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RESUMO

NUNES, P. S. G. Sintese de novas quinazolinas para tratamento de
tumores sob hipdxia e nitroimidazol para diagnéstico por PET. 2018. 187 f.
Tese. Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — Universidade
de S&o Paulo, Ribeirdo Preto, 2018.

O tumor sob hipOxia apresenta resisténcia a terapia antitumoral convencional
por diferentes mecanismos. O uso de métodos diagnésticos moleculares nédo
invasivos, como imagem por PET, permite a identificacdo de tumores sob
hipoxia e auxilia no delineamento da estratégia terapéutica mais adequada.
Atualmente, diversas pesquisas tém demonstrado alternativas ao tratamento de
tumores sob hipdxia, explorando caracteristicas como, potencial redutor do
tumor e inibicdo de mecanismos de adaptacédo celular para a sobrevivéncia sob
essa condicao. Assim, neste trabalho foi realizada a sintese e avaliacéo in vivo
de novo derivado 2-nitroimidazol, contendo o grupo hidrofilico zwiteribnico
amoniometil-trifluoroborato (AMBF3), 8F-AmBFz-bu-2NI, com potencial para
geracdo de imagens de tumores sob hipoxia. O composto AmBFz-bu-2NI foi
facilmente preparado em 4 etapas sintéticas. A marcacdo com '8F foi realizada
via reacdo de troca isotopica ®F-1°F e 8F-AmBFs-bu-2NI foi obtido em 14,8 +
0,4% de rendimento radioquimico (n = 3) com decaimento corrigido, 24,5 + 5,2
GBqg/pmol de atividade especifica e >99% de pureza radioquimica. Estudos de
imagem e biodistribuicdo ex vivo em camundongos, portando tumores HT-29,
demonstraram que 8F-AmBF3-bu-2NI possui rapido clearance do sangue, com
excrecdo pelas vias hepatobiliar e renal. No entanto, o tumor néo foi
visualizado em imagens de PET até 3 h pds-injecdo devido a baixa captacao
tumoral (0,54 = 0,13 e 0,19 £+ 0,04% Allg em 1 e 3 h pos-injecao,
respectivamente), devido a ndo difusdo de '®F-AmBFs-bu-2NI através da
membrana celular. Adicionalmente, compostos quinazolinicos com potencial
aplicacdo em diagnostico foram também sintetizados contendo unidades
biorredutives, nitro-benzil e nitro-imidazol, além de grupo fluoroetil, inicialmente
contendo 1°F (frio), como padrdo analitico para a sintese do radiotracador.
Entretanto, devido a formacéo de produtos volateis durante a radiossintese da
unidade 2-[*®F]fluoroetil 4-metilbenzenosulfonato (34*), para incorporacdo no
anel quinazolinico, a obtencéo do radiotracador e os correspondentes estudos
de biodistribuicdo e imagem n&o foram realizados. Em paralelo ao trabalho
anterior, foi realizada a sintese de um conjunto de 12 compostos aminotriazolil-
quinazolinicos com potencial atividade antitumoral, via reacdo de cicloadicao
CuAAC. Inicialmente todos derivados quinazolinicos obtidos no trabalho para
aplicac@o no diagnéstico foram testados em uma série de linhagens de células
tumorais sob condi¢cdes de normoxia e hipoxia (MDA-MB-231, SKBR3, BT474,
PC3, MKN45, U251, U87, MIA PaCa-2, Skmel37, e A549, na concentracao de
10 pM), empregando cisplatina como referéncia. Neste estudo, apenas 0s
derivados contendo grupo nitro-benzil-triazélico 61 e 63, apresentaram cerca
de 50% de inibicdo de células MKN45 em normoxia e 40% em células SKBR3
sob hipdxia, respectivamente. Na sequéncia, os 12 derivados aminotriazolil-
quinazolinicos foram submetidos a avaliacdo da citotoxicidade in vitro sob as
linhagens de células tumorais de mama (MDA-MB-231, SKBR3, BT474, na
concentracdo de 30 uM), empregado os controles positivos Erlotinib e



Lapatinib. Apenas o derivado contendo a funcao ftalimida 9, ndo substituido
nas posicdes C-6 e C-7 do anel quinazolinico, apresentou cerca de 60% de
inibicdo de células SKBR3 em hipoxia. Paralelamente, os derivados
aminotriazolil-quinazolinicos foram submetidos a avaliagcdo de triagem da
atividade inibitoria frente as quinases HER2, EGFR e PERK, na concentracao
de 10 pyM. Todavia, ndo houve inibicdo significativa nas enzimas avaliadas na
concentracdo testada. Novos ensaios estdo em andamento a fim de determinar
a capacidade dos compostos atuarem como inibidores do crescimento de
outras linhagens de células tumorais.

Palavras-chave: 1. Hipoxia tumoral, 2. Tomografia de Emissédo de Positron, 3.
Sintese Organica, 4. AMBF3, 5. Quinazolinas, 6. 2-nitroimidazol.



ABSTRACT

NUNES, P. S. G. Synthesis of novel quinazolines for the treatment of
tumors under hypoxia and nitroimidazole for diagnosis by PET. 2018. 187
f. Thesis (Doctoral). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto —
Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo Preto, 2018.

Tumor hypoxia is resistant to conventional antitumor therapy by different mechanisms.
The use of non-invasive molecular diagnostic methods, such as PET imaging,
allows the identification of tumors under hypoxia and assists in designing the
most appropriate therapeutic strategy. Currently, several researches have
provided alternative treatments for tumors under hypoxia, exploring some
specific properties, such as tumor reducing potential and inhibition of adaptive
mechanisms required for cell survival under hypoxia. Thus in this work, it was
performed the synthesis and in vivo evaluation of new 2-nitroimidazole
derivative, containing the zwitterionic hydrophilic group, ammonium methyl-
trifluoroborate (AMBF3), 18F-AmBFs-bu-2NI, with potential for tumor imaging in
hypoxia. The compound AmBFs-bu-2NI was easily prepared in four steps. 8F
labeling was conducted via ®F-°F isotope exchange reaction, and ®F-AmBFs-
bu-2NI was obtained in 14.8 £ 0.4% (n = 3) decay-corrected radiochemical yield
with 24.5 + 5.2 GBqg/umol specific activity and > 99% radiochemical purity.
Imaging and biodistribution ex vivo studies in HT-29 tumor-bearing mice
showed that 8F-AmBFz-bu-2NI cleared quickly from blood, and was excreted
via the hepatobiliary and renal pathways. However, tumor PET images were not
visualized until 3 h post-injection due to low tumor uptake (0.54 + 0.13 and 0.19
+ 0.04%ID/g at 1 h and 3 h post-injection, respectively) due to non-diffusion of
BE-AmBF3-bu-2NI through the cell membrane. Additionally, quinazolinic
compounds with potential diagnostic application were also synthesized
containing biorreductive units, nitrobenzyl and nitroimidazole, as well as a
fluoroethyl group, initially containing °F (cold), as an analytical standard for the
synthesis of the radiotracer. However, due to the formation of volatile products
during the radiosynthesis of the 2-['8F] fluoroethyl 4-methylbenzenesulfonate
(34*) unit, for incorporation into the quinazoline ring, the radiotracer preparation
and its corresponding biodistribution and imaging studies were not performed.
Concomitantly to the previous work, the synthesis of a set of 12 aminotriazolyl-
quinazoline compounds with potential antitumor activity was performed, via the
CUuAAC cycloaddition reaction. Initially, all quinazolinic derivatives obtained in
the work for application in the diagnosis were tested in a range of tumor cell
lines under normoxia and hypoxia conditions (MDA-MB-231, SKBR3, BT474,
PC3, MKN45, U251, U87, MIA PaCa-2, Skmel37, and A549, at 10 uM), using
cisplatin as a reference. In this study, only the derivatives bearing the
nitrobenzyltriazole group 61 and 63 showed about 50% inhibition of MKN45
cells in normoxia and 40% in SKBR3 cells under hypoxia, respectively. In the
sequence, the 12 aminotriazolyl-quinazoline derivatives were submitted to in
vitro cytotoxicity evaluation using breast tumor cell lines (MDA-MB-231, SKBR3,
BT474, at 30 uM), in the presence of the reference drugs Erlotinib and
Lapatinib. Only the derivative containing the phthalimide function 9,
unsubstituted at C-6 and C-7 positions of the quinazoline ring, displayed about
60% inhibition on SKBR3 cells under hypoxia. Concomitantly, the inhibitory



activity of these aminotriazolyl-quinazoline derivatives were also subjected to a
screening evaluation against the HER2, EGFR and PERK kinases, 10 uM.
However, there was no significant inhibition of these enzymes at the tested
concentration. New assays are ongoing to determine the inhibitory activity
under other tumor cell lines.

Keywords: Tumor hypoxia. 2, Positron Emission Tomography, 3. Organic
synthesis, 4. AMBFs3, 5. Quinazolines, 6. 2-nitroimidazole.
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1.INTRODUCAO




1.1 Cancer: Caracteristicas gerais

Céancer € um termo utilizado para denominar um conjunto de mais de
100 doencas, no qual células anormais ou que sofreram mutacdes apresentam
uma capacidade de replicacao intermitente (NCI, 2018). As alteracdes celulares
levam ao comprometimento de tecidos adjacentes e também podem atingir
outros tecidos, através da circulagdo sanguinea e/ou sistema linfatico pelo
processo de metastase (HANAHAN e WEINBERG, 2011).

O céncer origina-se de alteracdes genéticas ou epigenéticas resultantes
de fatores externos ou internos. Os fatores externos sdo classificados em
fatores fisicos, quimicos e biologicos tal como exposicéo a radiacdo ionizante,
gases téxicos e infeccdes virais, enquanto os internos referem-se a mutacdes
herdadas (NCI, 2018; FLAVAHAN; GASKELL e BERNSTEIN, 2017). As
mutacBes mais relevantes na progressdo do cancer tendem a afetar trés tipos
principais de genes: proto-oncogenes, genes supressores de tumor e genes de
reparo de DNA (NCI, 2018).

As principais caracteristicas comuns a maioria dos canceres, descritas
em maiores detalhes por Douglas Hanahan e Robert A. Weinberg (2011),
correspondem a: resisténcia a morte celular, inducdo de angiogénese, ativacao
de invasdo e metastase, imortalidade replicativa, evasao da resposta imune,
evasdo de supressores tumorais, sinal de proliferacdo continua e desregulacao
energética celular.

O método diagnostico padrdo-ouro de neoplasias soélidas é a bidpsia,
que é realizada por meio de andlise histolégica guiada por imuno-histoquimica
com a avaliacdo de caracteristicas morfolégicas e da capacidade de invasao.
Porém outras técnicas menos invasivas tém demonstrado alta relevancia no
auxilio do diagndéstico, tais como dosagem de biomarcadores sanguineos
(Figura 1) e exames de imagem. O uso dessas técnicas torna possivel o
acompanhamento da progressao dos tumores e a identificacdo de marcadores
moleculares para direcionar o tratamento mais adequado (WEBER;
HABERKORN e MIER, 2015).



Eséfago
Tiredide
CA 199
CEA CEA, NSE,
scc Tiroglobilina,
calcitronina
Bronquiolos/
Pulméo
NSE, SCC, CEA, Mama
Cyfra 21-1
TPA CA 15-3, CEA
Ducto biliar Figado

CA19-9, CEA,CA

724 AFP, CEA, Ferritina

Pancreas

Gastrointestinal

o

CA19-9, CEA

/ CEA, CA 199, CA
72-4
Carcinodide
5-HIAA P Qvario
CA 125, CA 15-3,
HE4, AFP
Bexiga/Corion

CEA, CA-50, Cyfra
21-1, NMP22

Cadlon

CEA, CA 19-9, CA-50

Cérvix/Utero

7

SCC, CEA Testiculo

AFP, Beta HCG

Prostata

SN

J

PSA, PCA3 OCaso

Osteocalcin

Melanoma

$-100

Figura 1. Exemplo de biomarcadores sanguineos de tumores. Figura adaptada de
https://tdlpathology.com/media/15854/tdl _tumourmarkers.jpg

Os exames de imagem por ultrassonografia, ressonancia magnética
nuclear (RMN), tomografia computadorizada (CT, do inglés: Computed
Tomography) e tomografia de emissdo de pdésitron (PET, do inglés: Positron
Emission Tomography), permitem a obtencdo de informacfes anatdmicas e
funcionais auxiliando na realizagdo da bidpsia e no monitoramento do
tratamento oncoldgico. Assim, estas ferramentas atuam de forma
complementar ao diagnodstico e permitem a obtencdo de dados que auxiliam
nas abordagens terapéuticas (WEISSLEDER e PITTET, 2008).


https://tdlpathology.com/media/15854/tdl_tumourmarkers.jpg

Devido as proprias caracteristicas do céancer, como instabilidade
gendbmica, 0 mesmo tipo de tumor pode apresentar caracteristicas
diversificadas dentre elas mutacdes ou microambientes hipoxicos, 0s quais
resultam em respostas diferentes a um determinado tratamento. Por exemplo,
as mutacoes ativadoras do gene KRAS resultam em ativagao constitutiva de
KRAS, portanto independente da regulacdo normal pelo receptor do fator de
crescimento epitelial (EGFR, do inglés: epidermal grow factor receptor). Os
canceres de colon com esta mutacdo tornam-se resistentes a farmacos que
inibem sua progressao via mecanismos anti-EGFR (MISALE et al., 2012).

Desta forma, a obtencdo de métodos diagndsticos moleculares que
permitam a identificacdo de caracteristicas tumorais, como estagio, origem
tecidual e mutacdes presentes, auxilia no delineamento da estratégia
terapéutica com a escolha de uma abordagem farmacoldgica mais adequada.
Sendo  assim, 0 desenvolvimento de ferramentas para a
diferenciacaol/estratificacdo tumoral se torna tdo importante quanto a obtencéo

de novos farmacos para o tratamento.

1.2 Hip6xia e Cancer

A hip6xia ou tensao baixa de oxigénio, abaixo do valor basal do érgao ou
tecido, € uma condicdo causada pela diminuicdo do aporte sanguineo para a
uma determinada regido do organismo (MUZ et al., 2015). Essa condicéo pode
surgir em tumores soélidos em resposta a alta proliferacdo celular, juntamente
com a presenca de uma vascularizacéo ineficiente (EALES; HOLLINSHEAD e
TENNANT, 2016).

Mesmo na presenca de oxigénio, a célula cancerigena ndo o utiliza para
obtencdo de energia. Apesar de ser energeticamente desfavoravel, o ATP é
obtido preferencialmente por meio da glicélise aerdbica, fenbmeno este
definido como efeito Warburg (WARBURG,1956). No entanto, a hipdxia tumoral
€ responsavel por diferentes alteracées na biologia do tumor, que contribuem
tanto com a sobrevida quanto com a agressividade do cancer (WILSON e HAY,
2011).

No tumor, a hipoxia seleciona células que expressem genes capazes de

favorecer: sobrevivéncia apoOs hipdxia seguida de reoxigenacdo, como



mutacOes TP53, (GRAEBER et al.,1996); mudancas na expressao génica que
suprimem a apoptose (ERLER et al., 2004) e permitem suportar a autofagia
(ROUSCHORP et al.,, 2010); e alteracbes anabdlicas no metabolismo central
(CAIRNS et al., 2011).

Além disso, a hipoxia colabora com a metastase tumoral estimulando a
angiogénese tumoral e promovendo a invasao celular, ainda suprimi a resposta
imunologica e aumenta a sinalizacdo mediada por receptores de tirosina
quinase (SEMENZA, 2000; YOTNDA et al., 2010; CHANG et al., 2011,
PENNACCHIETTI et al., 2003; WANG e OHH, 2010; WILSON e HAY, 2011).
Adicionalmente, o aumento da geracdo de espécies reativas de oxigénio (ROS,
do inglés reactive oxygen species) (GUZY et al., 2005) e a downregulation das
vias de reparo de DNA (BRISTOW et al., 2008), presentes nas células em
hipoxia, contribuem para a perda da estabilidade genémica.

As alteracdes causadas pela hipdxia conferem resisténcia a varias
abordagens terapéuticas empregadas na terapia antitumoral convencional do
cancer, como a radioterapia e antitumorais, por diferentes mecanismos (Tabela
1) (WILSON e HAY, 2011). Devido a estas caracteristicas, a hipdxia esta
correlacionada com um mau prognéstico em tumores sélidos tais como
relatado no carcinoma de colo do Utero, sarcomas e canceres de cabeca e
pescoco (FYLES et al., 2002; BRIZEL et al., 1997; NORDSMARK et al., 2005;
NORDSMARK et al., 2001; LIN e MAITY, 2015).



Tabela 1. Mecanismos de resisténcia dos farmacos antitumorais devido a presenca de

hipoxia.
?flgoxidaa Mecanismo Agentes Exemplo Referéncia
P afetados
Requer um
aumento de 2-3-
Falta de Radiacéo lonizante \éizr(;sdgaggse (GRAY etal.,
oxidacgao do Falha na indugéo & ara mo(r;te 1953)
DNA por de quebras no Eelular
radicais livres DNA .
por O, equivalente.
Antibiéticos que Bleomicina (TEICHER et
quebram DNA al., 1981)
. , (CHAN et al.,
Parada do ciclo Reparar antes da Fa_rm'acos, . _ 2010)
celular na fase X quimioterapicos 5-fluorouracila
G1 ou G2 progresséo para il leti
ou afase S ou M ciclo-seletivos
S oA . . KYLE l.,
Distancia da Exposicdo ao Farmacos que se (2007 eta
vasculatura farmaco ligam Taxanas )
(indireta) compromissada extensivamente em
células tumorais
Acidificacéo Farmacos basicos Doxorubicina (GERWECK et
extracelular Menor absorcéo al., 1999)

(indireta)

Resisténcia a

Selecao genética

(GRAEBER et

apoptose %ig;utantes Varios -- al.1996)
. Mutagéneses

Instabilidade L. (RICE et

genomica (2%I(l)\él)DRA et al., Varios Metotrexato al.,1986)

Supresséo de Downregulation Agentes que ) (BINDRA et al.,

reparo ao DNA  da MMR* metilam o DNA 2007)
tExpress?o dde Substratos de D bici (COMERFORD
Ar\aBrE:spor adores transportadores oxorubicina et al., 2002)

Estabilizacéo ABC

do HIF-1
Downregulation Qg?i?;ejudTaq;:bra Etoposida (WIRTHNER et
de NHEJ** DA P P al., 2008)

*MMR, reparo de incompatibilidade de DNA (MMR, do inglés: DNA mismatch repair); ** NHEJ,
unido de extremidade ndao-homologa (NHEJ, do inglés: Non-homologous end joining). Fonte:
Adaptado de WILSON e HAY, 2011.



As abordagens terapéuticas que exploram caracteristicas presentes em
tumores sob hipOxia estdo sobre intenso desenvolvimento com varios
compostos atualmente em ensaios clinicos (GUISE et al.,, 2014). Entre as
estratégias mais estudadas, esta o0 desenvolvimento de pré-farmacos
biorredutiveis, que explora o ambiente redutor que surge durante a hipdxia.
Nesta abordagem séo utilizados compostos contendo fun¢des nitro-aromaticos,
hidroquinonas, N-Oxidos heteroaromaticos e N-Oxidos alifaticos e metais de
transicdo, como cobalto e cobre (Figura 2), os quais sao alvos de diferentes
redutases intracelulares (CHEN e HU, 2009).
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Figura 2. Pré-farmacos biorredutores estudados para seletividade em tumores sob
hipdxia (Adaptado de WILSON e HAY, 2003).

Nas células em condi¢cdes de normdxia esses compostos sdo reduzidos
a intermediarios, geralmente por reducdo monoeletrénica, que sdo prontamente
reoxidados pelo oxigénio molecular. Por outro lado, em células sob hipoxia
apos os compostos sofrerem reducdo, normalmente ndo ha re-oxidacao efetiva
devido a baixa concentracdo de oxigénio. Assim, a reducao prossegue até a
geracdo de espécies citotdxicas ou liberacdo de compostos ativos (Figura 3)
(ABRANTES et al., 2009; FAILES e HAMBLEY, 2006).
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Figura 3. Mecanismo de ativacéo biorredutiva do inibidor de tirosina quinase EGFR
TH-4000. Adaptado de Phillips, 2016.

Outras estratégias exploram mecanismos de resposta a hipoxia: inibicao
da via do fator induzido por hipdxia-1 (HIF-1, do inglés: hypoxia-inducible factor
1), resposta a proteinas mal enoveladas (UPR, do inglés: unfolded protein
response) e da proteina alvo da rapamicina em mamiferos (mTOR, do inglés:
mammalian target of rapamycin) (WILSON e HAY, 2003).

1.3 Mecanismos de resposta celular a hipoxia

Na auséncia de oxigénio a principal via responsavel pela sobrevivéncia
da célula tumoral é a via HIF-1. O HIF-1 é uma proteina heterodimérica
constituida por duas subunidades o HIF-1a, regulada por oxigénio, e uma
subunidade de HIF-1B, constitutivamente expressa, presentes no citoplasma e
ndcleo, respectivamente. Sob condicbes de normodxia, a subunidade HIF-1a
sofre degradacao proteossomal apds hidroxilacéo por prolil hidroxilases (PHD),
que requerem oxigénio como cofator, e ligacdo ao complexo E3-ubiquitina
ligase von Hippel-Lindau (VHL) (SEMENZA, 2011) (Figuras 4 e 5).



—a
L=
p\/HL /’ Degradagdo
O‘v{O"{OH Oi*ol”or e “lFa
Y HIFa UbUbUb
. i —

NORMOXIA
HIFo. MRNA HIPOXIA

HIFa + ———>( HIFa
Tradugdo

Acumulagdo

Transcrigdo

Figura 4. Respostas da via HIF-1 sob condictes de hipdxia e normédxia. Elementos de
resposta a hipoxia (HREs, do inglés: Hypoxia Response Elements). P300/CBP: fatores
de transcricao.

Em condic@o de hipdxia, a hidroxilacdo do HIF-1a é reduzida resultando
em acumulo e dimerizacdo com o HIF-18, que leva a formacdo do HIF-1. O
heterodimero HIF-1 liga-se ao DNA, recruta proteinas coativadoras e ativa a
transcricdo de mais de 30 genes, que codificam proteinas envolvidas na
sobrevivéncia celular, angiogénese, reprogramacao metabdlica, imortalizacéo,
resisténcia a radiacdo e quimioterapia, invasdo e metastase (Figuras 4 e 5)
(VAUPEL e HARRISON, 2004). Embora alteracdes na via HIF-1 também
tenham sido relatadas de forma independente da hipdxia, essa via é
considerada uma das mais importantes na adaptacdo da célula tumoral a
hipoxia (SEMENZA, 2011).

Citoplasma 9 Lumém do RE 3]
.0 @

Degradag3o Perh Ny REstrss UPR D
- k/7 ~— \
D > |

=

[ )
b —
oYL S — > G o O s— 2 2
Transcrigio Tradugio
/ Y

J
n
J ’ﬁ ATF6 : A’N AAAA
n - *r)
J < // A v )
k /__/,',/ . A Tra:!ucao seletivade Traducao Global
i mRNA de mRNA
J Nicleo W}
L pE DO C OCOCOCOCOCoOCcCOoOCcCOC )lLﬁ 1 l
I Mecanismos de tolerdncia a hipoxia |
1 1 1 L
l Metabolismo | | Angiogénese | ] Autofagia | l Homeostase RE |

Figura 5. Esquema simplificado da participagéo das vias de adaptacéo da célula
tumoral a hipéxia. Adaptado de WOUTERS e KORITZINSKY, 2008.
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A via HIF-1 tem sido explorada para o desenvolvimento de novos
compostos para o tratamento do cancer através de diferentes mecanismos: i)
PT2385 inibe a dimerizacdo HIF-1a, atualmente em fase clinica |
(NCT02293980); ii) os analogos da geldamicina 17-AAG (tanespimicina) e 17-
DMAG (alvespimicina) promovem a degradacdo da HIFla independente da
VHL ao inibirem a chaperona Hsp90 (do inglés: Heat shock protein 90); e iii)
2ME2 inibe a sintese do HIF-1a, suprimindo a sua atividade de transcricdo
(Figura 6) (YU e TANG, 2017).

PT2385

17-DMAG

Figura 6. Compostos que atuam sobre a via HIF-1.

A hipoxia severa leva ao aumento dos niveis de proteinas desdobradas
no reticulo endoplasmatico ativando a via UPR, que € responsavel por
coordenar a capacidade de uma célula de responder ao estresse do reticulo
endoplasmatico (RE). O oxigénio atua como aceptor de elétrons terminal
preferencial no processo de enovelamento de proteinas no RE, assim a falta de
oxigénio é uma das causas da elevacédo de proteinas desenoveladas. De forma
geral, a via UPR atua apés o estresse do RE ativar os sensores de stress
ATF6, IRE1 e PERK, que resultam na producdo dos fatores de transcricdo
ATF6 (N), XBP1 e ATF4, respectivamente. Estes fatores sdo responsaveis pela
ativacdo de genes para restabelecer a homeostase pela supresséo da sintese
ou estimulacdo da degradacao de proteinas no RE, e ativacdo da apoptose e
autofagia (WALTER e RON, 2011) (Figura 5).

O uso de inibidores de ATF6, IRE1, PERK e proteossomais levam ao
aumento do estresse no RE, por exemplo, o bortezomibe (Figura 7), e podem

ser empregados no tratamento dos tumores sob hipdxia, por meio da inibicéo



11

da via da UPR impedindo que as células tumorais se adaptem neste processo
de hipoxia (Figura 5) (WILSON e HAY, 2003).

Outra via de crescente relevancia corresponde a via mTOR, que atua
como reguladora da energia celular e do status nutricional. Na hipoxia, a
atividade da quinase mTOR do complexo 1 (nTORC1) é restrita por multiplos
mecanismos, resultando na supressao da sintese proteica em uma extensao
que depende da severidade e duracdo da hipdxia. A restricdo da mTORCL1 leva
a traducdo seletiva de um subconjunto especifico de mRNA, o qual esta
incluido o mMRNA que traduz HIFla e o fator de crescimento endotelial e
vascular A (VEGFA, do inglés: Vascular Endothelial Growth Factor A) (Figura 5)
(WOUTERS e KORITZINSKY, 2008).

A modulacdo da mTORCL1 devido a presenca da hipdxia leva a inibicao
do crescimento do tumor, que pode ser uma resposta adaptativa frente as
limitacbes energéticas favorecendo a sobrevida de células hipoxicas e
dificultando prever as consequéncias de sua inibicdo. No entanto, pesquisas
realizadas com a rapamicina, um inibidor de mTORC1, e WYE 125132, inibidor
da quinase de mTOR, (Figura 7) apresentaram bons resultados em células sob
hipéxia ao exercerem efeitos antiproliferativos seletivos e bloquearem o
acumulo de HIFla, respectivamente (YU et al.,, 2010; PENCREACH et al.,
2009).

o}
Ne Ny

L
N

Bortezomibe Rapamicina WYE 125132

Figura 7. Inibidor proteossomal Bortezomibe e Inibidores da mTOR rapamicina e
WYE125132.

1.4 Quinases e relevancia na hipéxia

As quinases sdo enzimas que transferem grupos fosfato de moléculas

de ATP para substratos especificos, por meio de uma reacdo de fosforilacao
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(Figura 8). Os alvos mais conhecidos de quinases sdo os alcoois de residuos
de serina e treonina, e o grupo fenol de residuos de tirosina, presentes em
proteinas. A fosforilacdo destes residuos de aminoacidos por quinases
promove uma alteracéo significativa na proteina alvo, devido a insercéo de um
grupo volumoso contendo oxigénios carregados negativamente, em pH
fisiolégico. Portanto, as quinases ativam ou desativam enzimas ap0s promover
mudancas em sua estrutura terciaria, que irdo causar a exposicdo ou

fechamento do sitio ativo da enzima.
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Figura 8. Exemplo de reacao de fosforilagdo promovida por uma proteina quinase em
um residuo de serina. ADP: adenosina difosfato.

Em geral, os inibidores de quinases atuam no sitio de ligacdo do ATP.
De acordo com o modo de ligagcdo os inibidores sdo divididos em reversivel ou
irreversivel. Os inibidores irreversiveis ligam-se covalentemente aos residuos
de cisteina préximos ao sitio de ligacdo do ATP. Enquanto os inibidores
reversiveis tém diferentes modos de ligacdo sendo classificados em quatro
tipos I-1V, de acordo com a conformacdo da cavidade de ligacdo e de uma
sequéncia de aminoacidos denominada DFG (Aspartato (D), Fenilalanina (F) e
Glicina (G)), que controla o acesso do sitio ativo.

Os inibidores do tipo | ligam-se a forma ativa das quinases, e competem
com o ATP pelo sitio ativo. Os inibidores do tipo Il ligam-se a forma inativa das
quinases, assim atuam em cavidades especificas adjacentes ao sitio de ligacao
do ATP. Os inibidores do tipo Il ligam-se as cavidades alostéricas proximas ao
sitio de ATP, porém sem possuir nenhuma interagdo com o sitio de ligacdo do

ATP. Por fim, os inibidores do tipo IV atuam em sitios alostéricos localizados
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distante da cavidade de ligagdo do ATP (WU, NIELSEN e CLAUSEN, 2015)
(Figura 9).
A
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Figura 9. Caracteristicas de Inibidores de quinases. A. Representacdo dos tipos de
inibidores de quinases. B. Exemplos de inibidores de quinases, afatinibe, inibidor
irreversivel de da quinase EGFR; erlotinibe, inibidor do tipo | da proteina quinase
EGFR; imatinibe, inibidor do tipo Il da tirosina quinase ABL (Abelson proto-oncogene);
TAK-733, inibidor do tipo Ill da proteina quinase MEK (Proteino-quinases ativadas por
mitdgenos); e GNF-2, inibidor do tipo IV o qual estabiliza a Bcr-Abl. Adaptado de WU,
NIELSEN e CLAUSEN, 2015.

As quinases estdo envolvidas em diferentes estagios de adaptacéo
celular do cancer a ambientes de baixa oxigenacéo e participam de eventos
chaves durante a hipdxia, sendo assim, é evidente que sua regulacdo promova
relevantes resultados no tratamento antitumoral. Na literatura, existem relatos
de que inibidores das quinases mTORC1, EGFR, PIM (do inglés: Proviral
Integration site for Moloney murine leukemia virus), ataxia-telangiectasia
mutada (ATM) e Checkpoint 1 (CHK1), promovem a morte de células tumorais
sob hipdxia por diferentes mecanismos (MIN et al., 2016; PORE et al., 2006,
KARNTHALER-BENBAKKA et al., 2016; KARNTHALER-BENBAKKA et al.,
2014; HASVOLD et al., 2013; WARFEL et al., 2016; CAZARES-KORNER et al.,
2013; PHILLIPS, 2016).

