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RESUMO

A Diabetes € um problema de salde originado por altos niveis de glicose no sangue, e
como consequéncia desse aumento, ha necessidade de uma maior acdo da via do poliol, cuja
funcéo e converter glicose a frutose, em decorréncia da alta demanda da via do poliol, surgem
0s estresses osmotico e oxidativo, levando a complicacdes secundarias tais como a nefropatia,
neuropatia e retinopatia diabética. Uma das formas de controlar o surgimento dessas
complicacdes é pelo uso de inibidores da enzima aldose redutase (AR). Neste cenério,
procurou-se desenvolver novos candidatos a inibidores da AR derivados das 2-tiopirimidin-4-
onas, como também avaliar a inibicdo perante a AR através de um ensaio colorimétrico (in
vitro) e in silico, utilizando simulagdes de docking molecular. A partir disso, foram sintetizados
20 candidatos a inibidores dos quais 12 apresentam-se como ineditos, todos caracterizados por
ressonancia magnética nuclear (RMN) de H e *C. Os ensaios in vitro mostraram que a maioria
dos compostos possui percentual de inibicdo perante a AR acima de 74% numa concentracao
de 50 pM. Além disto, o derivado acido 2-[(5-ciano-6-oxo-4-fenil-1,6-diidropirimidin-2-
il)tio]acético, exibiu uma Clso de 8,0 uM, comparando-se ao acido [3-(3-nitrofenil)-1,2,4-
oxadiazol-5-il]butanodico (Clso = 2,4 pM), conhecido inibidor da AR. Adicionalmente, as
simulacdes de docking molecular confirmaram as interagdes dos candidatos nos residuos do
sitio catalitico da AR, e trouxeram perspectivas para a descoberta de novos compostos-protétipo

baseados em 2-tiopirimidin-4-onas.

Palavras-chave: 2-Tiopirimidin-4-onas. Aldose redutase. Diabetes. Docking molecular.



ABSTRACT

Diabetes is a health problem developed by high blood sugar levels, and as a result, the
polyol pathway is increased, it's function is to convert glucose to fructose, due to the high
demand of the polyol pathway, osmotic and oxidative stresses arise, leading to secondary
complications such as nephropathy, neuropathy and diabetic retinopathy. One way to control
these complications is using inhibitors against the enzyme aldose reductase (AR). In this
scenario, we attempted to develop new compounds derived from 2-thiopyrimidin-4-ones that
act as AR inhibitors. In addition, to evaluate the AR inhibition by the proposed compounds, in
vitro (colorimetric assay) and in silico (molecular docking simulations) methods were used.
Therefore, 20 compounds were synthesized, in which 12 are unpublished, all characterized by
'H and *3C nuclear magnetic resonance (NMR). The in vitro assays showed that most of the
compounds exhibited inhibition percentage of, at least, 74% at 50 uM. the 2-[(5-cyano-6-0xo-
4-phenyl-1,6-dihydropyrimidin-2-yl)thio] acetic acid derivative exhibited an 1Csp = 8.0 pM,
which can be compared to 3-(3-nitrophenyl) -1,2,4-oxadiazol-5-yl] butanoic acid (ICso = 2.4
HMM), a known AR inhibitor. Additionally, the molecular docking simulations confirmed the
interactions between the compounds and AR catalytic site and brought perspectives for the

discovery of new prototype compounds based on 2-thiopyrimidin-4-ones.

Keywords: 2-Thiopyrimidin-4-ones. Aldose reductase. Diabetes. Docking molecular.
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1 INTRODUCAO E REVISAO DA LITERATURA
1.1  Aenzima Aldose Redutase (AR)

A aldose redutase (AR) (E.C. 1.1.1.21) (Figura 1) é uma enzima monomerica
pertencente a superfamilia das aldo-ceto redutases, e possui uma estrutura tridimensional
associada a um barril, devido ao seu motivo estrutural do tipo -a-barril (RAMANA, 2011). A
funcdo priméaria da AR € atuar na reducdo de glicose a sorbitol (HERS, 1956), que consiste no
primeiro passo da via do poliol. Durante a conversdo do substrato (aldeido) ao produto (&lcool),
a enzima necessita do seu cofator nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADPH), que
participa como doador de hidreto, sofrendo entdo oxidacdo (BROWNLEE et al., 2016; KIRK,
1969; SINGH GREWAL et al., 2015).

Figura 1. Estrutura cristalografica da enzima aldose redutase (rosa), seu cofator NADPH (carbonos

em laranja), disponivel no banco de dados de proteinas com o cddigo PDB 3DNS5.

Fonte: A autora (2020); extraido de EISENMANN et al., 2009;

A AR é uma enzima citosolica cuja principal funcédo é catalisar a reducdo de aldeidos

toxicos produzidos por espécies reativas de oxigénio em alcoois ndo-reativos (BROWNLEE et
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al., 2016). Além disso, a AR é uma enzima ubiqua; encontra-se presente em diversos 6rgaos,
desempenhando fungdes que vao além da via do poliol e da desintoxicacéo de aldeidos, atuando
no metabolismo de catecolaminas, esteroides, entre outros substratos (RAMANA, 2011,
SINGH GREWAL et al., 2015). Muitos trabalhos comprovam que a a¢do da enzima AR em
pacientes hiperglicémicos estd associada com as complicacdes causadas pelo diabetes
(BROWNLEE et al., 2016; RAMANA, 2011; SINGH GREWAL et al., 2015; TANG;
MARTIN; HWA, 2012). Mas, de que forma se d& o desenvolvimento dessas patologias

diabéticas, e como podem ser tratadas ou ainda amenizadas?

1.2 Patologias relacionadas a enzima AR

Nos mamiferos, a concentracdo de glicose considerada normal varia entre 3,8 e 6,1
mmol/L) (TANG et al., 2012). Nestas condigdes, a glicose presente nas celulas & metabolizada
na via glicolitica e posteriormente no ciclo de Krebs para producdo de energia em forma de
ATP (NELSON; COX, 2004). Apenas uma porcentagem residual de glicose, em torno de 3%,
ndo participa da via glicolitica e, portanto, é metabolizada na via do poliol (MORRISON et al.,
1970). Contudo, em situacdes de hiperglicemia, quando a concentracdo de glicose celular é
maior que 7 mmol/L, hd um aumento na demanda da via do poliol para consumir esta glicose
residual. Estima-se que este aumento pode chegar a 30%, ou seja, uma quantidade dez vezes
maior de glicose passa a ser metabolizada pela via do poliol no paciente hiperglicémico em
relacdo ao paciente normoglicémico (RAMANA, 2011; TANG et al., 2012).

A via do poliol tem como principal fungéo a conversao de glicose a frutose, e nesta via
estdo envolvidas as enzimas: aldose redutase (AR), responsavel pela primeira parte da via do
poliol, a reducdo de glicose a sorbitol; e a sorbitol desidrogenase (SDH), responsavel pela
segunda parte da via do poliol, em que ha a oxidacédo do sorbitol a frutose (BROWNLEE et al.,
2016; SINGH GREWAL et al., 2015) (Figura 2).

Durante a atividade da AR, a enzima utiliza em alta demanda o seu cofator NADPH.
No entanto, o NADPH também é utilizado na producédo de um importante agente antioxidante
enddgeno: a glutationa. Com isso, 0 uso em excesso do NADPH pela AR, resulta numa baixa
disponibilidade de NADPH para outras enzimas, como a glutationa redutase (GR), resultando
em um aumento do estresse oxidativo nas células (BROWNLEE et al., 2016; RAMANA, 2011,
SINGH GREWAL et al., 2015).

Um outro problema causado pelo aumento da atividade da via do poliol é relacionado

ao produto da primeira etapa, o sorbitol. O sorbitol, por ser um poliol, é altamente hidrofilico,
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néo se difundindo rapidamente pelas membranas celulares e se acumulando nos tecidos, o que
provoca desequilibrio idnico e leva ao estresse osmético na célula (RAMANA, 2011; SINGH
GREWAL et al., 2015). O acumulo de sorbitol causado pelo aumento da atividade da AR na
retina, nervos ciaticos e rins resulta em retinopatia, neuropatia e nefropatia, respectivamente, e

essas condigdes estdo quase sempre associadas ao diabetes (SINGH GREWAL et al., 2015).

Figura 2. Papel da AR na via do poliol e complicagdes relacionadas ao diabetes. A AR reduz aldeidos
toxicos produzidos por espécies reativas de oxigénio (EROs) em alcoois inativos. O excesso de glicose
ativa faz a AR reduzi-la em sorbitol e 0 acimulo de sorbitol leva ao estresse osmoético nas células. A

diminui¢do dos niveis de NADPH aumenta o estresse oxidativo celular.

C EROs
Aldeidos Téxicos ——

— Alcoois inativos

Aldose Redutase OH
H-TOH HO--H
HO-+H = HOH SbH _ H-oOH
H—+—OH H-TOH /\ H-TOH
H=OH HTOH  NAD*  NADH OH

OH OH
Glicose NADPH NADP* Sorbitol Frutose
GR

Estresse
Osmotlco
GSSG
NADPH |
Estresse Oxidativo

Fonte: A autora (2020); adaptada de: (BROWNLEE et al., 2016; SINGH GREWAL et al., 2015)

As complicacdes diabéticas ocorrem principalmente quando os niveis de agucar ndo
estdo sendo controlados por um longo periodo. Com isso, lesBes em vasos e nervos podem levar
as seguintes condicdes:

e Nefropatia diabética: é a principal causa de mortalidade entre as complicacbes
diabéticas, tanto nos pacientes com diabetes tipo 1, quanto em pacientes acometidos
com o tipo 2 (BROWNLEE et al., 2016; SINGH GREWAL et al., 2015). Ocorre devido
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a alteragBes nos vasos sanguineos dos rins, o que leva a insuficiéncia renal, que pode
ser detectada pela presenca de proteina na urina do paciente e que pode progredir até
completa paralisacdo do 6rgao (MURUSSI et al., 2003).

e Neuropatia diabética: é uma complicacdo que afeta os pacientes a longo prazo
(BROWNLEE et al., 2016). E causada por alteracdes nos nervos que levam a perda de
sensibilidade nos membros do corpo, como é o caso do pé diabético, caracterizado pela
presenca de feridas e perda de sensibilidade, podendo levar a amputacédo em casos mais
graves (SACCO et al., 2007).

e Retinopatia diabética: é a complicacdo gerada por lesdes nos microvasos da retina,
que levam a turbidez na visdo e, em casos mais graves, a completa cegueira (BOSCO et
al., 2005; BROWNLEE et al., 2016).

1.3  Retinopatia diabética: terapéutica atual

Dentre as complicagdes oculares ocasionadas pelo diabetes, a retinopatia diabética é
uma das complica¢des microvasculares mais comuns, liderando os casos de perda de visdo em
adultos, tanto em paises desenvolvidos, como em paises em desenvolvimento (SINGH
GREWAL et al., 2015), e podendo afetar cerca de 3 milhGes de pessoas por ano (CHELONI et
al., 2019).

A retinopatia diabética acomete o tecido da retina, membrana cuja principal funcéo € a
conversao da luz para formacéo das imagens. Todo o tecido da retina € irrigado por microvasos
que podem ser lesionados quando o individuo esta exposto a altos niveis de glicose no sangue
por um longo periodo, sem que haja tratamento direto ou controle da hiperglicemia (BOSCO et
al., 2005; BROWNLEE et al., 2016; SINGH GREWAL et al., 2015) (Figura 3a).

Para combater a retinopatia diabética, o tratamento consiste, principalmente, no controle
dos niveis de agucar na dieta e no uso de insulina ou medicamentos que diminuam os niveis de
glicose no sangue, ou seja, atraves de medidas de controle da glicemia. Alguns medicamentos,
contudo, podem ser utilizados com o propdsito de prevenir a retinopatia per se, como é 0 caso
do &cido acetil salicilico (BOSCO et al., 2005), de antioxidantes como a vitamina E (HAMMES
et al., 1997), inibidores da AR (SINGH GREWAL et al., 2015), inibidores da enzima
conversora de angiotensina (ECA) (PRADHAN et al., 2002) e inibidores dos receptores do
fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) (NICHOLSON et al., 2010). Além disso,

fotocoagulacéo e laserterapia também podem ser aplicados como tratamento para estagios mais

graves, evitando a perda de viséo (BOSCO et al., 2005).
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Sorbinil (ROBISON et al., 1983), Zenarestat (SINGH GREWAL et al., 2015) e
Fidarestat (KATO et al., 2003) (Figura 3b) sdo exemplos de inibidores da AR que apresentaram
resultados promissores no combate a retinopatia diabética, mostrando a importancia na busca e
estudo de novos inibidores como forma de tratamento segura das condicGes relacionadas ao

diabetes.

Figura 3. a) Comparacdo entre a retina de um olho saudavel com a retina de um olho acometido por
retinopatia diabética. b) estruturas dos inibidores da AR: sorbinil, zenarestat e fidarestat.
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Fonte: A autora (2020)

1.4 Inibidores da aldose redutase

A acdo da AR na via do poliol é vista como o gatilho para as complicacdes diabéticas;
desta forma, inibidores da enzima AR atuam revertendo o estresse osmotico e oxidativo
ocasionado pelo aumento da ativacdo da via do poliol, e com isso se apresentam como via de
tratamento para essas patologias (SINGH GREWAL et al., 2015).
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O trabalho de revisdo de Singh Grewal e colaboradores relata o avango no
desenvolvimento dos inibidores da AR. Os inibidores da AR possuem ampla diversidade
estrutural, a saber: derivados de &cido carboxilico, imidas ciclicas, derivados de ésteres,
derivados de pirimidinonas, entre outros. (SINGH GREWAL et al., 2015). Um dos primeiros
inibidores a ser desenvolvido foi o Alrestatin (Figura 4), relatado primeiramente em 1979 por
Gabbay e colaboradores (GABBAY et al., 1979). Embora tenha apresentado resultados
promissores na inibicdo da AR e combate a catarata, 0s ensaios clinicos relataram
hepatotoxidade e seu uso foi interrompido (SINGH GREWAL et al., 2015).

