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RESUMO

Atualmente, a sintese de compostos organicos representa uma significativa
parte no processo de descoberta e desenvolvimento de novos compostos
bioativos. Dentre essa gama destaca-se o anel pirimidinico, uma das
substancias chave que sustentam a vida como coenzimas, vitaminas e acidos
nucléicos. Durante as ultimas décadas, estudos relatam meios de sintetizar
nucleos que mimetizem fungdes e células do nosso organismo a fim de facilitar
a interacdo desses possiveis farmacos com as células afetadas. Demais outras
discussodes estao voltadas para os nucleos pirimidinicos dada a sua familiaridade
com o nosso organismo. Com base nisso visou-se sintetizar e caracterizar novas
2-amino-4-fenil-pirimidinas substituidas no C6 por carbo/heterociclos a fim de
avaliar possiveis atividades antiviral, anti-inflamatéria e anticancerigena. Neste
trabalho foi sintetizado o aldeido fenil-triazélico em uma sequéncia de trés etapas
com rendimentos consideraveis. Em seguida utilizou-se este aldeido e outros
carbo/heterociclos para sintetizar chalconas substituidas através da metodologia
classica de condensacdo de Claisen-Schimidt que serviram de material de
partida na sintese das moléculas pretendidas. Foram sintetizadas estruturas
pirimidinicas, através da reagdo multicomponente de Biginelli e pela reagao de
Biginelli modificada por Atwal. Os rendimentos foram consideraveis, variando de
20-82% para sintese das pirimidinas. Os estudos de ancoragem molecular
mostram grandes potenciais para as atividades antiviral e anticancer. As
pirimidinas 123a e 123c apresentaram melhor desempenho dentre as moléculas
sintetizadas, sendo que, todas as pirimidinas sintetizadas obtiveram valores de
energia de interacdo do receptor/ligante no sitio de ligacdo mais significativos
quando comparado as estruturas cristalograficas controle para as proteinas
estudadas. Além disso pode-se relatar duas estruturas cristalograficas inéditas
para as pirimidinas 118 e 121 confirmando e definindo a posi¢ao estrutural de
cada atomo nestes nucleos. Todas as estruturas pirimidinicas sintetizadas
apresentaram resultados relevantes através do estudo de ancoragem molecular
para as atividades biolégicas propostas, mostrando assim uma potencial
probabilidade de inibicdo nesses sitios.
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ABSTRACT

Currently, the synthesis of organic compounds represents a significant part in the
process of discovery and development of new bioactive compounds. Among this
range highlight the pyrimidine ring, one of the key substances that sustain life as
coenzymes, vitamins and nucleic acids. Over the last few decades, studies have
reported on ways to synthesize core that mimic functions and cells in our body to
facilitate the interaction of these potential drugs with the affected cells. Further
discussions are focused on the pyrimidine core given their familiarity with our
organism. Based on this it was aimed to synthesize and characterize new C6
substituted 2-amino-4-phenyl-pyrimidines by carbo/heterocycles in order to
evaluate possible antiviral, anti-inflammatory and anticancer activities. In this
study the phenyl-triazole aldehyde was synthesized in a three-step sequence
with considerable yields. This aldehyde and other carbo / heterocycles were then
used to synthesize substituted chalcones by the classical Claisen-Schimidt
condensation methodology which served as a starting material in the synthesis
of the desired molecules. Pyrimidine structures were synthesized through the
multicomponent reaction of Biginelli and the Biginelli reaction modified by Atwal.
Yields were considerable, ranging from 20-82% for pyrimidine synthesis.
Molecular anchorage studies show great potentials for antiviral and anticancer
activities. Pyrimidines 123a and 123c presented better performance among the
synthesized molecules, and all the synthesized pyrimidines obtained values of
receptor/ligand interaction energy at the most significant binding site when
compared to control crystallographic structures for the proteins studied. In
addition, two new crystallographic structures for pyrimidines 118 and 121 can be
reported confirming and defining the structural position of each atom of these
cores. All the pyrimidine structures synthesized presented relevant results
through the molecular anchorage study for the proposed biological activities, thus
showing a potential probability of inhibition of these sites.
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1. Introdugao

Uma das principais classes de estruturas quimicas com crescimento em
exponencial no planejamento de farmacos devido a sua ampla aplicagéo sao os
heterociclos.”?3 Como o nome sugere, heterociclos sdo compostos ciclicos
contendo um ou mais heteroatomos como N, O, S, P, Si, B e Se. A primeira
descoberta desse tipo de estrutura foi reconhecida como o estagio inicial da
quimica organica ha dois séculos com o isolamento de alcaléides como a morfina
das sementes de papoula, a quinina das cascas da cinchona e a camptotecina

da arvore da alegria chinesa (Figura 1).4°

Morfina Quinina Camptotecina
1 2 3

Figura 1: Primeiras estruturas extraidas contendo heterociclos.

Depois desses, notava-se que os heterociclos extraidos de fontes naturais
possuiam caracteristicas estruturais semelhantes ao DNA, que foi isolado anos
mais tarde. Vale ressaltar que nas principais unidades constituintes do DNA
encontram-se as bases nitrogenadas, que sdo formadas por dois tipos de
heterociclos: puricas: adenina e guanina e as pirimidinicas: citosina e timina. Ao
longo do tempo, cada vez mais os heterociclos foram encontrados em
numerosos campos bioquimicos, fisiolégicos e metabdlicos, como no processo
de fotossintese, em estruturas de aminoacidos e vitaminas, além de

neurotransmissores enddgenos, dentre outros.%’:8

Dessa forma, é evidente pensar que os heterociclos desempenham um
papel extremamente importante na descoberta de novos farmacos, em geral, e
na sintese organica medicinal, em particular. Principios ativos contendo

heterociclos s&o encontrados em todas as areas terapéuticas, incluindo doencas
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cardiovasculares e metabdlicas, sistema nervoso central (SNC), neoplasia
maligna, patologias bacterianas, além de doencas infecciosas em geral.®'0
Alguns exemplos de farmacos ja comercializados contando com a presenca de

diversos heterociclos sdo mostrados na Figura 2.
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Figura 2: Farmacos comercializados contendo heterociclicos.

Dentre essas estruturas heterociclicas destaca-se o anel pirimidinico que
como faz parte de classes chave de substancias que sustentam a vida, como
coenzimas, vitaminas e acidos corecos'! (Figura 3), torna-se um nucleo atrativo
para construcdo de farmacos. Esse interesse é faciimente notado pelos
medicamentos conhecidos contendo pirimidinas, como Veronal, Sulfadiazina,

Fluorouracil, Rosuvastatina, imatinib, erlotinib e nilotinib (Figura 3).1213.14
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Figura 3: Estrutura dos farmacos contendo pirimidinas biologicamente importantes.

2. Pirimidinas

As pirimidinas sédo heterociclos de seis membros com uma estrutura
semelhante ao benzeno, exceto que dois atomos de carbono sao substituidos

por atomos de nitrogénio nas posicoes 1 e 3 (Figura 4).91°

Figura 4: Pirimidina.
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Quanto a sua reatividade, as posi¢oes 2, 4 e 6 possuem maior deficiéncia
eletrénica, como previsto pelas suas estruturas de deslocalizagao eletrénica
(Figura 5) podendo, portanto, reagir com nucledfilos principalmente se bons
grupos de saida estiverem presentes de maneira a facilitar a substituicdo
nucleofilica aromatica.®'® Em contrapartida, a posi¢cdo 5 fornece uma alta
densidade eletrénica sendo, portanto, propensa a reagir através de substituicoes
eletrofilicas aromaticas. Dessa forma, reacbes de nitracdo, nitrosacéo,
sulfonagao, halogenacao, etc. Cabe ressaltar que tais reagbes ocorrem mais
facilmente quando grupos ativantes contendo nitrogénio e oxigénio estado
presentes. Em termos de basicidade, as pirimidinas (PKa=1,3) sdo bases mais
fracas do que a piridina (PKa=5.2) e a piridazina (PKa=2.3), e ligeiramente mais

forte que a pirazina (PKa=0.6).#6
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Figura 5: Estruturas de deslocalizagao eletrénica da pirimidina.

Em termos gerais, a reatividade das pirimidinas pode ser resumida

conforme mostra a Figura 6.7

o @
H Me

ZZ\N
+ | Mel \ﬁJ N-6xido de pirimidina

|
/ Q
H R RCO3H ©

f<NH RLi fN N&o  ocorrem  substituicbes
‘ T > eletrofilicas (a menos que grupos
N/) N/) E /\ amino ou com substituintes

contendo  oxigénio  estejam
presentes)

Figura 6: Reacgdes tipicas das pirimidinas.
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2.1 Sintese de Pirimidinas

Observando a retrossintese proposta na Figura 7 € possivel analisar a
operacao retroanalitica a, com desconexdao em N1/C6 e N3/C4 resultando a um
composto 1,3-dicarbonilado e de uma amidina ou sistemas N-C-N como bloco
de construcdo para a sintese de pirimidinas. Analisando a operagao
retroanalitica b, com desconexdao em N1/C2 ou N3/C2, duas estruturas 20 e 21
sdo obtidas e alternativamente o diaminoalqueno 22 (ou estruturas equivalentes)

e acidos carboxilicos podem ser utilizados como material de partida.'®

4 O O NH

5 3 a
Gl,fj’\‘.\.. — AN N R
‘N“2R +2H;0
1
(1) H0

b | | (2)disconexso C-N

Figura 7: Retrossintese para preparacéo da pirimidina.

Partindo desse artificio, uma das metodologias classicas para a sintese
de pirimidinas é baseada em uma abordagem que envolve a constru¢do do
heterociclo pela condensacéo de dicarbonilados com amidinas ou de substratos
contendo substituintes de interesse como ureias, tioureias e guanidinas,
fornecendo pirimidinas 4,6 ou 2,4,6-substituidas (23), 2-pirimidinonas (24), 2-
tiopirimidinonas (25), e 2-aminopirimidinas (26), também conhecida como

sintese de Pinner (Figura 8)."8
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Figura 8: Métodos de ciclo condensagéo para formagéo do nucleo pirimidinico via sintese de
Pinner.

De maneira analoga, -ceto ésteres reagem com amidinas para formar as

respectivas pirimidin-4(3H)-onas (27).1°
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Figura 9: Sintese de pirimidinas a partir de B-ceto ésteres com amidinas.

Outras reacbes que estdo intimamente relacionadas ao protocolo de
Pinner podem ser vistas na Figura 10: (a) condensacdes catalisadas por base
entre ureias e malonatos para fornecer derivados de acido barbiturico (28), (b)
condensacgao da ureia com cianoacetatos promovidos por Ac20 para formar o
cianoacetil-ureideos (29) seguido de ciclizagédo induzida pela base para formar

derivados 4-aminouracilas (30)."
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Figura 10: Sintese dos analogos pirimidinicos a base de ureias.
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Sistemas B-dicarbolinados mascarados como (alcoximetileno)- malonatos
ou —cianoacetatos podem também ser utilizados como 1,3-biseletrofilos na
ciclocondensacao de Pinner. Como exemplo, pode-se destacar a reagao do
etoximetilenocianoacetato com a acetamidina. A ciclizagdo do produto primario
(31) pode ser direcionada pelo meio reacional: 0 meio acido favorece a formacao
da pirimidina (32) via o grupo éster, enquanto que em meio basico a ciclizagédo

ocorre através da fungio nitrila (33).'°
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Figura 11: Sintese de grupos pirimidinicos utilizando 1,3-biseletrofilos.

Sintese das pirimidinas baseadas em sistemas derivados de 1,3-
diaminopropenos ou diaminopropanos sao menos usuais para fins preparativos
e podem ser realizados mediante duas metodologias: a primeira trata-se da
ciclocondensagédo de malonamidas com ésteres carboxilicos catalisada por base
levando a formacéao da 6-hidroxipirimidina-4-(3H)-onas (34), conforme mostrado

na Figura 12. Essa reag&o é conhecida como sintese de Remfry-Hull."®
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Figura 12: Sintese de Remfry-Hull.

Ja a segunda utiliza uma sequéncia reacional a partir do acido
cianoacético e de N-alquiluretanos para a sintese de derivados de uracila ou
timina. Esta reacdo é conhecida como sintese de Shaw. Na primeira etapa,
forma-se uma N-diacilamida (35), que é condensada com ortoformiato para
formar o enol éter (38). A amindlise de (38) proporciona a enamina (37), que
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cicliza para formar o derivado 5-cianouracilo (36) mediante formacéao

intramolecular da amida (Figura 13)."°
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Figura 13: Sintese de Shaw.

Fosfazeno (39) contendo uma fracdo amidinica sofre ciclocondensagao
oxidativa com aldeidos a, B-insaturados para sintetizar pirimidinas do tipo (40).
Devido a formagao sem precedente da 1,3-diazina, inicialmente uma reagéo aza-
Wittig deve ocorrer para obter o intermediario 1,3-diazahexa-1,3,5-trieno (41),
em seguida uma eletrociclizagao 61 de (40) gera a 1,6-di-hidropirimidina (42)

que apds a sua desidrogenagao forma a pirimidina (40) (Figura 14).20
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Figura 14: Sintese de derivados pirimidinicos a partir de fosfonas.
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Pirimidinas polissubstituidas 44 podem ser obtidas a partir de iminas a, [3-
insaturadas 43 e amidinas ou guanidinas em um procedimento one-pot.?’ A imina
43 é gerada in situ num processo sequencial multicomponente a partir do
metilfosfonato, nitrilas e aldeidos (estes dois ultimos preferencialmente

aromaticos) (Figura 15).1°
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Figura 15: Sintese de pirimidinas polissubstituidas.

O procedimento de sintese mais comum para a obtencédo de
diidropirimidinonas e pirimidinas € o da reagcdo multicomponente de Biginelli.
Esta metodologia foi reportada por ele, pela primeira vez, em 1893 na sintese de
3,4-diidropirimidin-2(IH)-onas obtidas de maneira simples one pot através da
condensagao entre um aldeido aromatico, ureia e acetoacetato de etila,

utilizando acido cloridrico como catalisador (Figura 16).%?

CHO
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Figura 16: Reagéo de Biginelli original.

Nessa metodologia um B-cetoéster, um aldeido (preferencialmente
aromatico) e ureia reagem sob catalise acida, com acidos de Bronsted ou de
Lewis, para formar 3,4-diidropirimidin-2-onas (49), cuja desidrogenagéo'® leva a
pirimidin-2-onas (48) (Figura 17).23:24.25
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Figura 17: Sintese de Biginelli.
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O passo determinante no mecanismo na sintese de Biginelli € a formacéao

catalisada por acido de uma acilimina (50) a partir da reagéo entre o aldeido e a

ureia. Por N-protonagéo (ou coordenagao N-metal), a imina (50) é ativada (como

ion iminio) e interceptada pelo B-cetoéster (como enol ou enolato) para dar

origem a um ureideo de cadeia aberta (51), que subsequentemente cicliza (via

ciclizagao do ureido (52) e a sua desidratagéo) para formar a diidropirimidinona

(48)_26,27

A sintese de Biginelli mostra uma flexibilidade consideravel, portanto, ela

foi estendida a outros sistemas N-C-N como tioureias (53)%%2° ou guanidina (54)

(Figura 18).30:31
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Figura 18: Sintese de Biginelli utilizando tioureias(35) ou guanidina(36).
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Esta reacdo pode ser feita também na sua versdo assimétrica onde a

presenga de organocatalisadores quirais sao responsaveis pela inducéo de

assimetria. Com isso, a formacao de diidropirimidinonas ou —tionas pode ser

realizada enantiosseletivamente.32:33.34,35,.36

No decorrer dos anos, varios pesquisadores se propuseram a explicar e

estudar a formacgéao do nucleo pirimidinico formado através da reagao de Biginelli.

Pensando em como houvera a formagcdo do aduto foram propostos cinco

diferentes mecanismos a partir da reatividade dos trés componentes dessa

reagio,%” expostos a seguir:

Condensacgao do aldeido com o composto 1,3-carbonilado através da
condensacao alddlica seguida pelo ataque nucleofilico da molécula de
ureia.

Condensacgao do aldeido com o composto 1,3-carbonilado através da
reacao de Knoevenagel subsequentemente com a adi¢cdo da ureia
como nucleofilo.

Condensacao do aldeido com a ureia via N-benzilideno-ureia e depois
a adicao nucleofilica do composto 1,3-carbonilado.

Condensacao do aldeido com 2 moléculas de ureia via formacao N-
benzilideno-bis-ureia e depois com posterior adicdo nucleofilica do
composto 1,3-carbonilado.

Condensacao nucleofilica da ureia com o composto 1,3-carbonilado
via formacgao ureia-crotonados, que ataca nucleofilicamente o aldeido

da reacao.

A Figura 19 ilustra os mecanismos propostos citados nas rotas acima.
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Figura 19: Intermediarios propostos para as rotas citadas. Modificado de Suresh & Sandhu.®
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O primeiro mecanismo citado e aceito por mais de quatro décadas foi o

mecanismo proposto por Folkers e colaboradores em 1933, que sugeriram que

a reagao de trés componentes proposta por Biginelli ira ser prosseguida a partir

de um dos trés possiveis produtos primarios da rea¢ao bimolecular (Figura 20)

do sistema ureia/aldeido/acetoacetato.®® Experimentalmente, foi demonstrado

que apenas dois produtos (I e Il) foram capazes de realizar a sintese da pirimidina

proposta por Biginelli. O composto Ill ndo reagiu ou mostrou rendimentos muito

baixos apds o tratamento com a ureia.??3® Anos mais tarde Mamaev e

colaboradores mostraram que o composto | € o intermediario chave para a

sintese de variadas diidropirimidinas.?23°
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Figura 20: Produtos primarios da reagcao bimolecular.

Em 1973, Sweet e Fissekis reavaliaram a reacdo e defendiam um
mecanismo contraditério a sugestdo de Folkers,® prosseguindo através da
reacao alddlica pelo intermediario idnico (V) — carbénio, proposto como principal

intermediario na reacgao (Figura 21).4°

R R
EtOOC H CHJ EtOOC H EtOOC
/\\Ii(D\R Ureia rNHH/NHz H"
®
(e} H (e} (0] H O

\

Figura 21: Reacéo pos formacgao do Intermediario idnico — carbénio.

