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RESUMO

Introducdo: O cancer é um conjunto de doengas que apresenta altas taxas de morbidade e de
mortalidade em todo o mundo, envolvendo altos custos de tratamento. Atualmente, ha
disponivel no mercado farmacéutico uma vasta gama de farmacos antineoplésicos, sendo que
0 metotrexato (MTX) esta entre os mais utilizados contra diferentes tipos de cancer. Esse
farmaco atua inibindo a enzima diidrofolatoredutase (DHFR), o que impede a sintese de
timidina, comprometendo mecanismos de sintese, reparo e replicagdo do ADN, levando a
morte células cancerosas que se encontram em constante crescimento. No entanto, 0 MTX
apresenta uma elevada toxicidade para células saudaveis, 0 que pode estar associado a sua
elevada semelhanca estrutural com o ligante natural, o diidrofolato. Objetivo: Desenvolver
novos agentes terapéuticos, mais potentes e seletivos que o MTX, como uma estratégia de
combate ao cancer. Metodologia: Apds o entendimento da relagdo estrutura-atividade do
MTX, planejou-se a estrutura de trés novos analogos do MTX. As novas moléculas seriam
obtidas empregando-se sintese linear para a formacdo do intermediario 2,4-diamino-6-
(hidroximetil)-pteridinapor meio de uma reacdo de condensacdo do cloridrato de 2,4,5,6-
tetraminopirimidina com 1,3-dihidroxiacetona. Uma vez obtido, seria realizada uma reacao de
sulfonacdo da hidroxila deste composto, cujo produto seria empregado em reacdes de
substituicdo nucleofilica (sintese de Willianson classica) com trés fenolatos, moléculas
inéditas também sintetizadas neste trabalho, dando origem aos novos analogos do MTX. Os
produtos obtidos seriam purificados e caracterizados por métodos cromatograficos e
espectroscopicos. Resultado: Foram propostos trés novos analogos do MTX, mantendo-se o
grupo farmacoforico do MTX e modificando pontos especificos, acreditando-se melhorar as
caracteristicas farmacocinéticas dos novos analogos em relacdo ao MTX. Obtiveram-se em
bons rendimentos os trés compostos fendlicos, a partir dos quais se obteriam os respectivos
fenolatos, que foram caracterizados por meétodos cromatograficos e espectroscopicos. A
sintese do intermediario 2,4-diamino-6-(hidroximetil)-pteridina necessitou ser revista apds a
primeira tentativa, em que apresentou baixo rendimento. Em novas tentativas foi possivel
melhorar o rendimento e a pureza do produto. A reacdo de sulfonacdo deste intermediario
necessitou ser modificada para uma reacdo de bromacdo, pois ap0s a obtencdo do 2,4-
diamino-6-(hidréximetil)-pteridina, percebeu-se que o mesmo ndo era soluvel no solvente da
reacdo de sulfonacdo planejada. A reacdo de bromagédo forneceu um produto que ndo pode ser
purificado, portanto, ndo foi possivelobter o composto 2,4-diamino-6-(bromometil)-pteridina,

ndo sendo possivel realizar o término da sintese dos novos analogos do MTX planejados.



Conclusao: Acredita-se que ap06s adequacbes na metodologia para a reacédo de obtencdo do
intermediario chave, 2,4-diamino-6-(bromometil)-pteridina, 0os novos analogospoderdo ser
obtidos. Desta forma, como perspectivas futuras, tem-se a obtencdo, a purificacdo e a
caracterizacdo estrutural dos novos andlogos do MTX por métodos cromatograficos e
espectroscopicos, seguindo-se a avaliacdo da atividade antitumoral in vitro e da seletividade
dos novos anélogos e, caso a atividade antitumoral seja comprovada, sera realizado o estudo

do mecanismo pelo qual essa atividade ocorre.



ABSTRACT

Introduction: Cancer is a diseases responsible for high morbidity and mortality rates
worldwide, involving high treatment costs. Currently, there is available on the pharmaceutical
market a wide range of antineoplastic drugs, with methotrexate (MTX) being among the most
used against different types of cancer.This drug acts by inhibiting the enzyme
dihydrofolatoreductase (DHFR), which prevents thymidine synthesis, compromising
mechanisms of DNA synthesis, repair and replication, leading to the death of cancer cells that
are constantly growing. However, MTX exhibits high toxicity towards healthy cells, which
may be associated with its high structural similarity to the natural binder, dihydrofolate.
Objective: To develop new therapeutic agents, more potent and selective than MTX, as a
strategy to combat cancer. Methodology: After understanding the structure-activity
relationship of MTX, the structure of three new MTX analogues was planned. The new
molecules would be obtained using linear synthesis for the formation of the intermediate 2,4-
diamino-6-(hydroxymethyl)-pteridine by means of a condensation reaction of 2,4,5,6-
tetraminopyrimidine hydrochloride with 1,3-dihydroxyacetone. Once obtained, a sulphonation
reaction of the hydroxyl of this compound would be performed and the subsequent products
subjected to anucleophilic substitution reactions (classical Willianson synthesis) with three
phenolates, providing novelcompounds. The obtained products would be purified and
characterized by chromatographic and spectroscopic methods. Result: Three new MTX
analogues were proposed, maintaining the pharmacophoric group of MTX and modifying
specific points in order to improve the pharmacokinetic characteristics of the new analogues
in relation to MTX. The three phenolic compounds were obtained at good yields, from which
the respective phenolates were obtained, which were characterized by chromatographic and
spectroscopic methods. The yield and purity of the product was also improved. The
sulphonation reaction of this intermediary needed to be modified to a bromination reaction,
since after obtaining 2,4-diamino-6-(hydroxymethyl)-pteridine, it was noticed that it was not
soluble in the solvent of the planned sulphonation reaction. The bromination reaction
provided a product that could not be purified, so it was not possible to obtain the compound
2,4-diamino-6-(bromomethyl)-pteridine, and it was not possible to complete the synthesis of
the new planned MTX analogues. Conclusion: It is believed that after adjustments in the
methodology for obtaining the key intermediary, 2,4-diamino-6-(bromomethyl)-pteridine
reaction, new analogues may be obtained. Thus, as future perspectives, it is possible to obtain,

purify and structural characterization of new MTX analogues by chromatographic and



spectroscopic methods, followed by the evaluation of the antitumor activity in vitro and
selectivity of the new analogues and, if this activity is proven, the study of mechanism by

which this activity occurs.
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1. INTRODUCAO

Cancer € 0 nome dado a um conjunto de mais de cem doencas que tém em comum
0 crescimento desordenado de células, que invadem tecidos adjacentes (INCA, 2019).
Segundo dados do World Health Organization (WHO) o céncer apresenta altas taxas de
morbidade e de mortalidade em todo o mundo, além de envolver alto custo de tratamento
(WHO, 2018). Os trés tipos principais de tratamento contra o0 cancer sdo cirurgia,
quimioterapia e radioterapia, existindo ainda outros métodos como imunoterapia,
fotorradiagdo, terapia hormonal e farmacogenética (ALMEIDA et al. 2005). A partir da
década de 1990, os tratamentos contra o cancer visarama quimioterapia direcionada, capaz de
atingir a localizagdo correta de tumores malignospara realizar a sua destruicdo. Avancos
recentes de tratamento contra o cancer, que exploram a genética e a biologia molecular, tém
contribuido significativamente para a reducdo das taxas de mortalidade por essa doenca
(ARRUEBO et al., 2011).

Atualmente ha disponivel no mercado farmacéutico uma vasta gama de farmacos
antineoplasicos, sendo que o metotrexato (MTX) esta entre os mais utilizadosno tratamento
quimioterapico contra diferentes tipos de cancer, apesar de possuir um baixo indice
terapéutico (ALMEIDA, et al., 2005). O MTX ¢é usado isoladamente ou em combinacdo com
outros farmacos antineoplasicos, visando ao aumento da eficacia de tratamentos
quimioterapicos contra o cancer. Em um estudo realizado por Moser et al. (1999) empregando
pacientes com leucemia meningea, foi demonstrado que na terapia combinada utilizando o
MTX e citarabina, 93% dos pacientes alcangaram remissdo completa por até 15 meses. O
risco de recidiva no sistema nervoso central (SNC) foi reduzido e a estimativa de sobrevida
livre de eventos foi de 80,2%. Em um estudo realizado por Garget al. (2009), foi abordadoo
tratamento de leucemia linfocitica aguda (LLA) utilizando o MTX, também em terapia
combinada com ciclofosfamida, vincristina, doxorrubicina, dexametasona e citarabina, sendo
observada uma taxa global de sobrevida de 35%, com uma sobrevida livre de doenca de 45%
em 5 anos e sobrevida a longo prazo de até 60%. Houve também remissdo completa em todos
0S pacientes.

O MTX é um analogo do é&cido folico, que atua inibindo competitiva e
reversivelmente a enzima diidrofolatoredutase (DHFR), enzima responsavel por reduzir o

diidrofolato a tetraidrofolato, que sera utilizado na sintese de timidina, uma das quatro bases
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nitrogenadas que comp&em o &cido desoxirribonucléico (ADN). Portanto, a inibicdo desta
enzima compromete mecanismos de sintese, reparo e replicacdo do ADN, culminando com a
morte de células que se encontram em constante crescimento, caracteristica encontrada em
células tumorais (BARBISAN, 2014; CHIBBER, 2011). Como no organismo humano
existem células saudaveis que normalmente se encontram em constante renovacgdo, ha a
necessidade do desenvolvimento de farmacos antineoplasicos que atuem seletivamente nas

células cancerosas.

O MTX apresenta uma elevada toxicidade para células saudaveis, o que pode estar
associado a sua elevada semelhanca estrutural com o ligante natural, o diidrofolato
(HARBISON et al.,, 2009). Por este motivo, 0 MTX usualmente deve ser utilizado em
combinagdo com outros farmacos, pois na quimioterapiaé necessaria a administracdo de doses
consideradas toxicas ao ser humano. Uma modalidade de tratamento amplamente utilizada é a
administracdodo acido folinico algumas horas apés a dose do MTX, para resgatar as células
saudaveis (GILMAN, 2012; HARBISON et al., 2009).

Tendo em vista a ampla utilizacdo do MTX na quimioterapia antineoplasica, é
valida a sintese de novos analogos do MTX que sejam mais eficazes e seletivos que 0 MTX,
apresentando maior indice de seletividade, a fim de garantir melhor qualidade de vida dos

pacientes durante e ap0s o tratamento contra o cancer.

Como perspectiva futura deste trabalho sera finalizada a sintese dos novos
analogos do MTX planejados e essesanalogos serdo encaminhados para avaliacdo da atividade
antitumoral, in vitro, e da seletividade. Caso alguma molécula seja ativa e seletiva contra
células cancerosas, sera estudado o mecanismo de acdo por meio do qual se da essa atividade,
podendo alguma das moléculas se tornar candidata a farmaco para o tratamento contra o

cancer.
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2. OBJETIVOS

2.1.GERAL

Desenvolver novos agentes terapéuticos, mais potentes e seletivos que o

metotrexato, como uma estratégia de combate ao cancer.

2.2.ESPECIFICOS

i.  Planejar novos andlogos do metotrexato com potencial atividade antitumoral;
ii.  Sintetizar os novos analogos do metotrexato com potencial atividade antitumoral;
iii.  Caracterizar os novos analogos obtidos por meio de métodos espectroscopicos

(infravermelho, ressonancia magnética nuclear) e espectrometria de massas.
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3. REVISAO DA LITERATURA

3.1. O CANCER

A vida da populagdo mundial tem apresentado significativas mudangas no
decorrer dos anos, o que altera de forma expressiva o seu perfil demografico. De acordo com
o0 IBGE (2015), o aumento da probabilidade de individuos chegarem a idades mais avancadas,
sendo concomitante a diminuicdo da probabilidade de morte precoce, forca o direcionamento
dos sistemas de saude publicos ou privados para o seguimento desse tipo de populacdo. Fries
(2005) afirma que o século atual iniciou-se deixando para tras doencas infecciosas tais como
variola, difteria e tétano, ocorrendo uma reducdo de mortes por essas doengas em mais de
99%. Juntamente com as mudancas do perfil demografico populacional, ha também mudancas
no perfil epidemioldgico, surgindo, neste momento, as doengas crOnicas como o cancer
(CHU; SARTORELLLI, 2014).