Muitas moléculas continuaram a ser desenvolvidas para a inibicdo da AR, a maioria
delas apresentando em sua estrutura por¢des derivadas de &cido carboxilico. Além disso,
compostos contendo heterociclos sdo bastante encontrados nas estruturas de inibidores, como
é 0 caso de compostos naturais como os flavondides (VARMA et al., 1976) e compostos
contendo anéis de oxadiazois (KRAEMER et al., 2004), pirimidinonas (OGAWVA et al.,
1993a), furano (EISENMANN et al., 2009), tiofeno (EISENMANN et al., 2009), entre outros
(ver Figura 4).

Figura 4. Exemplos de inibidores da AR.
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Fonte: A autora (2020) adaptado de (EISENMANN et al., 2009; SINGH GREWAL et al., 2015)

Muitas dessas moléculas relatadas levaram a resultados promissores em testes, como é
0 caso do Epalrestat (RAMIREZ et al., 2008; SINGH GREWAL et al., 2015). Utilizado
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principalmente para o tratamento de neuropatia diabética no Japdo, China e india, os estudos
mostram que o Epalrestat atua diminuindo o acumulo de sorbitol nos nervos ciaticos e tecidos
oculares. Porém, seu uso leva ao surgimento de alguns efeitos colaterais que incluem o aumento
dos niveis de enzimas hepaticas e eventos gastrointestinais como nauseas e vOmitos
(RAMIREZ et al., 2008).

Para muitos desses compostos, principalmente os mais antigos, os estudos de inibicdo
da AR eram realizados por metodologia in vivo (experimento conduzido em organismo Vvivo),
como € o caso do Alrestatin (GABBAY et al., 1979), Epalrestat (RAMIREZ et al., 2008) e
alguns flavondides como a Quercitrina (VARMA et al., 1976). No caso do Alrestatin, os testes
foram realizados em pacientes diabéticos voluntarios (GABBAY et al., 1979), e no caso do
Epalrestat e flavondides, os testes foram realizados em ratos (RAMIREZ et al., 2008; VARMA;
KINOSHITA, 1976). Os ensaios in vitro (experimento conduzido fora de organismo vivo) séo
realizados principalmente através de método colorimétrico que se baseia no fato da AR catalisar
a reducdo de aldeidos utilizando o cofator NADPH acompanhada de uma diminui¢do na
absorbancia a 340 nm (EISENMANN et al., 2009; KRAEMER et al., 2004). Desse modo, em
condicdes de atuacdo normal da AR, um decréscimo ¢é observado na curva de absorcéo a 340
nm (linha azul), e para situacdes em que a AR estd em complexo com o seu inibidor, ndo se

observa decréscimo na curva (linha laranja) (Figura 5).



22

Figura 5. Reacdo genérica de atuacdo da AR sem inibidor e com o inibidor Epalrestat, e as curvas de
controles positivo (com inibidor, linha laranja) e negativo (sem inibidor, linha azul) obtidas em ensaios

in vitro.
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Fonte: extraido de manual do kit colorimétrico da BioVision Incorporated (Milpitas, CA, N° K174-100)
(www.biovision.com)

Como muitos desses compostos ndo avancaram em estudos clinicos e outros, mesmo
avancando, ainda apresentam efeitos colaterais indesejaveis, além de muitos ndo apresentarem
seletividade exclusiva para a aldose redutase (E.C. 1.1.1.21) e ligar-se a outras enzimas da
superfamilia das aldo-ceto redutases como é o caso da aldeido redutase (E.C. 1.1.1.2)(LA
MOTTA et al., 2007), com isso, a busca por novos compostos, e sobretudo estudos que
comprovem sua eficacia e seguranca a curto e longo prazo, sdo de grande interesse como

estratégia no combate as complicac6es diabéticas.

15 Pirimidinonas

Compostos contendo heterociclos pirimidinicos e seus derivados oxigenados sao
amplamente relatados devido aos seus diferentes papéis bioldgicos e terapéuticos, como em
compostos antivirais (JIN et al., 2018), antimicrobianos (MADHU SEKHAR et al., 2018;
MOHAMED et al., 2013), anti-inflamatorios (BORIK et al., 2018), antioxidantes (MOHAMED
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et al., 2013) e anticancer (AHMED et al., 2019). Além destes, também ja foram estudados
candidatos a inibidores da AR contendo anéis pirimidinicos (LA MOTTA et al., 2007;
OGAWVA et al., 1993). De forma particular neste trabalho, seréo investigados derivados das
2-tiopirimidin-4-onas, que possuem semelhanca estrutural com o anel da tiouracila (Figura 6).

Figura 6. Estrutura da 2-tiouracila
O

| NH
Vs
H
Fonte: a autora (2020)

O heterociclo pirimidinénico pode ser sintetizado através de diversas metodologias
(BROWN, 1984). Geralmente, para a preparacdo do anel, um intermediario de Michael e uma
molécula dotada de uma porgéao “urénio” (derivados da uréia) séo condensados em meio basico.
Esta reacdo resulta em um derivado aliciclico que pode ser convertido no anel da pirimidina ou
no seu derivado oxigenado, a pirimidinona (KAPPE, 2000). Esta reacao pode ser realizada via
sintese multicomponente (MCRs) (DE ANDRADE et al., 2017), que consiste em um
procedimento em que trés ou mais reagentes sdo misturados entre si para se obter um produto,
levando a melhores rendimentos globais e menores tempos de reagdo (UGI; DOMLING;
HORL, 1994).

1.6 Uso de simulagbes computacionais na descoberta de novos candidatos a farmacos

A integracdo de estratégias computacionais com as experimentos é de grande interesse
no desenvolvimento e estudos de novos candidatos a farmacos (MENG et al., 2011). As
simulacdes computacionais sdo amplamente utilizadas no planejamento de novos
medicamentos, pois oferecem a possibilidade de explorar as conformagfes que uma
determinada molécula ou ligante pode adotar perante um alvo macromolecular. Dessa forma, a
juncdo de técnicas in silico (experimento conduzido em ambito computacional através de
simulacdes) aos métodos experimentais (in vitro, in vivo) fornece um melhor entendimento de
aspectos em um nivel molecular (FERREIRA et al., 2015).

O docking molecular (DM) é uma das ferramentas computacionais mais utilizadas no
design e estudo de novos compostos candidatos a farmacos (MORRIS; LIM-WILBY, 2008). O

DM tem como principal funcdo avaliar como as pequenas moléculas (ligantes) interagem no
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sitio ativo de macromoléculas, como é o caso de proteinas e enzimas. Através do DM pode-se
avaliar os modos de ligacéo, as interacOes intermoleculares que estabilizam o complexo ligante-
receptor, e ainda predizer por meio de calculos computacionais as energias livres de ligacao,
sendo possivel comparar e categorizar a afinidade de um determinado ligante a um receptor
(FERREIRA et al., 2015; MENG et al., 2011; MORRIS; LIM-WILBY, 2008).

Os programas de DM executam duas tarefas principais na busca das conformacgdes de
ligacdo mais provaveis:

1. Explorar um grande espaco na macromolécula buscando os modos de ligacdo mais
provaveis.
2. Estimar a energia de interacdo em cada conformacéo predita.

Estes processos sdo realizados de forma ciclica através de funcdes especificas, até
convergirem a uma solugdo de minima energia (FERREIRA et al., 2015).

No passo em que se faz a busca conformacional, a molécula é submetida a mudancas
nos parametros estruturais como torcao, rotacéo e translagdo. Os algoritmos de pesquisa atuam
aplicando métodos sistematicos e estocasticos (AGRAFIOTIS et al., 2007; YURIEV et al.,
2011). O método de pesquisa sistematico atua variando gradualmente a conformacdo dos
ligantes, enquanto o algoritmo avalia o cendrio energético para cada conformacéo até chegar ao
valor minimo, que normalmente corresponde ao local mais provavel de ligagdo. Uma
desvantagem deste método é que, muitas vezes, ele pode levar a solu¢cdo de um minimo local
ao invés de um minimo global (FERREIRA et al., 2015).

O método de pesquisa estocastico, por outro lado, atua modificando a estrutura do
ligante de forma aleatéria, de modo que o algoritmo gere conjuntos de conformacdes
moleculares e preencha uma ampla faixa energética. Essa estratégia evita que o resultado caia
em um minimo local e aumenta-se a probabilidade de se encontrar o minimo global (GORELIK
et al., 2007). Exemplos bem conhecidos do método de busca estocastico sdo os: algoritmo
genético (AG) (FERREIRA et al., 2015) e o algoritmo genético Lamarckiano (AGL)
(GORELIK et al., 2007), usado comumente em programas como o AutoDock (MORRIS et al.,
1996; MORRIS et al., 2008) e Gold (JONES et al., 1997), que estdo entre os softwares de DM
mais utilizados (SOUSA et al., 2006).

No algoritmo genético aplicam-se conceitos da teoria da evolucdo e selecdo natural,
tratando cada parametro estrutural do ligante como um cromossomo. A populacao inicial de
cromossomos (gerados pelo algoritmo de pesquisa aleatoria) é avaliada e 0s cromossomos mais
adaptados, que obtiveram os menores valores de energia, sdo escolhidos como base para gerar

a préxima populacdo. Seguindo este principio de busca, a energia média do conjunto diminui,
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e uma populagdo transmite as caracteristicas mais favoraveis para a populacdo seguinte
(FERREIRA et al., 2015; JONES et al., 1997; MORRIS et al., 1996).

No quesito que trata sobre precisar a energia de ligacao para cada conformacao prevista,
os programas utilizam fungbes que avaliam a energia de interacdo do complexo ligante-
receptor, baseadas nas constantes de ligacao e energia livre de Gibbs (FERREIRA et al., 2015).
Isso se d& através do estudo de fenémenos fisico-quimicos envolvidos no processo de interagéo,
tais como: interagdes intermoleculares, efeitos entropicos e dessolvatagdo (HUANG et al.,
2010). Quanto mais variaveis estejam sendo avaliadas pelas funcbes, maior a precisdo dos
valores de energia encontrados, contudo, o custo computacional aumenta proporcionalmente
(FERREIRA et al., 2015).

Neste cenario, procurou-se integrar o0 método in vitro, baseado no ensaio colorimétrico,
aos meios in silico como a simulacdo computacional de docking molecular, com objetivo de

desenvolver novos protétipos de inibidores para a enzima aldose redutase.
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2 OBJETIVOS
2.1  Objetivo Geral

Desenvolver novas moléculas derivadas das 2-tiopirimidin-4-onas e investigar por
métodos in vitro e in silico o potencial de inibicdo dos candidatos perante a enzima aldose
redutase (AR).

2.2 Objetivos Especificos

e Sintetizar candidatos a inibidores da aldose redutase por meio da funcionalizacdo de
derivados das 2-tiopirimidin-4-onas com agrupamentos acido e éster.

e Sintetizar tiazolidinas condensadas ao anel da 2-tiopirimidin-4-ona via reacdo de
Mitsunobu.

o Realizar testes in vitro para avaliar o potencial de inibicdo dos compostos em relacao a
AR.

e Realizar simulacdes de docking molecular para avaliar os modos de ligagdo dos
compostos sintetizados perante a AR e auxiliar na descobertade novos candidatos a

farmacos.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Sintese dos candidatos a inibidores da enzima aldose redutase

Foram desenvolvidos 20 candidatos a inibidores da AR, por meio de diferentes
funcionalizacgdes no anel das 2-tiopirimidin-4-onas. A inibi¢do dos compostos perante a AR foi
avaliada através do estudo colorimétrico in vitro e por simulagdes computacionais de Docking

Molecular.

3.1.1 Sintese das 6-aril-4-0x0-2-tioxo-1,2,3,4-tetraidropirimidina-5-carbonitrilas (4a-€)

Na sintese das 6-aril-4-oxo0-2-tioxo-1,2,3,4-tetraidropirimidina-5-carbonitrilas optou-se
por uma via multicomponente, em que trés ou mais reagentes sdo unidos para formacao de um
Unico produto (UGI; DOMLING; HORL, 1994) Para isso, foram utilizados diferentes aldeidos
aromaticos (la-e), cianoacetato de etila (2) e tiouréia (3) em meio alcalino sob refluxo.

(Esquema 1)

Esquema 1. Sintese das 6-aril-4-0x0-2-tioxo-1,2,3,4-tetraidropirimidina-5-carbonitrilas (4a-e)
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H + + >
NC\)J\O/\ H,N" “NH, Etanol N/gs
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1a-e 2 3 30-62% R
4a-e
R
a:H d: F
b: CH;4 e: Cl
c: OCHj4

Fonte: A autora (2020)

Os cinco produtos (4a-e) obtidos a partir desta reacéo apresentaram rendimentos entre

30-62% e seus respectivos pontos de fusdo foram comparados aos da literatura (Tabela 1).
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Tabela 1. Dados experimentais para 0s compostos da série 4a-e.

Composto Rendimento (%) P.F. (°C) P.F. lit. (°C) Solvente de
recristalizacdo
4a 56 295-298 296-2982 DMF/Metanol/Gelo
4b 48 293-296 290-291° DMF/Metanol/Gelo
4c 50 253-256 260-261° DMF/Metanol/Gelo
4d 62 267-270 270-272¢ DMF/Metanol/Gelo
de 30 247-250 260-262° DMF/Metanol/Gelo

Fonte: A autora (2020); & (RAMIZ et al., 2011) *: (KAMBE et al., 1979b) ¢: (JADHAV et al., 2019) ¢: (CHITRE
etal., 2011)

O mecanismo da reacdo multicomponente para formacao do anel pirimidinico € descrito
por de Andrade e colaboradores (DE ANDRADE et al., 2017), em que a sintese tem seu inicio
atraves de uma reacdo de Knoevenagel entre o composto metileno-ativo (cianoacetato de etila)
e o respectivo aldeido para a formacéo do intermediario de Michael (Esquema 2). Esta etapa €
mediada por base e ha perda de dgua no processo. Na sequéncia, o intermediario de Michael
reage com a tiouréia, levando a formacéo de um novo intermediario contendo a porcao urénio.
Ocorre entdo o ataque intramolecular do par de elétrons do nitrogénio fechando assim o anel;
neste processo ha perda de etanol. Por fim, o ultimo passo envolve a oxidacdo da pirimidina,

promovida pelo oxigénio atmosférico (XAVIER et al., 2013).