O mecanismo da reagéo de Biginelli aceito atualmente se inicia com um
ataque nucleofilico da uréia (47) ao aldeido protonado. Ha formacéao
subsequente do ion iminio 50 que pode sofrer ataque nucleofilico da forma
endlica do acetoacetato de etila (45) para formar o intermediario 56 ou de outra
molécula de ureia para formar a 1,1’-(fenilmetileno)diuréia (55). O intermediario
56 sofre reacdo intramolecular para formar o intermediario 57, que perde sua
hidroxila através da assisténcia anquimérica do nitrogénio adjacente para, por
fim, formar o anel 3,4-diidropirimidinénico 48, classico produto de Biginelli (Figura
22).22
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Figura 22: Mecanismo de formagéo de 3,4-diidropirimidinona via ion iminio.

Em busca de uma alternativa a reagéo de Biginelli, Atwal e colaborares,*’
no ano de 1987, produziram diidropirimidinonas através da reacao utilizando
cetonas q,B-insaturadas substituidas e derivados de ureia e tioureia protegidos
por p-metdxibenziléter (PMB) com posterior desprotegcdo (Figura 23). Essa
proposta viria para superar os problemas associados ao fraco rendimento dos
compostos sintetizados pela metodologia de Biginelli. A nova abordagem
envolvera dois passos, primeiro, foi a sintese separada do composto carbonilado
insaturado e o segundo passo envolveu a adicdo catalisada por base de ureias

substituidas.

R? R?
R1
COOR2 COORZ
xCOOR? + j‘\'—lz Na,CO4/DMF NI | desprotecao HN |
HN XR RX N X N
(@) H H
X=0o0uS$S
58 R = PMB 59 60

Figura 23. Modificagdo de Atwal original para obtengéo de diidropirimidinonas a partir de cetonas

a,B-insaturadas.
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Porém, estudos posteriores demonstraram que um dos problemas
encontrados para a reacado de Biginelli modificada por Atwal é a oxidagao do
produto formado em solugdo pelo oxigénio do ar.4243444546 Um esquema

ilustrativo dessas reagdes de oxidagao € mostrado na Figura 24.
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Figura 24: Reages de oxidagdo que podem ocorrer com as pirimidinas formadas na reagao de
Atwal.

As diidropirimidinas obtidas nessas reacgdes entre compostos carbonilicos
a,B-insaturados e a guanidina também podem reagir com os materiais de
partida.*>4’” Wendelin e colaboradores,**® mostraram a possibilidade de
variadas formacdes de subprodutos a partir de um composto carbonilico a,B-

insaturado (Figura 25):
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Figura 25: Formagdo de possiveis subprodutos relacionados a oxidagdo do composto
diidropirimidinico.

A reacao a partir da guanidina (54) e do 6xido de mesitila (68) forma o
composto (69) que reage novamente com a cetona insaturada e produz dois
subprodutos, a pirimido[1,2-a]pirimidina (70) e 3,4,5,6-tetraidro-1H-quinazolin-2-
ilidenoamina (71). O composto (71) ainda pode reagir com a guanidina (54) para
formagdao de um composto ftriciclico (72). Também é possivel adicionar um
grupamento metila e uma ligagdo dupla carbono-carbono, se o produto (69)

reagir com ele mesmo, para formagao do composto (73).4°

2.2 Sintese das aminopirimidinas

As aminopirimidinas, além de possuirem grande versatilidade na quimica

medicinal, sdo intermediarios sintéticos atrativos para sintese organica. Seu
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nucleo € composto por um anel pirimidinico de seis membros ligado a um grupo

amino como mostrado na Figura 26.4%:50

7 Sinm,
NN

Figura 26: Anel aminopirimidinico.

As aminopirimidinas estdo presentes em uma gama de moléculas
importantes no meio biolégico e farmacolégico (Figura 27). Tal fato pode ser
observado na estrutura da citosina (17), um dos constituintes mais importantes
dos acidos corecos, em algumas vitaminas como tiamina (18) e o acido félico
(19) bem como compostos antineoplasicos como a nimustina (74).>' Outros
compostos que possuem o nucleo aminopirimidinico em sua constituigdo sao:
pirimetamina (75) e trimetoprima (76) (inibidores seletivos da DHPR)%,
lamivudina (77) (anti-HIV)®3, bacimetrina (78) (antibidtico)®*, e prazosina (79)

(anti-hipertensivo)®.
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Figura 27: Representagdo de moléculas biologicamente e farmacologicamente importantes.
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No caso do preparo de 2-aminopirimidinas frequentemente utiliza-se a
sintese convergente que se baseia na condensacéo de dieletréfilos (cadeia de
trés carbonos) tendo nas posi¢cbes 1 e 3 a presenga de um grupo carbonilico,
éster ou nitro, com dinucledfilos, contendo a fragcdo N-C-N. Basta entao utilizar-
se um reagente comercial como a guanidina funcionando como componente
dinucleofilico, para formacdo do anel pirimidinico ser acompanhada pela
introdugéo do grupo amino na posigéo 2. Usualmente a condensacgao é realizada
em solventes polares com aquecimento na presenga de um agente de
condensacédo. 56

Uma possivel estratégia para sintese de aminopirimidinas foi
racionalizada partindo de cetonas e acetilenos, formando como intermediarios
sintéticos f3,y-enonas e posteriormente duas séries de 2-aminopirimidinas (Figura

28), 4-benzil substituidas e nao-substituidas.®’

0
(0]
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+ HC=CR, R1)S/\/R3
Ri 80-100°C, 30-60 min R
2
R2
R4 Ry = alquil, (het)aril, cicloalquil;
R = (het)aril, CH,OAlquil
(1)
Ph
R,=H Ro | N
———
=
R N)\NHz
0 R4: But, Ph, 2-naphtil
)S/\Vph (H2N),C=NH.HNO3; KOH/DMSO R,: H
R4
o]
R, KOH, 70°C
R, N
R4: Bu', Ph, 2-naphtil, (CH,)4 2 | P
Rz: H, Me, (CH2)4 R»] N NH2
Rq: Ph, (CHy),

Rz: Me, (CH2)4

()

Figura 28: Reagao de formagao intermediarios sintéticos p,y-enonas (1), formagéao das séries de
2-aminopirimidinas (2).
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No entanto, o estudo das reagdes que envolvem 2-aminopirimidinas
substituidas demonstram facilidade acessivel quando langa-se mao de q,p-
carbonilados (chalconas) devido a flexibilidade dos diversos sintons para a
construgéo de compostos carbo e heterociclicos de grande valor farmacoldgico.
Essa metodologia faz uso da reagao de Atwal.

Tal fato foi demonstrado com chalconas sintetizadas através da
condensacao classica de Claisen—Schmidt, derivadas da 4-aminoacetofenona e
diversos aldeidos aromaticos e heteroaromaticos. Essas chalconas
desempenham papel importante como intermediarios sintéticos para construgao
de 2-aminopirimidinas 4,6-disubstituidas, na reagcdo com hidrocloreto de
guanidina em meio basico, resultando em altos rendimentos reacionais. Vale
destacar que foram feitas varreduras in vivo para atividade anti-inflamatéria e
analgésica para tais estruturas, onde os compostos 80b (62.51+2.33 ug/mL
/75.22+1.08 pg/mL) e 80d (62.13+2.25 pg/mL /75.78+2.31ug/mL) (Figura 29)
apresentaram melhores resultados, em 3h, quando comparados com o controle
ibuprofeno (79.97+2.38 ug/mL).%8

o) (0]

. ArCHO EtOH, aq.KOH A~ ar
Ta, 16-24 h
H,N HoN

b EtOH, KOH
H,N™ "NH,.HCI refluxo : 70°C

Cl

Ar: 80b: ﬁ HoN
Cl
| XN Ar

NW?N

80d: ‘P\4_©/Br NH2

Figura 29: Sintese de derivados de 2-aminopirimidinas 80b e 80d.

Outro exemplo da reagao de Atwal € a sintese de treze derivados de 2-
aminopirimidina que foram analisados como potenciais antagonistas dos

receptores de adenosina A1 e A2a, referentes a doencga de parkinson, a fim de
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investigar melhor as relagdes de estrutura-atividade desta classe de compostos
(Figura 30). O composto (81m) mostrou altas afinidades para ambos os
receptores, com um valor de A2aKi de 6,34 nM e um valor de A1Ki de 9,54 nM,
sendo que todos os compostos selecionados indicaram baixa citotoxicidade.
Ademais, um estudo de ancoragem molecular revelou que as interagdes entre
os compostos sintetizados e o sitio de ligagdo da adenosina Az2a envolvem muito
provavelmente os aminoacidos Phe-168 e Asn-253, intera¢des que sao similares
para o0s antagonistas do receptor de adenosina A2a estruturalmente

relacionados.5®
NH,
N)\lN
X Ar

R

Hidrocloreto de Guanidina | NgH, DMF, 110°C , 24h

0 O
O NaOH, rt, 3h X
H )J\ e e Ar
Ar EtOH/MeOH
R
col,

CH,Cl,
NHR, rt, 5h

(0]
N~ N
Hidrocloreto de Guanidina Ar
NaH, DMF, 110°C , 24h
(0)
R'HN O

NHR'

+

81m: R/R' = 1-piperidinil, 4-metil-piperazinil
" Ar = 5-metil-2-furanil

Figura 30: Esquema sintético para sintese de novos derivados pirimidinicos.

Sarel J. Robinson e colaboradores funcionalizaram com carbamato uma
nova série de 2-amino-4,6-difenilpirimidinas substituidas, as quais também foram
avaliadas como potenciais antagonistas do receptor de adenosina A1 e Aza
(Figura 31). A maioria dos compostos sintetizados exibiu promissora afinidade

tanto para os receptores de adenosina A1 quanto A2a, com valores de A1Ki
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variando de 0,175 a 10,7 nM e valores de A2aK variando de 1,58 a 451 nM. A
atividade in vivo ilustrada para o 3-(2-amino-6-fenilpirimidin-4-il) fenilmorfolin-4-
carboxilato (82c) indica o potencial destes compostos como agentes terapéuticos

no tratamento da doenca de Parkinson.®°

0 o) Q
=
Ho 4 NaOH (1M), MeOH O O
90°C, 5 dias
OH OH
1 K2CO3, CH3CN 2) Cloreto de Carbamoil
t.a, 30min refluxo, 90°C, durante a noite.
NH, A
)\ hidrocloreto o
N“ "N de guanidina,
s NaH, DMF O 7 O
I © R
durante a noite O. _NR
R,oN o] \n/ 2
0

$
© R,: 82: [:j

Figura 31: Sintese de novos 2-amino-4,6-difenilpirimidinas substituidas.

Racionalizando unir dois farmacoforos ativos que gerariam novas
moléculas susceptiveis a exibir propriedades bioldgicas interessantes a
estratégia sintética da construgao de aminopirimidinas foi entdo considerada. A
sintese de aminopirimidinas carbazodlicas iniciou-se pela condensacido de
Claisen-Schimdt do 3-formil-9-metilcarbazol com varias acetofenonas
aromaticas e acetofenonas heteroaromaticas em hidroxido de sédio aquoso.®’

Posteriormente a formagao da pirimidina se deu pelo uso de cloridrato de
guanidina na presenca de NaH em DMF. Essa nova série de pirimidinas
carbazdlicas (Figura 32) foi testada in vitro frente a inibicao de uréase e quanto
a atividade antimicrobiana. Verificou-se que os compostos 83c, 83f, 83¢g, 83i, 83j
e 83k foram ativos contra a uréase. E ainda que o composto 4-(2,4-diclorofenil)-
6-(9-metil-9H-carbazol-3-il)pirimidin-2-amina 83i € o mais potente apresentando

atividade inibidora da urease com um valor ICs0 19,4 £ 0,43 pM. Os compostos
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83c, 83¢g, 83j e 830 mostraram boa atividade antibacteriana contra bactérias
gram positivas Bacillus subtilis e Staphylococcus aureus, e as gram negativas,
Escherichia coli, Shigella flexenari e Salmonella typhi comparado ao controle
Tetraciclina. Os compostos 83b, 83c, 83m e 830 mostraram boa atividade

antifingica contra as culturas Candida albicans e Aspergillus niger.%'

CH3| NaH, DMF MF, POCls ‘\/;
DMFta 3h N 80°C, 3 h

acetofenonas
substituidas, NaOH | EtOH, t.a, 24 h

\

0 / Ar
NH»
- 5 &
| cloreto de guanidina, DMF O
NS
Ar NaH, 110°C, 10 h N
N

/

/)

Figura 32: Sintese de novas pirimidinas carbazdlicas.

Triazolilmetoxiaminopirimidinas (84, Figura 33) foram desenvolvidas
partindo de chalconas através de metodologia ja citada. Essas aminopirimidinas
triazolilmetoxi foram testadas contra PknG de Mycobaceterium tuberculosis
exibindo atividade de moderada a boa (23-53% de inibicado a 100 uM),
comparavel a acdo de um inibidor padr&o.6?
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Figura 33: Rota sintética para Triazolilmetoxi aminopirimidinas.

Estruturas que contenham aminopirimidinas fundidas com 1,2,3-triazol se
mostram uma sintese eficiente quando realizada pela primeira vez com
conceitos de quimica verde utilizando agua como solvente (Figura 34). As
moléculas hibridas exibiram atividade anti-bacteriana contra trés patdégenos
humanos Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa e Klebsiella
pneumoniae. Em comparagédo com o controle tetraciclina, alguns deles sdo
igualmente potentes e alguns s&o mais potentes, como as moléculas 85a (-H),
85b (-40OMe), 85c (-2,4 diOMe), 85g (-20Me), 85i (-4F), 85k (-2,4-di-Cl) (MIC 2
mg/mL) e 85d (-4Br) (MIC 5 mg/mL) contra P. aeruginosa.®?

(0] H
O
N3 Y R N Z
o o K,CO, ©/\ T N‘N I R
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R N,
R = H, 4-OMe, 2,4-di-OMe, 4-Br, 3-Br, 4-Me, 2-OMe, l N"N
4-Cl, 4-F, 3-OMe, 2,4-di-Cl, Tiofen-2-Aldeido | o
N__N
85 1
NH,

Figura 34: Sintese de aminopirimidinas fundidas com 1,2,3-triazol.

Uma série de novos pirazol-piridino-2-aminopirimidinas foram sintetizadas
através de interessante rota sintética (Figura 35), e ainda avaliados quanto a sua

citotoxicidade in vitro contra linhagem de células de cancro humano Hela (colo
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do utero humano), NCI-H460 (pulmao humano), PC-3 (préstata humana) e NIH-
3T3 (fibroblastos embrionados). A maioria destes compostos exibiu
citotoxicidade moderada a boa contra células de cancro testadas e baixa
toxicidade contra células saudaveis. Os analogos, 86 b-g (4-F, 4-Cl, 3-Br, 4-Br,
3-NO2, 4-NO2) e 86i (4-OCHs), mostraram citotoxicidade significativa em
comparagao com o farmaco controle etoposida. Destaque para o composto 69g
(4-NO2) que apresentou atividade superior com valor de ICso de 5,47 + 0,44 uyM

contra linhagem de células cancerigenas Hela.%*

o) H,N
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A) PDCI;/DMF, 80°C
B) NaHCO3/H20

3-acetilpiridina, NaOH
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R = H, 4-F, 4-Cl, 3-Br, 4-Br, 3-
NO,, 4-NO, 4-CH3 4-OCHj.

NH,NH, H
@CH3COOH refluxo

NH,C(=NH)NH,.HCI, refluxo
EtOH, KOH

NH,

Figura 35: Sintese de novos pirazol-piridino-2-aminopirimidinas.

As chalconas pirazolicas precursoras foram preparadas pelos
correspondentes 3-aril-1-fenilpirazol-4-carboxaldeidos que, por sua vez, foram
sintetizados  utilizando as  fenil-hidrazonas de  Vilsmeier-Haack.%*
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Subsequentemente, a condensacdao de Claisen-Schmidt entre 3-aril-1-
fenilpirazol-4-carboxaldeidos com 3-acetilpiridina em NaOH metandlico produziu
as correspondentes chalconas pirazdlicas. Além disso, o tratamento dessas
chalconas com cloridrato de guanidina na presenca de KOH etandlico,
proporcionou os derivados de pirazolilaminopirimidina.64.65

Estudos de Serghei Chercheja e colaboradores apontam outra via para
sintese de aminopirimidinas. Um método conveniente envolvendo a reagéo de
dinitrilas com mononitrilas na presencga de terc-butdxido de potassio catalitico.
Estas reagbes se processam através da ciclizagao Thorpe-Ziegler da dinitrila
para formar um intermediario 3-cianoenamina, que depois sofre anelagao com a
mononitrila in situ para formar a 4-aminopirimidinas biciclicas (Figura 36). Essa
metodologia foi descrita pela primeira vez utilizando a integralizagado das duas
etapas em uma reagdo one-pot do tipo domind. 6

Este método mostrou-se eficiente para uma gama de materiais de partida
fornecendo diversas 4-aminopirimidinas biciclicas de maneira mais conveniente

em comparag&o com os métodos existentes.®®
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Figura 36: Sintese de 4-aminopirimidinas biciclicas.

A incorporagao de ciclos a aminopirimidinas pode ser verificado no
trabalho de Qomi e Habibi. Usando uma abordagem baseada em enaminonas
sintetizaram uma série de novas 1,5-benzodiazepinas triciclicas fundidas com
aminopirimidina (Figura 37). O passo chave na estratégia sintética envolve a
formacao da estrutura C=C-NMe2 em grupos carbonila vicinais da 1H-1,5-
benzodiazepina-2,4-(3H,5H)-diona (BZD). Essa alternativa sintética das 1,5-
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benzodiazepinas fundidas com pirimidina foi realizada por um método simples e
eficiente, com bons a excelentes rendimentos utilizando etéxido de sddio e etanol
sob refluxo. Os intermediarios de B-enaminoamida foram condensados com

guanidina para formar os correspondentes triciclicos.®’

_<NHR
H O H N=
R, : N—¢  \—  NaOEUEtOH RtC:N NN
R H Ro N
2 H 5 NH H O
RHN" “NH,
R: CN, H, NO,

Figura 37:Sintese de novas 1,5-Benzodiazepinas triciclicas.

Derivados da guanidina, como a metilureia foi utilizada ainda na sintese e
identificacdo de uma série de derivados de 2-aminopirimidina que inibiram
especificamente a via de sinalizagao Wnt canénica com um minimo ou nenhum
sinal de toxicidade celular (Figura 38). Essa via desempenha um papel
fundamental tanto no desenvolvimento embrionario quanto no adulto. As
moléculas 87 e 88 mostraram atividade inibitéria promissora com valores de ICso
de aproximadamente 10 yM, mas baixa solubilidade e estabilidade metabdlica.
O nucleo pirimidinico foi entdo racionalizado de forma variada para obter
compostos ativos com um melhor perfil fisico-quimico.®®

O composto 89 mostrou atividade de inibicdo de Wnt comparavel as
moléculas 87 e 88, com propriedades fisico-quimicas melhoradas. E o
aprimoramento estrutural da morfolina na posi¢do 2 da pirimidina mostrou-se

interessante nos aspectos de atividade e biodisponibilidade.?®
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Figura 38: Sintese de derivados 2-aminopirimidinicos.

