanto a seletividade para a via da proteina p53 pode ser avaliada pelo valor
de ICsp nas linhas celulares que n3o expressam a p53 (HCT116 p537). Uma vez que valores
baixos de ICsp representam uma elevada atividade do composto nas células para os quais

foram determinados, idealmente, os compostos devem ter baixo 1Cso para as células
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HCT116 p53** e elevado 1Cso para as células HCT116 p53”. Esta combinacio de ICso
permite identificar derivados do MANIO com elevada atividade e seletividade para a via

da proteina p53 no cancro colorretal.

3.2 Novos derivados do MANIO: Atividade antitumoral

As estruturas quimicas dos derivados do MANIO sintetizados neste projeto de
investigacdo e cuja atividade antitumoral foi estudada encontram-se ilustradas na Figura
3.2. Na Tabela 3.1 séo apresentados os valores de ICso determinados nas linhas celulares
HCT116 p53** e HCT116 p53” para um tempo de incubacdo de 48 h. Através da analise
desta tabela é possivel retirar algumas conclusGes importantes sobre relaces estrutura-

atividade.

0 O\ oH
OH OH
s/\jfi?»—/ OH =\ "
N7 = S /
SNy "X o
<:i> Me o Me
Me
MeO
3.1 3.2 3.3 3.4
o)
o) o) NHBn
NH, NHBn
_ NHBn
_ NH, _ NHBn S P
S S N
NI N/ 0
o) o) Me
Me Me
MeO
35 3.6 3.7

Figura 3.2- Estrutura quimica dos novos derivados do MANIO cuja atividade

antitumoral foi estudada.

Como era expectavel, a atividade na linha celular HCT116 p53** dos derivados
hidroximetilo 3.1 (0.99 uM) e 3.2 (0.14 uM) com configuragdo absoluta S é superior & dos
respetivos enantidomeros, respetivamente 1.18 (6.68 uM) e 1.17 (29.3 uM), sendo
comparavel a atividade antitumoral do MANIO (0.97 uM) (ver Capitulo 1). No entanto, o
baixo valor de ICso calculado nas células HCT116 p537, 4.33 e 18.12 uM, para 3.1 e 3.2,

respetivamente, permite concluir que estes derivados ndo tém uma seletividade ideal para
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a via da proteina p53 no CCR. Curiosamente, a atividade antitumoral do derivado 7-
hidroximetilo 3.2 é superior a atividade do derivado 6-hidroximetilo 3.1, em contraste com
0 observado para os correspondentes enantiomeros 1.18 e 1.17. Esta diferenca nos perfis
de atividade dos enantiomeros permite constatar que existe um elevado sinergismo entre a

configuracédo absoluta em C-3 e os grupos hidroximetilo em C-6/C-7.

Tabela 3.1- ICsp (UM) dos novos derivados do MANIO em linhas celulares HCT116
(48 h de incubacéo).

1Cs0 (LM)
COmMPOSto " =176 153+ | HCT116 P53~
3.1 0.99 433
3.2 0.14 18.12
3.3 >15 >50
3.4 >15 >50
35 >25 >50
3.6 ND ND
3.7 ND ND

ND: valor ndo determinado devido a insolubilidade

dos compostos sdo no meio celular.

Relativamente aos restantes derivados estudados, nenhum deles apresenta uma
atividade promissora, permitindo concluir que a presenca do(s) grupo(s) hidroximetilo(s) é
crucial para garantir uma atividade antitumoral elevada. Apesar dos acidos 3.3 e 3.4, bem
como da bis(amida) primaria 3.5, poderem funcionar como dadores de ligacGes de
hidrogénio, a baixa atividade destes compostos pode ser explicada pela substituicdo dos
grupos hidroximetilo por grupos funcionais derivados do acido carboxilico, alterando
significativamente a densidade eletronica da molécula e consequentemente afetando a
interacdo com a proteina p53. Complementarmente, os resultados obtidos para as
bis(benzilamidas) 3.6 e 3.7 permitem concluir que & necessaria especial atencdo na
modificacdo estrutural dos compostos envolvendo a introducdo de grupos muito apolares,

que, consequentemente, tornam as moléculas insolGveis no meio celular.

3.3 Concluséao

Dos derivados cuja atividade antitumoral foi estudada neste projeto de investigacao,
destaca-se a atividade antitumoral do (3S)-7-hidroximetil-3-fenil-5-metil-1H,3H-

pirrolo[1,2-c]tiazol (3.2). Este composto possui uma atividade antitumoral superior & do
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MANIO em quase 10 ordens de grandeza, no entanto possui menor seletividade para a via
da proteina p53 no CCR (Figura 3.3).

Adicionalmente, os resultados de atividade antitumoral obtidos confirmaram a
existéncia de sinergismo entre a configuragéo absoluta em C-3 e os grupos hidroximetilo
em C-6/C-7. Esta conclusdo sugere que, apesar da estratégia sintética para a obtencéo de
(3S)-1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiazbis ser mais complexa, a obtencdo dos derivados com esta

estereoquimica deve ser prioritaria.

MANIO 3.2
ICsy=0.97 uM (HCT116 p53*/") ICsy=0.14 uM (HCT116 p53™)
ICso> 50 uM (HCT116 p537) ICso=18.12 uM (HCT116 p537")

Figura 3.3- Estrutura quimica e 1ICso do MANIO e do novo derivado 3.2.
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4.1 Conclusao

O principal objetivo deste projeto de investigacdo era a modulacdo estrutural do
composto lider, MANIO, de forma a melhorar as suas propriedades farmacodinamicas e
farmacocinéticas como ativador da proteina p53. Complementarmente, o trabalho
desenvolvido permitiria identificar novas relacoes estrutura-atividade da familia de 1H,3H-
pirrolo[1,2-c]tiazdis, fulcrais para o delineamento de futuras modificacdes.

O trabalho apresentado nesta dissertacao permitiu a sintese de treze novos compostos
estruturalmente relacionados com o MANIO, tendo sido possivel estudar a atividade
antitumoral de mais de metade destes derivados (Figura 4.1).

: a) Alcoois E

%iﬁrg;
g© o VUV

b) Amidas

: CONHBn CONH, E
| CONHER CONHBn CONH,| |
| / ~ ) CONHBn 5
N :

Y Me |

R =Ph 4- -MeOC¢H, ou 4-FCH, E

¢) Aminas NHBn d) Acidos carboxilicos i
! NHBn

. CO,H .
' Z4 !
| ” ) / COH |
! S__N SN :
| Me Me \( :
E R= Ph ou 4-MeOC4H, |

Figura 4.1- Estrutura quimica de novos derivados alcool (a), amida (b), amina (c) e

acido carboxilico (d) do MANIO sintetizados durante este projeto de investigacao.
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A sintese dos novos compostos mostrou-se eficaz para a obtencdo de moléculas
contendo diferentes grupos funcionais, nomeadamente acidos carboxilicos, amidas
primarias ou protegidas com o grupo benzilo, e alcoois, com especial énfase para o
conjugado do &cido linoleico, um &cido gordo polinsaturado que pode ser usado para fazer
o direcionamento de farmacos para células do cancro. Adicionalmente, foi possivel
sintetizar eficientemente compostos contendo apenas um grupo funcional N-benzilamina,
em contrapartida com os respetivos derivados bis(amina).

