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RESUMO
Recentemente, dos Anjos e colaboradores publicaram um trabalho [dos Anjos et al,
Molecules, 2012, 17 (809-819)] em que descreveram a sintese e a atividade antinociceptiva de
uma série de nove pirimidinonas. Utilizando estes dados, foi criado um modelo QSAR para
esta série. Em seguida buscou-se, atraves da quimica combinatdria teorica, prever a estrutura
de uma substancia com atividade antinociceptiva maximizada, ao mesmo tempo em que
apresentava boas propriedades previstas de absorcdo, distribuicdo, metabolismo e excregédo
(ADME), e baixas toxicidades. A melhor substancia prevista foi a 6-oxo-2-fenil-4-p-toluil-
1,6-diidro-pirimidina-5-carbonitrila (59c), que os modelos tedricos também indicaram que
deveria apresentar uma toxicidade aceitadvel, semelhante aquela observada em farmacos
analgesicos presentes na terapéutica. Além desta, foram sintetizados mais 19 derivados
pirimidinicos utilizando uma inovadora metodologia multicomponente em micro-ondas,
usando agua como solvente, na qual a reacdo acontece mais rapidamente, levando em média
30 minutos. Metodologias usuais para a sintese destes compostos levam 16 a 24 horas de
sintese e sdo realizadas em duas etapas. Esta metodologia sintética inovadora obedece
inclusive alguns preceitos de quimica verde, pois ndo faz uso de solventes e catalisadores
nocivos - apenas agua e carbonato de potéssio. A atividade antinociceptiva foi avaliada
usando o modelo das contor¢es abdominais em camundongos induzidas pelo &cido acético.
A atividade medida para 59c foi de 99,5%, corroborando com a predita pelo nosso modelo
QSAR que foi de 99,6%. Nossos modelos tedricos prediziam também uma alta probabilidade
de que 59c deveria apresentar atividade por via oral, com apenas uma dificuldade, a
solubilidade do mesmo foi prevista como pequena. Preparou-se entdo o sal sddico de 59c e
este foi administrado por via oral, na forma de solugdo em salina, aos camundongos e foi
realizado o teste de antinocicep¢do. Constatou-se que a atividade antinociceptiva foi de 42%,
0 que se deve a diferenca de biodisponibilidade da droga. Este é um resultado encorajador,
pois comprovou o previsto pelo modelo computacional, que 59c seria também ativa por via
oral. Para saber se esta droga atua inibindo a dor de origem central (neurogénica) ou periférica
(inflamatdria), realizou-se o teste de nocicepcdo induzida pela formalina por via oral. Como
resultado, observou-se que 59c novamente atuou na inibi¢cdo da nocicepgdo por via oral e
apresentou uma forte atividade na prevencao da dor de origem neurogénica, alem de exibir
atividade analgésica na via inflamatoria. Concluiu-se assim que o design molecular tedrico
levou a um composto protétipo promissor para o desenvolvimento de novos farmacos com

atividades analgésicas central e periférica, com farmacocinética e toxicidade teorica aceitavel
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comparavel aquela exibida por medicamentos classicos usados para o combate a dor
disponiveis na terapéutica.
Palavras-chave: design molecular tedrico; pirimidinonas; sintese multicomponente; atividade

antinociceptiva.



viii

ABSTRACT

Recently, dos Anjos et al. published an article [dos Anjos et al, Molecules, 2012, 17 (809-
819)] in which they described the synthesis and antonociceptive activities of a series of nine
pyrimidinones. From their data, we built a QSAR model for this series. Subsequently, via
combinatorial theoretical chemistry, we designed a putative compound with a maximized
antinociceptive activity which, at the same time, had good predicted properties of absorption,
distribution, metabolism and excretion, as well as low predicted toxicities: 6-0xo-2-phenyl-4-
p-tolyl-1,6-dihydro-pyrimidina-5-carbonitrile (59¢). Our theoretical models also indicated that
this compound should display toxicities similar to those of known and commercially available
analgesics. Furthermore, we also synthesized 19 more pyrimidinic derivative compounds
using an innovative multicomponent methodology in a microwave oven, using water as
solvent, with the reaction lasting an average of 30 minutes — much faster, when compared to
the usual two-step methodologies that last from 16 to 24 hours. This novel synthetic
methodology is in accordance with green chemistry, since it does not employ harmful
solvents or catalyzers: just water and potassium carbonate. The antinociceptive activity was
evaluated using the abdominal contortions model (induced by acetic acid intraperitoneally).
The activity for 59¢ was 99.5%, fully corroborating our QSAR model prediction of 99.6%.
Our theoretical models also predicted a high probability that compound 59c¢ should also
display activity by oral administration, with only one difficulty: its solubility was predicted as
a bit too low. We then prepared the sodium salt of compound 59c and administered its
solution orally to mice to verify its antinociceptive activity. We then verified that the
antinociceptive activity was 42% this time, due to the difference of bioavailability of the drug.
This was an encouraging result, for it proved experimentally the theoretical prediction that
compound 59c would be also active via oral administration. In order to try to better
understand the mechanism of action of this drug, more specifically, to know whether it would
act inhibiting pain centrally (neurogenic) or peripherically (inflammatory), we run the
formaline test (oral route of administration) of compound 59c. As a result, compound 59c
once again displayed both a marked activity in the prevention of pain of neurogenic origin,
indicating that it can also cross the blood-brain-barrier, as well as peripheric analgesia. We
thus conclude that the present theoretical molecular design indeed led to a promising
prototype compound for the development of new drugs with both central and peripheric
analgesia, with theoretically acceptable pharmacokinetics and toxicity comparable to that

displayed by classical drugs used to combat pain therapeutics available.
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1- INTRODUCAO
1.1-Planejamento de Farmacos e Quimica Medicinal

Desde a antiguidade o homem recorre as mais diversas substancias buscando o alivio
de seus males. Nos tempos mais remotos, recorria-se as fontes naturais. Entretanto, com o
aumento da populacdo e o surgimento de um maior numero de patologias, fez-se necessario
expandir o conhecimento sobre as formas de tratamento das doencas, bem como entender
como estas se processam. A partir dai, ha o nascimento das &reas relacionadas a bioquimica,
patologia, farmacologia e quimica."

Com o desenvolvimento de diversas areas da quimica, em especial a sintese organica,
muitas substancias que possuem algum tipo de atividade biolégica foram sintetizadas." Com
isto, os farmacos de origem sintética passaram a ser cerca de 80% dos farmacos existentes
no mercado.? De fato, muitas destas substancias sdo oriundas de estruturas-protétipo
encontradas em produtos naturais. Ou seja: muitas vezes, a sintese organica contribui nédo
somente para uma maior producao da substancia natural dotada de atividade, mas também
para a modificacdo estrutural desta substancia visando a obtencdo de produtos
farmacologicamente superiores.?

Todo o processo para a descoberta e producdo de um farmaco se deve aos
conhecimentos adquiridos em diversas areas, tais como sintese organica, farmacologia,
bioquimica e a quimica computacional.® As contribuicbes destas areas para a pesquisa e
desenvolvimento de um farmaco, fez com que surgisse uma outra area na quimica organica,
conhecida por quimica medicinal.

Se a sintese de um farmaco é muitas vezes complexa, seu modo de agdo é ainda mais.
Hoje ¢é sabido que um farmaco pode ter seu modo de agéo explicado pelas interagdes deste ou
de seus metabolitos com a molécula-alvo (chamada de receptor) ou ainda ter sua agdo
explicada de forma indireta, podendo o farmaco atuar em vaérios sitios simultaneamente.® A
resposta bioldgica provocada por uma substancia bioativa ocorre por meio de interagdes
ligante-receptor e depende de sua estrutura quimica e de propriedades fisico-quimicas
intrinsecas.® Estas propriedades podem ser de carater molecular ou atdmico e expressam
caracteristicas de efeito eletrénico, reatividade, forma, lipofilicidade, estabilidade e polaridade
da molécula, dentre outras.

Muitas substancias que apresentam algum tipo de atividade contém anéis de

heterociclos. Os compostos heterociclicos s@o responsaveis por cerca de 55% do total de



publicacbes em sintese organica e estdo presentes em mais da metade das moléculas
registradas nos Gltimos anos.* A importancia destes compostos esta além da abundancia, ja
que normalmente sdo moléculas vitais ou com atividade fisioldgica ou terapéutica.”> Além de
farmacos, os heterociclos de origem sintética também possuem outras importantes aplicacdes
praticas, fazendo parte das moléculas de corantes, polimeros, solventes e antioxidantes.
Ainda, muitos heterociclos fazem parte de blocos de construcdo para a sintese de VAarios
compostos. Destes, pelo menos 90% apresentam um &tomo de nitrogénio em sua estruturas.®
Na figura abaixo sdo mostrados alguns compostos heterociclos biologicamente ativos (Figura
1).
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Figura 1: Alguns compostos heterociclos biologicamente ativos.

1.2- Relagbes Quantitativas entre Estrutura e Atividade (QSAR)

Em quimica medicinal, o termo “relagdo quantitativa entre estrutura e atividade”,

QSAR, compreende o estudo de como as estruturas quimicas de compostos pertencentes a



uma série que apresenta um chassi molecular comum e Varios substituintes em uma ou mais
posicdes (estruturas estas representadas por descritores) correlacionam com a diferenciacéo da
atividade bioldgica entre os membros da série. E importante esclarecer que a mera existéncia
de uma correlacdo ndo implica que haja uma relacdo de causalidade entre as variaveis
independentes, no caso os descritores estruturais e a variavel dependente, no caso a atividade
bioldgica. Para confirmar ou ndo a existéncia de tal relagdo de causalidade, é necessario
verificar se perturbacdes nas variaveis independentes levam, de fato, a efeitos previstos na
variavel dependente. Ou seja, a relacdo de causalidade vai ficando estabelecida quando, a
partir da correlacdo, se faz o design e efetivamente vai se comprovando o previsto pela
correlacdo. Normalmente, quando se executa uma anélise estrutura-atividade, ha uma série de
técnicas estatisticas que buscam rejeitar correlacfes espurias e aceitar apenas correlagdes com
alta probabilidade de exibirem uma real relacdo de causalidade. A primeira a ser feita é a
técnica de se remover antecipadamente algumas estruturas, cujas atividades bioldgicas ja sdo
conhecidas, com o fim de verificar se a correlacdo encontrada sem 0 uso das mesmas € capaz
de prevé-las. Outra técnica, acessoria, é verificar se os residuos, ou seja, a diferenca entre 0s
valores previstos para a variavel dependente, no caso a atividade bioldgica, e os previstos pela
regressdo, sao aleatorios. Se ndo forem, isto € evidéncia de que a regressdo ndo esta
explicando toda a variancia da variavel dependente — ha falta de descritores e fungdes — e a
regressdo sera neste caso incompleta. Como uma referéncia geral sobre este assunto, veja o
livro de Seber e Lee.’

A acdo terapéutica de uma determinada substancia é resultado das interacfes destas
substancias com toda a variedade de ambientes bioldgicos aos quais é exposto. Depende,
portanto, principalmente de sua estrutura molecular e também da formulacdo pela qual é
apresentado. Consequentemente, suas propriedades fisico quimicas®® tém muita importancia
na atividade. Estas propriedades, sejam elas eletronicas, hidrofébicas ou estéricas, por
exemplo, afetam a interacdo do farmaco com o ambiente biologico: sua absorcdo, sua
distribuicdo, sua interagdo com possiveis receptores, metabolismo, excre¢do, toxicidade...
Este efeito coletivo se traduz na atividade bioldgica. Assim, dois farmacos estruturalmente
semelhantes, diferenciando-se apenas por um atomo ou posicdo que este ocupa na molécula,
apresentam diferencas nas suas propriedades fisico-quimicas e por conseguinte poderdo
apresentar diferentes atividades bioldgicas, tanto do ponto de vista qualitativo, quanto
guantitativo.

Em 1964, Corwin Hansch, propds correlagGes de energia livre (conhecidas também

como abordagem extratermodinamica) entre as atividades biologicas dos compostos e



parametros como o ¢ de Hammett (baseado nos estudos de acidez de derivados do acido
benzdico) e o emprego do coeficiente de particdo octanol/agua (log de P),*® demonstrando
assim que a atividade dependia de fatores eletronicos, estéricos e lipofilicos. A equacao
abaixo mostra os fatores citados acima. Na equacdo temos os fatores a,b,c que sao
coeficientes da regressio, e 0 K como um termo constante:™*
Log(1/C) = a(logP)? + b(logP) + ¢ +..... K
Equacéo 1: Equacédo de Hansch.

Na mesma época vieram as contribuicdes de Free e Wilson, através de um modelo
matematico fazendo uso de equacgdes matriciais com valores l6gicos, representados por 0 ou
1, que informam a presenca ou auséncia de uma determinada subestrutura quimica com certas
caracteristicas, correlacionando-as a atividade biolégica de interesse.** Como exemplo, pode
ser examinada a equacdo abaixo que mostra o efeito da atividade bioldgica em funcdo das
contribuicdes de determinados substituintes X1,Xs,....X; em um determinado chassi molecular,
onde AB é a atividade bioldgica atribuida aos compostos da série:

AB ZZ aiXj + n
Equacéo 2: Equacéo proposta por Free-Wilson.

Até este ponto, busca-se 0 aumento de uma determinada atividade dentro de um
chassis molecular definido. No entanto, ndo basta apenas a molécula possuir boa atividade
bioldgica se a mesma ndo possuir boas propriedades relacionadas a absorc¢do, distribuicao,
metabolismo e excrecdo (ADME) e/ou altas toxicidades. Este pensamento foi o que
proporcionou um grande salto no desenvolvimento de farmacos no inicio da década de 90,
pois as escolhas dos compostos “lideres” — aqueles que apresentavam algum tipo de atividade
biolégica - eram em sua maioria realizadas a partir de ensaios in vitro. Esses compostos
lideres mais ativos eram aperfeicoados por QSAR com o Unico objetivo de aumentar suas
atividades in vitro e, em seguida, submetidos a ensaios de fase 1, a partir dos quais
dificilmente eram aproveitados, pois essas substancias em sua grande maioria terminavam
por, ou ndo possuir boas propriedades ADME, ou por serem muito téxicas. Um dos
problemas que impediam esses compostos de apresentarem resultados satisfatorios na fase 1 é
que, nos testes in vitro, a solubilizacdo dos mesmos é em geral feita em DMSO. Ora,
solubilidade em DMSO pouco tem a ver com a solubilidade desses compostos em agua, que é
0 solvente adequado para administragéo oral.

A partir dai, varios avangos surgiram, dentre os quais destaca-se o trabalho de
Lipinski, que reconheceu pela primeira vez o conjunto de caracteristicas que 0s compostos

quimicos devem apresentar para terem uma alta probabilidade de possuir boas propriedades



ADME®" - importante pré-condicio para poderem ser considerados como farmacos no caso
em que apresentem alguma atividade biologica. Este conjunto de caracteristicas ficou
conhecido como a regra dos cincos de Lipinski,** que sera discutida em mais detalhes no
capitulo 2. O trabalho de Lipinski representou um grande avango nas pesquisas em Quimica
Medicinal, tornando assim muito mais eficiente a busca por novos farmacos.

A toxicidade de um modo geral é definida como algum efeito nocivo provocado pela
interacdo de alguma substancia quimica com um determinado organismo. Por isto, € muito
importante saber o grau de toxicidade de uma substancia. O alquimista sui¢co Paracelso,
considerado o pai da toxicologia, em uma das suas célebres frases, descreve bem o efeito de
uma substancia quimica no organismo: “Todas as substancias sdo venenos; ndo existe nada
gue ndo seja veneno. Somente a dose correta diferencia o veneno do remédio.”® Assim
sendo, saber antecipadamente a toxicidade de uma substancia é de fundamental importancia
na avaliacdo do potencial terapéutico de um composto que possa vir a atuar como um possivel
farmaco. Para muitos toxicologistas, Hansch é o fundador do chamado “QSAR moderno”,
pois em seu artigo em conjunto com Fujita, 0 mesmo relacionou a sua equagdo com a
toxicidade de um determinado composto™* como visto na seguinte equagéo:

Log(1/CLsp) =a (logP) + be +cS+d;
Equacao 3: Equacdo que relaciona CLsycom a equacao 1.
onde CLsp, que é a concentracdo que mata 50% de uma populacdo de cobaias, esta
correlacionada com os fatores lipofilicos, eletrbnicos e estéricos, como mencionado acima.
Atualmente, € possivel prever varias medidas de toxicidade de um composto arbitrario com

base em sofisticados modelos QSAR.*

1.3-Descritores

Descritores moleculares baseiam-se exclusivamente na estrutura quimica da molécula
e sdo, principalmente de trés tipos: apenas estruturais; obtidos a partir de calculos de quimica
quéantica; ou a partir de modelos classicos da fisico-quimica. Os descritores utilizados no
modelo QSAR a que chegamos neste trabalho foram retirados de um conjunto de 333
descritores calculados pelo software ADMET Predictor versdo 5 da empresa
SimulationsPlus.” Dentre os 333 descritores encontram-se: descritores constitucionais, como
por exemplo, o nimero de atomos de carbono, ou o numero de ligagdes...; descritores
eletrotopologicos, a partir de célculos simples de quimica quéantica; descritores de
Moriguchi*® (normalmente utilizados para os modelos de LogP); descritores l6gicos para

reconhecimento de padrdes moleculares, incluindo os de Meylan;'” descritores derivados de



propriedades eletronicas; descritores de ligages de hidrogénio; descritores da ionizacdo

molecular; e descritores geométricos.