Esquema 2. Mecanismo proposto para formacao das 2-tiopirimidin-4-onas.
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Fonte: A autora (2020) extraido de (DE ANDRADE et al., 2017)
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3.1.2 Sintese dos Acetatos de 2-[(4-aril-5-ciano-6-0x0-1,6-diidropirimidin-2-il)tio]etila (6a-

€)

Para funcionalizacdo das 2-tiopirimidin-4-onas com a porcdo acetato de etila, foi
necessario realizar uma série de testes buscando a melhor estratégia de sintese. Para isso, foram
testadas diferentes bases e solventes (Tabela 2). A estratégia em que se observou a formacéo
exclusiva do produto de interesse e a melhor forma de tratamento e purificagdo, foi a rota
sintética utilizando trietilamina como base e acetona como solvente, em temperatura ambiente
(Tabela 2, entrada 2). Esse método de sintese foi replicado para a funcionalizacdo nas outras
séries com a por¢do acido acético (8a-€) e com a porc¢do acido propidnico (10a-e), e também se

demonstrou eficaz para a funcionalizagdo com outros agentes alquilantes.

Tabela 2. Condicdes sintéticas testadas para funcionalizacdo das 2-tiopirimidin-4-onas, monitorando a

formagdo ou nédo do produto.

Entrada Base Solvente Condicoes Rendimento (%0)
1 K2COs DMF t.a. *
2 EtsN Acetona t.a. 55
3 Piridina Piridina t.a. 45
4 AcONa Etanol t.a. *

Fonte: A autora (2020)

*Por causa da observagao de muitos subprodutos na CCD, néo foi realizada a purificacdo e isolamento do produto.

A reacdo com o bromoacetato de etila gerou cinco produtos alquilados exclusivamente
no atomo de enxofre das 2-tiopirimidin-4-onas (Esquema 3). Embora a forma tiol ndo seja a
predominante no equilibrio, esta reacdo torna-se possivel devido ao equilibrio tautomérico
tiol/tiona que ocorre nas 2-tiopirimidin-4-onas, semelhante ao equilibrio ceto/enol
(ALLEGRETTI et al., 2004).
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Esquema 3. Sintese dos acetatos de 2-[(4-aril-5-ciano-6-0x0-1,6-diidropirimidin-2-il)tio]etila.
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Fonte: A autora (2020)

As 2-tiopirimidin-4-onas apresentam um equilibrio tautomérico entre a forma tiol (-C-
SH) e a forma tiona (-C=S), e isto ocorre devido a mobilidade do préton na porgdo urdnio
(Esquema 4). Martos-Calvente e colaboradores mostraram que o equilibrio pode ser perturbado
favorecendo um tautdmero a outro, e pode ser afetado por diversos fatores, entre eles: estado
fisico em que se encontra a pirimidinona, solvente, temperatura, pH e concentragdo (MARTOS-
CALVENTE et al., 2003). Diversas técnicas como IV, RMN e UV-vis ja comprovaram este
tipo de tautomerismo. Sabe-se que em estado solido a forma tiona é preferivel, e em fase liquida
o0 solvente desempenha papel importante na formacao dos tautdmeros tiol e tiona. Solventes
com alta constante dielétrica favorecem a forma tiona enquanto que solventes com baixa
constante dielétrica favorecem a forma tiol. Outro estudo reforca este ultimo dado, mostrando
que solventes polares (normalmente com altas constantes dielétricas) favorecem a estabilidade
da forma tiona e solventes apolares (frequentemente com baixas constantes dielétricas)
favorecem a estabilidade da forma tiol (ABD EL-FATAH et al., 2017).

Um outro fato registrado por Abd El-Fatah e colaboradores mostra que a preferéncia de
ataque nucleofilico no equilibrio prevalece na regido do enxofre em detrimento as regies dos
nitrogénios (ABD EL-FATAH et al., 2017). O enxofre € um atomo maior do que o nitrogénio
e consequentemente mais polarizavel, e portanto, possui natureza mole, enquanto o nitrogénio
possui uma natureza dura (PEARSON, 1963). Por todos esses fatores, espera-se que as
alquilacbes em 2-tiopirimidin-4-onas ocorram preferencialmente no atomo de enxofre, como

relatado nos resultados obtidos.
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Esquema 4. Equilibrio tautomérico das 2-tiopirimidin-4-onas.

0O 0]

NC NC NC
| N | NH NH

Ae — P

NH SH NH ~S N~ SH

Fonte: A autora (2020)

As 2-tiopirimidin-4-onas sintetizadas apresentaram faixa de rendimento entre 64-90% e
seus pontos de fusdo foram obtidos e comparados aos disponiveis na literatura (Tabela 3).

Tabela 3. Dados experimentais dos compostos 6a-e.

Composto Rendimento (%) P.F. (°C) P.F. lit. (°C) Solvente de
recristalizacdo
6a 80 232-234 2407 Acetona/Hexano
6b 90 230 (dec) 2152 Acetona/Hexano
6c 83 194-196 2007 Acetona/Hexano
6d 70 228-230 N&o relatado  Acetona/Hexano
6e 64 215 (dec) 180P Acetona/Hexano

Fonte: A autora (2020) %(KHALIL; HAFEZ; AHMED, 1989) ®:(GALAL et al., 2018)

Para todos os 5 compostos sintetizados nesta série, foram adquiridos os espectros de
RMN de *H e *3C. Os espectros apresentados e discutidos a seguir para 0 composto 6a podem

ser extrapolados para os demais compostos desta série, disponiveis no apéndice.

No espectro de RMN de *H para a substancia 6a, observa-se um tripleto em 1,09 ppm,
e um quarteto em 4,06 ppm pertencentes aos hidrogénios da porcao terminal etila do éster,
ambos possuem constantes de acoplamento J = 7,1 Hz (Figura 7). Em 4,12 ppm, encontra-se 0
simpleto referente aos dois hidrogénios metilénicos préximos ao enxofre. Por fim, na regido

entre 7,54 — 7,91 ppm, encontram-se 0s multipletos referentes ao anel aromatico.



Figura 7. Espectro de RMN de *H (DMSO-ds, 400 MHz) de 6a
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No espectro de RMN de *C para o composto 6a (Figura 8) encontram-se mais

informacdes do anel pirimidinico em comparacio ao RMN de H. O pico em 13,8 ppm é

referente ao carbono do grupo metila ao final da cadeia alifatica. Em 32,9 e 61,3 ppm,

encontram-se 0s sinais referentes ao carbonos metilénicos da cadeia alifatica, ligados

diretamente ao enxofre e ao oxigénio, respectivamente. Os picos em 93,1 e 115,7 ppm séo

referentes ao carbono Cs do anel pirimidinico e a ao carbono da nitrila, respectivamente. Na

regido entre 128,5 a 135,0 ppm observam-se quatro picos relacionados aos seis carbonos do

anel aromatico, em que dois dos picos apresentam maior intensidade, pois, estdo atribuidos a

dois carbonos cada. Os picos em 161,0; 165,2; 167,0 ppm séo relativos aos demais carbonos do

anel pimidinico C2, C4 e Cs e, por fim, em 168,0 ppm observa-se o pico referente a carbonila do

éster.



Figura 8. Espectro de RMN de **C (DMSO-ds, 101 MHz) de 6a.
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3.1.3 Sintese dos Acidos 2-[(4-aril-5-ciano-6-0x0-1,6-diidropirimidin-2-il)tio]acéticos (8a-e)

A funcionalizacdo das 2-tiopirimidin-4-onas com o acido bromoacético, seguiu a rota

sintética utilizando a trietilamina como base e acetona como solvente, com procedimento de

preparacdo a andloga a série 6a-e. (Esquema 5)
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Esquema 5. Sintese dos &cidos 2-[(4-aril-5-ciano-6-0x0-1,6-diidropirimidin-2-il)tio]acéticos.

| NH o) EtsN | NH
+ _—
B OH
N/)\SH r OH Acetona N/)\SAH/
t.a. e)
R 48-65% R
4a-e 7 8a-e
R

a:H d: F

b:CH,; e:Cl

c: OCHj;

Fonte: A autora (2020)

Os cincos produtos (8a-e) sintetizados apresentaram faixa de rendimento entre 48-65%
e seus pontos de fusdo foram obtidos e comparados aos disponiveis na literatura (Tabela 4).

Tabela 4. Dados experimentais dos compostos 8a-e.

Composto Rendimento (%) P.F. (°C) P.F. lit. (°C) Solvente de
recristalizacdo
8a 52 218-220 2187 Metanol/Gelo
8b 60 228-230 Inédito Metanol/Gelo
8c 48 197-200 208-210° Metanol/Gelo
8d 60 202-205 Inédito Metanol/Gelo
8e 65 230 (dec) Inédito Metanol/Gelo

Fonte: A autora (2020); % (HUSSAIN et al., 1987) *: (ABDEL-MEGID, et al., 2009)

Para todos 0s 5 compostos sintetizados nesta série, foram feitos os espectros de RMN
de 'H e 13C, em que os espectros apresentados e discutidos a seguir para 0 composto 8a podem

ser extrapolados para os demais compostos da série, disponiveis no apéndice.

No espectro de RMN de H para a substincia 8a, observam-se ao todo trés picos
referentes a amostra (Figura 9). Um simpleto em 4,05 ppm referente aos hidrogénios do carbono
metilénico, e os picos referentes aos hidrogénios aromaticos na regido entre 7,53 — 7,95 ppm.
Em 5,72 ppm apresenta-se um sinal extra referente a contaminacéo do solvente em que foi feita

a analise, com diclorometano, sendo também possivel observar um pico no espectro de RMN
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de 3C no mesmo deslocamento do carbono do diclorometano (GOTTLIEB; KOTLYAR,;

NUDELMAN, 1997).

Figura 9. Espectro de RMN de *H (DMSO-ds, 400 MHz) de 8a.

-—5.72

- 4.05

o SN
A
‘ NH
N)\ OH
S/ﬁ(
o
CH,
\V N\ i//
1! )
e CH,Cl,
HAr l:lAr
80 79 78 77 76 75
1 (ppm)
DMSO-d;
J A 1
<

T T T T T T T T T
125 12,0 115 11.0 105 10.0 95 9.0 8.5

T T T
7.5 7.0

24 1.00=

6.5
f1 (ppm)

Fonte: A autora (2020)

6.0

5.5

No espectro de RMN de 3C para o composto 8a, observa-se um pico em 33,3 ppm

referente ao carbono metilénico da cadeia alifatica (Figura 10). Em 93,2 e 1159 ppm

encontram-se os picos referentes ao carbono Cs do anel pirimidinico e a ao carbono da nitrila,

respectivamente. Na regido entre 128,7 e 135,1 ppm, observam-se quatro picos relacionados

aos seis carbonos do anel aromatico, em que dois picos apresentam maior intensidade, pois,

estdo atribuidos a dois carbonos cada. Os picos em 161,2; 165,5 e 167,2 ppm pertencem aos

carbonos do anel pimidinico Cz, Cs e Ce. Em 169,3 ppm encontra-se o pico referente ao carbono

da carboxila.
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Figura 10. Espectro de RMN de *C (DMSO-ds, 101 MHz) de 8a.
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3.1.4 Sintese dos &cidos 3-[(4-aril-5-ciano-6-0x0-1,6-diidropirimidin-2-il)tio] propandicos

(10a-e)

Assim como para as séries 6a-e e 8a-e, a funcionalizacdo das 2-tiopirimidin-4-onas com

0 acido bromopropibnico, foi realizada utilizando trietilamina como base e acetona como

solvente, em temperatura ambiente, resultando nos cinco produtos 10a-e (Esquema 6)
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Esquema 6. Sintese dos &cidos 3-[(4-aril-5-ciano-6-0x0-1,6-diidropirimidin-2-il)tio] propandicos.

0 0
NC NC
| NH 0 EtsN | NH o)
+ —_—
NASH Br/\)J\OH Acetona N/)\S/\)J\OH
t.a.
R 45-75% R
4a-e 9 10a-e
R
a:H d: F
b: CH; e:Cl
c: OCHj3

Fonte: A autora (2020)

Os cinco produtos obtidos apresentaram faixa de rendimento entre 45-75% e seus
respectivos pontos de fusdo foram determinados (Tabela 5). Todos os compostos da série 10a-

e sdo inéditos.

Tabela 5. Dados experimentais dos compostos 10a-e.

Composto Rendimento (%) P.F. (°C) Solvente de

recristalizacdo

10a 45 240 (dec) Metanol/Gelo
10b 58 220-223 Metanol/Gelo
10c 75 205-208 Metanol/Gelo
10d 64 218-220 Metanol/Gelo
10e 45 210-212 Metanol/Gelo

Fonte: A autora (2020)

Para todos os 5 compostos sintetizados nesta serie, foi realizada a caracterizacao por
RMN de *H e 13C, em que os espectros apresentados e discutidos a seguir para o composto 10a,
podem ser extrapolados para os demais compostos da série, cujos espectros encontram-se

disponiveis no apéndice.

No espectro de RMN de *H para o composto 10a, encontram-se dois tripletos em 2,75
e 3,39 ppm que apresentam uma constante de acoplamento igual a 6,7 Hz, referentes aos
hidrogénios dos carbonos metilénicos (Figura 11). E naregido entre 7,54 — 7,95 ppm observam-
se os picos referentes aos hidrogénios aromaticos. Na regido em 12,73 ppm encontra-se uma

regido de pico alargado que pode ser atrelada ao hidrogénio da hidroxila do acido ou ao
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hidrogénio ligado ao nitrogénio N3 o anel pirimidinico, ndo se tem essa confirmagdo. Esta

validacéo seré realizada em experimentos futuros.