Através do estudo da atividade antitumoral dos compostos sintetizados foi possivel
estabelecer uma relacdo de sinergismo entre a configuracdo absoluta em C-3 e 0s grupos
hidroximetilo em C-6/C-7 e identificar um derivado com elevada atividade e moderada
seletividade para a via da proteina p53, o (3S)-7-hidroximetil-3-fenil-5-metil-1H,3H-
pirrolo[1,2-c]tiazol.

4.2 Perspetivas Futuras

Uma vez que este projeto de investigacdo permitiu a identificacdo de um composto
com elevada atividade para a via da proteina p53 no cancro colorretal, é importante que no
futuro sejam feitos esforgos na tentativa de aumentar a seletividade deste derivado. Uma
das hipdteses sugeridas € a substituicdo do grupo hidroximetilo pelo seu bioisdstero
aminometilo. Este projeto de investigacdo demonstrou que apesar das dificuldades
encontradas na reacdo de reducdo de derivados bis(amida), foi possivel reduzir
eficientemente os compostos contendo apenas um grupo funcional amida, tornando esta
hipbtese exequivel num futuro préximo.

Por fim, devido ao sinergismo existente entre a configuracdo absoluta em C-3 e o0s
grupos substituintes em C-6/C-7 é importante que no futuro seja dada prioridade a sintese
dos enantiomeros com configuracdo absoluta S em C-3, uma vez que sé@o 0S compostos que
consistentemente apresentam melhor atividade antitumoral in vitro para a via da proteina

p53 no cancro colorretal.
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Neste capitulo encontram-se descritos 0s procedimentos experimentais para a sintese
dos compostos apresentados nos capitulos anteriores. Sdo também incluidos os
instrumentos utilizados na identificacdo e caracterizagdo dos compostos sintetizados
durante este projeto, bem como informacéo sobre os reagentes e solventes. Os compostos
sintetizados foram identificados e caracterizados por algumas das seguintes técnicas:
espetroscopia de ressonancia magnética nuclear (*H, C, °F), espetroscopia de
infravermelho (1V), ponto de fusdo, espetrometria de massa de alta resolugédo (EMAR) e

rotacéo especifica [a].

5.1 Aparelhagem utilizada

Cromatografia
Nas reacOes cuja evolugdo foi acompanhada por cromatografia em camada fina,

utilizaram-se placas de silica 60 F2s4 em suporte de aluminio fornecidas pela Merck.
Para a purificacdo de compostos através de cromatografia em coluna foi utilizado gel
de silica 60 (0.035-0.070 mm) fornecida pela TermoFisher Scientific.

Espetroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear

Os espetros de ressonancia magnética nuclear de H, 3C e F foram obtidos num
espetrometro Brucker Avance 111, operando a 400 ou 500 MHz (*H), a 100 MHz (**C) e a
376 MHz (*°F). Todos os espetros foram obtidos a 25 °C, exceto quando devidamente
referido.

Os solventes deuterados utilizados foram o cloroférmio (CDCIs), o dimetilsulfoxido
(DMSO-de) e 0 metanol (CD30D). Os desvios quimicos sdo apresentados em ppm
relativamente ao padrdo interno tetrametilsilano (TMS) e os valores das constantes de

acoplamento (J) sdo expressos em Hz.

Ponto de Fusdo

Os pontos de fuséo foram determinados, pelo método do capilar de vidro aberto, num
aparelho de fase aquecida Falc.

Espetrometria de Massa de Alta Resolucdo
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Os espetros de massa de alta resolucdo foram obtidos num espetrometro Thermo
Orbitrap Q-Exactive Focus com ionizacdo por electrospray (ESI) ou Bruker MicroTOF

com ionizagdo quimica a pressdo atmosférica (APCI).

Rotacdo Especifica

Os valores de rotacéo especifica foram determinados num polarimetro Optical Activity
AA-5.

Espetroscopia de Infravermelho

Os espetros de infravermelho foram obtidos num espetrofotémetro Aglient

Technologies Cary 630 FTIR, utilizando o método de refletancia total atenuada (ATR).

5.2 Solventes e Reagentes

Foram utilizados reagentes comercialmente disponiveis com elevado grau de pureza
fornecidos pela Sigma-Aldirch, Alfa Aesar, Acros Organics ou Fluorochem.

Todos os solventes foram usados secos e destilados, de acordo com o0s seguintes
procedimentos, exceto em reacdes ou extracbes com agua, onde apenas foram usados

solventes destilados.

Acetato de Etilo

Refluxado durante 3 horas na presenca de carbonato de potassio e de seguida destilado.

Hexano, éter etilico, tolueno e tetra-hidrofurano

Refluxados na presenca de fios de sodio, utilizando benzofenona como indicador,
destilados e guardados sobre peneiros moleculares de 4 A.

Diclorometano e Cloroférmio

Refluxados na presenca de cloreto de célcio durante 3 horas, destilados e guardados
sobre peneiros moleculares de 4 A.

Metanol e Etanol

Refluxado durante 2 horas com magnésio na presenca de palhetas de iodo, destilado a

partir do alcoxido de sédio e guardado sobre peneiros moleculares 3 A.
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Todos os outros solventes foram fornecidos pela Labsolve, Carlo Erba ou Fisher

Scientific e utilizados diretamente sem purificacédo adicional.

5.3 Procedimentos experimentais referentes ao Capitulo 11

5.3.1 Preparacao de acidos tiazolidina-4-carboxilicos

Procedimento geral

As tiazolidinas foram preparadas seguindo um procedimento experimental adaptado
da literatura.>” A uma solucio de L-cisteina (2.42 g, 20.0 mmol) em agua (20 mL), num
baldo de fundo redondo, adicionar uma solug&o de aldeido (20.0 mmol) em etanol (15 mL).
Agitar a mistura reacional, a temperatura ambiente, pelo tempo indicado em cada caso.

Filtrar e lavar o so6lido formado com uma mistura de éter etilico e etanol (vestigial).
Acido (2R,4R) e (2S,4R)-2-feniltiazolidina-4-carboxilico (2.1a)

CO,H

S._NH

1

J

Tempo de reagdo: 24 h. Obtido um solido branco como uma mistura de
diastereoisdmeros. Rendimento: 84%. Ponto de fusdo (da literatura): 154-155 °C.22 RMN
'H (400 MHz, DMSO-ds) Componente secundario: & 3.24 (1H, dd, J = 5.1 e 10.2), 3.35-
3.41 (1H, m), 4.21-4.25 (1H, m), 5.80 (1H, s), 7.25-7.40 (3H, m, Ar-H), 7.46-7.53 (2H, m,
Ar-H); Componente principal: 6 3.14 (1H, pseudo-t), 3.48 (1H, dd, J = 7.2 e 10.2), 3.94
(1H, pseudo-t), 5.53 (1H, s), 7.25-7.40 (3H, m, Ar-H), 7.46-7.53 (2H, m, Ar-H).
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Acido (2R,4R) e (2S,4R)-2-(4-hidroxifenil)-tiazolidina-4-carboxilico (2.1b)

CO,H

S._NH

¥

Y

OH

Tempo de reacdo: 15 minutos. Obtido um sélido branco como uma mistura de
diastereoisdmeros. Rendimento: 66%. Ponto de fusio (da literatura): 165-167 °C.3* RMN
'H (400 MHz, DMSO-ds) Componente secundario: § 3.04 (1H, dd, J = 8.6 e 10.1), 3.28
(1H, dd, J=7.3e10.3), 4.25 (1H, dd, J =4.0 e 7.2), 5.40 (1H, s), 6.70-6.73 (2H, m, Ar-
H), 7.23-7.27 (2H, m, Ar-H); Componente principal: 5 3.15 (1H, dd, J = 4.1 e 10.3), 3.35
(1H, dd,J=7.2e10.1), 3.83 (1H, dd, J = 7.2 e 8.6), 5.55 (1H, s), 6.77-6.73 (2H, m, Ar-
H), 7.29-7.33 (2H, m, Ar-H).