1.4-Dor

O combate a dor ainda € uma das grandes preocupac¢des da comunidade cientifica.
H& uma busca incansavel por parte dos pesquisadores em procurar entender as razdes que
justificam a ocorréncia da dor e propor procedimentos para o seu controle.”® A dor pode ser
definida como um dano a pele ou a outros 6rgaos ou estimulos nocivos que induzem a uma
sensacao desagradavel. A funcdo da dor, de maneira geral, serve como um alerta bioldgico ao
corpo sobre a agresséo sofrida. A dor pode ser classificada em dois géneros; (i) nociceptiva,
(if) neuropatica. A dor por nocicepcdo ocorre por ativacdo fisiologica dos receptores e esta
relacionada & lesdo de tecidos.'® Ja a dor neuropética é definida como a dor iniciada por les&o
ou disfuncdo do sistema nervoso, sendo melhor compreendida como resultado da ativacdo
anormal da via nociceptiva (fibras de pequeno calibre e trato espinotalamico).”® A figura 2

mostra um fluxograma esquematico para os tipos de dor.
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Figura 2: Tipos de dor.

Substancias quimicas utilizadas para o alivio da dor s&o comumente chamadas de
analgesicos. As drogas analgésicas podem atuar através de varias maneiras sobre os sistema
nervoso central e periférico. Na classe de drogas empregadas para o alivio da dor estdo
inclusos os derivados do p-aminofenol (paracetamol), os anti-inflamatorios ndo-esteroidais

(AINES) e opiaceos como a morfina e a meperidina.?



1.5- Mediadores quimicos e o processo inflamatorio

A dor é um dos sinais que evidenciam a presenca de um possivel processo
inflamatdrio e isto decorre da sensibilizacdo dos receptores da nocicepcdo. O processo
inflamatorio nada mais é do que uma resposta organica diante a uma lesdo ou infeccdo. A
resposta inflamatoria é essencial para sobrevivéncia, tentando proteger o organismo de
estimulos nocivos, em algumas situacdes e doencas.”***

O processo inflamatdrio se inicia com a formacdo de &cido araquiddnico, que é
responsavel por dar origem aos mediadores quimicos da inflamacdo através de duas vias; (i)
Via das COXs (ciclo-oxigenases), que produzem prostaglandinas, tromboxanas e
prostaciclinas e (ii) via das LOXs (lipoxigenases), que por sua vez deriva leucotrienos. As
substancias oriundas destas duas vias, sdo denominadas como prostandides, sendo estes as
principais citocinas responsaveis por mediar o desenvolvimento no processo inflamatério.?*?

Na agressdo do tecido, os mediadores quimicos desempenham suas tarefas dentro do
organismo, provocando alteracBes na permeabilidade dos vasos, aumentando o fluxo de
sangue no local e possibilitando que os leucocitos possam chegar ao local, para reparar o
tecido danificado e enviar sinais aos macréfagos, que por sua vez digerem 0s antigenos e 0
tecido morto. Por esse motivo é possivel observar os sinais classicos da inflamagdo como o
rubor (vermelhiddo na pele), calor, turgor (inchaco), perda da funcdo do tecido e, por fim, a
dor. Todos estes sinais sdo resultados da liberacdo destes mediadores quimicos.?® As
modificagOes oriundas da liberagdo destes mediadores levam ao intumescimento do tecido.
Isto ocorre devido ao extravasamento de proteinas plasmaticas para o intersticio intercelular.
Isto faz com que as células percam &gua, aumentando o volume de liquido no sitio da
inflamacéo. A isto dé-se o nome de edema.?®

Sé&o varios os mediadores quimicos do processo inflamatorio: acetilcolina, bradicinina,
histamina, serotonina, leucotrienos, substancia P, fator de ativacdo plaquetaria (PAF), ions
potéssio, prostagladinas, tromboxanas, interleucinas, fator de necrose tumoral (TNF-a), fator

de crescimento neural (NGF) e monofosfato ciclico de adenosina (AMP ciclico).?*


http://pt.wikipedia.org/wiki/Macr%C3%B3fagos
http://pt.wikipedia.org/wiki/Ant%C3%ADgenos

1.6-Pirimidinas

Pirimidinas sdo compostos heterociclicos de 6 membros que possuem 2 atomos de
nitrogénio em suas estruturas, nas posicdes 1 e 3 do anel, sendo também chamados de
diazinas.** Alguns estudos mostram que a origem sintética desses compostos é a reacéo
catalitica do HCN e da formamida em temperaturas moderadas.”

As pirimidinas naturais mais importantes sdo a uracila, a timina e a citosina, que sao
constituintes dos acidos nucléicos, substancias estas que estdo presentes em todas as células
vivas e sdo responsaveis pelo armazenamento e transmissdo da informacéo genética e por sua
traducdo, que é expressa pela sintese de proteinas. Na figura abaixo estdo as estruturas destas

trés substancias (Figura 3).
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Figura 3: Bases nitrogenadas uracila (7), timina (8) e citosina (9).

Devido a importancia destas bases nas estruturas dos acidos nucléicos, a concepc¢éo de
antimetabolitos destes Gltimos contendo pirimidinas em suas estruturas € um assunto de

grande interesse no desenvolvimento de drogas antivirais, antimicrobianas e antitumorais.?*

1.7-Pirimidinonas

As pirimidinonas sdo compostos derivados das pirimidinas e que tém pelo menos uma
carbonila no heterociclo (Figura 4). As pirimidinonas séo classificadas conforme a posicao da
carbonila (posicdo 2, 4 ou 6); a quantidade de grupos cetona no anel (nomeadas como
pirimidinona, pirimididiona e pirimiditriona); graus de de insaturagdo no anel (tetraidro,
diidro ou sem insaturagdes); e ainda quanto a substitui¢cdes nas posi¢des N-1, N-3, C-2, C-4,
C-5, e C-6.%° Na figura 4 sdo mostradas as estruturas pirimidinénicas mais encontradas na

natureza e em compostos de origem sintética.
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Figura 4: Pirimidinonas e algumas das suas formas.

Ainda em relacdo ao anel pirimidinénico e em termos da posicdo da carbonila,
destacam-se trés formas deste heterociclo, séo elas: 4-(3H)-pirimidinona (17), 2-(1H)-
pirimidinona (18) e 4-(1H)-pirimidinona (19) (trés dltimas estruturas na figura acima). Neste
trabalho sera dada énfase a estruturas contendo a 4-(3H)-pirimidinona.

Assim como 0s compostos pirimidinicos, as pirimidinonas sdo dotadas de diversas
propriedades bioldgicas tais como antinociceptiva,?’ anti-inflamatéria,”® anticonvulsivante,”

antimicrobiana,® e antitumoral .8

1.8- Tautomeria em compostos pirimidinénico

Os compostos pirimidindnicos podem se apresentar em diversas formas, como ja
mencionado anteriormente. No entanto, além dessas formas, esses compostos podem
apresentar outras estruturas de ressonancia, sendo chamados de tautdmeros. Citando o
exemplo da 4-(3H)-pirimidinona, pode-se atribuir a esta uma outra estrutura de ressonancia,
Oou seja, um outro tautdbmero, a 4-hidroxi-pirimidina. Como previsto pela teoria da
ressonancia, neste equilibrio ceto-enolico a forma ceto é a mais favorecida e é aquela que
mais contribui para o hibrido de ressonancia.** Adicionalmente, Cracium e colaboradores®
propuseram que, além dessas duas formas tautoméricas para o nicleo pirimidinénico, ha uma

terceira, a 4-(1H)-pirimidinona. Na figura 5 estdo mostradas estas trés formas tautoméricas.
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o o) OH
¥ — " — "
|

~
N" R, Ry H)\Rz Ry N/)\Rz
(20) (21) (22)

Figura 5: Estruturas tautoméricas do anel pirimidindnico.

As informacdes obtidas por dados espectroscopicos de infravermelho e de RMN de *H
confirmam estas hipoOteses. Por exemplo, para a banda que corresponde a absorcdo da
carbonila no 1V, nestes compostos se apresenta abaixo da regido caracteristica. JA no RMN de
'H ha o aparecimento de um simpleto alargado, referente ao hidrogénio ligado ao NH.
Normalmente, este sinal aparece na regido compreendida entre 11 e 13 ppm, 0 que evidencia a
transferéncia deste préton entre os 4&tomos de oxigénio e nitrogénio.*

Além dos métodos espectroscopicos, pode-se ainda observar este fenbmeno e
descrever o equilibrio existente entre as espécies tautomeéricas e suas respectivas proporcoes
em alguns tipos de reacdo envolvendo o anel da piridinona. Por exemplo, na reagdo de
metilagdo de 4-(3H)-pirimidinonas utilizando iodometano, pode se observar uma mistura de

trés compostos metilados.®® No esquema 1 é mostrada esta reagéo.

Rloocka,H
|
~
N)\Ar
(23)
DMF | ICH,
'e) O
OCHs
R,00C
RloOC\fJ\JN\/ . 1 \fj\JN\ N RlOOC\ﬁ\N,H
P l
N Ar
N™ Ar 1 N/)\Ar
(24) (25) (26)

Esquema 1: Reacdo de metilacdo de uma 4-(3H)-pirimidinona: rendimentos de 50% e 27%

dos isdmeros N-3 e N-1 e de 23% para o isdmero O-metilado®®.
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1.8.-Importancia das pirimidinas e pirimidinonas

As pirimidinas e seus derivados sdo bastante conhecidos na literatura por possuirem

diversas propriedades farmacoldgicas.* Estas propriedades incluem atividades anticancer,*

I 36,37 40,41
i)

anti-hipertensiva,®* hipoglicémica,’®*" anticonvulsivante,? anti-histaminica,*

33,43-47

antivira
analgésica e anti—inflamatoria.

Por exemplo, Alagarsamy e colaboradores*® sintetizaram diversas 2-metiltio-3-
tetraidrobenzo(b)tieno[2,3-d]-4(3H)-pirimidinonas  substituidas e avaliaram se estas
substancias possuiam atividades analgésica, anti-inflamatoria, ulcerogénica e antibacteriana.
Em geral, os compostos mostraram atividades satisfatorias nos testes. Porém, vale destacar
gue algumas destas substancias apresentaram potentes atividades analgésicas e anti-
inflamatdrias, sendo mais potentes que o farmaco diclofenaco sédico (medicamento de

referéncia: Voltaren®), substancia utilizada como controle no experimento (Figura 6).

S N S
i\f/ »
Ro~y ooy N
R, 1 0O

(27)
Figura 6: Chassi pirimidindnico com potenciais atividades analgésicas e anti-inflamatdria.

A figura 7 mostra duas estruturas de substancias contendo o chassi pirimidinonico
capazes de modular a resposta anti-inflamatoria de maneira seletiva. A pirimididiona
(estrutura a esquerda) é seletiva para COX-2, enquanto que a amino-pirimidinona (estrutura

da direita) é responsavel por inibir a proteina kinase p38. 490285152

7

N
N/)\N -
o RH,

(28) (29)
Figura 7: Pirimidinonas com atividade anti-inflamatoria.
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J4 Kanth e colaboradores™ realizaram a sintese de algumas pirido-[2,3d]pirimidinas e
avaliaram a atividade antibacteriana destas substancias contra bactérias Gram-positivas e
Gram-negativas (Figura 8). Duas destas substancias apresentaram atividade significativa
contra bactérias Gram-positivas (30) e atividade moderada contra bactérias Gram-negativas
(31).

(30) (31)
Figura 8: Pirimidinas com atividade frente a bacterias Gram-positivas (30) e Gram negativas

(31).

Botta e colaboradores™ sintetizaram e estudaram a atividade anti-HIV de 4-(3H)-
pirimidinonas 2,5,6-trissubstituidas. Eles avaliaram a agdo de seis substancias e observaram

que apenas uma delas (35) foi considerada como potencial candidato a farmaco (Figura 9).

(@] (@)
H
(32) (33)
0 O
HN™ ) HN-
HZN\/\/\NJ\\N HO\/\/\S/k\N
H
(34) (35)
@)
H3CO —
HN 3
IR | J~NH O N
HZN\/\/\N \N e) N_/<
H NH,
(36) 37)

Figura 9: Substancias avaliadas sobre a atividade anti-HIV.

Além de possuir um amplo espectro de atividades farmacologicas, as pirimidinonas

também servem como intermediarios sintéticos para obtengdo de f-aminoécidos (Esquema 2).
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O R o
H3C\ N 1
N Ry HCI 6N HO§R1
X\ N Dowex  H,N Ry
Bz
(38) (39)
R; e R,= Alquila, benzila, arila ee>98%

Esquema 2: Hidrolise de pirimidinonas visando a sintese de f-aminoacidos.

Os B-aminoacidos, embora sejam menos abundantes do que os a-aminoacidos,
possuem papéis importantes na natureza. Por exemplo, os B-aminoacidos sdo importantes
blocos de construcdo para a molécula do paclitaxel (Taxol®), um potente agente antitumoral

muito utilizado no tratamento do cancer de ovério, de mama e do sarcoma de Kaposi.”

1.9.- Principais métodos para a sintese do anel pirimidinico e pirimidinénico

Vaérias rotas sintéticas foram desenvolvidas para a sintese desta classe de
heterociclos.® Entretanto, uma das rotas mais utilizadas consiste na reacéo de condensacdo de
um intermediario de Michael com uma molécula contendo uma porcdo urénio como:

6162 tilizando uma

amidinas,”’ guanidinas,®® uréia,>® tiouréia,”® metil-uréia e metil isouréia
base organica como catalisador. Entre as numerosas referéncias para obtencdo desses
compostos ha as duas publicacdes de Brown e colaboradores em 1962 e 1984,%%% em que sédo
relatadas 17 metodologias diferentes com o objetivo de sintetizar esta classe de heterociclos.
Por outro lado, a combinacéo entre um aldeido, p-ceto éster e uréia em meio &acido
gerando uma diidropirimidinona, foi descrita primeiramente pelo quimico italiano Pietro
Biginelli em 1893.5** Esta sintese multicomponente produz compostos de alto interesse para a
industria farmacéutica, tendo em vista que o heterociclo obtido esta presente em compostos
com boas atividades biologicas, como bloqueadores do canal de célcio, agentes anti-
hipertensivos, antivirais, dentre outros*.Embora as condicdes sintéticas originais descrita por
Biginelli fornecam, no geral, compostos em baixos rendimentos quimicos e imponha
limitacdes para alguns substratos, por conta do interesse por estes anéis, varias metodologias
foram descritas para que se obtivesse um melhor rendimento para estes compostos. Por

|26

exemplo, em 2009 (Ramalingam e Kumar® apud Amaral®®) realizaram a sintese de
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diidropirimidinonas utilizando como catalisador um sistema contendo itrio e zirconio,

obtendo bons rendimentos. Abaixo é mostrado o esquema para esta sintese (Esquema 3).

(@] R
) O O O itrio-Zicérnio R NH
i L 10 mol% 2
R "H *+ HxN NH; + RlMRZ 0 Ry H/go
(43)

R=Alquila, arila e heteroarila
R1=CH3,C6H5,C6H5CH2
R,=OCH3CH,,0CHj3,CgHsCH,,CH3

Esquema 3: Sintese de Biginelli modificada.

Um outro procedimento classico para a obtencdo de pirimidinonas € a condensacao de
1,3-dicetonas com uréia catalisada por &cidos ou bases. Este método é conhecido como a
sintese de Pinner. Esta metodologia fornece pirimidin-2-onas substituidas nas posi¢do C-4 e
C-6 com grupamentos aril, alquil ou benzil. Este método é muito simples é de baixo custo,
entretanto reduz o nimero de grupos funcionais que podem ser utilizados, devido as reacbes
cruzadas que podem ocorrer entre eles. Sendo assim, Naganuma e colaboradores®® mostraram
a aplicabilidade deste método ao sintetizar diversas pirimidinonas. Para isto utilizaram hidreto

de so6dio como base e metanol como solvente em refluxo (Esquema 4).

o
o0 )NLH NaH, MeoH Ri NH
LA
RZMOR + Ry "NH, o -
Ry 55 °C R, N~ "R
(44) (45) (46)

R1= Me, Et, Alila
R,= Me,Et, nPr, iPr
R3= 2-tiofenil, 3-tiofenil, 2 tiazol, 2-piridina

Esquema 4: Sintese de pirimidinonas segundo Naganuma e cols.®

Um método que tem se mostrando eficaz e que apresenta bons rendimentos é o0 método
preconizado por Nicolle®” e posteriormente modificado por Melo e colaboradores  (apud
Mendonga Jr°).

O método consiste na condensacao de intermediérios de Michael com arilamidinas. A

formacéo destes intermediarios de Michael é oriundo da reacdo de aldeidos aromaticos com a
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malonitrila, utilizando base como catalisador. Abaixo o esquema geral para a formacao destes

compostos (Esquema 5).

NH,*CI
o]
CN Piperidina
H + <
CN MeOH
Ry
(47) (48) (49) (50)

Piperidina | MeOH

(51)
Esquema 5: Sintese de 2,6-diaril-4-amino-pirimidina-5-carbonitrilas.

Com base na metodologia descrita acima, Mendonca Jr e colaboradores® relataram a
sintese de 6-oxo-2,4-difenil-1,6-diidro-pirimidina-5-carbonitrilas também através de duas
reacOes consecutivas. Na primeira etapa ha a reacdo de aldeidos aromaticos com o
cianoacetato de etila, em meio basico e em solvente prético. O produto formado reage entéo

com amidinas aromaticas na segunda etapa para formar o heterociclo desejado (Esquema 6).