Figura 11. Espectro de RMN de *H (DMSO-ds, 400 MHz) de 10a.
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No espectro de RMN de **C para o composto 10a (Figura 12), observam-se dois picos
nas regioes em 25,8 e 33,5 ppm referentes aos carbonos metilénicos da cadeia alifatica. Em
93,1 e 115,9 ppm encontram-se 0s picos referentes ao carbono Cs do anel pirimidinico e a ao
carbono da nitrila, respectivamente. Na regido entre 128,6 a 135,3 ppm observam-se quatro
picos relacionados aos seis carbonos do anel aromatico, em que dois dos picos apresentam
maior intensidade, pois, estdo atribuidos a dois carbonos cada. Os picos em 161,1; 165,8; 167,2
ppm pertencem aos carbonos do anel pimidinico Cz, C4 e Cg, respectivamente. Por fim, em 172,7

ppm encontra-se o pico referente ao carbono do grupo acido carboxilico.
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Figura 12. Espectro de RMN de **C (DMSO-ds, 101 MHz) de 10a.
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3.1.5 Sintese das 2-[(2-hidroxietil)tio]-4-aril-6-0x0-1,6-diidropirimidina-5-carbonitrilas

(12a-e)

A funcionalizacdo das 2-tiopirimidin-4-onas com a porc¢éo alcool é uma condicéo para
a realizacdo da reacdo de Mitsunobu (Esquema 7). As reacdes entre as 2-tiopirimidin-4-onas e
0 bromoetanol foram conduzidas em meio alcalino, utilizando carbonato de potassio como base
e DMF como solvente, para estes produtos a metodologia utilizando trietilamina e acetona
também foi testada, demonstrando-se eficaz para esta funcionalizacdo. Os cinco produtos nesta
série foram purificados por recristalizacdo em uma mistura de metanol/gelo, e foram relatados

e caracterizados em trabalhos prévios de nosso grupo de pesquisa (FEITOSA, 2020).
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Esquema 7. Sintese das 2-[(2-hidroxietil)tio]-4-aril-6-oxo-1,6-diidropirimidina-5-carbonitrilas.

o) o)
NC NC
| NH Br KoCO3 | NH
+ ~ N —_—
OH H
N/)\SH DMF N/)\S/\/O
TA.
R 45-85% R
4a-e 11 12a-e
R
a: H d: F
b:CH; e:Cl
C: OCH3

Fonte: A autora (2020)

3.1.6 Hibridizagdo molecular via Reagdo de Mitsunobu: sintese das 7-aril-5-0x0-2,3-diidro-
5H-tiazolo[3,2-a]pirimidina-6-carbonitrilas (13a-e)

A estratégia utilizada para a sintese dos compostos da série 13a-e, os hibridos contendo
ambos os anéis de pirimidinona e tiazolidina, foi a reacdo de Mitsunobu, que consiste na
conversao de alcoois primarios ou secundarios a uma diversidade de grupos funcionais, como:
estéres, eteres, amidas, lactonas, lactamas, entre outros (Esquema 8). A reacdo de Mitsunobu
ocorre mediada pela combinacdo redox de azodicarboxilatos, como o azodicarboxilato de
dietilo (DEAD) ou azodicarboxilato de diisopropilo (DIAD) e trifenilfosfina (PPhs). Dentre as
reacdes possiveis utilizando a estratégia descoberta por Oyo Mitsunobu, a reagédo para formacéo
dos compostos 13a-e consiste em uma reacdo intramolecular para formacdo de uma nova
ligacdo carbono nitrogénio, levando a formacdo de um anel de 5 membros condensado ao anel
pirimidinico (HUGHES, 1996).
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Esquema 8. Sintese das 7-Aril-5-0x0-2,3-diidro-5H-tiazolo[3,2-a]pirimidina-6-carbonitrilas.

PPhs,
NC NH DIAD ou DEAD NC N”

DMF seco, 100 °C N
R atmosfera inerte R
12a-e 56-85% 13a-e

R
a:H d: F
b:CH;  e:Cl
c: OCH;,

Fonte: A autora (2020)

Seguindo o mecanismo genérico da reacdo de Mitsunobu (HUGHES, 1996), foi
proposto 0 mecanismo mais provavel para a formacdo do composto 13a (Esquema 9). Na
primeira etapa, ocorre a reacao entre a trifenilfosfina e o azodicarboxilato (DEAD ou DIAD)
para formac&o do zwitterion, que € posteriormente protonado para formacéao do sal de fosfonio.
Na segunda etapa, ha a ativacdo do alcool a medida que trifenilfosfina é transferida para este,
gerando como subproduto a hidrazina reduzida. Como Ultima etapa, a reacdo intramolecular
ocorre pelo ataque do nitrogénio desprotonado ao carbono adjacente ao grupo de saida, levando

a formacédo do composto 13a e o 0xido de fosfonio.

Esquema 9. Mecanismo proposto para a formagéo do composto 13a.
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O composto 13a foi primeiramente sintetizado por Vlietinck e colaboradores (RAM;
VANDEN BERGHE; VLIETINCK, 1987), cuja estratégia utilizada pelos autores consistia na
reacdo das 2-tiopirimidin-4-onas com o dicloroetano mediada por carbonato de potassio em
DMF. Mesmo tendo essa rota como alternativa a reacdo de Mitsunobu, optou-se por seguir a
via de Mitsunobu uma vez que as condi¢fes de sintese sdo mais brandas, e a formacdo de
subprodutos € mais controlada, ja que, em tese, as 2-tiopirimidin-4-onas poderiam ser
alquiladas no N1, N3, oxigénio exociclico da porcéo lactama ligado a C4 e no 4&tomo de enxofre
exociclico ligado em Co.

Por meio da estratégia de Mitsunobu, foram sintetizados 5 novos produtos com
rendimentos que variaram entre 56-85% e seus respectivos pontos de fusdo foram obtidos e
comparados, quando possivel, aos dados da literatura (Tabela 6).

Tabela 6. Dados experimentais dos compostos 13a-e.

Composto Rendimento (%) P.F. (°C) P.F. lit. (°C)
13a 85 148-150 1702
13b 60 233-235 Inédito
13c 56 233-235 Inédito
13d 78 228-230 Inédito
13e S7 244-247 248P

Fonte: A autora (2020); * (VLIETINCK, 1984) ®: (RAM; VANDEN BERGHE; VLIETINCK, 1987)

Os compostos obtidos pela reacdo de Mitsunobu foram caracterizados via
espectroscopia no RMN de *H e 1*C. Os espectros apresentados e discutidos a seguir sdo para o
composto 13b e podem ser extrapolados para os demais compostos da série, cujos espectros
encontram-se disponiveis no apéndice. O composto candnico (sem grupos substituintes no anel
aromatico) foi discutido ao longo deste trabalho para as demais séries, entretanto, os espectros
obtidos para 0 composto 13a apresentaram picos residuais dos solventes de recristalizacao, e
ndo houve possibilidade de se repetir as medidas espectroscopicas antes da finalizacdo deste
trabalho. Com isso, de forma particular para a esta série, serdo discutidos os espectros para o

composto 13b.

No espectro de RMN de *H para o composto 13b, encontra-se um simpleto em 2,39 ppm
referente ao substituinte metila do anel aromaético (Figura 13). Em 3,63 e 4,46 ppm observam-
se dois tripletos referentes aos hidrogénios dos carbonos metilénicos da tiazolidina, e ambos

possuem constante de acoplamento igual a 8,0 Hz. Entre 7,36-7,80 encontram-se 0s dupletos
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referentes aos hidrogénios do anel aromético, com constante de acoplamento de 8,0 Hz para

ambos.

Figura 13. Espectro de RMN de *H (DMSO-ds, 400 MHz) de 13b.
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Um questionamento poderia ser levantado: a ciclizacdo foi realmente efetivada, uma
vez que os sinais de RMN obtidos para o composto aberto (12b) quanto para ele fechado (13b)
seriam teoricamente 0os mesmos? Para responder a esta pergunta, foi feita uma comparagéo
entre 0s espectros dos compostos 12b e 13b e observa-se uma mudanca de deslocamento
quimico dos hidrogénios dos carbonos metilénicos de 3,34 e 3,68 ppm no composto aberto para
3,63 e 4,46 ppm no composto fechado em tiazolidina (Figura 14). Uma confirmacdo mais eficaz
seria 0 espectro de infravermelho, em que seria possivel visualizar a auséncia da banda referente
ao grupo OH do composto de partida (12b), como também pode-se avaliar a banda da amida
presente na pirimidinona, entretanto, por motivos de forca maior, ndo foi possivel realizar esta

analise até o presente momento.
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Figura 14. Espectros de RMN de *H (DMSO-ds, 400 MHz) para os compostos 13b e 12b para fins de
comparagao.
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Fonte: A autora (2020)

No espectro de RMN de *C para o composto 13b (Figura 15), observa-se um pico em
21,1 ppm referente ao carbono do substituinte metila do anel aromatico. Em seguida, em 26,8
e 49,4 ppm encontram-se o0s picos referentes aos carbonos metilénicos da tiazolidina. De forma
semelhante, no espectro de RMN de *3C, as alteragGes de deslocamento quimico mencionadas
para 0s compostos 12b e 13b também sdo observadas, uma vez que 0s picos referentes aos
carbonos metilénicos da cadeia alquilica encontram-se em 33,3 e 59,3 ppm no espectro do
composto 12b, sendo mais desblindados do que no produto 13b. Em 92,0 e 116,0 ppm
encontram-se os picos referentes ao carbono Cs do anel pirimidinico e a ao carbono da nitrila,
respectivamente. Na regido entre 128,6 e 142,2 ppm observam-se quatro picos relacionados aos
seis carbonos do anel aromatico, em que dois dos picos apresentam maior intensidade, pois,
estdo atribuidos a dois carbonos cada. Os picos em 158,6; 168,1; 170,1 ppm pertencem aos

carbonos do anel pimidinico Cz, C4 e Cs, respectivamente.
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Figura 15. Espectro de RMN de **C (DMSO-ds, 101 MHz) de 13b.
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3.2 Ensaios in vitro para avaliacdo da inibi¢do enzimatica da aldose redutase (AR)

Com base em estudos de inibidores testados para a enzima AR (EISENMANN et al.,
2009; ELLINGBOE et al., 1990), foram escolhidos alguns dos compostos sintetizados que
apresentavam algumas semelhangas estruturais com os compostos ja reportados para avaliar a
atividade inibitéria perante a AR.

Preliminarmente, foram escolhidos os compostos 6a, 8a-e, 10a e 13a-b, para uma
triagem na concentracdo fixa de 50 UM, com ensaios realizados em duplicata. A partir desses
experimentos, foram obtidos os dados percentuais de inibicdo dos compostos em relacdo a
enzima AR sem inibidor (Tabela 7).
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Tabela 7. Percentuais de inibicdo relativa para cada composto testado na enzima AR.

Percentual de inibi¢éo

F

Amostra Estrutura Quimica _
relativa (%0)
(@]
NC
| NH
6a N/)\S/\"/O _ 74
(¢]
(0]
NC
| NH
8a N/)\S/\H/OH 100
(0]
O
NC
| NH
8b N/)\S/\H/OH 97
(0]
(0]
NC
8¢ Py 84
N/ S/\"/OH
~0 (0]
(0]
NC | NH
8d N/)\S/\[fOH 100
. o}
(0]
NC | NH
8e N/*S/\[fOH 88
Cl ©
(0]
NC
| NH (0]
10a A, 85
(0]
NC
13a B9 13
N S
(0]
NC
13d (L 15

Fonte: A autora (2020)

Observa-se que a maioria dos compostos apresenta percentual de inibicao relativa maior

que 70%, com excecdo dos compostos 13a e 13d, as pirimidinonas-tiazolidinas, que
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apresentaram porcentagens de inibigdo em torno de 14%. Um motivo para esse comportamento
pode se justificar pela auséncia de carbonila de acido ou éster, que viabilize interacdo com os
residuos do sitio ativo da AR, o que serd discutido em maiores detalhes posteriormente
(EISENMANN et al., 2009). Comparando os produtos 6a e 8a, em que a diferenca é a
terminacdo éster e acido respectivamente, nota-se que o composto acido (8a) apresenta maior
porcentagem de inibicdo, mostrando a importancia do grupo acido na manutencao da atividade
inibitéria do composto (EISENMANN et al., 2009).

Analisando os resultados obtidos para a série 8a-e, pode-se observar que a presenca de
substituintes no anel aromatico parece nao ter influéncia na eficiéncia de inibi¢do, uma vez que
para 0 composto 8a, que ndo apresenta substituicdes, obteve-se 100% de inibicdo relativa. No
entanto, para o composto p-fluor-substituido (8d), também foi observada uma inibicdo de
100%. Isto pareceu mostrar, num primeiro momento, que a substituicdo por um atomo pequeno,
porém fortemente eletronegativo, tem 0 mesmo potencial de inibicdo que o composto candnico.
Esta tese mostraria que efeitos estéricos sdo mais importantes que efeitos eletronicos. Para
entender melhor como se comportam esses dois compostos em relacdo a inibicdo da AR, foram
repetidos os testes de inibicdo, utilizando uma nova concentracéo fixa, 25 UM, apenas para 0s

compostos 8a e 8d.

Os novos resultados a 25 UM apresentaram porcentagens de inibicao de 64% e 32% para
0s compostos 8a e 8d respectivamente, mostrando que o composto 8a manteve a inibicdo acima
dos 60% mesmo em concentracdo reduzida, enquanto que o percentual de inibicdo do composto
8d foi comparativamente menor. Isto mostra que a primeira tese, a de que efeitos eletrénicos
ndo sdo tdo importantes para a manutencdo da atividade, ndo é verdadeira, uma vez que 0

composto candnico foi o melhor protétipo da série.

Escolheu-se entdo o composto 8a para se fazer a estimativa da Clso. Para isso foram
acrescentadas as seguintes concentracfes: 0,05 uM; 0,5 uM; 2,5 uM; 5 uM e 40 pM, e foram

obtidas as porcentagens de inibicdo para estas concentrac@es de 8a (Tabela 8).
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Tabela 8. Porcentagens de inibicéo relativa para diferentes concentragdes do composto 8a.

Concentragdes do composto 8a (LM) Percentual de inibicdo relativa (%)
50 100
40 63
25 64
5 27
2,5 17
0,5 5
0,05 4

Fonte: A autora (2020)

Com os dados de inibicdo relativa em diferentes concentrac6es foi plotada a curva dose-
resposta (Figura 16) para a inibicdo da AR. Para o ajuste da curva foram utilizadas as
concentragdes de 40 a 0,05 uM, omitindo o valor de 100% de inibic&o, e assim obteve-se a
concentracgdo inibitoria media (Clso) que foi de 8 + 1 UM para o0 composto 8a.

Figura 16. Curva de dose-resposta de inibi¢do da AR pelo composto 8a.