Embora a inibicdo da quinase CHK1 tenha sido identificada como uma

terapia promissora para tumores sob hipdxia a inibicdo de CHK1 tem potencial
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de induzir instabilidade genbmica e contribui para a tumorigénese por afetar a
replicacdo normal e causar danos no DNA. Desta forma o grupo de pesquisa
de Stuart J. Conway (CAZARES-KORNER et al., 2013) obteve um pro-farmaco
biorredutivel, que apds ativacdo sob hipdxia libera seletivamente um inibidor
das quinases CHK1/Aurora A, via uma reacao espontanea de eliminacdo 1,6,
protegendo o tecido normal da instabilidade gendmica induzida pela terapia
(Figura 10).

(',\1)'<9 Q.
~ @ N ~ -
pn  HNT o NSO
p— ) p SN
P 0, Oz Ph— |
07 °N o N/)
Pro-farmaco do Inibidor CHK1
contendo unidade biorredutivel |

®
HNSOH Risg Ph

31
¥ N
HN >R
Ph
SN

H
N
|
—am ph—_ ]| J R1 = OH, R, = H (hidroxilamina)
o N/) 07 >N R4 & R, = O (nitroso)
R =R, =H (amina)
Inibidor CHK1

Figura 10. Mecanismo do inibidor de CHK1 CH-01 ativado por hipoxia.

Inibidores da tirosina quinase EGRF que atuam na hipoxia ao induzir a
sintese de fatores de crescimento (EGF e VEGF), dependente e independente
da via HIF1 (PORE et al., 2006), tem sido latenciados para ativacdo apos
biorreducédo em tumores sob hipoxia levando a obtencédo do composto TH4000
atualmente em estudos clinicos (Figura 3) e outros derivados como | e Il
(Figura 11) (PHILLIPS, 2016).
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Figura 11. Pro-farmacos ativados sob hipoxia para a inibicdo da EGFR e CHK1.

1.5 Diagnostico da hipdéxia tumoral

Atualmente, existem diversas técnicas disponiveis para obter um valor
absoluto ou relativo do estado de oxigenagdo dos tumores. Em uma revisao
recentemente, publicada por Amarnath Challapalli, Laurence Carroll e Eric O.
Aboagye (2017), sdo apresentadas as vantagens e desvantagens de cada
técnica questionando diferentes aspectos do microambiente hipdxico e
fornecendo informacdes sobre a hipoxia em diferentes locais. Os eletrodos de
oxigénio (Eppendorf probes), considerados atualmente como padrdo ouro, e
amostragem por OxyLite (técnica que emprega fibra O6tica) medem
predominantemente a hipdxia intersticial. Os marcadores extrinsecos, como
PET e SPECT (do inglés: Single Photon Emission Computed Tomograph),
caracterizam a hipdxia intracelular, sendo que estes dois Ultimos permitem a
quantificacdo e obtencdo de dados em escala macroscopica em regifes
tumorais. As técnicas de imagem por ressonancia magnética, BOLD (do inglés:
Blood oxygendependent level) e fracdo Oxy-R, permitem a avaliacdo da
oxigenagdo sanguinea, enquanto os métodos indiretos de adaptacdes
moleculares induzidos por hipdéxia, expressao de GLUT1 e CA9, também tém
sido utilizados como marcadores de oxigenacdo tumoral (CHALLAPALLI;
CARROLL e ABOAGYE, 2017).
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1.5.1 Identificacdo da hipoxia tumoral por PET

PET é uma ferramenta que possibilita a visualizacdo e quantificacdo de
processos celulares e moleculares de forma néo invasiva com a obtencéo de
imagens, a partir de radiofarmacos/radiotracadores contendo radionuclideos
emissores de positrons, utilizados em concentragdes picomolar. De maneira
geral, esses radionuclideos ao decair emitem particulas de pdsitrons (B+),
antielétron, os quais, ap0s encontrarem com um elétron préximo, sofrem uma
reacao de aniquilacdo e emitem radiacdo gama, que por sua vez é capitada e
traduzida em imagem, demonstrando a localizacdo do radiotracador apdés
biodistribuicéo in vivo (WEISSLEDER et al., 2010).

Devido a possibilidade de rastrear a localizacdo da molécula marcada e
avaliar sua cinética in vivo, PET tem demonstrado ampla aplicacdo na prética
clinica, pesquisa e desenvolvimento de novos farmacos. A técnica PET usando
farmacos antitumorais marcados (Figura 12), possibilita a realizacdo de
tratamentos personalizados com indicacdo da presenca e expressdao de
determinado alvo, sua possivel interacdo com o farmaco e a cinética da ligacéo
do composto in vivo. Por outro lado, quando aplicado na pesquisa e
desenvolvimento de novos farmacos, PET permite obtencdo de informacdes
sobre toxicidade, capacidade de transpor a barreira hematoencefalica e indicar
a presenca de mecanismos de resisténcia, por meio da observacdo das

imagens de captacédo do composto in vivo (SLOBBE et al., 2012).
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Figura 12. Alguns exemplos de farmacos inibidores de tirosina quinase (EGFR) marcados
com radionuclideos emissores de poésitron *'C e 8F (SLOBBE et al., 2012).
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Apesar de existir uma vasta lista de radionuclideos emissores de poésitron
(WEISSLEDER et al., 2010), as caracteristicas intrinsecas de tumores sob
hipéxia requerem que radionuclideos empregados para marcacdo da hipoxia
tumoral apresentem tempo de meia-vida que permitam longos periodos de
avaliagdo/biodistribuicdo, geralmente até de 4 h. Assim, atualmente tém sido
explorados os radionuclideos *8F, %4Cu, %8Ga, 1?4, os quais possuem 109,7 min,
12,7 h, 68 min, 4,176 dias de tempo de meia vida, respectivamente (WUEST e
WUEST, 2013).

De forma semelhante ao tratamento, os marcadores exdégenos contendo
54Cu e 8F, empregados para a identificacdo da hipéxia por PET, exploram o
potencial redutor de ambientes hipdxicos. Alguns exemplos sdo o [%*Cu]Cu-
ATSM, contendo o radionuclideo ©6‘Cu, e derivados nitroimidazoélicos
[1BF]FMISO, [8F]HX4, [*8F]EF5, [!8F]FAZA e ['8F]JFETNIM (Figura 13). Desta
forma, sob condicBes de hipdxia os radiofarmacos, contendo o grupo 2-
nitroimidazol biorredutivel, acumula-se no ambiente intracelular devido a
ocorréncia sequencial da reducdo do grupo nitro, presente no anel, a grupos
nitroso, hidroxiamina e amina por enzimas nitroredutases (Figura 14), levando
a formacéo de espécies reativas que sao covalentemente ligadas a proteinas
intracelulares. Em contrapartida, na presenca de oxigénio, o radical anion do
grupo nitro é re-oxidado e permite sua saida da célula para posterior excrecdo
(LOPCI et al., 2014).
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Figura 13. Radiofarmacos utilizados para geracdo de imagens hipdxia tumoral com
PET. AbreviacGes: [*®F]JFMISO: *®F-fluoromisonidazol; [*®F]EF5: 8F-2-2-(nitro-1 [H]-
imidazol-1-il)-N-(2,2,3,3,3-pentafluoropropilo)-acetamida; [8F]FAZA: 18F-
Fluoroazomicinarabinofuranosideo; [*®F]FETNIM: [*8F]fluoroeritronitroimidazol;
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[*8F]HX4: 18F-3-fluoro-2-(4-((2-nitro-1H-imidazol-1-il)metil)-1H-1,2,3-triazol-1-il)propan-
1-ol; [**Cu]Cu-ATSM: Cobre (Cu)-diacetil-bis (N4-metiltiosemicarbazona) (WUEST e
WUEST, 2013).
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Figura 14. Mecanismos de retencdo do derivado [**F]JFMISO em células em hipoxia.
Adaptada de WUEST e WUEST (2013).

Primeiramente relatado pelo grupo de Welch em 1986, o derivado de 2-
nitroimidazol [*¥F]JFMISO (Figura 13) ainda é considerado o tracador padréo-
ouro para imagens de hipéxia empregando PET (JERABEK et al., 1986).

No entanto, o [*®F]FMISO é excretado lentamente do sangue e tecidos
normais e, portanto, as imagens sdo normalmente adquiridas em até 4 h apos
a injecdo (ABOLMAALI et al., 2011). O clearance lento do [*¥F]JFMISO dos
tecidos também leva a um menor contraste de fundo para o tumor.

Consequentemente, uma baixa razdo tumor-para-fundo (1,2-1,4) é
usada como corte para identificar a presenca de hipdxia (RASEY et al., 1996.;
LEE et al., 2008). A otimizacdo farmacocinética levou a descoberta de novos
tracadores, incluindo FAZA e HX4 marcados com F (Figura 13) (PIERT et al.,
2005; DUBOIS et al., 2011). Esses novos tracadores foram projetados para
obtencdo de uma depuracdo/clearance mais rapida dos tecidos de fundo,
melhorar o contraste entre tumor e o fundo e possibilitar a geracao de imagens

com menor tempo de aquisicao.

1.6 Justificativa

A preparacdo de derivado biorredutor de 2-nitroimidazol, para o
diagndstico da hipoxia tumoral por PET, deve explorar novo radiotracador que
apresente menor tempo para a aquisicdo de imagem e maior facilidade
sintética. Assim, a recente descricdo do método de marcagdo por meio de
reacdo de troca isotopica de '8F-1°F em 1 etapa (LIU et al., 2015; LIU et al.,
2014), empregando um derivado contendo fungéo trifluorborato, tornou-se

atrativa, considerando que o precursor trifluorborato, necessario para geracéo
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do produto marcado, também atua como padréo nao radioativo para os devidos
fins analiticos. Adicionalmente, a funcdo AmBFs é um zwitterion e a
incorporacdo da porgcdo zwitterion num marcador aumentaria a hidrofilicidade
total da molécula resultante e poderia facilitar sua eliminacdo do sangue e dos
tecidos de fundo. Portanto, neste estudo, foi investigado o derivado de AmBF3
de 2-nitroimidazol (Figura 15) que poderia ser marcado com 8F em 1 etapa,

via reacgédo de troca isotopica 8F-1°F.
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Figura 15. Derivado de AmBF; de 2-nitroimidazol proposto *F-AmBFs-bu-2NI.

Com base na importancia da marcacdo de moléculas com 8F para
obtencdo de compostos com finalidade diagndstica por PET e na utilizacdo de
unidades biorredutiveis para direcionamento e retencdo de radiomarcadores
em tumores em hipdxia, no presente trabalho foi explorando a inclusédo do fltor,
via insercdo da unidade etileno flior e a avaliacdo de diferentes unidades
biorredutiveis introduzidas em um esqueleto comum de quinazolina. As
unidades biorredutiveis, como: (i) derivado p-nitro-benzilico, com
decomposicéo via eliminacéo 1,6 ou (ii) nitroimidazol, degradado a subprodutos
polares e reativos, atuariam promovendo a liberagéo e retencdo de quinazolina
marcada no interior da célula tumoral sob hipéxia (BOLTON e MCCLELLAND,
1989; KIZAKA-KONDOH e KONSE-NAGASAWA, 2009; HALL e WILKINSON,
2012) (Figura 16).
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Figura 16. Estrutura geral da cadeia de quinazolina com substituintes em C-4, C-6 e
C-7, contendo o grupo biorredutor 2-([4-nitrobenzilloxi)etanamina em C-4 e fluoroetil
em C-6.
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Desta forma, a evidente contribuicdo das quinazolinas como estrutura
base de compostos com propriedades antitumorais, observados em inibidores
de quinases, nos levou ndo apenas ao desenvolvimento de novos compostos
para o diagndstico da hipdxia tumoral por imagem por PET, mas também a
preparacao de derivados quinazolinicos com potencial atividade antitumoral.

Neste contexto, um novo perfil estrutural para inibicdo de quinases,
relevantes no tratamento da hipoxia tumoral foi explorado substituindo o grupo
anilina, presente na posicdo C-4 do anel quinazolina dos farmacos inibidores
de quinases, por grupo 4-aminometileno-1,2,3-triazélico, como possivel
bioiséstero (Figura 17). A auséncia de um padrdo estrutural estabelecido para
a inibicdo da quinase PERK e a versatilidade da reacdo de cicloadicédo
catalisada por cobre (I) (CUAAC, do inglés: Copper(l)-catalyzed Alkyne-Azide
Cycloaddition), conhecida como estratégia de “Click Chemistry”, para obtencao
de anéis triazélicos 1,4-dissubstituidos, podem justificar as modificacbes

propostas na Figura 17.
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Figura 17. Série de novos derivados 4-aminoquinazolina sintetizados.
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Nestes estudos, a identificacdo de compostos quinazolinicos capazes de
promover a morte de células tumorais sob hipodxia, via inibicdo da quinase
PERK e a marcacdo destes compostos com radionuclideos emissores de
pésitron poderdo fornecer uma ferramenta para a diferenciacao/estratificacdo

tumoral por PET e identificacdo da hipoxia tumoral de forma indireta.
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2.OBJETIVOS
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2.1 Objetivo Geral

Obtencdo de um novo radiotracador derivado de 2-nitroimidazol,

contendo um grupo AMBF3 para otimizar a depuragao e contraste tumoral para

o diagndstico de tumores sob hipoxia por PET. Avaliagdo de compostos

quinazolinicos contendo unidades biorredutiveis para o diagnostico da hipéxia

por

PET e substituintes 4-aminometileno-1,2,3-triazélicos possam ser

empregados no tratamento de tumores sob hipdxia.

2.20bjetivos especificos

a)

b)

d)

Sintese do precursor AmBF3-bu-2NI e radiossintese do ¥F-AmBFsz-bu-
2N, via reacdo de troca isotépica °F-18F;

Caracterizacdo das propriedades do novo tracador 8F-AmBFs-bu-2NI
em relacdo ao coeficiente de particdo (Log P), estabilidade em plasma
seguida da realizacdo de estudos de biodistribuicio e imagem por
PET/CT, bem como captacédo celular.

Desenvolvimento de estratégia sintética e preparacdo de biblioteca de
compostos 4-aminoquinazolinicos contendo fltor (*F e °F) e unidades
biorredutiveis ou triazélicas, com potencial uso no diagnéstico por PET e
possivel tratamento de tumores sob hipdxia;

Estudos de citotoxicidade dos compostos quinazolinicos em células
tumorais sob condi¢éo de hipdxia (1% de O2z) e normdxia (20% de O2);
Estudo dos mecanismos de acéo e identificacdo do alvo dos compostos

4-aminoquinazolinicos ativos.
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3. MATERIAIS E METODOS
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3.1 MATERIAIS
3.1.1. Aparelhagem Analitica

As andlises de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN), unidimensionais
e bidimensionais dos nulcleos de 'H, $C e '°F foram adquiridas com
espectrometros Bruker Avance (EUA) modelo DPX-300 MHz, DRX-400 MHz e
DRX-500 MHZ e espectrometro Bruker UltraShield 300 FT-NMR. Os
deslocamentos quimicos (&) estdo descritos em partes por milhdo (ppm) em
relacdo ao tetrametilsilano (TMS) ou traco residual do solvente empregado; a
multiplicidade dos sinais esta representada entre parénteses (s = simpleto, sl =
simpleto largo, d = dupleto, t = tripleto, g = quadupleto, quint = quintupleto, dd =
duplo dupleto, ddd = duplo duplo dupleto, tt = triplo tripleto, m = multipleto); a
constante de acoplamento (J), descrita em Hertz (Hz); e o numero de
hidrogénios deduzido a partir da integral relativa.

Os espectros de Infravermelho (IV) foram obtidos em Espectrometro de
Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR) Espectrofotdmetro de
Infravermelho por Transformada de Fourier, IRTracer-100 (Shimadzu), na
regido espectral de 4500 a 500 cm?, em celas ou em pastilhas de KBr, na
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto (USP).

Os dados de espectroscopia de massas de alta resolu¢cdo (HRMS, do
inglés: High Resolution Mass Spectrometry) foram obtidos em espectrémetro
de massas Bruker Daltonics, modelo micrOTOF-Q Il - ESI-Qgq-TOF e 4000
QTRAP AB SCIEX no modo de detecc¢ao positivo.

O 18F-Fluor foi produzido através da reacdo 2O (p, n) '8F usando um
ciclotron TR19 Advanced Cyclotron Systems Inc. (Richmond, BC, Canada). A
radioatividade foi medida usando um calibrador de dose CRC® - 25R / W da
Capintec (Ramsey, NJ, EUA), e a radioatividade de tecidos de camundongos
coletados de estudos de biodistribuicdo ex-vivo foi contada usando um
contador gama automatico Wizard2 2480, Perkin Elmer (Waltham, MA, EUA).
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3.1.2 Aparelhagem Laboratorial

a) Evaporadores rotatoérios: Buchi RE-121 e Biichi R-215;

b) Balancas: Mettler PE 400/Sartorius BP 121S e Mettler Toledo
Excellence;

c) Bomba de alto vacuo: Precision Model D 150;

d) Luz ultravioleta: Spectroline CM-10;

e) Reator para irradiacéo de micro-ondas CEM® Discover;

f) Centrifuga Eppendorf Modelo 5702;

g) Agitadores magnéticos IKA RCT Basic e Corning PC-320;

h) Estufa de esterilizacdo e secagem FANEM,;

i) Refrigerador MultifuncBes para Laboratorio Blichi;

J) Freezer ThermoFisher -25°C;

k) Capelas de exaustédo moduladas Braslab;

[) Cartuchos '8F Trap & Release (8 mg) foram comprados do ORTG Inc
(Oakdale, TN).

3.1.3 Purificagao/Isolamento

As purificacbes por cromatografia flash foram realizadas por
Cromatografia em Coluna Classica (CCC) empregando coluna de silica gel (40-
63 um) MERCK®, ou nos sistemas de purificacdo Biotage SP1-B2C e Biotage
Isolera One, empregando cartuchos de fase normal.

As purificag6es realizadas por CLAE foram feitas em um i) cromatdgrafo
Shimadzu (SCL-10AVP), acoplado a um detector com arranjo de diodos
(CLAE-DAD), detector UV-DAD (SDP-M10A), injetor automatico (SIL-10AF) e
controlados por software CLASS-VP 5.0, empregando coluna de fase reversa
(C-18) semi-preparativa (250 x 10 mm, 10 ym, Macherey-Nagel Nucleodur®)
e/ou ii) cromatografo Agilent usando o software Agilent ChemStation
empregando coluna semi-preparativa Phenomenex (Torrance, CA) (Luna C18,
5y, 250x10 mm) e coluna analitica Phenomenex (Luna C18, 5 y, 150x4,6 mm).

A purificagdo e controle de qualidade do derivado trifluorborato e seu
analogo marcado com 18F foram realizados em sistemas CLAE Agilent (Santa

Clara, CA, EUA) equipados com uma bomba quaternaria modelo 1200, um
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detector de absorbancia UV modelo 1200 e um detector de cintilagdo Nal
Bioscan (Washington DC, EUA). O detector de radiacéo foi conectado a um
sistema Flow-Count Bioscan B-FC-1000 e a saida do sistema Bioscan Flow
Count foi alimentada em uma interface Agilent 35900E, que converteu o sinal

analdgico em sinal digital.

3.1.4 Solventes, reagentes e outros materiais

a) Os solventes e reagentes comerciais, quando necessario, foram purificados
conforme métodos padronizados na literatura (ARMAREGO; CHAI, 2009);

b) As andlises de Cromatografia em Camada Delgada (CCD) foram realizadas
utilizando placas de silica-gel 60 GF254 da MERCK®;
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3.2 METODOS

3.2.1 Sintese

3.2.1.1 Sintese do derivado de 2-nitroimidazol AmBFs-bu-2NI

1-(4-bromobutil)-2-nitro-1H-imidazol (14)

O,N

N\)J\l/\/\/Br
Foi adicionado 1,4-dibromobutano (1,58 mL; 13,3 mmol; 3 eq.), 2-nitroimidazol
(13) (0,50 g; 4,4 mmol; 1 eq.) e carbonato de potassio (K2COs) (0,30 g; 2,21
mmol; 0,5 eq.) em DMF (3 mL) e agitado a temperatura ambiente durante 72 h.
A mistura foi diluida com em DCM e extraida com solucdo de NaCl saturado. A
camada de DCM foi seca com sulfato de magnésio anidro (MgSOa),
concentrada sob pressao reduzida e o residuo foi purificado por cromatografia
de coluna em silica gel flash (Hexano/AcOEt 1:1) para obter o 1- (4-bromobutil)
-2 -nitro-1H-imidazol (14) como um 6leo amarelo em 42% de rendimento (0,46
g; 1,87 mmol). RMN de *H (300 MHz, CDCls) 81 (ppm): 7,15 (1H; s); 7,11 (1H;
s); 4,46 (3H; t; J 7,2 Hz); 3,42 (2H; t; J 6,3 Hz); 2,10-1,98 (3H; m); 2,00-1,84
(2H; m). MS (ESI*): m/z [M+H]* calculado para C7H11BrNsO2*: 248,0;
encontrado: 248,0. Dados de acordo com a literatura (CHENG et al., 2014).

1-(4-N,N-dimetilaminobutil)-2-nitroimidazol (15)

O,N |

N\)/:,}(\/\/N\
Uma solucdo de dimetilamina a 2 mol.Lt em etanol (9,35 mL; 10,5 eq.) foi
adicionada ao composto 14 (0,44 g; 1,79 mmol; 1 eq.) em THF (15 mL) e
agitada durante 48 h. Apds o consumo do material de partida (monitorado por
CCD, DCM/MeOH 9: 1, Rt = 0,19), a mistura reacional foi concentrada sob
pressao reduzida. O residuo foi dissolvido em DCM (30 mL) e extraido com
solucdo aquosa de NaOH (0,5 M; 30 mL). A camada organica foi seca com
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MgSOa4 anidro e concentrada sob presséo reduzida para obtencédo do composto
15 como um 6leo amarelo em 85% de rendimento (0,32 g; 1,51 mmol). RMN de
'H (300 MHz, CDCI3) &1 (ppm): 7,13 (1H; s); 7,10 (s; 1H); 4,44 (2H; t; J 7,4
Hz); 2,29 (2H; t; J 7,1 Hz); 2,20 (6H; s); 1,89 (2H; q; J 7,5 Hz); 1,52 (2H; q; J 7,3
Hz). RMN de *3C (75 MHz, CDClz) dc (ppm): 128,3; 125,9; 58,7; 5,1, 45,3; 28,4;
24,4. MS (ESI*): m/z [M+H]* calculado para CeHi17N4O2*: 213,1; encontrado:
213,1.

1-(4-(N-trifluoroborilmetil-N,N-dimetilammonio)butil)-2-nitroimidazol (AmBF3-bu-

2NI)
OoN \/ T F
)/\N/\/\/g\/g\lz

=
Foi adicionado, gota a gota, de 2-(iodometil)-4,4,55-tetrametil-1,3,2-
dioxaborolano (0,42 g; 1,59 mmol; 1,1 eq) dissolvido em éter etilico anidro
(Et20) (1 mL) numa solugéo de 15 (0,31 g; 1,45 mmol; 1 eq) em Et20 anidro (2
mL). A solucdo resultante foi agitada durante 1 h a temperatura ambiente. O
precipitado amarelado formado foi centrifugado, descartado o sobrenadante,
lavado com Et2O (15 mL x 2) e seco sob alto vacuo para se obter o
intermediario, um sal iodeto de aménio quaternario 16, como um sélido branco
(417 mg). Este intermediario foi utilizado no passo seguinte sem qualquer
purificacéo adicional.

Uma solucéo aquosa de fluoreto de hidrogénio e potassio (KHF2) (3 M, 300 uL,
0,9 mmol, 4 eq) e HCI (4 M, 300 ul) foi adicionada a uma solugdo do
intermediario sal de aménio quaternério 16 (77 mg; 0,22 mmol; 1 eq.) em DMF
(600 pL) e agua deionizada (200 pl), e a mistura reacional resultante foi agitada
a 45 °C por 2 h. A reacao foi cessada pela adicdo de solucdo aquosa de
hidroxido de aménio (28%, 10 uL) e concentrada sob pressédo reduzida. O
residuo foi diluido com CHsCN (10 mL) e filtrado através de uma coluna de
silica gel. A solucdo foi concentrada sob pressdo reduzida e purificado por
CLAE (coluna semi-preparativa Luna C18, 4,5 mL / min, 2,5 - 20% CH3CN/H20

em 20 min, tr = 20,7 min). As fracdes do eluato contendo o produto desejado
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foram recolhidas e concentradas sob pressao reduzida para proporcionar
AmBFs-bu-2NI como um sélido branco em 90% de rendimento (58 mg; 0,20
mmol). RMN de H (300 MHz, CD3OD) &+ (ppm): 7,65 (1H; s); 7,16 (1H; s);
4,53 (2H; t; J 6,8 Hz); 3,40-3,26 (2H; m); 3,05 (6H; s); 2,42 (2H; d; J 4,6 Hz);
1,99-1,76 (4H, m). RMN de 3C (75 MHz, CD3CN) dc (ppm): 129,1; 128,3;
66,9; 54,2; 50,4; 27,9; 21,0. RMN de *°F (282 MHz, CD30OD) &F (ppm): -141,20.
MS (ESI): m/z [M-F]* calculado para CioHi1sBF2N4O2*: 275,1; encontrado:
275,1.

3.2.1.2 Sintese das quinazolinonas

6,7-dimetoxi-quinazolin-4(3H)-ona (20)

Uma mistura do &cido 2-amino-4,5-dimetoxibenzoico (19) (200 mg; 1,01 mmol)
em formamida (201 uL; 5,07 mmol) foi irradiada a 60 W, 150 °C, por 40 min.
Apoés alcancar a temperatura ambiente a mistura reacional foi diluida com
acetato de etila (AcOEt) 20 mL e concentrada sob presséo reduzida. O residuo
foi purificado por cromatografia em coluna de silica gel empregando o
cromatégrafo Biotage SP1-B2C ® [AcOEt: MeOH 0-10% (v/v), fluxo: 10 mL/min]
para a obtencdo do composto 6,7-dimetoxi-quinazolin-4(3H)-ona (20) como um
sélido marrom claro em 67% de rendimento (141 mg; 0,68 mmol; 67%). RMN
de 'H (400 MHz, DMSO-gs) dH (ppm): 12,10 (1H; s); 7,99 (1H; s); 7,43 (1H; s);
7,13 (1H; s); 3,90 (3H; s); 3,86 (3H, s). RMN de *C (101 MHz, DMSO-¢s) &c
(ppm): 160,1; 154,5; 148,6; 144,9; 143,9; 115,6; 108,0; 104,9; 56,0; 55,7.
Dados de acordo com a literatura (FORCELLINI et al. 2018).
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6-hidroxi-7-metoxi-quinazolin-4(3H)-ona (17)

o)
HO
D\Aﬂ“
~
o N

Procedimento | - A uma solugdo do composto 6,7-dimetoxi-quinazolin-4(3H)-
ona (20) (200 mg; 0,97 mmol) em &acido metanossulfénico (1,2 mL) foi
adicionado L-metionina (239 mg; 1,60 mmol). A mistura reacional foi aquecida a
120 °C e agitada por 25-30 h. A reacao foi resfriada a temperatura ambiente,
logo apos resfriada em banho de gelo e o pH ajustado para ~ 9 com solucao
aguosa de NaOH 40%. A suspensdo obtida foi concentrada sob presséo
reduzida e o residuo foi purificado por cromatografia de coluna em silica gel
[AcCOEt: MeOH (9,5:0,5)], fornecendo 17 em uma mistura de regioisdbmeros, em
rendimento quantitativo, na proporc¢éo 1: 0,3.

Procedimento Il - Uma mistura do acido 2-amino-5-hidroxi-4-metoxibenzoico
(31) (28 mg; 0,15 mmol) em formamida (30 pL; 0,76 mmol) com AcOH (9 pL;
0,15 mmol) foi irradiada a 60 W, 150 °C, por 20 min. Apds alcancar a
temperatura ambiente a mistura reacional foi diluida com AcOEt (10 mL) e
concentrada sob vacuo. O residuo resultante foi purificado por cromatografia
em coluna de silica gel [AcOEt: MeOH (9,5:0,5)] fornecendo o composto 6-
hidroxi-7-metoxi-quinazolin-4(3H)-ona (17) como um solido marrom em 74% de
rendimento (22 mg; 0,11 mmol). RMN de H (500 MHz, DMSO-gs) dH (ppm):
11,95 (1H; s); 9,83 (1H; s); 7,91 (1H; s); 7,37 (1H; s); 7,09 (1H; s); 3,89 (3H; s).
RMN de 3C (101 MHz, DMSO-¢s) &c (ppm): 160,0; 153,9; 146,6; 143,8; 143,0;
116,0; 108,7; 108,2; 55,8. HRMS (ES*): m/z [M+H]* calculado para CoHgN203":
193,0613; encontrado: 193,0605. Dados de acordo com a literatura (LUTH e
LOWE, 2008).



32

Acido 5-hidroxi-4-metoxi-2-nitrobenzoico (25)

O

Hojijk o

o NO,
Uma mistura de 4cido 4,5-dimetoxi-2-nitrobenzoico (24) (2,00 g; 9,39 mmol) em
solucdo aquosa de NaOH 6 mol.L* (8 mL) foi aquecida a 100 °C por 3 h,
resfriada a temperatura ambiente e vertida em uma mistura de acido cloridrico
concentrado (HCI 36%) e gelo (pH <2). A mistura foi extraida com AcOEt,
lavada com solugéo saturada de cloreto de sodio (NaCl), seca com sulfato de
magnésio (MgSOa), filtrada, e concentrada sob vacuo fornecendo o acido 5-
hidroxi-4-metoxi-2-nitrobenzéico (25) como um sélido amarelo em 91% de
rendimento (1,72 g; 8,07 mmol). RMN de 'H (300 MHz, CD30D) & (ppm): 7,55
(1H; s); 7,05 (1H; s); 3,96 (3H; s). RMN de 3C (101 MHz, CDs0OD) dc (ppm):
169,1; 152,3; 150,3; 141,5; 124,1; 116,1; 108,6; 57,0. HRMS (ES*): m/z [M+H]*
calculado para CsHsNOs*: 214,0352; encontrado: 214,0343; m/z [M+Na]*

calculado de CsH7NOesNa*: 263,0171; encontrado: 236,0164. Dados de acordo
com a literatura (HELAL et al., 2011).