0
o TEA NHy*CT
1 e (o ¢
e
COOEt MeOH
Rl Rl

(47) (52) (50) (54)
Esquema 6: Sintese de 6-0x0-2,4-difenil-1,6-diidro-pirimidina-5-carbonitrilas.

Sheibani e colaboradores®®, em 2009, sintetizaram pirimidinas e pirimidinonas
analogas as mostradas nos esquemas 5 e 6 de forma multicomponente, utilizando um
catalisador de Oxido de magnésio com elevada area superficial, utilizando acetonitrila em
refluxo. Nesta sintese o preparo do catalisador foi de fundamental importancia, pois utilizando
0 MgO comercial, ndo é evidenciada a formacdo de produto. J& Ahmaid e colaboradores™
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realizaram uma sintese muito semelhante, porém a diferenca reside no éxido empregado.
Nesta Gltima reacéo, utiliza-se CuO como catalisador da reacéo e 4gua como solvente.”

1.10 — Uso da irradiacdo de micro-ondas em sintese organica

As micro-ondas sdo ondas eletromagnéticas ndo-ionizantes, que possuem uma
frequéncia de 300 a 300.000 MHz, o que corresponde a comprimentos de onda que variam de
1 mmalm."t A figura abaixo mostra a regido onde est&o localizadas as micro-ondas dentro
do espectro eletromagnético, compreendida entre a regido do infravermelho e as ondas de
radio (Figura 11).

w? 1w 1wt ot owt w1 1w
| I I I I I I I |,  Comprimento
Ultravioleta Infravermelho  Ondas de Radio de{""‘;‘“
m
|
- ] | [
Raios-X Visivel Microondas e
_ N Fregiiéncia
% T T T T T T T T | (Hz)

w*® 10" 1w* 1w* 10® 1w" 10t 1wt 10t

Figura 10: Espectro eletromagnético mostrando a localizacdo das micro-ondas (retirado da

referéncia 70).

O uso de micro-ondas € bastante conhecido no cotidiano para 0 aguecimento de
alimentos. Este aquecimento ocorre basicamente devido a quebra de ligacdes de hidrogénio da
agua presente nestes alimentos. No entanto, esta ndo é a unica aplicacdo desta técnica que, a
principio surgiu na segunda guerra mundial como instrumento de identificacdo de avides
inimigos (RADAR).”?> Em quimica, o uso da irradiagdo de micro-ondas ja era difundido entre
0s quimicos analiticos desde a década de 70, na digestdo de amostras e na extracdo de
diversas substancias.”* Ja em sintese organica é uma aplicacdo recente, que vem atraindo a
atencdo pela sua vasta aplicacdo sintética, como, por exemplo, 0 uso de reagbes sem
solventes.

Muitos trabalhos foram publicados utilizando forno de micro-ondas domestico, poréem
0 uso do mesmo nao é mais recomendado. Isto se deve por dois motivos principais: a falta de
seguranga do equipamento, uma vez que este ndo foi projetado para realizar reagdes quimicas;

e a baixa reprodutibilidade dos resultados obtidos, pois a radiacdo emitida pelo forno de
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micro-ondas domestico ndo é focada, sendo a distribuicdo da irradiacdo eletromagnética néo
direcionada de maneira eficiente para o sitio de reagdo’?. A figura 11 mostra um aparelho de

micro-ondas apropriado para uso laboratorial.

Figura 11: Reator de micro-ondas da marca CEM, modelo Discover SP.

A maneira eficaz de aquecimento proporcionado pelo sistema de micro-ondas faz com
que reagdes quimicas que levariam dias e horas quando realizadas em metodologias
convencionais diminuam o seu tempo para minutos e segundos quando as mesmas S&o
submetidas as micro-ondas. A reducdo drastica do tempo, acompanhada no aumento dos
rendimentos reacionais e a produ¢do minima de rejeitos, faz com que este tipo de sistema se
torne um método “verde” para a sintese de substancias.

O mecanismo de aquecimento pelas micro-ondas se da por dois caminhos: rotacdo de
dipolo e conducéo i6nica. O primeiro relaciona o alinhamento das moléculas na presenca de
um campo elétrico. Quando este campo é retirado, as moléculas voltam a um estado de
desordem e a energia absorvida devido ao alinhamento dessas espécies € dissipada em forma
de calor. A oscilagéo deste campo se faz de forma imediata, 0 que torna o aquecimento das
moléculas quase imediato. No mecanismo por conducdo idnica, o calor é gerado através de
perdas por fricgdo que ocorrem através da migracéo de espécies ionicas dissolvidas sob a acéo
de um campo eletromagnético.”

Alguns autores relatam ainda a existéncia de um efeito chamado "efeito micro-ondas"
ou "efeito especifico de micro-ondas"”, que tem sido apontado como um efeito ndo-térmico
causado pelo uso da radiacdo eletromagnética. Este efeito seria o responsavel pelo aumento da
velocidade de reacdo realizada com aquecimento por micro-ondas quando a mesma €
comparada com o aquecimento convencional.”*" Este conceito também tem sido aplicado
quando a utilizagdo das micro-ondas leva a um resultado que ndo foi obtido com o

aquecimento convencional, como diferentes quimiosseletividades e rendimentos bem maiores.
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Um exemplo de reacdo visando a formacdo de pirimidinas utilizando micro-ondas foi
feito por Dandia e colaboradores,” que sintetizaram pirimidinas contendo porgéo 1,2,4-triazol
de modo multicomponente, utilizando agua como solvente. Foram sintetizados 10 compostos
com potenciais herbicidas em 4 condicdes reacionais diferentes e a que apresentou 0s
melhores rendimentos (cerca de 90%) e menores tempos reacionais (5 minutos) € aquela que
utiliza irradiagdo de micro-ondas (Esquema 7).

—N
/ \
N-NH CN 0]
C .t (o j\%
N NH, CN
(55) (48) (56) (57)

Esquema 7: Sintese multicomponente de pirimidinas utilizando microondas.

Diante das informacdes supracitadas fica claro que o uso da irradiacdo de micro-ondas
na sintese multicomponente de pirimidinas e pirimidinonas pode ser bastante Gtil para a
formacédo de bibliotecas de compostos biologicamente ativos. Sendo assim, a finalidade deste
trabalho foi sintetizar pirimidinas e pirimidinonas via reagdo multicomponente, estudar e
explorar o chassi molecular de alguns dos heterociclos sintetizados e avaliar a atividade

antinociceptiva destes.
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2- OBJETIVOS

2.1 - Objetivos gerais

O objetivo geral deste trabalho é sintetizar 4-amino-2,6-difenil-pirimidinas-5-
carbonitrilas e seus derivados oxigenados por meio de sintese multicomponente e fazendo uso
de irradiacdo de micro-ondas. Alguns destes compostos sdo antinociceptivos e tiveram sua
relacdo estrutura-atividade estudadas. A partir deste estudo, novos compostos mais ativos

puderam ser previstos e testados.

2.2 - Objetivos especificos

= Sintetizar 4-amino-2,6-difenil-pirimidina-5-carbonitrilas e 6-oxo-2,4-difenil-1,6-
diiidro-pirimidina-5-carbonitrilas através de metodologia multicomponente e
utilizando irradiacdo de micro-ondas.

» Realizar estudos de relacdo estrutura-atividade (QSAR) de uma biblioteca ja
conhecida de pirimidinonas antinociceptivas.

= Através de ferramentas de quimica combinatéria computacional realizar previsées
acerca de candidatos a farmacos pirimidinénicos mais potentes no combate a dor.

= Avaliar a atividade antinociceptiva dos compostos previstos (administrados por via
intraperitoneal) pelos estudos de QSAR através do método da inducdo de contracbes
abdominais pelo &cido acético.

= Auvaliar a origem da inibi¢do da nocicepcéo (se neurogénica ou inflamatoria) de alguns
derivados através do teste da inducdo da dor pela formalina.

» Melhorar a solubilidade da droga mais potente em &gua através da formagdo do sal
sodico desta.

= Auvaliar a atividade antinociceptiva por via oral do sal de pirimidinona obtido.
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3- RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1-Sintese das pirimidinas e pirimidinonas potencialmente ativas.

A sintese das pirimidinas e pirimidinonas relatadas neste trabalho foi realizada através
de metodologia multicomponente, ou seja, 0s trés reagentes envolvidos foram adicionados ao
mesmo tempo no frasco de reacdo. Para tal, o aldeido aromatico (47a-j), a benzamidina 58 e 0
composto com uma porcdo metileno ativa (cianoacetato de etila, 52, ou malononitrila, 48)
foram reunidos e na presenca de carbonato de potassio em meio aquoso, forneceram as 6-0xo-
2,4-diaril-1,6-diidro-pirimidina-5-carbonitrilas  (59a-j) e 4-amino-2,6-diaril-pirimidina-5-

carbonitrilas (60a-j) em rendimentos satisfatérios (Esquema 8).

K,CO3
0
O H,O NG
CN NH NH
H + < + )]\ MW | )\
~
R COOEt Ph™ 'NH; 300 W Ar” N Ph
A7as 100 °c .
(47a-) (52) (58) 30 min (59a-j)
(20-49%)
NH
O 2
K,CO
CN NH 23 NC SN
" T et 0 LA
R CN Ph” “NH, MW Ar” N7 "Ph
(47a-)) (48) (58) 300 W (60a-j)
100 °C
30 min
(22-70%)

Esquema 8: Esquema de sintese multicomponente de pirimidinas é pirimidinonas.

Como pdde ser observado no esquema acima, a reacdo foi realizada em microondas,
em meio aquoso e utilizando uma base inorganica como catalisador. Na reacgéo, séo utilizados
dois equivalentes de base: um para neutralizar o cloridrato de benzamidina e outro para
realizar a primeira etapa da reagdo multicomponente. A 100°C, as pirimidinas e pirimidinonas

foram obtidas em rendimentos que podem ser visualizados na tabela 1.



Tabela 1: Rendimentos e alguns dados experimentais para as pirimidinas (59a-j) e

pirimidinonas sintetizadas (60a-j).
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Substéancia Aldeido de Rendimento Rf (7:3, P.F (°C)
partida (%) Hexano:Acetato
de Etila, v/v)

592 Benzaldeido 42 0,43 Acima de 300

59b m-Toluil- 47 0,51 Acima de 300
Benzaldeido

59¢c p-Toluil- 33 0,49 Acima de 300
benzaldeido

59d p-Cloro- 49 0,31 Acima de 300
benzaldeido

59 p-Bromo- 46 0,31 Acima de 300
benzaldeido

59f p-Fldor- 45 0,31 Acima de 300
benzaldeido

599 p-Metdxi- 41 0,37 Acima de 300
benzaldeido

59h m-Nitro- 20 0,40 Acima de 300
benzaldeido

59i p-Nitro- 43 0,40 Acima de 300
benzaldeido

59j 3,4-Dicloro- 41 0,27 Acima de 300
benzaldeido

602 Benzaldeido 56 0,60 210-211

60b m-Toluil- 36 0,60 196-198
benzaldeido

60c p-Toluil- 47 0,60 205-206
benzaldeido

60d p-Cloro- 70 0,57 218-220
benzaldeido

60e p-Bromo- 48 0,59 252-254
benzaldeido

60f p-Fluor- 27 0,57 227-229
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benzaldeido

609 p-Metoxi- 48 0,55 216-218

benzaldeido

60i p-Nitro- 67 0,5 198-200
Benzaldeido

60j 3,4-Dicloro- 22 0,5 Acima de 300

benzaldeido

Possivelmente, ocorrem duas reagdes subsequentes no meio reacional: na primeira ha
a condensacdo do aldeido aromatico com o composto “metileno ativo” — assim designado por
possuir um grupo metileno central facilmente desprotonavel — para formar o intermediario de
Michael. J& na segunda etapa h& a reagdo entre o aduto formado na primeira reacdo e a
amidina com a formacdo do produto.

O intermediério de Michael é formado através da chamada reagdo de Knoevenagel®®,
em gue o composto metileno ativo (ciano acetato de etila ou malonitrila) é desprotonado pela
base presente no meio reacional (carbonato de potassio), gerando um carbanion (Figura 12).
Ha entdo a adigdo deste carbanion a carbonila do aldeido aromético correspondente. Por fim,
ocorre uma desidratacdo molecular, gerando o intermediario o, insaturado, o aduto de

Knoevenagel.

N CN N X CN
|// COOEt A CN
R R

(53) (49)

Figura 12: Estrutura dos adutos derivados do cianoacetato de etila (53) e da

malononitrila (49).

Uma vez formados, os adutos de Knoevenagel podem entdo reagir com a amidina
presente no meio reacional. O aduto é atacado pelo par eletrdnico livre de um dos nitrogénios
da porcao urdnio da benzamidina, devidamente neutralizada por um equivalente de carbonato
de potassio (utiliza-se, nesta reacdo o cloridrato de benzamidina). Ocorre entdo uma sequéncia
de adigbes com um posterior fechamento do anel, formando o respectivo heterociclo. Os
esquemas a seguir mostram a formacgdo dos heterociclos pirimidinico e pirimidinénico

(Esquemas 9 e 10).
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@
H, N\ AN HoN" SNH ___ HN£NH
I N /R

D
(61)  (48) (58) (62) \ Ne
63) 5 (64) Ni
Nl SN Oxidacao HN;\ZN HN™ ~NH
= Ph /K])\NH
Ph1/]\%\NH2 Ph1/]\(LNH2 1 CN S
CN CN
(67) (66) (65)
Esquema 9: Formacao do anel da pirimidina
. @£
)(i <CN : NH, O\ @CN HNTSNH Sy
NC Ine
6) ) 58) 68) e 0
Et0
(69) (70)j

ye

N7 >NH Oxidagéo NZ >NH HN XN  -EtOH  HN™ ™ NHOEt
Phl)\fgo Phl)\(g() Ph]_)\(&O Phl)\Hfg

CN CN CN CN

(74) (73) (72) (71)

Esquema 10: Obtencgéo do anel pirimidindnico
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A proposta mecanistica citada no esquema 10 é de fato a principal rota de obtencao
deste tipo de heterociclo, pois a formacdo do aduto € evidenciada por cromatografia de
camada delgada (CCD). Porém, alternativamente outras reacbes podem ocorrer visando a
formacéo do produto principal (heterociclo) ou a formacéo de outros subprodutos.

Uma outra explicacdo para a formacéo do heterociclo seria a formagdo de um derivado
imina a partir da reagdo do aldeido com a amidina e a posterior reagdo desta imina com o
composto dito “metileno ativo”, conforme o esquema abaixo para a formacdo do heterociclo

pirimidinénico (Esquema 11).
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Ph)\(go
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Esquema 11: Segunda proposta mecanistica para a formacao do heterociclo da pirimidinona

Existe ainda uma terceira reacdo que pode estar acontecendo simultaneamente,
levando a formacdo de um outro heterociclo. Foi reportado por Goswami e colaboradores® a
sintese de pirimidinas e derivados utilizando amidinas (guanidina, uréia, tiouréia e ciano-
guanidina) e compostos B-dicarbonilados, cianoacetato de etila e malonitrila. A reacdo é
realizada sem solvente, utilizando carbonato de potassio como base e com 0 uso de micro-
ondas domestico. Pode ser constatado entdo que esta metodologia se parece bastante com a

reportada no presente trabalho, no entanto Goswami e colaboradores ndo utilizaram a
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benzamidina em seu trabalho mas pela semelhangca metodoldgica existe a possibildade de
formagéo desses subprodutos nas reacdes de formacdo das 6-oxo-2,4-difenil-1,6-diidro-
pirimidina-5-carbonitrilas (59a-j) e das 4-amino-2,6-difenil-pirimidina-5-carbonitrilas (60a-j).
Este seria, portanto, um dos motivos dos rendimentos obtidos no presente trabalho ndo serem

maiores. No esquema 12 uma proposta de possiveis subprodutos formados.

o)
NH
MW NH
o X e
\gACN+ H,N" ~Ph HoN N/)\Ph
(52) (58) (80)
NH MW NH,
PN + ~N
NC™ "CN HZNJ\Ph | L
=
H,N~ "N~ “Ph
(48) (58) (81)

Esquema 12: Proposta de formacéo de possiveis subprodutos.

Para mostrar a eficiéncia do método apresentado aqui, pode-se realizar uma breve

I”” e Mendonca e colaboradores®’ para

comparagdo com as metodologias utilizadas por Cabra
a sintese de 6-o0x0-2,4-diaril-1,6-dihidro-pirimidina-5-carbonitrilas (59a-j) e 4-amino-2,6-
diaril-pirimidina-5-carbonitrilas (60a-j). A primeira metodologia envolveu, em média, 12
horas de reacdo nos quais % da reacdo foram em sistema de refluxo. Mendonga e
colaboradores* adaptaram a metodologia utilizada por Cabral,”” para obter pirimidinonas em
temperatura ambiente, no entanto as sinteses apresentaram tempos de reacdo que variaram de
16 a 24 horas. Ambas a reagdes utilizavam metanol ou etanol como solvente e bases organicas
(piperidina e trietilamina), produtos menos toxicos ao meio-ambiente. Cabral fez uso de
sistemas de refluxo, o que gera um enorme desperdicio de agua, caso o laborat6rio ndo seja
dotado de sistema de recaptacéo da &gua utilizada no resfriamento dos condensadores. Para se
ter uma ideia, em 24 horas de reacdo em refluxo sédo desperdicados em média 500 litros de
agua. Mas o que diferencia 0 método apresentado aqui dos referenciados acima é que o
desenvolvido agora usa uma metodologia multicomponente para a sintese destes heterociclos.
Ou seja: a reacdo se processa em uma Unica etapa sintética (embora sejam formados
intermedidarios in situ). Nas duas outras metodologias ha a formacéo e isolamento do aduto de

Knoevenagel para entdo realizar a sintese do anel heterociclo.
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A metodologia aqui descrita ndo faz uso de refluxo e as reacOes apresentam tempos
reacionais muito abaixo do que aqueles observados nos dois trabalhos acima mencionados.
No entanto, faz-se uso da energia de micro-ondas, que provou ser de fundamental importancia
no sucesso da reacdo. Para testar a eficiéncia da radiacdo das micro-ondas na sintese de 6-
0x0-2,4-diaril-1,6-diidro-pirimidina-5-carbonitrilas (59a-j) e 4-amino-2,6-diaril-pirimidina-5-
carbonitrilas (60a-j), resolveu-se fazer a mesma reacdo, nas mesmas condigdes, exceto pelo
uso das micro-ondas. Fez-se entdo a reacdo em refluxo, a 100°C, para a pirimidina e a
pirimidinona derivadas do benzaldeido. Os resultados para estes testes, em comparagdo com a

sintese em micro-ondas, estdo sumarizados na tabela 2.