A estratégia utilizada para molécula-alvo possuir o nucleo
aminopirimidinico foi bastante interessante. Na rota sintética proposta podemos
notar que a ciclizagdo ocorre na etapa onde foi utilizado a metilureia como
nucléfilo da reagdo. Posteriormente, com o intuito de inserir grupos amino na
estrutura, o metiltiofenil € modificado para metilsulfonas que sao excelentes
grupos de saida em reagdes de substituicdo nucleofilica aromatica.%®

Foram reportadas mais recentemente, aminopirimidinas fundidas a indois
como potenciais Agentes de segmentacao de microtubulos (MTA) (Figura 41). A
substituicdo nucleofilica aromatica de 4-cloro-pirimidoinddis 2,5-substituidos
com apropriadas arilaminas foi a etapa final empregada na sintese das

moléculas alvo. Destaca-se a etapa de ciclocondensac¢ao de 90 com cloridrato
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de cloreto carbamimidico em DMSO a 120°C, formando a 2-amino-4-oxo-

pirimidoindole 91.69

0
Me B0 20 Ve EtO Me
Fj@ CNCH,CO,Et NC Zn, AcOH, 60°C__ py N—
B —
O,N t-BuOK, THF, refluxo O,N ”
90
0
N (0] Me HN Me
NH,(C=NH)CI.HCI i PivHN
2 ) H2N~<\ Piv,0, refluxo ‘<}\l y
DMSO, 120°C N
N
N
91 H H

N cl R 4-metoxi-N-metilanilina
POCIj, refluxo : - HCI conc, i-PrOH, refluxo
s bt PlvHN—<>\l p W~ R

1 N NaOH, i-PrOH, refluxo w
N N=
H |
HzN/2k\

R = Me, CI

92: posigéo 2 = NH, R=H
93: posicdo 2 = Me, R=H
94: posicdo 2 = H, R=H
95: posicao 4 = N-Morfo
96: posi¢éo 2 = NH, R=ClI
97: posicao 4 = SMe, R=H

Figura 39: Sintese de aminopirimidinas fundidas a inddis.

O composto 92, contendo o grupo 2-NH2, mostrou potente atividade
comparado ao analogo 78 grupo 2-H, o que indica que a substituicdo na posigéao
2 com uma amina foi importante para a atividade. Além disso, a substituicao na
posicao 5 do esqueleto pirimidoindole com um metil ou cloro demonstrou ser
prejudicial para a atividade. A restricdo conformacional do grupo 4-N-aril
utilizando uma porgao 1,2,3,4-tetra-hidroquinolina sem uma substituicdo em 5
(95) apenas diminuiu ligeiramente a atividade em comparagao com 92 e 93 nas
linhagens de células de cancro MDA-MB-435.°

O composto 96 com restricao de conformacional semelhante a 95, mas
com uma substituicdo de 5-Cl estericamente volumosa diminuiu
substancialmente a atividade. A substituicdo do grupo metoxi da aril amina na
posig¢ao 4 (4’-OMe) por um grupo 4’-SMe, composto 97, resultou em um aumento
de ECso para despolimerizagdao de microtubulos, indicando o provavel papel da
ligagdo de hidrogénio da 4’-OMe e/ou de interagdo com a tubulina devido

impedimentos estéricos nesta posig&o.5°
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2.3 Estudos tedricos envolvendo pirimidinas

O estudo de ancoragem molecular € baseado em uma estratégia alvo-
molecular que esta associado a busca de ligantes através dos meétodos
computacionais. O objetivo central é predizer se a interagcdo dos compostos ira
se ordenar com o sitio ligante do alvo-molecular, com o intuito de identificar
ligantes promissores com potencial atividade farmacolégica. Tais técnicas sao
empregadas ha algum tempo no processo de planejamento de farmacos. A ideia
geral é obter um conjunto de conformagdes do complexo ligante-receptor e
classifica-las em ordem de prioridade com base em suas estabilidades

energéticas.”®

Em uma pesquisa relacionada a este tema propuseram a construcao de
vinte novos modelos derivados de aminopirimidinas (Figura 40) com o intuito de
serem testados quanto a atividade antifungica. Para este estudo foram utilizados
dois alvos antifungicos, C. albicans di-hidrofolato redutase (PDB: 4HOE) e C.

albicans N-miristoil transferase (PDB: 11YK). 7"

98: H
R:  99: 3-metdxi
100: 3,4-metodxi

Figura 40: Modelo proposto de derivados de aminopirimidinas.

Os farmacos controle utilizados para os testes foram o Miconazol,
Cetoconazol e Clotrimazol. Os resultados obtidos mostraram que os compostos
98, 99 e 100 apresentaram, pelo menos, um dos valores de melhor correlagao
do que aos farmacos controle. O composto 99 apresentou a melhor energia de
estabilizagao para a proteina do fungo C. albicans di-hidrofolato redutase, sendo
esta mais negativa que os apresentados para os farmacos controle. Pode-se
observar pela Figura 41 as interagbes entre o grupamento amino e os residuos
de lle19 e Ala11 formando ligagbes de hidrogénio. Outra ligagao de hidrogénio

formada é através do grupamento metéxi com o residuo de Glh32 e também se
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observa uma ligagao -1 stacking com o residuo de Phe36 por parte do anel
fenilico. 7
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Figura 41: Estrutura ancorada do composto 99 no sitio de ligagdo de DHFR de C. albicans
(PDB ID: 4HOE).

E para a proteina do fungo C. albicans N-miristoil transferase, o composto
100 apresentou o melhor resultado (Figura 42). A formacédo de ligagdes de
hidrogénio com o residuo de lle174 e intera¢des Tr-11 stacking com o residuo de
Tyr354 presente no sitio de ligagdo. A partir destes dados vemos que as

estruturas 99 e 100 apresentaram as melhores condigdes para uma possivel
inibicdo antifungica. 7

Figura 42: Estrutura ancorada do composto 100 no sitio de ligagdo de DHFR de C. albicans
(PDB ID: 11YK).

45



Atrelado ao estudo de ancoragem, a sintese organica tem sido um
importante aspecto a estabelecer uma relagdo entre estrutura quimica e
atividade farmacologica. Outra pesquisa que traz estudos relacionados a
microbiologia mostra que as aminopirimidinas se apontam como grandes
potenciais inibitérios para essa classe medicinal. Neste estudo foi realizado a
sintese de derivados de 2,4,6-aminopirimidinas (Figura 43) substituidas através

da ciclizagdo entre uma chalcona com nitrato de guanidina em solugao etandlica

N P
N __NaOH/EtOH _ | =
3-4h, 20°C = R

NH NaOH/EtOH

HoN" “NH,.HNO, T;;'“XO

basica. 72

P4

e

NH,

R: Cl, F, Br
101,102,103

Figura 43: Sintese de 2,4,6-aminopirimidinas substituidas.

Os resultados de ancoragem indicaram uma menor pseudofilia EpsH
contra Vibrio Cholera (PDB: 2QV8) e M. Turbeculosis DHFR (PDB: IDF7) sendo
estes os possiveis alvos para os compostos. As estruturas 101 (-7,91 kcal/mol),
102 (-7.53 kcal/mol) e 103 (-7.56 kcal/mol) apresentaram as melhores energias
de interagdes e também apresentaram os melhores valores relacionados a
inibicao dos testes bioldgicos. Dentre estes o composto 101 apresentou a menor
energia de complexagdao no sitio de ligacdo, porém n&o muito distante dos
valores das estruturas 102 e 103. Estes compostos apresentaram interagdes
com residuos de aminoacidos cruciais no sitio de ligagdo, sendo eles, Leu65,
Ser66, lle14, Asp19, Thr46, 11le94 e Ser49, todos relacionados a ligagbes de
hidrogénio (Figura 44). 72
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Figura 44: Estrutura do composto 102 em 2D ancorada no sitio de ligagdo da M. Turbeculosis
DHFR.

A analise microbiolégica mostrou que a fungao de retirada de elétrons do
grupo fenila substituida em C-4 expbs atividade antimicrobiana significativa
contra S. aureus, V. cholerae, S. typhi, K. pneumoniae, A. flavus, C. albicans,
Mucor e Candida 6 com um valor de MIC de 6,25 ug/mL. Em concluséo, pode-
se analisar que os compostos sintetizados contendo os derivados de
aminopirimidinas podem atuar como bons agentes antituberculares, além de
serem bons agentes antimicrobianos, apontados nos estudos biolégicos.
Portanto, é plausivel afirmar que os estudos de docking ampliaram o escopo
dessas moléculas a fim de desenvolver uma nova classe de agentes

antituberculosos. 72

Uma nova série de compostos precursores (Cicloalcanonas) para a
ciclocondensacao de novas aminopirimidinas também foi estudada a fim de se
obter resultados contra cepa Mycobacterium tuberculosis H37Rv e as enzimas a-
glucosidase e glicogénio fosforilase responsaveis pelas doengas de tuberculose
e diabetes, respectivamente. A sintese dos compostos alvo se deu de maneira
simples, envolvendo a reagao de diferentes bis-benzilideno ciclohexanonas e
bis-benzilideno cicloheptanonas com cloridrato de guanidina na presencga de

NaH em DMF como solvente. 73
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Figura 45: Ciclocondensacgéo de aminopirimidinas a partir de cicloalcanonas.

Os estudos de docking mostraram que dentre as aminopirimidinas
sintetizadas, o composto 104, apresentou a melhor interagdo contra as células
de M.Turbeculosis DHFR (PDB: IDF7). As interagbes formadas apresentaram
residuos de Phe31 particularmente importantes, envolvidos em interagdes -1

com o anel aromatico (Figura 46). 3

Figura 46: Interagdes formadas no sitio de ligagdo com o composto 104.

Foram sintetizados 19 compostos derivados de 2-aminopirimidinas e
dentre eles 7 apresentaram resultados eficientes contra a cepa Mycobacterium
tuberculosis H37Rv com o resultado de MIC variando de 12.5 a 3.12 yg/mL. O
composto 104 conduziu a inibigao do crescimento de 58% da bactéria intracelular
em sua MIC de 3,12 yg/mL em comparagdao com a droga padrao INH com
reducao de 99% no crescimento da bactéria. As aminopirimidinas também foram
testadas quanto as células para as enzimas a-glucosidase e glicogénio
fosforilase. Dentre os compostos sintetizados, 15 apresentaram boas inibi¢cdes
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chegando a diminuir o crescimento celular em 72%. O Composto 104 apresentou

bons valores de inibigdo para essas enzimas. 73

A analise comparativa dos dados de docking e os estudos in vitro
indicaram que estes compostos podem ser usados para o projeto de novos

inibidores com alto grau de confianga. 73

Outro estudo envolvendo aminopirimidinas mostrou que com estudos
computacionais pode-se propor a melhor posicdo para interagdo no sitio de
ligacdo além de explorar as interagdes com os residuos de aminoacidos do

receptor. 74

Nesta pesquisa foi realizada a analise 3D-QSAR em um conjunto de 56
aminopirimidinas (Figura 47) inibidoras de proteinas quinases (PKC) utilizando o
alinhamento baseado em encaixe. O melhor modelo 3D-QSAR exibiu o maior
valor de Q? (0,825) e também apresentou altos valores de R? (0,937), F (184,600)
e baixo SD (0,240). 4

No2
I
~
B DG @C ﬂ
H SCH,4

Figura 47: Esqueleto das aminopirimidinas analisadas e estrutura do composto 105.

Para a simulagdo de ancoragem, a estrutura da proteina foi coletada no
banco de dados Protein Data Bank sob o cédigo 1XJD. Os resultados da analise
mostraram que cada molécula exibia pelo menos duas ligagdes de hidrogénio
com os residuos de aminoacidos Leu461 e Asn509 relativamente importantes
presentes no sitio de ligagdo da proteina. As moléculas também exibiram
interagbes adicionais de ligagdo de hidrogénio com outros residuos de
aminoacidos como: Lys388, Glu459, Asp508 e Asp522. Na figura 48, esta
representada a molécula 105, que se estabeleceu fortemente no sitio de ligacao
formando uma rede de interagbes de ligagbes de hidrogénio, dentre estas uma
entre o grupamento NH e a carbonila do residuo de Leu461 (NH-CO), entre o N

do ligante e o grupamento NH do residuo de Leu461 e a terceira ligagao, entre
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o NH do ligante e a carbonila do residuo de Asn509. A molécula também se
ajustou firmemente na bolsa hidrofobica que consiste nos residuos de
aminoacidos de Leu386, Val394, Leu396, Ala407, Thr442, Met458, Leu461,
Gly464, Leu511 e Ala521.7* Todas as andlises produzidas trouxeram
informagdes preciosas que podem ser utilizadas para o design de novas
moléculas que podem ser exploradas como novos agentes terapéuticos no

tratamento de varias doengas.”

Figura 48: Orientacao e padrao de ligagado do ligante 105 com os residuos de aminoacidos
presentes no sitio de ligagao.

Alternativamente, outra série de novas aminopirimidinas substituidas com
heterociclos, neste caso os benzimidazadis, foram sintetizadas para testes como
agentes potencialmente antimicrobianos. Apdés o preparo de chalconas
benzimidazodlicas e posterior ciclocondensag¢ao de aminopirimidinas (Figura 49),
foi realizada a avaliag&o bioativa in vitro de alguns dos compostos-alvo, os quais
exerceram boa atividade antibacteriana e antifUngica em comparagdo com os
farmacos de referéncia. Assim, o composto 106d inibi o crescimento de A. flavus
e E. coli com valores de MIC de 1,1 e 8 ug/mL, respectivamente. A molécula
ativa 106d (R1: H, R2: CHs) apresentou baixa toxicidade celular, além disso, o
composto foi capaz de regular beneficamente a geragéo de espécies reativas de
oxigénio (ROS)."
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Figura 49: Sintese de novos hibridos aminopirimidinil-benzimidazois.

Estudo de ancoragem molecular revelou que o composto 106d poderia se
ligar com a DNA girase pela formagao de ligagdes de hidrogénio. Os dados da
estrutura cristalina (complexo de DNA girase) foram obtidos a partir do banco de
dados de proteinas (codigo PDB: 2XCS), que foi racionalizado para investigar o
mecanismo bacteriano. A interagdo do composto 106d pode ser mostrada na
figura 50 com o receptor de DNA girase. O grupo NH do anel benzimidazol esta
préximo ao residuo de Asp1083 da girase através de pontes de hidrogénio com
uma distancia de 1,6 e 1,9 A, respectivamente. O composto 106d (Figura 50)
também pode formar ligagcoes de hidrogénio com o residuo Asp1083 através do
atomo de hidrogénio do grupo NH2 que revelou que os grupos NH e NH-2
desempenharam um papel importante na atividade biolégica. Além disso, pode-
se notar interacoes eletroestaticas entre o fragmento aromatico do composto 70d
e os residuos Arg1122, Met1121, Ala1120, Tyr1087 e Asp1083 no DNA girase.”™
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Figura 50: Conformacéo tridimensional para o composto 106d ancorado no DNA girase.

A exploragao preliminar para o mecanismo antimicrobiano revelou que o
composto 106d poderia efetivamente intercalar-se no DNA para formar um
complexo supramolecular estavel, o qual poderia bloquear adicionalmente a
replicagdo do DNA para exercer as bioatividades.”®

A sintese de nucleos pirimidinicos se tornou bastante peculiar tendo em
si uma grande variabilidade que pode ser utilizada para demasiadas fungdes
farmacoldgicas. Nucleos pirimidinicos derivados de chalconas s&o bem
reportados pela literatura, mas a ciclocondensacado derivada da adi¢cdo de
amidinas que torna a sintese deste nucleo vantajosa.

Visando a formacdo de nucleos pirimidinicos contendo o grupamento
enxofre, foi feita a sintese utilizando chalconas como precursores, reagidas com
tioureia que posteriormente se transformariam em pirimidintioesteres apos
sofrerem reagdo com cloroacetato de etila em meio etandlico. Nesta reacao foi
adicionado ainda um grupamento amina a partir do cloridrato de hidrazina (Figura
51). Neste estudo foi realizada a sintese de 10 novos derivados pirimidinicos que
foram submetidos a estudos computacionais para a proteina quinase 2
(PDB:1Gll) responsavel pelo cancer de mama. Os resultados mostraram que
todas as estruturas apresentaram melhores valores de energia em comparagao
com o farmaco controle (6-mercaptopurina) utilizado, porém a estrutura 107
(Figura 52) apresentou a melhor energia de complexagao no sitio de ligagédo com
o valor de -10,0084 kcal/mol possuindo quatro ligagdes de hidrogénio no

respectivo sitio.”®
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Figura 51: Rota sintética para formacgao das tioaminopirimidinas.

/

Figura 52: Estrutura da Pirimidina 107 ancorada no sitio de ligacao.

Como foi reportado, varias estruturas contendo nucleos com pirimidinas
sao de relevada importancia para sintese, pois podem carregar em sua estrutura
uma variabilidade de possiveis conformag¢des contendo heterociclos, além das

possiveis atividades relacionadas com cada uma dessas estruturas.
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3 Objetivos

O presente trabalho teve como objetivo a sintese e caracterizagao por
técnicas espectroscopicas de novas pirimidinas substituidas em C2 por um
grupamento amina, em Ca4 por um grupo fenila ou fenila p-substituida e em Ce
por um grupo carbo/heterociclo aromatico, a fim de se avaliar o sinergismo do
nucleo pirimidinico com os demais heterociclos mostrados na figura 41. A
introducdo da fenila também no Cs servird para avaliar a importancia dos
diferentes heterociclos associados a estrutura da aminopirimidinas. Cabe
destacar que tais moléculas serdo testadas em diversas linhagens de céancer

humano a fim de avaliar a sua citotoxicidade.
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Figura 53: Estruturas das novas 2-amino-4-fenil-pirimidinas substituidas 118-123.