De acordo com o0 WHO (2018), neoplasia, cancer ou tumor maligno sdo 0s nomes
dados para um grande conjunto de doencas que podem acometer todas as partes do corpo. Um
tumor corresponde a um aumento de volume em qualquer regido do corpo, que pode estar
relacionado ao aumento do ndmero de células (INCA, 2019), sendo classificado como
benigno ou maligno. O tamanho do tumor e algumas caracteristicas definem a malignidade e a
auséncia dessas caracteristicas indica benignidade (CHAK et al., 1997), sendo que tumores

benignos ndo colocam em risco a vida do individuo.

O cancer possui como caracteristica a formacdo de células anormais que se
dividem rapidamente sem se diferenciarem e que invadem os tecidos adjacentes. Esse
crescimento tende ser muito agressivo e incontrolavel (IBGE, 2014). A invasdo de tecidos
adjacentes caracteriza um processo denominado metéstase, a principal causa de Obitos de
pacientes com cancer. Nota-se que essa doenca promove uma perda dos mecanismos
fisiologicos de controle de processos reguladores da sobrevida, da proliferacdo e da
diferenciacdo celular (CHU; SARTORELLI, 2014).

O céancer é a segunda principal condicdo que leva a morbidade e mortalidade em
todo o mundo. Estima-se que um em cada seis 6bitos tem como causa o cancer, sendo que em

2018 essa doenca foi responsavel por 9,6 milhGes de mortes. Dados mostram ainda que
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aproximadamente 70% dos casos de morte por cancer ocorrem nos paises de baixa e média
renda (WHO, 2018).

Chu e Sartorelli (2014) definiram os maltiplos fatores que levam a incidéncia de
cancer: sexo, idade, raca, pré-disposicdo genética e exposicdo acarcindgenos ambientais,
sendo este ultimo o fator mais importante. Pode-se inferir, portanto, que o fato da maior taxa
de mortalidade por cancer concentrar-se em paises de baixa e média renda pode estar
relacionado a exposicdo ambiental dessa populacdo, tendo em vista, ainda, que fatores
comportamentais e alimentares sejam responsaveis por um terco do total de 6bito por cancer
(WHO, 2018).

Os tipos de cancer que mais comumente levam a ébito sdo os de pulméo (1,76
milhdes de mortes), figado (782 mil mortes), colorretal (862 mil mortes), estbmago (783 mil
mortes) e mama (627 mil mortes), segundo dados apresentados pela WHO em 2018. Tendo
em vista o alto numero de pessoas que desenvolvem céancer, pode-se prever o impacto
econémico trazido por essa doenca. Em 2010, o custo econdmico anual total do cancer foi

estimado em aproximadamente 1,16 trilnGes de ddlares, em todo o mundo (WHO, 2018).

Harfordet al. (2009) relataram que, em todo o mundo, os recursos humanos
necessarios para o tratamento de cancer sao muito limitados ou até mesmo inexistentes, o que
se torna mais preocupante nos paises de baixa renda. Como a incidéncia de cancer € alta nessa
populacdo, o que geralmente ocorre € 0 menor potencial de cura e a maior necessidade de
alivio dos sintomas, 0 que envolve gastos econdmicos consideraveis. De acordo com Medici
(2018),0 SUS (Sistema Unico de Sadde) chega a gastar cerca de seis vezes mais no tratamento
do céancer quando o mesmo encontra-se em estagio avancado, sendo parte deste aumento de

custos relacionado a cuidados paliativos.

3.2.FISIOPATOLOGIA DO CANCER

A fisiopatologia do cancer ainda necessita de estudos para maior e melhor
compreensdo dos eventos fisiopatoldgicos envolvidos. Alberts et al. (2002) abordam a
doutrina celular do patologista alemdo Rudolf Virchow de 1858, que transmite a ideia de que
para 0 surgimento de uma célula deve haver uma célula anterior. Ou seja, a producdo de
células em um organismo se da a partir de células ja existentes, em um processo continuo

denominado ciclo celular, mecanismo que garante a continuidade da vida.
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Tyson e Novak (2014) comparam a célula viva a um computador, no que diz
respeito a capacidade de processamento de informacdes, que utiliza marcadores bioquimicos
para efetuar a sua tomada de decisdo durante o ciclo celular, que é uma sequéncia ordenada e
complexa de eventos celulares. Todos esses fatores em funcionamento adequado garantem

uma constancia de massa, forma e composi¢do corpdrea (MARCONDES, 1987).

Os processos de diferenciacdo e multiplicacdo celular possuem uma relagdo
inversa entre si: quanto mais avancado é o estado de diferenciacdo, menor a taxa de divisdo de
uma célula (BRASILEIRO FILHO, 2006). As células malignas que dao origem aos diferentes
tipos de cancer se formam lenta e gradualmente a partir de células normais que de algum
modo permaneceram um longo periodo em contato com agentes cancerigenos (INCA, 2019).
A partir disso, em um determinado momento, as células malignas adquirem caracteristicas
diferentes ndo obedecendo ao ciclo celular normal (HANAHAN; WEINBERG, 2011). Dessa
maneira, ocorre aumento da multiplicacdo celular e diminuicdo da diferenciacdo celular,
podendo-se concluir que a célula perde seus mecanismos de regulacéo, adquirindo autonomia
para se replicar, ndo respondendo mais aos estimulos fisiologicos e bioquimicos (INCA,
2019).

A perda da diferenciacdo de células compromete a sua funcdo especifica no
organismo, porém, existem casos de tumores cujas células sdo bem diferenciadas podendo
realizar sua funcdo de forma excessiva, podendo haver também células que adquirem novas
funcbes. Outro fator intrigante na fisiopatologia do cancer e que compromete a sua cura, sao
as recidivas, geralmente relacionadas a metastase, fator que, de forma geral, diferencia
tumores malignos de benignos. No processo de metastase, células malignas destacam-se do
local onde residem e invadem vasos linfaticos ou sanguineos e canais, ductos ou cavidades
naturais, onde sdo capazes de sobreviver por um longo tempo, podendo a qualgquer momento
migrar para outro tecido onde se instalam gerando um novo tumor. E valido destacar que
existem componentes tanto das células como dos diferentes 6rgdos que sdo determinantes
para o surgimento e localizacdo de metéstase, ou seja, para um novo tumor se instalar, ele

necessita de um ambiente que favoreca a sua instalacdo (BRASILEIRO FILHO, 2006).

Durante a carcinogénese, ocorrem alteracdes na expressdo génica das células
comprometidas como, por exemplo, a sintese de enzimas que predominam na fase
embrionaria e que catalisam vias metabdlicas menos complexas oferecendo vantagens a

celulas cancerosas sobre as saudaveis. O que ocorre também sdo altera¢fes bioquimicas que
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favorecem o desenvolvimento do tumor, dando origem ao chamado “microambiente tumoral”
(HANAHAN; WEINBERG, 2011). Brasileiro Filho (2006) listou caracteristicas e condi¢cdes
bioquimicas presentes no cancer que ddo origem a este “microambiente tumoral” presentes

em cancer:

i.  Maior resisténcia a hipdxia;
ii.  Menor adesdo as células vizinhas, o que facilita seu deslocamento e disseminacdo para
tecidos adjacentes;

iii.  Perda da inibicdo por contato, o que explica a sua replicacdo descontrolada;

iv.  Independéncia de ancoragem para crescimento;
v.  Maior captacdo de nutrientes do hospedeiro para sua manutencdo (aminoacidos para
replicacdo e glicose para producéo rapida de adenosina trifosfato- ATP);

vi.  Diminuicdo da necessidade de soro para manutencdo do crescimento: a célula adquire
um mecanismo autocrino, produzindo fatores de crescimento que necessita;

vii.  Imortalidade devido a alta atividade da enzima telomerase, que impede o encurtamento
do cromossomo ao longo das divisdes celulares por meio da sintese de ADN néo
codificante, retardando os processos de envelhecimento celular.

WHO (2018) define trés categorias de agentes externos causadores de cancer:
carcinogenos fisicos, como radiacao ultravioleta e ionizante; carcindgenos quimicos, como
componentes da fumaca do tabaco, aflatoxina (contaminante de alimentos), arsénio
(contaminante da agua potavel) e uso de alcool; por fim, carcinégenos bioldgicos, como

infeccdes causadas por certos tipos de virus (como o papiloma virus), bactérias ou parasitas.

Tendo em vista que fatores modificAveis sdo0 0Ss maiores responsaveis
pelodesenvolvimento de cancer, pode-se afirmar que as taxas de mortalidade especificas para
essa doenca sofrem influéncia por mudancas na exposicédo a fatores de risco, bem como pela

disponibilidade de sistemas para diagnostico e tratamento precoce (DANAEI et al., 2005).

Muitos tipos de cancer sdo evitaveis, portanto, a prevencdo primaria pode ocorrer
por meio de intervencdes ambientais e no estilo de vida, sendo essas as melhores opcdes para
frear o aumento da incidéncia de cancer na populacdo (AMES; GOLD, 1998). Dos tipos de
cancer existentes, 30% a 50% podem ser evitados pelas medidas de prevengdo, bem como um

diagndstico precoce pode facilitar a cura, quando tratados corretamente (WHO, 2018).
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3.3.TRATAMENTO DO CANCER

De acordo com o Formulario Terapéutico Nacional, (2010), o tratamento do

cancer inclui algumas modalidades, sendo elas:

i.  Priméria: inclui farmacos citotoxicos de primeira linha de acordo com o tipo de cancer;
ii.  Paliativa: objetiva retardar o crescimento do tumor;
iii.  Adjuvante:consiste em uma adi¢do ap6s o primeiro tratamento, como por exemplo, um
tratamento especifico utilizado apos cirurgias para a prevencao de recidivas;
iv.  Neoadjuvante: reside na administracdo de farmacos antes da terapia principal,
objetivando reduzir o tamanho da extensdo do tumora fim de aumentar as chances de

sucesso da terapia principal.

Existem outras modalidades de tratamento contra o cancerempregadas na
atualidade, desenvolvidas a partir da obtencdo de maiores informagdes sobre a caracterizacéo
das mutacdes geneticas envolvidas nos diferentes tipos de cancer, bem como 0s eventos
biologicos e vias que levam a carcinogénese (PALUMBO et al., 2013). A imunoterapia, por
exemplo, estimula o mecanismo de defesa do préprio organismo para o combate de células
tumorais, envolvendo fatores tais como interferon o e interleucina2, ativadores do sistema
imune (ALMEIDA, 2005). Estudos relacionados a farmacogenética também sdo uma
alternativa atual para o tratamento do cancer. Esta modalidade estuda como a variabilidade
genética de um individuo implica na resposta individual a um tratamento. Desta maneira, 0
tratamento selecionado sera mais eficiente e seqguro (EFFERTH; VOLM, 2005). H4 também a
técnica da fotorradiacdo, que localiza e destroi as células do tumor por meio de uma fonte de
radiacdo especifica (ALMEIDA et al., 2005). A terapia hormonal também tem melhorado a
sobrevida de muitos individuos com cancer de mama e de prostata, atuando por meio da
privacao de horménios (PALUMBO et al., 2013).

Os farmacos utilizados como antineoplasicos sdo geralmente classificados de
acordo com seu mecanismo de ac¢do (Quadro 1), que leva em consideracdo os alvos celulares
(Figura 1) (GILMAN, 2012; Formulario Terapéutico Nacional, 2010).
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Quadro 1. Classe, mecanismo de acdo e exemplos de farmacos antineoplasicos

Classe

Mecanismo de acdo

Exemplos

Agentes alquilantes

Ligam-se ao ADN impedindo a abertura da
dupla hélice e por consequéncia inibindo a
sintese de ADN e proteinas nos processos de
replicacdo e transcricao.