Acido 3-hidroxi- 4-metoxibenzoico (27)

o)
HOD)J\ on
~o
3-hidroxi-4-metoxibenzaldeido (26) (200 mg; 1,32 mmol) foi adicionado a
uma mistura de peroxido de hidrogénio (H202) (30%; 0,3 mL; 2,92 mmol) e
diéxido de selénio (SeO2) (12 mg; 0,11 mmol) em diclorometano (DCM) (3,5
mL) a 0 ° C. A mistura reacional foi agitada a temperatura ambiente por 24 h,
logo apés lavada com 4 mL de agua destilada. A camada aquosa foi extraida
com DCM (3 x 2 mL). As fases organicas combinadas foram lavadas com 4 mL
de solucédo aquosa de tiossulfato de sodio 10% seguida de solucéo saturada de

NaCl (2 mL). A camada orgéanica foi vigorosamente agitada com solucao

aguosa saturada de carbonato de sodio (Na2COs) (10 mL) por 2 h a
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temperatura ambiente. Apos separacdo da fase orgéanica, o pH da fase aquosa
foi ajustado a pH 4-5 com HCI 1 mol.L? e extraida com AcOEt (3 x 2 mL). As
fases organicas combinadas foram secadas com MgSO4 e concentrados sob
vacuo para a obtencdo do composto 27 como um 6leo castanho em 41% de
rendimento (92 g; 0,55 mmol). RMN de 'H (300 MHz, CD3OD) &n (ppm): 6,72
(1H; d; J 8,6 Hz); 6,31 (1H; d; J 2,8 Hz); 6,21 (1H; dd; J 2,8 Hz; J 8,6 Hz); 3,76
(3H; s).

Acido 2-amino-5-hidroxi-4-metoxibenzdico (22)

O

Hojijk on

o NH,
Uma solucédo do acido 5-hidroxi-4-metoxi-2-nitrobenzoico (25) (404 mg; 1,90
mmol) em 5 mL de MeOH, foi tratada com de Pd-C 10% (10 mg). A mistura foi
agitada e mantida sob atmosfera de gas hidrogénio (H2) (50 psi) por 6 h. O
catalizador foi removido por filtragem em placa sinterizada, contendo Celite®. A
solucado obtida foi concentrada sob vacuo para a obtencdo do acido 2-amino-5-
hidroxi-4-metoxibenzoico (22) como soélido amorfo levemente cinza.com 88%
de rendimento (304 mg; 1,66 mmol). RMN de 'H (300 MHz, DMSO-4s) OH
(ppm): 8,23 (1H; s); 7,07 (1H; s); 6,27 (1H; s); 3,72 (3H; s). RMN de 3C (101
MHz, DMSO-¢6) 0c (ppm): 169,2; 153,7; 147,0; 136,3; 115,9; 101,2; 99,0; 55,1.

HRMS (ES*): m/z [M+H]* calculado para CsHioNOs* 184,0610;
encontrado:184,0608. Dados de acordo com a literatura (WEBER et al., 2005).

6-Acetoxi-7-metoxiquinazolin-4(3H)-ona (21)

o)
AcO
¢ NH

~ A

A uma solugéo de 6-hidroxi-7-metoxi-quinazolin-4(3H)-ona (17) (12 mg; 0,06
mmol) e anidrido acético (Ac20) (0,6 mL) foi adicionada piridina (0,12 mL). A
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mistura reacional foi aquecida a 100 °C e agitada por 3 h. Apés alcancar a
temperatura ambiente, o solvente foi removido sob vacuo e o produto bruto foi
purificado por cromatografia em coluna de silica gel [AcOEt: MeOH (9,5:0,5)],
fornecendo o composto 6-acetoxi-7-metoxiquinazolin-4(3H)-ona (21) em 60%
de rendimento (9 mg; 0,04 mmol). RMN de 'H (300 MHz, DMSO-4s) OH
(ppm):12,22 (1H; s); 8,09 (1H; s); 7,75 (1H; s); 7,28 (1H; s); 3,91 (3H; s); 2,30
(3H; s). RMN de 3C (101 MHz, DMSO-¢s) dc (ppm): 168,7; 159,9; 156,1; 148,9;
145,9; 138,9; 119,1; 115,6; 109,2; 56,5; 20,4. HRMS (ES+): m/z [M+H]*
calculado para Ci1H11N204*: 235,0719; encontrado: 235,0712. Dados de
acordo com a literatura (LUTH e LOWE, 2008).

5-hidroxi-4-metoxi-2-nitrobenzoate de metila (29)

Acido 5-hidroxi- 4-metoxi-2-nitrobenzdico (25) (500 mg; 2,35 mmol) em MeOH
(3,5 mL) foi tratado com acido sulfurico concentrado (H2SO4) (0,330 mL). A
mistura foi agitada sob refluxo por 48 h. Apos resfriar a temperatura ambiente,
o solvente foi removido sob pressao reduzida, e o residuo resultante foi diluido
em agua e extraido com AcOEt. A fase orgéanica foi lavada com agua, seguida
de solucédo saturada de NaCl, secada com MgSOQ, filtrada e concentrada para
obtencdo do composto 29 como sélido levemente amarelado em 95 % de
rendimento (505 mg; 2,22 mmol). RMN de 'H (300 MHz, CD30OD) &n (ppm):
7,60 (1H; s); 7,01 (1H; s); 3,97 (3H; s); 3,85 (3H; s). Dados de acordo com a
literatura (HELAL et al., 2011).
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5-(benziloxi)-4-metoxi-2-nitrobenzoato de metila (30)

5-hidroxi-4-metoxi-2-nitrobenzoate de metila (29) (600 mg; 2,64 mmol), brometo
de benzila (BnBr) (0,377 mL; 3,17 mmol), e carbonato de césio (Cs2CO3) (1722
mg, 5,28 mmol) em N,N-dimetilformamida (DMF) (3 mL) foram agitados a
temperatura ambiente por 24 h. A mistura reacional foi diluida em AcOEt (~5
mL), lavada com &gua, solucéo saturada de NaCl e posteriormente secada com
MgSOa, filtrada e concentrada. O produto bruto foi purificado por cromatografia
em coluna de silica gel [Hexano: AcOEt (7:3)] para a obtencdo do composto 30
como um solido levemente amarelado com 84% de rendimento (705 mg; 2,22
mmol). RMN de 'H (300 MHz, CDCI3) &n (ppm): 7,45 (1H; s); 7,44-7,34 (5H; m);
7,15 (1H; s); 5,21 (3H; s); 3,96 (3H; s); 3,89 (3H; s). Dados de acordo com a
literatura (KUNDU et al., 2008).

5-(p-metoxibenziloxi)-4-metoxi-2-nitrobenzoato de metila (31)

Uma solucdo de 5-hidroxi-4-metoxi-2-nitrobenzoate de metila (29) (100 mg;
0,44 mmol) em DMF (2 mL) foi tratada com cloreto de p-metoxibenzila (65 pL;
0,48 mmol), carbonato de potassio (K2CO3) (61 mg; 0,44 mmol) e iodeto de
potassio (KI) (36 mg; 0,22 mmol) e mantida sob agitacdo a 90°C por 5h. Apés
resfriar lentamente a temperatura ambiente a mistura reacional foi diluida em
AcOEt (10 mL), extraida com agua (2x5 mL), solucdo saturada de NaCl, e
secada com sulfato de sédio anidro (Na2SOa). Apds concentragdo sob vacuo, o
produto bruto foi purificado por cromatografia em coluna de silica gel [Tolueno:
AcOEt (9:1)] para a obtencdo do composto 31 em 78 % de rendimento (119
mg, 0,34 mmol). RMN de 'H (400 MHz, CDCIs) dn (ppm): 7,44 (1H; s); 7,35
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(2H; d; J 8,7 Hz); 7,15 (1H; s); 6,91 (2H; d; J 8,6 Hz); 5,13 (2H; s); 3,94 (3H; s);
3,89 (3H; s); 3,81 (3H; ).

6-benziloxi-7-metoxi-4(3H)-quinazolinona (32)
0

NH
@

BnO

~o
Uma mistura de 5-(benziloxi)-4-metoxi-2-nitrobenzoato de metila (30) (317 mg;
1,00 mmol) e formamida (1,6 mL, 40 mmol) foi tratada com cloreto de indio (lII)
(221 mg; 1 mmol) e aquecida a 150 °C por 4h. Em seguida foi vertida em agua
gelada e agitada por 30 min. O precipitado resultante foi recuperado em papel
filtro, lavado com &gua, secado sob vacuo e filtrado em silica gel [AcOEt-MeOH
(0-20%)] para a obtencdo do composto 32 como solido marrom claro em 57%
de rendimento (162 mg; 0,57 mmol). RMN de 'H (300 MHz, DMSO-gs) OH
(ppm):12,05 (1H; s); 7,95 (1H; s); 7,50 (1H; s); 7,47-7,26 (5H; m); 7,11 (1H; s);
5,16 (2H; s); 3,87 (3H; s). (KUNDU et al., 2008).

5-(2-fluoroetoxi)-4-metoxi-2-nitrobenzoato de metila (35)

5-hidroxi-4-metoxi-2-nitrobenzoato de metila (29) (200 mg; 0,88 mmol), 2-
fluoroetil 4-metilbenzenosulfonato (34) (0,18 mL; 1,06 mmol), e Cs2CO3 (574
mg; 1,76 mmol) em DMF (3 mL) foram agitados a temperatura ambiente por 24
h. A mistura reacional foi diluida em acetato de etila (~5 mL) e lavada com
agua, solucao de NaCl concentrado e posteriormente seca com MgSOg, filtrada
e concentrada. O produto foi purificado por cromatografia em coluna de silica
gel [Hexano: AcOEt (7:3)] para a obtencdo do composto 35 em 48% de
rendimento (117 mg; 0,43 mmol). RMN de 'H (300 MHz, CDCI3) &1 (ppm): 7,46
(1H; s);7,14 (1H; s); 4,84 (2H; dt; 2dn-r 47,3; 3Jnn 4,0 Hz); 4,37 (2H; dt, 3Jur
27,4; 3Jun 4,0 Hz)); 3,98 (3H; s); 3,92 (3H; m). RMN de 3C (101 MHz, CDCls)
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Oc (ppm): 166,1; 151,4; 151,2; 142,3; 121,3; 112,9; 107,6; 81,4 (d, YJcr 172,5
Hz); 68,9 (d, 2Jcr 20,8 Hz); 56,8; 53,4. RMN de °F (282 MHz, CDClIz) &F (ppm)
- 176,55 (TFA empregado como padrao interno); -222,6 (tt, J 47,3; 27,3 Hz).
HRMS (ES"): m/z [M+H]* calculado para Ci1HisFNOe*: 274,0727; encontrado:
274,0724; m/z [M+Na]* calculado para CiiH12FNaNOes*: 296,0546; encontrado:
296,0545; m/z [M+K]* calculado para CiiHi12FKNOs*: 312,0286, encontrado:
312,0287.

6-(2-fluoroetoxi)-7-metoxi-4(3H)-quinazolinona (18)

Uma mistura de 5-(2-fluoroetoxi)-4-metoxi-2-nitrobenzoato de metila (35) (103
mg; 0,43 mmol) e formamida (0,69 mL, 40 mmol) foi aquecida a 150 °C na
presenca de cloreto de indio (Ill) (96 mg; 1 mmol) por 4h. Em seguida foi
vertida em agua gelada e agitada por 30 min. O precipitado resultante foi
filtrado, lavado com &gua e foi passada através de 1 cm de gel de silica
utilizando AcOEt-MeOH 0-20% para remover quaisquer particulas insollveis
ndo desejadas. ApoOs purificacdo o composto 18 foi obtido em 75% de
rendimento (78 mg,0,33 mmol). RMN de 'H (300 MHz, DMSO-g) O
(ppm):12,10 (1H; s); 8,00 (1H; s); 7,47 (1H; s); 7,15 (5H; s); 4,79 (2H; dt; Jn.r
47,6 Hz; Jn-n 5,8 Hz); 4,33 (2H, dt; Ju-r 29,3 Hz; Jh.1 5,6 Hz); 3,92 (3H; s). RMN
de 3C (101 MHz, DMSO-g¢s) dc (ppm): 160,0; 154,54; 147,3; 145,1; 144,0;
115,5; 108,2; 106,3; 82,0 (d,*Jcr 167,0 Hz); 67,9 (d, 2Jc-F 18,3 Hz); 55,9. RMN
de °F (282 MHz, DMSO-4s) &F (ppm): - 176,55 (TFA usado como padrédo
interno); -220,16 (tt; J 47,8 Hz; J 30,1 Hz). HRMS (ES™*): m/z [M+H]* calculado
para Ci11H12FN203*: 239,0832, encontrado: 239,0827.
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3.2.1.3 Sintese das unidades biorredutiveis

terc-butil N-(2-hidroxietil)carbamato (44)

OH
BocHN—/_

A uma solucéo de 2-aminoetanol (43) (0,25 mL; 4,08 mmol) em tetraidrofurano
(THF) (2 mL) e NaOH 2 mol.L* (2,1 mL) foi adicionado gota a gota dicarbonato
de di-terc-butila (Boc20) (1,05 mL; 4,36 mmol). A mistura reacional foi mantida
sob agitacdo por 15h e logo apdés o solvente orgénico foi evaporado sob
pressdo reduzida, a fase aquosa foi acidificada com uma solucdo de HCI 1
mol.L! e extraida com AcOEt. A fase organica foi seca com MgSOy, filtrada e
evaporada. A mistura reacional foi purificada por cromatografia em coluna flash
de gel de silica [Hexano: AcOEt (1:1)], fornecendo o composto terc-butil N-(2-
hidroxietil)carbamato (44) como um Oleo viscoso transparente em 70% de
rendimento (466 mg; 2,08 mmol). RMN de 'H (400 MHz, CDCIz) dx (ppm): 5,02
(1H; s); 3,69 (2H; dd; J 10,1 Hz; J 5,1 Hz); 3,28 (2H; dd; J 10,1 Hz; J 5,1 H2z);
2,70 (1H; s); 1,44 (9H; s). HRMS (ES"): m/z [M+Na]* calculado para
C7H1sNOsNa*: 184,0944; encontrado: 184,0950; m/z [M+K*] calculado para
C7H1sNOsK*: 200,0689; encontrado: 200,0676. Dados de acordo com a
literatura (GHILARDI et al., 2013).

terc-butil [2-((4-nitrobenzil)oxi)etillcarbamato (45)

O

Procedimento I: Hidreto de sédio (19 mg; 60% em dispersdo em 6leo mineral,

BocHN—/_

0,48 mmol; 1,5 eq.) foi adicionado a uma solu¢cdo de terc-butil N-(2-
hidroxietil)carbamato (44) (50 mg; 0,31 mmol; 1,0 eq.) em THF anidro (2 mL). A
mistura de reacédo foi agitada durante 15 min sob atmosfera de argbnio a
temperatura ambiente e, em seguida, brometo de 4-nitrobenzila (41) (100 mg;
0,47 mmol; 1,5 eq.) e TBAI (0,34 g; 0,09 mmol) foram adicionados. A mistura
reacional foi agitada a temperatura ambiente durante 26 h, logo apds foi

adicionado metanol (1 mL) e os solventes foram removidos sob vacuo. O
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residuo foi dissolvido em DCM, lavado com &gua destilada e a camada
organica foi seca sob MgSOa, filtrada e concentrada sob vacuo. O residuo
resultante foi purificado por cromatografia em coluna de silica gel [Hexano:
AcOEt (7:3)] fornecendo o composto 45 em 23% de rendimento (21 mg; 0,07

mmol).

Procedimento II: Oxido de prata (Ag20) (60,6 mg; 0,26 mmol) foi adicionado a
uma solucédo do terc-butil N-(2-hidroxietil)carbamato (44) (42 mg; 0,26 mmol) e
brometo de 4-nitrobenzila (41) (56 mg; 0,26 mmol) em DCM (10 mL). A mistura
foi aquecida sob refluxo em atmosfera de N2, durante 4 dias, em seguida,
filtrada em Celite®, lavada com HCI (2 mol.L?), solucéo de hidréxido de sédio (4
mol.LY) e 4gua, seca com MgSOa4 e concentrada sob vacuo. O residuo bruto foi
purificado por cromatografia em coluna de silica gel [Hexano: AcOEt (7:3)] para
obtencdo do composto 45 em 23 % de rendimento (18 mg; 0,06 mmol). RMN
de H (300 MHz, CDCI3) &1 (ppm): 8,19 (2H; d; J 8,8 Hz); 7,49 (2H; d; J 8,8 Hz);
4,91 (s; 1H); 4,61 (2H; s); 3,58 (2H; t; J 5,1 Hz); 3,37 (2H; dd; J 10,4 Hz; J 5,1
Hz); 1,44 (9H; s). RMN de C (101 MHz, CDCIs) &¢c (ppm): & 156,1; 147,6;
145,8; 127,8; 123,8; 79,6; 71,9; 70,2; 40,5; 28,5. HRMS (ES*): m/z [M+Na]*
calculado para Ci14H20N20sNa*: 319,1270; encontrado: 319,1284.

2-([4-nitrobenzil]oxi)etanamina (37)

0]

H2N_/_

Procedimento I: HCI gasoso foi borbulhado em dioxano (2 mL), até pH 1. O
composto terc-butil [2-((4-nitrobenzil)oxi)etillcarbamato (45) (16 mg; 0,05 mmol)
foi introduzido sob o dioxano e a solucéo foi agitada a temperatura ambiente
por 16 h. A mistura reacional foi concentrada sob vacuo, diluida em agua e
extraida com DCM. A fase aquosa foi basificada até pH 10 pela adicdo de
NaOH 1 mol.L! e extraida com DCM. A fase organica foi seca com MgSOa,
fitrada e concentrada sob vacuo, fornecendo o0 composto 2-([4-

nitrobenzilloxi)etanamina (37) em 10% de rendimento (1 mg; 0,01 mmol).
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Procedimento Il - A solucdo do composto terc-butil [2-((4-nitrobenzil)oxi)etil]
carbamato (45) (0,16 g; 0,53 mmol) em MeOH (5 mL) foi previamente resfriada
a 0 °C e tratada com HCI gasoso por 10 mim. A mistura reacional foi agitada
em temperatura ambiente até observacdo do consumo total do material de
partida por CCD, em aproximadamente 1 hora. Logo apo0s a solugéo foi
concentrada resultando em sélido branco/amarelo claro. O solido foi lavado
com solucdo de Hexano: AcOEt (1:1), fornecendo o composto 2-([4-
nitrobenzilloxi)etanamina (37) em 71% de rendimento (88 mg; 0,38 mmol).
RMN de *H (300 MHz, CD30D) &+ (ppm): 8,24 (1H; d; J 8,8 Hz); 7,65 (1H; d; J
8,8 Hz); 4,74 (2H; s); 3,82-3,72 (2H; m); 3,21 (2H; t, J 5,2 Hz). RMN de *3C (75
MHz, CD30OD) &c (ppm): 149,0; 146,8; 129,3; 124,5; 72,9; 67,6; 40,7. Dados de
acordo com a literatura (CAZARES-KORNER et al., 2013).

terc-butil (2-bromoetil)carbamato (47)

BocHN\/\Br

Hidrobrometo de 2-bromoetilamina (46) (625 mg; 3,06 mmol), seguido de
trietlamina (EtsN) (571 pL; 4,09 mmol) gota a gota por 10 min, foram
adicionado a um baléo contendo Boc20 (600 mg; 2,75 mmol) e CH2Cl2 (13 mL)
em condi¢cdes anidras a 0 °C. A mistura reacional foi mantida até alcancar
temperatura ambiente e agitada por 18 h. A reac¢éao foi diluida com a adicdo de
DCM (100 mL) e lavada com solucdo saturada de NH4Cl (2 x 10 mL), solucdo
saturada de NaHCOs3 (2 x 10 mL) e solucdo saturada de NaCl (2 x 10 mL). As
fases orgéanicas combinadas e secadas com Na2SOy, filtradas e concentradas
sob vacuo para obtencdo do composto 47 em 80 % de rendimento (548 mg;
2,46 mmol). RMN de 'H (300 MHz, CDCIlz) dH (ppm): 4,94 (1H; sl); 3,61- 3,39
(4H; m); 1,45 (9H; s). Dados de acordo com a literatura (LUESCHER, VO e
BODE, 2014).
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terc-butil 2-(2-nitro-1H-imidazol-1-il)etilcarbamato (48)

BocHN

Uma mistura de 2-nitroimidazol (13) (52,5 mg; 0,46 mmol), terc-butil 2-
bromoetilcarbamato (155,4 mg; 0,70 mmol), iodeto de sodio (Nal) (7 mg; 0,05
mmol) e carbonato de potassio (K2COs) (128 mg; 0,93 mmol) em 1 mL de DMF
foi agitada por 48h & 60°C. Apds a mistura foi diluida em 3 mL de AcOEt e
lavada com agua (H20) (10 mL x 2) e solucéo saturada de NaCl (5 mL x 1). A
fase organica foi seca com Na2S0Oa4 e filtrada. O filtrado foi concentrado sob
vacuo, e o residuo obtido foi purificado por cromatografia em coluna de silica
gel [Hexano: AcOEt (1:1)] para a obtencdo de 48 em 62% de rendimento (73,5
mg; 0,29 mmol). RMN de 'H (300 MHz, CDCIz) &1 (ppm): 7,14 (1H; sl); 7,07
(1H; m); 4,76 (1H; sl); 4,58 (2H; t; J 5,6 Hz); 3,55 (2H; q; J 5,9 HZz); 1,42 (9H; s).

Dados de acordo com a literatura (ZHA et al., 2011).

2-(2-nitro-1H-imidazol-1-il) etanamina (38)

Uma solucao de terc-butil 2-(2-nitro-1H-imidazol-1-il)etilcarbamato (48) (69 mg;
0,27 mmol) em 1,3 mL de acido trifluoroacético (TFA)/DCM (1:1) foi agitada a
temperatura ambiente por 1h. A reagdo foi concentrada e submetida a
coevaporacdes com metanol para a obtencéo do produto 38 na forma de um
sal de trifluororacetato em 95% de rendimento (69 mg; 0,25 mmol). RMN de 'H
(300 MHz, CD3OD) &H (ppm): 7,53 (1H; d; J 1,1 Hz;); 7,22 (1H; d; J 1,1 Hz);
4,77 (2H; t; J 6,1 Hz); 3,49 (2H; t; J 6,1 Hz). Dados de acordo com a literatura
(ZHA et al., 2011).
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4-nitrobenzil 2-aminoetilcarbamato (39)

NH,

O.N \©\/0\H/ ,\ﬁ

O

4-nitrobenzil cloroformiato (49) (400 mg; 1,86 mmol) dissolvido em THF (2 mL)
foi adicionado em NaNs (145 mg; 2,23 mmol) dissolvido H20 (1 mL). Apés 15
min a mistura foi extraida com AcOEt (2,5 mL). A fase organica foi lavada com
agua e solucdo de NaCl saturada, seca sob Na2SOs4 e concentrada para
obtencdo de 4-nitrobenzil azidoformiato (50) como um sdélido branco que foi
usado sem purificacdo na proxima etapa. Etano-1,2-diamina (51) (0,9 mL;
13,37 mmol) dissolvido em CHCIs (5 mL) foi mantido a 0°C. A esta solugéo o
azidoformiato 50 (295 mg, 1,33 mmol) dissolvido em CHCIs foi adicionado, gota
a gota (2,5 mL) por 20 min. A mistura reacional foi agitada a temperatura
ambiente por 1 h. A fase organica foi lavada com agua (3 x 15 mL); solucao de
NaCl saturado (1 x 15 mL), seca sob Na2SOa, concentrada e o sélido branco
obtido foi lavado com Et2O gelado para obtencdo do 4-nitrobenzil-2-
aminoetilcarbamato (39) como um sdélido branco em 44 % de rendimento (195
mg; 0,81 mmol). RMN de *H (300 MHz, CDClz) &+ (ppm): 8,21 (2H; d; J 8,8 Hz);
7,51 (2H; d; J 8,7 Hz); 5,19 (2H; s); 3,26 (2H; q; J 5,9 Hz); 2,85 (2H; t; J 5,9 Hz).
Dados de acordo com a literatura (HUANG et al., 2014).

3.2.1.3 Sintese de 4-aminoquinazolinas

Procedimento Geral A: Para uma solugdo do derivado quinazolin -4(3H)-ona
(0,53 mmol) e PyBOP (0,69 mmol) foi adicionado DBU (0,79 mmol) em
temperatura ambiente. A mistura reacional foi agitada por 5 min, e entdo foi
adicionado a amina (0,79 mmol) gota a gota. A reacao foi monitorada por CCD,
e cessada apds consumo total do material de partida. O solvente foi removido
sob vacuo e a reacao bruta foi purificada por cromatografia em coluna de silica
gel [AcOEt: MeOH] (WAN et al., 2006).
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4-amino-[N -(propinil)]-quinazolina (58)

HN\
SN
N/)

Obtido de acordo com o procedimento geral A empregando quinazolin-4(3H)-
ona (56) (70 mg; 0,48 mmol), PyBOP (324 mg; 0,62 mmol); DBU (107 uL; 0,31
mmol), propargilamina (46 uL; 0,72 mmol) em DMF (3 mL) por 24 h. A mistura
reacional foi purificada por cromatografia em coluna de silica comum [AcOEt:
MeOH (9:1)]. O composto 58 foi obtido como um sdlido branco em 80 % de
rendimento (70 mg; 0,38 mmol). RMN de 'H (400 MHz, DMSO-gs) OH (ppm):
8,69 (1H; t; J 5,4 Hz); 8,54 (1H; s); 8,23 (1H; d; J 8,3 Hz), 7,79 (1H; ddd; J 8,2
Hz; J 6,9 Hz; J 1,3 Hz); 7,72 (1H; dd; J 8,3 Hz; J 1,0 Hz); 7,54 (1H; ddd; J 8,2
Hz; J 6,9 Hz; J 1,3 Hz); 4,34 (2H; dd; J 5,5 Hz; J 2,5 HZz); 3,12 (1H; t; J 2,4 HZz).
RMN de 13C (101 MHz, DMSO-ds) 8¢ (ppm): 158,9; 154,8; 149,0; 132,7; 127,5;
125,9; 122,6; 114,8; 81,3; 72,8; 29,7. HRMS (ES™): m/z [M+H]* calculado para
C11Hio0Ns*: 184,0875; encontrado: 184,0869.

4-amino-[N-(propinil)]-6,7-dimetoxi-quinazolina (59)

HN\
/O \N
o N/)

Obtido de acordo com o procedimento geral A empregando 6-7-dimetoxi-4(3H)-
quinazolinona (57) (200 mg; 0,97 mmol), PyBOP (656 mg, 1,26 mmol), DBU
(218 pL, 1,45 mmol) propargilamina (93 uL; 1,45 mmol) em DMF (3 mL) por 24
h. O mistura reacional foi purificada por cromatografia em coluna de silica gel
[ACOEt:MeOH (9:1)]. O composto 59 foi obtido como sélido branco em 55 % de
rendimento (130 mg; 0,53 mmol). RMN de *H (500 MHz, DMSO-g¢) O+ (ppm):
8,39 (1H; s); 8,31 (1H; t; J 5,3 Hz); 7,60 (3H; s); 7,11 (1H; s); 4,33 (2H; dd; J 5,1
Hz; J 2,1 Hz); 3,89 (2H; s); 3,88 (2H; s); 3,12 (2H; s). RMN de 3C (126 MHz,
DMSO-ds) dc (ppm): 157,6; 153,9; 148,5; 146,1; 108,5; 107,0; 101,8; 81,7;
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72,7; 56,0; 55,8; 55,7; 29,5. HRMS (ES*): m/z [M+H]" calculado para
C13H14N302": 244,1086; encontrado: 244,1086.

4-amino-[N —(propinil)]-6-benziloxi-7-metoxi-quinazolina (60)

BnO HN/\\SS

~N
A
Obtido de acordo com o procedimento geral A empregando 6-benziloxi-7-
metoxi-4(3H)-quinazolinona (32) (30 mg; 0,21 mmol), PyBOP (139 mg; 0,27
mmol), DBU (46 pL; 0,31 mmol); propargilamina (20 yL; 0,31 mmol) em DMF (
3 mL) por 24 h. O produto bruto foi purificado por cromatografia em coluna de
silica gel [AcOEt:MeOH (9:1)]. O composto 60 foi obtido como 6leo amarelo em
78 % de rendimento (52 mg; 0,16 mmol). RMN de 'H (500 MHz, CD3OD) &+
(ppm): 8,48 (1H; s); 7,68 (1H; s); 7,54-7,31 (5H; m); 7,15 (1H; s); 5,21 (2H; s);
4,45 (2H; d; J 2,5 Hz); 4,01 (3H; s); 2,66 (1H; t; J 2,5 Hz); 2,00 (1H; s). RMN de
13C (75 MHz, CDsOD) &¢ (ppm): 160,1; 157,3; 153,1; 150,3; 137,6; 129,5;
129,2; 128,9; 126,1; 105,1; 104,4; 80,7; 72,3; 72,1; 56,7; 31,4. HRMS (ES*):
m/z [M+H]* calculado para C19H1sN3O2*: 320,1399; encontrado: 320,1390.