Tabela 2: Comparativos dos rendimentos na sintese da 2,4-difenil-1,6-diidro-pirimidina-5-
carbonitrila (59a) e 4-amino-2,6-difenil-pirimidina-5-carbonitrila (60a) nos métodos

convencional e em micro-ondas.

Heterociclo Metodologia Tempo de reagdo Rendimento
592 Micro-ondas 30 Minutos 42%
592 Refluxo 8 Horas 18%
602 Micro-ondas 30 Minutos 56%
602 Refluxo 8 Horas Né&o formou produto

Com os dados descritos na tabela acima pode-se concluir que ao sintese em micro-
ondas, além de ser mais rapida (cerca de 16 vezes mais rapida), apresenta rendimentos
superiores. Ou seja: nas condicdes reacionais testadas (uso de dgua e de carbonato), a reacao
multicomponente somente se processa de maneira eficiente se realizada sob irradiacdo de

micro-ondas.

3.2 - Caracterizagéo das pirimidinas e pirimidinonas sintetizadas

As substancias sintetizadas neste trabalho, foram caracterizados através das técnicas
espectroscopicas de ressonancia magnética nuclear de ‘H, *C e infravermelho além de
espectrometria de massas. No espectro de RMN de *H do composto 59a observa-se, na regiéo
dos aromaticos, um multipleto entre 7,59 e 7,68 ppm referente aos seis hidrogénios
aromaticos mais distantes do anel da pirimidinona. Em seguida, podem ser observados dois
dupletos para os hidrogénios mais préximos do heterociclo (com constante de acoplamento *J

= 8,0 Hz). Estes sinais sdo mais desblindados devido ao efeito retirador de elétrons do nucleo
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heterociclico. Outro sinal caracteristico para esta série de substancias é um simpleto largo da
ligacdo N-H do anel pirimidindnico com deslocamento em 13,73 ppm. Na figura abaixo pode

ser visualizado o espectro de RMN de *H do composto 59a (Figura 13).
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Figura 13: Espectro de RMN de ‘H da substincia 59a

No espectro de RMN de *C da mesma substancia podem ser visualizados treze sinais
(Figura 14). No entanto, esta substancia possui dezessete carbonos em sua estrutura. Os
dezessete sinais ndo sdo observados em sua totalidade pelo fato de alguns carbonos
(principalmente os que estdo nos aneis arila em C-2 e C-6 da pirimidinona) serem
guimicamente semelhantes tendo, portanto, 0 mesmo deslocamento quimico. O sinal em
campo mais alto (95,6 ppm) é referente ao C-5 do anel pirimidinénico. Em seguida, tem-se
em 115,8 ppm o sinal do carbono do grupo nitrila. Aparecem entéo os sinais referentes aos
carbonos dos grupos fenila em C-2 e C-6 (128,6; 128,7; 128,8; 128,9; 131,3; 131,7; 133,1;
135,5 ppm) e logo adiante os sinais de C-2 (159,0 ppm) e C-6 (161,8 ppm). Finalmente, em

campo baixo, o sinal mais desblindado, referente ao carbono da carbonila (C-4) em 168,6

ppm.
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Figura 14: Espectro de RMN de **C da substancia 59a
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O espectro de infravermelho da substancia 59a é mostrado na Figura 15. Observa-se
a banda de absorcdo C=0 em 1555 cm™ e o estiramento da ligacdo C=N do heterociclo em
1482 cm™. Observa-se ainda uma banda de absorcdo com intensidade média de 2201 cm™

referente ao grupo nitrila, além de uma pequena absorcéo da ligacdo N-H em 3060 cm™.
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Figura 15: Espectro de 1.V da substancia 59a.

A substancia 59a foi ainda submetida a cromatografia liquida acoplada ao
espectrometro de massas (LC/MS) utilizando a técnica de ionizagéo por elétron-spray (ESI).
A massa exata para esta substancia foi 274,0980 g/mol segundo este experimento. O valor
calculado para a formula molecular Cy7H1,N3O [M + H™] é de 274,0975 g/mol, confirmando

entdo que a substancia analisada é realmente 59a. A figura abaixo mostra o espectro de
massas para esta substancia.
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Figura 16: Espectro de massas (LC/MS) da substancia 59a.

As demais pirimidinonas sintetizadas mostraram padrdo espectroscopico semelhante e
ndo serdo discutidas aqui em detalhes. Todos 0s espectros para estas substancias podem ser
visualizados na secao “Anexos” desta dissertacao.

Para os compostos pirimidinicos, a analise espectroscdpica é bem semelhante a das
pirimidinonas. Por exemplo, no espectro de RMN de *H da substancia 60a (Figura 17)
observa-se um multipleto da regido dos hidrogénios aromaticos (referente a seis prétons
aromaticos), de deslocamento quimico entre 7,51 e 7,60 ppm. Mais desblindados, podem ser
observados dois dupletos. Sobreposto na regido do dupleto mais blindado, em 7,99 ppm e
com constante de acoplamento 2J = 8,0 Hz, est4 o sinal do NH,. O dupleto mais desblindado,
é o sinal correspodente na regido de 8,41 ppm, com a mesma constante de acoplamento do
dupleto anterior.

VerticalScaleFactor = 1 F"““’E‘

Chemical Shift {ppen)

Figura 17: Espectro de RMN de 'H da substéancia 60a

O espectro de RMN de **C de 60a é mostrado na figura 18. Podem ser visualizados
dez sinais. Pelo mesmo motivo exposto para a pirimidinona 60a, ndo sdo observados todos 0s

sinais presentes na molécula. Em 84,4 ppm, observa-se o sinal do carbono C-5 e em seguida,
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em 116,4 ppm, o sinal do carbono da nitrila. Na regido compreendida entre (128,4; 128,5;
128,6; 130,9; 131,5; 136,5; 136,6) ppm podem ser visualizados os carbonos das fenilas
substituidas no heterociclo pirimidinico. Em 164,0 ppm encontra-se o carbono ligado ao

grupo amino e em 164,6 e 168,1 ppm, os sinais referentes a C-2 e C-6 da pirimidina.

‘VerticalScaleFacior = 1

12847

."—128 58

168,11
—164 57
—13 52

A3 53

l Ligagy

e
o0 200 190 180 170 10 150 140 130 120 110 100 S B0 70 60 S0 40
Chemical Shift [ppm)

Figura 18: Espectro de RMN de **C da substancia 60a

Ja no espectro de infravermelho de 60a, observa-se dois estiramentos caracteristicos
do grupo NH, em 3479 e 3345 cm™, além do estiramento da ligacdo C=N do heterociclo em
1635 cm™. Visualiza-se também uma banda de absorcéo com intensidade média em 2201 cm™

referente ao grupo ciano. O espectro de infravermelho para 60a é mostrado na figura abaixo
(Figura 19).
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Figura 19: Espectro de 1.V da substancia 60a

Analogamente a pirimidinona 59a, também foi realizado um experimento de
cromatografia liquida acoplada ao espectrometro de massas (LC/MS) para a pirimidina 60a. A
massa exata para 60a foi obtida experimentalmente e é 273,1134 g/mol. Para esta substancia,
o valor calculado para formula molecular Cy7H1,N4 [M+H™] € de 273,1135 g/mol. A figura

abaixo mostra o0 espectro de massas para a pirimidina 60a (Figura 20)
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Figura 20: Espectro de massas (LC/MS) da substancia 60a.

As demais pirimidinas sintetizadas mostraram padrdo espectroscopico semelhante e
ndo serdo discutidas aqui em detalhes. Todos 0s espectros para estas substancias podem ser

visualizados na se¢do “Anexos” desta dissertacao.
3.3-QSAR para a série de pirimidinonas 2,6-aril substituidas

Baseado no trabalho de dos Anjos e colaboradores®’, utilizou-se seus dados
experimentais da atividade antinociceptiva da série de pirimidinonas 2,6-aril substituidas para
realizar um QSAR com o objetivo de aumentar a atividade analgésica desses compostos. O

chassi molecular corresponde a 6-0xo0-2,4-difenil-1,6-diidro-pirimidina-5-carbonitrila e a
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“decoracdo” corresponde as substituicdes na posicdo para dos grupos fenila, tal como

mostrado abaixo:

Figura 21: Chassi molecular pirimidindnico deste estudo (54)

(54)

R1: (H,OCH3,CH3,C|,F)
R,= (H,O0CH3,CI,F)

Abaixo segue a tabela com os compostos sintetizados por dos Anjos e colaboradores

(Tabela 3).%

Tabela 3: Atividades antinociceptivas dos compostos 59a, 59d, 59f, 599 e 82-86 e da

indometacina testadas por inducdo com acido acético por dos Anjos e colaboradores.?” Os

dados estéo expressos na forma de percentuais de atividade, com seus respectivos desvios-

padréo. Os testes foram realizados com seis animais para cada substancia.

Atividade
Composto Notagdo Smiles Cddigo | Antinociceptiva
27
N#CC1=C(N=C(NC1=0)c2ccccc2)c3ccecec3 59%a 88,0i4,0
N\\ ‘
NH
| N)\Q N#CC1=C(N=C(NC1=0)c2cccce2)c3ccc(Clice3 59d 73,9+10,0
Cl
N#CC1=C(N=C(NC1=0)c2ccecc2)c3ecc(F)ec3 59f 71,4+8,5
(o]
A
" N#CC1=C(N=C(NC1=0)c2cccec)c3cec(0C)ce3 59g 86,0+4,1
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N
S
‘ NH
N N#CC1=C(N=C(NC1=0)c2ccc(OC)cc2)c3ceeecd 82 71,5 +6,9
/CHB
(6]
o
N
S ‘ NH
N/)\©\ N#CC1=C(N=C(NC1=0)c2ccc(Cl)cc2)c3cec(OC)ce3 83 88,6+3,4
R a
NQ 2
NH
| N/)\Q\ N#CC1=C(N=C(NC1=0)c2ccc(OC)cc2)c3cee(C)ec3 84 75,1+5,8
HaC o
[¢]
X
NH N#CC1=C(N=C(NC1=0)c2ccc(F)cc2)c3ccc(OC)cc3
L 85 70,05,4
HC F
N o
N
A
| INH N#CC1=C(N=C(NC1=0)c2ccc(F)cc2)c3ccc(F)ce3

N/)\©\ 86 61,0+13,7
F F

HyC Ve 0O=C(0)Cc2clcc(cccln(c2C)C(=0)c3ccccc3)OC |nda 76,314,8

% Codigo da indometacina (controle positivo) com dose de 10 mg/Kg, enquanto os demais
com dose de 50mg/Kg.

A partir dos dados experimentais deste estudo (Tabela 3) gerou-se uma regressao
linear multipla contendo trés variaveis, a qual correlaciona descritores obtidos a partir da
estrutura molecular dos compostos com a diferenciacdo da atividade analgésica do chassi
molecular devido a presenca de substituintes.

A regressdo utilizada neste trabalho utilizou 0 método de minimos quadrados, técnica
esta que consiste em uma otimizagdo matematica que procura encontrar o melhor ajuste para
um conjunto de dados, minimizando a soma dos quadrados das diferencas entre o valor
estimado e os dados observados; tais diferencas sdo chamadas residuos. A regressdo multipla
é uma generalizacdo da regressdo simples, levando em consideracdo diversas variaveis

explicativas.


http://pt.wikipedia.org/wiki/Otimiza%C3%A7%C3%A3o
http://pt.wikipedia.org/wiki/Matem%C3%A1tica
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A atividade antinociceptiva percentual da série, AA%, resultou ser uma funcéo linear
dos descritores Pi_FPI2, Pi_FMi6 e FZwitter, de acordo com a equagao (4) abaixo:

AA% =-2,837793 x Pi_FPI2 - 0,733689 x Pi_FMi6 + 8478,342555 x FZwitter + 225,906347
Equacéo 4: Equacdo obtida que explica nosso QSAR.

Onde: Pi_FPI2 ¢ a segunda componente do vetor de autocorrelagdo do indice n(+) de Fukui;
Pi_FMi6 e a sexta componente do vetor de autocorrelagdo do indice n(-) de Fukui; e FZwitter
¢ a contribuicdo das espécies de zwiteridnicas de carga formal zero para a fracdo ionizada
do composto, que independe do pH.

Os indices m de Fukui utilizados sdo calculados para os elétrons =, para cada um dos
atomos que participam do sistema eletronico m da molécula. Estes indices descrevem a
reatividade do sistema m de tal forma que altos valores para o indice m(+) se referem a uma
maior suscetibilidade da molécula para sofrer ataques nucleofilicos; enquanto altos valores
para o indice n(-) estdo relacionados a uma mais alta suscetibilidade da molécula em sofrer
ataques eletrofilicos. Como os indices de Fukui s&o calculados para cada atomo do sistema m,
€ necessario, a partir dos mesmos, calcular indices que se refiram a totalidade da molécula,
uma vez que a atividade bioldgica é uma funcdo da molécula como um todo. Isto é feito a
partir da definicdo de novos indices moleculares a partir da autocorrelacdo de indices
atbmicos. Como exemplo, considere abaixo a molécula de pirimidina (Figura 22), que

utilizamos para mostrar como funciona um célculo de autocorrelagdo (Tabela 4).

a
N
f b
B
e ~-Nc¢
d
(87)
Figura 22: Estrutura da pirimidina 87, para demonstrar como funciona um célculo de
autocorrelacdo de indices atdmicos.
Tabela 4: Exemplo de como calcular descritores de autocorrelacdo a partir de indices

atdbmicos individuais F(i) para a molécula de pirimidina. O simbolo Z n significa a soma de

todos os produtos da coluna para a qual a distancia topologica entre os &tomos é igual a n.

Soma Distancia topoldgica
a partir de 0 1 2 3

a F(a).F(a) F(a).F(b) F(a).F(c) F(a).F(d)




35

b F(b).F(b)  F(b).F(c) F(b).F(d)  F(b).F(e)
c F(c).F(c) F(c).F(d) F(c).F(e) F(c).F(f)
d F(d).F(d)  F(d).F(e) F(d).F(f) F(d).F(a)
e F(e).F(e) F(e).F() F(e).F(a) F(e).F(b)

f F(f).F(f) F(f).F(a) F(f).F(b) F(f).F(c)

Autocorrelacédo z 0 Z 1 2 2 Z 3

A pirimidina é uma molécula que possui os valores de Pi_FPI2 e Pi_FMi6 no valor

de 4,67 e 0 respectivamente. Abaixo, a molécula da pirimidina com os valores dos indices 7

de Fukui (+) e m de Fukui (-) de cada atomo.

1.210 0.370
N N
1.790 \W 0.000 0698 \W 1.460
‘ 1.210 ‘ 0.370
0.000 _~N 2.405 _~N
1.790 0.698
(87) (87)

Figura 23: Estrutura da pirimidina 87 com os valores atbmicos dos indices = de Fukui (+), &

esquerda e (-), a direita.

dessas correlacdes é de 4,67. Abaixo o exemplo do calculo do descritor Pi_FPI2 para a
pirimidina:

»2=(121x1,21)+(0x1,79) + (1,21 x0) + (1,79 x 1,79) + (0 x 1,21) + (1,79 x 0) = 4,67.
Equacao 5: Calculo do vetor de auto correlacdo de segunda ordem do descritor molecular
Pi_FPI2 para a molécula da pirimidina 87.

Pela definicdo de autocorrelacdo, para a pirimidina que € um anel de seis membros, o
descritor Pi_FMi4 € igual ao descritor Pi_FMi2. Da mesma forma, Pi_FMi5 é igual a
Pi_FMil e por fim Pi_FMi6 é igual a Pi_FMIiO.

Logo abaixo esta a molécula mais ativa descrita pelo nosso modelo 59¢, com o0s
valores individuais de cada atomo do indice n de Fukui (+) e do indice = de Fukui (-). Cada
atomo tem um indice individual e o vetor de autocorrelacdo € um nimero que corresponde a
soma dos produtos de cada indice. Por exemplo, o indice m de Fukui (+) da equag@o expresso
como Pi_FPI2 é uma segunda componente de vetor de autocorrelacdo ou seja, para prever
uma outra molécula mais ativa dentro do chassi molecular, modificacdes serdo feitas na
ordem de 2 ligacOes de distancia, com grupamentos que possuem maior susceptibilidade de

sofrer ataques nucleofilicos.
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0.075

1.670

1.500 0.075
(59c)

Figura 24: indice © de Fukui (+) de cada 4tomo na pirimidinona 59¢ mais ativa do nosso

modelo

Baseado nos valores de Fukui (+), a estrutura de 59c possui no carbono 2 do
heterociclo, a maior susceptibilidade para sofrer ataques nucleofilicos com valor de 3,540, o
segundo é o nitrogénio da nitrila com indice de 1,919, depois aparecem os carbono 5 e 6 com
0S seus respectivos indices 1,744 e 1,742 e por ltimo o carbono 4 do anel benzénico ligado
ao carbono 2 do heterociclo, com indice de 1,670.