4 Materiais e Métodos

4.1 Ancoragem Molecular (Docking)

O estudo de ancoragem molecular foi realizado utilizando o software
gratuito AutoDock Vina’” com as proteinas COX-278 Sars-CoV’® e B-Raf®
obtidas no Protein Data Bank (PDB) sob os cédigos 1CX2, 1UK4 e 30G7,
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respectivamente. As estruturas tridimensionais das substancias foram obtidas
com o software Chem3D, do pacote ChemOffice. Inicialmente os ligantes
cristalograficos foram separados da proteina conforme descrito na literatura.”®
Em seguida, uma caixa (grid box) com dimensdes 12x10x10 A e coordenadas, x
=23,776, y =21,575 e z=15,436 foi criada para a proteina COX-2; 12x12x12 A
e coordenadas x =71,957 , y =0,097 e z =5,016 para a proteina Sars-CoV; e
11x10x10 A com coordenadas x = 2,643 y = -2,280 e z = -19,403 para a proteina
B-Raf, todas centradas nos respectivos ligantes, foram criadas para cobrir o sitio
de ligagao das proteinas. Assim, o ligante cristalografico de cada proteina foi
reancorado (redocking) no respectivo receptor, a fim de validar a eficiéncia dos
calculos de ancoragem. Na sequéncia, apos otimizacao estrutural de todos os
compostos sintetizados, do farmaco controle e da validagdo da metodologia,
estudos de ancoragem foram realizados com as proteinas-alvo, obtendo como
resultado as superposigdes dos ligantes nos sitios de ligagcao e as respectivas
energias de interacao ligante/receptor e podem ser visualizadas pelo software
DS Visualizer 2017.77

4.2 Materiais

Os reagentes utilizados neste trabalho foram: benzaldeido (Vetec) 2-
piridinocarboxaldeido  (Aldrich),  4-piridinocarboxaldeido  (Aldrich),  2-
tiofenocarboxaldeido (Loba Chemie), 2-pirrolcarboxaldeido (TCl), Fenilidrazina
(Vetec), Hidroxido de sédio (Vetec), acido acético P.A. (Vetec), acido sulfurico
P.A. (Fmaia), acido p-toluenossulfénico (Vetec), D-(+)-glicose (Vetec),
Acetofenona (Neon), Hidrocloreto de guanidina (Sigma), p-nitroacetofenona
(Aldrich), p-aminoacetofenona (Agros Organics) periodato de sédio (Dinamica),
sulfato de cobre (Il) pentaidratado (Synth) e trietilamina (Dindmica). A maioria
dos reagentes foram utilizados sem purificagao prévia, exceto benzaldeido, 2-
piridinocarboxaldeido e 4-piridinocarboxaldeido que foram purificados por uma
extragado acido-base. Os solventes utilizados foram: agua destilada, metanol P.
A. (Vetec), etanol absoluto P. A. (Vetec), hexano P. A. (Vetec), acetato de etila

P.A. (Vetec), diclorometano (Vetec).
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4.3 Métodos

4.3.1 Cromatografia em Camada Fina (CCF)

As analises de cromatografia em camada fina foram realizadas utilizando
cromatofolhas de aluminio recobertas com silica gel UV254 (250 ym, 20x20 cm).
As amostras foram diluidas em um solvente de escolha e aplicadas sobre a placa
com auxilio de um capilar de vidro. Sua revelagao foi efetuada por exposigao a
luz ultravioleta (250 e 300 nm) ou com uso de um relevador como solug¢ao acida

de vanilina sob aquecimento.

4.3.2 Pontos de Fusao

Para determinagcdo do ponto de fusao dos materiais de partida,
intermediarios e produtos finais foi utilizado um equipamento digital Fisatom

430D e estao apresentados sem corregao.

4.3.3 Espectroscopia de Infravermelho (IV)

Os espectros de infravermelho foram obtidos em um espectroscépio
Perkin Elmer Spectrum 400 utilizando como parametros 16 scans (varreduras) e
resolugdo de comprimento de 4 cm™'. Os espectros foram obtidos em uma das
duas configuragdes: a primeira em pastilhas de KBr ou em modo de Reflectancia

Total Atenuada (ATR) com cristal horizontal de seleneto de zinco (ZnSe).

4.3.4 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear de 'H e 3C (RMN
de 'H e 13C)

Os espectros de RMN de 'hidrogénio e carbono'® dos materiais de partida,
intermediarios e produtos finais foram obtidos em um espectrometro Varian 400
MHz com sonda Broadband 1H/X/D de 5 mm. Os deslocamentos quimicos (d)
sdo reportados em partes por milhdo (ppm) referentes ao padrao interno (TMS)
ou ao sinal do préprio solvente. Foram utilizados como solventes CDCIs (CIL,
99,8%), DMSO-d® (Sigma-Aldrich, 99,9%).
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4.3.5 Espectrometria de Massas

Os espectros de massa foram registrados em espectrémetro de massa de
alta resolugao e precisao (modelo 9.4 T Solarix, Bruker Daltonics), operados em
ambos os modos de ionizagao: ionizagao por eletrospray positiva e negativa com
espectrometria de massa por ressonancia ciclotron de conversao de Fourier, ESI
(+) e ESI ( -) - Os espectros de FT-ICR MS foram adquiridos com poder de
resolugcdo de m / Am50% ca. 500000, em que Am50% ¢é a largura total do pico a
uma altura maxima do meio-pico de m/z 400 e uma precisdo da massa <1 ppm.
Ele fornece uma atribuicdo de formula molecular inequivoca para ions
moleculares carregados individualmente como valores [M - H] " ou [M + H] " e

DBE (equivalentes de ligagao dupla).

4.3.6 Difracao de Raio-X (DRX)

Os experimentos de difracao de raios X foram realizados no difratdbmetro
Oxford-Diffraction GEMINI usando monocromador de grafite com uma fonte de
radiacdo de MoKa (A = 0, 7107 A) ou radiagdo de CuKa (A = 1, 542 A) usando
espelho monocromador. A temperatura foi controlada utilizando-se o
equipamento Oxford Cryojet com precisao de +2 K. O equipamento de difracédo
€ equipado com um detector de area do tipo CCD. A integracéo dos dados foi
realizada utilizando-se o pacote Crysalis.8! Os parametros finais de células
unitarias foram ajustados utilizando-se todas as reflexdes observadas. Corregcao
de absorgao analitica das intensidades difratadas foram realizadas utilizando o
pacote Crysalis e correcido analitica por faces.®2 O programa XPREP60 foi
utilizado na redugéo dos dados e na identificagdo dos grupos de espago. Todas
as estruturas foram resolvidas por método direto usando o programa SHELXS.83
Para cada composto, as posicoes de todos os atomos puderam ser
determinadas inequivocamente por mapas de diferenca de Fourrier sucessivos.
Refinamentos foram realizados usando o programa Olex2 — 1.2 onde todos os
atomos foram refinados anisotropicamente, exceto os atomos de hidrogénio ou

quando relatado.®*
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4.3.7 Reator de micro-ondas

A reagao em micro-ondas foi realizada no reator Discover SP da CEM,
que opera a uma frequéncia de 2,45 GHz e poténcia maxima de 300 W. O
equipamento pode realizar reagbes em temperaturas variando de -80 até 300°C

e pressao maxima de 300 psi.

5 Procedimentos Experimentais

5.1 Preparacgao de Fenil-D-glicosazona

CHO \ H—=NNHPh
- 2N~ -
oA NH " EtOH, AcOH 5q 35% —NNHPh
HO——H HO——H
H——OH 4 dias, temp. amb. H——OH
H——OH H——OH
CH,OH 109 CH,OH
2 Fenilidrazina 2
108 CeHgN2 110
D-(+)-glicose 108,14 g.mol Fenil-D-glizosazona
CgH1206 C1gH2oN404
180,16 g.mol™! 358,39 g.mol"’

Em um balao de fundo redondo de 250 mL, adicionou-se 9,8738 g de D-
(+)-glicose (0,055 mol) e 90 mL de uma solugéo de acido acético em agua 35%
(v/v), agitou-se essa mistura até sua completa solubilizacdo. Em seguida,
adicionou-se 17 mL de fenilidrazina (0,17 mol) e 90 mL de etanol P.A. A mistura
reacional foi mantida sob agitacao constante por 4 dias. O precipitado formado
foi filtrado em funil de Buchner e lavado com agua gelada em abundancia,
fornecendo um sélido amarelo com intervalo de fusdo 206-207°C (lit. 206-
207°C)85% e 61% de rendimento.
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5.1.1 Preparacao de Fenil-D-glicotriazol

H—T=NNHPh hi
—NNHPh N
HO——H Ho0, i-PrOH, CuS045H,0 o |,
H=T—OH H,SO, (1 mol.L"), 3h, refluxo  H——OH
H——OH H——OH
CH,0H CH,OH
110 111
Fenil-D-glizosazona Fenil-D-glicotriazol
C1gH22N404 C12H15N304
358,39 g.mol" 265,27 g.mol™!

Em um baldo de fundo redondo de 1L adicionou-se 4,0392 g de fenil-D-
glicosazona (0,011 mol), 10 mL de uma solugdo aquosa 1 mol.L"" de acido
sulfurico, 360 mL de agua destilada, 7,8510 g de sulfato de cobre pentaidratado
(0,031 mol) e 240 mL de isopropanol. Essa mistura foi mantida sob agitagao e
refluxo por 3 horas, quando se pode observar a formagado de um precipitado
violeta. O conteudo do balédo foi filtrado a quente para remocao do sélido
supracitado enquanto o liquido verde filtrado foi evaporado a pressao reduzida
até que seu volume atingisse, aproximadamente, 150 mL. O filtrado foi deixado
na geladeira por uma noite para favorecer o processo de precipitagado do solido
de interesse que foi entdo filtrado a vacuo e lavado com agua gelada, originando
um sélido bege com intervalo de fusdo igual a 194-196°C (lit. 195-196°C)586, O

rendimento obtido nessa reagao foi de 42%.

5.1.2 Preparagao de 2-fenil-2H-1,2,3-triazol-4-carboxialdeido

N—N Q
~ H \ \,N
HO——H NaIO4, Hgo N\N
H——OH 24h, temp. amb.
H——OH
CH,OH

112
2-fenil-2H-1,2,3-triazol-4-carboxialdeido
CgH7N3O
173,17 g.mol"'

111
Fenil-D-glicotriazol

C12H15N304
265,27 g.mol’

Em um balado de fundo redondo de 125 mL foram adicionados 0,5025 g
de fenil-D-glicotriazol (0,0019 mol), 1,470 g de periodato de sddio (0,0069 mol,
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dissolvido em 10 mL de agua) e 50 mL de agua. A suspenséao formada foi agitada
por 24h e o sélido presente no baldo foi filtrado a vacuo e lavado com agua
gelada. Esse processo forneceu um solido bege que fundiu no intervalo de 64-
65°C (lit. 65-66°C)2>8, com rendimento igual a 91%.

IV (ATR, cm'): 2863 (C-Haideico); 1698 (C=0); 1596 (C=N); 1315 (C-N).

RMN de 'H (400 Hz, CDCls) & (ppm): 10,22 (1H, s, H1), 8,26 (1H, s, H8), 8,16 -
8,14 (2H, m, H10 e H14), 7,52 — 7,43 (2H, m, H11 e H13), 7,45 — 7,43 (1H, m,
H12).

5.2 Metodologia Geral para o preparo das chalconas

@)
O
. _/<0 NaOH, MeOH Z R,
R2 temperatura
H ambiente R4
R4

113
114: Ry = H; Ry: Ph
Rq: H, NO, NH, 115: Ry = H; Ry,: 2-tiofeno
116: R4 = H; Ry: 2-pirrol
117a: Ry =H; R,: PhTz
117b: Ry = NOy; Ry: PhTz
117¢c: Ry = NHj; Ry: PhTz
A um baldo de fundo redondo de 5 mL foram adicionados 0,031 mL de
uma solugdo aquosa de NaOH 10% (m/m), 3 mL de metanol e 1 mmol do
respectivo aldeido (R2). Essa mistura foi mantida sob agitagdo a baixa
temperatura (0-10°C) enquanto se adicionou, lentamente, 1 mmol da respectiva
cetona (R1). Ao término da adi¢cdo, o banho de gelo foi retirado e a mistura
reacional foi mantida a temperatura ambiente. Ao término da reacao, a reacao

foi vertida em gelo e o sélido formado foi filtrado e lavado com agua gelada.

9
0
1 6 /10 1 16 . 2-propen-1-ona (114): sodlido branco, 90% de
57 8 O rendimento, intervalo de fusdo: 56-58°C (lit: 56-58°C).8"
2 4 12 14
’ h IV (ATR, cm-'): 3080 (Ph); 1661 (C=0); 1574(C=C);
C15H120
208,08882 g/mol 976 (C-H ar).
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RMN *H (400 MHz, CDCl3) & (ppm): 5 8.04 — 8.01 (m, J = 8.5, 1.7 Hz, 1H), 7.82
(d, J = 15.7 Hz, 1H), 7.67 — 7.63 (m, J = 5.5, 3.5 Hz, 1H), 7.61 — 7.57 (m, 1H),
7.54 (d, J = 15.7 Hz, 1H), 7.52 — 7.49 (m, J = 7.0, 1.4 Hz, 1H), 7.43 (dd, J = 3.4,
1.3 Hz, 1H), 7.42 (t, J = 3.1 Hz, 1H).

ESI (+) FT-ICR MS: Dimero [2M + Na]" exp = 439,16681; calc = 439,16740.

1-fenil-3-(tiofen-2-il)prop-2-en-1-ona (115): sdlido

o 15
1 ° . /10 1. amarelado, 89,45% de rendimento, intervalo de fuséo:
5 14
LA, ° 12\ {3 54-56°C (lit: 60°C).88
3
C13H100S IV (ATR, cm-1): 1656 (C=0); 1585(C=C); 688 (CH- S

-1
214,0452 g.mol ar)_

RMN 'H (400 MHz, CDCls) & (ppm): 7.99 (2H, m, J = 11.5), 7.93 (1H, d, J =
15.3), 7.56 (1H, tt, J = 17.3), 7.48 (2H, m), 7.40 (1H, d, J = 5.1), 7.35 (1H, d, J =
3.6), 7.32 (1H, d, J = 15.3), 7.08 (1H, dd, J = 8.7).

RMN "3C (101 MHz, CDCI3) & (ppm): 189.15, 140.10, 137.91, 137.21, 133.51,
133.34, 130.95, 129.25, 129.18, 128.77, 120.79.

ESI (+) FT-ICR MS: [M + Na]* exp = 237,03450; calc = 237,03446. Dimero [2M +
Na]* exp = 451,07964; calc = 451,08024.

(9) 15 1-fenil-3-(1H-pirrol-2-il)prop-2-en-1-ona (116):
] ° : /10 11 H solido amarelo, 89,45% de rendimento, intervalo de
) j 8 12\ VA fusdo: 134-136°C (lit: 136°C).8°
3 13
Cy3H1NO IV (ATR, cm-1): 3255 (N-H), 1649 (C=0); 1585(C=C);

197,0841 g.mol"! 1238 (CH- N ar).

RMN 'H (400 MHz, CDCl3) & (ppm): 11.59 (s, 1H), 8.01 (d, 2H), 7.64 — 7.62 (m,
1H), 7.60 (d, J = 15.4 Hz, 1H), 7.55 (dd, 2H), 7.50 (d, J = 15.4 Hz, 1H), 7.11 (s,
1H), 6.72 (d, J = 3.3 Hz, 1H), 6.23 (dd, J = 3.3 Hz, 1H).

RMN 13C (101 MHz, CDCl3) & (ppm): 188.27, 138.13, 134.12, 132.40, 128.94,
128.56, 127.74, 12413, 116.23, 114.42, 110.44.
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ESI (+) FT-ICR MS: [M + H]* exp = 198,09131; calc = 198,09134. Dimero [2M +
Na]* exp = 417,15736; calc = 417,15735.

gl 1-fenil-3-(2-fenil-2H-1,2,3-triazol-4-il)prop-
O
6 o B 212 2end.ona (117a); sdlido bege 93% de
1 NN N 1446 19
°> s 0N rendimento, intervalo de fusdo: 131-133°C.
Y 2 Ns 7™ it 130-1320C) 80
C17H13N30
-1
275,30 g.mol IV (ATR, cm™): 1662 (C=0); 1503, 1595

(C=C); 1605 (C=N); 1261 (C-N).

RMN de 'H (400 Hz, DMSO-ds), & (ppm): 7,45 (1H, m, H19); 7,58 (4H, m, H1,
H3, H18 e H20); 7,68 (1H, m, H2); 7,73 (1H, d, J = 15,8, H8); 8,05 (2H, m, H4 e
H6); 8,08 (1H, d, J = 15,8, H9): 8,13 (2H, m, H17 e H21); 8,72 (1H, s, H12).

RMN "'3C (101 MHz, CDCls) & (ppm): 189.22, 146.19, 139.24, 137.43, 136.94,
133.95, 131.66, 130.24, 129.36, 128.99, 128.73, 126.24, 119.08

ESI (+) FT-ICR MS: [M+H]* exp = 276.11316 m/z, calc = 276.11316 m/z; Dimero
[2M + Na]* exp = 573.20102 m/z, calc = 573.20095 m/z

1 1-(4-nitrofenil)-3-(2-fenil-2H-1,2,3-triazol-

s O 9 15 2 2 4-il)prop-2-em-1-ona  (117b):  sélido
1 7 = /N\1416 19 ) ) i
> s 0N alaranjado, 67% de rendimento, intervalo de
O.N"2 4 12 —N 17 18 . )
222 3 CiHypN 05 1 fusdo: 201-203°C. (lit. 203-205°C).8¢
320,30 g.mol”’

IV (ATR, cm™): 1663 (C=0); 1522, 1593
(C=C); 1612 (C=N); 1257 (C-N).
RMN de 'H (400 Hz, DMSO-ds) & (ppm): 7,45 (1H, m, H19); 7,58 (2H, m, H18 e
H20); 7,77 (1H, d, J = 15,8, H9); 8,05 (2H, m, H17 e H21): 8,07 (1H, d, J = 15,8,
H8); 8,35 (4H, m, H1, H3, H4 e HB); 8,72 (1H, s, H12).

RMN *3C (101 MHz, CDCl3) & (ppm): 188.60, 150.45, 145.95, 142.19, 139.21,
137.27, 133.02, 130.38, 130.30, 128.87, 126.00, 124.43, 119.14.

ESI (+) FT-ICR MS: [M - H*] exp = 365.08914 m/z, calc = 365.08914 m/z; Dimero
[2M - H*] exp = 685.17993 m/z, calc = 685.18008 m/z
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" 1-(4-aminofenil)-3-(2-fenil-2H-1,2,3-triazol-

s 9 o 15 29 20 . .
1 <, Pz /N~14E® 0 4-il)prop-2-em-1-ona (117c): solido
10
HN"2 4 ° =N e amarelo, 45% de rendimento, intervalo de
2
“ e b fusao: 191-193°C.
17V 114N4
-1
290,168 g.mol IV (ATR, cm™'): 3427, 3338, 3210, 3059,

1658, 1597, 1557, 1181, 830
1663 (C=0); 1522, 1593 (C=C); 1612 (C=N); 1257 (C-N).