4-amino-[N-(2-([4-nitrofenil]metiloxi)etil]-6-(2-fluoroetoxi)-7-metoxi-quinazolina

(54)
NO,
HN/\\/O\/li:j/
o >

Obtido de acordo com o procedimento geral A empregando 6-(2-fluoroetoxi)-7-
metoxi-4(3H)-quinazolinona (18) (26 mg; 0,11 mmol), PyBOP (73 mg; 0,14
mmol), DBU (24 pL; 0,16 mmol), cloridrato de 2-([4-nitrobenzilloxi)etanamina
(37) diluido em DMF (0,5 mL) (38 mg; 0,16 mmol) em DMF (3 mL) por 24 h. A

mistura reacional foi purificada CLAE empregando fase gradiente CH3CN:H20
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(0,02% TFA) gradiente em coluna de fase reversa (C-18) semi-preparativa (250
x 10 mm, 10 ym, Macherey-Nagel Nucleodur®). O composto 54 foi obtido em tr
27,03 min como sdlido branco em 39% de rendimento (18 mg; 0,34 mmol).
RMN de 'H (300 MHz, CD30OD) &+ (ppm): 8,60 (1H; s); 8,06 (2H; d; J 8,8 Hz);
7,72 (1H; s); 7,52 (2H; d; J 8,8 Hz); 7,13 (1H; s); 4,79-4,74 (1H; m); 4,67 (2H;
S); 4,49-4,43 (1H; m); 4,38-4,33 (2H; m); 4,06 (3H; s) 4,01 (2H; t; J 5,2 Hz));
3,87 (2H; t; J 5,2 Hz). RMN de 13C (101 MHz, CDs0OD) &c (ppm): 161,4; 158,9;
151,3; 149,8; 148,6; 147,4; 136,0; 129,4; 124,3; 108,0; 105,3; 100,6; 82,7; 72,7;
70,3; 69,2; 57,2; 47,41; 43,2. HRMS (ES*): m/z [M+H]* calculado para
C20H22FN4Os*: 417,1574; encontrado: 417,1564.

4-amino-[N-(2-(2-nitro-1H-imidazol-1-il)etil]-6-(2-fluoroetoxi)-7-metoxi-

guinazolina (65)

0N

%
HN/\/N\/)
F/\/O N
=

~o

Obtido de acordo com o procedimento geral A empregando 6-(2-fluoroetoxi)-7-
metoxi-4(3H)-quinazolinona (18) (12 mg; 0,05 mmol), PyBOP (34 mg; 0,06
mmol), DBU (11 pL; 0,07 mmol), trifluororacetato de 2-(2-nitro-1H-imidazol-1-il)
etanoamina (32) diluido em DMF (0,5 mL)(20,42 mg; 0,08 mmol) em DMF (3
mL) por 24 h. A mistura reacional foi purificada por CLAE empregando fase
gradiente CH3CN: H20 (0,02% TFA) gradiente em coluna de fase reversa (C-
18) semi-preparativa (250 x 10 mm, 10 ym, Macherey-Nagel Nucleodur®). O
composto 65 foi obtido em tr 13,86 min como um solido branco em 31% de
rendimento (6 mg; 0,015 mmol). RMN de *H (300 MHz, CD30D) dx (ppm): 8,49
(1H; s); 7,61 (1H; s); 7,37 (1H; d; J 1,1 Hz); 7,16 (1H; s); 6,99 (1H; d; J 1,1 Hz);
4,84 (2H; m); 4,77-4,71 (1H; m); 4,37 (2H; dt; 3Jnr 28,4; 3J4.H 3,9); 4,29 (2H; m);
4,05 (3H; s). RMN *°F (282 MHz, CD30D) &F (ppm): - 176,55 (TFA usado como
padrdo interno); -223,51 (it, J 47,6 Hz; J 28,4 Hz). HRMS (ES*): m/z [M+H]*
calculado para CieH1sFNsO4*: 377,1374; encontrado: 377,1369.
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1-(azidometil)-4-nitro-benzeno (62)

NO,

N3

Uma solucdo de azida de sédio (45 mg; 0,69 mmol) em agua (1 mL) foi
lentamente adicionada a uma solu¢do de brometo de p-nitrobenzila (41) (100
mg; 0,46 mmol) em acetona (10 mL) a 0° C e agitada a temperatura ambiente
por 16 h. A mistura foi extraida com AcOEt, e a fase organica foi concentrada
sob presséo reduzida. O residuo em bruto foi purificado por cromatografia em
coluna de silica gel [Hexano: AcOEt (9,5:0,5)] para obtencdo de 62 em 96%
rendimento (80 mg; 0,45 mmol). RMN de 'H (300 MHz, CDCIz) d+ (ppm): 8,27
(2H; d; J 8,8 Hz;); 7,52 (2H; d; J 8,8 Hz); 4,52 (2H; s). IV (Vmax /cm™) 2120 cm™.
Dados de acordo com a literatura (ROHILLA et al., 2016).

4-amino-[N-[1-(4-nitrofenilmetil)-1H-1,2,3-triazol-4-iljmetil]- 6-benziloxi-7-metoxi-
guinazolina (63)

NO,
N-N
%VN
HN
BnO \)N
—
o N

Uma mistura de sulfato de cobre (CuSOa4) (0,45 mg; 0,003 mmol; 5 mol%),
1,10-fenantrolina monohidratada (0,5 mg; 0,003 mmol; 5 mol%), e L-ascorbato
de sodio (11 mg; 0,06 mmol) em EtOH-H20 [2:1 (v/v); 1 mL], foi agitada por 5
min a temperatura ambiente. Subsequentemente os compostos 4-amino-[N-
(propinil)]-6-benziloxi-7-metoxi-quinazolina (60) (19,7 mg; 0,06 mmol) e 1-
(azidometil)-4-nitro-benzeno (62) (10 mg; 0,06 mmol) diluidos em EtOH-H20
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[2:1 (v/v); 1 mL] foram adicionados a mistura reacional, a qual foi agitada por 18
h & temperatura ambiente. Logo apds a mistura reacional foi concentrada sob
vacuo e purificada por cromatografia em coluna de silica gel [AcOEt: MeOH
(9,5:0,5). O composto 63 foi obtido em rendimento quantitativo (28 mg; 0,06
mmol). RMN de H (300 MHz, DMSO-¢s) &+ (ppm): 8,42 (1H; t; J 5,5 Hz); 8,31
(1H; s); 8,14 (1H; d; J 8,8 Hz); 8,07 (1H; s); 7,72 (1H; s); 7,47-7,40 (4H; m);
7,39-7,24 (2H; m); 7,05 (1H; s); 5,65 (2H; s); 5,05 (2H; s); 4,73 (2H; d; J 5,5
Hz); 3,81 (3H; s). RMN de 3C (75 MHz, DMSO-gs) dc (ppm): 158,1; 154,0;
153,5; 147,4; 147,2; 146,1; 145,6; 143,6; 136,4; 129,1; 128,5; 128,3, 128,2;
123,9; 123,8; 108,5; 107,1; 103,3, 70,4; 55,8; 51,8; 35,8. HRMS (ES*): m/z
[M+H]* calculado para C2sH24N704*: 498,1890; encontrado: 498,1881.

4-amino-[N-[1-(4-nitrofenilmetil)-1H-1,2,3-triazol-4-iljmetil]- 6-hidroxi-7-metoxi-
guinazolina (61)

NO,
N—N
A\
Y
HN
HO N
=
AL

Uma solucdo de 4-amino-[N-[1-(4-nitrofenilmetil)-1H-1,2,3-triazol-4-illmetil]-6-
benziloxi-7-metoxi-quinazolina (63) (10 mg; 0,02 mmol) em TFA (110 pL) foi
refluxada por 50 min. Apos resfriar a temperatura ambiente a mistura foi vertida
em gelo. O solvente foi removido sob vacuo com auxilio de coevapora¢cdo com
MeOH e o produto bruto foi purificado por cromatografia em coluna de C-18
empregando cartuchos de extracdo em fase soélida Discovery® DSC-18 SPE
(H20: MeOH). O composto 61 foi obtido como um soélido branco em 55 % de
rendimento (4,5 mg; 0,01 mmol). RMN de *H (300 MHz, CD30D) &+ (ppm): 8,64
(1H; s); 8,23 (2H; d; J 8,8 Hz); 8,12 (1H; s); 7,59 (1H; s); 7,51 (2H; d; J 8,8 Hz);
7,16 (1H; s); 5,74 (2H; s); 5,04 (2H; s); 4,08 (3H; s). RMN de 3C (101 MHz,
CD30D) &c (ppm): 161,2; 157,6; 150,4; 149,4; 149,3; 143,9; 134,9; 130,0; 125,
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3; 125,0; 109,0; 107,3, 100,3; 57,3; 53,9; 37,9. HRMS (ES*): m/z [M+H]*
calculado para C19H1sN704*: 408,1420; encontrado: 408,1408.

4-amino-[N-2-[(4-nitrofenil)metiloxi]etil]-6-benziloxi-7-metoxi-quinazolina (52)

BnO N

o =

Obtido de acordo com o procedimento geral A empregando 6-benziloxi-7-
metoxi-4(3H)-quinazolinona (32) (50 mg; 0,18 mmol), PyBOP (120 mg; 0,23
mmol) DBU (39 pL; 0,31 mmol), 2-([4-nitrobenzilJoxi)etanamina (37) diluido em
DMF (0,5 mL) (51 mg; 0,22 mmol), em DMF (3 mL) por 24 h. A mistura
reacional foi purificada por CLAE empregando fase gradiente CH3CN:H20
(0,02% TFA) coluna de fase reversa (C-18) semi-preparativa (250 x 10 mm, 10
um, Macherey-Nagel Nucleodur®). O composto 52 foi obtido em tr de 28,52 min
como um sélido branco em 10 % de rendimento (8 mg; 0,17 mmol). RMN de H
(300 MHz, CD30OD) &1 (ppm):8,58 (1H; s); 8,00 (2H; d; J 8,8 Hz); 7,80 (1H; s);
7,57-7,30 (8H; m); 7,14 (1H; s); 5,25 (2H; s); 4,66 (2H; s); 4,05 (3H; s); 4,00
(2H; t; J 5,2 Hz), 3,87 (2H; t; J 5,2 Hz). RMN de '3C (75 MHz, CD30OD) &c
(ppm): 161,4; 158,9; 151,3; 149,7; 148,6; 147,4; 137,2; 135,9; 129,7; 129,4;
128,9; 124,3; 108,1; 105,5; 100,7; 72,7; 72,4; 69,1; 57,3; 43,2. HRMS (ES"):
m/z [M+H]* calculado para C2sH2sN4Os*: 461,1825; encontrado: 461,1817.

7-metoxi-4-((2-((4-nitrobenzil)oxi)etil)lamino)quinazolin-6-ol (53)

NO,
HN/\/OM©/
HO SN
P
Uma solucdo de 4-amino-[N-2-[(4-nitrofenil)metiloxi]etil]-6-benziloxi-7-metoxi-

guinazolina (52) (45 mg; 0,10 mmol) em TFA (450 pL) foi submetida a refluxo
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por 50 min. Logo apds a solucao foi resfriada, a mistura foi vertida em gelo. A
mistura foi concentrada com auxilio de co-evaporacdo com MeOH. Apos
concentracdo a reacdo foi purificada por CCC empregando C18 como fase
estacionaria e H20 e MeOH como fase moével. O composto 53 foi obtido em 41
% de rendimento (15 mg; 0,40 mmol). RMN de 'H (400 MHz, CD3OD) &H
(ppm): 8,53 (1H; s); 8,05 (2H; d; J 8,8 Hz); 7,56 (1H; s); 7,51 (2H; d; J 8,8 Hz);
7,11 (1H; s); 4,66 (2H; s); 4,08 (3H; s); 3,97 (2H; t; J 5,2 Hz); 3,85 (2H; t; J 5,2
Hz). RMN de 3C (101 MHz, CD3OD) dc (ppm):161,3; 157,4; 150,2; 149,3;
148,6; 147,4; 134,8; 129,4, 124,3; 108,9; 107,3; 100,4; 72,6; 69,2; 57,2; 43,0.
HRMS (ES*): m/z [M+H]* calculado para CisHi9N4Os*: 371,1355; encontrado:
371,1353.

3.2.1.4 Sintese da unidade contendo o atomo de fluor

2-fluoroetil 4-metilbenzenosulfonato (34)

TSOV\F

Procedimento I: A uma solugdo de 2-fluoroetanol (62) (250 mg; 62,0 mmol) em
piridina (1,25 mL) foi adicionado cloreto de 4-metilbenzeno-1-sulfonila (895 mg,
4,69 mmol) em cinco porc¢des ao longo de 30 min. A mistura de reacao foi
agitada a temperatura ambiente durante 24 h e o volume foi reduzido sob
vacuo. O residuo foi diluido em HCI aquoso 1 mol.L* (50 mL) e extraida com
DCM. As fases orgéanicas combinadas foram secas sob Na2SOa4 e concentradas
sob vacuo. O produto bruto foi purificado por cromatografia em coluna de silica
gel [Hexano:AcOEt (7:3)] para a obtencdo de do composto 34 em rendimento

guantitativo.

Procedimento Il: A uma solucao de 2-fluoroetanol (62) (500 mg; 7,81 mmol) em
DCM anidro (5,00 mL) e EtsN (2,2 mL; 15,62 mmol) foi adicionado cloreto de 4-
metilbenzeno-1-sulfonila (1,56 g; 8,2 mmol) em cinco por¢des ao longo de 30
min. A mistura de reacéo foi agitada a temperatura ambiente durante 24 h. A
mistura reacional foi concentrada e em sequéncia o produto bruto foi rediluido

em DCM e extraido com NaHCOs e solugdo saturada de NaCl. A fase organica
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foi seca sob Na2SOa4 e concentradas sob vacuo. O produto bruto foi purificado
por cromatografia de coluna de silica gel [Hexano:AcOEt (7:3)] para a obtencdo
do composto 34 em rendimento quantitativo. RMN de H (400 MHz, DMSO-g)
OH (ppm): 7,78 (2H; d; J 8,3 Hz); 7,47 (2H; d; J 8,0 Hz; J 5,3 Hz;); 4,56 (2H; dt;
2Ju-Fr 47,6 Hz; 3341 5,8 HZ); 4,24 (2H; dt; 3Jn.r 29,3 Hz; 3J4.w 5,6 Hz); 2,40 (3H;
s). Dados de acordo com a literatura (BERNARD-GAUTHIER et al., 2015).

3.2.1.5 Sintese da série de 4-aminoquinazolinas contendo 1,2,3 triazois

Procedimento Geral B: Azida de sédio (1,3 eq.) foi adicionado a uma solucao
do haleto (1 eq.) em DMF e agitado a temperatura ambiente por 16-18h. A
mistura reacional foi diluida em AcOEt e extraida com solucdo saturada de
NaCl. A fase organica foi seca sob MgSOyg; filtrada e concentrada sob pressao
reduzida. O residuo obtido foi purificado por cromatografia liquida em silica gel.

Procedimento para sintese dos azidos 68 a 72.

Procedimento Geral C - Em um tubo de micro-ondas contendo uma barra
magnética foi adicionado o ascorbato de sddio (0,2 eq.) diluido com 100 pL de
DMF e adicionado sulfato de cobre CuSOa4 (0,05 eq.) em solucdo 1 mol.L 1. A
mistura reacional foi agitada por 5 min e logo em seguida foram adicionados o
azido (1 eq.) seguido do alcino (1,1 eq.) previamente diluidos em DMF. A
mistura reacional foi irradiada em micro-ondas com 100 W, 80 °C por 5 a 10
min. O material bruto foi diluido em AcOEt e extraido com solu¢do saturada de
NaCl. A fase organica foi seca com a adi¢cdo de MgSOy, filtrada e concentrada
sob pressao reduzido. O residuo foi purificado por cromatografia em coluna de

silica gel em cromatografo flash, empregando AcOEt/MeOH 5%.
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1-(azidometil)-4-metoxibenzeno (69)

N3

Procedimento Geral B. Oleo transparente obtido em rendimento quantitativo.
RMN de H (300 MHz, CDCls) &1 (ppm): 7,31 (1H; d; J 8,7 Hz); 6,88 (1H; d; J
8,7 Hz); 4,57 (1H; s); 3,81 (2H; s). Dados de acordo com a literatura (BAI et al.,
2014).

2-(azidometil)isoindolina-1,3-diona (71)

Procedimento Geral B. Soélido branco obtido em 28% de rendimento (36 mg;
0,18 mmol). RMN de 'H (300 MHz, CDCls) &1 (ppm): 7,97-7,89 (2H; m), 7,83-
7,76 (2H; m), 5,08 (2H; s). Dados de acordo com a literatura (PYTA et al.,
2014).

1-(azidometil)-2-((fenilsulfonil)metil)benzeno (72)

Procedimento Geral B. Sélido Branco obtido em 59% de rendimento (30 mg;
0,10 mmol). RMN de *H (300 MHz, CDClIz) dx (ppm): 7,66-7,54 (3H; m); 7,47-
7,38 (2H; m); 7,35-7,23 (2H; m); 7,22-7,13 (1H; m); 6,97 (1H; d; J 7,6 Hz); 4,39
(2H; s), 4.29 (2H, s). Dados de acordo com a literatura (LEE et al., 2003).

N-((1-benzil-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)quinazolin-4-amina (1)
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Procedimento Geral C. Sélido branco obtido em 67 % de rendimento (53 mg;
0,17 mmol). RMN de *H (300 MHz, DMSO-g6) &H (ppm): 8,77 (1H; t; J 5,6 Hz);
8,44 (1H; s); 8,20 (1H; d; J 7,8 Hz); 8,02 (1H; s); 7,79-7,60 (2H; m); 7,47 (1H;
ddd; J 8,2 Hz; J 6,9 Hz; J 1,3 Hz); 7,36-7,21 (5H; m); 5,49 (2H; s); 4,75 (2H; d; J
5,7 Hz). RMN de 13C (75 MHz, DMSO-gs) dc (ppm):159,2; 155,0; 149,1; 145,2;
136,2; 132,7; 128,7; 128,1; 129,0; 127,5; 125,8; 123,3; 122,7; 115,0; 52,7; 39,5;

36,0. HRMS (ES*): m/z [M+H]* calculado para CisHi7Ne*: 317,1515;
encontrado: 317,1508.

N-((1-benzil-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)-6,7-dimetoxiquinazolin-4-amina (2)

O
Y

HN
/O \N
—
o @

Procedimento Geral C. Solido branco obtido em 72% de rendimento (51 mg;
0,13 mmol). RMN de *H (300 MHz, CDCI3) &+ (ppm): 8,53 (1H; s); 7,65 (1H; s);
7,38 (3H; dd; J 5,0 Hz; J 1,8 Hz); 7,28 (1H; d; J 7,7 Hz); 7,15 (1H; s); 7,03 (2H;
s); 5,50 (2H; s); 4,89 (2H; d; J 5,4 Hz); 3,99 (3H; s); 3,79 (3H; s). RMN de 3C
(75 MHz, CDCI3) &c (ppm): 158,1; 154,4; 153,8; 149,0; 134,5; 129,3; 129,0;
128,2; 107,5; 100,1; 77,2; 56,3; 56,2; 54,5; 36,3. HRMS (ES*): m/z [M+H]*
calculado para C20H21NeO2*: 377,1726; encontrado: 377,1719.

N-((1-(3-fluorobenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)quinazolin-4-amina (3)
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Procedimento Geral C. Sdlido branco obtido em 30% de rendimento (10 mg;
0,03 mmol). RMN de *H (400 MHz, DMSO-gs) OH (ppm): 8,82 (1H; t; J 5,6 Hz);
8,49 (1H; s); 8,25 (1H; d; J 7,7 Hz); 8,11 (1H; s); 7,77 (1H; ddd; J 8,2 Hz; J 6,9
Hz; J 1,3 Hz); 7,70 (1H; dd; J 8,3 Hz; J 1,0 Hz); 7,51 (1H; ddd; J 8,2 Hz; J 6,9
Hz; J 1,3 Hz); 7,44-7,36 (1H; m); 7,19-7,09 (3H; m); 5,57 (2H; s); 4,80 (2H; d; J
5,7 Hz). RMN de 3C (101 MHz, DMSO-g) dc (ppm): 163,3; 160,9; 159,1;
154,9; 149,1; 145,2; 138,9; 138,8; 132,6; 130,8; 127,5; 125,7; 124,0; 123,4,
122,7; 115,0; 114,9; 114,8; 114,8; 114,62; 52,0; 35,9. RMN de °F (471 MHz,
DMSOgs) O (ppm):-113,34 — -115,69 (1F, m). HRMS (ES*) m/z [M+H]*
calculado para CisHisFNs*: 335,1420; encontrado: 335,1422.

N-((1-(3-fluorobenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)-6,7-dimetoxiquinazolin-4-amina

(4)
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Procedimento Geral C. Sélido branco com 38% de rendimento (26 mg; 0,03
mmol). RMN de 'H (300 MHz, DMSO-¢s) &1 (ppm): 8,47 (1H; t; J 5,5 Hz); 8,37
(1H; s); 8,10 (1H; s); 7,61 (1H; s); 7,40 (1H; q; J 7,7 Hz); 7,20-7,05 (4H; m);
5,57 (2H; s); 4,78 (2H; d; J 5,5 Hz); 3,88 (3H; s); 3,85 (3H; s). RMN de 3C (126
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MHz, DMSO) &c (ppm): 163,0; 161,1; 158,0; 153,8; 153,3; 148,4; 145,9; 145,5;
138,8; 130,8; 130,7; 124,0; 123,4; 115,0; 114,8; 114,7; 108,5; 106,9; 102,0;
56,0; 55,7; 52,0; 35.8. RMN de °F (471 MHz, DMSO-¢s) &F (ppm): -113,97 — -
114,04 (H, m). HRMS (ES*): m/z [M+H]"* calculado para C20H20FNsO2":
395,1632; encontrado: 395,1628.

N-((1-(4-nitrobenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)quinazolin-4-amina (5)

/ —N/\Q\NOZ
N j/

HN

SN

=
Procedimento Geral C. Solido branco obtido com 42 % de rendimento (38 mg;
0,10 mmol). RMN de 'H (500 MHz, DMSO-¢s) dH (ppm): 8,84 (1H; s); 8,50 (1H;
s); 8,25 (1H; d; J 8,3 Hz); 8,21 (2H; d; J 8,7 Hz); 8,15 (1H; s); 7,77 (1H;t; J 7,6
Hz); 7,70 (1H; d; J 8,3 Hz); 7,54 — 7,48 (3H; m); 5,73 (2H; s); 4,82 (4H; d; J 5,6
Hz). RMN de 3C (126 MHz, DMSO-g¢6) &c (ppm): 159,1; 154,9; 149,0; 147,2;
145,3; 143,4; 132,5; 128,9; 127,4; 125,6; 123,7; 122,6; 114,9; 5,7; 35,9. HRMS

(ES*): m/z [M+H]* calculado para CisHisN7O2*: 362,1365; encontrado:
362,1360.
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6,7-dimetoxi-N-((1-(4-nitrobenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)quinazolin-4-amina

(6)
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Procedimento Geral C. Solido branco obtido em 45 % de rendimento (36 mg;
0,08 mmol). RMN de *H (300 MHz, DMSO-gs) oH (ppm): 8,49 (1H; t; J 5,4 Hz);
8,22 (2H; d; J 8,5 Hz); 8,14 (1H; s); 7,63 (1H; s); 7,51 (2H; d; J 8,6 Hz); 7,12
(1H, s); 5,73 (2H; s); 4,79 (2H; d; J 5,4 Hz); 3,89 (3H; s); 3,86 (3H; s). RMN de
13C (126 MHz, DMSO-g6) dc (ppm): 157,9; 153,8; 153,2; 148,3; 147,2; 145.6;
143,4; 129,0; 123,7; 123,6; 107,0; 102,0; 55,9; 55,6; 51,7; 35,7. HRMS (ES*):
m/z [M+H]* calculado para C20H20N704": 422,1577; encontrado: 422,1574.

N-((1-(4-metoxibenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)quinazolin-4-amina (7)

avst
NN °
Nj/
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Procedimento Geral C. Sélido branco obtido com 53% de rendimento (17 mg,
0,049 mmol). RMN de 'H (400 MHz, CDCI3) &1 (ppm): 8,65 (1H; s); 7,86-7,76
(2H; m); 7,72 (1H; t; J 8,3 Hz); 7,55 (1H; s); 7,43 (1H; t; J 8,2 Hz); 7,27-7,21
(2H; m); 6,97 (1H; s); 6,91-6,87 (2H; m); 5,45 (2H; s); 4,90 (2H; d; J 5,0 Hz);
3,80 (3H; s). RMN de *3C (101 MHz, CDCIs) &c (ppm): 160,2; 159,3; 155,0;
149,1; 144,9; 132,9; 129,8; 128,3; 126,4; 122,3; 121,1; 115,1; 114,7; 76,8; 55,5;

54,0; 36,6. HRMS (ES*): m/z [M+H]* calculado para Ci9H19NeO*: 347,1620;
encontrado: 347,1616.
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6,7-dimetoxi-N-((1-(4-metoxibenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)quinazolin-4-
amina (8)

—~ )
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Procedimento Geral C. Sdlido branco com 55 % de rendimento (42 mg; 0,10
mmol). RMN de H (300 MHz, DMSO-gs) &1 (ppm): 9,93 (1H; t; J 4,4 Hz); 8,59
(1H; s); 7,88 (1H; s); 7,60 (1H; s); 7,03 (2H; d; J 8,6 Hz); 6,97 (1H; s); 6,65 (2H;
d; J 8,6 Hz); 5,22 (2H; s); 4,69 (2H; d; J 5,4 Hz); 3,70 (3H; s); 3,64 (3H; s); 3,46
(3H; s). RMN de 13C (101 MHz, DMSO-gs) dc (ppm): 159,2; 156,1; 150,1; 149,1;
143,3; 134,3; 129,8; 127,9; 123,4; 114,2; 106,6; 103,3; 99,6; 56,5; 55,2; 52,5.
HRMS (ES*): m/z [M+H]" calculado para C21H23NeOs*: 407,1832; encontrado:
407,1825.

2-((4-((quinazolin-4-ilamino)metil)-1H-1,2,3-triazol-1-il)metil)isoindolina-1,3-
diona (9)

o
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Procedimento Geral C. Sdlido branco obtido em 22% de rendimento (8 mg;
0,021 mmol). RMN de *H dH(400 MHz, DMSO-g6) dH (ppm): 8,81 (1H; t; J 5,7
Hz); 8,50 (1H; s); 8,23 (1H; d; J 8,3 Hz); 8,12 (1H; s); 7,96-7,91 (2H; m); 7,90-
7,86 (2H; m); 7,77 (1H; t; J 8,2 Hz); 7,69 (1H; d; J 8,2 Hz); 7,51 (1H; t; J 8,1
Hz); 6,11 (2H; s); 4,79 (2H; d; J 5,6 Hz). RMN de 3C (101 MHz, DMSO-¢s) dc
(ppm): 166,6; 159,1; 154,9; 149,0; 145,2; 135,1; 132,6; 131,1; 127,5; 125,7;
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123,7; 122,7; 114,9; 49,9; 35,7. HRMS (ES*): m/z [M+H]* calculado para
C20H16N702": 386,1365; encontrado: 386,1358.

2-((4-(((6,7-dimetoxiquinazolin-4-il)Jamino)metil)-1H-1,2,3-triazol-1-
il)metil)isoindolina-1,3-diona (10)

HN
~
~o N

Procedimento Geral C. Sdélido branco obtido em 20% de rendimento (5 mg;
0,01 mmol). RMN de 'H (500 MHz, DMSO-g6) dH (ppm): O+ (ppm): 8,48 (1H; t; J
5,4 Hz); 8,37 (1H; s); 8,10 (1H; s); 7,96-7,92 (3H; m); 7,91-7,86 (3H; m); 7,59
(5H; s); 7,09 (3H; s); 6,11 (8H; s); 4,76 (2H; d; J 5,5 Hz); 3,88 (3H; s); 3,84 (3H;
S).HRMS (ES*): m/z [M+H]* calculado para C22H20N7O4*: 446,1577; encontrado:
446,1574.

N-((1-(2-((fenilsulfonil)metil)benzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)quinazolin-4-amina
(11)

¢

SN
@
Procedimento Geral C. Sdlido branco obtido em 65% de rendimento (16 mg;

0,034 mmol). RMN de *H (500 MHz, DMSO-g6) 8+ (ppm): 8,81 (1H; t; J 5,6 Hz);
8,47 (1H; s); 8,22 (1H; d; J 8,2 Hz); 8,00 (1H; s); 7,82-7,71 (4H; m); 7,69 (1H; d;
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J 8,3 Hz); 7,62 (2H; t; J 7,8 Hz); 7,50 (1H; t; J 7,6 Hz); 7,31 (1H; t; J 7,5 HZz);
7,23 (2H; d; J 7,6 Hz); 7,08 (2H; t; J 7,3 Hz); 5,60 (2H; s); 4,91 (2H; s); 4,78
(2H; d; J 5,6 Hz). RMN de 3C (126 MHz; DMSO-gs) &c (ppm): 159,1; 154,9;
149,0; 145,3; 138,4; 136,5; 134,1; 133,0; 132,6; 129,3; 128,8; 128,1; 128,0;
127,4; 126,6; 125,7; 123,4; 122,7; 114,9; 57,8; 49,9; 35,9. HRMS (ES*): m/z
[M+H]* calculado para C2sH23NeO2S": 471,1603; encontrado: 471,1599.

6,7-dimetoxi-N-((1-(2-((fenilsulfonil)metil)benzil)-1H-1,2,3-triazol-4-
il)metil)quinazolin-4-amina (12)
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Procedimento Geral C. Solido branco obtido em 62% de rendimento (62 mg;
0,12 mmol). RMN de 'H (500 MHz, DMSO-g6) &+ (ppm): 8,43 (1H; t; J 5,6 Hz);
8,34 (1H; s); 7,98 (1H; s); 7,82-7,78 (2H; m); 7,77-7,73 (1H; m); 7,65-7,61 (2H;
m); 7,59 (1H; s); 7,31 (1H; t; J 7,5 Hz); 7,23 (1H; t; J 7,5 Hz); 7,10-7,07 (3H; m);
5,60 (2H; s); 4,92 (2H; s); 4,76 (2H; d; J 5,6 Hz); 3,88 (3H; s); 3,84 (3H; s).
HRMS (ES*): m/z [M+H]* calculado para C27H27NsO4S*: 531,1814; encontrado:
531,1811.

3.2.2 Radiossintese de 8F-AmBFs-bu-2NI

H2'80 (3 mL) contendo *®F-fluor foi passada através de um cartucho 8F Trap &
Release. O 8F-fluor retido no cartucho foi eluido com 0,1 mL de HCI 0,1 M em
um tubo falcon de 6 mL pré-preenchido com o AmBF3-bu-2NI (1000 nmol) e
KHF2 (100 nmol) em DMF (15 pL). A mistura reacional foi mantida a 80 °C por
5 min e depois por mais 15 min sob vacuo. A reacao foi cessada com a adigéo

de tampao fosfato salina (PBS, do inglés: phosphate buffered saline) 10 mM
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PO4%", 137 mM NaCl e 2,7 mM KCI, pH 7,4 1 mL. A mistura resultante foi
purificada por CLAE semi-preparativa utilizando EtOH a 6% em PBS com fluxo
de 4,5 mL/min. A tr do radiotracador foi de 15,0 min. O radiotracador coletado
foi posteriormente diluido com PBS para concentracdo apropriada para estudos
em animais. O controle de qualidade (CQ) do *¥F-AmBFs-bu-2NI foi realizado
em coluna analitica Phenomenex (Luna C18, 5 y, 150x4,6 mm) utilizando
CH3CN:H20 10% com fluxo de 2 mL/min o tr obtido foi 10,0 min.