Acido (2R,4R) e (2S,4R)-2-((4-trifluorometil)-fenil))-tiazolidina-4-carboxilico
(2.1¢c)
CO,H

S._NH

1

CF;

Tempo de reacdo: 15 h. Neste caso foram utilizados 0.8 equivalentes de aldeido (40.0
mmol). Obtido um so6lido branco como uma mistura de diastereoisomeros. Rendimento:
93%. Ponto de fusdo (da literatura): 145-147 °C;® RMN 'H (400 MHz, CD3;OD)
Componente secundario: 6 3.26 (1H, dd, J =8.4 e 10.4), 3.53 (1H, dd, J=7.2 e 10.4), 4.09
(1H, dd, J = 7.3 e 8.3), 5.65 (1H, s), 7.65-7.78 (m, 4H, Ar-H). Componente principal: &
3.33 (1H, dd, J = 5.0 e 10.6), 3.46 (1H, dd, J =7.1 e 10.6), 4.34 (1H, dd, J = 5.0 e 7.0),
5.84 (1H, ), 7.65-7.78 (m, 4H, Ar-H).
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Acido (2R,4R) e (2S,4R)-2-(4-metoxifenil)-tiazolidina-4-carboxilico (2.1d)

CO,H

S._NH

I

*

OMe

Tempo de reacdo: 1 h. Obtido um s6lido branco como uma mistura de
diastereoisdmeros. Rendimento: 74%. Ponto de fusio (da literatura): 166-168 °C.3* RMN
'H (400 MHz, DMSO-ds) Componente secundério: § 3.05-3.10 (1H, m), 3.29-3.32 (1H,
m), 3.75 (3H, s), 3.85-3.89 (1H, m), 5.46 (1H, s), 6.89 (2H, d, J = 8.6, Ar-H), 7.37 (2H, d,
J = 8.5, Ar-H); Componente principal: 6 3.14-3.18 (1H, m), 3.35-3.39 (1H, m), 3.76 (3H,
s), 4.23-4.26 (1H, m), 5.62 (1H, s), 6.93 (2H, d, J = 8.6, Ar-H), 7.44 (2H, d, J = 8.5, Ar-H).

Acido (2R,4R) e (2S,4R)-2-(4-fluorofenil)-tiazolidina-4-carboxilico (2.1e)

CO,H

S._NH

T

.

F

Tempo de reagdo: 24 h. Obtido um solido branco como uma mistura de
diastereoisdmeros. Rendimento: 96%. Ponto de fusio (da literatura): 153-155 °C.5® RMN
'H (400 MHz, CD30D) Componente secundario: & 3.29 (1H, dd, J = 8.0 e 10.6), 3.48-3.50
(1H, m), 4.08 (1H, pseudo-t,), 5.59 (1H, s), 7.10-7.17 (2H, m, Ar-H), 7.58-7.65 (2H, m,
Ar-H); Componente principal: 6 3.39 (1H, dd, J = 4.7 ¢ 10.8), 3.48-3.54 (1H, m), 4.39 (1H,
dd,J=4.7e7.2),5.76 (1H, s), 7.10-7.17 (2H, m, Ar-H), 7.58-7.65 (2H, m, Ar-H).

63



Capitulo 5|Parte Experimental

5.3.2 Preparacdao de acidos N-acetiltiazolidina-4-carboxilicos

Acido (2S,4R)-N-acetil-2-feniltiazolidina-4-carboxilico (2.2a)

CO,H
—~ .
e

S\_/N

g

A N-acetil-tiazolidina com configuracao absoluta 2S,4R foi preparada a partir do acido

M

2-feniltiazolidina-4-carboxilico (2.1a) de acordo com um procedimento descrito na
literatura.?® A uma soluco do composto 2.1a (4.19 g, 20.0 mmol) em piridina (50 mL),
num baldo de fundo redondo, adicionar lentamente anidrido acético (5.67 mL, 60.0 mmol).
Agitar a mistura reacional, a temperatura ambiente, durante 1.5 h. Diluir a mistura reacional
com agua (75 mL) e acidificar a pH 3 recorrendo a uma solugdo aquosa concentrada de
acido cloridrico. Extrair com acetato de etilo (4 x 30 mL). Combinar as fases organicas e
lavar com &gua. Secar com agente secante (Na2SOa), filtrar e evaporar o solvente. Obtido
um sélido branco apds recristalizacdo em etanol. Rendimento: 56%. Ponto de fusdo (da
literatura): 134-137 °C;%® O espetro de RMN 'H (400 MHz, DMSO-d6) obtido a 25 °C
indica a presenca de uma mistura de isomeros, conforme descrito abaixo; o espetro de RMN
'H (400 MHz, DMSO-d6) obtido a 100 °C ndo apresenta duplicagdo de sinais, confirmando
que se trata de isomeros rotacionais; RMN *H (400 MHz, DMSO-dg): § 1.76 € 2.03 (3H, 2
xs),3.17-3.48 (2H, m), 5.12e 5.35 (1H,2x d, J=6.9e 6.0), 6.15 e 6.38 (1H, 2 x 5), 7.21-
7.40 (5H, m, Ar-H).

5.3.3 Preparacao de 1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiazdis via ciclo-adicdo
1,3-dipolar

Procedimento geral para a sintese de 1H,3H-pirrolo[1,2-cltiazol-6,7-dicarboxilatos

de dimetilo

Os 1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiazois foram preparados segundo um procedimento descrito
na literatura.>* A uma solucgdo do acido tiazolidina-4-carboxilico apropriado (17.8 mmol)
em anidrido acético (70 mL), num baldo de fundo redondo, adicionar DMAD (3.27 mL,
26.7 mmol). Agitar a mistura reacional, a temperatura de 110-120 °C, durante 4 h. Arrefecer

a temperatura ambiente e diluir com diclorometano (180 mL). Lavar com solu¢éo saturada
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de hidrogenocarbonato de sddio e com agua. Secar com agente secante (Na2SOa), filtrar e
evaporar o solvente. Purificar o composto através de cromatografia em gel de silica usando

uma mistura de acetato de etilo:hexano como eluente.