RMN de "H (400 Hz, DMSO-ds), & (ppm): 8.66 (s, 1H), 8.04 (d, J = 7.6 Hz, 1H),
8.00 (d, J = 15.8 Hz, 2H), 7.89 (d, J = 8.7 Hz, 2H), 7.60 (d, J = 15.6 Hz, 1H), 7.56
(d, J = 8.3 Hz, 2H), 7.43 (t, J = 7.4 Hz, 1H), 6.62 (d, J = 8.7 Hz, 2H), 6.22 (s, 2H).

RMN "3C (101 MHz, CDCI3) & (ppm): 185.53, 154.69, 146.68, 139.31, 136.49,
131.68, 130.23, 129.07, 128.55, 126.85, 125.19, 118.99, 113.24.

ESI (+) FT-ICR MS: [M+H]" exp = 291.12409 m/z, calc = 291.12404 m/z; Dimero
[2M + Na]* exp = 603.22296 m/z, calc = 603.22274 m/z

6 Metodologia geral para o preparo das pirimidinas (118-123)
6.1 Método A (118-119)

o o) NH %&
)J\ )J\ EtOH, NaOH |
+ R TH 4+ HyN” “NH,.HCI Refluxo NW¢N
NH,

113

Em um balédo de fundo redondo adicionou-se 5 mL de etanol, 4 mmol de
NaOH e 1 mmol do aldeido (R4). Essa mistura foi mantida sob agitacéo até a
solubilizacdo do NaOH. Apés solubilizacao, a reacao foi colocada em banho de
gelo (0-10°C) e adicionou-se, lentamente, 1 mmol da respectiva cetona
(Acetofenona (87)). Ao término da adigao da cetona, foi adicionado 3 mmol de
cloridrato de guanidina e logo apds elevou-se a temperatura até o refluxo do
solvente (aproximadamente 80°C). Findada a reacao, verificada por CCF, o
solvente foi rotaevaporado e o sélido resultante recristalizado em etanol.
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" 18 4-fenil-6-(piridin-2-il)pirimidin-2-amina (118): Sélido

12 10 19/ 17
. % ol Il amarelo, 40%, P.F: 140-142°C (lit: 166°C).%
13 7 | AN z N 16
14
2N3\fN4 " IV (ATR, cm™): 3326, 3205 (N-H); 1639, 1360(Py);
Nst 1543 (C=N); 1230 (C-N).
Cys5H12Ny
248,10620 g.mol” RMN 'H (400 MHz, CDCls) 5 8.75 (ddd, J=4.7, 1.7, 0.9

Hz, 1H), 8.41 (dt, J=7.9, 1.0 Hz, 1H), 8.17 (s, 1H), 8.15 (dd, J = 2.8, 1.7 Hz, 1H),
7.86 (tt, J = 7.7, 2.2 Hz, 1H), 7.53 — 7.47 (m, 4H), 7.41 (ddd, J = 7.5, 4.8, 1.2 Hz,
1H), 5.37 (s, 2H).

RMN "3C (101 MHz, CDClIs) & ppm: 166.36, 164.67, 163.01, 154.34, 149.47,
137.01, 136.37, 130.72, 128.72, 127.30, 125.11, 121.70, 104.42.

ESI (+) FT-ICR MS: [M + Na]* exp =271,09536; calc = 271,09542. Dimero [2M +
Na]* exp = 519,20107; calc = 519,20154.

. 11 B B . 4-fenil-6-(piridin-4-il)pirimidin-2-amina (119): Sdlido
6 o ~ |N Branco, 30%, Pf: 179-180°C (lit: 176-178°C).%"
13 N X 16
1 2N' /N54 1 IV (ATR, cm™): 3491, 3312, 3186 (N-H); 1630,
3
NH, 1359(Py); 1561 (C=N); 1214 (C-N).
C15H?2N4 RMN 'H (400 MHz, DMSO-ds) 5 8.76 (dd, J =4.6, 1.5

248,10620 g.mol” Hz, 2H), 8.24 (dt, J = 7.6, 3.3 Hz, 2H), 8.15 (dd, J = 4.5,
1.6 Hz, 2H), 7.84 (s, 1H), 7.56 — 7.53 (m, 3H), 6.91 (s, 2H).

RMN '3C (101 MHz, DMSO-ds) & ppm: 165.99, 164.54, 163.06, 150.74, 144.95,
137.38, 131.15, 129.09, 127.48, 121.43, 102.84.

ESI (+) FT-ICR MS: [M + HJ* exp =249,1135; calc = 249,1134.
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6.2 Método B (120-123)

/
/©)vR2 +
Ri

114: Ry = H; R,: Ph

115: R4 = H; R,: 2-tiofeno
116: R4 = H; Ry: 2-pirrol
117a: Ry = H; Ry: PhTz
117b: R; = NO,; Ry: PhTz
117c: R4 = NH5; Ro: PhTz

HoN

NH

NH,.HCI

R4
E1OH. NaOH ©\N

Refluxo

N N

Y

NH,
120: R4 = H; Ph
121: R4 = H; 2-tiofeno
122: R4 = H; 2-pirrol
123a: R4 = H; PhTz
123b: R4 = NOy; PhTz
123c: R4y = NHy; PhTz

Em um balado de fundo redondo adicionou-se 5 mL de etanol, 1,5 mmol de

cloridrato de guanidinio e 4 mmol de NaOH. Essa mistura foi mantida sob

agitacao até a solubilizagdo do NaOH, adicionando-se, em seguida, 1 mmol da

chalcona correspondente e elevando a temperatura até o refluxo do solvente

(aproximadamente 80°C). O curso reacional foi monitorado por CCF e o término

da reacgéao foi verificado apdés o consumo do reagente limitante. A reacéo foi

concentrada sob pressao reduzida, solubilizada em diclorometano e filtrada em

silica com uma proporcédo de solvente de 95:5 hexano em acetato de etila ou

recristalizada em etanol.

12 10 19 17
1 28
13 . N 16

247,11095 g/mol

18 4,6-difenil-pirimidin-2-amina (120): Solido branco,

zZ

>N

~
4
37

NH, IV (ATR, cm™):

9
C16H13N3

4H), 7.54 — 7.51 (m, 6H), 7.47 (s, 1H), 5.36 (s, 2H).

rendimento de 70%, intervalo de fusdo: 118-120°C
15 (lit:118-119°C).%2

3474, 3298 (N-H); 1625, 1362(Py);
1565 (C=N); 1218 (C-N); 928, 832, 760 (C-H ar).

RMN "H (400 MHz, DMSO-ds) 5 (ppm) 8.10 — 8.02 (m,

RMN "3C (101 MHz, DMSO-ds) & 166.41, 163.52, 137.69, 130.89, 129.08,
127.43, 104.58.

ESI (+) FT-ICR MS: [M + H]* exp = 249,11820; calc = 249,11822.
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C14H11N3S
253,06737 g.mol"

4-fenil-6-(tiofen-3-il)pirimidin-2-amina (121): Sdlido
amarelo, rendimento de 20%, intervalo de fusdo: 118-
120°C (lit: 114°C).8°

IV (ATR, cm™): 3327, 3210 (N-H); 1635, 1364(Py);
1561 (C=N); 1234 (C-N); 683 (CH- S ar).

RMN 'H (400 MHz, DMSO-de) 5 (ppm) 8.22 — 8.16 (m,

2H), 8.12 (dd, J = 3.7, 1.1 Hz, 1H), 7.74 (dd, J = 5.0, 1.1 Hz, 1H), 7.69 (s, 1H),
7.55—7.49 (m, 3H), 7.23 (dd, J = 5.0, 3.7 Hz, 1H), 6.73 (s, 2H).

RMN "3C (101 MHz, DMSO-ds) 5 ppm: 164.96, 164.14, 160.51, 143.67, 137.56,

130.94, 130.26, 129.04,

128.85, 128.36, 127.33, 100.63.

ESI (+) FT-ICR MS: [M + H]" exp = 254,07465; calc = 254,07464.

1" 18 17

12 1
0 HN\
] 8l )16
13 7 AN :
14 | 15

NN,
3
NH,
9

e}

C14H12Ny4
236,10620 g.mol’

4-fenil-6-(1H-pirrol-2-il)pirimidin-2-amina (122):
Sdélido avermelhado, rendimento de 30%, intervalo de
fusdo: 123-125°C (lit:164°C).89

IV (ATR, cm™): 3373, 3289 (N-H); 1649, 1370(Py);
1557 (C=N); 1254 (C-N); 833 (C-N ar).

RMN 'H (400 MHz, DMSO-de) & (ppm) 11.49 (s, 1H),

8.20 — 8.08 (m, 2H), 7.62 — 7.41 (m, 4H), 7.01 — 6.98 (m, 2H), 6.40 (s, 2H), 6.21

(dd, J=5.9, 2.4 Hz, 1H),

RMN "'3C (101 MHz, DMSO-ds) 5 ppm: 163.89, 158.81, 137.72, 130.46, 130.31,
128.81, 126.88, 122.29, 110.90, 109.89, 99.82.

ESI (+) FT-ICR MS: [M + H]* exp = 237,11341; calc = 237,11347.
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1 17 2-amina-4-fenil-6-(2-fenil-2H-1,2,3-triazol-

5 ‘N© 4-il)pirimidina (123a): sodlido amarelado,
13 <\ 22
W T N rendimento de 70%, intervalo de fusdo: 207-
N_. __N 21
S 209°C.
NH»>
9 IV (ATR, cm™"): 3475, 3313 (N-H); 1622, 1346
CrattiaNs (Py); 1583 (C=N); 1227 (C-N).
314,34 g.mol

RMN de "H (400 Hz, DMSO-ds) 5 (ppm): 6,92
(2H, s, H9); 7,47 (1H, m, H12): 7,53 (3H, m, H21, H22 e H23); 7,61 (2H, m, H11
e H13); 7,75 (1H, s, H6): 8,13 (2H, m, H10 e H14); 8,16 (2H, m, H20 e H24); 8,59
(1H, s, H18).

RMN '3C (101 MHz, DMSO-ds) 5 ppm: 165.52, 164.52, 157.70, 148.34, 139.44,
137.27,135.87, 131.17, 130.25, 129.17, 128.76, 127.30, 119.18, 102.53.

ESI (+) FT-ICR MS: [M+H]* exp = 315.13524 m/z, calc = 315.13527 m/z; Dimero
[2M + Na]* exp = 651.24512 m/z, calc = 651.24521 m/z

25 11 17 2-amina-4-(4-nitrofenil)-6-(2-fenil-2H-
O2N 10 18_Nig 24 23

1W /‘NL9© ,, 1:2.3-triazol-4-il)pirimidina  (123b):
“ NI \N5 ':l5 20 g solido amarelo, rendimento de 82%.

~
2 3\( 4 Nao fundiu até a temperatura de 270°C.

NH,
o IV (ATR, cm): 3507, 3354 (N-H); 1632,

C1gH13N70;

359 34 g.mol" 1347 (Py); 1576 (C=N); 1235 (C-N).

RMN de 'H (400 Hz, DMSO-ds) & (ppm): 7,10 (2H, s, H9); 7,49 (1H, m, H22);
7,62 (2H, m, H21 e H23); 7,87 (1H, s, H6); 8,13 (2H, m, H20 e H24): 8,37 (2H,
m, H10 e H14); 8,43 (2H, m, H11 e H13); 8,63 (1H, s, H18).

RMN "3C (101 MHz, DMSO-ds) & ppm: 166.5, 165.8, 162.3, 152.4, 148.2, 146.1,
143.9, 139.2, 131.4, 130.4, 130.1, 123.4, 118.9, 117.9.
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25 " 17 2-amina-4-(4-aminofenil)-6-(2-fenil-

HN 10 18_Nqig 2423
12\@\1(\(8[ Nﬂ@ 2H-1,2,3-triazol-4-il)pirimidina (123c):
13 AN 22
YRR NC ’:‘5 20 solido amarelo, rendimento de 55%,

(]

SN N, 2 . )
3\( intervalo de fusdo: 260°C.
NH,
9 IV (ATR, cm™'): 3654, 3436, 3317, 2978
329‘311;:55;;@_1 (N-H); 1632, 1346 (Py); 1585 (C=N);
’ 1292 (C-N).

RMN de 'H (400 Hz, DMSO-ds) 5 (ppm): 8.56 (s, 1H), 8.14 (d, J = 7.6 Hz, 2H),
7.93 (d, J = 8.7 Hz, 2H), 7.65 — 7.60 (m, 2H), 7.59 (s, 1H), 7.49 (t, J = 7.4 Hz,
1H), 6.66 (d, J = 6.8 Hz, 3H), 6.64 (s, J = 1.9 Hz, 2H), 5.70 (s, 2H).

RMN '3C (101 MHz, DMSO-ds) 5 ppm: 165.56, 164.29, 156.67, 152.09, 148.72,
139.49, 135.69, 130.24, 128.66, 123.89, 119.13, 113.74, 100.75

ESI (+) FT-ICR MS: [M+H]* exp = 330.14617 m/z, calc = 330.14617 m/z; Dimero
[2M+H]* exp = 659.28532 m/z, calc = 659.28506 m/z.

8 Resultados e Discussao

8.1 Ancoragem Molecular

A fim de avaliar o sinergismo entre o nucleo pirimidinico e dos nucleos
heterociclicos no intuito de predizer acerca da atividade biolégica dos compostos
sintetizados, foi realizado o estudo de ancoragem molecular com o propésito de
se determinar a energia de interagdo entre as estruturas sintetizadas e os
possiveis receptores alvo. Os alvos escolhidos foram a Ciclooxigenase-2 (COX-
2), Sars-CoV e B-raf, que sao respectivamente, responsaveis por estimulos
inflamatorios, virus responsavel pela sindrome respiratéria aguda e uma via

responsavel pelo crescimento celular relacionado ao cancer.

Para avaliar possiveis atividades bioldgicas dos compostos sintetizados
foram realizados estudos computacionais por meio de Ancoragem Molecular

com o software gratuito AutoDock Vina.
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Tal estudo foi realizado utilizando as estruturas cristalinas das proteinas
COX-2, Sars-CoV e B-Raf (Figura 54) e seus respectivos ligantes que foram
obtidas no Protein Data Bank (PDB) sob os cédigos 1CX2, 1UK4 e 30G7, todas

elucidadas por difragdao de Raio-X.

Figura 54: Estruturas cristalinas das proteinas COX-2, Sars-CoV e B-Raf.

Visando validar a eficiéncia do meétodo de ancoragem escolhido, as
proteinas e seus respectivos ligantes foram preparados conforme descrito na
literatura. Primeiramente foi extraido o ligante de sua respectiva proteina ou
protease, a fim de reancora-los (Figura 55) para se obter uma melhor exatidao
no processo de ancoragem. A proteina entdo foi preparada removendo todas as
moléculas de agua ou atomos que n&o sejam importantes para a ancoragem e

entdo aplicada a ancoragem no software Auto dock Vina.

RMSD: 1.63 RMSD: 1.61 RMSD: 1.90

Figura 55: Ligantes cristalograficos (amarelo) e estruturas reancoradas (cinza). Da esquerda
para direta tem-se: ligantes cristalograficos de COX-2, B-Raf e Sars-CoV.

Os resultados de reancoragem molecular sdo uteis para verificar

visualmente se o método utilizado é capaz de simular a conformacao
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cristalografica do ligante no sitio de ligagdo. Foram utilizados os compostos
ligantes: celecoxib, ligante 1 (com atividade junto a Sars-CoV), fenformina (tendo
atividade bioativa com a proteina B-Raf). Apds a reancoragem os compostos
ligantes foram sobrepostos nos sitios ativos das proteinas escolhidas e em
seguida as mesmas analises foram feitas para as pirimidinas sintetizadas 118-
123c, todas previamente otimizadas usando o método semi-empirico PM3
disponibilizado no software Gaussian 09W. Os resultados s&o mostrados a

seguir de acordo com a Tabela 1.

Tabela 1: Energias de interacao ligante/receptor entre as pirimidinas sintetizas, as substancias
controle e as proteinas COX-2, Sars-CoV e B-Raf.

Ligante Energia Ligante (kcal.mol")
COX-2 Sars-CoV B-Raf
Celecoxib -13,0 - -
Ibuprofeno -7,0 - -
Ligante 1 - -4.4 -
Fenformina - - -7,6
118 -9,4 -6,1 -8,5
119 -9,1 -6,0 -8,4
120 -9,6 -6,0 -8,8
121 -9,0 -5,6 -8,0
122 -8,9 -6,1 -8,2
123a -6,0 -6,3 -9.4
123b -6,9 -5,3 -9,2
123c -6,8 -6,1 -9,1

Vale notar que todos os valores sao negativos porque representam a
energia de estabilizagcdo da formagdo do complexo receptor-ligante, ou seja,
representam energia liberada pela formagéo de um complexo estavel e assim,

quanto mais negativa esta energia for, mais estavel sera o complexo formado.

E possivel observar também que para a proteina COX-2, todas as
moléculas sintetizadas, possuem valores maiores que o valor de estabilizagao
formado para o farmaco controle celecoxib e valores melhores em comparagao
com o farmaco ibuprofeno. Ainda se observa que para a protease do virus Sars-
CoV, todos os compostos sintetizados apresentaram valores menores de
energia proposto para o inibidor - ligante 1. Para a B-Raf, todos os compostos
sintetizados também apresentaram energias de interacdo receptor/ligante

menores que o controle Fenformina, mostrando uma possivel inibigao neste sitio.
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8.1.1 Ancoragem molecular (Docking): Enzima COX-2

Iniciou-se o estudo de ancoragem molecular pelos farmacos controle, a
exemplo da proteina COX-2 com o celecoxib. A seguir sdo mostradas as

interacdes obtidas pelo software DS Visualizer 2017 mostrados na Figura 56.
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Figura 56: Interagcdes 3D a esquerda e 2D a direita para o celecoxib no sitio de ligagcdo da
proteina COX-2. Os hidrogénios foram omitidos para uma melhor visualizagdo. Os hidrogénios
foram omitidos para uma melhor visualizagéo.

Pode-se notar a predominancia de interagbes de van der Waals entre o
farmaco controle celecoxib e o sitio de ligagdo da COX-2, como por exemplo com
os residuos de Leu531, Leu384 e Leu359, Tyr-355, Ser530. Interagdes do tipo
m-alquila também podem ser observadas, como por exemplo, Ala527 e Val349.
Outras interagdes como 17-sigma podem ser observados nos residuos Val523 e

Ser353 dentre outras interagdes.