3.2.3 Avaliacéo do Coeficiente de Particéo (LogP)

Uma aliquota (20 uCi) do radiotracador ®F-AmBFs-bu-2NI foi
adicionada em um tubo falcon de 15 mL contendo uma mistura octanol: PBS
(1:1) de 6 mL. A mistura resultante foi submetida a agitacéo por 30 segundos e
depois centrifugada a 1057 x g durante 20 min. Um mililitro da fase de octanol e
0,1 mL da fase aquosa (PBS) foram recolhidos e contados em um contador

gama. O valor de Log P foi calculado usando a equacéo:

cpmda fase de octanol)

LogP =1L
°9 °9 ( cpm da fase aquasa

3.2.4 Ensaios bioldgicos

3.2.4.1 Avaliacéo da estabilidade em plasma

Aliquotas do radiotracador ®F-AmBFs-bu-2NI (100 pL, ~ 300 uCi) foram
misturadas com 400 pL de plasma de camundongo BALB/c, comercialmente
disponivel (Innovative Research), e incubadas a 37°C por 5, 15, 30 e 60 min.
No final de cada periodo de incubacéo, as proteinas foram precipitadas pela
adicdo de 0,5 mL de CHsCN. As amostras foram centrifugadas e os
sobrenadantes foram passados através de um filtro de 0,22 pm. Amostras
filtradas foram analisadas por CLAE, utilizando uma coluna analitica para
verificar a presenca de metabdlitos usando as condi¢cbes descritas para o CQ

do radiotragador.
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3.2.4.2 Estudos de Biodistribui¢cdo ex-vivo e imagem por PET/CT

Esses estudos foram conduzidos de acordo com as diretrizes
estabelecidas pelo Conselho Canadense de Cuidados com Animais e
aprovados pelo Comité de Etica Animal da University of British Columbia.
Camundongos machos  NOD-scid IL2Rgamma™imunodeficiente  foram
adquiridos no Animal Research Center, BC Cancer Research Center,
Vancouver, Canada. Apés anestesia com isoflurano (2% de isoflurano em
oxigénio), os camundongos foram injetados com 5 x 108 células de HT-29 (em
100 uL PBS e matrigel na proporcao de 1: 1) por via subcutanea sob o flanco
dorsal direito. As imagens de PET/CT e os estudos de biodistribuicdo ex-vivo
foram realizados 3 semanas apdés a inoculacdo do tumor.

Para o estudo de biodistribuicdo ex-vivo, camundongos foram
anestesiados por inalagcdo de 2% de isoflurano em oxigénio e injetados com ~
3-4 MBqg do composto marcado. Apés periodos de captacao pré-determinados
(1 e 3 h), os camundongos foram anestesiados novamente por inalacdo de
isoflurano, seguido por asfixia com diéxido de carbono. O sangue foi retirado, e
orgaos/tecidos de interesse foram removidos, lavados com soro fisiologico,
secos e pesados. A radioatividade dos tecidos coletados foi contada em um
contador gama automatico Wizard2 2480, com correcdo da radiacdo de fundo e
decaimento radioativo, e expressa como porcentagem de atividade injetada por
grama de tecido (% Al/g).

Os experimentos de imagem PET/CT foram realizadas utilizando um
aparelno microPET/CT Inveon da Siemens (Knoxville, TN, USA) e
camundongos portadores de tumores HT-29, como descrito acima. Para estudo
dindmico de imagem, os camundongos foram sedados por inalacdo de
isoflurano 2% em oxigénio e posicionados no microPET/CT. Uma analise de
tomografia computadorizada (CT) foi obtida para correcdo de atenuacéo e
localizac&o antes da injecéo do radiotracador *¥F-AmBFs-bu-2NI, usando raios-
X de 60 kV a 500 mA, 3 posicbes de leito sequénciais com 33% de
sobreposicdo e rotacdo continua de 220 graus. Os camundongos foram
mantidos aquecidos por uma almofada de aquecimento durante a aquisicado. A

aquisicdo dindmica de 60 min foi iniciada no momento da injecdo intravenosa
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com ~ 7 MBq do radiotracador ®F-AmBFz-bu-2NI. Os dados de list mode
foram reinseridos em intervalos de tempo (12 x 10, 6 x 30, 5 x 60, 6 x 300 e 2 x
600 segundos) para obter as curvas de tempo-atividade do tecido. As imagens
foram reconstruidas usando OSEM3D, 2 itera¢cdes, (do inglés: 3-dimensional
ordered subsets expectation maximization) seguidas por um algoritmo a priori
(FastMAP: 18 iteracbes). Os camundongos foram sacrificados no final da
aguisicdo das imagem e os tecidos foram coletados, contados e analisados
como descrito anteriormente.

Para o estudo de imagens estaticas, os camundongos foram brevemente
sedados para injecéo intravenosa do radiotracador (~ 7 MBQ) e, em seguida,
poderam se recuperar e vagar livremente em suas gaiolas. Em periodos de
captacdo pré-determinados (1 e 3 h), os camundongos foram sedados com
inalacdo de 2% de isoflurano em oxigénio, colocados no aparelho
microPET/CT, e uma andlise de CT de corre¢cdo de atenuacéo foi obtida como
descrito anteriormente. Uma Unica varredura de emissdo estatica foi adquirida
por 10 min. As imagens foram reconstruidas em 1 frame usando os parametros
de reconstrucdo descritos anteriormente. Os camundongos foram sacrificados
e os Orgaos/tecidos foram coletados para os estudos de biodistribuicdo, como

descrito anteriormente.

3.2.4.3 Ensaio de captacéao celular

As células HT-29 foram coletadas por tampao de dissociacao celular
(Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA) e ressuspensas em PBS a uma
concentracédo final de 1,5 x 108 células/mL. As células (2,5 mL de células
suspensas) foram incubadas com uma aliquota (10 pL) do radiotragador
(concentracéo final: 2,0 x 10° célula/mL) a 27 °C. Em periodos selecionados (5,
15, 30, 60, 120 e 180 min), uma aliguota (0,3 mL) de células suspensas foi
removida e centrifugada (2 min a 400 x g) para isolamento do pellet. Os
sedimentos de células foram lavados duas vezes com PBS, antes de serem
ressuspensos em citrato de sodio 0,01 M, tampédo NaCl 0,14 M (pH = 2,05)
durante 2 min a temperatura ambiente (20 °C) e depois centrifugados (2 min a
400 x g). A radioatividade no sobrenadante apdés a lavagem com acido
representou a superficie celular associada ao radiotracador 8F-AmBF3-bu-2NI,
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engquanto a quantidade do radiotragador internalizada foi calculada por medicéo
do sedimento celular. As amostras foram contadas num contador gama e o

ensaio foi realizado em triplicata.

3.2.4.5 Ensaio antitumoral - Triagem por uma dose

As linhagens de células tumorais humanas de Mama - MDA-MB-231,
SKBR3, BT474, Préstata - PC3, Gastrico - MKN45; Glioblastoma — U251, U87,
Pancreas - MIA PaCa-2, Melanoma - Skmel37, Pulm&o - A549 foram crescidas
em meio RPMI 1640 ou DMEM contendo 5% de soro fetal bovino e 2 mM de L-
glutamina e inoculadas em placas de 96 poc¢os de microtitulagdo em 100 pL a
densidades de plaqueamento de 2000 células/poco. Apds a inoculagdo das
células, as placas foram incubadas a 37 °C, 5% de CO2, 95% de ar e 100% de
humidade relativa durante 24 h antes da adicdo de compostos experimentais.
Para ensaio na condi¢do de hipoxia as células foram cultivadas sob atmosfera
de 5% CO2e 1% Oz (Hipdxia) por 24h em camara de Whitley H35.

Apoés 24 h, uma placa de cada uma das linhagens celulares (em hipoxia
e em normoxia) foi fixada in situ com &cido tricloroacético (TCA), para
representar a medicdo da populacdo celular para cada linhagem celular no
momento da adicdo do composto a ser testado (Tz). Os compostos testados
foram diluidos no meio de cultura nas concentracdes avaliadas de 10 uM ou 30
MM.

O ensaio foi finalizado com adi¢do de TCA frio. As células foram fixadas
in situ com 50 pL de TCA frio a 50% (m/v) (concentracdo final, 10% de TCA) e
incubadas durante 60 min a 4 °C. O sobrenadante foi rejeitado, e as placas
foram lavadas cinco vezes com agua e secas ao ar. A solucdo de
sulforrodamina B (SRB) (100 uL) a 0,4% (m/v) em &acido acético a 1% foi
adicionada a cada poco e as placas foram incubadas durante 10 min a
temperatura ambiente. Apos coloracdo, o corante ndo ligado foi removido por
lavagem cinco vezes com acido acético (1%) e as placas foram secas ao ar. A
coloracdo ligada foi subsequentemente solubilizada com 10 mM de base de
trizma, e a absorvancia foi lida em leitor de placas automatizado a um

comprimento de onda de 515 nm. Utilizando as medidas de absorvancia [tempo
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zero, (Tz), crescimento de controle, (C) e crescimento de teste na presenca do
composto (Ti)], calculou-se a porcentagem de crescimento. A inibicdo da
porcentagem de crescimento foi calculada como:
Para concentracdes para as quais Ti>/ =Tz:
(Ti—T=z)
—— | x 100
(C—-Tz)
Para concentragfes para as quais Ti <Tz:
Ti—Tz
[g x 100
(T'z)

3.2.4.5.1 Interpretacao dos dados do ensaio

Os dados do ensaio sao relatados como um grafico médio da
porcentagem de crescimento das células tratadas empregando o software
GraphPad 4.0. O namero indicado para o ensaio corresponde ao crescimento
relativo ao controle sem o composto testado, e relativo ao tempo zero de
células. Isto permite detectar tanto a inibicdo do crescimento (valores entre 0 e
100) quanto a letalidade (valores inferiores a 0).

3.2.4.6 Ensaio enziméatico

O ensaio para determinacdo da atividade inibitéria dos compostos foi
realizado pela Reaction Biology Corporation (Malvern, PA) empregando o
meétodo radiométrico filter binding assay. Inicialmente foi diluido o substrato
indicado (substrato peptidico, poli[Glu:Tyr] (4:1), 0,2 mg/ml, para o EGFR e
HER2 e MBP (do inglés: Myelin Basic Protein) para PERK, 10 yM) no tampéao
base de reacdo. Em sequéncia, foi adicionado os cofatores necessarios a
solucdo do substrato utilizado, seguida da enzima quinase (EGFR, HER2 ou
PERK) na solucédo do substrato e misturado suavemente. Os compostos teste
diluidos em DMSO foram entdo adicionados a mistura reacional de quinase por
Acoustic technology (Echo550; nanoliter range) e incubados por 20 min a

temperatura ambiente. Logo ap6s, foi administrado 10 yM de 33P-ATP na
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mistura reacional e a reacao foi incubada por mais 2 h a temperatura ambiente
para finalmente ser cessada em papel de troca idnica P81 e ter a atividade de
quinase determinada pelo método de filter binding assay, pela contagem da
radiacdo do substrato retido no papel das amostras testadas em comparacéo

com amostra controle de DMSO.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
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4.1 Novo tragador BF-AmBF3-bu-2NI para estudos de biodistribuicdo e
imagem por PET/CT e captacéao celular

4.1.1 Sintese do precursor AmBFs-bu-2NI

A obtencdo do radiotragador derivado de 2-nitroimidazol contendo o
grupo trifluorborato F-AmBF3-bu-2NI, para o diagndstico da hipdéxia tumoral
por PET, foi realizada em parceria com o grupo de pesquisa do Dr. Kuo-Shyan
Lin da BC Cancer Agengy, University of British Columbia, Canada, durante o
estagio FAPESP-BEPE. O derivado 2-nitroimidazélico 18F-AmBFz-bu-2NI foi
sintetizado utilizando uma rota de quatro etapas descrita no Esquema 1.

/\/\/Br

Br co N H O,N |

2L0U3 )/\N/\/\/Br /N—\> )\N/\/\/N\ .

N_J DMF N_J EtOH; THF N_J
1

42% 85%

0,

4

9/k< 0 ON VAR
I_B O2N N/ S KHF,; HCI; H,0; DMF /\ é:F
o 2

~ N
Et,0 N\/, ® rendimento em 2 etapas \?’
e 0,
16 90% AmBF3-bu-2NI

Esquema 1. Etapas para a sintese de AmBF3;-bu-2NI.

Inicialmente foi sintetizado o intermediario 1-(4-bromobutil)-2-nitro-1H-
imidazol (14) pelo tratamento de 2-nitroimidazol (13), comercialmente
disponivel, com 1,4-dibromobutano na presenca de K2COsz em DMF, com 42%
de rendimento (CHENG W, et al., 2014). A etapa sequencial de funcionalizacao
com dimetilamina foi realizada a partir da reacdo de substituicdo empregando
excesso de dimetilamina em uma mistura de etanol e THF, para obtencao do
intermediario 15 com 85 % de rendimento. O tratamento de 15 com 2-
(iodometil)-4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioxaborolano em éter etilico, levou a
obtencédo do sal de aménio quaternario 16, o qual foi precipitado, isolado por
filtracdo e utilizado na proxima etapa sem realizagdo de purificagdo adicional.

A Ultima etapa foi realizada empregando o método descrito por LIU e
colaboradores (2015). O sal quartenario 16 foi tratado com KHF2 e HCI em
mistura de agua e DMF e o produto foi obtido por purificacdo em CLAE,
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empregando uma coluna semi-preparativa Phenomenex (Luna C18, 5 y,
250x10 mm) com gradiente 2,5-20% H20:CH3CN em 25 min. O derivado de 2-
nitroimidazol desejado AmBFs-bu-2NI foi obtido como um sélido branco em

54% de rendimento, em duas etapas com tr 20,8 min.

4.1.2 Radiossintese de 18F-AmBFs-bu-2NI

A radiossintese do derivado de 2-nitromidazol 8F-AmBFs-bu-2NI foi
avaliada com o uso das condicdes de reacdo de troca isotopica °F-18F
descritas em trabalhos desenvolvidos pelo grupo do Dr. Kuo-Shyan Lin (LIU et
al., 2015; LIU et al., 2014) com algumas adaptacdes (Esquema 2). Para essa
reacdo o isotopo radioativo ¥F, obtido em agua enriquecida com 80 (H280)
apos bombardeamento com préotons 18 MeV em ciclotron, foi retido em
cartucho de troca anionica (U1-QMA). Logo apés, foi realizada a eluicédo do 8F
com HCI 0,1 M para uma solucdo contendo 100 a 200 nmol do precursor
AmBFs-bu-2NI na presenca de KHF2 e DMF, submetida ao aquecimento de

80°C por 5 min e mantida sob vacuo por mais 15 min.

18 18
Oz,jk \/ LF G Oz'jk \ AF
7 N/\/\/@\/@\F : i 7 N/\/\/@\/@\F
N N
AmBF;-bu-2NI 18F.AmBF;-bu-2NI

Esquema 2. Radiossintese do andlogo de ¥F-AmBFs-bu-2NI pela reacdo de troca
isotépica °F-18F,

No entanto, as tentativas iniciais com o uso de 100-200 nmol do
precursor AmBF3-bu-2NI, como reportado nos trabalhos anteriores do grupo do
Dr. Kuo-Shyan Lin, resultaram em rendimento radioquimico muito baixo. Afim
de otimizar o rendimento da reacdo de troca isotopica, foi empregado 1000
nmol do precursor AmBFs-bu-2NI, o qual resultou na obtencdo de 8F-AmBFaz-
bu-2NI com 14,8+0,4 % de rendimento radioquimico (n = 3), apos correcdo de
decaimento, 24,5+5,2 GBg/umol de atividade especifica e >99% pureza
radioguimica. A confirmacdo da obtencédo do composto desejado foi obtida por
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andlise de CLAE apos a realizacdo da co-eluicdo com o padréo frio precursor,
ou seja, AmBFs-bu-2NI (ndo radioativo, Esquema 1) (Figura 28).

(A) 350

0 5 10 15
Tempo (min)
(B) 8

UV (mAu)
B

o

5 10 15
Tempo (min)

Figura 18. Cromatogramas de controle de qualidade (CQ) obtidos por co-inje¢cdo do
padrdo nao radioativo AmBFs-bu-2NI com o ®F-AmBFs-bu-2NI (A) Detector de
Radiacédo e (B) Detector UV.

4.1.3 Avaliacéo do Coeficiente de Particdo (LogP)

O Coeficiente de Particdo (LogP) do derivado 2-nitroimidazol foi obtido
pelo método de shake-flask empregando o derivado marcado 8F-AmBFz-bu-
2NI. Neste método uma aliquota do radiotracador é solubulizada em uma
solucéo de octanol:dgua na proporcéo 1:1, logo apds a mistura € agitada para
posterior obtencdo da razdo de distribuicdo do radiotracador entre as fases
octanol:dgua. Aliquotas de ambas as fases sdo avaliadas por contador de

radiacdo gama e o valor do coeficiente é obtido por meio da equacéo:

cpmda fase de octanol)

LogP =L
°9 °9 ( cpmda fase aquasa
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Apods a avaliacdo do composto 8F-AmBFz-bu-2NI, foi obtido o valor de
Log P = -1,52 + 0,02 (n = 3). A inclusdo da unidade AmBFs promoveu o
aumento da hidrofilicidade, tornando este composto mais hidrofilico entre os
derivados de 2-nitroimidazois descritos até o0 momento 0s quais apresentam
valores de 0,40, 0,04, e -0,69, para FMISO, FAZA, e HX4 respectivamente
(DUBOIS et al., 2011; ZHANG et al., 2016; GRUNBAUM et al., 1987).

4.1.4 Avaliacdo da estabilidade em plasma

A avaliacdo da estabilidade de novos radiotracadores, via ensaios de
estabilidade em plasma in vitro, € comumente empregada para fornecer
estimativas da estabilidade metabdlica desses compostos in vivo. Para
determinacéo da estabilidade plasmatica do novo radiotracador *F-AmBF3-bu-
2N, foi realizada sua incubacéo a 37°C por periodos de 5, 15, 30 e 60 min em
plasma de camundongo BALB/c, comercialmente disponivel (Innovative
Research). Apos tratamento para remocao de proteinas, com a precipitacdo em
CHsCN e filtragem, as amostras foram avaliadas por CLAE. Como
demonstrado na Figura 19, nenhum metabdlito significante foi observado apo6s
o periodo de incubacdo de ®F-AmBFs-bu-2NI por 1h. Estes dados estdo de
acordo com resultados obtidos em outros trabalhos que exploraram a
marcacdo de moléculas com 18F via reacdo de troca isotépica com a inclusédo
da unidade AmBFs (LIU et al., 2015; LAU et al., 2015; POURGHIASIAN et al.,
2015).
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Figura 19. Cromatogramas de Radio-CLAE do ®F-AmBFs-bu-2NI apds ser incubado
com plasma de camundongo a 37°C por (A) 5, (B) 15, (C) 30 e (D) 60 minutos.

4.1.5 Estudos de imagem e biodistribuicdo ex-vivo por PET/CT

Para a determinacédo da captacdo do radiotracador ®*F-AmBF3-bu-2NI
foi empregado duas técnicas: biodistribicdo ex-vivo e estudo de imagem.
Devido o estudo de imagem ser relativamente novo em investigacdes com
novos radiotragadores conduzidos em animais, essas técnicas geralmente séo
realizadas paralelamente em carater de comparacao (KAGADIS et al., 2016).

Os estudos foram conduzidos em camundongos machos
imunodeficientes NOD-scid IL2Rgamma™!, portando xenoenxertos de cancer
de célon humano HT-29 seguindo procedimentos reportados por ZHANG, et
al., 2016, apos 3 semanas apoés a inoculacao do tumor

Os experimentos de imagem PET/CT foram realizados utilizando um
aparelno microPET/CT. Para aquisicdo dos dados de imagem, o0s
camundongos foram sedados e posicionados no microPET/CT apos injecédo do
radiotracador para aquisicdo de imagens estaticas e dinamicas.

Para o estudo de biodistribuicdo ex-vivo, os animais foram injetados com
~ 3-4 MBq do ' F-AmBFs-bu-2NI. Apds periodos de captacdo pré-
determinados (1 e 3 h), os camundongos foram sacrificados e dessecados. O
sangue e Orgaos/tecidos de interesse foram coletados, pesados e a

radioatividade emitida foi avaliada em um contador de radioatividade gama, e
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expressa como porcentagem de atividade injetada por grama de tecido (%
Al/g), empregando a equagéo descrita abaixo:
cpm 0rgao

%Al/g = X1
wAllg peso orgdo (g) X cpm padrio 00

As imagens PET/CT foram obtidas com periodos de tempo de 1h e 3h
apos a injecao do radiotracador. O periodo de captacdo de 3h foi escolhido
afim de permitir a comparacdo direta dos dados obtidos deste novo
radiotragcador com os dados de avaliagdo do [®F]FMISO, previamente
reportados pelo grupo neste modelo tumoral (ZHANG, et al., 2016). Por outro
lado, para investigar se tumores poderiam ser visualizados em um momento
anterior a 3h, também foi realizado o estudo de imagem PET/CT 1 hora apés a
injecdo, uma vez que este periodo de captacdo € geralmente explorado para a
avaliacdo de tracadores com farmacocinética rapida.

Na Figura 20 sdo mostradas imagens PET/CT adquiridas ap6s 1 e 3 h
da injecdo do radiotracador. Em 1 hora apdés injecdo, pequena captacao foi
observada no musculo e coracéo, indicando rapido clearance do radiotracador.
Além disso, uma alta taxa captacdo foi observada em ambos sistemas renal e
hepatobiliar incluindo figado, rins, intestinos e bexiga urindria com maiores
valores de porcentagem de atividade na bexiga urinaria (>200 % Al/g). Porém,
uma taxa muito pequena de captacdo pode ser observada no tumor, sem
contraste, devido a captacédo tumoral ter apresentado valores inferiores aos
tecidos circundantes.

(A) (B)

cT

Figura 20. Imagens estaticas representativas de ®F-AmBFz-bu-2NI em camundongo
NOD-scid IL2Rgamma™' portando xenoenxerto de cancer de colén humano HT-29
adquirido em (A), 1 hora e (B), 3 horas apo6s injecdo. As escalas da barra de cores sao
0-2,0 %Al/lg e 0-0,75 % Al/lg para 1 e 3 horas ap0s injecdo, respectivamente.
Xenoenxertos tumorais estdo indicados por setas amarelas.


https://wol-prod-cdn.literatumonline.com/cms/attachment/1cdcbb6c-f327-42e4-8edd-7d63a2827286/jlcr3594-fig-0005-m.jpg
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As imagens de PET mostraram que houve uma reducao pronunciada de
captacdo de 1 a 3 h apds a injecdo do radiotracador, com a observacao de um
decréscimo na radiacdo de fundo, representada pela captacdo muscular, bem
como da captacdo no figado e rim. Os estudos de captacéo realizados apos 3 h
de injecao do radiotracador, demonstraram um maior acumulo do radiotracador
no intestino grosso e bexiga urinaria. Apesar de ter ocorrido uma reducédo na
captacdo apos 1 a 3 h da injecdo, decorridos 3 h foi possivel a visualizacdo do
tumor por PET devido a uma ligeira melhora no contraste, provavelmente
devido ao clearance dos tecidos préximos ao tumor (Figura 20B).

Com a realizacdo de um estudo dindmico por imagem de PET foram
obtidas as curvas de atividade-tempo do *¥F-AmBFs-bu-2NI dos principais
orgdos, ou seja, coracao, figado, rim, musculo, osso e cérebro, demonstradas
na Figura 21, as quais indicaram um rapido clearance destes 6rgaos.

A captacdo no coracao atingiu o pico no primeiro minuto a 15,2 % Al/g e
caiu rapidamente para <1% Al/g em 1 hora apos a injecdo. A maior captacao
renal atingiu 37,7 % Al/g decorridos 3-4 min, e a captacdo do figado atingiu o
pico de 8,79 % Al/g ap6s 2,5 min da injecdo do radiotracador (Figura 21A). A
eliminacdo do radiotracador de ambos os orgaos, rim e figado, ocorreu
rapidamente com a observacdo do decréscimo da captacdo do radiotracador
para aproximadamente 1 % Al/g no final do estudo dinédmico de imagem. Como
mostrado na Figura 21B, os valores de captacdo no musculo, tumor e 0Ssos
foram muito semelhantes em todos os momentos do estudo dinamico,
atingindo valores de pico (1,44-1,85 % Al/g) nos primeiros min apés a injecao e
caindo para <1% Al/g ao final do estudo.

O tumor néo foi observado no final da secdo de imagem dinamica devido
a presenca de um contraste insuficiente entre a radiacdo de fundo,
provenientes do sangue e musculo, e do tumor. A reducdo continua da
absorcdo 0ssea ao longo do tempo apds o pico em 1,25 min indicou que ndo
houve desfluoragdo significativa de 8F-AmBFs-bu-2NI in vivo. Os menores
valores de captacdo foram observados no ceérebro (Figura 21B) o que é

consistente com a observacdo nas imagens PET estaticas (Figura 20) e
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sugere que uma quantidade limitada de ¥F-AmBFs-bu-2NI cruzou a barreira

hematoencefélica.
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Figura 21. Curvas de atividade-tempo de *F-AmBF3-bu-2NI (A), coracédo, figado e
rim e (B), tumor, masculo, 0sso e cérebro.

Os dados de biodistribuicdo ex-vivo de F-AmBFs-bu-2Nl em 1 e 3 h
pés-injecdo em camundongos portando xenoenxerto tumoral HT-29 estdo
listados na Tabela 2. Para comparacéo, dados de biodistribuicdo reportados do
[‘8F]JFMISO em 3 h ap6s injecdo obtidos do mesmo modelo tumoral s&o
também fornecidos.

Consistente com a observacdes obtidas apos a realizacdo do estudo de
imagens PET, realizados em aparelho microPET, foi observado baixos niveis
de captacdo de fundo na maioria dos 6rgéos e tecidos, mesmo apoés 1 hora de
injecdo do radiotracador. A avaliacdo da captacdo do radioisétopo apés 1 hora
de biodistribuicédo indicou valores de porcentagem de atividade menores que 1

% Al/g para maioria dos oOrgaos/tecidos, exceto rins (1,01 £ 0,29 % Al/g),
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musculo (1,32 + 0,76), intestino delgado (5,54 + 2,22 % Al/g), e intestino grosso
(3,57 £ 1,50 %AI/g). A captacao pelo tumor foi de apenas de 0,54 + 0,13 %
Al/g, resultando em baixas taxas de contraste de tumor-musculo e tumor-
sangue (0,51 + 0,25 e 0,99 + 0,32, respectivamente). Valores muito baixos de

captacdo do radiotracador foram observados no cérebro 0,03 + 0,01 % Al/qg.

Tabela 2. Dados de biodistribui¢cdo (média + SD % Al/g) de ¥F-AmBFs-bu-2Nl em 1 e
3 h apds injecdo em NOD-scid IL2Rgamma™" camundongo portando xenoenxerto
tumoral HT-29.

1BE-AmBFs-bu-2NI [*F]FMISO

_ 1h 3h 3h

Tecido/Orgéo
(n=5) (n=16) (n=6)

Sangue 0,59 +0,19 0,10 £ 0,06 0,37 £ 0,10
Tecido Adiposo 0,10 £ 0,03 0,02 £ 0,01 0,10 £ 0,04
Testiculos 0,12 £ 0,03 0,06 £ 0,01 0,47 £ 0,15
Estomago 0,18 £ 0,06 0,08 £ 0,04 0,53 £ 0,07
Baco 0,38 £ 0,09 0,05+ 0,01 0,45+0,12
Figado 0,87 £ 0,16 0,37 £ 0,08 1,47 £ 0,43
Pancreas 0,61+0,19 0,09 £ 0,02 0,45+0,14
Adrenal 0,16 £ 0,06 0,04 £ 0,02 0,30+ 0,13
Rim 1,01 +£0,29 0,28 + 0,10 1,16 + 0,40
Pulméao 0,47 £0,12 0,14 £ 0,10 0,55+0,21
Coracao 0,55+0,12 0,25 £ 0,07 0,54 £0,15
Tumor 0,54 +£0,13 0,19 £ 0,04 1,84 +0,52
Musculo 1,32+0,76 0,20 £ 0,04 0,43+0,14
Ossos 0,24 £ 0,07 0,08 £ 0,01 0,22 £ 0,08
Cérebro 0,03+0,01 0,01 £ 0,00 0,35+0,13

Intestino delgado 5,40 + 2,22 1,07 £ 0,55 N/D

Intestino grosso 3,57 +1,50 11,6 +2,41 N/D
Razao tumor-musculo 0,51 +0,25 0,92 + 0,08 452 +1,36
Raz&o tumor-sangue 0,99 £ 0,32 2,62 +1,02 5,05+ 0,50

Dados reportados de [®F]JFMISO no mesmo modelo tumoral sdo também listados para

comparacao (ZHANG et al., 2016). N/D: néo disponivel.
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Os dados de biodistribuicdo de 3 h mostraram valores de captagéo de 2
a 8 vezes mais baixos na maioria dos 6rgéos/tecidos do que os tomados 1 hora
apos a injecdo. A Unica excecdo foi a captacdo no intestino grosso que
aumentou de 3,57 £ 1,50 para 11,6 £ 2,41 % Al/g. Isto foi provavelmente
devido aos movimentos peristélticos normais do intestino. Apesar da reducdo
na captacdo do tumor as 3 h pos-injecao (0,19 £ 0,04 % Al/g), as razbes de
contraste tumor-musculo e tumor-sangue aumentaram para 0,92 + 0,08 e 2,62
+ 1,02, respectivamente, o que permitiu uma ligeira visualizacdo do tumor as 3
h pés-injecéo, apesar do contraste limitado.