Mostardas nitrogenadas:

ciclofosfamida e ifosfamida

Analogos Como possuem estrutura semelhante aos | Metotrexato (analogo do acido
antimetabdlicos componentes nucleares, atuam na inibicdo de | folico), = mercaptopurina e
enzimas que participam da sintese de ADN e | gencitabina  (analogos  das
proteinas  estruturais  semelhantes  a | purinas), fluorouracila e
componentes nucleares. citarabina  (andlogos  das
pirimidinas)
Antimitéticos Possuem propriedades de inibicdo da mitose | Vimblastina, vincristina,
da célula, bloqueando processos tais como a | docetaxel, paclitaxel,
polimerizacao da tubulina. etoposideo,  horménios e

antagonistas hormonais

Compostos de

platina

Formam ligagBes cruzadas entre guaninas
adjacentes do ADN, impedindo os processos

de replicacdo e transcricao.

Cisplatina, carboplatina,

oxaliplatina

Intercalantes

Intercalam-se com as bases nitrogenadas na

estrutura da dupla hélice do ADN.

Dactinomicina,
daunorrubicina, doxorrubicina,

bleomicina, idarrubicina

Enzimas Causam uma reducdo na producdo de | Asparaginase
asparagina que é necessaria para a sintese
proteica celular, levando a morte da célula.
Inibidores de | Inibe a ribonucleotideoredutase que é | Hidroxiureia
enzimas responsavel pela formagao de

desoxiribonucleotideos para a sintese e
reparo do ADN.

Fonte: Criado pela autora com dados extraidos de GILMAN (2012)
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Figura 1. Mecanismos e locais de acdo de alguns agentes quimioterapicos usados no
tratamento do cancer
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Fonte: GILMAN (2012)

Os farmacos antineoplasicos disponiveis atualmente apresentam um estreito
indice de seletividade bem como um alto potencial para causar efeitos adversos (GILMAN,
2012). Os regimes quimioterapicos possuem como alvo as células cancerosas que se
multiplicam rapidamente, porém, justamente por essa caracteristica, células saudaveis de
tecidos linfoides, medula Ossea, epitélio gastrointestinal, entre outros, tornam-se também
alvos desses farmacos, visto que fazem parte de tecidos de rapida renovacdo (URUSHIZAKI,
1990).

Como exemplos de efeitos adversos decorrentes de quimioterapia podem-se citar
nauseas e vOmitos, observados em tratamento utilizando as mostardas nitrogenadas e a
cisplatina; toxicidade na medula &ssea, que ocorre apds terapia com a maioria dos
quimioterapicos existentes; leucopenia e trombocitopenia que comprometem 0s sistemas

hematoldgico e imunoldgico; problemas dermatolégicos, como queda de cabelos. Segundo
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Chopra et al.(2016), além da baixa qualidade de vida experimentada pelos pacientes com
cancer, existe também uma implicacdo na elevacdo de custos do tratamento devido aos efeitos

adversos.

Os efeitos adversos surgem devido a falta de seletividade dos farmacos, que
tendem a causar lesbes tanto em células malignas como em células saudaveis. Para a
superacao desses obstaculos, faz-se necessario o reconhecimento da fisiopatologia do cancer
para a descoberta de alvos terapéuticos mais especificos, tais como receptores de fatores de
crescimento, vias de sinalizacBes intracelulares, processos epigenéticos, vascularidade dos
tumores, defeitos no reparo do ADN e vias de morte celular. Esse conhecimento podera
proporcionar o desenvolvimento de novas estratégias farmacoldgicas com maior valor

terapéutico, com grandes avangos no tratamento de pacientes (GILMAN, 2012).

Além dos efeitos adversos causados pela falta de seletividade de farmacos nos
alvos terapéuticos, ha também outro tipo de problema no uso de farmacos antineoplasicos
atualmente disponiveis: a resisténcia de células cancerosas a tais farmacos. Algumas células
que naturalmente apresentam mutacfes de resisténcia a um determinado farmaco sao
selecionadas apds a exposicdo, quando se inicia o tratamento. Dessa forma, havera uma
resposta inicial a quimioterapia, visto que as células nao resistentes sdo eliminadas, mas apds
algum tempo ira ocorrer recidiva do céancer, devido ao crescimento do grupo de células
resistentes que restaram do tumor original. Essa recidiva dara origem a um tumor cujas
células serdo completamente resistentes aquele farmaco utilizado inicialmente (SWANTON,
2012).

A combinacdo de farmacos pode ser utilizada no manejo de pacientes que
apresentam resisténcia a um determinado farmaco, pois a combinacdo pode anular um
mecanismo de resisténcia especifico da célula cancerosa, podendo ocorrer ainda, um efeito
sinérgico entre os farmacos combinados. O que se deve atentar € se os efeitos toxicos também

serdo sinérgicos na terapia combinada (KATZUNG, 2014).

Apesar de a ciéncia apresentar importantes avancos em relacdo a compreensao da
fisiopatologia do céancer, ainda é necessario o estudo de mais estratégias terapéuticas contra
essa doenca. E de grande interesse a descoberta de novos compostos que tenham potencial de
se tornarem farmacos que possuam melhor eficacia, seletividade e menor toxicidade no

tratamento do cancer.
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3.4.METOTREXATO: UM INIBIDOR DA SINTESE DE ADN

O metotrexato (MTX) é o principal farmaco antagonista do &cido félico,
sendoempregado no tratamento de inimeras doencas, como psoriase, imunossupressor apos
transplantes, dermatomiosite, artrite reumatoide, granulomatose de Wegener, doenca de
Crohn (BARBISAN, 2014) e para o tratamento de doengas malignas, como cancer de mama,
cabeca, pescoco, bexiga, sarcoma osteogénico, linfoma primario do sistema nervoso central,
linfoma ndo Hodgkin, coriocarcinoma (KATZUNG, 2014). O vasto emprego do MTX, como
citado, deve-se a sua acdo de inibicdo de enzimas-chave na biossintese de componentes
nucleares (CHAN; CRONSTEIN, 2013).

A molécula do MTX revela por meio de sua estrutura quimica que € um analogo
do &cido folico (Figura 2). Na Figura 2 estdo representadas as estruturas quimicas do MTX e
do &cido fdlico, sendo destacadas em vermelho as suas diferencas estruturais. A molécula do
MTX pode ser dividida em quatro regides (Figura 2): anel 2,4-diaminopteridina, ponte,
acidobenzoico e acido glutamico, ou resumidamente, em duas regides: o anel 2,4-

diaminopteridinae a porgdo p-aminobenzoilglutamato (PABG) (BLANEY et al., 1984).
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Figura 2. Diferencas estruturais entre 0 metotrexato e o 4cido félico
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Fonte: Elaborada pela autora

O éacido félico ¢ uma vitamina do complexo B (vitamina B9), proveniente da
alimentacdo, que é essencial para a sintese de ADN. Mais especificamente, o &cido folico esta
envolvido na sintese da timidina, que é um dos quatro nucleotideos que compéem o ADN
(BALUZ; CARMO; ROSAS, 2002). A caréncia de qualquer um dos quatro tipos de
nucleotideos (adenina, guanina, citosina e timidina), tem como consequéncia a sintese
diminuida de ADN (ZAGO; FALCAO; PASQUINI, 2013).

Os folatos, como o é&cido fdlico, ao serem ingeridos e absorvidos, serdo
convertidos na forma de NsNio-Metileno-Hs-Folato, que participa diretamente da sintese de
timidina (DTMP)- Figura 3. Assim como o &cido folico, a vitamina B12 também ¢é essencial
para a sintese de DTMP, participando como cofator na conversdo de homocisteina em
metionina, necessitando do NsNio-Metil-Hs-Folato, uma forma de transporte de folato (Figura
3). A vitamina B12 primeiramente recebe o radicalmetildo NsNio-Metil-Hs-Folato e, apds,
transfere este radical metil para a homocisteina que serd entdo convertida em metionina
(MAHMOOD, 2015). O NsNz1o-Metil-Hs-Folato, ao doar o grupo metil nesta reacdo, fornece o



33

Hs-Folato que participara da reagdo catalisada pela enzima serinahidroximetil-transferase, que
converte serina em glicina, fornecendo NsNio-Metileno-Hs-Folato, essencial para o ciclo de
formacéo de DTMP (LUBRAN, 1971; PANIZ et al., 2005).

O NsNio-Metileno-Hs-Folato, pela acdo da enzima timidilatosintetase, cederd um
radical metilaodesoxiuridinamonofosfato (dUMP), transformando-o em timidinamonofosfato
(DTMP) que, por sua vez, serd incorporado ao ADN (LUBRAN, 1971). Apds transferir um
radical metil ao dUMP, o NsNio-Metileno-Hs-Folato se encontrara em seu estado oxidado
como Ha-Folato (diidrofolato), que sera reduzido a Hs-Folato (tetrahidrofolato) pela acdo da
enzima H2-Folato redutase (diidrofolatoredutase, DHFR), dando continuidade ao ciclo de
formacéo da timidina (DTMP) (LUBRAN, 1971; PANIZ et al., 2005).

Figura 3. Mecanismo de formacdo da timidina a partir de seus precursores
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Fonte: ZAGO; FALCAO; PASQUINI (2013)

A enzima DHFR catalisara a transferéncia de ions hidreto da por¢do denominada
nicotinamida da molécula do fosfato de dinucleétido de nicotinamida (NADPH) para a

molécula deH,-Folato reciclando, assim, o Hs-Folato e dando continuidade a sintese de
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DTMP (WAN et al., 2014). Na Figura 4 esta representado como ocorre a reducgdo catalitica do
H»-Folato (DHF) para Hs-Folato (THF).

Figura 4. Mecanismo da reducdo catalitica do diidrofolato pela DHFR

H--

(M
[ 5 ASP e
H _ N R I, L P
g .~_.\h]/\NH wr *x'.' o~ &
H“t. J{E‘ e L 'H —-‘—-— -
NN T My ,J\
H H

H-
DHF (lorma oelo) DHF (Torma cndlica)

/ s
D .-"
H ASP
|
N

L AN

\A DPH l

1 +
T NADP
o o X
. H M R
\I’./ ~N "“*’.f_ﬁ\"NH
A5k Q.. ’L I M
(=] e, 1
T T Y
| | H
H H
THF

Fonte: Adaptado de MATOS, 2016

Quando a sintese de ADN ¢é inadequada, ocorrem modificacdes do ciclo celular,
retardo da duplicacéo e, dependendo do grau do dano, a célula afetada pode sofrer apoptose. E
valido ressaltar que no caso de falha na via de formacdo da timidina, a sintese de RNA nao
estara comprometida, visto que esse nucleotideo ndo esta presente em sua estrutura. Nesse
sentido, ndo ha diminuicdo da formacdo de proteinas e de RNA pela célula ja existente, no

entanto a mesma ndo conseguira se duplicar (WEIL, 2017).

A fase S do ciclo celular se torna lenta, fazendo com que haja um aumento do
namero de células com quantidade de ADN entre o dipldide e o tetrapldide. Por meio de

estudos citogenéticos, puderam-se observar exuberantes altera¢cbes cromossdmicas como
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gaps, fraturas e separacdo prematura do centrdbmero. A maioria dessas células com lesdes
cromossdmicas graves ndo conseguem completar sua divisdo celular, sendo destruidas
prematuramente (ZAGO; FALCAO; PASQUINI, 2013).