(3R)-3-Fenil-5-metil-1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiazol-6,7-dicarboxilato de dimetilo
(2.11a)

COzMe
z COzMe

Obtido um solido branco a partir do &cido 2-feniltiazolidina-4-carboxilico (2.1a).
Rendimento: 33%. Ponto de fusdo (da literatura): 149-151 °C;?” RMN !H (400 MHz,
CDCls3): § 2.01 (3H, s), 3.83 (3H, s), 3.84 (3H, s), 4.31 (1H, d, J = 14.9), 4.47 (1H, dd, J
=14.9 ¢ 1.8), 6.28 (1H, d, J = 1.7), 7.04-7.07 (2H, m, Ar-H), 7.32-7.35 (3H, m, Ar-H).

(3R)-3-(4-Acetoxifenil)-5-metil-1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiazol-6,7-dicarboxilato  de
dimetilo (2.11b)

002M€
z COzMe

Me

OAc

Obtido um soélido amarelo palido a partir do acido 2-(4-hidroxifenil)-tiazolidina-4-
carboxilico (2.1b). Rendimento: 47%. Ponto de fusdo (da literatura): 90-92 °C;** RMN H
(400 MHz, CDCl3): § 2.03 (3H, s), 2.30 (3H, s), 3.83 (6H, ), 4.31 (1H, d, J = 15.0), 4.46
(1H, dd, J=14.9  1.7), 6.28 (1H, d, J = 1.7), 7.08 (4H, s, Ar-H).
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(3R)-3-((4-Trifluorometil)-fenil))-5-metil-1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiazol-6,7-
dicarboxilato de dimetilo (2.11c)

COzMe
_\_-CO,Me

Me

CF3

Obtido um sélido branco a partir do acido 2-((4-trifluorometil)-fenil))-tiazolidina-4-
carboxilico (2.1c). Rendimento: 44%. Ponto de fusdo: 105-106 °C (recristalizado de acetato
de etilo/hexano); [a]3® = + 210 (c 0.5, CH2Cl2); RMN *H (400 MHz, CDCls): § 2.03 (3H,
s), 3.83 (3H, s), 3.84 (3H, s), 4.34 (1H, d, J = 15.0), 4.47 (1H, dd, J = 1.5 e 14.9), 6.32 (1H,
d,J=1.2),7.15 (2H, d, J = 8.1, Ar-H), 7.62 (2H, d, J = 8.1, Ar-H); RMN C (100 MHz,
CDCls): §11.5, 30.1, 51.5, 51.6, 64.1, 107.3, 117.8, 123.7 (q, “Jcr = 272), 125.9, 126.4 (q,
3Jc-F=3.7),130.4, 131.2 (q, 2Jcr = 32.7), 140.3, 144.2, 163.9, 165.1; RMN '°F (376 MHz,
CDCls): 8 —62.8; IV (ATR) v = 1704, 1618, 1436, 1323, 1204 cm™; EMAR (ESI) m/z:
400.0822, (calculado para C1gH1704NF3S, [M+H]"): 400.0825.

(3R)-3-(4-Metoxifenil)-5-metil-1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiazol-6,7-dicarboxilato  de
dimetilo (2.11d)

OMe

Obtido um solido amarelo a partir do acido 2-(4-metoxifenil)-tiazolidina-4-carboxilico
(2.1d). Rendimento: 58%. Ponto de fusio (da literatura): 80-82 °C;* RMN *H (400 MHz,
CDCls): $2.00 (3H, s), 3.80 (3H, 5), 3.82 (3H, 5), 3.83 (3H, s), 4.30 (1H, d, J = 14.9), 4.47
(1H, dd, J =14.9 e 1.7), 6.27 (1H, d, J = 1.6), 6.86 (2H, d, J = 8.6, Ar-H), 7.02 (2H, d, J =
8.6, Ar-H).
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(3R)-3-(4-Fluorofenil)-5-metil-1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiazol-6,7-dicarboxilato  de
dimetilo (2.11e)

COzMe
_\_-CO,Me

Obtido um s6lido amarelo palido a partir do acido 2-(4-fluorofenil)-tiazolidina-4-
carboxilico (2.1e). Rendimento: 69%. Ponto de fusdo: 102 °C (recristalizado de acetato de
etilo/hexano); RMN *H (400 MHz, CDCls): § 2.00 (3H, s), 3.83 (6H, s), 4.32 (1H, d, J =
15.0), 4.47 (1H, dd, J =14.9 ¢ 1.6), 6.28 (1H, d, J = 1.6), 7.03-7.08 (4H, m, Ar-H); RMN
13C (100 MHz, CDCls): § 11.4, 30.0, 51.4, 51.6, 64.4, 107.0, 116.3 (d, 2Jc-F = 22.9), 117.6,
127.6 (d, 3Jc-F = 8.4), 130.5, 136.0 (d, “Jc-r = 3.2), 140.3, 162.8 (d, Jc.r = 247), 164.0,
165.2; RMN *°F (376 MHz, CDCls): § —114.5; IV (ATR) v = 1773, 1603, 1436, 1359 cm"
1 EMAR (ESI) m/z: 350.0853, (calculado para C17H1704NFS, [M+H]*"): 350.0857.

Procedimento geral para a sintese de 1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiazol carboxilatos de

metilo

Os 1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiazol carboxilatos de metilo foram preparados segundo um
procedimento descrito na literatura.3 A uma solugdo do 4cido tiazolidina-4-carboxilico
apropriado (7.96 mmol) em anidrido acético (40 mL), num baldo de fundo redondo,
adicionar propiolato de metilo (1.27 mL, 14.3 mmol). Agitar a mistura reacional, a
temperatura de 110-120 °C, durante 15 h. Arrefecer a temperatura ambiente e diluir com
diclorometano (95 mL). Lavar com solucdo saturada de hidrogenocarbonato de sédio e com

agua. Secar com agente secante (Na2SQg), filtrar e evaporar o solvente.
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(3S)-3-Fenil-5-metil-1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiazol-7-carboxilato de metilo (2.7) e
(3S)-3-fenil-5-metil-1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiazol-6-carboxilato de metilo (2.8)