As variacdes nos valores deste descritor através da série de compostos sob estudo
ndo sdo tdo drasticas quanto as que acontecem nos valores do segundo descritor da equacao,
aquele que descreve o indice Pi_FMi6, uma autocorrelacdo de seis ligacbes do indice de
Fukui nt(-).

Baseado nos valores dos indices de Fukui n(-), 0 composto 59¢ possui no carbono 5
do heterociclo a maior suscetibilidade para sofrer ataques eletrofilicos, com indice de 3,956.
O segundo ponto é o nitrogénio da molécula que possui valor de 3.238; em seguida,

aparecem, respectivamente o oxigénio da molécula com 2.859 e o nitrogénio 1 com 2.144.

3.956

0.480 0.617

0.043
1.989 3144

0.480 0.434 0.593

0.532 0.043
(59¢)

Figura 25: Indice de Fukui n(-) de cada 4&tomo na pirimidinona 59¢ mais ativa do nosso
modelo.
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Fzwitter representa a fragdo independente do pH, no equilibrio, entre a soma das
concentragfes das espécies zwiteribnicas e a soma das concentracBes das espécies
zwiteribnicas e neutra para um determinado composto. As espécies em equilibrio
independentes do pH sdo aquelas neutra e zwiteriénicas formadas sem a adicdo de protons
(que apareceriam em pH &cido) ou sem a remocdo de prétons (que apareceriam em pH
bésico). As concentragdes das espécies zwiteridnicas sdo calculadas a partir de valores de pKa
fornecidos ou calculados. No caso do nosso trabalho os valores de pKa sdo preditos pelo
programa ADMET Predictor™. Para melhor entendimento do que é o descritor Fzwitter, na
figura 26 vamos considerar o composto sulfadimetoxina 89, cujas espécies zwiteridnicas em

equilibrio com a forma neutra e suas respectivas concentragdes no equilibrio séo:

e
- (@) -
(0] O
H,N HzN\©\ § HoN @
N N
( l /) | S/ _ - / |
PN N/)\/ g N N)\/ //S\8 N/)\/
o 8 Ne H o)
50,6% 49,0% 0,4%
(88) (89) (90)

Figura 26: Sulfademetoxina 89 neutra e suas espécies zwiteriénicas em equilibrio 88 e 90.

Portanto, a fracdo representada pelas espécies zwiteridnicas € igual a:

Fzwitter = (50.6% + 0.04%)/(50.6% + 0.04% + 49%) = 51,0%/100% = 0,510
Equacéo 6: Descritor molecular que mostra a fragdo das espécies zwiteridnicas na molécula
da Sulfademetoxina 89.

Para a pirimidinona, que sera mais ativa prevista no nosso estudo, o descritor Fzwiter
possui valor de 0,0006 o que € o proprio percentual da Unica espécie zwiteridnica desse
composto em equilibrio com sua forma neutra. A figura abaixo mostra as espécies neutra e

zwiteriénica do composto 59c¢, em equilibrio.

0 0
NC o
NC | NH | N
= =
N)\© — @N)\©
H

99,9994% 0,0006%
Figura 27: Percentuais das espécie neutra e zwiteridnica do composto 59c.
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Na figura abaixo é apresentado o grafico das AA% observadas e calculadas para 0s
nove compostos, bem como a reta correspondente a equagdo 4. Os pontos em azul referem-se
a compostos utilizados para obter o modelo representado pela equacdo 4, e 0s pontos em

vermelho referem-se a compostos utilizados para validar o modelo.

93,03 +
8428 +
=
1F)
£
1k}
o
O 7545 1
85,72 +
# Training Pointz = 7
# Testing Points = 2
*
3795 t t t t
62,418 71,007 79,595 88,184 96,773

Predicted

ALL: Slp=0904 Int=7.082 Q15qd=0,887 EMSE=2991 MAE=2527
TEST: Slp=0,743 Int=19,483 Q5qd=0,855 EMSE=3137 MAE=23847

Figura 28: Representacao grafica da equacao 4.

Na figura 28, a linha ALL se refere a regresséo linear entre os valores preditos e
observados para todos 0s nove compostos, onde: Slp é a inclinacdo da reta, que idealmente
deveria ser igual a 1; Int é o coeficiente linear da reta, que idealmente deveria ser igual a O;
QSqd é o coeficiente de determinacdo — € uma medida de qudo bem resultados futuros serdo
preditos pelo modelo e representa a proporcdo de variancia de um conjunto de dados que é
levada em conta pelo modelo; RMSE é a raiz quadrada do erro médio quadratico, que
idealmente deveria ser igual a zero; MAE é o erro médio absoluto. A linha abaixo, TEST se
refere aos mesmos indicadores porém apenas para 0s compostos de validacdo representados
pelo circulo vermelho.

Modelos QSAR tendem a falhar quando estruturas muito parecidas possuem
atividades muito diferentes, formando penhascos de atividade que séo definidos como a razéo
entre a diferenca de atividade de dois compostos e a distancia que os separam em um dado
espaco quimico estrutural. Para verificar se existem penhascos de atividade nos 9 compostos

sintetizados, calculamos as curvas do indice SALI, proposto por Guha e colaboradores’®”,
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que sdo mostradas na figura 29. O fato de estas curvas estarem proximas ao valor ideal de 1
indica que nosso modelo é um modelo QSAR de alta qualidade com grande probabilidade de

funcionar a contento. Na figura abaixo apresentamos o grafico SALI para a regressédo obtida.

1,0 4 j
D.E'—
2 0,0-
3]
-05 -
TrainVer
Test ...
-1.0 4

0,0 0,1 02 03 04 05 085 O0F 08 0% 10
X [SALI ratio or %)

Figura 29: Grafico SALI

3.4-Explosdo combinatdria

As nove moléculas sintetizadas por dos anjos e colaboradores,®” apresentam o chassi
molecular descrito anteriormente na figura 21. com o chassi molecular estabelecido, gerou-se
aquilo que se chama de explosdo combinatdria com o intuito de gerar varias novas estruturas
cujas atividades antinociceptivas possam ser preditas pelo modelo de regressédo encontrado.
ou seja, seriam geradas novas estruturas a partir da combinacéo de todos os 5 substituintes em
r, com todos os 4 substituintes em rp, para um total de 20 compostos dentre os quais,
naturalmente, encontram-se os 9 originais do trabalho de dos anjos.?” como estes substituintes
foram utilizados na geracdo do modelo, ndo representando uma novidade para 0 mesmo,

presume-se que as previsdes para estes 11 compostos adicionais serdo bastante confiaveis.

Assim, calculamos os indices teoricos utilizados no modelo acima para 0s 11 novos
compostos. O modelo entdo apontou que o composto 6-oxo-2-fenil-4-p-toluil-1,6-diidro-
pirimidina-5-carbonitrila (59¢) deveria ser 0 mais ativo de todos, com valor previsto para a
atividade antinociceptiva de 99,6%. Este composto entdo foi escolhido para ser sintetizado e
testado (Figura 30).
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Figura 30: 6-oxo-2-fenil-4-p-toluil-1,6-diidro-pirimidina-5-carbonitrila (59c)

Na tabela 5 estdo as 20 moléculas da explosdao combinatoria molecular, com os trés
respectivos descritores moleculares que geraram nossa regressao e o percentual da atividade

antinociceptiva prevista (AA%).

Tabela 5: Tabela contendo as vinte pirimidinonas analisadas, dentre as quais 11 provenientes
da explosdo molecular e as outras nove provenientes do estudo anterior, identificadas com os
valores em italico. Na tabela estdo os valores dos descritores Pi_FPI12, Pi_FMi6 e FZwiter
além do percentual de atividade antinociceptiva prevista pelo modelo (Eq.1).
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3.5-Propriedades ADME-Tox

Realizada a explosdo combinatéria molecular, analisou-se o composto com maior atividade analgésica prevista (59c) e comparou-se 0
mesmo com alguns analgésicos classicos comerciais, no intuito de comparar as propriedades farmacocinéticas e toxicidade destes compostos com
59c (Tabela 6).

Tabela 6: Algumas propriedades ADME-Tox previstas pelo software simulations plus de alguns analgésicos comerciais e a pirimidinona mais ativa

prevista em nosso estudo.
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Indometacina
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A substancia 59c e os demais farmacos comerciais citados acima estdo todos dentro da regra
dos cinco, proposta por Lipinski e colaboradores.** A regra dos cinco nada mais é do que um
conjunto de pardmetros usados para avaliagdo do potencial que uma molécula apresenta de ser
farmacologicamente ativa quando administrada por via oral em humanos. O seu sucesso na
avaliacdo do potencial farmacoldgico deve-se: (i) a razdes fundamentadas em pesquisa basica
solida; (ii) facil entendimento e memorizacdo; (iii) facil aplicacdo. Farmacos que ndo séo
excluidos pela regra dos cinco tém maior probabilidade de serem bem sucedidos nos aspectos

relacionados a ADME na fase 1 dos testes clinicos.

A regra dos cinco de Lipinski baseia-se em critérios fisico-quimicos que 0s
compostos quimicos devem apresentar para poderem ser absorvidas pelo organismo humano,
distribuidas pelo organismo, para que apresentem estabilidade frente ao metabolismo e para
gue possam ser mantidas no organismo pelo tempo necessario para cumprir sua fungéo e nédo
serem sumariamente excretadas. Ou seja, para passar no regra dos 5 de Lipinski, a molécula
deve: (i) apresentar massa molar inferior a 500 u.m.a; (ii) apresentar logP inferior a 5; (iii)
namero de doadores de ligacdes de hidrogénio (HBD), inferior a 5; (iv) nimero de receptores
de ligagOes de hidrogénio (HBA), inferior a 10. No exemplo abaixo exemplificamos estes
conceitos através da molécula do acido acetilsalicilico, que apresenta um sitio doador (HBD)

e trés sitios receptores de ligacGes de hidrogénio (HBA).

HBD
HBA l

~a
O~ _OH HBA

/
g

O «— HBA

(106)

Figura 31: Molécula do acido acetil salicilico 106. Estd molécula possui 1 doador e 3
receptores de ligacdo de hidrogénio ao mesmo tempo.

O aumento do namero de possibilidades de ligacGes de hidrogénio contribui para a
solubilidade em agua, mas dificulta a passagem pelas membranas devido ao aumento do
numero de ligacbes de hidrogénio que devem ser quebradas para a passagem do farmaco do
meio hidrofilico para o meio hidrofébico representado pela bicamada de fosfolipideos das
membranas celulares e também das membranas das organelas. Outro indice a ser considerado

é a lipolificidade, que representa a tendéncia de o composto se dissolver em uma matriz
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lipidica quando esta entra em contato com uma solucdo aquosa do referido composto. Uma
medida muito utilizada para exprimir a lipolificidade é o LogP do composto, definido como
sendo o logaritmo decimal do coeficiente de particdo, que € a razdo das concentracdes do
composto nas fases n-octanol e agua, no equilibrio.”® Em geral, para uma eficaz absorcio
gastrointestinal apos a administracdo oral da droga, sabe-se que o LogP deve estar na faixa de
0 a 3 para uma situacdo 6tima.%° Para melhor entender o que é o LogP, note que quando o
LogP é 0 entdo o coeficiente de particdo € igual a um, o que significa que as concentracfes do
composto no equilibrio do n-octanol com a agua séo idénticas em ambas as fases. Por outro
lado, quando o LogP é igual a 3, a concentracdo do composto em n-octanol é mil vezes maior
do que a concentracdo do composto em agua, no equilibrio. Outro indice importante utilizado
na regra dos cinco de Lipinski é a massa molecular do composto. Quando a massa molecular
do composto € muito elevada, segundo Lipinski, maior do que 500 u.m.a, ha uma tendéncia

de ocorrer problemas relacionados a farmacocinética do mesmo.

Muitas vezes, para melhorar a solubilidade em agua de um determinado composto, o
mesmo € apresentado na forma de um composto idnico (cloridratos, sais sodicos, etc). Dos
compostos elencados acima, 0 composto 59c¢ apresenta baixa solubilidade aquosa com o valor
predito de 0,0009 mg/mL. Normalmente se aceita como satisfatoriamente soltvel para fins de
administracdo oral, uma solubilidade de pelo menos 0,005 mg/mL. Isto significa que a
formulacdo do composto 59c para administracdo oral, deverd também ser objeto de
desenvolvimento nesta dissertacdo. Pode-se observar que 0s compostos apresentados na
Tabela 6 todos obedecem razoavelmente a esta regra, a excecdo talvez, do composto
Rofecoxib (conhecido comercialmente como Vioxx® e ja retirado do mercado) que apresenta

uma solubilidade aquosa calculada de 0,004 mg/mL.

O logaritmo do coeficiente de particdo da barreira hematoencefélica, Log BBB
(blood-brain barrier), onde BBB € o coeficiente de parti¢cdo calculado como a concentracdo
do composto no cérebro dividida pela concentragdo do mesmo composto no sangue.™ E um
indice relevante que também deve ser considerado, pois 0 mesmo se refere a permeabilidade
do composto para ultrapassar tal barreira. A principal funcdo da barreira hematoencefalica é
proteger o cérebro de substancias indesejadas - estima-se que apenas 2% de possiveis
compostos que atuam pelo sistema nervoso central podem passar por esta barreira.®* A
substéncia 59¢ possui um valor predito para o Log(BBB) pelo software ADMET Predictor de
-0,59, indicando que o mesmo aparentemente ndo apresenta tendéncia a passar pela barreira

hematoencefalica, da mesma forma que os compostos constantes da Tabela 6 como o
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ibuprofeno, cujo valor de LogBBB é -0.63 e ao contrario do composto nabumetona cujo
logBBB é +0,21, mas que é uma pro-droga, a qual, uma vez absorvida, é convertida

rapidamente no figado no composto ativo acido 6-metdxi-2-naftil acético.

Um outro importante obstaculo enfrentado pelos farmacos no organismo sdo as
proteinas de ligacdo contidas no plasma sanguineo, tendo em vista que essas proteinas, ao se
ligarem ao farmaco, diminuem a biodisponibilidade do mesmo. O PrUnbnd descreve o
percentual ndo ligado de uma substancia nas proteinas plasmaticas. Uma fracdo abaixo de
3,5% do composto livre no plasma é considerado baixo. O composto 59¢ possui uma fracédo
ndo ligada predita de 1,4% indicando que 0 mesmo esta em baixa concentracdo na corrente
sanguinea. Porém, isto em principio ndo caracteriza problema pois a indometacina possui uma
fracdo ndo ligada predita de 1,03%, um valor ainda menor. Por outro lado, a titulo de

comparacao, o valor previsto para o acido salicilico é de 24%.

Como ja mencionado neste texto, a chamada regra dos cinco desenvolvida por
Lipinski foi um marco nas pesquisas relacionadas ao desenvolvimento de farmacos. Ja o risco
ADMET desenvolvido pela empresa Simulations Plus e disponivel no software ADMET
Predictor pretende ser um aperfeicoamento da regra dos cinco de Lipinski. Este indice possui
agora 0-24 indicadores ldgicos para avaliar se uma determinada substancia possui boas
propriedades ADME e de risco toxicoldgico (Tox) quando administrada por via oral na forma
de comprimidos. O ideal é que as substancias ndo sejam reprovadas em nenhuma das 24
regras. No entanto, existem substancias no mercado que sdo reprovadas em alguma das 24
regras — afinal, raros sdo 0s compostos que sdo aprovados em todas. Dentro da tabela, os
compostos lbuprofeno e Nabumetona, ambos possuem risco ADMET zero. O composto 59¢
possui risco ADMET igual a quatro. Os riscos em que 0 mesmo € reprovado sdo: Sw
(solubilidade abaixo de 0,005 mg/mL), fu (concentracdo do composto ndo ligado as proteinas
plasmaticas inferior a 3,5 %), 3A (familia da citocromo P450, sendo metabolizando pela
mesma) e Hp (hepatotoxico). No entanto, isto ndo necessariamente representaria um
impedimento para o uso do composto 59c¢, uma vez que farmacos como o celocoxib e

diclofenaco, sdo também reprovados em 5 das 24 regras.

Outro risco que o software define é o MET Risk (risco metabdlico). Com escala
variando de 0-7, o MET Risk determina se uma molécula possui risco em ser metabolizada no
organismo pela familia das proteinas citocromo P450. Isso pode ser bom quando a molécula
metabolizada se torna o produto ativo. Porém, normalmente é negativo, pois o metabolismo

da substéncia pode levar a mesma a ser inativada no corpo ou formar algum outro composto
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que venha a causar algum efeito adverso no organismo. Na tabela 6, observa-se que boa parte
das substancias possui risco metabolico zero ou um. Comparando, a pirimidinona 59¢ também
possui MET Risk com valor um. Ela é reprovada apenas no indice 3A, uma das isoformas da
familia CYP450 responsaveis pela depuracdo de substancias. E digno de nota que a
indometacina também é reprovada neste mesmo indice 3A. Diclofenaco, rofecoxib, etodolaco

e nimesulida também séo reprovados uma vez no MET Risk, mas em indices diferentes.