O metotrexato (MTX) atua inibindo de forma competitiva e reversivelmente a
enzima DHFR (BARBISAN, 2014; CHIBBER et al., 2011), que é uma enzima de
importancia central em bioquimica e quimica medicinal sendo responsavel por reduzir o H»-
Folato ao Hs-Folato utilizando o NADPH como cofator doador de hidretos (Figura 4). A
ligagdo do MTX a enzima impede que Hz-Folato se ligue a DHFR, impedindo a formagédo do
Hs-Folato e consequentemente impede a formacdo do NsN1o-Metileno-Hs-Folatoe da timidina
(DTMP) - Figura 3 (BLANEY et al., 1984). Essa situagdo compromete mecanismos de sintese
e reparo do ADN e replicacdo celular. O MTX causa a interrupgdo abrupta na sintese de
ADN, agindo, portanto, na fase S do ciclo celular. Dessa maneira, as células ndo conseguem
se duplicar, resultando em morte celular de quaisquer células que estejam nesta fase do ciclo
(BARBISAN, 2014; CHIBBER, 2011). Vale ressaltar que o MTX possui afinidade cerca de

3.000 a 10.000 vezes superior pela enzima DHFR em comparacéo aos folatos.

Para avaliacdo do mecanismo molecular do MTX, € importante a avaliacdo da sua
estrutura quimica. O MTX possui um anel 2,4-diaminopteridina que contém heterodtomos de
nitrogénio. Heterociclos possuem o potencial de interagir com os sitios de ligacdo por meio de
interacdes intermoleculares. No caso do MTX, essas interacdes sdo do tipo ligacdo de
hidrogénio, que permitem sua interacdo no seu local de ligacdo, na enzima DHFR, inibindo-a
como demonstrado na Figura 5 (PATRICK, 2013).
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Figura 5. InteragGes do anel 2,4-diaminopteridina do metotrexato no seu local de agéo
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Fonte: PATRICK (2013)

O sitio ativo da enzima constitui-se de uma cavidade hidrofébica, na qual a
entrada é ocupada pelos substratos da enzima ou pelo inibidor (MTX). O NADPH localiza-se
mais no fundo da cavidade, com sua porcao nicotinamida posicionada proxima a C-6 e C-7
(Figura 4) facilitando a transferéncia de ions durante a acdo enzimatica (HUENNEKENS,
1994).

Comparando-se a estrutura do acido folico com a do MTX (Figura 2, pagina 32),
nota-se que a substituicdo isostérica do grupo -OH por -NH2, na posicdo 4 do anel 2,4-
diaminopteridina foi a mudanca necessaria para tornar a molécula uma forte inbidora da
DHFR. O papel desse grupo amino pode estar relacionado a importancia de ligacdes de
hidrogénio no sitio ativo da enzima com oxigénios de carbonilas de Leu-4 eAla-97 (Figura 5).
O grupo amino também confere maior basicidade a molécula - consequéncia do isosterismo
classico, que modifica de forma consideravel as propriedades &cido-base de
moléculas(BARREIRO; FRAGA, 2008), o que permite a molécula de MTX ser protonada
quando se ligar a enzima, tornando possivel a geracdo de uma ligacao i6nica entre N1, N2 e
COO" do Asp-26 (BLANEY et al., 1984).

Tanto os substratos da DHFR quanto o MTX possuem suas por¢des de PABG
localizadas na mesma posicéo, porém,ha uma rotacdo de 180° em torno da ligagdo C-6 / C-9,
causada pelo maior pKa (maior basicidade) da molécula do MTX, fazendo com que a porgéo

do anel 2,4-diaminopteridina esteja localizada em regi0es diferentes, situacdo que melhora a



37

ligagdo do farmaco ao sitio ativo na DHFR (HUENNEKENS, 1994). A Figura 6 apresenta um
modelo construido por meio de estudos de difracdo de raio-X, onde estdo representadas as
estruturas do MTX (em vermelho) e do acido félico (em amarelo) sobrepostas, permitindo a
observacéo da rotacdo em torno da ligagdo C-6/C-9 (BLANEY et al., 1984).

Figura 6. Sobreposicdo das estruturas do MTX e do &cido folico no sitio ativo da DHFR

Fonte: Adaptado de BLANEY et al. (1984)

Na Figura 7 esta representado um modelo do complexo DHFR-folato-NADPH
apresentado por Bystroff, Oatley e Kraut (1990), no qual a regido do PABG encontra-se na
cavidade hidrofébica realizando interacdes com os residuos de aminoacidos que o cercam:
Leu-28, Phe-31, lle-50, e Leu-54. O grupo a-carboxil do glutamato faz um par iénico e duas
ligacGes de hidrogénio com Arg-57. As interacdes hidrofébicas do PABG com o aminoacido
fenilalanina da enzima podem contribuir com até 2,5 kcal / mol para a energia de ligacao

(HUENNEKENS, 1994).
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Figura 7.Complexo DHFR-folato-NADPH

Fonte: BYSTROFF; OATLEY; KRAUT (1990)

A molécula de MTX tem sido alvo de modificacdes na tentativa de desenvolver
melhores inibidores de DHFR. Segundo PATRICK (2013), é vélida a sintese de analogos do
MTX contendo um anel de benzeno ou diferentes anéis heterociclicos para que seja possivel
explorar se todos os heterodtomos presentes no protétipo sdo realmente necessarios.
Pemetrexedo e Pralatrexato (Figura 8) sdo analogos existentes que foram aprovados em 2004,
para tratamento de mesotelioma e carcinoma pulmonar de células ndo pequenas (CPCNP) e,
em 2009, para uso no tratamento de linfomas de células T periférico refratario ou que sofreu

recidiva, respectivamente.
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Figura 8. Estrutura quimica do pralatrexato e do pemetrexedo
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Fonte: Elaborada pela autora

Estudos demonstraram ainda que existem pequenas quantidades de DHFR
intracelulares que ndo sdo inibidas por bloqueadores e sdo capazes de produzir timidina
suficiente para garantir o crescimento celular. Além disso, ha evidéncias da existéncia de
enzimas com baixa afinidade pelo MTX. Tais fatores justificam a busca por novos antifolatos
que se liguem mais fortemente a DHFR (BLANEY et al., 1984).

Os farmacos antineoplasicos sdo programados levando em conta que as células
que mais proliferam, as celulas cancerosas, serdo as mais susceptiveis a sua acdo
(COLLEONI et al, 2006). Porém, isso nem sempre ocorre e a falta de seletividade culmina
com os efeitos adversos. Dentre os efeitos adversos causados pelo MTX, vale ressaltar o
grave acometimento do figado e dos sistemas imune e hematopoiético. Esses sistemas sdo
afetados devido a elevada taxa de replicacdo celular, levando a efeitos como mielossupressao
com neutropenia e trombocitopenia. Ha ainda o estresse oxidativo que causa efeitos toxicos
em diversos 6rgaos e mucosite e diarréia que também sdo exemplos de efeitos adversos
causados pelo MTX (KATZUNG, 2014).
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4. METODOLOGIA

A parte préatica deste TCC foi desenvolvida no laboratério de Sintese Orgéanica e
Quimica Medicinal (LaSOQuiM) do Instituto de Ciéncias Exatas e Bioldgicas (ICEB) da
UFOP.

O planejamento de novas moléculas, analogas do MTX,foi realizado tomando
como base dados da literatura sobre 0 modo de interacdo da molécula do MTX no local de
acdo da enzima DHFR, buscando identificar o grupo farmacoférico que seria mantido na
estrutura quimica das novas moléculas e identificar quais as possiveis modificacdes

estruturais poderiam levar a novos inibidores mais ativos.

Os novos analogos do MTX planejados, com potencial atividade antitumoral,

seriam obtidos empregando-se sintese linear conforme apresentado no Esquema 1.
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Esquema 1. Rota de sintese dos novos analogos do MTX
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Fonte: Elaborado pela autora

Inicialmente, a 2,4-diamino-6-(hidréximetil)-pteridina (5) seria sintetizada por
meio da reacdo de condensacdo do cloridrato de 2,4,5,6-tetraminopirimidina (2)com 1,3-
dihidroxiacetona (3), comercialmente disponivel, na presenca de cloridrato de (L)-cisteina, em
solucdo aquosa de acetato de sddio (NaOAc) como descrito por Baugh e Shaw (1964). O
cloridrato de 2,4,5,6-tetraminopirimidina (2) seria obtido a partir do sulfato de 2,4,5,6-
tetraminopirimidina (1), comercialmente disponivel, por meio da reacdo desse sulfato com
cloreto de bario (BaCl.) em meio aquoso. Uma vez obtido a 2,4-diamino-6-(hidroximetil)-
pteridina (5), seria realizada uma reacdo para mesilacdo da hidroxiladesse composto,
empregando-se cloreto de mesila e levando a obtencdo do composto 6 (FREITAS et al, 2014).
Esse composto seria empregado em reacfes de substituicdo nucleofilica (FREITAS et al,
2014) com os fenolatos 7a, 7b e 7cdando origem aos produtos 8a, 8b e 8c, respectivamente,

novos analogos do MTX.
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Os compostos fenolicos, a partir dos quais se poderiam obter os fenolatos7a, 7b e
7c, foram sintetizados no mesmo laboratorio onde a parte préatica deste TCC foi desenvolvida,
sendo inéditos os compostos fendlicos e seus respectivos fenolatos7b e 7c. Os fenolatos
seriam obtidos a partir da reacdo dos respectivos compostos fendlicos com carbonato de
potassio e seriam empregados em sintese de Willianson cléssica, envolvendo o composto
mesilado (6) para obtencdo de funcdo éter (FREITAS et al, 2014), resultando nos novos
analogos do MTX (8a, 8b e 8c).

Os intermediarios de sintese e os produtos obtidos foram purificados por meio de
recristalizagdo e cromatografia em coluna "flash" e caracterizados por cromatografia em
camada delgada (CCD), ponto de fuséo, espectroscopia de infravermelho e de ressonancia
magnética nuclear (RMN) de 'H e de 13C e espectrometria de massas.

Métodos Gerais

Para a cromatografia em camada delgada (CCD) foi utilizada silica gel 60 G Merck
sobre lamina de vidro. A espessura da camada de silica foi de 0,25 mm.Como revelador, foi
utilizado vapor de iodo (eficiente para todos os compostos sintetizados). Os procedimentos de
purificacdo foram por recristalizacdo com solventes adequados ou cromatografia em coluna
utilizando silica gel 60 (70-230 mesh, E. Merck).

O ponto de fusdo foi determinado em capilar de vidro em um aparelho de fase
aquecida Buchi B-540 (Departamento de Quimica, UFOP).

O espectro de infravermelho (1V) foi registrado em aparelho ABB Bomen MB
3000 (FTIR), regido de alta frequéncia (4000 a 400 cm-1), com resolucéo de 4 cm™ e 32
varreduras por amostra. A amostra sélida foi dissolvida em diclorometano e analisada por
Refletancia Total Atenuada (ATR), em cristal de ZnSe (Departamento de Quimica, UFOP).

Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear de H e de 13C foram registrados
em espectrometro Bruker Avance DPX 200 (Departamento de Quimica, UFMG) e DRX 400
(Escola de Farmacia, UFOP). Os solventes deuterados utilizados foram dimetilsulféxido
(DMSO-D6), piridina (CsDsN) e metanol (CD3OD). Os valores dos deslocamentos quimicos
(0) sdo apresentados em ppm relativamente aos sinais de *H e de C dossolventes

utilizadosou do padréo interno tetrametilsilano, e os valores de acoplamento (J) sdo expressos
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em Hz. As multiplicidades estdo abreviadas da seguinte forma: singleto (s), dupleto (d),
tripleto (t), quarteto (q) e multipleto (m).A numeracdo adotada para os atomos de todos os
compostos ndo corresponde a numeracdo da nomenclatura IUPAC. Isso foi feito para que
compostos com estruturas analogas pudessem ter os seus dados de RMN comparados, quando
necessario.