Em comparacgdo com dados de biodistribuicdo do [*®F]FMISO (Tabela 2),
0 8F-AmBFz-bu-2NI mostrou uma captacdo de 2 a 9 vezes menor na maioria
dos orgaos/tecidos 3 h apds a injecdo. Isto confirmou que a incorporacdo da
unidade AmBF3 baseado em zwitterion hidrofilico poderia levar a um clearance
mais rapido de ®F-AmBFs3-bu-2NI dos demais tecidos. No entanto, tal
substituicdo também levou a uma reducdo significativa na lipofilicidade total
(valor de Log P: [*¥F]FMISO, 0,40; 8F-AmBFs-bu-2Nl, -1,52) (GRUNBAUM et
al., 1987) e a incapacidade de ®F-AmBF3-bu-2NI de atravessar livremente a
barreira hematoencefélica (captacdo cerebral apdés 3 hrs pés-injecéao:
[*F]FMISO, 0,35 + 0,13 % Al/g; **F-AmBFs-bu-2NI, 0,01 + 0,00% % Al/g).
Esses valores mais baixos de Log P e de captacao cerebral também poderiam
explicar uma captacdo tumoral 10 vezes menor do '8F-AmBF3-bu-2NI em
comparacgédo ao [*¥F]JFMISO (0,19 + 0,04 % Al/g vs 1,84 + 0,52 % Al/g), o que
levou o radiotracador ®F-AmBFs-bu-2NI apresentar taxas inferiores de
contraste entre o tumor e radiacdo de fundo, ou seja, sangue e musculo
(Tabela 2). Assim, foi observado que a inclusdo da unidade AMBF3 e uma
cadeia de 4 carbonos leva a formagdo de um composto com valor de Log P
sub-6timo o qual necessitaria de outros mecanismos para penetracdo em
células tumorais sob hipoxia devido, possivelmente, 0 mesmo ndo ser capaz de
se difundir livremente através da membrana celular e ser trapeado apos
reducao por nitro-redutase intracelulares.

Para confirmar a incapacidade do radiotracador 8F-AmBFz-bu-2NI
permear membranas, foi realizado um estudo de captacdo celular (YANG ET

AL., 2017). As células HT-29 foram incubadas na presenca de ®F-AmBFs-bu-
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2NI por até 3 h. Em periodos pré-determinados, uma suspensao de células foi
aliqguotada, centrifugada e o sedimento celular, apds lavagem com solugéo
acida para remocao da radioatividade ligada a membrana, foi contada. Para
todos as aliquotas avaliadas em 5, 15, 30, 60, 120 e 180 minutos, nao foi
encontrado nenhuma radioatividade detectavel (<40 cpm, indistinguivel da
radioatividade de fundo) em amostras obtidas da lavagem &cida e sedimento
celular. Isso confirma que ndo houve ligacdo de °F-AmBF3-bu-2NI a

membrana celular ou difusdo através da membrana celular.

4.2 Sintese e avaliacdo de compostos quinazolinicos para diagnostico e
tratamento de tumores sob hipé6xia por PET.

As etapas para obtencdo de compostos quinazolinicos com potencial
para diagnoéstico ou tratamento de tumores sob hipdxia, explorando derivados
contendo flior e unidades biorredutiveis ou triazdlicas, respectivamente, séo
descritas nos topicos a seguir.

O trabalho foi planejado de acordo com o fluxograma demonstrado na
Figura 22. Para o diagnéstico, derivados 4-aminoquinazolinicos, contendo 1°9F
(frio), e unidades biorredutiveis, foram obtidos e as etapas de radiossintese,
com inclusédo do 18F para estudos de biodistribuicdo e imagem por PET estéo
sob investigacao. Por outro lado, a sintese de derivados 4-aminoquinazolinicos,
contendo o anel triazélico, para possivel aplicacdo no tratamento de tumores
em hipoxia, foi explorada para selecdo de compostos mais promissores via
ensaios in vitro de citotoxicidade em células tumorais cultivadas sob condi¢des
de norméxia (20% de 0O2) e hipdxia (1% de O2) e identificacdo de alvos

moleculares relacionados a quinases.
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Figura 22. Etapas do trabalho.

Para a obtencdo de derivados quinazolinicos com potencial no
diagnéstico de tumores sob hipoxia foi planejado a sintese de derivados de 4-
aminoquinazolinas contendo os substituintes fluoroetil e metoxi nas posicdes C-

6 e C-7, respectivamente (Figura 23).

Figura 23. Estrutura geral dos derivados quinazolinicos planejados para o diagndstico.
R = grupos biorredutores.

Para facilitar a obtencdo de derivados 4-aminoquinazolinicos bem como
tornar possivel a sintese de radiotracadores, contendo o radionuclideo '8F,
foram desenvolvidas duas estratégias sintéticas distintas. Ambas estratégias
foram inspiradas na rota para obtencdo do farmaco Gefitinibe, envolvendo a
sintese inicial de um intermediario de quinazolinona para posterior
funcionalizacdo com aminas em C-4 (Método A) (GIBSON, 1996). Neste caso,
a rota sintética dos compostos frios, contendo o isétopo °F (Método B),
possuiria um menor numero de etapas, devido ndo necessitar de reacoes de
protecdo/desprotecdo para inclusdo do radionuclideo nas etapas finais da

sequéncia sintética (Esquema 3).
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Esquema 3. Estratégias sintéticas realizadas. A — Estratégia sintética para a obtencao
de radiotracadores. B — Estratégia sintética para a obtencdo de derivados 4-
aminoquinazolinicos contendo fltor frio (*°F).

Inicialmente, as sinteses relacionadas aos métodos A e B foram
planejadas a partir do intermediario de quinazolinona 17, o qual contém um
grupo fendlico em C-6 para inclusdo da unidade fluoretileno. Assim, os topicos
a seguir serdo divididos em: i) sintese da quinazolinona 17, intermediario
empregado nas rotas sintéticas A e B (Esquema 3); ii) sintese de unidades
biorredutiveis, potenciais para trapear os derivados quinazolinicos na célula
sob hipoxia; iii) avaliacdo da estratégia A (Esquema 3), para sintese de
derivados radiotracadores; e iv) sintese de derivados 4-aminoquinazolinicos

frios como padrdes analiticos do correspondente radiotracador, rota sintética B.

4.2.1 Planejamento e sintese de quinazolinas e quinazolinonas

Quinazolinas sdo compostos heterociclicos formados pela juncdo de um
anel de pirimidina com um anel benzilico. Devido ao crescente interesse em
derivados de 4-aminoquinazolinas, sdo descritos diversos métodos para
sintese de compostos contendo este anel (CONNOLLY et al. 2005; KHAN et
al., 2014; HAMEED et al., 2018). A sintese de 4-aminoquinazolinas a partir de
4-cloroquinazolinas é um dos métodos reportados mais utilizados, que consiste
inicialmente na clorinagdo de quinazolinonas geralmente sintetizadas por meio
da reacéo de ciclocondensacao de Niementowski utilizando derivados do acido
antranilico com formamidas (JIN, DAN e RAO, 2018) (Esquema 4).
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Esquema 4. Método geralmente empregado para obtencdo de quinazolinonas. A —
Sintese do anel de quinazolinona. B - Exemplo de reacdo de clorinacéo, empregando
cloreto de tionila como reagente.

Para a obtencdo do anel de quinazolinona 17 foi planejada a estratégia

sintética demonstrada no Esquema 5.
O (0]

0
o HCONH, MSA/L-MET
- j@\)\OH e -0 NH ——— MO NH
0. 150 °C
o NH, ~o N/) ~o N/)

19 20 17

Esquema 5. Estratégia sintética para a obtencdo da quinazolinona 17.

As tentativas iniciais de emprego de micro-ondas para a sintese do
intermediario quinazolinona 20, a partir do &cido antranilico 19, foram
conduzidas de acordo com o método descrito por Alexandre e colaboradores
(2002), utilizando formamida como reagente e solvente (5 eq.) e irradiacao de
micro-ondas a 150 °C por 40 min. Apesar-de Alexandre e colaboradores (2002)
terem obtido um rendimento de 70% para o0 mesmo intermediario 20, ndo havia
indicacdo do método de purificacdo empregado, entdo diferentes métodos
precisaram ser avaliados.

Os métodos de recristalizagdo ou cristalizacdo permitiram a formacgéo de
um sélido a partir do produto bruto, no entanto o tamanho reduzido dos cristais,
impossibilitou a sua separagéo de forma eficiente, devido transporem o papel

de filtro durante o processo de filtragem. A avaliacdo da centrifugacao para
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posterior remocdo do sobrenadante acarretou problemas semelhantes por
causa da ressuspensdo do preciptado e presenca de impurezas no produto
obtido. Assim, o melhor método de purificacédo foi por cromatografia em gel de
silica flash, fase movel AcOEt:MeOH (9,5:0,5), que resultou na obtencdo do
produto com 65 % de rendimento.

Embora os rendimentos do ndcleo de quinazolinona 20 tenham sido
interessantes e moderados ainda havia a necessidade da obtencdo de maiores
quantidades deste precursor, assim foi adquirida comercialmente disponivel
6,7-dimetoxi-quinazolin-4(3H)-ona (20).

Dando continuidade a rota (Esquema 5), a reacdo de desmetilacao
seletiva da 6,7-dimetoxi-quinazolin-4(3H)-ona (20), para a obtencdo do
derivado fendlico 17, foi realizada pelo tratamento com metionina (L-MET) em
acido metanossulfénico (MSA), empregando o método classico descrito para
sintese do farmaco Gefitinib® (GIBSON, 1996).

Nessa reacdo, a metionina atua como um aceptor do grupo metila em
um mecanismo semelhante ao apresentado no Esquema 6, ou seja, pela
protonacdo do oxigénio metoxilico pelo &cido, seguido do ataque do par de
elétrons do enxofre ao grupo metila, o qual promove a clivagem da ligacédo
carbono-oxigénio para estabilizacdo da carga presente no oxigénio (IRIE et al.,
1976).

N J
o) N g/ o HOOC.__NH
S: HO 3
H+ P NH
—_—
- ~ >

CHy o) o N _S—
H{0® ©
HOOC.__NH, NH 17
KT A

L-MET

Esquema 6. Mecanismo proposto para de-O-metilacdo empregando MSA e L-MET.

Apés a purificacdo da mistura reacional foi constatado que ndo houve
remocao seletiva da metila na posicdo 6, como descrito na literatura. Na

verdade, apesar do rendimento quantitativo, houve formacdo de uma mistura
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de regioisbmeros na proporcao 1:0,3 da quinazolinona desejada 17 mesmo
apos tentativas de modificacdo das condi¢cbes reacionais. O uso de condi¢des
reacionais alternativas para a desmetilacdo seletiva é discutida por Kumar e
colaboradores (2014), o qual utilizou o cloreto de litio sob aquecimento
convencional (BERNARD et al., 1989), tioanisol e acido triflico (KISO et al.,
1979) e tricloreto de boro em DCM a -20°C (NAGAOKA et al., 1981), mas néo
se obteve a desmetilacdo seletiva esperada. O uso de cloreto de litio e
irradiacdo por micro-ondas foi também realizado, porém também néo se obteve
sucesso (FANG et al., 2007).

As dificuldades de isolamento do regioisomero desejado 17a conduziu a
realizacdo da etapa seguinte de protecdo da hidroxila fendlica, pelo tratamento
com piridina em anidrido acético (Esquema 7). Assim, a mistura de
regioisomeros 17 (hidroxilas livres nas posicoes 6 e 7) foi submetida a essas
condicdes para posterior purificagdo. No entanto, a utilizacdo desta estratégia
também nao foi eficaz para separacao dos dois isbmeros devido aos fatores de
retencdo (Rr) muito proximos.

o (0]
R,0 N7 R20 N

21a R1 =Ac; R2 = CH3

17aRq =H; Ry = CHs 21b Ry = CHg; R, = Ac

17b R1 = CH3, R2 =H

Esquema 7. Reacado de protecdo da hidroxila fendlica, pelo tratamento com piridina
em anidrido acético.

As dificuldades enfrentadas para a desmetilacdo especifica da posicéo

C-6, conduziram a reformulac&o da rota sintética descrita no topico a seguir.

4.2.1.1 Nova rota para sintese do nucleo de quinazolinona 17

A nova rota sintética para obtencdo do nucleo de quinazolinona foi
planejada tendo como base o emprego de derivados do acido antranilico ja
contendo a hidroxila livre em C-6, compostos 22 ou 23 (Esquema 8) para a
obtencéo do intermediario 17, desejado. Dessa forma, evitou-se a necessidade

da desmetilacdo especifica da quinazolinona 4.
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Esquema 8. Nova abordagem para a obtencdo do intermediario 1.

A obtencéo do derivado de &cido antranilico (22 ou 23) foi proposta por
meio de duas rotas sintéticas diferentes (Esquemas 9 e 10), planejadas de
acordo com a disponibilidade de precursores no laboratério e métodos
descritos na literatura (HELAL et al., 2011; CARDWELL e ROBINSON, 1915;
JOSHI, DESAI e PELLETIER, 1986). A primeira proposta (Esquema 9),
estratégia 1, emprega o &cido 4,5-dimetoxi-2- nitrobenzéico (24) como
precursor envolvendo duas etapas, sendo uma delas a desmetilacdo
regiosseletiva para a obtencdo da hidroxila fendlica (Esquema 9). Por outro
lado, a segunda proposta € iniciada a partir da isovanilina (26), a qual ja

contém a hidroxila fendlica, porém possui um numero maior de etapas

(Esquema 10).
o COOH HO COOH : HO COOH
ST s U
—_—
~o NO, 100°C ~o NO, ~o NH,
24 25 22

Esquema 9. Rota sintética para a obtencao do derivado acido antranilico 22.

HO CHO ¢o0,: Hy0, MO COOH HO COOCH;
H,S0,

26 27 28

29 23

Esquema 10. Rota sintética para a obtencao do derivado acido antranilico 23.

As etapas iniciais das reacfes de desmetilacdo do acido 4,5-dimetoxi-2-
nitrobenzoéico (24) (Esquema 11A), estratégia 1, e oxidagdo do aldeido da
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isovanilina (26) (SHINKARUK et al., 2008) (Esquema 11B), estratégia 2, foram
realizadas paralelamente e conduziram a formacéo dos produtos esperados 25

e 27 em 91% e 44% de rendimentos, respectivamente.

0 COOH HO COOH
j@[ NaOH 6M j@[
~o NO, 100°C; 3h g NO,

91%

A

24 25
B
HO CHO Se0y: H,0, HO COOH
—_—
~o 44% ~o
26 27

Esquema 11. Primeira etapa para a obtencdo dos derivados do acido antranilico. A -
Estratégia 1, B - Estratégia 2.

Portanto, a estratégia 1 (Esquema 9) foi priorizada para a obtencao do
derivado acido antranilico desejado 22 tendo em vista suas vantagens como a
realizacdo de menor niumero de etapas, uso de precursores de menor custo e
em maior rendimento.

Embora a remocdo do grupo metila do acido 4,5-dimetoxi-2-
nitrobenzoico (24) tenha sido evidenciada por experimentos de RMN de 1H,
RMN de '°C e HRMS-ESI, a confirmacdo da regiosseletividade da
desmetilagdo da metoxila em C-5 s6 foi possivel apos experimento de NOE-diff
(do inglés: Nuclear Overhauser Effect Difference Spectroscopy). Nesse
experimento, os hidrogénios que estdo espacialmente proximos ao irradiado
sofrem aumento da intensidade do sinal pelo efeito Overhauser podendo ser
identificados e analisados ap6s subtracdo de espectros, no qual o hidrogénio
irradiado € apresentado na fase inversa em relagdo ao hidrogénio que sofre
NOE.

Desta forma, foram irradiados os hidrogénios H-3, orto ao grupo nitro,
presente em 7,55 ppm, e em seguida o hidrogénio H-6, orto ao grupo carboxila,
em 7,05 ppm do produto 25, para observacdo de quais hidrogénios
encontravam-se espacialmente préximos ao grupo metoxila em 3,96 ppm,
presente na molécula (Figura 24). A presenca de NOE entre H-3 e a metoxila
(Figura 24b), bem como a auséncia de NOE com H-6 (Figura 24c), indicou
que houve a remocgéao seletiva da metila localizada na posigéo C-5.
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Figura 24. NOE-Diff realizado para o composto 25: (a) Espectro de RMN de 'H (400
MHz, CDs0OD) como referéncia; (b) irradiacdo em H-3; (c) irradiagdo em H-6.

Segundo Cardwell e Robinson (1915) a remocéo seletiva da metila em
C-5, localizada para ao grupo nitro de 24, ocorre devido ao efeito retirador de
elétrons do grupo nitro, o qual enfraquece a ligacdo Ar-OMe tornando-a mais
susceptivel ao ataque de nucledfilos (OH’), em um mecanismo semelhante a
SN2Ar.

Dando continuidade a sintese do derivado do acido antranilico, o
intermediario fendlico 25, foi submetido a uma reacdo de hidrogenacédo
catalitica empregando Hz e Pd/C 10%, sob atmosfera de 50 psi, para reducéo
do grupo nitro a amina e obtencéo do derivado acido antranilico 6 com 88 % de
rendimento (Esquema 12). O produto foi confirmado por analises de RMN de
'H, RMN de *3C, e HRMS-ESI (WEBER et al., 2005).

HO COOH  h, pdiC HO COOH
T TX
~o NO, 4h ~o NH,
88%

25 22

Esquema 12. Reducao do grupo nitro (WEBER et al., 2005).

A reacdo de ciclizacdo do intermediario 6, para obtencdo da
quinazolinona 1, foi avaliada inicialmente com a irradiagdo por micro-ondas a

150°C por 20 min (300W), empregando formamida como solvente e catalise
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com AcOH (LI et al., 2007). A obtenc&o do produto 17 em baixo rendimento
(21%) conduziu a modificagbes do método, como a diminui¢cdo da poténcia de
irradiacdo para 60W. Assim, esta variacao permitiu que o produto fosse obtido
adequadamente com 74% de rendimento (Esquema 13), em uma escala

reacional de 28 mg.
0]

o)
HO HCONH, (5 eq)
:@\)\OH M.O;20min MO NH
N —_—
0 NH o P
2 150°C ~o N)
25 17

Esquema 13. Proposta inicial para a obtencéao da quinazolinona 17.

ApdOs a obtencdo da quinazolinona 17 foi realizada a protecdo da
hidroxila fendlica, em C-6, em escala reduzida de 12 mg, pelo tratamento com
piridina e anidrido acético sob aquecimento de 100 °C (Esquema 14), a fim de
avaliar o emprego deste intermedario para a radiosintese dos derivados
quinazolinicos (CHANDREGOWDA; KUSH; CHANDRASEKARA, 2009). O
composto acetilado 21 foi obtido com 60 % de rendimento, apos purificacdo e

caracterizacdo por andlises de RMN de 'H, 13C e HRMS-ESI.
(0] (0]

HO NH Py, Ac,0 AcO NH
—_—
17 21

Esquema 14. Reacdo de protecdo do grupo hidroxila em C-6 com acetil da
quinazolinona 17.

A reacdo de protecdo da quinazolinona 17, permitiu a obtencdo da
quinazolinona contendo o grupo acetil em C-6 21 com rendimento aceitavel,
mas o0 escalonamento da reacdo, para a obtencdo da quinazolinona 17
acarretou em consideravel reducdo no rendimento, o qual pode estar
relacionado a instabilidade da hidroxila fendlica as condi¢cdes da reacédo de
ciclizacao.

Desta forma, foi abandonada a proposta inicial de sintese do bloco de
quinazolinona 17 para as estratégias sintéticas A (estratégia sintética para a
obtencdo de radiotracadores) e B (estratégia sintética para a obtencdo de

derivados 4-aminoquinazolinicos contendo flGor frio (*°F)) (Esquema 4).
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Em contrapartida, uma nova abordagem foi planejada com a protecao da
hidroxila fendlica do intermediario 25, anteriormente a reag¢do de ciclizacao
para sintese da quinazolinona 17. Para a rota sintética A, ou seja, para sintese
de radiotracadores, foi proposta a protecdo com grupos benzil ou p-
metoxibenzil (PMB) e para a rota sintética B, contendo o fltor frio, foi avaliado a
inclusdo do grupo fluoretileno (Esquema 15). As quais serdo discutidas

separadamente a seguir.
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Esquema 15. Novo planejamento para sintese de derivados quinazolinicos. A —
Estratégia sintética para a obtencéo de radiotracadores. B — Estratégia sintética para a
obtencéo de derivados 4-aminoquinazolinicos contendo flGor frio (*°F).

A obtencado das quinazolinonas da rota A, foi proposta de acordo com a
estratégia sintética descrita no Esquema 16, com inicial sintese dos
respectivos nitroderivados 14 e 15, seguida de uma etapa de ciclizacdo
redutiva. Além de evitar a etapa de ciclizacdo com um intermediario fendlico,
realizada na estratégia anterior, essa abordagem permite a obtencdo das

guinazolinonas desejadas sem o acréscimo de etapas sintéticas.

HO COOH HO COOCH; RO COOCH,3
j@[ CH30H, HS,0, j@[ i ou ii :@:
~o NO, refluxo, 24h 0 NO, ~o NO,

25 29 R1=Bn 30
R1 = PMB 31
0
J 9
H™ "NH R
2 10 NH
|nC|3
— 7
150°C
4-5h R1=Bn 32
R1 = PMB 33

Esquema 16. Estratégia para a obtencdo das quinazolinonas 32 e 33. i) BnBr, DMF,
Cs2CO3 84%, ii) PMBCI, DMF, Kl, K.CO3, 90°C, 78%.
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Ambas as etapas de formacgdo do éster 29 e subsequente prote¢cdo com
benzil ou PMB permitiram a preparacdo dos intermediarios 30 e 31 em alto
rendimento. A reacdo de ciclizacdo redutiva, na presenca de cloreto de indio,
no entanto, levou a formacdo da quinazolinona 32, quando empregado o
material de partida benzilado 30 e a formacéo de subprodutos ndo desejados
quando empregado o intermediario 31, contendo o grupo PMB (Esquema 17).

Assim a sintese foi seguida a partir do intermediario 32.

InCls o}
R40 COOCH; 150°C R,0
_— )NH
~N bz
0 NO, i ~o N
H™ NH,
30 R;=Bn 32 R;=Bn 57%
31 R;=PMB 33 R;=PMB 0%

Esquema 17. Etapas de avaliagdo da reacao ciclizagéo redutiva empregando cloreto
de indio (InCls).

Kundu e colaboradores (2008) sugerem que a reacdo de ciclizacéo
redutiva com cloreto de indio ocorre pela reducdo do grupo nitro seguido de
ciclocondensacdo de Niementowski, em um mecanismo semelhante ao
proposto no Esquema 18. Nesse processo, ocorre inicialmente a degradacao
da formamida catalisada pelo In3*, com a liberacdo de monéxido de carbono
(CO) e amdnia. Em seguida, o grupo nitro do precursor 30 é reduzido a amina
catalisado por CO (Esquema 18A). A amina formada realiza um ataque a
formamida, presente em excesso na reacdo e, em seguida, ocorre a

ciclocondensacéo de Niementowski (Esquema 18B).
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o 3+ /
)L In cO,

In3* In?*, In"ou In®
B
(0]

BnO
OCH3 P OCH3 OCH,
- " NH2 NH2

O NH\2/ NH,

Hz OH OH2
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OCH3 OHCH “CHsOH J
NH2 NHz ~o NG

Esquema 18. Mecanismo proposto da reacdo de ciclizacdo redutiva na presenca de
cloreto de indio.Adaptada de Kundu e colaboradores (2008).

A obtencdo da quinazolinona 18, contendo fllor frio, necesséria para a
rota B (Esquema 15), foi proposta de acordo com as etapas demonstradas no
Esquema 19, empregando reacfes semelhantes as utilizadas na sintese da

quinazolinona 17.

F
HO COOCH; > oTs £ ~O COOCH; o Q
T D O g, o
o NO —_— o NO InCl J
2 DMF, Cs,CO4 35 2 150% ~o0 N
2 48% 18

43%

Esquema 19. Estratégia sintética para a obtencéo das 4-aminoquinazolinas, contendo
flaor frio.

Para a realizacdo da primeira etapa da sintese da quinazolinona 18 foi
inicialmente sintetizado o 2-fluoroetil 4-metilbenzenosulfonato (18). Na literatura
séo disponiveis diversos métodos para sintese de 18 (KNIESS et al., 2015).
Assim sua obtencdao foi avaliada por dois métodos (Esquema 20): i) tratamento
do 2-fluoretanol (36), comercialmente disponivel, com cloreto de tosila
utilizando piridina como solvente (BERNARD-GAUTHIER et al., 2015) e ii)
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tratamento do 2-fluoretanol (36) com EtsN e cloreto de tosila em DCM. Ambos
0s métodos resultaram na obtencdo quantitativa do produto 34, no entanto
devido a facilidade do workup o segundo método foi escolhido.

TsCl, Py
. quant. 50
~"oH | S ~"F
36 TsCl, DCM, TEA 34

quant.

Esquema 20. Métodos empregados para a obtencdo 2-fluoroetil 4-
metilbenzenosulfonato (18).

A funcionalizacdo do intermediario 29 com o grupo etilenofltor, foi
realizada pelo seu tratamento com carbonato de césio (Cs2COs3) e 2-fluoroetil 4-
metilbenzenosulfonato (34) em DMF por 24 h o qual resultou na sua obtencéo
do intermediéario éter 35 com 48% de rendimento. O aquecimento da reacéo a
70°C, foi avaliado como alternativa para aumentar o rendimento desta etapa,
porém houve apenas a formacao de impurezas, sem acréscimo no rendimento
total. Na sequéncia, a ciclizacdo redutiva do intermediario 35, na presenca de
InCl3 para conversdo a quinazolinona 18, ocorreu apés 5 h de reacao, sendo o

produto 18 obtido com 43% de rendimento (Esquema 17).

4.2.2 Sintese de unidades biorredutiveis

As unidades biorredutiveis sintetizadas para posterior inclusdo no anel
de quinazolina foram as: 2-([4-nitrobenzilloxi)etanamina (37); 2-(2-nitro-1H-
imidazol-1-il) etanamina (38); e 4-nitrobenzil 2-aminoetilcarbamato (39) (Figura
25), empregando diferentes rotas sintéticas.

O,N
NH,

s S ]
N— HoN

37 38 39

Figura 25. Unidades biorredutiveis obtidas.

A sintese da 2-([4-nitrobenzil]loxi)etanamina (37) foi proposta via
formacdo da funcéo éter entre o alcool N-(2-hidroxietil)fitalimida (38) e o
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brometo de 4-nitrobenzila (39), disponiveis comercialmente, e sequencial
remogcdo do grupo protetor ftalimida, empregando o método descrito por
CAZARES-KORNER e colaboradores (2013) (Esquema 21).

0,N
Br N
H,NNH
o . /0NN eSO
NaH, THF, TBAI EtOH

40 O 0
42

Esquema 21. Estratégia de sintese da da unidade biorredutivel 2-([4-
nitrobenzilloxi)etanamina (37).

As tentativas de sintese do éter 42, empregando o protocolo descrito, ou
seja, NaH, TBAI em THF (Esquema 20), resultaram apenas na obtencao de
produtos indesejados, mesmo apdés modificacbes do tempo reacional e
alteracdes tanto na ordem de adicdo quanto na proporgéo dos reagentes.

A fim de evitar a formacdo de subprodutos oriundos de possivel
degradacdo dos precursores 40 e 41, foi empregado uma condicdo mais
branda com o uso de Ag20 em DCM (PITTS, HARRISON e MOODY, 2001),
porém ndo houve formacdo do produto 42, mesmo apoOs prolongamento do

tempo reacional (Esquema 22).

NaH, THF, TBAI O,N
0 )0,
Ve Y s
N VA 0
o
40 © N_/_
Ag,0, DCM
o o}
42

Esquema 22. Proposta de sintese do intermediario 42.

Uma vez que nado foi possivel a sintese do éter 42 a partir dos
precursores 40 e 41, a estratégia para sintese da unidade biorredutivel 37 foi
reformulada tendo como base a substituicdo do grupo protetor presente na
amina de fitalimida para NHBoc (Esquema 23). O emprego desse grupo
protetor ndo apenas torna possivel a realizacdo de reagbes em condicbes

basicas, tais como as empregadas inicialmente, quanto permite o
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acompanhamento da formacdo do produto por CCD empregando solucdo de
ninidrina como revelador.

Desse modo, a sintese do composto 37, foi proposta de acordo com o

Esquema 23.
Br
Q Dioxano/ HCI Q
Boc,0, 41 pH 3
BocHN
HoN NaOH 2M _\_
_\_OH . NaH, THF, o]
THF aH,
TBAI BocHN— HzN_/_37

Esquema 23. Nova proposta sintética para a obtengao do 2-([4-nitrobenzil]oxi)
etanamina (37).

A etapa inicial correspondeu a protecdo do grupo amina de 2-
aminoetanol (37) com di-terc-butil dicarbonato em NaOH 2 mol.L** e THF, para
a obtencao do intermediario 44 (GHILARDI et al., 2013). O produto 44 foi obtido
como um Oleo transparente com 70% de rendimento e caracterizado por
analise de HRMS-ESI, a qual demonstrou o pico referente ao ion [M+Na]* de
184,0944 (calculado para C7HisNOsNa* 184,0950), e andlise de RMN de 'H
qgue indicaram a presenca de um singleto em 1,45 ppm com integral 9,
referente aos hidrogénios metilicos do grupo terc-butil e um par de duplos
dupletos em 3,70 ppm, 3,29 ppm, correspondentes aos hidrogénios
metilénicos.

A obtencao do éter 45 foi realizada mediante o tratamento de 44 com
NaH e TBAI, seguida da adicdo de brometo de 4-nitrobenzila (41). O composto
45 foi isolado com 23% de rendimento e caracterizado por RMN de H o qual
indicou a presenca dos sinais de hidrogénio arométicos com padrdo de
substituicdo para em 8,21 e 7,50 ppm, bem como um singleto referente ao
grupo terc-butil em 1,45 ppm, com integrais de 2, 2 e 9, respectivamente.

A otimizacdo da formacdo da porcao biorredutora empregando os
precursores 44 e o haleto 41, sob condi¢cdes mais brandas com o uso de Ag-0
em DCM (PITTS, HARRISON e MOODY, 2001) (Esquema 24) resultou na
obtencdo do produto desejado com rendimento semelhante ao obtido
empregando NaH em THF, ou seja, de 23%. Embora o rendimento dessa etapa
tenha sido relativamente baixo foi semelhante aos reportados na literatura
(CAZARES-KORNER et al., 2013).



92

NO
2 O,N
Br.