Curva Dose-Resposta

Inibicdo relativa

20 9

%

log [8a]

Fonte: A autora (2020)

Eisenmann e colaboradores realizaram um estudo de triagem virtual baseados em dois

candidatos principais a inibidores da AR na estrutura cristalogréafica da AR (Figura 17). Os
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compostos A e B apresentaram valores de Clso iguais a 0,53 e 4,1 pM respectivamente. Os
autores modificaram a estrutura desses compostos e demonstraram, por meio da insercdo de
diferentes grupos substituintes, quais moléculas apresentavam forte interacdo com o sitio ativo
da AR e consequentemente menores valores de Clso. Deste estudo, se destacaram 0s compostos
C e D, que contém a porcéo nitro em sua cadeia lateral, grupo este que melhora a interagdo com
residuos importantes no sitio ativo da AR, resultando em derivados mais potentes
(EISENMANN et al., 2009). Um outro trabalho feito por Ogawva e colaboradores, mostra uma
série de compostos contendo anéis pirimidinicos (E) que se apresentaram como candidatos
efetivos a inibidores da AR, com valores de Clso que variaram entre 15 e 100 nM (OGAWVA
et al., 1993b).

Os candidatos a inibidores sintetizados neste trabalho apresentam promissores
resultados, contudo, os trabalhos acima citados podem nortear mudancas estruturais e adi¢éo
de diferentes grupos substituintes, o que pode auxiliar na descoberta de prototipos com menores

valores de Clsg para a enzima AR.

Figura 17. Exemplos de inibidores da enzima AR que apresentam semelhanga estrutural com os

compostos sintetizados nesse trabalho.

O=N ON__, O,N
N 0._-S._-COOH COOH
©\_<\ WCOOH D\{\ \”/ X[
N-O N-N \
A B C X=0Clg=0,26 uM
Clsp = 0,53 uM Clsg = 4,1 pM D X=SCls=0,17 uM

R, 9
N X
o N
N

COOH

E
Clsp = 15-100 nM

Fonte: extraido de (EISENMANN et al., 2009; OGAWVA et al., 1993)

3.3 Docking Molecular dos compostos na estrutura cristalogréafica da AR

Como estratégia complementar aos testes de inibicdo, foram realizadas simulagdes de
Docking Molecular (DM) com o objetivo de avaliar os modos de ligacdo dos inibidores

propostos no sitio ativo da AR, buscando obter informagdes que pudessem nortear o
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desenvolvimento de novos candidatos e estudar quais grupos funcionais desses compostos séo
importantes para a manutencdo da atividade inibitoria. Como inicio destes estudos tedricos,
escolheu-se a estrutura cristalografica no PDB de cédigo 3DNS5, que contém a enzima ALR2
humana em complexo com o inibidor cocristalizado &cido 3-[5-(3-nitrofenil)tiofen-2-
illpropandico (53N). Na sequéncia, foi realizada a simulagdo de redocking do inibidor
cocristalizado 53N na estrutura da AR, com a finalidade de validar o método escolhido para a
triagem dos novos candidatos a inibidores.

A simulacéo de redocking tem como objetivo remontar a posicdo original de um ligante
ja conhecido e que esteja presente na estrutura cristalogréafica da enzima alvo na forma de
ligante cocristalizado. Na simulagdo, as coordenadas do 53N foram fixadas inicialmente de
duas maneiras: dentro do sitio ativo (molécula com carbonos em rosa) e fora do sitio ativo
(molécula com carbonos em verde). Ambas as configuracdes iniciais resultaram de forma
majoritaria na posic¢éo de menor energia, que coincidem com a posic¢éo do ligante cocristalizado
(molécula com carbonos em azul) (Figura 18). Dessa forma, o método escolhido foi validado e
procedeu-se com 0 DM dos candidatos a inibidores.

Figura 18. Redocking do ligante cristalografico 53N na estrutura da AR para validacdo do
método. (Cadigo PDB: 3DN5) Cofator NADPH em laranja, 53N cristalografico em azul, 53N ap6s o

DM posicionado dentro do sitio ativo e 53N em verde ap6s 0 DM posicionado fora do sitio ativo.

Fonte: A autora (2020)

Eisenmann e colaboradores (EISENMANN et al., 2009) descreveram 0s possiveis
residuos que interagem com ligantes no sitio ativo da AR com base nas estruturas
cristalograficas ja disponibilizadas (HOWARD et al., 2004). E observado, através das estruturas

disponiveis para a AR, que a enzima possui em seu sitio de ligacdo um bolso catalitico que se
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encontra na regido mais interna da enzima. Este bolso é formado pelos residuos Tyr48, Lys77,
His110 e Trp111, além destes, encontra-se também o cofator NADPH. Normalmente, grupos
hidrofilicos carregados negativamente interagem com essa por¢ao da enzima, enquanto que
grupos hidrofébicos auxiliam na abertura do bolso catalitico para passagem do ligante. Outros
contatos com o ligante podem ser formados pelos residuos: Val47, Trp79, Trp20, Trp219,
Ala299, Leu300 e Phel22.

Conforme demostrado no trabalho de Eisenmann (EISENMANN et al., 2009), o ligante
53N interage com o sitio de ligacdo da AR através dos residuos Tyr48, His110, Trplll e
Leu300 (Figura 19a). Segundo o autor, o carboxilato do ligante interage no bolso catalitico com
os residuos Tyr48 e His110, a parte aromatica da molécula faz intera¢des de empilhamento n
com o Trpl1l, e a por¢do contendo o grupo nitro interage fortemente por ligacéo de hidrogénio
com a Leu300.

O composto 8a testado experimentalmente e que apresentou promissores resultados no
tocante a atividade inibitdria, exibiu um desvio de conformagéo quando comparado ao ligante
53N (Figuras 19b e 19c). Antes dos resultados de DM, era esperado que a por¢do contendo o
carboxilato interagisse com o bolso catalitico através do carboxilato, como visto para 0 53N.
No entanto, observou-se que o anel multifuncional da pirimidinona se encaixou ao bolso
catalitico, interagindo com os residuos Tyr48 e His110, enquanto a por¢do do carboxilato se
voltou para as cadeias laterais da enzima interagindo com o Trp20. De forma similar ao 53N, a
regido aromatica do 8a interagiu com o Trpl111, contudo, a interacdo que se estabelece entre a

Leu300 e o grupo nitro ndo é observada, devido a auséncia deste grupo no composto 8a.

O restante da série dos acidos aceticos 8a-e se comporta como o seu canbnico 8a (Figura
19d), com excecdo do composto 8c, que possui um pequeno desvio em relacdo aos demais,
possivelmente devido a interacdo do grupo metdxi com a Leu300 ocasionado uma leve rotacéo
do anel pirimidinico, levando-o a se distanciar levemente dos residuos importantes do bolso
catalitico (Tyr48 e His110), o que pode ter resultado na diminui¢cdo do seu percentual de

inibicdo em comparacdo ao 8a e aos demais compostos da série (Tabela 7).
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Figura 19. DM da série 8a-e em comparacao ao 53N: Interagdes intermoleculares com os residuos
para 0 53N a) e 8a b). 53N e 8a de forma comparativa c). Todos 0s compostos da série 8a-e apds DM
no sitio ativo da AR d).

a) @ Interagio

b) @ Interacio 1
@ Ligacio de H

@ Ligaciode H

Leu300

AR @ 53N @ 82 8b O 8¢ 8d 8e

Fonte: A autora (2020)

Como ja visto na literatura, ligantes contendo o grupo nitro substituido ao anel
aromatico apresentaram resultados promissores de inibicdo da AR. Dessa forma, foram
realizadas diversas tentativas de sintese desses compostos contendo o grupo nitro nas posi¢coes
meta e para, contudo, dificuldades foram encontradas na parte experimental, e com isso apenas
resultados teoricos foram obtidos para os compostos denominados pelas siglas 6f, 6g, 8f, 8g,
10f e 10g (Ver tabela 9).

O derivado 8f contendo o grupo nitro na posicdo meta apresenta conformacao
semelhante ao composto candnico 8a (Figura 20a) com a diferenca de que o grupo nitro pode
realizar ligacdo de hidrogénio com a cadeia principal da Leu300, como visto para o 53N. Este
fato contribui de forma positiva na inibicdo da AR, como pode ser observado nos valores das
constantes de inibigcdo (K;) tedricos calculados pelo DM (Tabela 9). Os valores tedricos de K|
para 0s compostos contendo o nitro, tanto na posi¢cdo meta, quanto na posi¢do para, sdo 0s
menores para cada série, evidenciando que a interacdo destes ligantes com a enzima pode ser

mais forte do que com os demais compostos da série.
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Os derivados m-nitro 6f, 8f e 10f (Figura 20b) apresentam conformacdes bastante
semelhantes, mostrando que as mudangas entre éster, cido acético e acido propiénico na cadeia
alifatica tém baixa influéncia nas interagdes com os residuos do sitio ativo. Este fato também é
observado para 0s demais compostos de cada série, que apresentam as mesmas interacoes ja

discutidas.

Figura 20. Comparacdo direta entre os compostos 8a e 8f com o ligante 53N a) e entre 0s compostos
6f, 8f e 10f.

Fonte: A autora (2020)

Por outro lado, os valores de K; de modo geral, indicam que a série dos ésteres
apresentaria uma melhor inibigdo (menores valores de K;) em comparagdo com os derivados

acidos. Entretanto, isto ndo é observado nos resultados experimentais (ver Tabela 7), em que o
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percentual de inibicdo para o derivado éster 6a € menor do que para 0s compostos &cidos 8a e
10a (74, 100 e 85%, respectivamente). Estas discordancias entre os resultados tedricos e
experimentais em relacdo a inibidores da AR podem ser explicados pelos trabalhos de Sotriffer
e Wang (SOTRIFFER et al., 2004; WANG et al., 2013). Os autores relatam que, ao estudar as
estruturas cristalogréficas da AR (PDB ID 2PDK (STEUBER, et al., 2008), 1US0 (HOWARD
et al., 2004) e 2FZD (STEUBER, et al., 2006)), foram observadas trés diferentes conformacdes
dos residuos em seu sitio ativo. Além disso, foi visto por estudos computacionais de dindmica
molecular que para a AR uma Unica estrutura ndo € suficiente para prever todas as interagdes
que a enzima pode ter com os ligantes. Dessa forma, os valores obtidos de K, para a estrutura
estudada sdo aproximados e novos estudos tedricos com outras conformacdes da AR sao

necessarios.

Tabela 9. Valores estimados de constante de inibi¢do (K;) gerados pelo DM dos compostos na

estrutura da AR.
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Fonte: A autora (2020)

As pirimidinonas-tiazolidinas (13a-e) apresentaram baixos percentuais de inibicdo e
isso é também evidenciado pelo DM (Figura 21). Observa-se, na comparagdo entre 0 composto

8a (carbonos em rosa) e 13a (carbonos em verde), que o composto 13a ndo apresenta uma

conformacdo favoravel a interacdo com os residuos do sitio ativo, como foi observado para o
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8a e demais compostos; portanto, € compreensivel o valor tdo baixo do percentual de inibig&o.
Para os demais compostos da série das pirimidinonas-tiazolidinas observou-se a mesma
conformacdo explicitada para o composto 13a.

Figura 21. Comparacéo das conformagdes dos compostos 8a e 13a no sitio ativo da AR. NADPH com

carbonos em laranja.

Interagao 13a
@ Interacoes 8a

Fonte: A autora (2020)
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4 METODOLOGIA

41 Sintese dos candidatos a inibidores da enzima Aldose Redutase
4.1.1 Procedimentos gerais

Os reagentes e solventes empregados neste trabalho foram adquiridos dos fornecedores:
Sigma-Aldrich, Merck, Vetec, Dindmica e Neon. Os reagentes e solventes foram utilizados sem
a necessidade de purificacdo extra, com excecdo do benzaldeido, trietilamina e a
dimetilformamida que foram secos e destilados. Para isso, utilizou-se os procedimentos
descritos por Armarego e colaboradores (ARMAREGO; CHAI, 2003). A técnica de
cromatografia de camada delgada (CCD) foi realizada utilizando placas de silica da marca
Fluka, contendo o indicador fluorescente Fas4 que é sensivel a luz ultravioleta no comprimento
de onda de 366 nm. Para as purificacfes via cromatografia de coluna foi utilizada a silica gel
60 (0.063-0.200 mm — 70-230 mesh)

4.1.2 Equipamentos e técnicas utilizadas

As anélises de RMN *H e *C foram realizadas na Central Analitica (UFPE) utilizando
um espectrémetro Varian URMNS de 400 MHz. Para cada analise foram utilizados 30 mg de
cada um dos compostos, e o solvente empregado em todas as andlises foi o dimetilsulféxido
deuterado (DMSO-ds). Para o processamento dos espectros foi utilizado o programa

MestReNova, versdo 12, pertencente a companhia Mestrelab Research S.L.

Os pontos de fusdo determinados para cada composto foram realizados utilizando o

equipamento Eletro-thermal modelo Mel-Temp do tipo analdgico e ndo foram corrigidos.

4.1.3 Sintese das 6-aril-4-0xo-2-tioxo-1,2,3,4-tetraidropirimidina-5-carbonitrilas (4a-e)

As 6-aril-4-oxo0-2-tioxo-1,2,3,4-tetraidropirimidina-5-carbonitrilas foram preparadas
utilizando o procedimento descrito por Kambe, Saito e Kishi (KAMBE et al., 1979a). Para isso,
uma mistura contendo 10 mmol do aldeido aromatico correspondente, 15 mmol de cianoacetato
de etila, 15 mmol de tiouréia e 15 mmol de carbonato de potassio foram pesados e transferidos
a um baldo de fundo redondo com capacidade de 100 mL, que foi previamente envolto em papel
aluminio para manter a reacdo protegida da luz. Por fim, adicionou-se 50 mL de etanol a
mistura, que foi deixada sob agitacdo e refluxo por um periodo de 8 a 12 horas. O progresso da
reacdo foi acompanhado por CCD (hexano:acetato de etila, 8:2 v/v), visando o consumo total
do aldeido. Observando-se o final da reacdo pela CCD, a mistura foi transferida para um béquer

contendo gelo, e adicionou-se agua e acido cloridrico concentrado até pH acido e consequente
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precipitacdo do produto. O precipitado foi filtrado a vacuo e posteriormente recristalizado em
uma mistura de DMF, metanol e gelo. Como as 2-tiopirimidin-4-onas j& sdo conhecidas na
literatura, e serviram apenas de intermediério para as demais sinteses, os resultados de

caracterizacdo por RMN n&o foram descritos.