As interagdes dos compostos sintetizados com a proteina COX-2 estao
destacadas na Figura 57. Podemos observar caracteristicas semelhantes entre
os compostos sintetizados (118-122) e o farmaco controle celecoxib no que diz
respeito as interagbes mostradas com o sitio de ligagao da supracitada enzima.
Das nove interagdes mostradas para o farmaco controle, oito estao presentes
nos compostos sintetizados a saber: Leu352 e Val523 formado por uma ligacao
de hidrogénio e uma ligacao 1-sigma, respectivamente, sdo uma das principais
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e cruciais interagdes que mostram a presenca de alguma atividade em

compostos contendo nucleos pirimidinicos de acordo com a literatura.%3%4

No grupamento fenilico na posigcdo C4, podemos ver duas interagcbes que
sdo caracteristicas dos compostos 118,119,120,121 e 122 formadas por uma
interacdo amida-mr-stacking com o residuo de Gly526 e uma interagao mr-enxofre
com o residuo de Met522. Outra semelhancga entre esses compostos foi para
posicdo C6 do anel pirimidinico contendo os grupos heterociclicos. Pode-se
observar quatro interacdes, trés do tipo m-alquila com os residuos de Leu531,
Val349 e Ala527, em que este ultimo, também interage com o nucleo pirimidinico
destes compostos. Os compostos 123a-c obtiveram as maiores energias de
estabilizacao formadas pelo complexo receptor/ligante apresentados. No
grupamento triazolico pode-se notar semelhancas nas interagdes dos trés
compostos com os residuos de Val349, Leu531 e Ala527 que sao interacdes do
tipo m-sigma. No anel fenilico acoplado ao grupo triazélico podemos analisar que
nos compostos 123b e 123c, divergem apenas com uma interagao a mais do que
mostrado no composto 123a, essa interacdo € mostrada com o residuo de
Met113 do tipo m-enxofre. No carbono C4 do anel pirimidinico para as estruturas
contendo o0s nucleos triazdlicos em C6, podemos ver caracteristicas
semelhantes mostrando residuos Arg513 com uma interagédo do tipo m-cation,
uma interagao do tipo mm-alquila com o residuo de Ala516 e uma interagdo com o
residuo de Val523 do tipo m-sigma presentes nos trés compostos. Apenas nos
compostos 123b e 123c podemos ver dois tipos de interagdes, provavelmente
mostradas pela presenga dos substituintes para, que sao interagcdes
relacionadas a ligagao de hidrogénio e a ligagao mr-par solitario, com os residuos
de Leu352 e GIn192.
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Figura 57: Modelo 3D a esquerda e o modelo 2D a direita para as interagdes intermoleculares
no sitio de ligacéo da proteina COX-2 e os compostos (a) 118, (b) 119, (c) 120, (d) 121, (e) 122,

(f) 1234, (g) 123b e (h) 123c. Os hidrogénios foram omitidos para uma melhor visualizagéo.
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8.1.2 Ancoragem molecular: protease do virus Sars-CoV

Para a protease do virus Sars-CoV, todos os valores encontrados de
energia para os compostos sintetizados, se comparados com o Ligante 1 foram

menores, variando de -5,3 kcal.mol' a -6,3 kcal.mol".

As menores energias de interacbes foram apresentadas para os
compostos 118, 122 e 123c e as suas respectivas interagdes com o sitio de
ligacdo da proteina sdo mostradas na Figura 58 e 59. Ao observarmos a
estrutura 2D para o composto 118, podemos analisar quatro interagdes, uma do
tipo m-doadora de hidrogénio (Cys145) no anel heterociclico 2-piridino, uma do
tipo m-enxofre no anel fenilico (Met165) e duas ligagdes de hidrogénio
interagindo no grupamento amina (Leu141 e Ser144), bem como variadas

interagdes do tipo van der Waals.
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Figura 58: A direita temos o0 modelo 3D e a esquerda o modelo 2D para o composto 118,
mostrando a interagao no sitio de ligagédo para proteina do virus Sars-CoV. Os hidrogénios foram
omitidos para uma melhor visualizagao.

Para o composto 119 (Figura 57, (a)) pode-se observar interagdes do tipo
van der Waals predominantes na imagem. A exemplo de interagdes do tipo van
der Waals temos: Glu166, His164, Thr26. Interacbes do tipo m-doadora de

hidrogénio nos grupamentos do anel pirimidinico e ao heterociclo (pirrol) com
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residuo de Cys145. Ainda pode-se analisar interagdes do tipo m-enxofre,
representado pelo residuo de Met165 no grupo fenilico. Semelhante ao
composto 118, a aminopirimidina 96 mostrou uma interagdo do tipo ligagao de
hidrogénio no grupamento amina com a Leu141 e Ser144, além do composto
122 ter mais uma interagdo com o residuo de His163 no grupo amina. Nota-se
no composto 123c interagdes do tipo van der Waals predominantes, além de
interagdes convencionais de hidrogénio no anel pirimidinico e nos grupos amino
com os residuos de Glu166 e GIn189. Também observa-se interagdes no anel
triazolico (mm-doador ligagdo de hidrogénio) e ao grupo fenila ligado ao mesmo
(rr-doador ligagao de hidrogénio, m-alquila e m-m em forma de T), representados
pelos residuos Cys145, Leu27 e Leu141, His41. Nota-se a falta da ligagado do
tipo mm-enxofre na estrutura 123c, com o residuo de Met165 caracteristico nos

dois compostos com grupamento fenila.
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Figura 59: A direita temos o modelo 3D e a esquerda o modelo 2D para o composto 122 (a) e
123c (b), mostrando a interagdo no sitio de ligagdo para protease do virus Sars-CoV. Os
hidrogénios foram omitidos para uma melhor visualizacao.

O composto 123a (Figura 60) possui em sua caracteristica interagdes do
tipo ligacéo de hidrogénio tanto no grupo fenilico atrelado ao C6, quanto ao anel
pirimidinico e ao grupo amino com os residuos de Cys145, Leu141 e Ser144.
Nota-se no anel triazdlico uma interacao do tipo m-dnion com residuo de Glu166.
Para o composto 123b analisa-se trés interagées no grupo fenilico ao C6 do tipo
m-enxofre caracteristicos nos compostos 118 e 122 com o residuo de Met165
além de uma interagao do tipo m-par solitario com residuo de Glu166 como
também pode-se notar no composto 123c e uma interagdo do tipo carbono-
hidrogénio com o residuo de GIn189. No grupo triazélico vemos duas interagdes,
uma do tipo m-doadora ligagéo de hidrogénio e uma do tipo carbono-hidrogénio

com os residuos de Cys145 e Asn142 respectivamente.
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hidrogénios foram omitidos para uma melhor visualiza¢o.
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8.1.3 Ancoragem molecular: Enzima B-Raf

Os estudos computacionais mostrados para essa proteina relacionados
aos compostos sintetizados revelaram que todas as estruturas apresentaram
valores proximos as energias de estabilizagcdo para o farmaco controle

fenformina.

E possivel observar, novamente, a predominancia de interacdes
intermoleculares do tipo van der Waals, nas estruturas 123a e 123b (Figura 61).
Ja na estrutura 123c vemos que em sua maioria a interagbes de van der Waals
como para ligagdes do tipo m-alquila. A de se esperar semelhangas nas
interagdes dos anéis pirimidinicos com liga¢des do tipo r-sigma (Val471) entre
todas as estruturas e uma interacao m-alquila (Ala481) para o composto 123b.
No grupamento fenilico podemos ver interagdes do tipo - stacking (Trp531,
Phe583) e do tipo m-alquila (1le463) tanto paras as estruturas 123a e 123c. A
estrutura 123c apresenta ainda duas ligagbes convencionais de hidrogénio no
grupamento amina com os residuos de Gly534 e Cys532. Para a estrutura 123b
no grupamento fenilico p-substituido com o grupamento nitro pode-se analisar
interacdes do tipo mr-cation (Lys483) e mr-alquila (Leu514). Podemos ver também
interagdes do tipo m-alquila (Leu514 e Lys483) e mr-sigma (Val471) nos anéis
triazdlicos das estruturas 123a e 123c. A estrutura 123b apresentou apenas
interacdes do tipo m-sigma, com os residuos Vald71 e lle463. Os anéis fenilicos
ligados as estruturas triazdlicas apresentaram interagdes m-alquila (Leu505,
1e527), mm-cation (Lys483) e van der Waals (Asp594) para a estrutura 123a e
interagdes do tipo m-alquila (Leu505, 11e527 e Lys483) e van der Waals (Asp594)

para a estrutura 123c (Figura 61).
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Figura 61: Modelo 3D a direta e a esquerda 2D para o composto 123a (a), 123b (b) e 123c (c)
mostrando a interagédo do ligante no sitio de ligagdo. Os hidrogénios foram omitidos para uma
melhor visualizagao.

Para o composto 118 observa-se na Figura 62 (a), que ha varias
interagdes do tipo van der Waals, mr-sigma, m-1m stacking, m-alquila, além das
ligacbes de hidrogénio. Interagbes do tipo van der Waals aparecem com os
residuos 11527, Asp594 e Trp531; ja para as interagdes do tipo m-sigma, -1
stacking, m-alquila temos seguidamente os aminoacidos lle463, Phe583,
acompanhadas por Leu514, Val4d71 e Lys483 e Ala481. Ao analisarmos o
modelo 2D para o composto 119 (Figura 62 (b)), observa-se a predominancia de
interagdes do tipo van der Waals, como por exemplo, com a 11e527 e 11e463,
Asp594. Ainda é possivel verificar interagdes no anel pirimidinico do tipo m-sigma
e interagdes na piridina do tipo 17-17 stacking e m-enxofre, junto aos residuos de
aminoacidos Val471, Phe583, Trp531 e Cys532 respectivamente, como também
interacdes do tipo mr-cation no grupamento fenila junto ao residuo de aminoacido
Lys483.
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Figura 62: A direita temos o modelo 3D e a esquerda o modelo 2D para o composto 118 (a), 119
(b), mostrando a interagdo no sitio de ligagao para proteina B-Raf. Os hidrogénios foram omitidos
para uma melhor visualizagao.

Ao analisarmos a estrutura 2D do composto 120 na Figura 63 (a),

podemos observar a presenca de trés tipos de interacdes nos anéis fenilicos: -
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cation, 1-11 stacking e 1r-enxofre, com os aminoacidos: Lys483, Phe583, Trp531
e Cys532, respectivamente. Ainda se observa uma interagado no anel pirimidinico
do tipo m-sigma com aminoacido Val471. Para os compostos 121 e 122 de
acordo com a Figura 61, observar-se a predominancia das interagdes de van der
Waals e 7-sigma. Ao analisarmos o modelo 2D do composto 121 (Figura 63 (b))
podemos verificar a presenca de interagées no anel pirimidinico do tipo 7-sigma
junto ao aminoacido Val471, também vemos dois tipos de interagdes no
grupamento fenila do tipo -1 stacking e m-enxofre com os aminoacidos Phe583,
Trp531 e Cys532 respectivamente. Ainda a dois tipos de interagdes no anel do
heterociclo do tipo -cation e ligagao de hidrogénio como por exemplo a Lys483
e Asp594. A predominancia de interagdes do tipo van der Waals pode ser notada
junto ao modelo 2D do composto 122 (Figura 63 (c)), que podem ser dados como
exemplos, Asp594, Trp531, Phe468. A dois tipos de interagdo no anel do
heterociclo (pirrol) sendo elas m-1r stacking e m-enxofre junto aos aminoacidos
Phe583 e Cys532 respectivamente, ainda a uma interagéo do tipo m-sigma junto
ao aminoacido Val471 junto ao anel pirimidinico e uma interagao junto ao
aminoacido Lys483 com o grupamento fenila.
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Figura 63: Modelo 3D a esquerda e o modelo 2D a direita para as interagdes intermoleculares
no sitio e ligagado da proteina B-Raf e os compostos (a) 120, (b) 121, (c) 122. Os hidrogénios

foram omitidos para uma melhor visualizagao.
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Apos a analise dos dados e dos valores de energia apresentados pode-
se presumir que os compostos sintetizados tém uma correlagdo de possivel
atividade antiviral e anticancer, relacionados para a protease do virus Sars-CoV
e para proteina B-Raf. Para a proteina COX-2 os compostos apresentaram
interacdes similares ao farmaco controle utilizado, porém o alto valor de energia

de ligagao ndo pode nos mostrar essa certeza de inibigao.

8.2 Sintese Organica

A sintese das pirimidinas € mostrada a seguir de acordo com a analise
retrossintética mostrada na Figura 64. Inicialmente se fez a reacéo
multicomponente de Biginelli utilizando diferentes aldeidos carbo/heterociclos,
acetofenona e o cloreto de guanidina em meio basico. Além dessa metodologia
também foi realizada a preparacdo das moléculas-alvo através da reacao de
Biginelli modificada por Atwal utilizando chalconas percussoras juntamente com
o cloreto de guanidina. As chalconas foram sintetizadas por sua vez utilizando-

se a reacgao classica de condensacao de Claisen-Schimidt.

o}
©)J\ mR1 ou R, NH
\ + RO
R

N__N > HN NH2.HCI

~
HoN NH2 HClI . \ll\l/H
2

'/b@ N\t@ 0

R3= H, NC)2Y NH2

Figura 64: Andlise retrossintética para a preparagéo de pirimidinas.
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8.2.1 Sintese do 2-fenil-2H-1,2,3-triazol-4-carboxaldeido

Em nosso laboratério essa sintese foi realizada a partir da D-(+)- glicose

como mostrado na Figura 65:

,Ph
CHO H——=NNHPh NN
H——OH —=NNHPh N 0
HO——H o NHNH, ta 1O [ CuSO4 5H,0 HO——H NalO4(aq.) ta. =N
H—OH ————— H—OH ~—_— > H—OH ’ D
4 dias refluxo, 3 h 24 h
H——OH H——OH H——OH
CH,0H CH,0H CH,OH 112
108 110 111 2-fenil-2H-1,2,3-triazol-
D-(+)-glicose Fenil-D-glicosazona Fenil-D-glicotriazol -4-carboxaldeido

Figura 65: Etapas de sintese do aldeido 112.

O tratatamento da D-(+)-glicose com fenilidrazina em meio acido forma
inicialmente uma fenilidrazona (124), através do ataque nucleofilico do nitrogénio
monossubstituido da fenilidrazina e posterior eliminacdo de agua. A hidrazona
formada, entretanto, se decompde para dar origem ao intermediario 125 que
reagira ainda com dois equivalentes de fenilidrazina de maneira similar ao
primeiro ataque nucleofilico descrito para, por fim, formar a fenil-D-glicozasona
110 (Figura 66).

OH OH OH
108
Glicose

Fenil-
glicosazona

Figura 66: Mecanismo para a reacédo de formagao da Fenil-D-glicosazona 110.
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A fenil-D-glicosazona pdde ser oxidada para formar um derivado

triazolico.®® Neste caso, utilizou-se sulfato de cobre (II) como agente oxidante.

O mecanismo sugerido por EI Khadem, em 1998,% para essa reagdo tem
como primeira etapa a reagdo da osazona com os ions Cu?*, formando um
complexo osazona-Cu(ll). O ligante, tanto no complexo dimérico quanto no
complexo monomeérico, perde um elétron e promove o Cu (ll) a Cu (I), formando
assim um complexo osazona-Cu(l) que ndo é estavel e sobre decomposigao
para formar o radical 128. Esse radical (128) sofre uma reagao intramolecular,

gerando o fenil-D-glicotriazol (111) (Figura 56).

F‘>h F"h OH OH
\N/NH HN\N/ | : y
\ \(”M E
\H/C“\H/N OH OH

l |
Ph Ph

127Complexo dimérico

CuSO, W

126 Complexo monomérico

NH,

ol 4 H0_

Fenil-D-glicotriazol Cu®+ Cu?* =— 2cCu*

Figura 67: Mecanismo para a formagéao de fenil-D-glicotriazol 111.

O fenil-D-glicotriazol quando tratado com periodato de sddio sofre uma

clivagem oxidativa para formar o aldeido triazolico 112 (Figura 68).%6

89



OH OH
e | o
0. O o
O. /O HO ‘/,~ ./ N=
N

: N AN D= -~
B =0 ! -1=0 L + o)
{ \ SEPIN N~ HO
\ o/ ¢ Ph‘N/N\ on O PN H
111 Ph I:>h\N\ N 112 H
N= N Aldeido fenil-triazélico

Fenil-D-glicotriazol

Figura 68: Mecanismo da clivagem oxidativa na formacao do aldeido 112.

A caracterizagao do aldeido 112 foi realizada mediante espectroscopia de
infravermelho e de RMN de 'H, conforme descrito recentemente em nosso grupo

de pesquisa.®

8.2.2 Sintese das 2-aminopirimidinas 118-123 através da reacao
multicomponente de Biginelli

Inicialmente tentou-se obter as 2-aminopirimidinas substituidas nos
carbonos C4 e C6 a partir da reacdo multicomponente de Biginelli devido,
principalmente, a facilidade experimental e também por ser uma reagao one-pot
e ter apenas uma etapa. Contudo, o uso dessa reagao proporcionou apenas a
sintese dos derivados 2-aminopirimidinicos 118 e 119 em rendimentos apenas
razoaveis, conforme mostra a Figura 69. A pirimidina 118 foi obtida como um
solido amarelado com 40% de rendimento, apds 4 horas de refluxo utilizando
etanol como solvente, com intervalo de fusdo de 138-139°C. Ja o composto 93
foi sintetizado como um sélido branco em 30% de rendimento, apds 2 horas de

refluxo, com intervalo de fusao de 179-180°C.

=
Q i NH N l
N A
N PI] EtOH, NaOH NI ! N
_ HoN™ NH2.HCE 4 Refluxo Y
40% NH,
13
118
Z\
0 0 |
NH X
NTH . PIq EtOH, NaOH |
+ | —_— N N
N~ HaN™ NH2 HCL o "Refluxo Y
30% NH,

113
1

©

Figura 69: Sintese das aminopirimidinas 118 e 119 pela reacdo multicomponente de Biginelli.
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Diante da semelhanca estrutural entre os compostos 118 e 119
descreveremos a seguir a caracterizagado estrutural apenas para o composto
118. Porém, cabe ressaltar que as atribui¢cdes estruturais de todos os compostos
se encontram, na integra, na se¢ao procedimento experimental e os respectivos
espectros na parte dos anexos. Visando melhorar o rendimento dessas reagdes
partiu-se para o uso de micro-ondas cujas metodologias utilizadas sdo expostas
na Tabela 2. Infelizmente os resultados ndo foram muito diferentes se

comparado aos obtidos anteriormente.