41
BocHN
o —

44 (¢}
Ag,O, DCM
BocHN—/_

23% 45

Esquema 24. Sintese do éter nitro-aromatico 45.

A desprotecdo do intermedidrio 45 para a obtencdo de 2-([4-
nitrobenzilloxi)etanamina (37) foi inicialmente realizada na presenca de solucéo
HCI em dioxano, produzida pelo borbulhamento de HCI gasoso em dioxano até
pH 1 (Esquema 25). Ap6s 16 h de reacdo, foi verificado a formacdo de
precipitado branco e consumo total do material de partida por CCD. No entanto
a purificacdo empregando extracdo acido-base permitiu a obtencdo do produto
com apenas 10 % de rendimento. Afim de otimizar a etapa de desprotecéo, foi
avaliada a obtenc&o do cloridrato do composto 37, ao invés de sua base livre
(HUGHES et al., 2005). Esse processo facilitou a purificagdo e aumentou a
estabilidade desta unidade biorredutivel 37. Assim, a solugédo de dioxano/HCI
foi substituida por metanol/HClI em pH = 1 e ap6s o consumo total do material
de partida em 1 h, a mistura reacional foi concentrada e purificada por meio da
lavagem com Hexano:AcOEt (1:1). Esta alteracdo permitiu a obtencdo do
produto 37 com 71% de rendimento (Esquema 25), confirmado por
experimentos de RMN de 'H, a qual indicou a presenca dos sinais dos
hidrogénios aromaticos em 8,24 ppm e 7,51 ppm, hidrogénios metilénicos do
grupo etilenoamina em 4,64 ppm e 3,57 — 3,49 ppm, e auséncia dos

hidrogénios referente ao grupo terc-butil em 1,45 ppm.

0O,N
Dioxano/ HCI
pH 3
0,
0N 10% g
'CI*H3N—/_
37
o O,N
BocHN—/_
45 Metanol/ HCI
pH 1
71%
_/_O
“CI*H3N
37

Esquema 25. Desprotecdo do intermediario (45)
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A obtenc¢&o da unidade biorredutivel de 2-nitroimidazol 38 foi realizada
empregando a estratégia descrita por Zha e colaboradores (2011) e Luescher e

colaboradores (2014) demonstrada no Esquema 26.

02N N
\V/J
HN—7/
Boc,0; TEA; DCM 13 O2N

-Br+H3N\/\Br - . Nal; K,CO3; N\/) DCM: TFA (1:1) N\/)

BocHN
80% ocC \/\Br
DMF 60°C quant.
46 47 48h  BocHN HoN

48
62% 38

Esquema 26. Rota sintética para a obtencao de 38.

Inicialmente foi realizada a protecdo da amina do brometo de 2-
bromoetanolamina (46) pelo tratamento com Boc2O para a obtencdo do
intermediario 47, com 80% de rendimento. Na sequéncia, o intermediario 31 foi
tratado com 2-nitroimidazol (13) na presenca de iodeto de sodio e carbonato de
potassio em condicdes anidras a 60°C por 48h para a obtencdo do
intermediario 33, com 62% de rendimento. Finalmente, o composto 48 foi
tratado com DCM e TFA para remoc¢ao do grupo protetor e obtencéo do sal de
TFA da unidade biorredutivel 38 de forma quantitativa (ZHA et al., 2011;
LUESCHER, VO e BODE, 2014).

A unidade biorredutivel 39 foi sintetizada de acordo com o método
descrito por HUANG e colaboradores (2014) (Esquema 27). O 4-Nitrobenzil
cloroformiato (49), disponivel comercialmente, foi convertido ao derivado
azidoformiado 50, o qual foi tratado com etano-1,2-diamina (51), e mantido por
aproximadamente 2 h para a obtencédo de 39 com 44% de rendimento. Essa
abordagem permitiu a obtencdo do composto 39 de forma rapida e sem a

necessidade de métodos cromatograficos de purificagdo.
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NH,
NH, NH
OZN\©\/ 02N 51 02N 3
0._Cl THF; NaNgH,0 \©Vo N; , \@ K
R (0] NH
jg 15 min T CHCls T
Usado em sequéncia 39

49
44% rendimento
em 2 etapas

Esquema 27. Rota sintética empregada para a sintese da unidade biorredutivel 39.

4.2.3 Sintese de quinazolinas - Avaliacdo da Rota A de obtencéo do
composto marcado com 8F

A sintese de 4-aminoquinazolinas a partir de quinazolinonas, geralmente
ocorre com a inicial conversdo da quinazolinona em 4-cloroquinazolina para
posterior funcionalizacdo com aminas. Devido a fatores como relatos da
instabilidade do intermediario 4-cloroquinazolina (KUMAR et al.,, 2014) e o
aumento do numero de etapas de sintese 0s quais comprometeriam o
rendimento global de sintese avaliamos uma nova abordagem descrita por
WAN e colaboradores (2006), que € amplamente empregada para a obtencéo de
derivados de amidas e uréias heterociclicas (SLOBBE et al., 2014; BAE e
LAKSHMAN, 2007; ASHTON e SCAMMELLS, 2008; LOCKMAN et al., 2012;
WAN et al., 2007).

Além de diminuir o numero de etapas para a obtencdo de 4-
aminoquinazolinas essa abordagem corresponde a um método mais brando
que a estratégia geralmente empregada de clorinacdo, para posterior
substituicdo por aminas. Como demonstrado no Esquema 28, para a obtencao
das 4-aminoquinazolinas, o intermediario 32, poderia ser tratado com PyBOP,
DBU e a unidade biorredutora, com a obtencdo do derivado desejado,

representado pelo composto 52.
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NO, NO,
0 )
BnO H2N’\'O\/© HNT HNT
37

NH
N J__— ,B° SNy TRA O D
° N PyBOP; DBU /) refluxo - J
22 DMF o) N o N
52 53
NO,
o I
HN/\/
o
18~ OTs 18F 7 \)N
—
34 ~o0 N
KOH, DMSO, 100°C
15 min 54

Esquema 28. Estratégia sintética otimizada para a sintese obtencdo de 4-
aminoquinazolinas, exemplificando a sintese do derivado 54 com a unidade
biorredutivel 2-([4-nitrobenzil]oxi)etanamina e o grupo *¥F-etilico.

O método descrito por WAN e colaboradores (2006) explora o equilibrio
tautomérico de amidas ciclicas como a quinazolinona 32 por um mecanismo de
substituicdo nucleofilica aromatica ativada por fosfénio, por exemplo BOP,

PyBOP, etc, de acordo com o Esquema 29.
; ,N’O‘;<NO>
3

N=N
— OO
N N
P<

O O/ O 'Y NQ
NH o \)N -HBOt SN
N NT N/)
Q2 |
- HO'?'NQ
N=N
|
/N Nu
7 @ Nu SN
\N _—
/) -HBOt N/)

Esquema 29. Mecanismo de substituicdo nucleofilica aromatica ativada por fosfénio
(WAN et al., 2006).

Para avaliacdo da reacdo de substituicdo nucleofilica aromatica ativada

por fosfonio, foi empregada, inicialmente, a propargilamina (55) como nucledfilo.



96

Os anéis de quinazolinonas comerciais 56 e 57, bem como o intermediario 32
foram explorados empregando PyBOP e DBU, como reagente de acoplamento e
base, respectivamente (Esquema 30). Todas as reacdes avaliadas resultaram
na obtencao de derivados 4-aminoquinazolina, compostos 58, 59 e 60, com bons

rendimentos (Esquema 30).

o) =\ HN N

Ry 55 N2 Ry

) — 2

~ ~
R, N PyBOP, DMF, Ry N

DBU

56R1=R2=H 58R1=R2=H 80 %
57 R, = Ry = OCHj 59 R, = R, = OCHj 55 %
32 R1 =0Bn R2 = OCH3 60 R1 = OBn, R2 = OCH3 78 %

Esquema 30. Avaliacdo da reacao de substituicdo nucleofilica aroméatica ativada por
fosfonio.

O método permitiu a obtencdo de 4-aminoquinazolinas, mas foi observado
por andlises de RMN de 'H da fracdo isolada do composto 60 que também havia
presenca de impurezas, com sinais na regido de 0,5 a 3,5 ppm, ndo detectadas
em analises por CCD, mesmo apos a variacdo da fase moével e emprego de
diferentes reveladores, como: iodo, ninidrina e etanol/acido sulfurico 5%.

Devido a versatilidade dessa reagdo demonstrada por Wan e
colaboradores (2006), a qual permite a mudanca da base empregada, bem
como o reagente de acoplamento, observada em diversos trabalhos que
empregam esse método (BAE e LAKSHMAN, 2007; ASHTON e SCAMMELLS,
2008; LOCKMAN et al., 2012; WAN et al., 2007), novas condi¢des reacionais
foram avaliadas. Assim, para obtencdo de 4-aminoquinazolina puras sem
necessidade de purificacdo por CLAE (Esquema 31) foi avaliada a substituicdo

da base empregada na reacdo por EtsN, DIPEA, ou Cs2COs para a sintese do

produto 60.
e L
o] 55 NH, NH
BnO e BnO
\O N/ Base \O N/
32 60

Esquema3l. Avaliacédo de diferentes bases para obtenc¢do do intermediario modelo
45.
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Entre as bases avaliadas foi observado que apenas DIPEA permitiu a
conversdo total do intermediario 32 no produto desejado 60, apés 24 h de
reacdo. A purificacdo por cromatografia em coluna de silica gel flash com fase
movel AcOEt:MeOH (9,5:0,5) forneceu o produto com 72% de rendimento,
semelhante ao obtido anteriormente, mas sem presenca de contaminantes.

Apesar do uso de DIPEA como base ter possibilitado a obtencdo do
produto 60 em pureza aceitavel, a tentativa de funcionalizacdo da
quinazolinona 32 com a unidade biorredutivel 37, empregando essas

condic¢des, ndo permitiu a sintese do intermediario 52 (Esquema 32).

0} NO, \/@/
o
BnO NH 'CI+H3N’\'O/© HNT N
B
- N g 37 noj©\/£N

PyBOP, DIPEA - /)
32 DMF (0) N
52

Esquema 32. Emprego da DIPEA como base para a obtencéo de 52.

Assim, optou-se pelo uso do DBU novamente e apds tentativa de
purificagdo, por cromatografia em coluna de silica gel flash e fase movel
gradiente de AcOEt:MeOH (Esquema 33), foi obtido uma fracdo contendo a 4-
aminoquinazolina 52. Ap6és analises de RMN de *H dessa fracéo foi observado o
mesmo padrdo de impureza encontrado anteriormente. Assim, para a
confirmacgéo e caracterizagcdo do composto 52, essa fracao foi repurificada por
CLAE.

O NO, \/@/
o}
BnO “CI*H3N ’\,O/C[ HNT

NH

7 BnO
~ /) 3 n >N
o N PyBOP, DBU J
~N
DMF 0 N
32 52

Esquema 33. Emprego da reacdo de substituicdo nucleofilica aromatica ativada por
fosfénio para a obtencao do intermediario 52.

Para a purificacdo de 52, foi inicialmente utilizado a coluna analitica de
fase reversa, fase movel CH3CN:H20 0,02% (TFA), com fluxo de 1 mL/min.

Apoés algumas tentativas, o gradiente linear de 10-40% CH3CN:H20 0,02%
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(TFA) foi o mais apropriado para isolamento do produto puro. Assim, a
purificagdo do composto foi realizada em coluna semi-preparativa de fase
reversa, com fluxo de 4,7 mL/min, com tr de 28,5 min (216 nm) e forneceu 52
com 10% de rendimento.

As andlises de HRMS-ESI, e RMN de *H e 3C confirmaram a obtencéo e
pureza do produto 52, com o pico do ion molecular da [M+H]* m/z de 461,1817.
Os sinais de RMN H em 5,25 ppm e 4,66 ppm com integral relativa 2, referentes
aos hidrogénios metilénicos presentes no grupo benzil da unidade de quinazolina
e 0 grupo p-hitrobenzil da unidade biorredutivel, respectivamente, e RMN de 13C
em 72,4 ppm e 72,7 ppm referentes aos carbonos das mesmas unidades da
molécula, evidenciaram a formacao do produto.

Com o objetivo de facilitar a purificacdo das 4-aminoquinazolinas, tais
como a 52, e obter os compostos desejados, foi avaliada a remoc¢éo do DBU
remanescente da fracdo obtida ap6s purificacdo em CCC pela sua lavagem
com agua. Essa abordagem permitiu a remocéo de consideravel quantidade de
impurezas, observadas apés andlise de RMN de *H.

Ambas as amostras do composto 52, obtida por CCC com DBU
remanescente, purificado por CLAE e obtida apés lavagem com &agua foram
avaliadas frente a reacdo de desbenzilacdo do grupo OBn em C-6, para
averiguar a necessidade da purificacdo imediata desse intermediario e permitir
a sintese do produto mesmo na presenca de pequenas impurezas (Esquema
34).

Desta forma, para sintese do composto 53 para posterior marcagdo com
o grupo 8F-etilico, foi realizado o tratamento do intermediario 52 com &cido
trifluoroacético (TFA) sob refluxo, Esquema 34. A desprotecdo da hidroxila
fendlica foi confirmada por analises de RMN de *H em CD30OD, que indicaram a
auséncia dos hidrogénios metilénicos e aromaticos anteriormente presentes em
5,21 e 7,27 a 7,44 do grupo benzil do precursor 52; empregando tanto o
precursor 52, contendo impurezas residuais, quanto o precursor purificado por
CLAE, indicando a possibilidade de purificacdo por CLAE nesta etapa, o

composto 53 foi obtido com 41 % de rendimento.
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Esquema 34. Etapas finais para obtencdo do produto desejado 53 para posterior
marcacdo com o grupo 8F-etilico.

A obtencdo do composto modelo 60, usado para a padronizacdo da
reacdo de substituicdo aromatica ativada por fosfonio, abriu a possibilidade de
obtencdo do precursor 61, para posterior estudo de inclusdo de unidade
contendo o radionuclideo 18F, em C-6. Assim, foi realizada a estratégia sintética

demonstrada no Esquema 35.

N3
NO, NO,
HNT NO,
N-N N—N
BnO X 62 N n
)N _— N TFA N
\o N/ 1,10-Fenantrolina, refluxo >
Ascorbato de sodio HN HN
CuSOQy, EtOH:H,0
60 ta. BnO N )N HO \)N
24h _ _
~o N o N

63 61

Esquema 35. Rota sintética para radiossintese de derivados 4-aminoquinazolinicos
contendo o anel triazdlico.

Esse novo precursor foi facilmente obtido com o uso da reacdo de
CuAAC, empregando o derivado alcino 60, e o azido 62, obtido de forma
quantitativa apos tratar cloreto de p-nitrobenzila, com azida de sodio (ROHILLA
et al., 2016), seguido da desprotecdo do grupo OBn com TFA sob refluxo.

Para a realizacdo da reacdo de CuAAC foi escolhido o método descrito
por CRUZ-GONZALES e colaboradores (2014) que emprega sulfato de cobre,
ascorbato de sodio e 1,10-fenantrolina a temperatura ambiente. Neste caso, a
fenantrolina € complexada ao cobre durante a reducdo do sulfato de cobre a
Cu(l) pelo ascorbato de sodio, evitando a possivel complexagdo do cobre com
aminas presentes na quinazolina 60, que promoveria a diminuigdo da eficiéncia

da reacdo. A 4-Aminoquinazolina 63 foi obtida com rendimento quantitativo.
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Apbs isolamento, o produto foi submetido a analises de RMN de 'H e 3C as
quais confirmaram a obtencdo do produto com os sinais de hidrogénio e
carbono da posicdo 5 do anel 1,2,3-triazélico 1-4 dissubstituido em 8,07 e
123,8 ppm, respectivamente.

A desbenzilagdo com o emprego de TFA sobre refluxo permitiu a
obtengdo do composto 61 com 55 % de rendimento, ap0s purificagdo por
cromatografia em silica gel de fase reversa C-18 (HENNEQUIN et al., 1999;
SCHWAN et al., 2014; RICE e MARKBY, 2012; HIMMELSBACH et al., 2000).

4.2.3.1 Preparacédo de 2-['®F]fluoroetil 4-metilbenzenosulfonato (34)

A sintese desta unidade de 2-[*8F]fluoroetil 4-metilbenzenosulfonato
(34*), foi realizada em parceria com o grupo de pesquisa do jovem pesquisador
Emerson Soares Bernardes e a doutoranda Martha Sahyli Ortega Pijeira no
Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares (IPEN).

Para a radiossintese do 2-[*®F]fluoroetil 4-metilbenzenosulfonato (34*) foi
empregado métodos descritos por Schirrmacher e colaboradores (2002) e
Schoultz e colaboradores (2013), com adaptacées, utilizando 8F obtido apds
bombardeamento de A&gua enriquecida (H20'®) em ciclotron, usando

etilenoglicol 1,2—ditosilado (64) como precursor (Esquema 36).

O ~ors K222 ACN SO _~ig

—_—

64 *34

Esquema 36. Sintese do 2-[*®F]fluoroetil 4-metilbenzenosulfonato (34*)

A obtencdo do composto 2-[*8F]fluoroetil 4-metilbenzenosulfonato (34*)
foi confirmada apds analise de CLAE (Figura 26A) e comparacdo com o tempo
de retencdo do padrdo, 2-fluoroetil 4-metilbenzenosulfonato frio (34), (Figura
26B) empregando coluna analitica de fase reversa C-18 (4,6 mm x 250 mm (5
pm) ZORBAX Eclipse Plus), fase movel CH3CN:H20 (45:55 %) 0,1 % TFA, com
fluxo de 1 mL/min. O composto marcado 34* foi obtido com 15-26 % (n=10) de

rendimento e pureza radioguimica > 99%.
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Figura 26A. Andlise por CLAE do composto marcado 2-[*®F]fluoroetil 4-

metilbenzenosulfonato (34*) (tzx = 9,859 min). Perfil correspondente ao detector de
radioatividade.
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Figura 26B. Andlise por CLAE do composto padrao 2-fluoroetil 4-

metilbenzenosulfonato (34) (tr = 9,988 min). Perfil correspondente ao detector UV 256
nm.

Embora tenha sido possivel a obtencdo do 2-[*8F]fluoroetil 4-
metilbenzenosulfonato (34*), durante a sua sintese houve a formacdo de
subprodutos volateis contendo o radionuclideo 18F, ndo identificado,
possivelmente relacionado a degradacdo e formacdo de alceno, HF ou
derivado dissubstituido (KNIESS et al.,, 2015). Desta forma, adaptagdes no
método de sintese do 2-['8F]fluoroetil 4-metilbenzenosulfonato, com a utilizagéo
de HotCell ou mesmo modificacBes da estratégia de inclusdo desta unidade no
anel de quinazolina afim de evitar a formacédo de subprodutos dessa natureza
estdo sendo avaliadas (KNIESS et al., 2015). A otimizacdo das condicfes de
radiossintese desta unidade esta sendo realizada pelo grupo de pesquisa do
jovem pesquisador Emerson Soares Bernardes e a doutoranda Martha Sahyli
Ortega Pijeira, no IPEN.
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E importante destacar também que, apesar da estratégia de
radiossintese descrita no Esquema 37 ter apresentado desafios devido a
problemas na radiossintese da unidade de 2-[*F]fluoroetil  4-
metilbenzenosulfonato (34*), a obtencdo do composto 54, e/ou de um dos
derivados mais promissores poderd ser realizada por diferentes abordagens, a
partir de métodos descritos na literatura para a inclusdo desta unidade
(KNIESS et al., 2015).

OT:
1507 18
A 64
NO, ACNl K222; KF NO,
/\/0\/©/ /\/O\/©/
HN 18~ OTs HN
HO SN 18?“> 18F/\/O SN
P KOH, DMSO, 100°C /)
~o N) 15 min ~o N
Precursor para Marcagao 54*

53

Esquema 37. Etapa final necesséria para a obtencao de 4-aminoquinazolinas
desejadas.

4.2.4 Sintese de derivados 4-aminoquinazolinicos frios

Os compostos 4-aminoquinazolinicos 54 e 65 (Esquema 38)
foram obtidos a partir da quinazolinona 18, anteriormente preparada,,, via
reacdo de substituicdo nucleofilica aromética ativada por fosfénio, pelo
tratamento da quinazolinona 18 com DBU, PyBOP e cloridrato de 2-([4-
nitrobenzilloxi)etanamina (37) ou 2-(2-nitro-1H-imidazol-1-il) etanoamina (38)
em DMF, respectivamente, aplicando o mesmo método estabelecido na sintese
do intermediario 52, utilizado para marcacdo com ¥F (Esquema 33). Apesar
de anteriormente ter sido realizada a preparacdo de uma terceira unidade
biorredutivel 39 (Esquema 27), decidimos néo realizar a sua condensagdo com
a quinazolona 18, neste momento, para aguardar inicial padronizacdo das
etapas de radiossintese. Os produtos nitroderivados frios 54 e 52 foram
purificados, inicialmente, por CCC, empregando silica flash e AcCOEt:MeOH 9:1
em fase gradiente. A fracdo principal contendo o produto foi purificada por

CLAE, de forma semelhante ao método empregado para o intermediario 52. O
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método mais adequado foi gradiente linear de 20-40% CH3CN:H20 0,02%
(TFA), em coluna semi-preparativa de fase reversa, fluxo de 4,7 mL/min (216
nm). O produto 54 e 65 foram obtidos em tr 27,0 min com 39% de rendimento

e tr 13,9 min com 31% de rendimento, respectivamente.
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NO,
HZN\,O/©
37 0 XN
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DBU

54

o 39%
O ot
~ 7
(6) N 02N _N HN/\/N\/)

N/
18 HoN"™ 7 O SN

38 J

B N —

PyBOP, DMF, 0 N
DBU 65
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Esquema 38. Derivados de quinazolinicos obtidos a partir da condensacdo da
guinazolinona 18 com as unidades biorredutiveis 37 ou 38.

4.2.5 Derivados 4-aminoquinazolinicos para o tratamento de tumores sob
hipdxia

Para obtencdo de compostos quinazolinicos com atividade antitumoral,
uma série de novos derivados aminotriazolil-quinazolinicos (Figura 27) foi
planejada com o objetivo de se obter derivados 4-aminotriazolil-quinazolinicos
de forma mais pratica e rapida, empregando a reacédo de cicloadi¢édo catalisada
por cobre (I) (CuAAC, do inglés: Copper(l)-catalyzed Alkyne-Azide
Cycloaddition (CuAAC), amplamente utilizada em trabalhos desenvolvidos em
NOSso grupo de pesquisa.

A sintese da série de 12 compostos aminotriazolil-quinazolinicos 1-12
(Esquema 39, Figura 27) foi realizada por CuUAAC, utilizando os alcinos 58 e
59, previamente obtidos no trabalho (Esquema 39A), e derivados azido 62 e
68 a 73 (Esquema 39B) facilmente sintetizados a partir de haletos e azida de

sédio em DMF (Esquema 39).
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Esquema 39. Estratégia empregada para obtencdo dos 12 novos derivados de 4-
aminoquinazolina obtidos. A — Etapas de sintese dos derivados aminotriazolil-
quinazolinicos 1-12. B — Derivados de azidos (62, 68-72), empregados na reacgao
CUAAC com os alcinos 58 e 59. Ambos derivados 68 e 70 foram utilizados em solugéo
sem a purificagéo.

Essa nova série foi preparada com o intuito da obtencdo de uma
diversidade estrutural de forma mais pratica e identificacdo do melhor
substituinte amino em C-4. As reacdes de CuAAC foram realizadas
empregando micro-ondas a 100 W, 80 °C por 5 a 10 min com o uso dos
precursores azido (1 eq.) e alcino (1,1 eq.) na presenca de ascorbato de sodio
(0,2 eq.) e CuSO4 (0,05 eq.) em DMF em um método mais pratico, sem a
utiizacdo das condicbes previamente empregadas para sintese do
intermediario 63. Apesar do rendimento dos produtos aminotriazolil-
quinazolinicos 1-12 ndo terem sido elevados, essa modificacdo permitiu a

otimizacao das condicdes reacionais (Figura 27).
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Figura 27. Série de novos derivados 4-aminoquinazolina sintetizados.

4.2.6 Ensaios de atividade biol6gica

Inicialmente, foi avaliada a atividade citotoxica, em normédxia e hipdxia
dos compostos nitroderivados obtidos 52, 53, 54, 65, 61 e 63, ilustrados na
Figura 28, empregando o ensaio de triagem com uma dose de 10 pM,
preconizada pelo National Cancer Institute (NCI) (BOYD e PAULI, 1995), com
as linhagens tumorais de cancer de Mama - MDA-MB-231, SKBR3, BT474,
Prostata - PC3, Gastrico - MKN45; Glioblastoma - U87 e U251; Pancreas — Mia
Pa2Ca2, Melanoma - Skmel37 e Pulmdo - A549. Os experimentos foram
conduzidos em parceria com a Pds-Doutoranda Sofia Santos do Nascimento,

sobre a supervisao do Dr. Emerson Soares Bernardes do IPEN.
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Figura 28. Compostos avaliados sobre o ensaio de viabilidade celular.

As células foram tratadas com os compostos e incubadas por 48h, para
posterior avaliacdo da viabilidade celular com sulforrodamina B (SRB). Os
resultados obtidos estdo demonstrados nos graficos da Figura 29.

O ensaio de triagem empregando SRB determina a densidade celular
com indicacdo do teor de proteina celular. Corresponde a um método
colorimétrico de baixo custo com alta sensibilidade. Apd6s a incubacdo as
células séo fixadas com TCA e tratadas com SRB por 30 min, em seguida o
excesso de corante é removido por lavagens repetidas com acido acético 1%.
O corante ligado a proteina é dissolvido em solucdo tampéaoTris base 10 mM
para determinacdo da densidade Optica a 510 nm (VICHAI; KIRTIKARA, 2006).
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Figura 29. Dados da atividade biol6gica dos produtos quinazolinicos contendo grupos
nitro 52-54, 65, 61, 63. Linhagens tumorais de Mama - MDA-MB-231, SKBR3, BT474,
Préstata - PC3; Gastrico - MKN45; Glioblastoma - U87, U251; Pancreas — MIA PaCa2,
Melanoma - Skmel37, Pulméo - A549.

O valor descrito nos gréficos, relacionados aos ensaios em dose Unica,
corresponde ao crescimento celular relativo, comparado ao controle negativo e
ao tempo zero do inicio da incubacédo das células. Essa abordagem permite a
deteccado tanto da porcentagem de inibicdo do crescimento (valores entre O e
100) quanto da letalidade (valores inferiores a 0). Assim, por exemplo, um valor
de 100 significa que ndo ha inibicdo de crescimento, por outro lado, um valor
de 40 corresponde a 60% de inibicdo do crescimento. Um valor de O significa
nenhum crescimento ao longo do experimento e, finalmente, um valor negativo
tal como -40 significaria 40% de letalidade e assim por diante. Nestes
experimentos, cisplatina foi empregada como farmaco de referéncia para o
acompanhamento e avaliacdo dos ensaios biolégicos.

Como pode ser observado na Figura 29, nenhum dos compostos
avaliados causaram morte celular na concentracdo de 10 uM, apresentando
apenas moderada inibicdo do crescimento. Entre 0os compostos testados,
podem ser mencionados os derivados 61 e 63, contendo o grupo nitro-benzilico
conectado ao anel de aminoquinazolina por grupo triazélico, com cerca de 50%

de inibicdo do crescimento de células MKN45 em normoxia, e 40% em células
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SKBR3 sob hipdxia, respectivamente. Nestes estudos foram evidentes a maior
atividade de cisplatina em células tumorais em normdxia, comparativamente a
hipoxia. Essa atividade observada esta de acordo com dados disponiveis na
literatura que demonstram que altos niveis de HIF-1a, presentes em células
sob hipdxia, causam resisténcia a tratamentos com cisplatina (Al et al., 2016;
FISCHER et al., 2015; WOHLKOENIG et al., 2011).

A série de derivados aminotriazolil-quinazolinas 1-12 foi avaliada sobre
as linhagens tumorais de mama - MDA-MB-231, SKBR3, BT474, tendo em
vista que o ensaio preliminar houve uma tendéncia de inibicdo da linhagem
SKBR3 para o composto 63, com padrdo estrutural semelhante ao explorado
pela série 1-12, ou seja, uma estrutura central contendo o anel de quinazolina
ligado a uma cadeia de metil 1,2,3-triazol com padrdo de substituicdo nas
posicdes 1,4-triazélicas.

Adicionalmente, os ensaios em células de cancer de mama foram
priorizados devido a atividade de derivados 4-aminoquinazolinicos ja descritos
na literatura em linhagem SKBR3 (ANIDO et al., 2003; YAMASAKI et al., 2007,
ZHANG et al., 2008), com superexpressao do receptor de tirosina quinase
HER2 (ErbB2), bem como a semelhanga estrutural dos novos compostos com
farmacos inibidores de tirosinas quinase HER2 e EGFR (Lapatinib). Por esta
razdo, os inibidores de tirosina quinase Erlotinib e Lapatinib (Figura 30) foram
empregados como controles positivos e a avaliacdo desses compostos foi
realizada na concentracdo de 30 uM, mais proximas do valor de ICso desses

farmacos nas células tumorais.
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Figura 30. Inibidores de tirosina quinase HER2 e EGFR. Lapatinib inibidor dual
HERZ2/EGFR e Erlotinib, inibidor da tirosina quinase EGFR.

ApOs realizagdo dos ensaios foram obtidos os resultados demonstrados
na Figura 31. Entre os derivados testados, o aminotriazolil-quinazolina 9,

contendo o grupo ftalimido e ndo substituido nas posi¢des C-6 e C-7 (Figura



110

27), apresentou cerca de 60% de inibicdo de crescimento de células SKBR3

em hipoxia. No entanto, nenhum dos derivados obtidos demonstrou atividade

citotdxica superior aos controles na concentracéo de 30 pM.
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Figura 31. Dados da atividade biologica sob linhagens tumorais de Mama - MDA-MB-
231, SKBR3, BT474.

Por outro lado, o farmaco lapatinib apresentou uma atividade expressiva
em células SKBR3 em normoxia e hipoOxia, inclusive causando ndo s6 a
supressdo do crescimento, como também pequena taxa de morte celular. Em
comparacao, Erlotinib também foi mais ativo nesta linhagem, mas com inibicao
de crescimento em apenas cerca de 50% em normoéxia e cerca de 80% em
hipdxia.