Tox Risk é um outro modelo™ que indica o risco de toxicidade do composto. Este
modelo € um conjunto contendo sete regras (incluindo uma baseado no Tox Mut Risk, um
indicador que trata de alguns aspectos do potencial mutagénico da substancia). O composto
59c é reprovado em apenas uma das regras, ainda assim de forma inconclusiva. E, assim
como 0 nosso, alguns compostos da tabela 6 também sdo reprovados por um dos indices:
acido salicilico, paracetamol, diclofenaco, cetorolaca, cetoprofeno e nimisulida. O celecoxib,
por exemplo, é reprovado em trés das sete regras. J4 o indice Tox Mut Risk é um modelo®
que busca prever a mutagenicidade esperada para cinco linhagens de Salmonella typhimurium
com ou sem ativacdo microssomal em uma escala de 0-6. O composto 59c é reprovado na
regra mU™, com valor 0,5. J& os valores do Tox Mut Risk para os compostos nabumetona e

celecoxib sdo iguais a 1 e para a nimesulida € igual a 2.

Em conclusdo, pode-se afirmar que todos os riscos ADME-Tox referentes ao
composto 59¢ ndo sdo substancialmente diferentes, nem em valor, nem em quantidade, a
compostos analgésicos classicos comercializados. Portanto, 0 composto 59¢ deve apresentar
atividade mesmo quando administrado oralmente, ja que suas propriedades ADME s&o boas,
bem como seus niveis de toxicidade ndo sdo incomuns e ndo devem em principio ser
obstaculo para que venha a ser testado com probabilidade de sucesso na Fase 1 dos testes
clinicos. Isto, inclusive nos autoriza a prosseguir com testes em camundongos por via oral,

apresentando uma perspectiva de atividade.

3.4 - Testes de atividade antinociceptiva de algumas 4-(3H)-pirimidinonas
sintetizadas

O ndcleo 4-(3H)-pirimidinénico é conhecido por suas diversas atividades
bioldgicas®, dentre estas a atividade antinociceptiva’’, mais conhecida como atividade

analgésica. Com isto em mente e tendo como base uma biblioteca de substancias que
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continham em suas estruturas o anel da 4-(3H)-pirimidinona substituida nas posi¢des C-2 e C-
6 com grupamentos arila, resolveu-se explorar e melhorar o chassis molecular desta classe de
substancias ativas.

Uma vez construido o modelo que explica e é capaz de prever a atividade
antinociceptiva das pirimidinonas descritas neste trabalho, fez-se necessario realizar a
confirmagdo de que este modelo funciona. Para tal, foram realizados testes de atividade
antinociceptiva para 59a e 59c. A molécula 59a, 6-oxo-2,4-difenil-1,6-diidro-pirimidina-5-
carbonitrila, ja é conhecida e ja teve sua atividade antinociceptiva testada, uma vez que esta
faz parte da biblioteca utilizada para a constru¢cdo do modelo computacional que explica a
atividade. J& a molécula 59c, embora disponivel comercialmente, ndo fora descrita na
literatura e sua atividade antinociceptiva foi prevista como sendo maxima dentro das mesmas
condicdes experimentais que foram utilizadas para a constru¢édo da biblioteca.

Os testes de atividade antinociceptiva foram realizados no Laboratério de
Farmacologia e Toxicologia de Produtos Bioativos do Departamento de Fisiologia e
Farmacologia desta Universidade. Para os testes sdo utilizados grupos de camundongos
albinos suicos contendo seis animais cada. A atividade analgésica foi avaliada usando o
modelo das contor¢Bes abdominais (torgdes do tronco e extensdo dos membros posteriores do
camundongo) induzidas pelo acido acético. Este teste € um modelo para a avaliacdo da dor
periférica e visceral, em que sdo induzidos estimulos rapidos de alta intensidade e de resposta
rapida. Os efeitos da dor induzida neste modelo podem ser neutralizados, por exemplo, por
farmacos analgésicos ndo-esteroidais (AINES)®,

As substancias (59a e 59c) foram testadas na dose de 50 mg/Kg de peso do animal,
tendo sido administradas por via intraperitoneal cerca de quinze minutos antes do inicio do
teste. Decorrido este periodo, o acido acético foi administrado por via intraperitoneal e €
iniciado o teste. Os animais sdo colocados em gaiolas transparentes individuais e séo contadas
as contorc¢des abdominais exibidas por cada animal. Além dos dois grupos-teste (animais que
receberam 59a e 59c¢), também foram avaliados os nimeros de contor¢des exibidas pelo grupo
controle negativo (animais receberam apenas o veiculo) e pelo grupo controle positivo
(animais receberam o farmaco analgésico e anti-inflamatério indometacina). Os resultados
estdo expressos como a média + desvio padrdo do percentual da inibicdo das contor¢Ges em
relacdo ao grupo controle negativo. Vale ressaltar que estas sdo exatamente as mesmas
condigdes em que a biblioteca de substancias (tabela 3) foi testada. Os resultados para os
testes de avaliagéo da atividade antinociceptiva estdo dispostos na Tabela 7.
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Tabela 7: Testes de avaliacdo da atividade antinociceptiva para 59a e 59c.

Substancia Atividade Antinociceptiva (%)
592 83,1+19,1
59c 995+1,0
Indometacina 76,3+5,0

Pode ser verificado que a substancia 59a exibiu um perfil antinociceptivo semelhante
aquele observado anteriormente?”, o que mostra que as condicdes do teste foram obedecidas.
Visto isto, pode ser constatado que 59c exibiu uma atividade analgésica excelente, com quase
total auséncia de contorcdes exibidas pelos animais. Isto mostra que 0 modelo computacional,
de fato, conseguiu prever uma substancia com atividade antinociceptiva méxima dentro das
condigdes experimentais descritas neste trabalho.

N&o se sabe por quais mecanismos estas drogas atuam inibindo a nocicepcéo.
Trabalhos anteriores sugerem que o nucleo pirimidindnico pode inibir ou ainda modular a
migracéo e a producio de mediadores quimicos no local da inflamagao.®*** >3 Desta forma,
as pirimidinonas testadas poderiam atuar como inibidores da COX® ou ainda como inibidores
da sintese do TNF-alfa.®®

Para tentar entender melhor o mecanismo de acdo destas drogas, realizou-se testes
mais especificos para a avaliacdo da natureza da atividade antinociceptiva. O teste da
formalina, por exemplo, pode informar se a droga-teste atua inibindo a dor de origem central
(neurogénica) ou periférica (inflamatoria). O teste da formalina foi realizado no Laboratorio
de Bioensaios para Pesquisa de Farmacos do Departamento de Antibidticos desta
Universidade. Neste teste, os camundongos albinos suicos (separados em grupos-teste com
seis animais cada) recebem uma injecdo de solucdo de formalina a 2,5% na regido subplantar
direita. As drogas-teste (59c¢ e 59f) foram administradas na dose de 50 mg/Kg de peso cerca
de sessenta minutos antes do inicio do teste por via intraperitoneal. Logo apos a injecdo da
formalina, observa-se 0 comportamento do animal, Neste periodo, observa-se o tempo em que
o animal lambe ou morde a pata na qual a formalina foi administrada. H& entdo duas fases
distintas: a primeira fase — que compreende os primeiros cinco minutos do teste — € a chamada
fase neurogénica, na qual ocorre a ativacao direta dos nociceptores locais pela formalina. J& a
segunda fase — que compreende o intervalo de 15 a 30 minutos ap0s a injecdo — € a fase

inflamatdria, na qual o comportamento do animal é resultante da acdo de mediadores
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inflamatorios liberados pelo estimulo da formalina. Como controle positivo foi utilizado um
grupo de animais os quais receberam sulfato de morfina. Os resultados para este teste estdo
expressos como a média do percentual de inibicdo da dor em relagdo ao grupo controle

negativo (que recebeu apenas veiculo) e sdo mostrados na tabela 6.

Tabela 8: Resultados dos testes de nocicepcao induzida pela formalina

Substancia Atividade antinociceptiva (%)
12, Fase (neurogénica) 28, Fase (inflamatoria)
59c 49,0+8,8 441+7,0
50f 39,6 £9,3 53,0+ 6,6
Morfina 27,0+6,4 76,0 £ 10,5

Pode ser observado que as drogas-teste (pirimidinonas 59c¢ e 59f) atuam das duas fases
da dor, 0 que torna o mecanismo de acdo destas drogas mais complexo do que 0 suposto
anteriormente. Para uma melhor visualizacdo destes resultados, foram plotados dois gréaficos
(Figuras 31 e 32).
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Figura 32: Gréfico para a 12. fase do teste da formalina
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Figura 33: Grafico para a 2. fase do teste da formalina.

Pode ser verificado que 59f, a 6-oxo-2-(4-fluorofenil)-4-fenil-1,6-diidro-pirimidina-
5-carbonitrila, atua diferentemente de 59c, 6-0xo-2-(4-toluil)-4-fenil-1,6-diidro-pirimidina-5-
carbonitrila, na prevencdo da nocicepc¢do induzida pela formalina. Enquanto que 59f atua
principalmente na prevencdo da dor de origem inflamatoria, 59c atua de maneira analoga nas
duas fases. Outro fato interessante pode ser constatado: as duas pirimidinonas detém
percentuais maiores que a morfina na prevencdo da dor de origem neurogénica. Um fato
comum entre as duas pirimidinonas é que as duas substancias, assim como a morfina,
ultrapassam a barreira hemato-encefalica, j& que atuam de maneira significativa na primeira
fase do teste.

E claro que os estudos no tocante a0 mecanismo de acdo destas drogas devem ser
estendidos a outros testes mais especificos, como testes de inibigdo das COX-1 e COX-2 e da

sintese do TNF-alfa. Estes estudos estdo em andamento.

3.5 - Resolvendo o problema da solubilidade.

Um grande problema das pirimidinonas sintetizadas neste trabalho é a sua baixa
solubilidade em solventes organicos usuais (metanol, etanol, acetato de etila, THF) e em agua.
Isto € um grande empecilho para o desenvolvimento de um farmaco, pois é de grande valia se
as moleculas candidatas a farmacos forem dotadas de boa solubilidade em agua. Uma forma
de melhorar a solubilidade de um candidato a farmaco é transforméa-lo em um sal de maior

solubilidade em agua e, por este motivo, a maioria dos farmacos comercializados em forma
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solida (comprimidos, pds, capsulas, drageas...) estdo na forma de sais. Baseado nisto, surgiu a
ideia de preparar um sal sodico da pirimidinona mais ativa prevista dentro do modelo tedrico-
computacional. O anel da 4-(3H)-pirimidinona possui um hidrogénio acido na sua estrutura,
que é aquele ligado na posicdo N-3 do heterociclo. Logo, o sal mais facil de preparar seria 0
sal sodico desta substancia. Este sal foi preparado a partir da reacdo de 59c com hidroxido de
sodio em etanol com leve aquecimento. A formacdo do sal foi evidenciada através de
caracterizacéo por técnicas de infravermelho e RMN de *H. No esquema abaixo é mostrada a

formacéo do sal sddico (Esquema 13).

N (0]
A
| M NaOH
— — -
N EtOH
50°C
Rendimento
(59¢) guantitativo (107)

Esquema 13: Formacéo do sal sddico pirimidindnico (107).

Na verdade, ao submeter a pirimidinona ao meio fortemente basico contendo o
hidréxido, o préton é arrancado e outros sitios podem estar igualmente desprotonados como o
N-1 e o oxigénio da carbonila. Isto acontece porque nesta situacdo, a formagdo dos outros
tautbmeros é favorecida. Ou seja, € obtida uma mistura de sais dos tautdbmeros de propor¢édo
desconhecida.

A primeira evidéncia experimental da formacdo do sal sodico ¢ o aumento na
solubilidade em agua. No término da reacdo, ap0s a evaporagdo do solvente, uma pequena
quantidade de produto foi colocada em &gua para dissolu¢cdo e a amostra solubilizou,
evidenciando a melhora na solubilidade, ja que 59¢ ndo solubiliza em agua.

A espectroscopia no infravermelho do sal sédico mostra um desaparecimento na
banda de absorcdo da ligagdo N-H do sal sédico (em 3523 cm™) contra 3077 cm™ da
substancia de partida. Outra banda de absorcdo afetada foi da ligacdo C=0, de 1545 cm™
contra 1658 cm™ da substancia de partida. A banda de absorcéo da ligacdo C=N também foi
afetada: de 1496 cm™ contra 1541cm™ de 59c. Estas mudancas nas bandas de absorcéo nos
trés possiveis sitios de reacdo para formacao do sal sodico evidencia a formacdo do mesmo.

Abaixo é mostrado o espectro de infravermelho para o sal (Figura 33).
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Figura 34: Espectro de infravermelho (pastilha de KBr) da pirimidinona 107. A linha
vermelha corresponde a 59c e a linha preta a 107.

O espectro de RMN de *H mostra uma possivel evidéncia da formacdo do sal sédico
pirimidinénico: o sinal do hidrogénio acido da ligacdo N-H que aparece na forma de simpleto
largo em 13,81 ppm na substancia 59c, desaparece no sal sddico. No entanto, este hidrogénio
acido pode ter trocado com protons da dgua que foi usada como solvente para a realizacdo do
espectro, ndo sendo uma evidéncia clara da formacdo do sal. Na regido dos hidrogénios
aromaticos, o multipleto com integracdo para cinco prétons originalmente encontrado na
regido entre 7,58-7,87 ppm (Figura 34), foi deslocado para 7,43-7,63 ppm no sal sédico
(Figura 35). O dupleto em 8,15 ppm foi deslocado para 7,85 ppm, enquanto que o dupleto
mais desblindado foi deslocado de 8,42 ppm para 8,18 ppm. Abaixo o espectro de RMN de
'H do sal sédico (Figura 35). Este experimento foi realizado em agua deuterada.
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Figura 35: Espectro de RMN de *H da substancia 59¢
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Figura 36: Espectro de RMN de 'H da substancia 107

3.6-Atividade antinociceptiva do sal sédico por via oral

Foi avaliada a atividade antinociceptiva do sal sédico da pirimidinona 59c¢ por via oral.
O procedimento experimental foi realizado com um grupo contendo seis camundongos, sendo
que a droga foi dissolvida em solugdo 0,9% de cloreto de sddio em &gua e esta solugéo foi

administrada por via oral (gavagem) aos camundongos e esperou-se cerca de uma hora. Apos
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este periodo os animais receberam uma injecdo da solucdo 0,8% de acido acético
intraperitonealmente e as contor¢des foram contadas por 30 minutos, de maneira analoga aos
teste de antinocicepcao relatado anteriormente para 59a e 59c.

O percentual de atividade antinociceptiva para o sal de 59c foi de 42% em relacédo ao
grupo controle negativo. A droga manteve a atividade antinociceptiva, porém ndo na mesma
magnitude; 59c intraperitoneal apresentou 99,5% de antinocicepcdo. Isto pode se dever a
varios fatores. O primeiro deles diz respeito ao proprio teste, ja que este € um teste preliminar
e deve ser realizado com um numero maior de animais. O segundo deles diz respeito a
biodisponibilidade da droga. Por via intraperitoneal, considera-se que a biodisponibilidade é
total, ou seja, 100%. Ja por via oral, este valor decai, ja que outros fatores como absorcao e
distribuicdo devem ser considerados. No entanto, estes resultados sdo animadores pois

provam que o modelo computacional conseguiu prever que a droga € ativa por via oral.
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4- CONCLUSOES

Este trabalho relatou para uma serie de compostos uma nova metodologia sintética,
multicomponente, utilizando irradiacdo de microondas. Esta nova estratégia sintética
apresentou aspectos interessantes como o baixo tempo reacional (30 minutos), além da
economia de reagentes e uso de dgua como solvente. Foram sintetizadas 19 substancias entre
pirimidinas e pirimidinonas com rendimentos entre 20-70%, entre 0s quais 0s compostos 59b,
59c, 5%, 59 e 60j sdo inéditos. Esses compostos foram caracterizados através de
espectroscopia de RMN de *H, de **C, no infravermelho além de espectrometria de massas.

Apesar de esta metodologia sintética ser bastante simples e rapida e obedecer a alguns
principios da quimica verde, os rendimentos reacionais ndo sao excelentes. Além disso, estes
compostos apresentam baixa solubilidade nos solventes organicos usuais, apresentando
solubilidade apenas em DMSO e DMF, dificultando assim a purificagdo destas substancias,
uma vez que os métodos cromatograficos preparativos ndo podem ser usados. A principal
vantagem da metodologia desenvolvida neste trabalho é a praticidade, ja que a sintese €
realizada em uma Unica etapa, além da diminuicdo no tempo de reacéo.

As pirimidinonas cuja sintese foi relatada neste trabalho sdo dotadas de atividade
antinociceptiva. Com base nisto e em uma biblioteca pré-existente de pirimidinonas
antinociceptivas foi realizado um estudo computacional para a geracdo de protdtipos
analgésicos ainda mais potentes. Estes estudos envolveram analises da relacdo quantitativa
estrutura-atividade (QSAR) da biblioteca pré-existente, geracdo de novas substancias in silico
via quimica combinatdria e analise estatistica auxiliada pelo modelo ADMET para a previsdo
de candidatos a farmacos com atividade analgésica. Estes estudos computacionais foram
capazes de prever que a substdncia 6-oxo-2-fenil-4-p-toluil-1,6-diidro-pirimidina-5-
carbonitrila (59c) seria o melhor candidato a farmaco contendo o chassi molecular
piridindnico. O modelo tedrico-computacional previu uma atividade antinociceptiva para 59¢
no valor de 99,6%. O valor experimental foi de 99,5% para a adminstracao intraperitoneal no
modelo de nocicepcdo induzida por &cido acético. Ainda, foi preparada uma nova forma deste
candidato a farmaco, mais solivel em agua. Esta nova forma, um sal soédico da pirimidinona
59c, foi de fato mais soluvel em agua e foi ativa quando administrada por via oral (cerca de

42% de inducdo da analgesia em camundongos).
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5- PERSPECTIVAS

Como perspectivas para trabalhos futuros, objetiva-se:

- Sintese de uma biblioteca com maior quantidade de substancias com atividade
analgésica.