Tabela 2: Metodologias adotadas para reagao em micro-ondas para as pirimidinas 118 e 119.

Pirimidinas | Base Te”.‘po Rendimento | Solvente | Metodologia Purificagédo
reacional
118 NaOH 15 min 40% EtOH 80°C, recristalizagao
150W
119 NaOH 10 min 10% EtOH 80°C, recristalizagao
150W

No espectro de infravermelho da 2-amino-4-fenil-6-(2)-piridil-pirimidina
118 (Figura 70) verifica-se as bandas em 3329 e 3206 cm™' referentes ao grupo
NH2 ligado ao anel pirimidinico; uma banda em 1540 cm-' relacionada ao
estiramento da ligacdo C=N e em 1230 cm™' relacionado ao estiramento da
ligagdo C-N; ja as bandas em 1640 e 1359 cm™' sdo caracteristicas do anel

pirimidinico.
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Figura 70: Espectro de infravermelho para pirimidina 118.

Em seu espectro de RMN de 'H (Figura 71) pode-se notar a presenga do
sinal alargado em 5,37 ppm referente a amina integrando para dois hidrogénios,
outro sinal caracteristico do nucleo pirimidinico € o hidrogénio H6 em 8,17 ppm
integrando para um hidrogénio, sendo este o unico no anel. Em 8,75 ppm nés
temos a presenca do H16 mais desblindado referente ao hidrogénio préximo ao
nitrogénio da piridina e seguidamente em 8,41 ppm o hidrogénio H19 com uma
constante de acoplamento J = 7,9 Hz que esta intrinsicamente associado ao H18
com J=7,7Hz eoH18 como H17emJ=7,5Hz em 7,86 ppm e 7,41 ppm,
confirmado pelo espectro de COSY 'H-"H na Figura 72. Os demais hidrogénios

sao referentes ao grupamento fenila da estrutura.
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H12 (dd)| | H18 (td) CHCI3 (s)
8.15 7.86 7.27
H16 (ddd) | H19 (dt)|| H6 (s) H10,H14,H11,H13 (m NH2 (s)
8.75 8.41 || 8.17 7.50 5.37
= = - —_ e —
H17 (ddd)
7.41

Figura 71: Espectro de RMN "H para pirimidina 118.
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Figura 72: Espectro de COSY 'H-"H para pirimidina 118.
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Para o espectro de RMN "*C (Figura 73) pode-se notar a presenca dos
sinais caracteristicos do anel pirimidinico em 166,5 ppm, 163,2 ppm e 154,5 ppm
além do carbono referente ao C6 em 104,6 ppm. Também podemos analisar a
presencga do carbono referente ao C16 e ao C8 mais desblindado sendo os mais

proximos ao nitrogénio da piridina.

— 164.86
154.52
149.58
137.23
137.15

Pkt
<

—130.91
— 128.90
—127.48
— 125.30

N\ 166.54

C1(s) C7 (d) C10,14 (s 2 N. N 4
166.54 137.19 127.48 3
C3 (s) C5 (s)| | €16 (d) C18 (d) C11,13(s) | C19 (s) NH, C6 (s)
163.19 154.52 | 149.65 137.19 128.90 121.88 9 104.60
[ = — H — FH i I — — —
C8 (s) C12(s) |C17(s)
164.86 130.91] | 125.30

T T T T T T T T T T T T T T
170 165 160 155 150 145 140 135 130 125 120 115 110 105
f1 (ppm)

Figura 73: Espectro de RMN "*C para pirimidina 118.

A estrutura da pirimidina 118 também pd&de ser analisada e confirmada
por FT-MS (Figura 74). A ionizagao na fonte ESI-(+) permitiu a obtencao
experimental do sinal com raz&o massa/carga do ion molecular combinado com
um cation de sédio [CisH11N4 + Na]* de 271,09536 m/z enquanto o valor
calculado para a estrutura seria de 271,09542 m/z com um erro de 0,21 ppm.
Também pode-se observar a formagao do dimero do ion molecular combinado
com um cation de sédio [C3oH23Ns + Na]* de 519,20141 m/z enquanto o valor

calculado para a estrutura seria de 519,20161 m/z com um erro de 0.2 ppm.
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Figura 74: Espetro de Massas para pirimidina 118 (ESI(+) FT-ICR MS).

8.3.1 Sintese das Chalconas
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Devido aos resultados insatisfatérios obtidos para os compostos 118-119

com a metodologia de Biginelli langou-se mao da reagéo de Atwal ao qual possui

chalconas como intermediario.

As chalconas 114-117 (Figura 75) foram sintetizadas através da

condensacao de Claisen-Schimidt, na qual se utiliza uma cetona enolizavel, no

nosso caso a acetofenona, o respectivo aldeido nao-enolizavel (Benzaldeido, 2-

tiofenocarboxaldeido, 2-pirrolcarboxaldeido e aldeido fenil-triazélico) utilizando

metanol como solvente em meio basico usando hidroxido de sédio aquoso. Cabe

destacar que apds diversas tentativas infrutiferas de purificar as chalconas

oriundas do 2 e 4-piridinocarboxaldeido impediram o uso da metodologia de

Atwal para a sintese dos compostos 118 e 119.
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Figura 75: Chalconas sintetizadas.

O mecanismo para a reagao da chalcona se inicia pela formagdo do
enolato correspondente, através de uma etapa de reagao acido-base (Figura 76).
O enolato formado se adiciona a carbonila eletrofilica do aldeido originando uma
B-hidroxicetona apds outra etapa acido-base. A B-hidroxicetona formada sofre
reacao de eliminagcado via base conjugada (E1cB) para formar a cetona a,[3-

insaturada (neste caso, uma chalcona).

o o H-oH
O) O) (0] (0]
} WR1 WR1
R2 11
©
Q
CD QDH C1\~ OH Cb OH
N R, o OR,
W 1 R HE
R 2 Rz \-OH
2 ﬂ
(0]
7 R
1 bb@ N\N
Ry
R2 = H, NOZ, NH2 @

Figura 76: Mecanismo da reagéo de condensacéo de Claisen-Schimdt.
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As condicdes reacionais para a preparacao das chalconas 114-117 estao

resumidas na Tabela 3.

Tabela 3: Resumo das condi¢des reacionais para a obtengéo das chalconas 114-117.

o)
O o)
/U\ NaOH, solvente = R’
+ R' H
tempo e temperatura R
R ,
Aldeido Chalcona
Cetona Aldeido Temperatura | Solvente | Tempo | Chalcona | Rendimento P.f.
it o] 56-
@—/( ambiente MeOH 7h 114 90%
H 58°C
it S o} 54-
)< ambiente MeOH | 24h 115 91%
H 56°C
i H o 5 _ 134-
W ambiente MeOH 1,5h 116 75%
7\ 136°C
o O
Php-Na 131-
Niuf ambiente MeOH 21h 117a 97%
133°C
o]
Q)k o ijz bient MeOH 3h 117b 54% 203-
SNO ampiente e
o =" ° 205°C
Q o
Ph—p N 191-
HZNJij)K N‘NJA ambiente MeOH 21h 117¢ 45% oo

Novamente considerando a semelhanga estrutural entre as chalconas

114-116 aonde a diferencga € apenas o carbo/heterociclo no carbono C6 do anel

pirimidinico apresentaremos a seguir, para fins de exemplificagcéo, a elucidagéo

estrutural da chalcona 115. Mais uma vez cabe ressaltar que as atribui¢des

completas dessas chalconas encontram-se na secao intitulada procedimento

experimental e os espectros na parte dos anexos.

No espectro de IV (Figura 77) desta chalcona foi possivel observar uma

banda relacionada ao estiramento C=0 da carbonila conjugada em 1656 cm-',

uma banda em 1585 cm-" referente a dupla ligagdo C=C aromatica e uma banda
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em 688 cm-"! correspondente a ligagbes C-H em compostos contendo enxofre (S)

aromaticas.
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Figura 77: Espectro de infravermelho para a chalcona 115.

O espetro de RMN 'H (Figura 78) para a chalcona 115 mostrou os
seguintes sinais caracteristicos: um dubleto em 7,88 ppm com constante de
acoplamento (J) igual a 15,3 Hz correspondente ao hidrogénio ligado ao carbono
B-carbonila (H10), integrando para um hidrogénio; e um dubleto em 7,53 ppm,
com J = 15,3 Hz e integrando para um hidrogénio correspondente ao carbono a-
carbonila (H8). Valores de (J) elevado sugerem que a dupla conjugada da
chalcona tem conformacgado do tipo E. Em 7,16 ppm ¢é possivel visualizar um
duplodubleto correspondente ao hidrogénio H13. Os demais sinais no espectro
de 'H sdo em 7,76 e 7,67 ppm referem-se aos hidrogénios H12 e H14. Por fim,

os 5 hidrogénios da fenila encontram-se distribuidos nos sinais em 7,54 e 8,05
ppm.
O acoplamento entre os hidrogénios H13 (7,16 ppm), H12 (7,76 ppm) e

H14 (7,67 ppm) podem ser visualizados no espectro bidimensional
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homonucleares COSY "H-"H (Figura 79). Através dessa técnica também se pode

determinar o acoplamento entre os H10 (7,88 ppm) e H8 (7,53 ppm).

/H////l

H14 (d) H1,3 (t)
7.67 7.54

H6,4 (m) H10 (d) H12 (d) H2 (m) H8 (d) H13 (dd)

8.05 7.88 7.76 7.64 7.53 7.16
— —_— — —— —— —_—

(=)} o [} [} o (=] [}

- — S S A ~ S

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
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7.60
f1 (ppm)

Figura 78: Espectro de RMN "H para chalcona 115.
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Figura 79: Espectro de COSY 'H-"H para chalcona 115.
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No espectro de RMN de '*C (Figura 80) podemos identificar todos os
carbonos da estrutura e principalmente os caracteristicos da formacao da
chalcona. Em 189,2 ppm a presencga do carbono 7, tendo seu deslocamento mais
desblindado decorrente ao oxigénio da carbonila e a formagédo dos carbonos
referentes a dupla conjugada a carbonila, carbono 8 e carbono 10 em, 120,8 ppm

e 137,2 ppm, respectivamente.
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Figura 80: Espectro de RMN "*C para chalcona 115.

A estrutura da chalcona 115 também pdde ser analisada e confirmada por
FT-MS foi confirmada por FT-MS (Figura 81). A ionizacdo na fonte ESI-(+)
permitiu a obtengcédo experimental do sinal razdo massa/carga do ion molecular
da chalcona combinada com um cation de sédio [M + Na]* de 237,03450 m/z
enquanto o valor calculado para a estrutura seria de 237,03446 m/z com um erro
de -4.25 ppm. Também pode-se observar a formagao do dimero do ion molecular
combinado com um cation de sodio [2M + Na]* de 451,07964 m/z enquanto o

valor calculado para a estrutura seria de 451,07969 m/z com um erro de 0.54

ppm.
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Figura 81: Espetro de Massas para chalcona 115 (ESI(+) FT-ICR MS).

Novamente para exemplificar a caracterizagcdo das chalconas
estruturalmente semelhantes 117a-c discutiremos a seguir a elucidagao

estrutural do composto 117c.

No espectro de infravermelho (Figura 82) foi possivel observar uma banda
relacionada ao estiramento C=0 da carbonila conjugada em 1658 cm-'. Bandas
em 1581 e 1503 cm-" foram atribuidas as ligagdes C-C aromaticas, sendo que a
primeira pode estar coincidindo com o estiramento da ligagdo C=C conjugada a
carbonila; a banda em 3059 cm' corresponde a deformagbes C-H aromaticas.
Adicionalmente podem-se observar bandas relacionadas a presenca do anel
triazdlico em 1629, 1611 e 1270 cm™' atribuidas a estiramentos C=N e C-N,
respectivamente. Por fim, podemos observar duas bandas referentes ao
estiramento da ligagédo N-H da fungdo amina presente no anel fenilico em 3426
e 3338 cm.
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Figura 82: Espectro de infravermelho para a chalcona 117c.

A formacao de 117c pode ser comprovada pelo seu espectro de RMN de
'H (Figura 83) através da presenga de um singleto em 8.66 ppm referente ao
unico hidrogénio do anel triazélico. Esse sinal € muito caracteristico e se destaca
no espectro de todas as moléculas sintetizadas contendo o nucleo triazdlico.
Além disso, é possivel observar os dois dubletos referentes aos hidrogénios
metinicos H8 e H9 que aparecem em 7.60 ppm (J = 15.6 Hz) e em 8.02 ppm (J
= 15.8 Hz), respectivamente. Aqui, novamente, o alto valor da constante de
acoplamento encontrado sugere que a forma obtida para a chalcona foi o
isémero E. O singleto em 6.22 ppm foi atribuido aos hidrogénios referentes ao
grupo amina da estrutura, integrando para 2H. Na regido aromatica temos
inicialmente um dubleto em 6.62 ppm (J = 8.7 Hz) referente aos hidrogénios H1
e H3 do anel aromatica substituido em para pela funcdo amina. Esse sinal esta
mais blindado devido ao efeito mesomérico doador de elétrons exercido pelo
grupo amina, que resulta em uma maior blindagem dos hidrogénios em posicao
meta em relagdo ao NH2. Dessa forma, o sinal dubleto em 7.89 ppm (J = 8.7 Hz)

foi atribuido aos hidrogénios H4 e H6, mais desblindados em relagdo aos
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anteriores como citado. E por fim, mas ndo menos importante, os hidrogénios do
anel fenilico ligado ao triazol sdo atribuidos aos sinais em 7.43, 7.56 e 8.04 ppm.
O primeiro, um tripleto integrando para 1H com constante de acoplamento de 7.4
Hz referente ao hidrogénio H19. Os outros dois sinais foram atribuidos aos
hidrogénios H18/H20 e H17/H21, dubletos com constante de acoplamento de 8.3

e 7.6 Hz, integrando para 2H cada sinal.

—6.22
2.47

/ e § s 15 o
] _~__N 14
[l Oy )
4 12 =N 18
) ,HN2 L,

H4/H6 (d)
7.89
H17/H21 (d)| | H9 (d)|

8.04 7.60

H8 (d)
8.02

H12 (s),
8.66

H19 (t)
7.43

H1/H3 (d)|| NH2 (s) H20 (s) DMSO (s)
6.62 6.22 .32 2.47
=] &) —

=] Ry

H18/H20 (d)
7.56

T T T T T T T T T T T T T T T T T
6.0 5.6( 5.2 4.8 4.4 4.0 3.6 3.2 2.8 2.4

Figura 83: Espectro de RMN de 'H para a chalcona 117c.

Além da andlise de RMN de 'H caracterizou-se 117c por RMN de '3C
(Figura 84), no qual atribuiu-se os sinais dos carbonos metinicos C8 e C9
correspondem a 128.5 e 139.3 ppm, respectivamente. Os sinais dos carbonos
do anel fenilico para substituido se encontram em 113.2 ppm, para C1 e C3,
130.2 ppm referente a C4 e C6, 154.7 ppm para C2 e 125.2 ppm atribuido a C5.
Enquanto que para os carbonos do anel fenilico ligado ao triazol, temos os sinais
atribuidos aos carbonos C17 e C21 em 119.0 ppm, além do sinal em 126.85 ppm

para C19 e 131.68 ppm atribuido aos carbonos C18 e C20. Quanto ao anel
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triazélico, vemos que os dois carbonos presentes na estrutura, C10 e C12, estdo
ligados diretamente a atomos de nitrogénio, esses por sua vez irdo provocar um
efeito indutivo retirador de elétrons nesses carbonos, desblindando-os, e
consequentemente, aumentando seus valores de deslocamento quimico no
espectro. Assim, atribuem-se os sinais em 136.5 e 146.7 ppm aos carbonos C12
e C10, respectivamente. Finalmente, o sinal correspondente ao carbono da
carbonila C7 encontra-se em 185.7 ppm e caracteriza-se pelo maior
deslocamento quimico no espectro, visto que este carbono esta mais
desblindado devido ao efeito indutivo retirador de elétrons do oxigénio, mais

eletronegativo.
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Figura 84: Espectro de RMN de 3C para a chalcona 117c.

No espectro de ESI (+) FT-ICR MS de 117c¢ (Figura 85) encontra-se o pico
referente ao cation [C17H15sN4O]" com sinal em 291.12409 m/z que quando
comparado com o valor tedrico (291.12404 m/z) fornece um erro relativo de -0.17

ppm, dentro dos limites de confiabilidade do aparelho. Além disso, encontra-se
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0 pico atribuido ao dimero [C3sH2802Ns + Na]® em 603.22296 m/z, com erro

relativo de -0.37 ppm, que corrobora com a caracterizagdo do composto.

Figura 85: Espectro de ESI (+) FT-ICR MS para chalcona 117c.

8.4 Sintese das 2-aminopirimidinas 120-123 através da reagao de Atwal

Uma vez obtidas as chalconas precursoras na reagao de Atwal partiu-se

para a sintese das respectivas 2-aminopirimidinas 120-123c (Figura 86).
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Figura 86: Pirimidinas Sintetizadas

O mecanismo proposto para a reagao de Atwal utilizando as chalconas e
a guanidina é descrito a seguir (Figura 88).
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O mecanismo dessa reagao se inicia pela adigdo da guanidina, via adigao
de Michael (adigédo 1,4), a chalcona, como sugerido por Atwal*! e discutido por
El-Rayyes*?. A guanidina é encontrada comercialmente na forma de sal, cloreto
de guanidina, para que este composto seja utilizado como nucledfilo na reagao
€ realizada uma reagao acido-base em meio a hidroxido de sédio para que haja

a formacao da espécie suficientemente nucleofilica (Figura 87).

H\%H/—}SH NH 2, NH
AN HZNJ\ PH = e

H,N" “NH, N\H

Figura 87: Formagéao da espécie nucleofilica da guanidina.

by

A adicdo da guanidina desprotonada a carbonila leva a formagao do
intermediario 130 passando por uma etapa de equilibrio ceto-endlico, na qual a
formacgao da forma ceto é termodinamicamente favorecida. Em seguida ocorre
ataque nucleofilico do outro nitrogénio da guanidina a carbonila da chalcona,
formando o intermediario hidroxilado 131. Essa hidroxila é eliminada via
assisténcia anquimérica do par de elétrons n&o ligante do nitrogénio adjacente,
facilitando a formacgao do intermediario 132 que € uma aza-diidropirimidinona. O
composto 106 esta em equilibrio tautomérico com a diidropirimidina 133, sendo
esta Ultima a forma favorecida como comprovado por Wendelin® ao isola-lo.
Este intermediario, entretanto, é facilmente oxidado em solugdo, levando a

formacgao da pirimidina correspondente (Figura 88).
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Figura 88: Proposta de mecanismo para a reacao de Biginelli modificada por Atwal.