Paralelamente os compostos 65, 1 ao 9 foram submetidos a avaliacdo
da atividade inibitéria frente as quinases HER2, EGFR e PERK que estédo
relacionadas em mecanismos de adaptacdo da hipoxia. As quinases HER2 e
EGFR foram escolhidas devido a semelhanca estrutural destes derivados de 4-
aminotriazolil-quinazolina com inibidores duais destas enzimas descritos, como:
Lapatinib, Irbinitinib, Varlitinib, Allitinib, CP-724,714 e GW583340 (Figura 32).
Por outro lado, a quinase PERK foi escolhida devido a sua participagdo em
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mecanismos de adaptacdo a hipoxia através da via de resposta ao stress no
reticulo endoplasmético UPR, e o reduzido nimero de inibidores conhecidos.
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Figura 32. Estrutura inibidores duais da tirosina quinase HER2 e EGRF.

Os ensaios foram realizados pela empresa Reaction Biology,
empregando o método radiométrico de filter binding assay. Neste ensaio 0s
compostos a serem testados sao incubados com a enzima quinase, substrato,
co-fatores e ATP marcado radioisotopicamente (33*P-y-ATP). Apds a incubacéo,
a mistura da reacao enzimatica é filtrada, e o produto catalitico radiomarcado é
avaliado em um contador de cintilografia, sendo determinado a porcentagem de
atividade enzimatica frente ao controle sem o inibidor.

Foram empregados dois controles positivos, staurosporina para as
enzimas tirosina quinase HER2 e EGFR e o inibidor GSK-2606414 para a
enzima quinase PERK (Figura 33), sendo os ICso determinados para
comparacao com os dados da triagem dos compostos sintetizados (Figura 34).
A triagem foi realizada empregando a concentragao de 10 uyM e realizada em
duplicata. Os dados obtidos estdo representados na Tabela 3, expressos na
forma de % de atividade enzimatica.
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Figura 33. Inibibidores empregados como controle positivo no ensaio de inibicdo
realizado pela empresa Reaction Biology.
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Tabela 3. Resultados do ensaio de inibicdo dos compostos 65, 1-9 sobre as enzimas
tirosinas quinases EGFR e HER2 e quinase PERK na concentracio de 10 uM.

% Atividade enzimética
PERK ERBB2/HER2 EGFR
Compostos: Média SD Média SD Média SD
65 88,67 3,6 105,46 5,3 105,62 6,0
1 98,74 14,06 109,43 3,1 106,13 0,9
2 88,64 1,1 100,96 1,7 97,25 4,5
3 94,14 13,1 105,15 3,2 101,57 15
4 94,18 11,8 107,30 0,2 104,46 0,0
5 86,27 3,0 103,81 3,8 96,00 1,0
6 104,42 2,3 102,12 0,0 99,14 0,9
7 98,31 5,8 104,91 0,9 98,43 4,2
8 103,81 0,5 104,00 1,9 97,69 4,1
9 88,86 2,4 98,23 3,2 68,05 0,7
Staurosporina ND 1,30E-07 1,74E-07
GSK-2606414 1,67E-09 N/D N/D

SD = Desvio Padrdo; N/D = n&o avaliado. Ensaio feito em duplicata. A porcentagem de
atividade foi determinada em relacéo ao controle com DMSO.

Assim, como observado nos ensaios celulares, os compostos néao
apresentaram atividade significativa sobre nenhuma das quinases, avaliadas
na concentragdao de 10 uM. As variacdes estruturais nas posicoes C-4 e C-6
deverdo ser exploradas a obtencdo de novos compostos, consideradas as
sequencias sintéticas estabelecidas neste trabalho. Uma vez que diferentes
padrées estruturais de 4-anilinoquinazolina € comumente explorado para a
obtencdo de inibidores de tirosinas quinases, a obtencdo de inibidores ATP
competitivos com padrdo estrutural diferente, explorando o isosterismo do anel
de anilina, por exemplo, seria de grande valor para o desenvolvimento de
novos farmacos. A grande diversidade de quinases conhecidas, mais de 500
incluindo serina, treonina e tirosinas quinases, torna a descoberta de novos
inibidores ATP competitivos ainda mais desafiadora. Estudos de modelagem
computacional seréo realizados para o planejamento de novos inibidores para
as quinases HER2, EGFR e PERK (HER2: cddigo PDB 3PPO; EGFR: codigo
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PDB 1XKK; PERK: codigo PDB 4G34) (AERTGEERTS et al., 2011; AXTEN et
al., 2012; WOOD et al., 2004), mantendo a unidade aminotriazolil-quinazolinas
como grupo central para obtencdo de compostos mais potentes. A auséncia de
compostos com citotoxicidade significativa nas células tumorais de mama,
MDA-MB-231, SKBR3, BT474, sob condi¢bes de hipdxia, na concentracdo de
30 uM, inviabilizou a realizacdo das etapas de radiossintese e biodistribuicdo
dos derivados quinazolinicos, contendo o anel 1,2,3-triazélico, previstas no
trabalho na busca de compostos que pudessem atuar na identificacdo de alvos
especificos no tumor sob hipoxia para o diagnodstico por PET. No entanto,
novos ensaios estdo em andamento a fim de determinar a capacidade dos
compostos atuarem como inibidores do crescimento de outras linhagens de

células tumorais.
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5. CONCLUSAO
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A sintese e avaliagdo de novo derivado 2-nitroimidazol, contendo o
grupo hidrofilico zwiterionico amoéniometil-trifluoroborato (AMBF3z), ®F-AmBFa-
bu-2NI, com potencial para geracdo de imagens de tumores em hipoxia, assim
como a obtencédo de derivados quinazolinicos para o tratamento e diagnostico
por PET de tumores sob hipdxia foram adequadamente desenvolvidas no
Canada e Brasil, respectivamente.

O composto AmBF3-bu-2NI foi sintetizado com sucesso em 4 etapas de
sintese como intermediario e padréo frio, a partir do reagente 2-nitroimidazol
comercial, e este foi convertido no correspondente derivado radiotracador 18F-
AmBFs-bu-2NI em uma etapa de radiossintese com a reagdo de troca
isotépica 8F-1°F em bom rendimento radioquimico e atividade especifica.
Estudos de imagem e biodistribuicdo ex vivo demonstraram farmacocinética
favoravel com rapido clearance/depuracdo de o6rgaos/tecidos de fundo. No
entanto, a captacdo tumoral e o contraste tumoral com a radiacdo de fundo
foram insatisfatérios devido, possivelmente, a presenca da unidade hidrofilica
AmBF3s. Desta forma, como perspectivas do trabalho, outros radiotracadores
poderdo ser explorados para adequada penetracdo e retencdo em células
tumorais sob hipoxia para, de fato, alcancar os alvos intracelulares
relacionados a nitro-redutases.

Visando a obtencdo de compostos quinazolinicos para o diagndstico,
foram obtidos os intermediarios de quinazolinonas chave, necessarios para a
obtencdo dos padrdes frios, contendo °F e como precursor para a
radiossintese do radiotracadores para tumores sob hipdxia. A sintese de cada
bloco foi realizada em quatro etapas a partir do &cido 4,5-dimetoxi-2-
nitrobenzdico, o qual foi submetido a desmetilacdo seletiva na posicdo C-5 e
posterior funcionazilacdo com a cadeia de etileno fllor, para obtencdo do
padrdo '°F (frio, 18) ou grupo protetor benzil, para obtencdo do radiotracador
com BF (intermediario 32), seguido de reacdo de ciclizacdo redutiva na
presenca de cloreto de indio. A quinazolinona 18, contendo unidade
fluoretileno, foi empregada na obtencdo de derivados aminoquinazolinicos 54
(contendo grupo nitro-benzilico) e 65 (contendo grupo 2-nitroimidazol), com os
compostos biorredutiveis previamente sintetizados 37 (nitro-benzilico) e 38 (2-

nitroimidazol), via substituicdo nucleofilica aromatica ativada por fosfénio. A
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mesma abordagem foi empregada, adequadamente, para obtencéo do precursor
da radiomarcacéo 53, a partir da quinazolinona 32 e a unidade biorredutivel 37.
Para etapa final de obtencao do radiotracador para diagndstico de tumores sob
hipéxia foi avaliada a obtencdo do 2-['®F]fluoroetil 4-metilbenzenosulfonato
(34*), entretanto, devido a formacédo de subprodutos volateis, ndo foi possivel,
ainda, realizar a radiossintese.

Com relacdo a obtencdo de compostos quinazolinicos com atividade
antitumoral, uma série de 12 derivados aminotriazolil-quinazolinicos 1 a 12 foi
sintetizada com sucesso, usando a reacao de CUuAAC, via acoplamento de
alcinos e derivados azidos. Desta forma, todos o0s compostos
aminoquinazolinicos obtidos no trabalho, tanto para diagndstico quanto
tratamento, foram avaliados em relacdo a atividade antitumoral. Inicialmente,
foram avaliados os derivados propostos para o diagnéstico 52-54, 65, 61 e 63
em ensaios de viabilidade de diversas células tumorais sob condigdo de hipdxia
e normoéxia (MDA-MB-231, SKBR3, BT474, PC3, MKN45, U251, U87, MIA
PaCa-2, Skmel37, e A549, usando cisplatina como referéncia). No entanto, a
atividade observada foi moderada, uma vez que apenas os derivados contendo
grupo nitro-benziltriazélico 61 e 63, apresentaram, na concentracdo de 10 uM,
cerca de 50% de inibicdo de células MKN45 em normoéxia e 40% em células
SKBR3 sob hipoxia, respectivamente.

Em contrapartida, a série de aminotriazolil-quinazolinas proposta para o
tratamento, 1-12, foi avaliada em ensaios antitumorais contra linhagens de
células tumorais de mama (MDA-MB-231, SKBR3, BT474, na concentracao de
30 uM), empregado os farmacos de referéncia Erlotinib e Lapatinib. Desta
série, apenas o derivado contendo a funcgéo ftalimida 9, ndo substituido nas
posicdes C-6 e C-7, apresentou cerca de 60% de inibicdo de células SKBR3
em hipdxia. Paralelamente, a estes ensaios antitumorais, os derivados
aminotriazolil-quinazolinicos foram também submetidos a avaliacdo de triagem
da atividade inibitoria frente as quinases HER2, EGFR e PERK, na
concentracdo de 10 pM. Novos ensaios serdo realizados afim de avaliar a
citotoxicidade dos derivados aminoquinazolinicos frente a outras linhagens de

células tumorais.
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136

RMN de H (300 MHz, CDCls) - 1-(4-bromobutil)-2-nitro-1H-imidazol (14)
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MS (ESI) - 1-(4-bromobutil)-2-nitro-1H-imidazol (14). m/z [M+H]* calculado para
CoH17N4O>" 213,1; encontrado: 213,1.
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MS (ESI) - 1-(4-N,N-dimetilaminobutil)-2-nitroimidazol (15). m/z [M+H]* calculado para

+ . .
CoH17N4O- 213,1; encontrado:
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RMN de °F (282 MHz, CD3OD) - 1-(4-(N-trifluoroborilmetil-N,N-dimetilammonio)butil)-

2-nitroimidazol (AmBFz-bu-2NI).
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(AmBF3-bu-2NI). m/z [M-F]* calculado para Ci10H1sBF2N4O2* 275,1; encontrado: 275,1.
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RMN de H (400 MHz, DMSO-¢6) - 6,7-dimetoxi-quinazolin-4(3H)-ona (20)
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RMN de *C (101 MHz, DMSO-g) - 6,7-dimetoxi-quinazolin-4(3H)-ona (20)
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RMN de *3C {DEPT-135} (101 MHz, DMSO-¢) - 6,7-dimetoxi-quinazolin-4(3H)-ona
(20)
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RMN de *H (500 MHz, DMSO-g6) - 6-hidroxi-7-metoxi-quinazolin-4(3H)-ona (17)
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RMN de 13C (101 MHz, DMSO-g6) - 6-hidroxi-7-metoxi-quinazolin-4(3H)-ona (17)
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RMN de *C {DEPT-135} (101 MHz, DMSO-¢) - 6-hidroxi-7-metoxi-quinazolin-4(3H)-

ona (17).
a ° © o ©
HO NH g 38 8
~ W | N |
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HRMS (ES+): - 7-hidroxi-6
para CgHgN»O3" 193,0613; e

-metoxi-quinazolin-4(3H)-ona (17). m/z [M+H]* calculado
ncontrado: 193,0605.
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RMN de '3C (101 MHz,

CDs0OD) - Acido 5-hidroxi-4-metoxi-2-nitrobenzoico (25)
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RMN de '3C {DEPT-135}(101 MHz, CD30D) - Acido 5-hidroxi-4-metoxi-2-nitrobenzéico
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HRMS (ES+): - Acido 5-hidroxi-4-metoxi-2-nitrobenzoéico (25). m/z [M+H]* calculado
para CgHsNOg 214,0352; encontrado 214,0343; m/z [M+Na]* calculado de CsH7;NOgNa*
263,0171; encontrado: 236,0164
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RMN de 'H (300 MHz, DMSO-g6)
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- Acido 2-amino-5-hidroxi-4-metoxibenzéico (22)
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RMN de *C (101 MHz, DMSO-g6)
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RMN de 3C {DEPT-135} (101 MHz, DMSO-g) - Acido 2-amino-5-hidroxi-4-
metoxibenzdbico (22)
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HRMS (ES+) - Acido 2-amino-5-hidroxi-4-metoxibenzéico (22). m/z [M+H]" calculado
para CgHioNO4" 184,0610; encontrado: 184,0608

Intens +MS, 4.8min #284
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RMN de 'H (300 MHz, DMSO-4) - 6-acetoxi-7-metoxiquinazolin-4(3H)-ona (21)
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RMN de 3C (101 MHz, DMSO-¢) - 6-acetoxi-7-metoxiquinazolin-4(3H)-ona (21)
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RMN de *3C {DEPT-135} (101 MHz, DMSO-4) - 6-acetoxi-7-metoxiquinazolin-4(3H)-
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HRMS (ES+) - 6-acetoxi-7-metoxiquinazolin-4(3H)-ona. (21) m/z [M+H]" calculado para

C11H11N2O4* 235,0719; encontrado 235,0712
Intens. +MS5, 5.5min #327|
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RMN de !H (300 MHz, CDsOD) - 5-hidroxi-4-metoxi-2-nitrobenzoate de metila (29)
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RMN de *H (300 MHz, CDCls) - 5-(Benziloxi)-4-metoxi-2-nitrobenzoato de metila (30)
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RMN de 'H (300 MHz, DMSO-¢) - 6-benziloxi-7-metoxi-4(3H)-quinazolinona (32)
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RMN de H (300 MHz, CDCls) - 5-(2-fluoroetoxi)-4-metoxi-2-nitrobenzoato de metila

(35)
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RMN de ¥C (101 MHz, CDCl3) - 5-(2-fluoroetoxi)-4-metoxi-2-nitrobenzoato de metila
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RMN de °F (282 MHz, CDCls) - 5-(2-fluoroetoxi)-4-metoxi-2-nitrobenzoato de metila
(35)
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HRMS (ES+): 5-(2-fluoroetoxi)-4-metoxi-2-nitrobenzoato de metila (35). m/z [M+H]*
calculado para C11H13FNOg 274,0727; encontrado: 274,0724; m/z [M+Na]* calculado
para C11H12FNaNOs 296,0546; encontrado: 296,0545; m/z [M+K]" calculado para
C11H12FKNOg* 312,0286, encontrado: 312,0287.

Intens. +MS, 3.6min #215)
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RMN de *H (300 MHz, DMSO-g6) - 6-(2-fluoroetoxi)-7-metoxi-4(3H)-quinazolinona (18)
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RMN de BC (101 MHz, DMSO-4) - 6-(2-fluoroetoxi)-7-metoxi-4(3H)-quinazolinona
(18)
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RMN de °F (282 MHz, DMSO-46) - 6-(2-fluoroetoxi)-7-metoxi-4(3H)-quinazolinona (18)
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HRMS (ES+):

6-(2-fluoroetoxi)-7-metoxi-4(3H)-quinazolinona  (18).

calculado para C11H12FN,O3" 239,0832. encontrado: 239,0827.

m/z
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Intens. +MS, 3.3min #198]
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RMN de H (400 MHz, CDCls) - terc-butil N-(2-hidroxietil)carbamato (44)
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HRMS (ES+): terc-butil N-(2-hidroxietil)carbamato (44). m/z [M+Na]* calculado para
CsHisNOsNa* 184,0944; encontrado:184,0950; m/z [M+K*] calculado para C7H1sNOsK
200,0689; encontrado: 200,0676.

Intens. +MS, 6.2min #372|
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RMN de H (300 MHz, CDCls) - terc-butil [2-((4-nitrobenzil)oxi)etiljcarbamato (45)
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HRMS (ES+): terc-butil [2-((4-nitrobenzil)oxi)etillcarbamato (39). m/z [M+Na]* calculado
para Ci14H20N2OsNa* 319,1270; encontrado: 319,1284.

Intens. +MS, 6.1min #364]
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RMN de *H (300 MHz, CD30D) - 2-([4-nitrobenzil]oxi)etanamina (37)
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RMN de *C {DEPT-135} (75 MHz, CD30D) - 2-([4-nitrobenzilJoxi)etanamina (37)

3 s a2 S o : He
T 58 7o
\' CgHy2M203
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 q
ppm
RMN de H (300 MHz, CDClIs) - terc-butil (2-bromoetil)carbamato (48)
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RMN de H (300 MHz, CDCls) - terc-butil 2-(2-nitro-1H-imidazol-1-il)etilcarbamato (38)
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RMN de 'H (400 MHz, DMSO-g6) - 4-amino-[N -(propinil)]-quinazolina (58)
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HRMS (ES*): 4-amino-[N -(propinil)]-quinazolina (58). m/z [M+H]" calculado para
Ci11H1oN3*™ 184,0875; encontrado: 184,0869.

Inte"ss. +M5, 15.0min mE3g
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RMN de H (500 MHz, DMSO-g6) - 4-amino-[N-(propinil)]-6,7-dimetoxi-quinazolina (59)

g HN
o]
%] - N
2 “ >
QN = O o - TOMNOD D N o
0000 © N 0 MO ®noQ e © CizHi3N302
0 © B © N N T T OO ) o
—~ —l I
) N - o IO ON o ®©
® nmn® R R K] 0 ®©
© © ®© © ¥ ST ]
[ [ [
[
| LA
J‘/\/‘\\ —/A—
) 2 3 2
o S < ] 2]
< < ol I o
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
8.44 8.40 8.36 8.32 8.28 4.37 4.36 4.35 4.34 4.33 4.32 4.31 3.94 3.92 3.90 3.88 3.86 3.84 3.82

ppm ppm ppm

g8 8§ § 8 €3

- - - - (SR VI
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
100 95 90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 1.5 1.0 05 0.0 0.9




156

RMN de C (126 MHz, DMSO-ds) - 4-amino-[N-(propinil)]-6,7-dimetoxi-quinazolina

(59)
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HRMS (ES+): 4-amino-[N-(propinil)]-6,7-dimetoxi-quinazolina (59). m/z [M+H]*

calculado para Ci3H14N3O2* 244,1086; encontrado: 244,1086.

+MS, 20.3min #1214
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RMN de !H (500 MHz, CDsOD) - 4-amina-[N -(propinil)]-6-benziloxi-7-metoxi-
quinazolina (60)
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RMN de BC (75 MHz, CDsOD) - 4-amina-[N-(propinil)]-6-benziloxi-7-metoxi-

quinazolina (60)
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HRMS (ES+): 4-amina-[N-(propinil)]-6-benziloxi-7-metoxi-quinazolina (60). m/z [M+H]*
calculado para CigH1sN3O2* 320,1399; encontrado 320,1390.

Intens +M3, 2.8-2.9min #169-171|
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RMN de 'H (300 MHz, CDsOD) - 4-amina-[N-(2-([4-nitrofenil]metiloxi)etil]-6-(2-
fluoroetoxi)-7-metoxi-quinazolina (54)
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RMN de ¥C (101 MHz, CDsOD) - 4-amina-[N-(2-([4-nitrofenillmetiloxi)etil]-6-(2-
fluoroetoxi)-7-metoxi-quinazolina (54)
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HRMS (ES+) - 4-amina-[N-(2-([4-nitrofenillmetiloxi)etil]-6-(2-fluoroetoxi)-7-metoxi-
quinazolina (54). m/z [M+H]" calculado para CzH::FN4Os* 417,1574; encontrado
417,1564.

Intens_] +MS, 11.1min #664)
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RMN de 'H (300 MHz, CD3OD) - 4-amina-[N-(2-(2-nitro-1H-imidazol-1-il)etil]-6-(2-
fluoroetoxi)-7-metoxi-quinazolina (65)
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HRMS (ES+) - 4-amina-[N-(2-(2-nitro-1H-imidazol-1-il)etil]-6-(2-fluoroetoxi)-7-metoxi-
quinazolina (65). m/z [M+H]* calculado para CisHisFNeO4* 377,1374; encontrado:

377,1369.
Imenss. +MS, 11.0min #659|
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RMN de H (300 MHz, CDCls) - 1-(azidometil)-4-nitro-benzeno (62)
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RMN de *H (300 MHz, DMSO-¢) - 4-amino-[N-[1-(4-nitrofenilmetil)-1H-1,2,3-triazol-4-
illmetil]- 6-benziloxi-7-metoxi-quinazolina (63)
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RMN de 3C (75 MHz, DMSO-g) - 4-amina-[N-[1-(4-nitrofenilmetil)-1H-1,2,3-triazol-4-
illmetil]- 6-benziloxi-7-metoxi-quinazolina (63)
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HRMS (ES+): 4-amino-[N-[1-(4-nitrofenilmetil)-1H-1,2,3-triazol-4-iljmetil]- 6-benziloxi-7-
metoxi-quinazolina (63). m/z [M+H]* calculado para CzsH24N7O4" 498,1890;
encontrado: 498,1881.
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RMN de 'H (300 MHz, CD3;OD) - 4-amino-[N-[1-(4-nitrofenilmetil)-1H-1,2,3-triazol-4-
ilfmetil]- 6-hidroxi-7-metoxi-quinazolina (61)
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HRMS (ES+) - 4-amino-[N-[1-(4-nitrofenilmetil)-1H-1,2,3-triazol-4-iljmetil]- 6-hidroxi-7-

408,1420;

metoxi-quinazolina (61). m/z [M+H]* calculado para CigHigN7O4"
encontrado: 408,1408.
Intens. +MS, 13.0min #779|
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RMN de H (300 MHz, CDs0D) - 4-amino-[N-2-[(4-nitrofenil)metiloxi]etil]-6-benziloxi-7-

metoxi-quinazolina

(52)
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RMN de *3C (75 MHz, CDsOD) - 4-amino-[N-2-[(4-nitrofenil)metiloxi]etil]-6-benziloxi-7-

metoxi-quinazolina (52)
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HRMS (ES+) - 4-amino-[N-2-[(4-nitrofenil)metiloxi]etil]-6-benziloxi-7-metoxi-quinazolina
(52). m/z [M+H]" calculado para C2sH2sN4Os*™ 461,1825; encontrado: 461,1817.

Intens. +MS, 13.4min #798
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461.1817
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nitrobenzil)oxi)etil)amino)quinazolin-6-ol (53)
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HRMS (ESY):

7-metoxi-4-((2-((4-nitrobenzil)oxi)etil)amino)quinazolin-6-ol
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(53). m/z

[M+H]* calculado para CisH19N4Os* 371,1355; encontrado: 371,1353.

Intens_ +MS, 15.7min #942|
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RMN de H (300 MHz, CDCls) - 1-(azidometil)-2-((fenilsulfonil)metil)benzeno (72)
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HRMS (ES+) - N-((1-benzil-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)quinazolin-4-amina (1)m/z [M+H]*
calculado para CisHi17Ne* 317,1515; encontrado: 317,1508.
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HRMS (ES+) - N-((1-(3-fluorobenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)quinazolin-4-amina (3)
m/z [M+H]* calculado para CisHisFNs™ 335,1420; encontrado: 335,1422.

Intens. +MS, 2.9min #17|
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6,7-dimetoxiquinazolin-4-amina (4)
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RMN de BC (126 MHz, DMSO) - N-((1-(3-fluorobenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)-6,7-
dimetoxiquinazolin-4-amina (4)
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HRMS (ES+) - N-((1-(3-fluorobenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)-6,7-dimetoxiquinazolin-
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TER.31T2

4-amina (4). m/z [M+H]* calculado para C20H20FNsO," 395,1632; encontrado: 395,1628.
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RMN de ®C (126 MHz, DMSOg) - N-((1-(4-nitrobenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-
i) metil)quinazolin-4-amina (5)
OO NM< LT ONO O
OLTONW®O NONIOON « @
LHIIIY oNNANNT 5 8
N N [ [
N—N/O‘NOQ
N'j,)
HN
N
W
CyaH15M702
I
| | ! ! 1 |
| |
I 1 -
260 1‘90 1‘80 1‘70 1‘60 1‘50 1‘40 1‘30 1‘20 1‘10 160 9‘0 éO 7‘0 éO E‘>O 410 30 2‘0 1‘0 q
(2] © O N~NON~ pem
< NWNW DN ~ @
0 M NNNNN -~ o]
- s rTe- [ts) 3}
| N
I
I
L
i} o
260 1‘90 1‘80 1‘70 1‘60 1‘50 1‘40 1‘30 1‘20 1‘10 160 E;O éO 7‘0 éO 5;0 4{0 30 2‘0 1‘0
ppm

HRMS (ES+) - N-((1-(4-nitrobenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)quinazolin-4-amina (5).
m/z [M+H]" calculado para CisH1sN7O>* 362,1365; encontrado: 362,1360.
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RMN de H (300 MHz, DMSOQgg) - 6,7-dimetoxi-N-((1-(4-nitrobenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-

illmetil)quinazolin-4-amina (6).
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HRMS (ES+) - 6,7-dimetoxi-N-((1-(4-nitrobenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)quinazolin-4-
amina (6). m/z [M+H]* calculado para C20H20N;O4" 422,1577; encontrado: 422,1574.
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il metil)quinazolin-4-amina (7)
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RMN de ®C (101 MHz, CDCls) - N-((1-(4-metoxibenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-
il metil)quinazolin-4-amina (7)
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HRMS (ES+) - N-((1-(4-metoxibenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)quinazolin-4-amina (7).
m/z [M+H]" calculado para C19H19NsO™ 347,1620; encontrado: 347,1616.
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RMN de H (300 MHz, DMSQg6) - 6,7-dimetoxi-N-((1-(4-metoxibenzil)-1H-1,2,3-triazol-

4-il)metil)quinazolin-4-amina (8)

o
R
2
5 R 8
B ¥ v
<t O — (o2} 0 O <t NSNS N o o Om
S o o @ © @ 92038 Q N Ko DAl Il
o O O 0 ~ o~ NN OO oo [le] < < M momnm | |
N | (. ~~ 1~ | N NG/ ‘——JL
o 2
S
T o = N
07. C7> G) T T T T
55 475 470 465 460
N-N /N ppm
, |
‘ S 9 S QG
Hh N~ N~ O ©
Ay W W
o
- ~ .
9] N - |l |
CorHaaNgOs w w w w V. U v G
1000 995 990  9.85 FI g T
ppm % & 3
-~ o -
T T T T T
71 70 69 68 67 66
ppm
I
|
! [ i ;
u [N
g g &5 838 e 9 €3y
— — - -~ O v N N Mmmm
100 95 90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 05 00 -05
ppm

RMN de 3C (101 MHz, DMSOgs) - 6,7-dimetoxi-N-((1-(4-metoxibenzil)-1H-1,2,3-triazol-
4-il)metil)quinazolin-4-amina (8)
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HRMS (ES+) - 6,7-dimetoxi-N-((1-(4-metoxibenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)quinazolin-
4-amina (8) m/z [M+H]" calculado para C2:H23Ne¢Os" 407,1832; encontrado: 407,1825.

Intens. +MS, 6.7min #400]
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RMN de H 34 (400 MHz, DMSOQgg) - 2-((4-((quinazolin-4-ilamino)metil)-1H-1,2,3-triazol-
1-il)metil)isoindolina-1,3-diona (9)
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RMN de 3C (101 MHz, DMSOQg6) - 2-((4-((quinazolin-4-ilamino)metil)-1H-1,2,3-triazol-
1-il)metil)isoindolina-1,3-diona (9)
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HRMS (ES+) - 2-((4-((quinazolin-4-ilamino)metil)-1H-1,2,3-triazol-1-il)metil)isoindolina-
1,3-diona (9). m/z [M+H]" calculado para CoH1sN7O>" 386,1365; encontrado:
386,1358.

Intens_ +MS, 10.3min #620|
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RMN de 'H (500 MHz, DMSOus) - 2-((4-(((6,7-dimetoxiquinazolin-4-il)amino)metil)-1H-
1,2,3-triazol-1-il)metil)isoindolina-1,3-diona (10)
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HRMS (ES+) - 2-((4-(((6,7-dimetoxiquinazolin-4-il)Jamino)metil)-1H-1,2, 3-triazol-1-
illmetil)isoindolina-1,3-diona (10). m/z [M+H]* calculado para Cx2H20N7O4" 446,1577;

encontrado: 446,1574.
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RMN de !H (500 MHz, DMSQgs) - N-((1-(2-((fenilsulfonil)metil)benzil)-1H-1,2,3-triazol-

4-il)metil)quinazolin-4-amina
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RMN de 3C (126 MHz; DMSO) - N-((1-(2-((fenilsulfonil)metil)benzil)-1H-1,2,3-triazol-4-

illmetil)quinazolin-4-amina (61)
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HRMS (ES+) - N-((1-(2-((fenilsulfonil)metil)benzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)quinazolin-
m/z [M+H]* calculado para CasH23sNsO2S*™ 471,1603; encontrado:

4-amina (11).
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471,1599.
Intens. | +MS, 3.5-3.8min #207-227|
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RMN de *H (500 MHz, DMSOgg) - 6,7-dimetoxi-N-((1-(2-((fenilsulfonil)metil) benzil)-1H-

1,2,3-triazol-4-il)metil)quinazolin-4-amina (12)
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HRMS (ES+) - 6,7-dimetoxi-N-((1-(2-((fenilsulfonil)metil) benzil)-1H-1,2,3-triazol-4-
illmetil)quinazolin-4-amina (12) m/z [M+H]* calculado para C»7H27NsO4S* 531,1814;

encontrado: 531,1811.
\ntinusﬁ +MS, 5.2min #312|
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