- Introduzir outras funcionalidades no nucleo pirimidindnico sintetizado como, por
exemplo, introducdo de um anel triazol, tetrazol, funcdo amidoxima, entre outros.

- Estudar o mecanismo de acdo das pirimidinonas antinociceptivas.

- Avaliar a inibicdo do TNF-alfa nos camundongos tratados com as pirimidinonas
sintetizadas e avaliar a possiblidade de estudar os efeitos destas drogas em modelos

experimentais de artrite em animais.



61

6- PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS
6.1- Procedimentos gerais

Os solventes e reagentes utilizados neste trabalho foram adquiridos de fornecedores
como Sigma-Aldrich, Merck, Alfa Aesar, Vetec e Cinética. Os solventes n-hexano, acetato de
etila, diclorometano, DMF, DMSO, THF, metanol e etanol ndo sofreram purificacdo antes de
Seu uso.

A cromatografia em camada delgada (CCD) foi realizada utilizando-se placas de
silica em suporte de aluminio contendo indicador fluorescente F,s4 da marca Fluka. Para a
revelacdo das mesmas utilizou-se lampada ultravioleta operando no comprimento de onda 266

nm.

6.2 — Equipamentos utilizados

Para a realizagdo dos espectros de RMN de *H e **C foi utilizado o instrumento
Varian modelo Unity Plus 400 MHz, utilizando DMSO ou D,O deuterados. Para a
determinacdo dos pontos de fusdo foi utilizado aparelho Electro-thermal modelo Mel-temp
analogico. Para a realizacdo dos espectros de infravermelho foi utilizado o espectrofotdmetro
Brucker modelo IFS66 FT-IR, em pastilhas de KBr. Para determinar a massa exata foi
utilizado o cromatografo liquido acoplado ao espectrémetro de massas da Shimadzu (LC-MS-
IT-TOF).

Nos procedimentos de sintese das substancias foi utilizada a balanca semi-analitica
Marte, modelo AL500; chapas de aquecimento com agitagdo da marca IKA, modelo C-MAG
HS7 e evaporador rotativo IKA, modelo RV10 Control. O reator micro-ondas utilizado para
as sinteses foi o aparelho da marca CEM, modelo Discovery SP.

6.3 - Sintese das substancias potencialmente ativas

Procedimento geral de sintese para o 6-oxo-2,4-diaril-1,6-diidro-pirimidina-5-carbonitrilas
(59a-j).

Em um frasco apropriado para uso em reator micro-ondas com capacidade para 35 mL e com
tampa de teflon®, foram adicionados 0,147 g de cloridrato de benzamidina (0,94 mmol, 1 eq)
e 0,260 g de carbonato de potassio (1,88 mmol, 2 eq). Misturou-se bem os dois sélidos com o

auxilio de um bastdo de vidro, e em seguida foram adicionados 0,14 mL de ciano-acetato de
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etila (1,22 mmol, 1,3 eq) e 0,1 mL de benzaldeido (0,94 mmol, 1 eq). Por fim, foram
adicionados aproximadamente 5 mL de &gua destilada. O frasco contendo a mistura reacional
foi levado ao reator de micro-ondas,seguindo os seguintes parametros; 100 °C e 300 W de
poténcia inicial, durante 30 minutos. Apos este periodo, foi constatado o término da reacéo
através de CCD (sistema Hexano:AcOEt 8:2, v/v). O frasco contendo a mistura reacional foi
resfriado a 0 °C por 15 minutos. O precipitado gerado foi filtrado a vacuo e o solido lavado
com &gua destilada (cerca de 50 mL). O solido obtido foi cristalizado em metanol e
recristalizado em DMF para fornecer a pirimidinona correspondente. Os dados fisico-

quimicos para estes produtos estdo relacionados abaixo.

6-0Ox0-2,4-difenil-1,6-diidro-pirimidina-5-carbonitrila (59a): Solido branco, Rendimento:
42%: Rs : 0,43 (AcOEY); P.F.: acima de 300°C. RMN de *H (DMSO-ds, 400 MHz) & (ppm):
7,59.-7,68 (M, 6H, Harom); 8,04 (2H, d, J 8,0 Hz, Haom); 8,25 (2H, d, J 8,0 Hz); 13,73 (sl, 1H,
NH). RMN de *C (DMSO-ds, 100 MHz) & (ppm): 95,6; 115,8 :128,6; 128,7; 128,8; 131,3;
131,7; 133,1; 135,5; 159,0; 161,8; 168,6. I.V. (pastilha de KBr) vmad/cm™: 2923 (vc.r); 2201
(ven); 1552 (ve=o); 1488 (ve-n). EMAR-IES m/z: 274,0975 (Calcd. para Ci7H1oNsO [M +
H*]: 274,0975).

6-Oxo0-2-(m-toluil)-4-fenil-1,6-diidro-pirimidina-5-carbonitrila ~ (59b):  Sélido  branco,
Rendimento: 47%:; Ry : 0,51 (AcOEt); P.F.: acima de 300°C. RMN de 'H (DMSO-ds, 400
MHz) & (ppm): 2,41 (s, 3H, CH3); 7,35-7,77 (m, 5H, Harom); 7,85 (2H, d, J 7,6 Hz, Harom);
8,28 (2H, d, J 6,8 Hz, Harom). RMN de **C (DMSO-ds, 100 MHz) & (ppm): 21,0; 32,3; 118,7;
129,0; 128,1; 128,3; 128,4; 128,9; 130,9; 133,7; 136,5; 137,4; 162,9; 165,9; 168,1 I.V.
(pastilha de KBr) vmad/cm™: 2923 (ven); 2221 (veen); 1677 (ve=o); 1559 (ve=n). EMAR-IES
m/z; 288,0650 (Calcd. para C1gH14N30 [M + H']: 288,1131).

6-0Ox0-2-(p-toluil)-4-fenil-1,6-diidro-pirimidina-5-carbonitrila ~ (59c):  Sélido  branco,
Rendimento: 33%; R; : 0,59 (AcOEt); P.F: acima de 300°C. RMN de *H (DMSO-ds, 400
MHz) & (ppm): 2,60 (s, 3H, CHs); 7,59 (d, 2H, J 8,0 Hz, Harom) 7,75-7,87 (M, 3H, Harom); 8,15
(d, 2H, J 8,0 Hz, Haom) 8,42 (d, 2H, J 8,0 Hz, Haom) 13,77 (sl, 1H, NH). RMN de *C
(DMSO-ds, 100 MHz) 6 (ppm): 21,6; 92,8; 116,5; 129,1; 129,3; 129,6; 133,4; 142,5; 159,5;
168,8. 1.V (pastilha de KBr) vma/cm™: 2954 (vc); 2221 (veen); 1658 (ve=o); 1541 (ve=n).
EMAR-IES m/z; 288,1134 (Calcd. para C1gH14N3O [M + H™]: 288,1131).
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6-Oxo0-2-(4-cloro-fenil)-4-fenil-1,6-diidro-pirimidina-5-carbonitrila  (59d): Solido branco,
Rendimento: 49%:; Ry : 0,31 (AcOEt); P.F.: acima de 300°C. RMN de ‘H (DMSO-ds, 400
MHz) & (ppm): 7,58-7,61 (m, 3H, Harom); 7,69 (d, 2H, J 8,0 Hz, Haom) 8,07 (d, 2H, J 8,0 Hz,
Harom); 8,24 (d, 2H, J 8,0 Hz, Harom), 13,76 (sl, 1H, NH). RMN de **C (DMSO-ds, 100 MHz)
o (ppm): 109,5; 115,7; .128,7; 130,6; 131,2; 133,1; 136,6; 159,2; 161,8; 167,3. I.V. (pastilha
de KBr) vmadcm™: 3060 (vn.t); 2203 (veen); 1671 (ve=o); 1550 (vcen). EMAR-IES m/z:
308,0585 (Calcd. para C17H11N3OCI [M + H']: 308,0589).

6-0Ox0-2-(4-bromofenil)-4-fenil-1,6-diidro-pirimidina-5-carbonitrila  (59e): Solido branco,
Rendimento: 46%; R¢ : 0,31 (AcOEt); P.F..: acima de 300°C. RMN de 'H (DMSO-dg, 400
MHZz) & (ppm): 7,57 (dd, 2H, J 8,0 Hz, 8,0 Hz Haom); 7,66 (dd, 2H, J 8,0 Hz, 8,0 Hz Harom);
7,81 (d, 2H, J 8,0 Hz, Harom); 7,97 (d, 2H, J 8,0 Hz, Harom); 8,22 (d, 2H, J 8,0 Hz, Haom);
13,76 (sl, 1H, NH). RMN de **C (DMSO-ds, 100 MHz) & (ppm): 96,1; 116,0; 125,9; 129,2;
129,3; 131,2; 132,1; 133,5; 135,3; 159,9; 162,3 167,9. I.V. (pastilha de KBr) vmad/cm™: 3592
(VN-H); 2220 (ve=n); 1552 (ve=o0); 1493 (ve=n). EMAR-IES m/z: 352,0080 (Calc. para
C17H1:N3OBr [M+ H']: 352,0078).

6-0Ox0-2-(4-fluorofenil)-4-fenil-1,6-diidro-pirimidina-5-carbonitrila  (59f): Solido branco,
Rendimento: 45%:; Ry : 0,31 (AcOEt); P.F.: acima de 300°C. RMN de 'H (DMSO-ds, 400
MHZz) & (ppm): 7,42-7,69 (m, 6H, Haom); 8,13 (dd, 2H, J 8,0 Hz, 8,0 Hz, Harom); 8,24 (d, 2H, J
8,0 Hz, Harom); 13,73 (sl, 1H, NH). RMN de **C (DMSO-ds, 100 MHz) & (ppm): 95,9; 116,3;
129,2; 129,3; 131,7; 131,9; 132,0; 132,4; 132,6; 133,6; 159,5; 162,3; 165,8; 167,8. I.V.
(pastilha de KBr) vmad/em™: 3067 (vn.n); 2222 (ve=n); 1679 (ve=o); 1593 (ve=n). EMAR-IES
m/z: 292,0889 (Calc. para C17H1:NsOF [M+H']: 292,0881).

6-0Ox0-2-(4-metoxifenil)-4-fenil-1,6-diidro-pirimidina-5-carbonitrila  (59g): Sélido branco,
Rendimento: 41%:; R; : 0,37 (AcOEt); P.F.: acima de 300°C. RMN de 'H (DMSO-ds, 400
MHz) & (ppm): 3,45 (s, 3H, OCHj3); 7,06 (d, 2H, J 8,8 Hz, Harom); 7,43-7,45 (M, 3H, Harom);
7,96 (d, 2H, J 8,8 Hz, Hawom); 7,06 (d, 2H, J 8,8 Hz, Haom) 8,33 (dd, 2H, J 8,8 Hz, J 2,8 Hz,
Harom). RMN de **C (DMSO-dg, 100 MHz) & (ppm): 55,3; 90.1; 113,5; 120,4; 127,9; 128,0;
129,8; 130,0; 130,6; 138,6; 160,6; 163,7; 166,7; 171,9. I.V. (pastilha de KBr) vma/cm™: 3500
(VN-r); 3000 (veon); 2202 (ve=n); 1555 (ve=0); 1494 (ve=n). EMAR-IES m/z: 302,0608 (Calc.
para C1gH12N30, [M-H™]: 302,0930).
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6-0Ox0-2-(m-nitrofenil)-4-fenil-1,6-diidro-pirimidina-5-carbonitrila  (59h): Sdélido branco;
Rendimento: 20%; R; : 0,4 (AcOEt); P.F.: acima de 300°C. RMN de ‘H (DMSO-dg, 400
MHz) & (ppm): 7,60-7,69 (M, 3H, Harom); 7,90 (dd , 1H, J 7,6 Hz, J 7,2 Hz, Harom) 8,22 (d, 2H,
J 7,2 Hz, Haom); 8,46 (d, 2H, J 7,6Hz, Harom) 8,80 (S, 1H, Harom), 13,88 (sl, 1H, NH). RMN de
B3C (DMSO-dg, 100 MHz) & (ppm): 96,6; 115,3; 123,4; 126,0; 126,2; 128,7; 128,9; 130,4;
131,0; 133,2; 134,9; 135,0; 136,9; 147,7; 159,6; 161,6; 166,2. .V. (pastilha de KBr) vpax/cm’
1: 3391 (vnon); 2212 (veen); 1673 (ve=o); 1515 (ve=n). EMAR-IES m/z: 317,0342 (Calc. para
C17HgN4O3 [M-H']: 317,0675).

6-0Ox0-2-(p-nitrofenil)-4-fenil-1,6-diidro-pirimidina-5-carbonitrila  (59i): Soélido amarelo
Rendimento: 43%; R; : 0,4 (AcOEt); P.F.: acima de 300°C. RMN de *H (DMSO-ds, 400
MHz) & (ppm): 7,43-7,45 (m, 3H, Harom); 8,15 (d, 2H, J 8,0 Hz, Haom); 8,34 (d, 2H, J 8,0 Hz,
Harom); 8,36 (d, 2H, J 8,0 Hz, Haom). RMN de **C (DMSO-ds, 100 MHz) & (ppm): 91,3;
119,8; 123,4; 128,0; 128,1; 129,6; 130,1; 138,7; 144,6; 148,0; 164,6; 164,5; 172,0. L.V.
(pastilha de KBr) vmadcm™: 3622 (vn.o); 3419 (vn-n); 3070 (ver); 2202 (veen); 1665 (ve=o):
1561 (vc=n). EMAR-IES m/z: 317,0342 (Calc. para C17HgN4O3 [M-H]: 317,0354).

6-0Ox0-2-(3,4-diclorofenil)-4-fenil-1,6-diidro-pirimidina-5-carbonitrila (59j): Solido branco,
Rendimento: 41%; R; : 0,27 (AcOEt); P.F.: acima de 300°C. RMN de *H (DMSO-ds, 400
MHz) & (ppm): 7,58-7,71 (M, 3H, Harom); 7,90 (d, 2H, J 8,0 Hz, Harom) 8,02 (d, 2H, J 1,8 Hz,
Harom), 8,24 (d, 2H, J 8,0 Hz, Harom); 13,85 (sl, 1H, NH). RMN de *C (DMSO-dg, 100 MHz)
d (ppm): 96,8; 116,0; 129,3; 129,4; 131,0; 131.4; 131.6; 132.0; 133,7; 135,0; 136,5; 160,0;
166,5; 170,1. L.V. (pastilha de KBr) vmadcm™: 3409 (va.n); 2220 (ven); 1546 (vc-o); 1495
(vc=n). EMAR-IES m/z: 342,0196 (Calc. for C17H1gN3OCl, [M + H']: 342,0195).

Procedimento geral para a sintese das 4-amino-2,6-diarilpirimidina-5-carbonitrilas
(60a-j )

Em um frasco apropriado para uso em reator de micro-ondas, com capacidade para 35
mL, foram adicionados 0,147 g de cloridrato de benzamidina (0,98 mmol, 1 eq) e foram
colocados 0,260 g de carbonato de potassio (1,96 mmol, 2 eq). Misturou-se bem os dois
solidos com o auxilio de um bastdo de vidro, e em seguida foram adicionados 0,124 g de
malononitrila (1,96 mmol, 2 eq) e 0,1 mL de benzaldeido (0,98 mmol, 1 eq). Por fim, foram
adicionados aproximadamente 5 mL de agua destilada. O frasco contendo a mistura reacional



65

foi levado ao reator de microondas, seguindo os seguintes parametros; 100 °C e 300 W de
poténcia inicial, durante 30 minutos. Apds este periodo, foi constatado o término da reacdo
através de CCD (sistema Hex:AcOEt, 8:2, v/v). O frasco contendo a mistura reacional foi
resfriado a 0 °C por 15 minutos e o precipitado gerado foi filtrado a vacuo e o solido lavado
com agua destilada (cerca de 50 mL). O solido obtido foi recristalizado em metanol, para

fornecer a pirimidina correspondente.

4-Amino-2,6-difenil-pirimidina-5-carbonitrila (60a): Sélido branco, Rendimento: 56%; Ry
0,60 (hexano:AcOEt, 7:3 v/v); P.F.: 210-211°C. RMN de ‘H (DMSO-ds, 400 MHz) & (ppm):
7,51-7,60 (m, 6H, Harom); 7,97-7,99 (M, 4H, Haom, NH2); 8,41 (2H, dd, J 8,0 Hz, J 1,8 Hz,
Harom). RMN de *C (DMSO-dg, 100 MHz) & (ppm): 84,4; 116,4; 128,4; 128,5; 128,6; 130,9;
131,5; 136,5; 136,6; 164,0; 164,6; 168,1. I.V. (pastilha de KBr) vmad/cm™: 3480 (vn.n); 3345
(VaH), 2217 (veen); 1635 (ve=n); 1541 (ve=n). EMAR-IES m/z: 273,1134 (Calcd. para
Ci7H1sNg [M + H']: 273,1140).