4.1.4 Sintese dos Acetatos de 2-[(4-aril-5-ciano-6-0x0-1,6-diidropirimidin-2-il)tio]etila (6a-

e)

Em um baldo de fundo redondo com capacidade para 50 mL, adicionou-se a 6-aril-4-
0Xx0-2-tioxo-1,2,3,4-tetraidropirimidina-5-carbonitrila correspondente (4,5 mmol) que foi
dissolvida em 30 mL de acetona, em seguida adicionou-se o bromoacetato de etila (6,5 mmol)
e a trietilamina (4,5 mmol). A mistura foi deixada sob agitacdo em temperatura ambiente por
um periodo de até 2 horas. O progresso da reacao foi acompanhado por CCD (hexano:acetato
de etila, 1:1 v/v) visando o consumo total da tiopirimidinona. Ao final da reacdo, a mistura foi
vertida em gelo e acidificada com HCI concentrado e observou-se a formagdo de um
precipitado, que foi filtrado a vacuo e posteriormente recristalizado em uma mistura de

acetona/hexano.

Acetato de 2-[(5-ciano-6-oxo0-4-fenil-1,6-diidropirimidin-2-il)tio]etila (6a): sélido branco;
rendimento 80%; P.F.: 232-234 °C; Rf: 0,30 (1:1 hexano:acetato de etila, v/v). RMN de H (400
MHz, DMSO-ds) 6 (ppm): 1,09 (t, J = 7,1 Hz, 3H, CH3); 4,06 (q, J = 7,1 Hz, 2H, O-CH>); 4,12
(s, 2H, S-CHy); 7,54 — 7,63 (m, 3H, Ha/); 7,89 — 7,91 (m, 2H, Ha;). RMN de *C (101 MHz,
DMSO-de) 6 (ppm): 13,8; 32,9; 61,3; 93,1; 115,7; 128,5; 128,6; 131,9; 135,0; 161,0; 165,2;
167,0; 168,0.

Acetato de 2-[(5-ciano-6-oxo0-4-(p-toluil)-1,6-diidropirimidin-2-il)tiojetila (6b): solido
amarelo; rendimento 90%; P.F.: 230 °C (dec); Rf: 0,17 (1:1 hexano:acetato de etila, v/v). RMN
de H (400 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 1,11 (t, J = 7,1 Hz, 3H, CHs); 2,39 (s, 3H, Ph-CHa); 4,07
(9,J3=7,1Hz, 2H, O-CH2); 4,12 (s, 2H, S-CH>); 7,37 (d, J = 8,1 Hz, 2H, Har); 7,83 (d, J = 8,1
Hz, 2H, Har). RMN de *C (101 MHz, DMSO-dg) § (ppm): 13,9; 21,0; 32,9; 61,3; 92,5; 115,8;
128,7;129,0; 132,1; 142,3; 161,1; 164,9; 166,7; 168,0.

Acetato de 2-[(5-ciano-6-0x0-4-(4-metoxifenil)-1,6-diidropirimidin-2-il)tio]etila (6c): sélido
branco; rendimento 83%; P.F.: 194-196 °C; Rf: 0,23 (1:1 hexano:acetato de etila, v/v). RMN
de H (400 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 1,12 (t, J = 7,1 Hz, 3H, CHs); 3,85 (s, 3H, O-CHj3); 4,08
(9,3 =7,1Hz, 2H, O-CH); 4,13 (s, 2H, S-CHy); 7,10 (d, J = 8,9 Hz, 2H, Ha) 7,97 (d, J = 8,9
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Hz, 2H, Har). RMN de *C (101 MHz, DMSO-dg) & (ppm): 13,9; 32,9; 55,5; 61,3; 91,4; 113,9;
116,1; 126,9; 130,8; 161,1; 162,4; 164,4; 166,0; 168,0.

Acetato de 2-[(5-ciano-6-0x0-4-(4-fluorofenil)-1,6-diidropirimidin-2-il)tio]etila (6d): sélido
branco; rendimento 70%,; P.F.: 228-230 °C; Rf: 0,23 (1:1 hexano:acetato de etila, v/v). RMN
de 'H (400 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 1,08 (t, J = 7,1 Hz, 3H, CH3); 4,06 (g, J = 7,1 Hz, 2H,
0O-CHy); 4,13 (s, 2H, S-CH>); 7,39 — 7,44 (m, 2H, Har); 7,97 — 8,01 (m, 2H, Har). RMN de *°C
(101 MHz, DMSO-ds) 6 (ppm): 13,9; 33,0; 61,3; 93,0; 115,5; 115,8; 131,3; 131,4; 161,0;
162,9; 165,2; 165,8; 168,0.

Acetato de 2-[(5-ciano-6-0x0-4-(4-clorofenil)-1,6-diidropirimidin-2-il)tio]etila (6e): solido
amarelo; rendimento 64%; P.F.: 215 °C (dec); Rf: 0,23 (1:1 hexano:acetato de etila, v/v). RMN
de 'H (400 MHz, DMSO-dg) & (ppm): 1,08 (t, J = 6,9 Hz, 3H, CH3); 4,06 (g, J = 6,9 Hz, 2H,
O-CHy); 4,12 (s, 2H, S-CHy); 7,64 (d, J = 8,3 Hz, 2H, Ha(); 7,92 (d, J = 8,3 Hz, 2H, Har). RMN
de °C (101 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 13,9; 33,0; 61,3; 93,3; 115,5; 128,6; 130,5; 133,7; 136,8;
160,9; 165,4; 165,7; 167,9.

4.1.5 Sintese dos Acidos 2-[(4-aril-5-ciano-6-oxo-1,6-diidropirimidin-2-il)tioJacéticos (8a-e)

Em um baldo de fundo redondo com capacidade para 50 mL, adicionou-se a 6-aril-4-

0x0-2-tioxo-1,2,3,4-tetraidropirimidina-5-carbonitrila correspondente (1,3 mmol) que foi
dissolvida em 10 mL de acetona. Em seguida, adicionou-se o0 acido bromoacético (2,0 mmol) e
a trietilamina (3,25 mmol). A mistura foi deixada sob agitacdo em temperatura ambiente por
um periodo de até cinco horas. O progresso da reacdo foi acompanhado por CCD
(hexano:acetato de etila, 1:1 v/v), a partir do consumo total da tiopirimidinona de partida. Ao
final da reacdo, a mistura foi vertida em gelo e acidificada com HCI concentrado e houve a
formacdo de um precipitado, que foi filtrado a vacuo e posteriormente recristalizado em
metanol.
Acido 2-[(5-ciano-6-oxo-4-fenil-1,6-diidropirimidin-2-il)tioJacético (8a): sélido amarelo;
rendimento 52%; P.F.: 218-220 °C. RMN de H (400 MHz, DMSO-ds) § (ppm): 4,05 (s, 2H,
CHy); 7,63 — 7,52 (m, 3H, Ha/); 7,97 — 7,91 (m, 2H, Har). RMN de 3C (101 MHz, DMSO-ds)
d (ppm): 33,3; 93,1; 115,9; 128,7; 128,9; 132,0; 135,1; 161,2; 165,5; 167,2; 169,3.

Acido  2-[(5-ciano-6-0x0-4-(p-toluil)-1,6-diidropirimidin-2-il)tio]acético ~ (8b):  sélido
branco; rendimento 60%; P.F.: 228-230 °C. RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 2,39
(s, 3H, CHz3); 4,05 (s, 2H, CH»); 7,36 (d, J = 7,9 Hz, 2H, Ha/); 7,87 (d, J = 7,9 Hz, 2H, Ha)).



60

RMN de ¥C (101 MHz, DMSO-ds) § (ppm): 21,1; 33,1; 92,4; 115,9; 128,8; 129,1; 132,2;
142,3; 161,1; 165,2; 166,9; 169,2.

Acido 2-[(5-ciano-6-0x0-4-(4-metdxifenil)-1,6-diidropirimidin-2-il)tio]acético (8c): solido
branco; rendimento 48%; P.F.: 197-200 °C. RMN de *H (400 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 3,85
(s, 3H, O-CHg); 4,05 (s, 2H, CH>); 7,08 — 7,14 (m, 2H, Har); 7,99 — 8.06 (m, 2H, Ha/).

Acido 2-[(5-ciano-6-0x0-4-(4-fluorofenil)-1,6-diidropirimidin-2-il)tio]acético (8d): sélido
branco; rendimento 60%; P.F.: 202-205 °C. RMN de *H (400 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 4,06
(s, 2H, CH2); 7,40 (m, 2H, Har); 8,03 (m, 2H, Har). RMN de *C (101 MHz, DMSO-ds) § (ppm):
29,1; 88,9; 111,6; 111,8; 127,5; 127,6; 157,0; 158,9; 161,4; 161,8; 165,2.

Acido 2-[(5-ciano-6-0x0-4-(4-clorofenil)-1,6-diidropirimidin-2-il)tio]acético (8e): solido
branco; rendimento 65%; P.F.: 230 °C (dec). RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 4,05
(s, 2H, CHy); 7,60 — 7,67 (m, 2H, Har); 7,92 — 8,00 (m, 2H, Har). RMN de *C (101 MHz,
DMSO-ds) 6 (ppm): 33,2; 93,2; 115,6; 128,7; 130,6; 133,9; 136,8; 160,9; 165,7; 165,8; 169,2.

4.1.6 Sintese dos Acidos 3-[(4-aril-5-ciano-6-oxo0-1,6-diidropirimidin-2-il)tio] propanoicos
(10a-e)

Em um baldo de fundo redondo com capacidade para 25 mL, adicionou-se a 6-aril-4-

0x0-2-tioxo-1,2,3,4-tetraidropirimidina-5-carbonitrila correspondente (0,6 mmol) que foi
dissolvida em 10 mL de acetona. Em seguida adicionou-se 0 acido bromopropiénico (0,75
mmol) e a trietilamina (1,5 mmol). A mistura foi mantida sob agitacdo em temperatura ambiente
por um periodo 8 a 12h. O progresso da reacdo foi acompanhado por CCD (hexano:acetato de
etila, 1:1 v/v) visando o consumo total da tiopirimidinona de partida. Ao final da reacdo, a
mistura foi vertida em gelo e acidificada com acido cloridrico concentrado e observou-se a
formacdo de um precipitado, que foi filtrado a vacuo e posteriormente recristalizado em
metanol.
Acido 3-[(5-ciano-6-ox0-4-fenil-1,6-diidropirimidin-2-il)tio] propanoico (10a): sélido
amarelo; rendimento 45%; P.F.: 240 °C (dec). RMN de 'H (400 MHz, DMSO-dg) § (ppm): 2,75
(t, J=6,7 Hz, 2H, CH,-COOH); 3,39 (t, J = 6,7 Hz, 2H, S-CH>); 7,54 — 7,63 (m, 3H, Ha); 7,98
— 7,86 (M, 2H, Har). RMN de 3C (101 MHz, DMSO-dg) 8(ppm): 25,8; 33,5; 93,1; 115,9; 128,6;
128,7;131,8; 135,3;161,1; 165,9; 167,2; 172,7.

Acido 3-[(5-ciano-6-ox0-4-(p-toluil)-1,6-diidropirimidin-2-il)tio] propandico (10b): sélido
branco; rendimento 58%; P.F.: 220-223 °C. RMN de H (400 MHz, DMSO-dg) & (ppm): 2,39
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(s, 3H, CHs); 2,74 (t, J = 6,6 Hz, 2H, CH,-COOH); 3,39 (t, J = 6,6 Hz, 2H, S-CH5); 7,36 (d, J
=7,9 Hz, 2H, Ha); 7.86 (d, J = 7.9 Hz, 2H, Har) RMN de *C (101 MHz, DMSO-ds) & (ppm):
21,1; 25,8; 33,5; 92,5; 116,0; 128,7; 129,2; 132,4; 142,2; 161,1; 165,5; 167,0; 172,7.

Acido 3-[(5-ciano-6-0x0-4-(4-metoxifenil)-1,6-diidropirimidin-2-il)tio] propandico (10c):
s6lido amarelo; rendimento 75%; P.F.: 205-208 °C. RMN de 'H (400 MHz, DMSO-dg) § (ppm):
2,74 (t, J = 6,7 Hz, 2H, CH,-COOH); 3,40 (t, J = 6,7 Hz, 2H, S-CH>); 3,85 (s, 3H, CH3); 7,10
(d, J = 8,9 Hz, 2H, Ha); 8,00 (d, J = 8,9 Hz, 2H, Har). RMN de 3C (101 MHz, DMSO-ds) &
(ppm): 25,8; 33.5; 55,5; 91,4; 114,0; 116,3; 127,2; 130,8; 161,2; 162,3; 165,1; 166,2; 172,8.

Acido 3-[(5-ciano-6-oxo0-4-(4-fluorofenil)-1,6-diidropirimidin-2-il)tio] propandico (10d):
sélido branco; rendimento 64%; P.F.: 218-220 °C. RMN de H (400 MHz, DMSO-ds) & (ppm):
2,74 (t, J = 6,6 Hz, 2H, CH,-COOH); 3.39 (t, J = 6.7 Hz, 2H, S-CH2); 7.36 — 7.45 (m, 2H, Ha/);
8.07 — 7,99 (m, 2H, Har). RMN de 3C (101 MHz, DMSO-ds) 8(ppm): 25.8; 33,5; 93,0; 115,6;
115,8; 131,4; 131,4; 161,0; 162,8; 165,3; 165,9; 172,7.

Acido 3-[(5-ciano-6-0x0-4-(4-clorofenil)-1,6-diidropirimidin-2-il)tio] propandico (10e):
s6lido amarelo; rendimento 45%; P.F.: 210-212 °C. RMN de *H (400 MHz, DMSO-ds) & (ppm):
2,73 (t, J =6,7 Hz, 2H, CH>-COOH); 3,39 (t, J = 6,7 Hz, 2H, S-CH»); 7,64 (d, J = 8,6 Hz, 2H,
Har); 7,96 (d, J = 8,6 Hz, 2H, Har). RMN de *C (101 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 25,8; 33,5;
93,2; 115,7; 128,7; 130,5; 134,0; 136,6; 161,0; 166,0; 166,1; 172,7.