A andlise de espectrometria de massas de alta resolugdo foi realizada no
espectrometro de massas LCMS-IT-TOF (Shimadzu) - Departamento de Quimica, UFOP.
Foram injetados 5uL. de amostra, injecdo direta, utilizando fase moével agua e acetonitrila com
acido formico 0,1 %, 50:50, com vazédo de 0,2 mL/min. Foi utilizado modo SCAN positivo e
negativo com faixa m/z de aquisicdo de + 50.0000 em relagdo ao m/z do ion precursor
calculado, com tempo de acumulacdo de 100.00 msec. O software utilizado para célculo do
m/z teorico (funcdo Accurate Mass Calculator) e para o tratamento dos resultados foi o
LCMSSolution versao 3.60.361 (Departamento de Quimica, UFOP).

A seguir serdio descritas as reacdes realizadas. E importante ressaltar que o

composto fenolico a partir do qual se poderia obter o fenolato 7a foi sintetizado por outro

aluno de Iniciacdo Cientifica (IC) da professora Flaviane, orientadora deste TCC.

4.1.SINTESE DO COMPOSTO FENOLICO (10)A PARTIR DO QUAL O FENOLATO 7B
PODERIA SER OBTIDO
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Fonte: Elaborado pela autora

Esta reacdo teve como referéncia o procedimento descrito por Traoré et al. (2013)

para a obtencao de &cidos carboxilicos a partir de ésteres.

Em um baldo de 100 mL contendo o composto9(1,88 mmol), adicionou-se

acetona (10 mL). A solugéo obtida, adicionou-se solugdo de LiOH (9,43 mmol) em &gua (10

mL). A mistura reagente foi mantida sob agitacdo magnética por 24 horas. O fim da reacéo foi

confirmado por placa de CCD - eluente: Hex/AcOEt 3/7, utilizando iodo como revelador. A
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mistura reagente adicionou-se acido fosforico (HsPO4) 5% até pH 3 e &4gua destilada (10 mL).
Essa solucdo foi transferida para um funil de separacéo e extraida com AcOEt (3x 10 mL). A
fase organica foi secada com sulfato de sédio anidro, filtrada e o solvente evaporado
sobpresséo reduzida. O produto bruto foi purificado empregando-se cromatografia “flash” em
coluna de silica - eluente: CH2Cl> / CH3OH - 95/5, 90/10 e 80/20. O produto 10 foi obtido
como um 6leo amarelo (1,62 mmol, 86% rendimento) e caracterizado por espectroscopia de
RMN de *H e de *C (espectros em Anexos).

IH-RMN (400 MHz, CsDsN), 5 (ppm): 1,44-1,52 (m, 2H, H-10): 1,69-1,81 (m, 4H, H-9 e H-
11):2,46 (t, J = 8,00 Hz, 2H, H-12); 3,65 (g, J = 8,00 Hz, 2H, H-8); 7,24 (d, J = 8,00 Hz, 2H,
H-3 e H-5):8,35 (d, J = 8,00 Hz, 2H, H-2 e H-6); 8,84 (t, J = 6,00 Hz, 1H, N-H).

13C-RMN (100,64 MHz, CsDsN), & (ppm): 25,62 (C-10); 27,36 (C-11); 30,43 (C-9): 35,09
(C-12): 40,38 (C-8); 116,23 (C-3 e C-5); 127,26 (C-1); 130,34 (C-2 e C-6); 162,08 (C-4);
167,90 (C-7); 177,34 (C-13).

4.2.SINTESE DO COMPOSTO FENOLICO (15) A PARTIR DO QUAL O FENOLATO7C
PODE SER OBTIDO
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Fonte: Elaborado pela autora

Esta sintese baseou-se em trabalhos descritos por Dardonville et al. (2006) e
Traoré et al. (2013).

Em um baldo de fundo redondo de 50 mL contendo uma solucdo da diamina 11
(20,37 mmol) em cloroférmio (CHCIz) (26,5 mL), resfriada a 0°C, acoplou-se um funil de
adicdo contendo uma solucdo de 12 (3,39 mmol) em CHCIz (12,1 mL). A adicdo da solucao
de 12 foi realizada durante uma hora, gota a gota, enquanto a mistura reagente foi mantida
sobagitacdo magnética e a 0°C. Apds o término da adicdo, a temperatura da mistura reagente
foi elevada até a temperatura ambiente e mantida sob vigorosa agitacdo magneética por 25
horas. O fim da reagéo foi confirmado por placa de CCD [eluente: CH2Cl,/CH3OH - 1/1

saturado com amodnia (NHs3)], por meio da adicdo dehidroxido de aménio (NHsOH),
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utilizando iodo como revelador. A mistura reagente foi filtrada para remocéao do solido branco
formado e o filtrado obtido foi concentrado sob presséo reduzida. Obteve-se um éleo que foi
dissolvido em AcOEt (40 mL). Essa solucdo foi transferida para um funil de separacdo e
lavada com solucéo aquosa de cloreto de sodio (NaCl) saturada (3 x 15 mL). A fase organica
foi secada com sulfato de sodio anidro e o solvente foi removido sob pressdo reduzida. O
produto bruto foi purificado empregando-se cromatografia “flash” em coluna de silica -
eluente: CH2CIl,/CHsOH - 100/0 e 99,8/0,2, saturados com NHs (5 mL de NHiOH). A
eliminacdo do solvente, sob pressdo reduzida, forneceu o produto 13 como um 6leo incolor
(2,41 mmol, 56% de rendimento). Esse produto foi caracterizado por espectroscopia de RMN

de H e de 13C (espectros em Anexos).

IH-RMN (200 MHz, CDsOD), & (ppm): 1,18 (t, J = 7,00 Hz, 3H, H-16); 1,33-1,53 (m, 8H, H-
9, H-10, H-11 e H-12); 2,73 (t, J = 6,00 Hz, 2H, H-8):3,01-3,08 (m, 2H, H-13): 3,25-3,28 (m,
1H, N-H);4,01 (q,J = 7,33 Hz, 2H, H-15).

13C-RMN (50,32 MHz, CDsOD), § (ppm): 15,02; 27,43; 30,82 (C-9, C-10, C-11, C-12, C-13,
C-16); 41,52 (C-8); 61,57 (C-15); 159,21 (C-14).

Em um baldo de fundo redondo de 50 mL foram adicionados o &cido carboxilico
14 (1,39 mmol), a amina monoacilada 13 (1,39 mmol) e dimetilformamida-DMF (6 mL).
Apos completa solubilizacéo, resfriou-se a solugdo obtida a 0°C e entdo foram adicionados 1-
hidroxibenzotriazol - HOBt (1,66 mmol), diciclohexilcarbodiimida - DCC (1,66 mmol) e
trietilamina - EtsN (1,66 mmol). Essa mistura reagente foi mantida sob agitacdo magnética e a
0° C durante uma hora e, apds, a temperatura ambiente por 18 horas. O término da reacéo foi
confirmado por CCD (eluente: CH2Cl.,/CH30OH - 95/5), utilizando iodo como revelador. O
solvente da reacdo foi removido sob presséo reduzida e o bruto da reacdo foi dissolvido em
AcOEt (30 mL). A fase organica obtida foi lavada com solucdo aquosa de acido citrico a 10%
(30 mL), solucdo aquosa de bicarbonato de sddio (NaHCO3) 4% (25mL) e solucdo aquosa de
NaCl saturada (25 mL). Entéo, a fase organica foi secada com sulfato de sédio anidro, filtrada
e o solvente removido sob pressdo reduzida. O produto foi purificado empregando-se
cromatografia “flash” em coluna de silica - eluente: CH>Cl,/CH30OH - 99/1, 98/2, 97,5/2,5. A
amida (15), obtida como um so6lido branco e rendimento de 74% (1,78 mmol), foi
caracterizada por espectroscopia de 1V e de RMN de 'H e de 13C, e espectrometria de massas

(espectros em Anexos).

CCD (CH:Cl2:CH30H, 95:5) Rf = 0,76, PF: 75,1-75,9 °C.
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HRMS (ESI-TOF) m/z calculadopara C16H25N204" [(M+H)*]309,1809, observado 309,1792.
'H-RMN (400 MHz, CD3s0D), § (ppm): 1,23 (t, J = 8,00 Hz, 3H, H-16); 1,36-1,44 (m, 4H, H-
10 e H-11); 1,48-1,55 (m, 2H, H-12); 1,59-1,64 (m, 2H, H-9); 3,10 (t, J = 8,00 Hz, 2H, H-
8);3,33-3,38 (m, 3H, H-13);4,04-4,09 (m, 2H, H-15); 6,84 (d, J = 8,00 Hz, 2H, H-3 e H-5);
7,71 (d, J=8,00 Hz, 2H, H-2 e H-6).

13C-RMN (100,64 MHz, CD30D), & (ppm): 15,00; 27,47; 27,69; 30,50; 30,84 (C-9, C-10, C-
11, C-12, C-16); 40,81 (C-8); 41,56 (C-13);61,57(C-15); 116,04(C-3 e C-5); 126,67(C-1);
130,15(C-2 e C-6); 159,22 (C-14); 161,88 (C-4); 170,04 (C-7).

IVvmax (attenuated total reflection),cm™: 3389 (O-H); 3293 (N-H); 3100 (C-H aromatico);
2939 (C-H alcano); 1696 (C=0 carbamato); 1632 (C=0 amida); 1605, 1537, 1503 (C=C ar);
1346 (6 CHz);1264 (C-O éter); 1149 (C-O carbamato); 1043 (C-O éter); 842 (6 C-H benzeno
p-substituido); 767 (6 CHy).

4.3.SINTESE DA 2,4-DIAMINO-6-(HIDROXIMETIL)-PTERIDINA (5) (BAUGH E
SHAW, 1964)
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Fonte: Elaborado pela autora

Em um erlenmeyer de 25 mL adicionou-se o sulfato de 2,4,5,6-
tetraminopirimidina 1 (2,28 mmol) e H>Odestilada (12 mL). A essa mistura adicionou-se
BaCl, monohidratado (2,28 mmol) previamente dissolvido em H>O destilada (6 mL). A
mistura reagente obtida foi aquecida em banho-maria, em ebuli¢do, por 10 minutos. Resfriou-
se 0 sistema e observou-se um precipitado branco (sulfato de béario, BaSO.). Filtrou-se a
suspensdo e lavou-se o precipitado com H.O destilada (6mL). Completou-se o volume do
filtrado para 45mL com H>O destilada. Em um bal&o de 250 mL adicionou-se solugdo aquosa
de NaOAc 4 mol/L (15 mL) e dihidroxiacetona 3 (6,84 mmol). Homogeneizou-se a solucao
obtida sob agitacdo magnética. Adicionou-se cloridrato de (L)-cisteinamonohidratada 4 (2,28
mmol) e, apo6s, o filtrado obtido inicialmente contendo o cloridrato de 2,4,5,6-

tetraminopirimidina 2. A mistura reagente foi mantida sob agitacdo magnética a temperatura



47

ambiente por 24 horas. Ap0s, transferiu-se a mistura reagente para um erlenmeyer de 125 mL.
A mistura reagente possuia cor amarela. Cobriu-se o erlenmeyer com papel aluminio e
deixou-se na geladeira por cindo dias. O precipitado de cor laranja formado foi coletado por
filtracdo a vacuo e lavado com H2O destilada fria.

O precipitado foi suspendido em 10 mL de H2Odestilada em um erlenmeyer e
aqueceu-se até ebulicdo. Adicionou-se hidroxido de sodio (1mol/L) para solubilizacdo
completa do precipitado. Adicionou-se carvao ativado (0,15 g) e realizou-se a filtragdo a
Vacuo e a quente. Apo6s, deixou-se a temperatura do filtrado retornar a temperatura ambiente e
adicionou-se acido cloridrico (Imol/L) para que a solucdo atingisse pH 6. A solucdo foi
transferida para um erlenmeyer de 125 mL, que foi coberto com papel aluminio e deixado na
geladeira. Apos 24 horas foi observada a formacéo de um precipitadomarrom que foi filtrado
a vacuo. Depois de filtrado, o precipitado foi lavado com agua gelada, éter etilico e solucao
éter etilico - etanol (1:1). O precipitado foi ent&o transferido para um baldo de fundo redondo
de 15 mL e seco sob pressdo reduzida. O produto foi obtido como um solido marrom (0,41

mmol, 18% de rendimento) e foi caracterizado por espectroscopia de RMN de*H e de *3C.