4-Amino-2-(m-toluil)-6-fenil-pirimidina-5-carbonitrila  (60b): Sdélido cinza, Rendimento:
36%; R; : 0,60 (hexano:AcOEt, 7:3 v/v); P.F.: 196-198°C. RMN de 'H (DMSO-dg, 400 MHz)
8 (ppm): 2,41 (s, 3H, CHs); 7,42-7,54 (M, 5H, Haom); 7.77-7,92 (M, 4H, Haom, NH2); 8,40
(2H, d, J 6,8 Hz, Haom). RMN de *C (DMSO-ds, 100 MHz) & (ppm): 84,4; 116,4; 125,7;
128,3; 128,4; 128,5; 129,0; 131,5; 136,6; 137,8; 164,0; 164,6; 168,3. 1.V (pastilha de KBr)
VmadCm™: 3445 (vn); 3334 (Vnka); 2217 (veen); 1642 (ve=n), 1541 1632 (veen).

4-Amino-2-(p-toluil)-6-fenil-pirimidina-5-carbonitrila (60c): So6lido marrom, Rendimento:
47%; R¢ : 0,60 (hexano: AcOEt, 7:3 v/v); P.F.: 205-206°C. RMN de 'H (DMSO-ds, 400
MHZz) 6 (ppm): 2,42 (s, 3H, CH3); 7,39 (d, 2H, J 8,0 Hz, Haom); 7,53-7,56 (M, 3H, Harom);
7,91 (4H, m, Haom, NHy); 8,40 (2H, d, J 8.0 Hz, Harom). RMN de **C (DMSO-dg, 100 MHz) &
(ppm): 21,0; 84,0; 116,5; 128,4; 128,5; 128,6; 129,0; 131,5; 133,7; 138,6; 141,0; 163,9;
164,6; 167,9. 1.V. (pastilha de KBr) vma/cm™: 3477 (var); 3341 (vnms); 2217 (ven); 1637
(ven), 1539 1637 (ve=n). EMAR-IES m/z: 287,1299 (Calcd. para CigHisNg [M + H']:
287,1297).

4-Amino-2-(4-clorofenil)-6-fenil-pirimidina-5-carbonitrila (60d): Solido amarelo,
Rendimento: 70%; R; : 0,57 (hexano: AcOEt, 7:3 v/v); P.F.: 218-220°C. RMN de 'H



66

(DMSO-dg, 400 MHz) & (ppm): 7,53-7,57 (M, 3H, Harom); 7,67 (2H, d, J 8.0 Hz, Harom); 8,01
(4H, M, Haom, NH>), 8,39 (2H, d, J 8.0 Hz, Haom). RMN de *C (DMSO-ds, 100 MHz) &
(ppm): 84,5; 116,2; 128,4; 128,5; 128,7; 130,5; 131,7; 135,3; 135,9; 136,3; 164,1; 164,5;
166,9. I.V. (pastilha de KBr) vmadcm™: 3473 (vnr); 3341 (vin); 2216 (veen); 1638 (ve=n),
1539 (vc=n). EMAR-IES m/z: 307,0749 (Calcd. para C17H1,N4Cl [M + H']: 307,0750).

4-Amino-2-(4-bromofenil)-6-fenil-pirimidina-5-carbonitrila ~ (60e): Solido  amarelo,
Rendimento: 48%:; Rs : 0,59 (hexano:AcOEt, 7:3 v/v); P.F.: 252-254°C. RMN de *H (DMSO-
ds, 400 MHz) & (ppm): 7,53 (d, 3H, J 7,2 Hz, Hyom); 7,80 (d, 2H, J 8,0 Hz, Haom); 7,93 (d,
2H, J 7,6 Hz, Harom); 7,93 (sl, 2H, NH,); 8,39 (d, 2H, J 6,8 Hz, Harom). RMN de *C (DMSO-
ds, 100 MHz) & (ppm): 84,4; 116,2; 124,7; 128,4; 128,5; 130,7; 131,5; 131,6; 135,7; 136,4;
164,0; 164,5; 167,0. 1.V. (pastilha de KBr) vmadem™: 3477 (vn-n); 3330 (Vn-h); 2219 (ve=n);
1633 (ve=n); 1540 (vc=n). EMAR-IES m/z: 352,9649 (Calc para Ci7H1BrN; [M + H']:
353,0225).

4-Amino-2-(4-fluorofenil)-6-fenil-pirimidina-5-carbonitrila ~ (60f): Sélido amarelo,
Rendimento: 27%; R; : 0,57 (hexano: AcOEt, 7:3 v/v); P.F.: 227-229°C. RMN de ‘H (DMSO-
ds, 400 MHz) & (ppm): 7,43 (dd, 2H, J 8,4 Hz, J 8,4 Hz, Haom); 7,51-7,57 (M, 3H, Harom);
8,05-8,09 (4H, m, Harom, NH2); 8,40 (d, 2H, J 8,0 Hz, Harom). RMN de *C (DMSO-ds, 100
MHz) & (ppm): 84,3; 115,4; 115,6; 116,3; 128,4; 128,5; 131,1; 131,2; 131,6; 132,7; 133,0;
136,5; 163,9; 164,5; 166,9. I.V. (pastilha de KBr) vmadcm™: 3471 (vnn); 3347 (var); 2216
(ve=n); 1638 (ve=n); 1542 (ve=n). EMAR-IES m/z: 291,1045 (Calc para Ci7H1oNyF [M + H']:
291,1046).

4-Amino-2-(4-metoxi-fenil)-6-fenil-pirimidina-5-carbonitrila ~ (60g):  Sélido  amarelo;
Rendimento: 48%; R; : 0,55 (hexano:AcOEt, 7:3 v/v); P.F.: 216-218°C. RMN de *H (DMSO-
ds, 400 MHz) & (ppm): 3,86 (s, 3H, OCHs): 7,14 (d, 2H, J 8,0 Hz, Harom), 7,51-7,57 (m, 3H,
Harom); 7,88 (sl, 2H, NH,); 8,01 (d, 2H, J 8,0 Hz, Haom); 8,41 (d, 2H, J 8,0 Hz, Harom). 7.94
(2H, dd, J 8.0 Hz, J 1.8 Hz, Harom); 8.31 (2H, dd, J 8.0 Hz, J 1.8 Hz). RMN de **C (DMSO-
ds, 100 MHz) & (ppm): 55,4; 83,3; 113,9; 116,8; 128,4; 128,5; 128,7; 130,4; 131,4; 136,7;
161,6; 163,8; 164,8; 167,2. 1.V. (pastilha de KBr) vmadcm™: 3473 (vnn); 3342 (vnh); 2217
(Ve=n); 1639 (ve=n); 1540 (ve=n). EMAR-IES m/z: 303,1246 (Calc para C1gHisN4O [M + H']:
303,1246).
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4-Amino-2-(p-nitrofenil)-6-fenil-pirimidina-5-carbonitrila (60i): Sélido amarelo, Rendimento:
67%; Rt : 0,50 (hexano:AcOEt, 7:3 v/v); P.F.: 198-200°C. RMN de *H (DMSO-dg, 400 MHz)
d (ppm): 7,43-7,55 (m, 3H, Harom); 8,14- 8,30 (M, 4H, Haom, NHy); 8,41 (dd, 2H, J 8,2 Hz,
Harom). RMN de **C (DMSO-ds, 100 MHz) & (ppm): 85,7; 115,2; 124,9; 128,4; 128,7; 131,1;
131,6; 131,9; 133,8; 136,1; 148,2; 163,8; 164,1; 167,3. I.V. (pastilha de KBr) Vmadcm™®: 3493
(VN-r); 3387 (VN-n); 2213 (ve=n); 1622 (ve=n); 1522 (ve=n).

4-Amino-2-(3,4-diclorofenil)-6-fenil-pirimidina-5-carbonitrila ~ (60j):  Sélido  amarelo,
Rendimento: 22%:; R¢ : 0,50 (hexano:AcOEt, 7:3 v/v); P.F.: Acima de 300°C. RMN de 'H
(DMSO-dg, 400 MHz) & (ppm): 7,53-7,55 (M, 3H, Haom); 7,77-8,38 (M, 7H, Harom NH>).
RMN de **C (DMSO-ds, 100 MHz) & (ppm): 84,8: 116,0; 128,6; 130,6; 130,8; 131,4; 131,7;
133,7; 136,3; 137,0; 164,0; 164,4; 165,7. 1.V. (pastilha de KBr) vmad/cm™: 3487 (vn.n); 3331
(VN-H); 2220 (ve=n); 1628 (ve=n); 1535 (ve=n). EMAR-IES m/z: 339,1246 (Calc para
C17HeClN4 [M - H']: 339,0204).

Procedimento geral para a sintese do sal sddico do 6-oxo-2-fenil-4-p-toluil-1,6-diidro-

pirimidina-5-carbonitrila

Em um erlenmeyer com capacidade para 50 mL foram adicionados 0,1 g da substancia 59c, a
6-oxo-2-fenil-4-p-toluil-1,6-diidro-pirimidina-5-carbonitrila (0,35 mmol, 1 eq), e 0,014 g de
hidroxido de sddio (0,35 mmol, 1 eq). Em seguida foram adicionados 30 mL de etanol e o
erlenmeyer foi levado a uma chapa onde foi mantido a uma temperatura de 50 °C, sob
agitacdo durante 30 minutos com a finalidade de solubilizar toda a amostra. Apds este
periodo, o contéudo foi transferido para um baldo de fundo redondo e levado para o
rotaevaporador para evaporacdo do solvente. A amostra foi ainda séca em bomba de alto

vacuo para completa secagem.

Sal sodico do 6-o0xo-2-fenil-4-p-toluil-1,6-diidro-pirimidina-5-carbonitrila (107): Solido
branco; Rendimento: quantitativo; RMN de *H (D,0, 400 MHz) & (ppm): 2,31 (s, 3H, CHs);
7,28 (d, 2H, J 8,0 Hz, Harom), 7,39-7,46 (m, 3H, Harom); 7,66 (d, 2H, J 8,0 Hz, Harom); 8,00 (d,
2H, J 8,0 Hz, Harom). 1.V. (pastilha de KBr) vma/cm™: 3523 (vnn); 2198 (veen); 1546 (Ve=o);
1497 (ve=n).
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6.4 Testes de atividade antinociceptiva
Animais

Na avaliacdo da toxicidade aguda e da atividade analgésica foram utilizados
camundongos Swiss/Webster machos, pesando 30 £ 5 g. Os animais foram mantidos sob
condigdes controladas de iluminagdo (ciclo 12 h claro/escuro) e de temperatura (23 £ 2 °C)
recebendo &gua e dieta (Labina®, Purina, Brasil) ad libitum. Os protocolos experimentais
foram aprovados pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal da Universidade Federal
de Pernambuco (Processo n ° 015683/2005-34) e estdo de acordo com as normas estabelecidas
pelo Colégio Brasileiro para Experimentacdo Animal e pelo National Institute of Health
Guide for Care and Use of Laboratory Animals.

Testes com inducéo da nocicepc¢ao pelo acido acético

O modelo de contor¢gdes abdominais foi utilizado para avaliar a atividade anti-
nociceptiva®®. As contorcdes abdominais (contracdes da parede abdominal seguidas de
tor¢cdes do tronco e extensdao dos membros posteriores) foram induzidas por uma solucéo de
acido acetico a 0,8 % (1 mL/kg, via intraperitoneal) e registradas durante 30 minutos. Foram
utilizados grupos contendo seis animais cada, sendo um grupo destinado ao controle negativo
(animais receberam apenas veiculo), outro destinado ao grupo controle positivo (animais
receberam indometacina) e o0s demais para as drogas-teste. As drogas-teste foram
administradas na dose de 50 mg/kg de peso. Nos experimentos antinociceptivos com
administragdo intraperitoneal, as drogas e o veiculo foram administrados 15 minutos antes da
administracdo do acido acético. O grupo referéncia (controle positivo) recebeu indometacina
por via oral (na dose de 10 mg/kg) 60 minutos antes da administracdo do &cido acético. Ja no
experimento antinociceptivo para a avaliacdo da atividade do sal sédico de 59c por via oral
(por gavagem), a solucdo contendo a droga-teste foi administrada 60 minutos antes da
administracdo do acido acético. Os resultados foram expressos como percentual de inibicdo
em relacdo ao grupo controle negativo. A diferenca estatistica entre os grupos foi verificada
através da analise de variancia (ANOVA), seguida do teste de Newman-Keuls. A

significancia estatistica para estes testes foi de 95% de confianca.
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Testes com indugéo da nocicepgao pela formalina

8990 s animais também foram

Para o teste de antinocicepg¢édo induzido pela formalina
divididos em grupo de seis camundongos cada, sendo um grupo destinado ao controle
negativo (animais receberam apenas veiculo), outro destinado ao grupo controle positivo
(animais receberam sulfato de morfina a 2,5 mg/kg) e os demais grupos destinados para as
drogas-teste. As drogas-teste foram administradas na dose de 50 mg/kg de peso. Os
camundongos receberam uma injecao de 20 pL de formalina (2,5%, v/v) na regido subplantar
direita. Imediatamente apds a injecdo, o tempo em que o animal passou lambendo ou
mordendo a pata injetada foi registrado. A resposta nociceptiva foi registrada nos primeiros
cinco minutos (primeira fase, dor neurogénica) e no intervalo entre 15 e 30 minutos (segunda
fase, dor inflamatdria) apds injecdo de formalina. Analogamente ao teste anterior, Os animais
foram pré-tratados com 59c, 59f (50mg/kg) ou veiculo (grupo controle negativo) 60 minutos
antes da injecdo de formalina por via oral (por gavagem). O sulfato de morfina (2,5 mg/kg,
via subcutdnea) foi administrado 45 minutos antes da indugdo da nocicepcédo. Os resultados
foram expressos como percentual de inibicdo em relacdo ao grupo controle negativo. A
diferenca estatistica entre os grupos foi verificada através da analise de variancia (ANOVA),
seguida do teste de Newman-Keuls. A significancia estatistica para estes testes foi de 95% de
confianca.
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ANEXOS

Anexo 1- Espectros de infravermelho das substancias 59a e 59b.
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Anexo 2- Espectros de infravermelho das substancias 59c e 59d.
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Anexo 3- Espectros de infravermelho das substancias 59e e 59f.
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Anexo 4- Espectros de infravermelho das substancias 599 e 59h.
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Anexo 5- Espectros de infravermelho das substancias 59i e 59j.
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Anexo 6- Espectros de infravermelho das substéancias 60a, 60b.
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Anexo 7- Espectros de infravermelho das substéancias 60c, 60d.
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Anexo 8- Espectros de infravermelho das substéancias 60e, 60f.
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Anexo 9- Espectros de infravermelho das substancias 60g, 60i, 60j.
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Anexo 10: Espectro de RMN de *H (DMSO, 400 MHz) das substancias 59a e 59b.
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Anexo 11: Espectro de RMN de *H (DMSO, 400 MHz) das substancias 59c e 59d.
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Anexo 12: Espectro de RMN de *H (DMSO, 400 MHz) das substancias 59e e 59f.
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Anexo 13: Espectro de RMN de *H (DMSO, 400 MHz) das substancias 59g e 59h.

salScaleFacior = 1

=§ Q
. i NC‘ NH
| Il "‘“'Sg _
92 N
éiﬁ} 8
Sl |
28
]
n‘rﬁ

L

0.060.05 0.090.05 0.09
W Uou

1 10 ] & T8 o= 4 3

Espectro de RMN de *H (DMSO, 400 MHz) da substancia 59g.

B05_31 VerticalScaleFactor = 1 & g
qgm g
3o
He
— e )| o
g 3 B NC NH
| | { ] |
i) g N)\©
L =
' & ﬁ g o
" L
v Y | NO, 2
. =

T
-

g T

-

T uh

004 0.4 0.0500E00040.12

| — Sy oy 6 [y |
16 15 1:1 j 1‘1 1‘2 11 i0 j IQ B T j ﬁl j 5‘ j 1‘1 j :Ii- ' I2 j 1I j EI

Chemical Shift (ppen)

Espectro de RMN de *H (DMSO, 400 MHz) da substancia 59h.



Anexo 14: Espectro de RMN de *H (DMSO, 400 MHz) das substancias 59i e 59j.
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Anexo 15: Espectro de RMN de *H (DMSO, 400 MHz) das substancias 60a e 60b.
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Anexo 16: Espectro de RMN de *H (DMSO, 400 MHz) das substancias 60c e 60d.
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Anexo 17: Espectro de RMN de *H (DMSO, 400 MHz) das substancias 60e e 60f.
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Anexo 18: Espectro de RMN de *H (DMSO, 400 MHz) das substancias 60g, 60i e 60j.
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VerticalScaleFactor = 1

Espectro de RMN de *H (DMSO, 400 MHz) da substancia 60j.
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Anexo 19: Espectro de RMN de **C (DMSO, 100 MHz) das substancias 59a, 59b, 59c.
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VerticalSecaleFactor =1

Anexo 20: Espectro de RMN de **C (DMSO, 100 MHz) das substancias 59d, 59, 59f.
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Anexo 21: Espectro de RMN de **C (DMSO, 100 MHz) das substancias 59g, 59h.
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Anexo 22: Espectro de RMN de *C (DMSO, 100 MHz) das substancias 59i, 59j.
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Anexo 23: Espectro de RMN de **C (DMSO, 100 MHz) das substancias 60a, 60b, 60c.
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Anexo 24: Espectro de RMN de **C (DMSO, 100 MHz) das substancias 60d, 60e, 60f.
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Anexo 25: Espectro de RMN de **C (DMSO, 100 MHz) das substancias 60g, 60i.
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Anexo 26: Espectro de RMN de **C (DMSO, 100 MHz) do composto 60j.
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Anexo 27: Espectro de RMN de *H (D0, 400 MHz) e espectro de Infravermelho (pastilha
KBr) da substancia 106.
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