COzMe

V 7 / COzMe
S / \/N
H Me

e

Obtidos a partir do acido N-acetil-2-feniltiazolidina-4-carboxilico (2.2a) como uma
mistura de regioisdmeros ap6s purificacdo do crude por cromatografia em gel de silica
usando acetato de etilo:hexano (1:3) como eluente. Rendimento: 42% (mistura 1:1). O
regioisdbmero 2.8 foi cristalizado seletivamente com uma mistura de éter etilico e hexano.
(3S)-3-fenil-5-metil-1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiazol-6-carboxilato de metilo (2.8): solido
amarelo palido, ponto de fusdo: 90-92 °C; [a]3° = — 320 (¢ 0.5, CH2Cl,); RMN H (400
MHz, CDCls): 6 2.18 (3H, s), 3.78 (3H, s), 4.02 (1H, d, J = 13.1), 4.27 (1H, d, J = 13.1),
6.25 (1H, s), 6.33 (1H, s), 7.01 (2H, dd, J = 1.7 e 7.7, Ar-H), 7.29-7.35 (3H, m, Ar-H);
RMN C (100 MHz, CDCls): § 11.8, 28.2, 50.8, 64.0, 101.7, 116.6, 125.4, 128.6, 129.1,
132.0, 133.2,141.1, 165.8; IV (ATR) v=2923, 1688, 1523, 1363, 1222, 1068 cm™!; EMAR
(ESI) m/z: 274.0892, (calculado para CisH1602NS, [M+H]"): 274.0896. (3S)-3-fenil-5-
metil-1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiazol-7-carboxilato de metilo (2.7): RMN 'H (400 MHz,
CDCls): & 1.82 (3H, s), 3.81 (3H, s), 4.34 (1H, d, J = 14.7), 451 (1H, dd, J = 1.8 e 14.7),
6.27 (1H, d, J = 1.8), 6.36 (1H, s), 7.06 (2H, dd, J = 1.7 e 7.6, Ar-H), 7.30-7.35 (3H, m,
Ar-H); RMN 13C (100 MHz, CDCls): § 12.1, 30.4, 51.0, 65.0, 106.9, 112.2, 125.7, 125.8,
128.8, 129.1, 140.3, 140.4, 165.2.
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(3R)-3-Fenil-5-metil-1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiazol-7-carboxilato de metilo (2.20) e
(3R)-3-fenil-5-metil-1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiazol-6-carboxilato de metilo (2.21)

COzMe

p _\_CO,Me

e

Obtidos a partir do &cido 2-feniltiazolidina-4-carboxilico (2.1a) como uma mistura
regioisomérica apds purificacdo do crude por cromatografia em gel de silica usando acetato
de etilo:hexano (1:3) como eluente. Rendimento: 61% (mistura 1:1). O regioisomero 2.21
foi cristalizado seletivamente com uma mistura de éter etilico e hexano. (3R)-3-fenil-5-
metil-1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiazol-6-carboxilato de metilo (2.21): s6lido amarelo palido,
ponto de fuséo (da literatura): 87-89 °C;3! RMN *H (400 MHz, CDCls): § 2.18 (3H, s), 3.78
(3H,s),4.02 (1H, d, J = 13.1), 4.27 (1H, d, J = 13.1), 6.25 (1H, s), 6.33 (1H, s), 6.99-7.03
(2H, m, Ar-H), 7.29-7.33 (3H, m, Ar-H). (3R)-3-fenil-5-metil-1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiazol-
7-carboxilato de metilo (2.20): RMN H (400 MHz, CDCls): § 1.82 (3H, s), 3.81 (3H, s),
434 (1H,d, J=14.7), 451 (1H, dd, J = 1.8 e 14.7), 6.27 (1H, d, J = 1.8), 6.36 (1H, s), 7.06
(2H,dd, J=1.7 e 7.6, Ar-H), 7.30-7.35 (3H, m, Ar-H).

5.3.4 Reducéao de 1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiazol carboxilatos

Procedimento geral

Os derivados alcool de 1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiazol carboxilatos foram obtidos através
de um procedimento adaptado da literatura.®* A uma suspenséo de hidreto de aluminio e
litio (0.15 g, 3.94 mmol) em éter etilico seco (15 mL) a 0 °C, num bal&o de fundo redondo
de duas tubuladuras sob atmosfera inerte, adicionar gota a gota uma solu¢do do 1H,3H-
pirrolo[1,2-c]tiazol carboxilato correspondente (1.64 mmol) em diclorometano seco (25
mL). Agitar a mistura reacional, a temperatura de 40 °C, durante 4 h. Arrefecer a mistura
reacional num banho de gelo e adicionar gota a gota acetato de etilo (45 mL), agua (0.23
mL), solu¢do aquosa de hidréxido de sddio 15% (0.23 mL) e novamente agua (0.70 mL).
Agitar durante 1 h. Filtrar através de celite e lavar o residuo inorganico com porgdes
alternadas de acetato de etilo e diclorometano. Secar com agente secante (Na2S0Oa), filtrar

e evaporar o solvente.
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(3S)-6-Hidroximetil-3-fenil-5-metil-1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiazol (2.10)

OH

Obtido a partir do (3S)-3-fenil-5-metil-1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiazol-6-carboxilato de
metilo (2.8) como um solido rosa palido ap6s cromatografia em gel de silica usando acetato
de etilo:hexano (1:1) como eluente, seguida de filtragdo com éter etilico frio. Rendimento:
55%. Ponto de fusdo: 61-63 °C; [a]3® = — 300 (c 0.5, CH2Cl,); RMN *H (400 MHz,
CDCl3): 6 1.87 (3H, s), 4.05 (1H, d, J = 12.8), 4.30 (1H, d, J = 12.8), 4.45 (2H, s), 5.93
(1H,s),6.22 (1H, d, J = 1.4), 7.03-7.05 (2H, m, Ar-H), 7.28-7.32 (3H, m, Ar-H); RMN 3C
(100 MHz, CDCls): 6 10.0, 28.8, 58.2,64.2,100.1, 122.9, 124.9, 125.7, 128.4, 129.0, 133.0,
141.9; IV (ATR) v = 3363, 2899, 1337, 1110, 986, 695 cm™; EMAR (APCI+) m/z:
228.0843, (calculado para C14H14NS, [M-OH]"): 228.0841.

(3S)-7-Hidroximetil-3-fenil-5-metil-1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiazol (2.9) e (3S)-6-
hidroximetil-3-fenil-5-metil-1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiazol (2.10)

OH
OH

/ /
) ﬁQ)
S\-:/N e S\;/N Me

Preparados, de acordo com o procedimento geral, a partir do crude de (3S)-3-fenil-5-
metil-1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiazol-7-carboxilato de metilo (2.7) e (3S)-3-fenil-5-metil-

1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiazol-6-carboxilato de metilo (2.8). Separacdo por cromatografia em
gel de silica usando acetato de etilo:hexano (1:1) como eluente. Obtém-se, por ordem de
eluicdo: (i) (3S)-7-hidroximetil-3-fenil-5-metil-1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiazol (2.9) como
solido branco ap0os filtracdo com éter etilico frio. Rendimento: 11%. Ponto de fuséo: 91-
93°C; [@]%® = — 280 (c 0.5, CH2Cl,); RMN H (400 MHz, CDCls): § 1.83 (3H, s), 4.09
(1H, d, J = 12.8), 4.31 (1H, d, J = 12.9), 4.52 (2H, s), 5.98 (1H, s), 6.22 (1H, d, J = 1.3),
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7.03-7.08 (2H, m, Ar-H), 7.28-7.33 (3H, m, Ar-H); RMN C (100 MHz, CDCls): § 12.1,
27.9,58.3,64.3,111.3,114.1,125.1,125.7,128.4,129.0, 131.8, 141.7; IV (ATR) v=3369,
2907, 1344, 1004, 989, 707 cm?; EMAR (ESI) m/z: 268.0761, (calculado para
C14sH1sONNaS, [M+Na]*): 268.0767. (ii) (3S)-6-hidroximetil-3-fenil-5-metil-1H,3H-
pirrolo[1,2-c]tiazol (2.10) como solido rosa palido apds filtracdo com éter etilico frio.
Rendimento: 16%.