'H-RMN (400 MHz, DMSO), & (ppm): 4,56 (d, J = 4,00 Hz, 2H, H-11), 5,42 (t, J = 4,00 Hz,
1H, O-H), 6,54 (s, 2H, NH.), 7,55 (s, 2H, NH>), 8,68 (s, 1H, H-7).

SC-RMN (100,64 MHz, DMSO), & (ppm): 62,58 (C-11); 120,77; 148,62; 149,21; 155,28;
162,86; 162,92 (C-2, C-4, C-6, C-7, C-9 e C-10).

4.4 TENTATIVA DE SINTESE DA 2,4-DIAMINO-6-(BROMOMETIL)-PTERIDINA (16)

NH, NH,
N AN on HBra4s%\\ NS B
)l\ = = Tolueno )l\ - -
H,N N N 115-125° C H,N N N
5 16

Fonte: Elaborado pela autora

Esta reacdo teve como referéncia o procedimento descrito por Hilario et al. (2011)

para a obtencdo de brometo de alquila a partir de alcool.
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A um bald contendo o composto 5 (0,26 mmol) e tolueno 10 mL (mistura
heterogénea), conectado a um extrator de &gua (aparelho de Dean-Stark) e a um condensador
de refluxo, foi adicionado solucdo aquosa de &cido bromidrico 48% (2 mL, 17,32 mmol). A
mistura obtida foi mantida sob agitacdo magnética e refluxo por 24 horas. O solvente da
reacao foi removido sob presséo reduzida. O produto desejado 16 ndo foi obtido.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1.PLANEJAMENTO RACIONAL DOS NOVOS ANALOGOS DO MTX

De acordo com Barreiro e Fraga (2008), a melhora de atividade de moléculas
bioativas por meio de modificacdo molecular necessita, previamente, de uma hierarquizagéo
das contribuicdes farmacoféricas dos diferentes grupos funcionais presentes na estrutura
quimica da molécula protdtipo, definindo o(s) grupamento(s) farmacoforico(s) (GF) e
auxoférico(s) (GA), de maneira a preserva-los, assegurando assim 0 seu reconhecimento
molecular pelo biorreceptor. Nesse contexto, sabendo-se que o grupo farmacoforico do MTX
é 0 anel 2,4-diaminopteridina, que interage no sitio ativo da DHFR, concluiu-se que essa
regido deveria ser mantida na estrutura quimica dos novos anédlogos do MTX (Figura 10)
(PATRICK, 2013).

Blaneyet al (1984) afirmaram que atencdo especial pode ser voltada para
modificacdes na regido da ponte entre o anel 2,4-diaminopteridina e o grupo fenil (C9-N10,
Figura 2, pagina 32), a fim de melhorar o transporte das moléculas até o local de acdo. Na
literatura ha o relato de algumas modificacdes que ja foram realizadas na ponte, envolvendo a
utilizagdo de grupos substituintes como: S, CHz, CH.CH;, CH.S, CH.O, CH=CH,
CH2N(CHs), CH2N(CzHs), CH2N(CHO), CH:N-(CsHg), CH2N(CeHs), CH2N(SO2CsH4-4'-
CH3), CH2N-(CsH7), CH2N(CH2CsHs), CH.CH2NH, CH>CH20, CH2CH>S, CH2NHCHy,
CH2NHNH e CH=NNH em substituicdo ao grupo CH2N presente na estrutura do MTX
(Figura 2, pagina 32) (BLANEY et al, 1984). Alteracbes no comprimento da ponte
demonstraram resultados no que diz respeito ao aumento ou diminuicdo da atividade inibitéria
da enzima DHFR: quando ha o alongamento da ponte, observa-se uma diminuicdo da
atividade de inibicdo da DHFR e do transporte da molécula ativa até o local de acéo,
resultando em uma reducdo da atividade inibitoria. Em contrapartida, quando o comprimento
da ponte ndo é alterado, o efeito inibitdrio do analogo ndo é modificado significativamente,
porém, percebe-se um melhoramento do transporte da molécula ativa até o local de acéo.
Neste trabalho, portanto, foi proposto manter o tamanho da ponte dos novos analogos,
substituindo-se CH2N por CH,O (Figura 10).
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Outra parte da molécula do MTX que poderia ser alvo de alteracGes moleculares €
a que correspondente ao acido glutdmico (Figura 2, pagina 32). Blaney et al (1984) afirmaram
que essa regido pode ser explorada no sentido de melhorar a ligacdo da molécula a proteinas
plasmaéticas, tornando-a mais lipofilica, para que a mesma possa ser direcionada até as células
tumorais resistentes e, assim, ser liberada por hidrolise. Nos estudos de Skibinskaet al. (1990)
foi demonstrado que a porcentagem de ligacdo do MTX a proteinas plasmaticas foi 50,4% +
1,9 em individuos saudaveis e em pacientes com cancer (no estudo, majoritariamente cancer
de mama), esse valor decresceu para 32,3% + 3,6. Com isso percebe-se que 0 MTX encontra-
se parcialmente ligado as proteinas plasmaticas podendo ser facilmente deslocado por outras
estruturas que apresentam maior afinidade por essas proteinas. A baixa taxa de ligacdo a
proteinas plasmaticas do MTX pode estar associada a sua baixa lipofilicidade. Na Figura 9 ha
a associacdodo coeficiente de particdo 0leo-agua de varias substancias com a capacidade de
atravessar a barreira hematoencefalica e penetrar no cérebro. Nota-se que o MTX possui

baixo coeficiente de particdo, comprovando a sua baixa lipofilicidade.

Figura 9.Coeficiente de particdo 6leo-agua correlacionado a capacidade de penetracdo no
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Fonte: GALANTER; LOWENSTEIN(2009)

Zhivkova (2015) afirmouque a ligacdo a proteinas plasmaticas facilita o transporte
de farmacos, principalmente aqueles que sdo altamente lipossoliveis. Nesse contexto, neste
trabalho foi proposta uma modificacdo na porcdo do &cido glutdmicoda molécula do MTX

(Figura 2, pagina 32), aumentando a cadeia carbdnica e retirando o grupo funcional a-
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carboxil, objetivando o aumento da lipofilicidade dos novos andlogos em relacdo ao MTX
(Figura 10). Como ja mencionado anteriormente, o grupo a-carboxil realiza interagdes com a
Arg-57 da enzima, no entanto, como ha outras interacdes envolvidas, acredita-se que a
retirada deste grupo ndo ira comprometer a interacdo enzima-inibidor. Com o aumento da
lipofilicidade espera-se o aumento daligacdo as proteinas plasmaticas, o aumento do

transporte para os locais de acdo e, por fim, aumento da atividade inibitéria da DHFR.

Figura 10. Novos analogos do MTX planejados
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5.2.REACOES REALIZADAS PARA OBTENCAO DOS COMPOSTOS FENOLICOS (10
E 15) A PARTIR DOS QUAIS SERIA POSSIVEL OBTER OS FENOLATOS 7B E 7C

A reacdo descrita no item 4.1 tratou-se de uma hidrélise basica do grupo éster do
composto 9, sendo que esse composto de partida foi obtido anteriormente por outro aluno de
iniciacdo cientifica do laboratério. O fundamento da reacdo se baseou no fato de que ésteres
sdo estruturas relativamente polares, podendo ser hidrolisados quando em condicGes bésicas.
Para a sintese do &cido carboxilico 10, o grupo éster de9foi convertido ao seu respectivo
carboxilato devido ao ataque nucleofilico da hidroxila, advinda do LiOH, a carbonila do éster
(Esquema 2). Para a conversao do carboxilato obtido a &cido carboxilico, durante a elaboragéo

da reacdo, acidificou-se 0 meio reagente utilizando HzPO4 5% tornando possivel o isolamento
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do produto na etapa de elaboracdo. A reagdo forneceu o produto como um éleo amarelo e em
bom rendimento (86%). Os fenolatos (7ae 7b, pagina 39), que poderiam ser obtidos a partir
dos compostos 9 e 10 respectivamente, seriam empregados para a sintese dos novos analogos
8a e 8b respectivamente.

Esquema 2. Mecanismo da reacéo de formagdo do composto fendlico 10
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Fonte: Elaborado pela autora

As etapas de sintese descritas no item 4.2 envolveram duas reacdes para a sintese
do composto 15, que seria empregado para a sintese do fenolato 7c, envolvido na obtengédo do
novo analogo 8c. A primeira reacdo (Esquema 3) referiu-se a monoprotecdo da diamina 11
com dicarbonato de dietila 12 para formacdo do carbamato intermediario 13
(DARDONVILLE et al., 2006). Durante essa reacdo, uma reacdo de adicdo-eliminacdo a
carbonila do dicarbonato, utilizou-se excesso da diamina 11e adicionou-se o dicarbonato de
dietila 12 lentamente a solucdo da diamina a fim de evitar a protecdo dos dois grupos aminos
presentes na diamina e, assim, favorecer a monoacilacdo. A reacdo forneceu o carbamato 13

como um 6leo incolor em rendimento de 56%.
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Esquema 3. Mecanismo da reacdo de formacao do carbamato 13
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Fonte: Elaborado pela autora

Para a obtengdo do composto 15 realizou-se uma reacdo de acoplamento entre o
acido carboxilico 14 e o grupo amino terminal presente no carbamato intermediario 13. A
conversao direta de acidos carboxilicos a amidas ndo é possivel, pois as aminas sdo béasicas e
tendem a converter os &cidos carboxilicos nos seus respectivos sais de carboxilatos,
compostos ndo reativos. Assim, para promover a conversdo de acidos carboxilicos a amidas é

necessario utilizar reagentes de acoplamento como o DCC e HOBt(TRAORE et al.,2013).

Nessa reacdo (Esquema 4), a carbonila foi ativada pelo HOBt sendo essa ativacao
mediada pelo DCC. O grupo hidroxila do acido carboxilico 14 foi transformado em um bom
grupo abandonador, tornando a carbonila susceptivel ao ataque nucleofilico do grupo amino
terminal do intermediario 13, resultando no composto 15. A EtsN foi utilizada para a
manutencdo de um pH basico, a fim de impedir a conversdo do grupo amino terminal 13 em
seu sal ndo reativo. Nessa reacdo, obteve-se a dicicloexiluréia (DCU), um derivado de uréia,
como subproduto que foi retirado do meio reagente durante a etapa de elaboracdo da reacdo
por meio da adigdo de acido citrico 10% (D’OCA, 2010). A reacdo forneceu a amida 15 como

um sélido branco e rendimento de 74%.
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Esquema 4. Mecanismo da reacdo de formagdo do composto fendlico 15
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Fonte: Elaborado pela autora
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53.REACOES REALIZADAS PARA A OBTENCAO DA 2,4-DIAMINO-6-
(HIDROXIMETIL)-PTERIDINA (5)