Um resumo das condi¢gdes reacionais para a metodologia de Atwal na

obtencao das respectivas pirimidinas estao apresentados na Tabela 4.
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Tabela 4: Resumo da reacéo de Atwal empregado na sintese da pirimidinas 120-123.

R
O
R Base, solvente |
1 +
R

H,N~ “NHpHCI ——————— NW?N
temperatura

Guanidina e tempo reacional NH;
Chalconas 114-117 2-aminopirimidinas 120-123
Chalcona | Temperatura | Solvente | Base | Tempo | Pirimidina | Rendimento | P.f. (°C)
114 80°C EtOH NaOH 7h 120 70% 118-120
80°C EtOH NaOH 6h 20% 118-120
40°C EtOH NaOH 5,5h - -
118 °C ButOH NaOH 4,5h 121 - -
1o 40°C i-PrOH NaOH 2,5h - -
80 °C (MW) EtOH NaOH | 12min - -
40°C EtOH DBU 23h - -
80°C EtOH NaOH 19h 10% 123-125
80 °C(MW) EtOH NaOH 4h 30% 125-126
40°C EtOH NaOH | 15 dias - -
116 82°C t-BuOH | t-BuOK | 3 dias 122 - -
ta EtOH Piridina | 49 dias - -
ta EtOH NaOH | 27 dias - -
40 °C t-BuOH | t-BuOK | 6 dias - -
117a 80°C EtOH NaOH 5h 123a 70% 207-209
117b 80°C EtOH NaOH 5h 123b 82% <270
117¢ 80°C EtOH NaOH 2h 123c 55% 260

A seqguir serdo apresentadas a caracterizagao estrutural dos compostos
121 e 123c.

Iniciando para a 2-aminopirimidina 121, em seu espectro de infravermelho
(Figura 89) se observa bandas 3327 e 3210 cm-" referentes ao grupo NH2 ligado
ao anel pirimidinico; uma banda em 1561 cm-' relacionada ao estiramento da
ligagdo C=N e em 1234 cm-" relacionado ao estiramento da ligagdo C-N; bandas
em 1640 e 1364 cm™' que sao caracteristicas do anel pirimidinico e ainda bandas

relacionadas a ligagdo C-S em 683 e 710 cm-'.
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Figura 89: Espectro de infravermelho da pirimidina 121.

No espectro de RMN 'H (Figura 90) notou-se um singleto alargado em
6,73 ppm, integrando para dois hidrogénios, que sdo correspondentes aos
hidrogénios do grupamento amina. Verificou-se também a presenca de um
singleto em 7,69 ppm referente ao hidrogénio H6, integrando para um hidrogénio,
do anel pirimidinico sendo este o unico neste anel. Ha ainda trés hidrogénios que
correspondem ao anel tiofénico, os hidrogénios H15, H16 e H17, em 8,12; 7,23;
7,74 ppm, cada um deles integrando para um hidrogénio. Os demais sinais sao

referentes a fenila, integrando para cinco hidrogénios.
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Figura 90: Espectro de RMN 'H para pirimidina 121.

O RMN "*C mostra a presenga de 12 sinais (Figura 91), sendo trés destes
mais desblindados, caracteristicos do anel pirimidinico em 164,9 ppm referente

ao carbono C1, 164,1 ppm ao carbono C3 e em 160,5 ppm ao carbono C5.

Também se nota a presencga do sinal referente ao carbono C6 em 100,6 ppm e

o sinal referente ao carbono C8 em 143,7 ppm mais desblindado devido a

proximidade ao grupo tiofénico.
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Figura 91: Espectro de RMN "3C para pirimidina 121.

A massa da pirimidina 121 foi confirmada por FT-MS (Figura 92). A

ionizacdo na fonte ESI-(+) permitiu a obtengdo experimental do sinal raz&o

massa/carga do ion molecular da pirimidina protonada [C14H11N3S + H]* de

254,07465 m/z enquanto o valor calculado para a estrutura seria de 254,07464

m/z com um erro de -0,01 ppm.
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Figura 92: Espetro de Massas para pirimidina 121 (ESI(+) FT-ICR MS).

As pirimidinas 123a, 123b e 123c sao estruturalmente semelhantes, assim
sendo, foram discutidos aqui, para fins de exemplificacdo, apenas a
caracterizagao da pirimidina 123c. No espectro de IV de 97c podem-se encontrar
as bandas caracteristicas do anel pirimidinico (1632 e 1346 cm-'), bandas
referentes a estiramentos C=N e C-N respectivamente em 1585 e 1231 cm™',
além das bandas em 3654, 3436, 3404 e 3317 cm™' referentes ao grupo NH2

pirimidinico e fenilico (Figura 93).
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Figura 93: Espectro de infravermelho da pirimidina 123c.

No espectro de RMN de 'H da pirimidina (Figura 95) é facil distinguir um
singleto alargado em 5.70 ppm, integrando para dois hidrogénios, que
corresponde aos hidrogénios do grupo amina em para no anel fenilico. Ha ainda
neste espectro trés singletos importantes, sendo um em 7.59 ppm referente ao
unico hidrogénio do anel pirimidinico, integrando para um hidrogénio (H6), outro
em 8.56 ppm referente ao hidrogénio triazolico, sendo este o hidrogénio mais
desblindado da molécula, integrando para um hidrogénio (H18), e por fim o
singleto em 6.65, integrando para dois hidrogénios referente aos hidrogénios do

grupo amina do anel pirimidinico.

Para atribuir os sinais de maneira especifica aos outros hidrogénios
partiu-se do fato de que o anel triazélico € aromatico. Para satisfazer a regra de
Huckel para aromaticidade (4n + 2 = n° de elétrons 1) a participagao dos elétrons

nao ligantes do nitrogénio ligado ao grupo fenila é imprescindivel (Figura 94).°
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Figura 94: Algumas estruturas de ressonancia do nucleo triazélico substituido.

Esse importante efeito de aromaticidade torna o par de elétrons do
nitrogénio supracitado menos disponivel para exercer efeito mesomérico doador
de elétrons sobre o grupo fenila adjacente. Assim, o efeito preponderante sobre
os hidrogénios deste anel sera o efeito indutivo retirador de elétrons exercido
pelos trés nitrogénios vizinhos. Com isso, o sinal aromatico mais desblindado do
espectro (excetuando o hidrogénio triazolico) deve corresponder aos hidrogénios
H20 e H24, um dubleto integrando para dois hidrogénios em 8.14 ppm, com
constante de acoplamento de 7.6 Hz. O sinal correspondente aos hidrogénios
H21 e H23 foi atribuido ao multipleto em 7.63 ppm integrando para dois
hidrogénios, enquanto que o hidrogénio H23 corresponde ao tripleto em 7.49

ppm, integrando para um hidrogénio e constante de acoplamento de 7.4 Hz.

49
47
67
65
64
5.70

T (=2
1"ep N 17

81,11

4 3

Y 25
N N HoN 10 N 1o 2
S L)
13 X\ 1 N 22
7 | xy; N

14 15 20
) N 21

i

H21/H23 (m),
7.63

H20/H24 (d)| | H22 (t)
8.14 7.49

N

NH2 - PYM (s)
6.65

H18 (s)

DMSO (s)
8.56 49
=

t-BULOH (s)
111

H10/H14 (d)
7.93

H11/H13 (d)
6.65

NH2 - Ph (s)
5.70

H oA = i =] =] G H
H6 (s)
7.59

o
1979 —mm—
__
f

1.9
1.9

1.00=
2,017
1.98=

O/I

9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5
f1 (ppm)

Figura 95: Espectro de RMN de 'H para a pirimidina 123c.
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O dubleto em 7.93 ppm, integrando para dois hidrogénios com constante
de acoplamento de 8.7 Hz, deve corresponder aos hidrogénios H10 e H14, mais
desblindados devido ao efeito mesomérico presente no anel fenilico para-
substituido, que gera uma carga parcial negativa nos carbonos C11 e C13, dessa
forma, o dubleto em 6.65 ppm deve corresponder aos hidrogénios H11 e H13,
integrando para dois hidrogénios e com constante de acoplamento de 8.7 Hz,

mostrando a correlagdo desses hidrogénios com os anteriores.

O espectro de RMN de '3C (Figura 96) apresentou o sinal em 100.7 ppm
que foi atribuido ao carbono metinico da pirimidina, C6, enquanto que os sinais
dos carbonos do anel benzénico para-substituido sdo observados em 113.7 ppm
para C11 e C13 quimicamente equivalentes, e que estdo mais blindados que os
carbonos C10 e C14 em 128.7 ppm devido ao ja mencionado efeito mesomérico
doador do NH2. Os carbonos C7 e C12 devem ser caracterizados pelos sinais
em 123.9 e 152.1 ppm, onde foi possivel supor que devido ao efeito indutivo
retirador de elétrons do NH2, atuando mais fortemente em C12, acarretaria em
uma desblindagem mais forte. Enquanto que para C7, o efeito mesomérico sera
mais atenuante, resultando em uma carga parcial negativa presente nesse
carbono, consequentemente uma maior blindagem no sinal relacionado ao

mesmo.

Como discutido para o RMN de 'H, o anel triazdlico ira realizar um efeito
indutivo retirador de elétrons sobre o anel fenilico adjacente, dessa forma
podemos supor que os sinais em 119.1 e 130.2 ppm serdo dos carbonos
C21/C23 e C20/C24, respectivamente. Ja para C22 e C19 os sinais podem ser
atribuidos em 128.7 e 139.5 ppm, enquanto que os sinais dos carbonos
presentes no anel triazdlico sédo atribuidos em 135.7 e 148.6 ppm. E por fim, os
carbonos referentes ao anel pirimidinico devem ser os mais desblindados, e
supondo isso os sinais em 156.7, 164.3 e 165.6 ppm foram atribuidos aos

carbonos C5, C1 e C3, respectivamente.
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Figura 96: Espectro de RMN de "3C para a pirimidina 123c.

No espectro de ESI (+) FT-ICR MS de 123c (Figura 97) encontra-se o pico
referente ao cation [C1sH1sN7 + H]* com sinal em 330.14617 m/z que quando
comparado com o valor tedrico (330.14617 m/z) fornece um erro relativo de -0.01
ppm, dentro dos limites de confiabilidade do aparelho. Além disso, encontra-se
o pico atribuido ao dimero [C3sH31N14 + H]* em 659.28532 m/z, com erro relativo

de -0.39 ppm, que corrobora com a caracterizacdo do composto.
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9. Raios-X

Junto as técnicas mencionadas de caracterizacdo convencionais, as
pirimidinas contendo nucleos heterociclicos também foram caracterizadas por

difracao de raios-X pelo método de monocristal.

O objetivo da cristalografia de raios-X € obter uma estrutura molecular
tridimensional a partir de um cristal. Uma amostra purificada em alta
concentracao é cristalizada e os cristais sdo expostos a um feixe de raios-X. Os
padroes de dilatacdo resultantes podem entdo ser processados, inicialmente
para produzir informacdes sobre a simetria do empacotamento do cristal e o
tamanho da unidade de repeticdo que forma o cristal. Isto € obtido a partir do
padrao dos pontos de difracdo. As intensidades das manchas podem ser usadas
para determinar os “fatores estruturais” a partir dos quais um mapa da densidade
eletrdnica pode ser calculado. Varios métodos podem ser usados para melhorar
a qualidade deste mapa até que seja de clareza suficiente para permitir a
construgao da estrutura molecular. A estrutura resultante é entao refinada para
se ajustar ao mapa com mais precisdo e adotar uma conformacéao

termodinamicamente favorecida.%’
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O monocristal obtido para a pirimidina 118 (Figura 98) foi adequado para
difracdo de raios-X e foi obtido pela evaporacdo lenta da pirimidina 118
solubilizada em etanol. O composto cristalizou no sistema monoclinico, grupo de
espaco P21/c, sendo o a célula unitaria de dimensdes 10.4694, 7.1983 e 16.3559
A, e volume 1230.9 (2) A3,

Figura 98: Representacdo de ORTEP para estrutura cristalina da pirimidina 118.

Os demais dados encontram-se na Tabela 5, onde é possivel notar a
qualidade dos dados através dos baixos valores de desvio da medida (Rint, Rwt €
Goof). Sendo assim foi possivel a determinacdo dessa estrutura
inequivocamente. A estrutura foi depositada no banco de dados da unido

internacional de cristalografia por nosso grupo de pesquisa e colaboradores.

Também pode-se obter o monocristal para a pirimidina 121 (Figura 99)
que foi adequado para efetuar a difracdo de raios-X. Chegou-se a esse
monocristal mediante evaporacgao lenta do diclorometano a partir da solugao de
121. O composto cristalizou no sistema monoclinico, grupo de espaco P21/c,
sendo o a célula unitaria de dimensdes 10.4694, 7.1983 e 16.3559 A, e volume
1230.9 (2) A3. Os dados cristalinos estdo em fase de processamento e

refinamento e por isso ainda nao serao apresentados aqui.
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Tabela 5: Dados cristalinos e refinamento da estrutura da pirimidina 118.

Dados de cristal, coleta de dados e

parametros de refinamento 118
CCDC-code 1875636
Férmula empirica C1sH12N4
Peso molecular 248.29
Sistema de cristal Monoclinico
Grupo de espaco P24/c
a/A 10.4694 (10)
b/A 7.1983 (7)
c/A 16.3559 (16)
a(®) 90
B (°) 93.013(8)
v (%) 90
V/IA 1230.9(2)
Z 4
F(000) 520.0
Dx (g cm™3) 1.340
p/mm- 0.666
Dados coletados (-12, -7, -19) to (11, 8, 18)
0 alcance (°) 4.2-63.4
Reflexdes coletadas 6512
Reflexdes independentes 2148
Reflexbes observadas /> 20()y 1414
Rint 0.070
Ruwt 0.271
Goof 1.113
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Figura 99: Representacdo de ORTEP para estrutura cristalina da pirimidina 121.
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10 Conclusao

As metodologias de sintese adotadas neste trabalho possibilitaram a
preparagao das chalconas (114 a 117c) e pirimidinas (118 a 123c), com
rendimentos que variaram entre 20 e 82%. Dentre as moléculas sintetizadas e
caracterizadas destacam-se as pirimidinas triazélicas 123a-c ainda inéditas na
literatura. Todas as estruturas foram caracterizadas por Espectroscopia de
Infravermelho, Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN-'H) e
Carbono 13 (RMN-"*C) e Espectrometria de Massas de Alta Resolugdo pela
lonizac&o por Eletrospray (ESI (+)).

Os estudos de ancoragem molecular para os possiveis alvos mostraram
uma possivel atividade promissora tanto para a protease relacionada ao virus
Sars-CoV como para atividade anticancerigena representada pela via da
proteina B-raf. As pirimidinas 123a e 123c apresentaram melhor desempenho
dentre as moléculas sintetizadas, tendo apresentado energias menores que as
substéancias controle utilizadas.

Todas as estruturas sintetizadas apresentaram valores de energia
receptor/ligante menores que os ligantes cristalograficos para os alvos
moleculares Sars-CoV e B-Raf. Logo existe uma possibilidade destas duas
proteinas serem inibidas, entretanto apenas com os testes in vitro haveria essa
confirmacao.

Apesar dos valores de energia de interagdo para proteina COX-2 serem
maiores do que o valor encontrado para o farmaco controle, as interacbes
mostradas no sitio de ligacdo se assemelham a de inibicdo encontradas no
modelo para o farmaco controle, podendo ter alguma relagao inibitoria.

A caracterizagao das pirimidinas 118 e 121 foram confirmadas através da
estrutura cristalina obtida pela técnica de difracdo de Raio-X, inéditas na

literatura.
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Figura A14: Espectro de COSY 'H-"H para chalcona 116.
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Figura A26: Espectro de RMN "'H para chalcona 117c.

156



r90

80

r70

60

40

30

r20

r10

[sa] [e} o] — OO MMN LWL [e) <
n o =} M T ONOLWN (o)} o
5 < [t} A A O RBOL B )
e} wn < MmMmMmMmaAaNaNdN N — —
i Rl ~— R e B B B B e B B i i
| NN |
19
C18/C20 (s)
131.68
C16 (s)
129.07
C9 (s) C8 (s)| C17/C21 (s)
139.31 128.55[ 118.99
C7 (s) C2 (s) || C10 (s) C15 (s) C5 (s) C1/C3 (s) (dp
185.53 154.69|| 146.68 136.49 125.19 113.24 93
[] [ [] [] [] oy 8 H
C19 (s)
126.85
C#/C6 (s)
30.23
[
T T T T T T T T T T T T T T T T T T
180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40
f1 (ppm)

Figura A27: Espectro de RMN **C para chalcona 117c.

157



Intens.

x107
291.12409
5
4
s
893.34002
2
603.22296
.
75.11899
1183.45773
104429952
465.23580
] L 665.1 l9349 7525545 05531020 125438549
JR T N - [ Jo L \ | ) "
i , i b
200 400 600 800 1000 1200 1400 miz
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Figura A32: Espectro de RMN **C para pirimidina 118.
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Figura A35: Espectro de RMN 'H para pirimidina 119.
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Figura A36: Espectro de COSY "H-"H para pirimidina 119.
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Figura A37: Espectro de RMN **C para pirimidina 119.
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Figura A39: Espectro de Infravermelho para pirimidina 120.
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Figura A41: Espectro de COSY "H-"H para pirimidina 120.
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Figura A42: Espectro de RMN **C para pirimidina 120.
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Figura A45: Espectro de RMN 'H para pirimidina 121.
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Figura A46: Espectro de COSY "H-"H para pirimidina 121.
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Figura A47: Espectro de RMN *3C para pirimidina 121.
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Figura A48. Espectro de Massas para pirimidina 121 (ESI (+) FT-ICR MS).
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Figura A49: Espectro de Infravermelho para pirimidina 122.
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Figura A50: Espectro de RMN 'H para pirimidina 122.
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Figura A52: Espectro de RMN **C para pirimidina 122.
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Figura A532. Espectro de Massas para pirimidina 122 (ESI (+) FT-ICR MS).
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Figura A55: Espectro de RMN 'H para pirimidina 123a.
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Figura A56: Espectro de RMN '3*C para pirimidina 123a.
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Figura A59: Espectro de RMN "3*C para pirimidina 123b.
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Figura A60: Espectro de RMN "*C para pirimidina 123b.
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Figura A61: Espectro de Infravermelho para pirimidina 123c.
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Figura A62: Espectro de RMN **C para pirimidina 123c.
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Figura A63: Espectro de RMN **C para pirimidina 123c.
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