(3R)-6,7-Bis(hidroximetil)-3-(4-hidroxifenil)-5-metil-1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiazol
(2.12)

OH

Preparado de acordo com o procedimento geral com excecdo de que foram utilizados

9.9 equivalentes de hidreto de aluminio e litio (25.0 mmol) e o tempo de reacdo foi 1.5 h.
Neste caso, para o isolamento foram utilizadas as quantidades indicadas de acetato de etilo
(150 mL), agua (0.95 mL), solucdo aquosa concentrada de &cido cloridrico (0.95 mL) e
novamente agua (3.0 mL). Obtido um solido castanho palido apds cromatografia em gel de
silica usando acetato de etilo:hexano (3:1) como eluente, seguida de evaporacdes alternadas
com éter de petrdleo e diclorometano. Rendimento: 38%. Ponto de fusdo (da literatura) >
220 °C com decomposicdo;** RMN H (400 MHz, CD3OD): § 1.84 (3H, s), 4.08 (1H, d, J
=13.5),4.28 (1H, d, J =12.9), 4.43 (2H, s), 4.51 (1H, d, J =12.2), 4.54 (1H, d, J = 12.2),
6.30 (1H, s), 6.70 (2H, d, J = 8.6, Ar-H), 6.92 (2H, d, J = 8.6, Ar-H).
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5.3.5 Esterificacao de Steglich

(3R)-6,7-Bis(hidroximetil)-5-metil-1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiazol substituido em C-3

com o grupo p-linoleato de fenilo 2.13

OH
7T o
S_ N
Me
A
o) =
o)

O conjugado de &cido linoleico 2.13 foi preparado segundo um procedimento
experimental adaptado da literatura.*® A uma solucdo de DCC (0.30 g, 1.44 mmol) em
cloroférmio seco (5 mL), num baldo de fundo redondo de duas tubuladuras sob atmosfera
inerte e protegido da luz, adicionar acido linoleico (0.30 mL, 0.96 mmol). Agitar a mistura
reacional durante 1 h a temperatura ambiente. Adicionar uma solugdo de (3R)-6,7-
bis(hidroximetil)-3-(4-hidroxifenil)-5-metil-1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiazol (2.12) (0.28 g,
0.96 mmol) e de DMAP (0.06 g, 0.48 mmol) em cloroférmio seco (60 mL). Agitar a mistura
reacional a temperatura ambiente durante 24 h. Filtrar a mistura reacional e lavar o filtrado
com éter de petroleo. Secar com agente secante (Na2SOa), filtrar e evaporar o solvente.
Purificacdo através de cromatografia em gel de silica usando acetato de etilo:hexano (1:1)
como eluente, seguida de filtracdo com éter etilico frio. Obtido como um o6leo incolor.
[a]3® = + 175 (c 0.2, CH2Cl,); RMN *H (400 MHz, CDCls): 5 0.89 (3H, t, J = 6.8), 1.25-
1.43 (14H, m), 1.70-1.77 (2H, m), 1.86 (3H, s), 2.02-2.08 (4H, m), 2.54 (2H, t, J = 7.5),
2.77 (2H,1,J = 6.3), 4.07 (1H, d, J = 12.8), 4.28 (1H, d, J = 12.8), 4.48 (1H, d, J = 12.2),
453 (1H, d, J=12.3), 4.58 (2H, s), 5.29-5.42 (4H, m), 6.22 (1H, d, J = 1.3), 7.02-7.07 (4H,
m, Ar-H); RMN 3C (100 MHz, CDCls): § 10.0, 14.0, 22.6, 24.9, 25.6, 27.17, 27.20, 27.6,
29.0, 29.1, 29.1, 29.3, 29.6, 31.5, 34.4, 56.4, 56.8, 63.9, 113.6, 122.1, 123.0, 123.6, 126.9,
127.9, 128.1, 130.0, 130.0, 131.5, 138.9, 150.7, 172.0.
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5.3.6 Hidrolise de 1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiazol carboxilatos

Procedimento geral

Os derivados acido de 1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiazol dicarboxilatos foram preparados
com base num procedimento descrito na literatura.*> A uma suspensdo do 1H,3H-
pirrolo[1,2-c]tiazol-6,7-dicarboxilato de dimetilo (3.05 mmol) em etanol (15 mL), num
baldo de fundo redondo, adicionar solucdo saturada de hidroxido de potéssio (3.50 mL).
Agitar a mistura reacional, a temperatura de 50 °C, durante 24 h. Evaporar o solvente,
dissolver em agua (20 mL) e lavar com diclorometano (3 x 20 mL). Acidificar a fase aquosa
com uma solucdo 6 M de &cido cloridrico e extrair com acetato de etilo (3 x 60 mL). Secar

com agente secante (Na2SQg), filtrar e evaporar o solvente.

Acido (3R)-3-fenil-5-metil-1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiazol-6,7-dicarboxilico (2.18a)

CO,H
= COzH

S_ _N
Me

Obtido um sélido branco a partir do 1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiazol-6,7-dicarboxilato de
dimetilo 2.11a. Rendimento: 90%. Ponto de fusdo: 203-204 °C (filtrado com éter etilico
frio); [a]3® = + 190 (c 0.5, MeOH); RMN *H (400 MHz, CD:OD): & 2.11 (3H, s), 4.35
(1H, d, J = 15.8), 4.48 (1H, dd, J = 15.8 € 1.8), 6.57 (1H, d, J = 1.7), 6.98-7.00 (2H, m, Ar-
H), 7.23-7.27 (3H, m, Ar-H); RMN 3C (100 MHz, CDs0OD): § 13.0, 31.4, 65.9, 107.4,
115.4, 126.7, 130.0, 130.4, 137.8, 142.0, 145.6, 169.4, 169.9; IV (ATR) v = 1594, 1457,
1222, 694 cm™; EMAR (ESI) m/z: 326.0455, (calculado para C1sH130sNNaS, [M+Na]*):
326.0458.
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Acido (3R)-3-(4-metoxifenil)-5-metil-1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiazol-6,7-dicarboxilico
(2.18b)

CO,H
7 C02H

Me

OMe

Obtido um sélido laranja palido a partir do 1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiazol-6,7-
dicarboxilato de dimetilo 2.11d. Rendimento: 57%. Ponto de fuséo: 163-164 °C (filtrado
com éter etilico frio); [@]3° = + 210 (c 0.5, MeOH); RMN H (400 MHz, DMSO-d6): &
2.15 (3H, s), 3.75 (3H, s), 4.41 (1H, d, J = 15.8), 4.57 (1H, dd, J = 15.9 ¢ 1.8), 6.83 (1H, d,
J=1.6), 6.93 (2H, d, J = 8.8, Ar-H), 7.08 (2H, d, J = 8.8, Ar-H); RMN 3C (100 MHz,
DMSO0-d6): 6 12.7, 30.6, 55.7, 63.8, 106.4, 114.7, 114.9, 127.6, 133.0, 135.5, 143.5, 159.8,
167.3; IV (ATR) v = 1510, 1458, 1249, 1170, 695 cm™; EMAR (ESI) m/z: 334.0740,
(calculado para C16H160sNS, [M+H]"): 334.0744.