No item 4.3 estdo descritas as etapas de sintese da 2,4-diamino-6-(hidroximetil)-
pteridina (5), a partir de uma reagdo de condensacdo entre o cloridrato de 2,4,5,6-
tetraminopirimidina (2) e a dihidroxiacetona (3) conforme descrito no trabalho de Baugh e
Shaw (1964). Nxumalo e Dinsmore (2012) afirmaram que um dos métodos para a obtencao de
antifolatos seria a condensacdo de anéis de pirimidinas com um glioxal, uma estrutura
intermediaria originada a partir da dihidroxiacetona, formando o correspondente anel
pteridina substituido no carbono 6. Este intermediario pode ser formado por meio da reacdo
de Maillard, uma série de reacOes paralelas que envolvem a condensacdo de agentes
carbonilicos como, por exemplo, intermediarios da via glicolitica (dihidroxiacetona), e grupos
amino de aminoacidos (cisteina) (BARBOSA et al. 2016). O mecanismo proposto para a
formacdo do hidroxi-metil-glioxalesta representado no Esquema 5. Esse mecanismo ainda
necessita ser mais bem compreendido, porém sabe-se que 0 primeiro passo da reacdo € a
condensacdo do grupamento amino da cisteina com a carbonila da dihidroxiacetona,
produzindo uma carbinolamina que, a seguir, desidrata formando um grupo funcional
denominado imina, podendo também ser denominada de base de Schiff. A partir de entdo, a
base de Schiff sofre um rearranjo, denominado Rearranjo de Amadori, gerando 0 composto
36. Como a reacdo ocorre em pH bésico, ocorrera novamente um rearranjo na molécula,
fornecendo o respectivo glioxal 38 (BARBOSA et al. 2016).
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Esquema 5. Mecanismo proposto para a formacéo do glioxal.
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Fonte: Elaborada pela autora

Uma vez formado o intermediario glioxal, ocorre a reacdo de condensacdo com o
cloridrato de 2,4,5,6-tetraminopirimidina, conforme o Esquema 6. Nesta reacdo, ocorre adi¢ao
e eliminacdo as carbonilas de aldeido e de cetona do intermediario hidroxi-metil-glioxal (38),
envolvendo o0s grupos amino que estdo nas posicdes 5 e 6 do anel 2,4,5,6-tetraminopirimidina
(2). As cetonas e aldeidos sdo estruturas capazes de reagir com um grupo amino primario,
formando uma base de Schiff. A reacdo se inicia pelo ataque do amino ao carbono carbonilico
do aldeido, formando um intermediario tetraédrico. ApOs o primeiro intermediario neutro ser
formado, a mesma reacao ocorrerd novamente, desta vez na carbonila da cetona, formando a
2,4-diamino-6-(hidréximetil)-pteridina (5) (BRUICE, 2006).



Esquema 6. Mecanismo proposto para a reacdo de formacdo do composto 5
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Apos trés tentativas de realizacdo da reagdo descrita no item 4.3 (Esquemas 5 e 6),
0 maior rendimento obtido foi de 18%, resultando em um produto s6lido marrom. A obtencéo
do composto 5 foi confirmada por meio dos espectros de RMN de *H e de 3C (Figura 11),

porém, 0S mesmos revelaram que esse composto estava impuro.

No espectro de RMN de *H pode-se observar um dupleto referente aos H11 com
deslocamento quimico em 4,41ppm. Dois singletos com deslocamentos em 6,46 e 7,45ppm
referentes aos hidrogénios dos grupos amino. E finalmente o singleto com deslocamento
quimico em 8,53 ppm, referente a0 H7. Neste espectro ndo foi possivel observar sinal
correspondente ao hidrogénio do grupo hidroxila. Nota-se ainda um singleto, com
deslocamento quimico de 2,29 ppm que pode representar um possivel subproduto
contaminante, o grupo metil de 6 e/ou 7-metil-pteridina.

Na caracterizacio por RMN de **C do composto 5 (Figura 11) pode-se atribuir os
sinais referentes ao C11 no deslocamento quimico igual a 62,59 ppm. Os demais sinais com
deslocamentos quimicos dentro da faixa de 120 a 165 ppm sdo referentes aos seis carbonos
aromaticos: C2, C4, C6, C7,C9 e C10, com deslocamentos de 162,95; 162,66; 154,96; 149,22;
148,55 e 120,83 ppm, respectivamente. H&4 um sinal com deslocamento igual a 20,86 referente
a um CHs, podendo tratar do mesmo contaminante citado anteriormente para o espectro de
RMN de H.
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Figura 11. Espectros de RMN de *H e de *3C referentes ao composto 5
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O baixo rendimento de produto impuro formado nesta reagdo pode ser explicado
devido a uma falta de controle da regiosseletividade de condensacéo, levando a formagéo de
produtos 6 e 7 substituidos. De acordo com Piper e Montgomery (1977), além da formacdo do
produto desejado (2,4-diamino-6-(hidroximetil)-pteridina), nesta reacdo também podem ser
formados  2,4-diamino-7-(hidroximetil)-pteridina, 2,4-diamino-6-metilpteridina e 2,4-
diamino-7-metilpteridina (Figura 12). Acredita-se que o0s isdmeros metil substituidos
(metilpteridinas) sdo os responsaveis pelos sinais de grupos metil presentes nos espectros de

RMN de *H e de 3C apresentados anteriormente.

Figura 12. Subprodutos possiveis para a reacao de condensacdo da 2,4,5,6-
tetraminopirimidina com dihidroxiacetona
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Fonte: Elaborada pela autora

Baugh e Shaw (1964) e outros autores discutiram alguns fatores que podem
influenciar na formacdo desses subprodutos. Um fator trata-sedo controle do pH da reacéo.
Baugh e Shaw (1964) discutiram sobre um equilibrio quimico existente entre
dihidroxiacetona (3) e gliceraldeido (47) (Figura 13). Em pH &cido, esse equilibrio esta
deslocado para maior conversdo a forma gliceraldeido, e em pH basico o equilibrio esta
deslocado para a forma dihidroxiacetona. O pH acido favorece a formacdo do intermediario
metilglioxal (48) por meio de uma desidratagdo, em ambos os isdmeros, o qué resulta na
formacdo dos subprodutos 2,4-diamino-6-metilpteridina e 2,4-diamino-7-metilpteridina

durante a reacdo. Por outro lado, condi¢fes basicas ndo favorecem a formagdo do
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intermediario metilglioxal, porém, a tetraaminopirimidina (material de partida 1e 2) é instavel

nessas condicdes.

Figura 13. Equilibrio dihidroxiacetona/ gliceraldeido
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Fonte: Adaptado de BAUGH E SHAW(1964)

Outro fator a ser observado a fim de evitar a formacdo de subproduto ¢ a auséncia
de anions divalentes no meio reagente, pois esses favorecem a isomerizacdo inadequada,
resultando na formacdo do subproduto 2,4-diamino-7-(hidréximetil)-pteridina (Figura 12)
(PIPER e MONTGOMERY, 1977; ELLARD, 1978). Na primeira etapa da reacdo
demonstrada no Esquema 1 (péagina 41), ocorreu a troca do contra-ion sulfato (SOs%*) pelo
cloreto (CI"), para obtencdo do cloridrato de 2,4,5,6-tetraminopirimidina 2, empregando-se
BaCl, como reagente, em meio aquoso, formando sulfato de bario (BaSO4), um s6lido
branco, que é insolivel em meio aquoso e precipita, sendo retirado do meio reagente por
filtracdo. A retirada do ion sulfato, um anion divalente, é importante para evitar a formacéo do
possivel subproduto 2,4-diamino-7-(hidréximetil)-pteridina, na etapa seguinte da sintese.
Durante as tentativas de sintese do produto desejado (2,4-diamino-6-(hidréximetil)-pteridina)
realizadas neste trabalho, observou-se que o filtrado obtido possuia um aspecto turvo,
indicando que n&o foi removido todo o BaSO4 do meio reagente, o que pode ter implicado na

formacdo do subproduto citado.

Além dos ions divalentes, outro fator importante a ser observado, a fim de evitar a
formacédo de subprodutos,que foi discutido por Ellard (1978) e Piper e Montgomery (1977) €

a eliminagé@o do tampdo acetato para a melhoria do rendimento da reacdo, pois a isomerizacao
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para a formacdo de subprodutos é catalisada pela presenca de ion acetato. Segundo estes
autores, a eliminacdo do tampdo € indispensavel para se atingir um bom rendimento da

reacao.

Ellard (1978) discutiu ainda que, na reacdo realizada por Baugh e Shaw (1964),
ndo houve o controle do pH. Foi detectado por este mesmo autor que o isdbmero 2,4-diamono-
7-(hidroximetil)-pteridina é favorecido em pH mais alto e osubproduto 2,4-diamino-6-

metilpteridina é favorecido em pH mais baixo.

Em novas tentativas de obtencdo do 2,4-diamino-6-(hidréximetil)-pteridina, no
presente trabalho, foi observado que o pH da solucdo obtida, apds a remocdo do sulfato de
bario por filtracdo, estava em torno de 1, sendo, portanto, necessaria uma corre¢do do pH
utilizando-se, por exemplo, solucdo aquosa de NaOH. Desta forma, verifica-se que o pH ¢
fator critico na reagéo. Ellard (1976 e 1981) realizou dois trabalhos nos quais definiu dois
valores de pH adequados para a realizacdo dessa reacdo. No primeiro trabalho (1976) foi
estabelecido o pH de 5,5 com variacdo de 0,2. No segundo trabalho (1981) foi estabelecido o
pH de 3, o qual resultouem um rendimento de reacdo de 60-70%, com uma proporc¢éo de 2,4-

diamino-pteridinas substituidas 6-hidroximetil /7-hidroximetil de 20:1.

A utilizacdo da cisteina na reacéo realizada, conforme proposto por Baugh e Shaw
(1964), também é questionavel. A funcdo da cisteina no meio reagente, segundo Baugh e
Shaw (1964), é atuar como um antioxidante, protegendo o material de partida 1 da auto
condensacgdo que forneceria um produto denominado pirimido-pteridina (Figura 14), além de
participar da reacdo para formacdo do intermediario hidroxi-metil-glioxal (Esquema 5, pagina
54). O mercaptoetanol foi utilizado anteriormente como agente antioxidante nesta reacao,
porém, caracteristicas como sua volatilidade e a formacdo de espuma na mistura reagente
fizeram com que fosse substituido pela cisteina. Entretanto, Peter e Merrath (1993)
desenvolveram uma metodologia na qual ndo foi necesséria a adicdo de nenhuma substancia
antioxidante ao meio reagente e a reacdo foi realizada em um sistema aberto, no qual o ar
atmosférico e o pH basico forneceram as condi¢bes para ocorrer a oxidacdo adequada ao

fechamento do anelpteridina.
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Figura 14. Estrutura quimica da pirimido-pteridina

k \\N

Fonte: Elaborado pela autora

NH2

Por fim, outro fator a ser abordado que também pode ter colaborado para o baixo
rendimento da reacdo, diz respeito a adicdo da dihidroxiacetona. No procedimento seguido
neste trabalho, a solu¢do de dihidroxiacetona foram adicionados os demais reagentes (item
4.3), porém, Peter e Merrath (1993) dizem que outro fator essencial para 0 sucesso dessa
reacdo é a adicdo da dihidroxiacetona, que deve ser realizada lentamente ao meio reagente.

O composto5 e insolivel em agua fria, dessa forma, ao fim da reacdo o sistema
reagente foi levado a geladeira para favorecer a precipitacdo desse composto. A purificacdo
do composto 5 foi realizada por meio de recristalizacdo, que envolveu a dissolugdo desse
composto em agua destilada sob aquecimento e com adi¢do de solucdo aquosa de NaOH 5 M.
A solucdo obtida foi filtrada a vacuo e a quente, utilizando carvdo ativo para adsorver
impurezas presentes na solucdo do produto. Em seguida, fez-se a corre¢do do pH da solucéo
contendo o composto 5 para 6, utilizando solucdo aquosa de HCI 1 mol/L para favorecer, mais

uma vez, a precipitacdo desse composto apos resfriamento do filtrado.

Piper e Montgomery (1977) discutiram a reacdo descrita por Baugh e Shaw
(1964), por meio da analise de espectros de RMN de 'H do produto bruto da reacdo e
concluiram que, apesar da formacdo de diferentes subprodutos, a formacdo do produto
desejado, 2,4-diamino-6-(hidroximetil)-pteridina, ocorreu como produto majoritario. Nesse
sentido, devem-se ajustar as condicdes dessa reacdo para que se possa exercer maior controle

sobre o curso da sintese da pteridina.
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5.4REACAO PARA OBTENCAO DO COMPOSTO 2,4-DIAMINO-6-(BROMOMETIL)-
PTERIDINA

A rota de sintese proposta inicialmente (Esquema 1, pagina 41) foi modificada em
relacdo a sintese do composto 6, inicialmente planejado como um composto mesilado, sendo

modificado para um composto bromado 16 (Figura 15).