4.1.7 Sintese das 2-[(2-hidrdxietil)tio]-4-aril-6-oxo0-1,6-diidropirimidina-5-carbonitrilas
(12a-e)

As  2-[(2-hidroxietil)tio]-4-aril-6-oxo-1,6-diidropirimidina-5-carbonitrilas ~ foram
sintetizadas seguindo o procedimento preconizado por Feitosa, S. G. D.(FEITOSA, 2020) em
que a 6-aril-4-oxo0-2-tioxo-1,2,3,4-tetraidropirimidina-5-carbonitrila correspondente (1,5
mmol) e o carbonato de potassio (3,0 mmol) foram pesados e transferidos para um baldo
reacional, em seguida adicionou-se 10 mL de DMF e o bromoetanol (2,2 mmol). A mistura foi
deixada sob agitacdo em temperatura ambiente por um periodo de 8 a 12 horas. O progresso da
reacdo foi acompanhado por CCD (hexano:acetato de etila, 1:1 v/v), visando o consumo total
da tiopirimidinona de partida. Ao final da reacdo, a mistura foi vertida em gelo e acidificada
com HCI concentrado e observou-se a formacédo de um precipitado, que foi filtrado a vacuo e
posteriormente recristalizado em metanol/gelo, dando origem aos produtos 12a-e, que foram

usados na proxima etapa sem purificacdo adicional.
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4.1.8 Sintese das 7-Aril-5-0x0-2,3-diidro-5H-tiazolo[3,2-a]pirimidina-6-carbonitrilas (13a-e)

Em um frasco do tipo Schlenk com capacidade para 60 mL adicionou-se a 2-[(2-
hidroxietil)tio]-4-aril-6-oxo-1,6-diidropirimidina-5-carbonitrila (12a-e) correspondente (1,3
mmol) e trifenilfosfina (2,0 mmol). O frasco foi fechado com septo de silicone e levado para
secar sob vacuo. Em seguida foram adicionados 5 mL de DMF seca e destilada e (2,0 mmol)
de diisopropil-azodicarboxilato (DIAD) ou dietil-azodicarboxilato (DEAD) (o DEAD foi
utilizado como substituto do DIAD, isso ndo prejudica a formagéo do produto). A reacédo foi
conduzida sob atmosfera inerte, agitacdo e temperatura de 100 °C por um periodo de até 18
horas. O final da reacdo foi observado por CCD (hexano:acetato de etila, 1:1 v/v), a partir do
consumo total da tiopirimidinona alcool (compostos 12 a-e) de partida. Adicionou-se agua a
mistura reacional e esta foi transferida para um funil de separacdo. Realizou-se a extragdo com
acetato de etila (3 x 10 mL). As fases organicas foram reunidas, secas com sulfato de sddio
anidro, filtradas e o solvente foi removido sob pressdo reduzida. O produto foi purificado
atraves de coluna de silica gel utilizando como fase movel uma mistura de
diclorometano:acetato de etila (9,5:0,5; v/v). Em alguns casos, em que houve a precipitacdo do
produto apds a adicdo de agua, o mesmo foi filtrado a vacuo e recristalizado em
diclorometano/hexano.
5-Oxo-7-fenil-2,3-diidro-5H-tiazolo[3,2-a]pirimidina-6-carbonitrila (13a): sélido branco;
rendimento 85%; P.F.: 148-150 °C; Rf: 0,23 (1:1 hexano:acetato de etila, v/v). RMN de H (400
MHz; DMSO-ds) d(ppm): 3,64 (t, J = 8,0 Hz, 2H, S-CH>); 4,47 (t, J = 8,0 Hz, 2H, N-CH>);
7,50 -7,67 (M, 2H, Har); 7,85 7,88 (M, 2H, Har). RMN de *3C (101 MHz; DMSO-ds) 3(ppm):
26,8; 49,4; 92,6; 115,7; 128,5; 128,6; 131,7; 134,9; 158,4; 168,3; 170,3.

5-Oxo-7-(p-toluil)-2,3-diidro-5H-tiazolo[3,2-a]pirimidina-6-carbonitrila  (13b): sélido
branco; rendimento 60%; P.F.: 233-235 °C; Rf: 0,23 (1:1 hexano:acetato de etila, v/v). RMN
de 'H (400 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 2,39 (s, 3H, CHs); 3,63 (t, J = 8,0 Hz, 2H, S-CH3); 4,46
(t, J =8,0 Hz, 2H, N-CH) 7,37 (d, J = 8,0 Hz, 2H, Ha/); 7,79 (d, J = 8,0 Hz, 2H, Har). RMN
de 13C (101 MHz, DMSO-dg) & (ppm): 21,1; 26,8; 49,4; 92,0; 116,0; 128,6; 129,2; 132,1; 142,2;
158,6; 168,1; 170,1.

7-(4-Metdxifenil)-5-oxo-2,3-diidro-5H-tiazolo[3,2-a] pirimidina-6-carbonitrila (13c):
solido branco; rendimento 56%; P.F.: 233-235; Rf: 0,23 (1:1 hexano:acetato de etila, v/v). RMN
de 'H (400 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 3,62 (t, J = 8,0 Hz, 2H, S-CH); 3,85 (s, 3H, CH3); 4,45
(t, J=8,0 Hz, 2H, N-CHy); 7,08 — 7,14 (m, 2H, Ha/); 7,90 — 7,96 (m, 2H, Ha;). RMN de *3C
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(101 MHz, DMSO-ds) 3 (ppm): 26,7; 49,3; 55,5; 90,9; 114,0; 116,2; 126,8: 130,6; 158,7; 162,2;
167,3; 169,7.

7-(4-Fluorofenil)-5-0xo0-2,3-diidro-5H-tiazolo[3,2-a] pirimidina-6-carbonitrila (13d):
solido branco; rendimento 78%; P.F.: 228-230 °C (dec); Rf: 0,23 (1:1 hexano:acetato de etila,
v/v). RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 3,64 (t, J = 8,0 Hz, 2H, S-CH>); 4,47 (t, J =
8,0 Hz, 2H, N-CHy); 7,38 — 7,44 (m, 2H, Ha/); 7,92 — 7,98 (m, 2H, Har). RMN de 3C (101
MHz, DMSO-ds) 6 (ppm): 26,8; 49,4; 92,5; 115,7; 115,9; 131,3; 131,3; 158,4; 162,8; 167,1;
170,4.

7-(4-Clorofenil)-5-oxo0-2,3-diidro-5H-tiazolo[3,2-a]pirimidina-6-carbonitrila (13e): solido
amarelo; rendimento 57%; P.F.: 244-247 °C (dec); Rf: 0,23 (1:1 hexano:acetato de etila, v/v).
RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 3,64 (t, J = 8,0 Hz, 2H, S-CH>); 4,47 (t, J = 8,0
Hz, 2H, N-CHy); 7,63 — 9,67 (m, 2H, Har); 7,87 — 7,90 (m, 2H, Har). RMN de 3C (101 MHz,
DMSO-ds) 6 (ppm): 26,8; 49,4; 92,7; 115,6; 128,7; 130,4; 133,6; 136,6; 158,3; 167,0; 170,5.

4.2 Ensaios in vitro para avaliacdo da inibi¢ao enzimatica

Para avaliar a capacidade dos compostos sintetizados em inibirem a atividade da enzima
Aldose Redutase (AR), foi utilizado o kit colorimétrico da BioVision Incorporated (Milpita,
CA, N° K174-100). Como indicado pelo kit, os ensaios foram realizados utilizando placas de
96 pocos de fundo redondo e para leitura dos dados foi utilizado o leitor de placas em
absorbancia BioTek ELx808. Todos 0s ensaios de inibicdo foram realizados no laboratoério de
entomologia do Instituto Aggeu Magalhées — Fiocruz PE. Os dados obtidos foram analisados e
processados utilizando o programa GraphPad Prism?7.

No kit da Aldose Redutase estdo presentes 0s seguintes componentes:

e Tampdo para AR (pH =7,0)

e Ditiotreitol (DTT) (1 M)

e Substrato para AR

e Enzima AR

e NADPH

e Inibidor (controle positivo) Epalrestat (10 mM em DMSO)

Seguindo o protocolo do kit, inicialmente foram preparadas as seguintes

solugdes:
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Solucbes de DTT

Solucdo estoque: foi feita uma diluicdo de 100x a partir do DTT 1 M presente no kit
para 10 mM. Para isso, 2 uL de DTT foram adicionados em 198 pL de agua ultrapura.

Solucéo de uso diluida em tampé&o: foi feita uma solucdo 10 uM de DTT em tampéo
(pH = 7,0) presente no kit. Para isso, 2 pL da solucdo estoque de DTT (10 mM) foram
adicionados a 1998 pL de tampéo.

Solucbes da AR

Solucdo estoque: a Aldose Redutase liofilizada presente no kit foi reconstituida
adicionando-se 100 pL da solucdo uso de DTT no tubo-mae da enzima. Foram feitas
aliquotas de 6 uL e posteriormente estocadas a -80°C.

Solucdo de uso: a aliquota de 6 pL da solucdo estoque da AR foi diluida em 534 pL da
solugéo uso de DTT. Cada teste necessita de 90 pL da solucdo uso, com isso o volume
de 540 pL permite a realizacéo de 6 testes. Durante manuseio, a enzima foi mantida a 4
°C

Solucbes de NADPH

Solucdo estoque: 0 NADPH foi reconstituido adicionando-se 440 pL de gua ultrapura
em seu tubo-mae, resultando numa concentragcdo de 20 mM. Foram feitas aliquotas de
20 pL e posteriormente estocadas a -20°C.

Solucdo de uso: a aliquota de 20 pL da solucdo estoque foi diluida em 340 pL de tampéo.
O volume final de 360 pL permitiu a realizacdo de 6 testes. Durante manuseio, a enzima

foi mantida a 4°C.
Solucgbes das amostras

Solucdo padrdo das amostras: uma solucdo de 50 mM de cada composto foi feita a partir
da diluicdo de 5 mg do composto em DMSO (volume foi ajustado em cada composto
para chegar na concentracdo desejada).

Solugdo estoque: para a solucdo estoque a concentracdo deve ser 100x superior a
concentracdo desejada no poco. Neste caso, foram realizadas as diluicBes a partir da
solucdo padrdo, utilizando DMSO como solvente e respeitando a concentracao final
desejada no poco. (Ex: para 50 UM no poco, a solucdo estoque deve ter concentracao

igual a5 mM. Deste modo, para obter 50 pL da solugéo estoque (5 mM), foram diluidos

5 pL da solucdo padrdo (50 mM) em 45 uL de DMSO).
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e Solucéo uso: para a solucdo uso a concentracdo deve ser 20x superior a concentragao
desejada no pogo. As diluicGes foram feitas a partir da solugéo estoque, utilizando desta
vez o tampao (original do kit) como solvente. (Ex: para 50 UM no pogo, a solugdo uso
deve ter concentragéo igual a 1 mM. Deste modo, para obter 50 pL da solugdo uso (1
mM), foram diluidos 10 pL da solugdo estoque (5 mM) em 40 pL de tampdo).

ApoOs preparacdo de todas as solucdes de uso, preparou-se a placa para realizacdo do
ensaio enzimatico (Figura 22). Para isso, as seguintes amostras foram pipetadas nos pocos:

1. Amostra teste [A]: 10 pL da solugéo da solugéo uso (20x) da amostra a ser testada.

2. Controle enzimético [CE] (controle negativo): 10 pL da solucdo tampdo do Kkit.

3. Controle de inibicédo [CI] (controle positivo): 10 uL da solucdo de Epalrestat, que foi
preparada pela diluicdo de 2 pL da solugéo padréo presente no kit em 198 uL da solugéo
tampéo.

4. Controle do solvente [CS]: 10 puL da mistura DMSO/tampédo na propor¢cdo 1:5
mimetizando a razdo presente no poco da amostra teste [S]. Este teste faz-se necessario
para verificar se o solvente organico reduz a atividade da enzima AR.

5. Solucéo do branco [CB]: a solucéo do branco néo deve conter a enzima AR, devido a
isso adicionou-se 100 pL do tampao em cada poco do [BC] para manter o volume final

de 200 pL, como indicado pelo kit.

Em seguida, adicionou-se aos pogos 60 pL da solucdo de uso do NADPH e 90 uL da
solucdo de uso da AR (exceto nos pocos referentes ao branco [BC]). Ao final desta etapa, todos

0s pogos continham um volume de 160 pL.

A placa foi entdo incubada na temperatura de 37 °C por 20 minutos, protegida da luz.
Posteriormente, adicionou-se 40 pL da solucdo uso do substrato, preparada pela diluicdo de 4
ML da solucdo padrdo do substrato em 36 pL da solugdo tampdo. Feito isso, o volume final em

cada poco foi de 200 pL.

Imediatamente ap6s a adicdo de todos 0s componentes, a placa foi inserida no leitor de
placas, onde foi realizada a aquisi¢do dos dados no modo cinético por um periodo de 60-90
minutos, em intervalos de 1 minuto. O tratamento dos dados foi feito de acordo com as
instrucdes expressas no kit. Primeiramente foram plotados todos os dados de absorbancia em
funcdo do tempo, e foram escolhidos dois pontos da regido linear da curva para estimar a
porcentagem de inibi¢do. Os pontos escolhidos foram aqueles com t; = 40 min e t> = 50 min. A

seguinte equacéo foi utilizada para encontrar a porcentagem de inibicao:
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% inibicao relativa = (inclinagio de [ECl-inclinagio de [S1) , 1 ) (Equacéo 1)

inclinagédo de [EC]

As respectivas inclinagdes foram calculadas a partir da variagdo dos valores de

absorbancia nos pontos escolhidos, dividida pela variagdo de tempo (Equacéo 2).

. ~ (Al_AZ) ~
I =1 =2 E 2
nclinagao r— (Equacéo 2)

Para a amostra onde obteve-se o0 Clso foi utilizado o mesmo protocolo para diferentes
concentracdes do composto 8a (Acido 2-[(5-ciano-6-0xo0-4-fenil-1,6-diidropirimidin-2-
il)tio]acético), em que as concentragGes testadas foram 0,05 uM; 0,5 uM; 2,5 uM; 5 uM; 25
MM; 40 uM e 50 pM.

Figura 22. Representacdo da metodologia para realizagdo do ensaio enzimatico.