5.3.7 Amidacéao de 1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiazol carboxilatos

Procedimento geral para a sintese de amidas secundarias

O procedimento utilizado para a obtencdo de derivados benzilamida de 1H,3H-
pirrolo[1,2-c]tiazol carboxilatos foi adaptado da literatura.*> A uma solucéo de 1H,3H-
pirrolo[1,2-c]tiazol-6,7-dicarboxilato de dimetilo (1.96 mmol) em tolueno seco (16 mL) a
0 °C, num baldo de fundo redondo de duas tubuladuras sob atmosfera inerte, adicionar
benzilamina (0.51 mL, 4.71 mmol) e uma solu¢do 1 M de LiIHMDS em THF (11.7 mL,
11.7 mmol). Agitar a mistura reacional, a temperatura ambiente, durante 19 h. Adicionar
uma solucdo aquosa de cloreto de amonio 1 M (23 mL) e extrair com acetato de etilo (3 x
30 mL). Combinar as fases organicas e lavar com uma solugdo aquosa de acido cloridrico
2 M (2 x 30 mL), agua (30 mL) e solucéao saturada de cloreto de sodio (30 mL). Secar com
agente secante (Na.SOgs), filtrar e evaporar o solvente. Purificar o composto por

cromatografia em gel de silica usando acetato de etilo:hexano (1:2) como eluente.
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(3R)-N8& N’-dibenzil-3-fenil-5-metil-1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiazol-6,7-

dicarboxamida (2.16a)

CONHBn
_\,_CONHBn

S_ N
Me

Obtido como um s6lido amarelo pélido a partir de 1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiazol-6,7-
dicarboxilato de dimetilo 2.11a. Rendimento: 53%. Ponto de fusdo: 86-88 °C
(recristalizado de acetato de etilo/hexano); [a]3° = + 210 (¢ 0.5, CH2Cl2); RMN H (400
MHz, CDCl3): 6 2.02 (3H, s), 4.47 (1H, d, J = 15.0), 4.54 (1H, d, J = 3.5), 4.56 (1H, d, J =
3.5), 4.57-4.66 (3H, m), 6.22 (1H, d, J = 1.8), 6.47 (1H, t, J = 5.8, NH), 7.01-7.04 (2H, m,
Ar-H), 7.27-7.38 (13H, m, Ar-H), 9.15 (1H, t, J = 5.8, NH); RMN 3C (100 MHz, CDCly):
012.3,30.7,43.3,44.0,64.7,118.9, 125.6, 126.3, 127.0, 127.4, 127.9, 128.4, 129.4, 139.1,
140.3, 140.6, 164.6, 166.8; IV (ATR) v = 3246, 1617, 1570, 1419, 1243, 695 cm™*; EMAR
(ESI) m/z: 482.1891, (calculado para C29H2802N3S, [M+H]"): 482.1897.

Alternativamente, o composto foi sintetizado a partir do &cido 1H,3H-pirrolo[1,2-
c]tiazol-6,7-dicarboxilico 2.18a segundo um procedimento descrito na literatura.>® A uma
solucdo de 2.18a (0.40 g, 1.32 mmol) em diclorometano (5 mL) a 0 °C adicionar uma
solucdo de DCC (0.55 g, 2.64 mmol) em diclorometano (2 mL). Agitar a mistura 30
minutos a 0 °C e de seguida adicionar lentamente benzilamina (0.29 mL, 2.64 mmol).
Aquecer & temperatura ambiente e agitar durante 16 h. Filtrar o solido e lavar com solucdo
aquosa de acido cloridrico 1 M e com agua. Secar com agente secante (NazSQOa), filtrar e
evaporar o solvente. Purificar o composto por cromatografia em gel de silica usando acetato

de etilo:hexano (1:2) como eluente. Rendimento: 38%.
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(3R)-N8& N’-dibenzil-3-(4-metoxifenil)-5-metil-1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiazol-6,7-
dicarboxamida (2.16d)

CONHBn
. CONHBn

S_ N
Me

OMe

Obtido como um solido alaranjado a partir de 1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiazol-6,7-
dicarboxilato de dimetilo 2.11d. Rendimento: 46%. Ponto de fusdo: 70-72 °C (cristalizagéo
por evaporagdes sucessivas com éter de petroleo); [@]3® = + 200 (c 0.5, CH2Cl,); RMN
'H (500 MHz, CDCls): 5 2.01 (3H, s), 3.78 (3H, 5), 4.44 (1H, d, J = 14.9), 4.54 (2H, pseudo-
t), 4.56-4.64 (3H, m), 6.20 (1H, s), 6.49 (1H, s, NH), 6.83 (2H, d, J = 8.3, Ar-H), 6.98 (2H,
d, J = 8.4, Ar-H), 7.27-7.36 (10H, m, Ar-H), 9.15 (1H, s, NH); RMN *C (100 MHz,
CDClIs):612.8,31.1,43.7,44.4,55.8, 64.8, 110.6, 115.0, 119.3, 126.8, 127.4, 127.6, 128.0,
127.9, 128.2, 129.0, 129.2, 132.9, 138.4, 139.5, 140.6, 160.4, 165.1, 167.3; IV (ATR) v =
3241, 1610, 1570, 1414, 1241, 694 cm™; EMAR (ESI) m/z: 512.2000, (calculado para
C30H3003N3S, [M+H]"): 512.2002.

(3R)-N8,N’-dibenzil-3-(4-fluorofenil)-5-metil-1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiazol-6,7-
dicarboxamida (2.16e)

CONHBn
\_CONHBn

S_ N
Me

Obtido como um solido alaranjado a partir de 1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiazol-6,7-
dicarboxilato de dimetilo 2.11e. Rendimento: 26%. Ponto de fusdo: 85-87 °C (cristalizacdo
por evaporagdes sucessivas com éter de petroleo); [@]%® = + 160 (c 0.5, CH2Cl,); RMN
'H (400 MHz, CDCl3): § 2.00 (3H, s), 4.44 (1H, d, J = 15.0), 4.53-4.59 (5H, m), 6.20 (1H,
d,J=1.7),6.58 (1H, t, J = 5.8, NH), 7.01-7.03 (4H, m), 7.26-7.36 (10H, m, Ar-H), 9.10
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(1H, t, J = 5.8, NH); RMN *3C (100 MHz, CDCls): § 12.3, 30.6, 43.3, 44.0, 63.9, 110.4,
116.2 (d, 2Jcr = 22.0), 119.1, 126.3, 127.0, 127.5, 127.6 (d, 3Jc-r=9.2), 127.8, 128.5, 128.8,
136.5 (d, *Jc-r = 3.1), 137.9, 139.0, 140.0, 162.7 (d, Yc-F = 249), 164.6, 166.7; RMN *°F
(376 MHz, CDCl3): & -112.2; IV (ATR) v = 3243, 1573, 1505, 1414, 1223, 694 cm™;
EMAR (ESI) m/z: 500.1791, (calculado para C2gH2702N3sFS, [M+H]*): 500.1803.