Figura 15. Estrutura quimica do 2,4-diamino-6-(bromometil)-pteridina
NH,
N
INIE Br
)|\ “ =
H,N~ "N~ °N

Fonte: Elaborada pela autora

O intuito dessa etapa de sintese seria a formacdo de um bom grupo abandonador
(mesilato) para as posteriores reacdes de substituicdo nucleofilica com os fenolatos (7a, 7b e
7¢). A mudanca foi necessaria, pois apés a obtencdo do composto 5, verificou-se que o0
mesmo nao é solivel em diclorometano, solvente que seria utilizado na reacdo de mesilacéo.
O composto 5 também ndo é solivel em varios outros solventes organicos que poderiam
substituir o diclorometano na reacdo de mesilacdo da rota de sintese proposta inicialmente,
conforme dados de solubilidade do desse compostoencontrados na literatura. Dessa forma,
realizou-se uma reacao para a bromacdo do composto 5, utilizando solu¢do aquosa de &cido
bromidrico 48% e aquecimento da mistura reagente. A reacdo gerou um sélido preto que ndo
pode ser purificado. Portanto, ndo foi possivel obter o composto bromado 16. O mecanismo

de reacdo proposto esta representado no Esquema 7.

Esquema 7. Mecanismo da reacdo de formacdo do composto 16
NH,

‘Br:
N N WA N + H DN
N7 X jAoH HBr — » I\i A j/},(l) I\|I j/\Br
| ) )\ = = H )\ Z Z
HzN)\N/ N7 LN~ N7 N HN~ N7 N
5

16

Fonte: Elaborado pela autora
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A ndo obtencdo do composto 16 pode estar associada, em primeira anélise, a
baixa pureza e quantidade do composto 5 no meio reagente, como discutido no item 5.3 do
presente trabalho. Em segunda andlise, existem na literatura outras metodologias que
melhoram as condicGes desta reagdo, tornando tangivel a obtencdo do composto 16. Ellard
(1976) e Piper e Montgomery (1977) apresentaram uma metodologia na qual a converséo do
2,4-diamino-6-(hidroximetil)-pteridina em 2,4-diamino-6-(bromometil)-pteridina ocorreu
utilizando o reagente trifenildibromofosforano em dimetilacetamida (DMAC) como solvente,
na proporcdo de 3:1 (trifenildibromofosforano : 2,4-diamino-6-(hidroximetil)-pteridina), a
50°C, o qual além de fornecer o grupo bromometil na posicdo 6 do anel 2,4-diamino-
pteridina, também protegeu as aminas primarias das posi¢cdes 2 e 4 durante a alquilacdo, que
seria a proxima etapa de sintese, por meio da formacéao de fosfazinas (Figura 16).

Figura 16. Formagéo do composto 16 utilizando o trifenildibromofosforano

NH2 N:PPh3

N
N/S/:Nj/\cﬂzoﬂ + 3 Ph3PBrn DPMAc N)\I j/\CHZBr
)‘\ = = )‘\ Z =

H,N~ >N °N°  HBr Phsp=N" >N~ “N°  HBr
5 16

Fonte: Adaptado de ELLARD (1976)

A presenca destes grupos protetores preveniu a alquilacdo das aminas primarias.
A desprotecdo, de acordo com o autor, deveria ocorrer apos a reacao de alquilacdo por meio

de uma hidrolise acida.

Piper e Montgomery (1977) afirmaram ainda que, o tratamento da 2,4-diamino- 6-
(hidréximetil)-pteridina (5) com HBr, da forma como realizado neste trabalho, pode fornecer
0 composto 16, porem em baixo rendimento (aproximadamente 11%). J& o0 método alternativo
proposto por eles, utilizando o trifenildibromofosforano, forneceu um rendimento em torno de
50%.
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5.5.0BTENCAO DA 2,4-DIAMINO-6-(HIDROXIMETIL)-PTERIDINA COM AS
CONDICOES DE REACAO AJUSTADAS

Para a obtencdo de melhores resultados na sintese do composto 5 e, desta forma,
prosseguir com a rota de sintese proposta, uma nova tentativa foi realizada, desta vez com

modificagOes dos pontos discutidos no item 5.3 do presente trabalho (Figura 17).
Figura 17. Reag&o para a sintese da 2,4-diamino-6-(hidroximetil)-pteridina

NH, H,
NH,

NH
BaCl 2 N
)\ —2> )\ i 3N)Y j/\
H,N

.H,S0, . 2HCI

H,

5
2
Fonte: Elaborado pela autora

Assim como descrito no item 4.3 da metodologia, em um erlenmeyer adicionou-se
0 material de partida 1 em agua e o BaCl, também dissolvido em agua. A mistura reagente foi
colocada em banho-maria por 10 minutos. Ao resfriar a mistura reagente, observou-se a
formacdo de um precipitado branco BaSOa. A partir desta etapa da reagdo, o procedimento
apresentou modificacdes. Filtrou-se a mistura obtida repetidas vezes para eliminacao
completa do BaSOs. Mediu-se o pH do filtrado, que estava em torno de 1, portanto,
adicionou-se  NaOH 5 mol/L para atingir um pH de 3. Apds, adicionou-se a
dihidroxiacetona3, previamente dissolvida em &gua. A adicdo ocorreu por gotejamento,
durante uma hora, sob agitacdo vigorosa constante. Ao término da adicdo de 3, a solucdo
reagente foi mantida sob agitacdo magnética e com o sistema reagente aberto, durante 22
horas. Apoés este periodo, saturou-se a solucdo reagente com cloreto de sddio e corrigiu-se o
pH da solucdo para 7-8 utilizando-se NaOH 5mol/L. O sistema reagente foi deixado sob
refrigeracdo por 5 dias em frasco tampado e protegido da luz com papel aluminio. Observou-
se a formacdo de um precipitado marrom que foi removido por filtracdo a vacuo, e seco sob

Vacuo.

O composto 5 foi obtido em 48,65% de rendimento e foi caracterizado por RMN
de *H e de 3C (Figura 18). Pode-se notar que 0s espectros apresentaram-se mais limpos, com

sinais mais bem resolvidos, quando comparados aos espectros da Figura 11, o que indica
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maior pureza do produto. O mecanismo proposto para a reagdo de obtengcdo do composto 5

(Figura 17), ap0s ajustar as condi¢des de reacdo, esta representado no Esquema 8.

Esquema 8. Mecanismo proposto para a reagdo com condigdes ajustadas

51

xﬁ f— xﬁ f"“ﬁ xtAfOH*xN{V g

" OH,

56 57 58 1
NH,
SO Adie t M
zN)\N/ N/ )\
5

Fonte: Elaborado pela autora



Figura 18. Espectros de RMN de *H e de 13C referentes ao composto 5 com condi¢des reacionais ajustadas
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No espectro de RMN do *H pode-se observar o dupleto referente ao H11 em 4,56
ppm. Neste espectro foi possivel observar o tripleto referente ao hidrogénio ligado ao
oxigénio da hidroxila, em 5,42 ppm. Os dois singletos observados em 6,54 e em 7,55ppm
referem-se aos hidrogénios dos gruposamino. E o singleto observado em 8,68 ppm, refere-se
ao H7.

Na caracterizagio por RMN de 3C atribui-se o sinal referenteao C11 em 62,58
ppm. Os sinais referentes aos seis carbonos arométicos: C2, C4, C6, C7, C9 e C10,
apresentaram os deslocamentos de 162,92; 162,86; 149,21; 148,62; 155,28 e 120,77 ppm,
respectivamente. Observou-se um sinal em 20,82 ppm que pode ser atribuido ao grupo metil
dos subprodutos metilpteridina, sendo que o sinal referente a esse grupo no espectro de RMN
de H pode ter sido encoberto pelo sinal do solvente (DMSO-D6), que aparece em 2,50 ppm.
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6. CONCLUSAO

Por meio do desenvolvimento do presente trabalho foi possivel planejar a sintese
de novas moléculas com potencial atividade antitumoral, tendo como protétipo a molécula do
metotrexato. As modificacGes propostas visaram a obtencdo de moléculas com melhores
caracteristicas farmacocinéticas que o metotrexato, a fim de aumentaro acesso dessasao local

de acdo e, assim, potencializar a atividade antitumoral.

Neste trabalho também foi possivel sintetizar os compostos fendlicos a partir dos
quais podem ser obtidos os fenolatos 7a, 7b e 7c¢,que serdo empregados na sintese dos novos
analogos do metotrexato planejados (8a, 8b e 8c). Os compostos fendlicos a partir dos quais
podem ser obtidos os fenolatos7b e 7c¢ séo inéditos e foram obtidos em bons rendimentos.
Também foi possivel aperfei¢oar as condicdes de reacdo para a obtencédo do intermediario de
sintese 2,4-diamino-6-(hidroximetil)-pteridina (5) que sera empregado para a sintese do 2,4-
diamino-6-(bromometil)-pteridina (16), intermediario chave, cuja metodologia de sintese
devera ser adequada conforme encontrado na literatura. Acredita-se que,apds as adequacdes
nessa metodologia, os novos analogos do metotrexato planejados (8a, 8b e 8c) serdo obtidos.
Apos a purificacdo e a caracterizacdodesses andlogos, por meio detécnicas cromatograficas e
espectroscopicas, sera possivel avaliar a atividade antitumoral in vitro e a seletividade, e
estudar o mecanismo pelo qual essa atividade ocorrera, caso ela seja demonstrada pelos

analogos.

A relevancia do tema desenvolvido neste trabalho reside no emprego da sintese
organica para o desenvolvimento de novos agentes terapéuticos que sejam mais eficazes, mais
seletivos e, portanto, mais seguros no tratamento do cancer, uma doenca que apresenta grande

impacto econdmico e em saude publica em varios paises no mundo.

A elaboracdo deste trabalho de conclusdo de curso me possibilitou ampliar meus
conhecimentos na area de pesquisa, por meio do contato com textos cientificos, equipamentos
e diferentes metodologias empregado sem sintese organica. As vivéncias contribuiram de
forma significativa para a minha formacéo, sendo que as experiéncias adquiridas durante este

tempo ajudaram a me abrir portas para o mercado de trabalho.
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7. PERSPECTIVAS FUTURAS

Frente aos resultados obtidos no presente trabalho, tém-se as

seguintesperspectivas futuras:

i.  Modificagdes na metodologia para obtencdo e sintese do intermediério chave, 2,4-

diamino-6-(bromometil)-pteridinal6;

ii.  Realizagdo da reacdo de Willianson entre fenolatos7a, 7b e 7ce o intermediario 16para
obtencédo dos novos analogos 8a, 8b e 8c;

iii.  Caracterizacdo estrutural dos novos andlogos obtidos por meio de métodos
cromatogréaficos e espectroscopicos;

iv.  Envio dos novos analogos obtidos para avaliacdo da atividade antitumoral in vitro e da
seletividade;

v.  Estudo do mecanismo de acdo por meio do qual se da atividade antitumoral, caso algum

analogo apresente essa atividade.
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ANEXOS

Anexo 1. Espectro de RMN de *H do composto 10 (400 MHz, CsDsN)
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Anexo 2. Espectro de RMN de **C do composto 10 (100,64 MHz, CsDsN)
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Anexo 3. Espectro de RMN de *H do composto 13 (200 MHz, CDs0D)
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Anexo 4.Espectro de RMN de *3C do composto 13 (50,32 MHz, CD30D)
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Anexo 5. Espectro de RMN de *H do composto15 (200 MHz, CDs;OD)
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Anexo 6. Espectro de RMN de **C do composto15 (50,32 MHz, CD30D)
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Anexo 7. Espectro de massa do composto 15 do modo SIM
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