(3R)-N’-benzil-3-fenil-5-metil-1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiazol-7-carboxamida (2.22) e
(3R)-N¢-benzil-3-fenil-5-metil-1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiazol-6-carboxamida (2.23)

CONHBnN
Y // CONHBn
S N / S N
Me Me

Preparados, de acordo com o procedimento geral, a partir da mistura regioisomérica

purificada de (3R)-3-fenil-5-metil-1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiazol-6-carboxilato de metilo
(2.21) e (3R)-3-fenil-5-metil-1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiazol-7-carboxilato de metilo (2.20).
Foram utilizados 3 equivalentes de LiIHMDS (16.9 mmol). Obtém-se os produtos por
ordem de eluicdo: (i) (3R)-N’-benzil-3-fenil-5-metil-1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiazol-7-
carboxamida (2.22) como solido amarelo palido apds evaporacdo com éter de petréleo.
Rendimento: 2%. Ponto de fusdo: 48-50 °C; RMN *H (400 MHz, CDCls): § 1.81 (3H, s),
4.44 (1H, d, J = 14.6), 4.58-4.62 (3H, m), 5.96 (1H, t, J = 5.9, NH), 6.06 (1H, s), 6.24 (1H,
d, J = 1.6), 7.05-7.08 (2H, m, Ar-H), 7.28-7.35 (8H, m, Ar-H); RMN 2C (100 MHz,
CDClIz): 6 12.1, 30.3, 43.3, 64.6, 108.4, 109.7, 125.4, 125.8, 127.4, 127.8, 128.7, 128.7,
129.1, 138.9, 139.1, 141.1, 164.5; EMAR (ESI) m/z: 349.1359, (calculado para
C21H210N,S, [M+H]Y): 349.1369. (ii) (3R)-N°-benzil-3-fenil-5-metil-1H,3H-pirrolo[1,2-
c]tiazol-6-carboxamida (2.23) como solido amarelo palido apds evaporagdo com éter de
petroleo. Rendimento: 25%. RMN *H (400 MHz, CDCls): § 2.22 (3H, s), 4.00 (1H, dd, J =
13.1e1.0), 4.26 (1H, d, J = 13.1), 4.57 (2H, d, J = 5.7), 5.96 (1H, s, NH), 6.03 (1H, s),
6.27 (1H, s), 7.01-7.03 (2H, m, Ar-H), 7.27-7.35 (8H, m, Ar-H); RMN 3C (100 MHz,
CDCIs): 6 11.7, 28.3, 43.3, 64.1, 98.3, 119.5, 125.5, 127.3, 127.8, 128.6, 128.7, 129.1,
1299, 133.1, 139.0, 141.1, 165.5; EMAR (ESI) m/z: 349,1360, (calculado para
C21H210N:2S, [M+H]™): 349,13609.
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(3R)-N8-benzil-3-fenil-5-metil-1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiazol-6-carboxamida (2.23)

// CONHBn
S_ N

Me

Preparado, de acordo com o procedimento geral, a partir do (3R)-3-fenil-5-metil-

1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiazol-7-carboxilato de metilo (2.20) puro. Foram utilizados 3
equivalentes de LIHMDS (2.42 mmol). Obtido como um soélido amarelo palido apds

evaporacao com éter de petréleo. Rendimento: 66%.

Procedimento para a sintese de uma amida primaria

(3R)-3-fenil-5-metil-1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiazol-6,7-dicarboxamida (2.15)

CONH,

S_ N
Me

A bis(amida) primaria 2.15 foi preparada por adaptacdo de um procedimento descrito
na literatura.>> Uma suspenséo contendo (3R)-3-fenil-5-metil-1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiazol-
6,7-dicarboxilato de dimetilo (2.11a) (0.32 g, 0.98 mmol), cianeto de sodio (0.05 g, 0.98
mmol) e uma solugdo de amoniaco 7 M em metanol (16 mL) foi colocada sob agitacdo em
tubo selado a temperatura de 100 °C. Ap6s 14 dias de reacéo, o solido formado foi filtrado
e lavado com diclorometano. Obtido um sélido bege. Rendimento: 38%. Ponto de fuséo >
280 °C com decomposicdo; [a]3® = + 170 (c 0.5, DMSO); RMN *H (400 MHz, DMSO-
de): 8 2.06 (3H, s), 4.34 (1H, d, J = 14.8), 4.53 (1H, d, J = 14.8), 6.72 (1H, s), 7.11 (2H, d,
J=7.4),7.18 (1H, s, NH), 7.30 (1H, s, NH), 7.32-7.39 (3H, m, Ar-H), 8.10 (1H, s, NH),
8.33 (1H, s, NH); RMN *3C (100 MHz, DMSO-de): § 12.3, 30.0, 63.2, 110.2, 119.0, 126.0,
128.4, 128.8, 129.5, 138.6, 142.0, 166.9, 168.2; IV (ATR) v = 3312, 3159, 1577, 1441,
1404, 694 cmt; EMAR (ESI) m/z: 324.0770, (calculado para C1sH1502N3NaS, [M+Na]*):
324.0777.
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5.3.8 Reducdo de 1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiazol-carboxamida
secundaria

(3R)-6-(N-benzil-aminometil)-3-fenil-5-metil-1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiazol (2.25)
NHBn

Me

O derivado mono-aminometilo 2.25 protegido com o grupo benzilo foi preparado por
adaptacdo de um procedimento descrito na literatura.** Uma solucéo de (3R)-N°®-benzil-3-
fenil-5-metil-1H,3H-pirrolo[1,2-c]tiazol-6-carboxamida (2.23) (0.40 g, 1.13 mmol) em
diclorometano (10 mL) foi agitada a 0 °C durante 15 minutos, num bal&o de fundo redondo
de duas tubuladuras sob atmosfera inerte. Apos decorrido esse tempo, adicionar de cloreto
de trimetilsilano (0.35 mL, 2.72 mmol) e agitar a mistura reacional a 0 °C durante mais 45
minutos. Seguidamente, adicionar de uma solucao de hidreto de aluminio e litio em THF
2.4 M (1.35 mL, 3.18 mmol) a —10 °C. Agitar a mistura reacional & temperatura ambiente
durante 4 h. Arrefecer a mistura reacional a 0 °C e adicionar, gota a gota, 4gua (0.22 mL),
solucdo aquosa de hidréxido de sédio 2 M (0.22 mL) e novamente agua (0.65 mL). Agitar
durante 30 minutos. Extrair a fase aquosa com diclorometano. Juntar os extratos organicos
e lavar com solugdo saturada de cloreto de sodio. Secar com agente secante (Na2SOa), filtrar
e evaporar o solvente. Obtido um o6leo alaranjado apds cromatografia em gel de silica
usando acetato de etilo como eluente. Rendimento: 33%. [a]3° = + 240 (c 0.25, CH,Cly);
RMN *H (400 MHz, CDCls): § 1.78 (3H, s), 1.98 (1H, s, NH), 3.56 (2H, s), 3.80 (2H, s),
4.03 (1H,d,J=12.7),4.28 (1H, d, J = 12.8), 5.89 (1H, s), 6.20 (1H, s), 6.99-7.02 (2H, m,
Ar-H), 7.20-7.34 (8H, m, Ar-H); RMN 3C (100 MHz, CDCl3): & 10.0, 28.8, 44.6, 52.4,
64.3,100.4, 122.4, 122.7, 125.6, 127.1, 128.3, 128.37, 128.40, 128.9, 132.9, 139.4, 142.2;
IV (ATR) v = 3025, 1492, 1452, 1330, 695 cm™.
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