10 pL de amostra

60 pL do NADPH S 10 pL do composto teste
90 uL da AR =
EC 10 pL do tampdo
IC 10 pL do Epalrestat
SC 10 pL de DMSO
BC 100 pL do tampéo

(ndo se adiciona enzima)

Incubar a placa
por 20 min a 37 °C

Fazer a leitura da
/{ 40 pL do substrato —— placa em 340 nm
‘ por 60-90 min

Fonte: A autora (2020)

4.3 Docking Molecular dos compostos na estrutura cristalografica da AR

Para os estudos in silico, uma busca no Banco de Dados de Proteinas (do inglés, Protein
Data Bank) foi inicialmente realizada, onde foi selecionada a estrutura da Aldose Redutase com
cddigo PDB 3DN5 (EISENMANN et al., 2009). Esta estrutura foi escolhida em detrimento a
outras devido a semelhanca do seu ligante cocristalizado (53N) em comparacdo com 0s

compostos sintetizados neste trabalho.
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Apos a escolha da estrutura cristalogréafica, foram realizadas as etapas de preparo da
enzima, do cofator e dos ligantes para proceder com o docking molecular. As etapas de docking
molecular entre os candidatos a inibidores e o alvo (AR) foram realizados utilizando o programa
AutoDockTools versdo 4.2 (MORRIS et al., 2009).

Preparo da enzima: o arquivo de coordenadas original (extens&o .pdb) foi editado para separar
em diferentes arquivos a proteina, o cofator NADPH e o ligante cocristalizado. O novo arquivo
.pdb contendo as coordenadas apenas da proteina foi editado utilizando o programa
AutoDockTools para adicionar atomos de hidrogénios ligados a atomos polares de acordo com
0 pKa de cada residuo e computar cargas do tipo Kollman (BAYLY et al., 1993). Por fim, com
a proteina apresentando valor de carga inteiro, o arquivo foi salvo na extenséao .pdbqt.

Preparo do cofator: o arquivo de coordenadas do cofator NADPH também foi editado pelo
AutoDockTools para adicionar os atomos de hidrogénios ligados a atomos polares e computar
cargas, mas aqui utiliza-se cargas do tipo Gasteiger, pois as cargas Kollmann foram construidas
para cadeias de aminoacidos (GASTEIGER; MARSILI, 1980). O cofator foi entdo salvo na
extensdo .pdbgt, assim como a proteina. Em seguida, as coordenadas do cofator foram
adicionadas ao arquivo .pdbqt da proteina para gerar um anico arquivo do receptor utilizando
um editor de texto. O arquivo final contendo as coordenadas e cargas da AR e seu cofator foram
novamente analisados no AutoDockTools, com intuito de avaliar se as cargas assinaladas
apresentavam alguma divergéncia, e em seguida o arquivo do receptor estava pronto para o

docking molecular.

Preparo dos ligantes (inibidores): as estruturas de todas as moléculas sintetizadas neste
trabalho foram primeiramente construidas utilizando o programa Chem3D e salvas na extensédo
.mol2. Esses arquivos foram posteriormente editados no programa PyMOL para mover as
coordenadas dos ligantes para préximo do sitio ativo da AR e as novas coordenadas foram
salvas em extensdo .pdb. Em seguida, cada ligante foi entdo editado no AutoDockTools para

adicdo de hidrogénios ligados a &tomos polares e cargas Gasteiger.

Com os arquivos dos ligantes e da AR preparados, foram gerados os mapas de energia
eletrostatica e afinidade atdmica do ligante, calculados pelo programa AutoGrid 4. Para isso,
foi gerada uma caixa reticulada com dimens6es de 126 x 126 x 126 pontos, com espagamentos
entre os pontos de 0,22 A. A caixa foi centralizada no ligante cocristalizado (53N), com 0s
valores de coordenadas (X, Yy, z) iguais a 16,054; 10,109; -13,0. Estes parametros de caixa foram

replicados para todos os ligantes testados. Por fim, foi feito o docking molecular com o
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programa AutoDock 4, com um méaximo de 200 passos, em que para cada molécula o tempo de
simulagdo variou entre 40-60 minutos, como parametro de busca foi utilizado o algoritmo
genético lamarckiano (MORRIS et al., 1998).

No arquivo de saida do AutoDock4 (extensdo .dlg), é possivel extrair informagdes como
a distribuicdo, as coordenadas e os valores de energia livre de Gibbs e a constante de inibicéo
das conformacdes de menor energia em clusters. A partir dele, foi construido um arquivo .pdb
contendo as coordenadas da conformagéo de menor energia de cada cluster para avaliacdo das
interacOes ligante-receptor. As interagfes, bem como as figuras apresentadas neste trabalho

foram observadas e geradas no programa PyMOL.
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5 CONCLUSAO

Através da funcionalizacdo das 2-tiopirimidin-4-onas com por¢des éster, acido acético,
acido propibnico, e via ciclizacdo mediada pela reacdo de Mitsunobu, foram obtidos vinte
compostos dos quais doze apresentam-se como compostos inéditos. Estes compostos
apresentaram faixa de rendimento entre 45-90% e forma caracterizados por espectroscopia de
RMN de 'He 3C.

Alguns dos compostos sintetizados foram testados como potenciais inibidores da enzima
aldose redutase (AR). A maioria dos compostos apresentou percentual de inibi¢do perante a AR
acima de 74% em uma concentracdo de 50 uM, com excec¢do dos compostos obtidos pela via
de Mitsunobu, que resultaram num percentual de inibicdo em torno de 15%, e, portanto, séo

candidatos pouco promissores no tocante a inibi¢éo da enzima.

Dentre os compostos que obtiveram melhores resultados, 0 composto 8a apresentou uma
inibicdo de 100% a 50 uM. Com isso, foram realizados testes de inibicdo em diferentes
concentragcdes deste composto, e a concentracdo inibitoria de 50% da atividade enzimatica

(Clso) foi obtida a partir da curva dose-resposta que foi de 8 £ 1 uM.

Com a finalidade de obter um melhor entendimento a nivel molecular da relagé@o entre os
compostos testados com a enzima AR, foram realizados estudos por meio de simulacfes
computacionais de Docking Molecular, utilizando a estrutura cristalografica disponivel no
banco de dados de proteinas com codigo PDB 3DN5. A partir desses estudos, foi visto que 0s
ligantes interagem com os residuos Tyr48, His110, Trp20 e Trpll, e alguns deles também
interagem com Leu300, residuos que fazem parte do bolso catalitico da AR e sdo importantes
na catalise. Além disso, verificou-se que os compostos obtidos pela via de Mitsunobu
apresentaram pouca interacdo com os residuos do sitio ativo da AR, corroborando com o0s

baixos percentuais de inibicdo observados experimentalmente.

Algumas moléculas apresentaram inconsisténcias na comparacdo entre os resultados
experimentais de inibicéo e os resultados teoricos, contudo, essa divergéncia foi associada com
as diferentes conformacBes observadas no sitio catalitico da AR, sendo necessario realizar
simulacdes com diferentes estruturas cristalograficas da AR para um melhor entendimento das

interacdes enzima-inibidor.
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6 PERSPECTIVAS

Os estudos de docking molecular realizados neste trabalho mostraram que as substancias
contendo o grupo nitro como substituinte (compostos 6f, 6g, 8f, 8g, 10f e 10g) apresentam
interacGes importantes para a inibicdo da AR, o que resultaria em protétipos de maior interesse
farmacoldgico. Desta forma, pretende-se prosseguir com as etapas de sintese desses compostos
e posteriormente realizar os testes de inibicdo para estes candidatos, como também para 0s
demais compostos das séries 6a-e e 10a-e.

Os compostos 6f, 6g, 8f, 8g, 10f e 10g necessitam das 2-tiopirimidin-4-onas (4f-g) como
precursores iniciais para sintetiza-los. Normalmente, a sintese dos compostos 4f-g poderia ser
feita a partir da mesma rota sintética utilizada para a série 4a-e (Esquema 10a). No entanto, ndo
se obteve sucesso com esta rota para a sintese dos nitrocompostos; a reacdo resultava em uma
mistura complexa de subprodutos, o que causava problemas nas etapas de purificacao,
dificultando a obtenc¢éo do produto.

Outras rotas sintéticas serdo abordadas na tentativa de sanar este problema. Uma das
rotas que sera investigada se da em duas etapas (e ndo em reacdo multicomponente, como
preconizado até 0 momento para a sintese das tiopirimidinonas): a primeira etapa consiste na
reacao entre o respectivo aldeido aromatico (1f-g) e o cianoacetato de etila (2) em meio alcalino
para formacao do intermediario de Michael, que depois de isolado, sera utilizado na segunda
etapa da sintese, com a reacdo entre este e a tiouréia (3) para formacdo do anel pirimidinico
(Esquema 10b).

Uma outra rota sintética que serd testada para formacdo de 4f-g foi relatada
recentemente por Jadhav e colaboradores, em que a reacdo multicomponente ocorre por
intermédio do liquido idnico, acetato de diisopropiletil amonio (DIPEAc) (Esquema 10c)
(JADHAV et al., 2019).

Ainda com relacdo aos candidatos a inibidores, sera necessario a realizacdo de
caracterizacbes complementares, como a espectroscopia na regido do infravermelho e a
espectrometria de massas ou analise elementar. Principalmente, para os compostos da série 13a-
e, sintetizados pela estratégia de Mitsunobu, em que se observou que os espectros de RMN déo
indicios, mas ndo confirmam a ciclizacdo do produto. A realizacdo de experimentos de
infravermelho para os compostos de partida (alcoois) e seus respectivos produtos ciclizados

forneceria maior validacao para estes resultados.
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Esquema 10. Possiveis rotas sintéticas que serdo abordadas para a sintese dos compostos 4f-g.

O
O NC
a) (@] i K,CO3 | NH
H + +
NC\)J\O/\ HoN” NH, Etanol N/&S
R Refluxo H
1f-g 2 3 R
4f-g
R
f: m-NO,
g: p-NO,
0]
] NC
b) 0 K,CO3 ou EtsN | 0
H o+ -
NC\)ko/\ Etanol
Etapa1 R ta.
1f-g 2 R
NC| o0~ j’\ K,COs NC | NH
Etapa 2 * -
tapa H,N”  NH, Etanol N/gs
Refluxo
R 3 R
4f-g
c) (0]
0} NC
0] j\ DIPEAC | NH
H + +
NC\)J\O/\ H,N NH, ta. NAS
R H
1f-g 2 3 R
4f-g

Fonte: a autora (2020) e extraido de (JADHAV et al., 2019)

Na parte dos estudos computacionais por meio do docking molecular, pretende-se
realizar as simulacdes em estruturas cristalograficas com diferentes conformacées da AR, com
base no estudo realizado por Wang e colaboradores, no qual o autor realiza as simulacGes de
DM para trés diferentes conformac6es do sitio ativo da AR (WANG et al., 2013). Dessa forma,
poderdo ser obtidos resultados mais confiaveis sobre as interacdes dos candidatos a inibidores,
com os residuos do sitio ativo da enzima. Estes novos resultados de DM poderdo fornecer
subsidios para a predicdo de melhores candidatos a farmacos anti-AR in silico, e que poderédo

ser sintetizados futuramente
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APENDICE A - ESPECTROS DE RMN

Figura 1. Espectro de RMN de 'H (DMSO-ds, 400 MHz) de 6a.
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Figura 2. Espectro de RMN de **C (DMSO-dg, 101 MHz) de 6a.
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Figura 3. Espectro de RMN de *H (DMSO-ds, 400 MHz) de 6b.
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Figura 4. Espectro de RMN de **C (DMSO-dg, 101 MHz) de 6b.
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Figura 5. Espectro de RMN de *H (DMSO-ds, 400 MHz) de 6c.
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Figura 6. Espectro de RMN de **C (DMSO-dg, 101 MHz) de 6c.
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Figura 7. Espectro de RMN de *H (DMSO-ds, 400 MHz) de 6d.
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Figura 8. Espectro de RMN de **C (DMSO-ds, 101 MHZz) de 6d.
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Figura 9. Espectro de RMN de *H (DMSO-ds, 400 MHz) de 6e.
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Figura 10. Espectro de RMN de *C (DMSO-ds, 101 MHz) de 6e.
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Figura 11. Espectro de RMN de *H (DMSO-ds, 400 MHz) de 8a.
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Figura 12. Espectro de RMN de *C (DMSO-ds, 101 MHz) de 8a.
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Figura 13. Espectro de RMN de *H (DMSO-ds, 400 MHz) de 8b.
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Figura 14. Espectro de RMN de **C (DMSO-ds, 101 MHz) de 8b.
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Figura 15. Espectro de RMN de *C (DMSO-ds, 101 MHz) de 8c.
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Figura 16. Espectro de RMN de *H (DMSO-ds, 400 MHz) de 8d.
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Figura 17. Espectro de RMN de **C (DMSO-ds, 101 MHz) de 8d.
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Figura 18. Espectro de RMN de *H (DMSO-ds, 400 MHz) de 8e.
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Figura 19. Espectro de RMN de ~*C (DMSO-ds, 101 MH2z) de 8e.
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Figura 20. Espectro de RMN de *H (DMSO-ds, 400 MHz) do 10a.
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Figura 21. Espectro de RMN de *C (DMSO-ds, 101 MHz) do 10a.
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Figura 22. Espectro de RMN de ‘H (DMSO-ds, 400 MHz) do 10b.
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Figura 23. Espectro de RMN de *C (DMSO-ds, 101 MHz) do 10b.
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Figura 24. Espectro de RMN de *H (DMSO-ds, 400 MHz) do 10c.
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Figura 25. Espectro de RMN de **C (DMSO-ds, 101 MHz) do 10c.
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Figura 26. Espectro de RMN de ‘H (DMSO-ds, 400 MHz) do 10d.
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Figura 27. Espectro de RMN de *C (DMSO-ds, 101 MHz) do 10d.
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Figura 28. Espectro de RMN de *H (DMSO-ds, 400 MHz) do 10e.
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Figura 29. Espectro de RMN de **C (DMSO-ds, 101 MHz) do 10e.
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Figura 30. Espectro de RMN de *H (DMSO-ds, 400 MHz) do 13a.
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Figura 31. Espectro de RMN de **C (DMSO-ds, 101 MHz) de 13a.
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Figura 32. Espectro de RMN de ‘H (DMSO-ds, 400 MHz) do 13b.
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Figura 33. Espectro de RMN de **C (DMSO-ds, 101 MHz) do 13b.
o DMSO-d;
l
\5/4\
[
=~
S
orr
H,C
CAr
Nk | s,
| T en
c g 2
Yo CN ! | A
cs, C4, CZ 3 "Ar I
- © 5 : g I
sg 2 | Bl 3 3
KV J 5 ! g
! |
[ I —
2‘30 2‘20 2‘10 2‘()() 1‘90 1‘80 1‘70 1‘60 1‘50 1‘40 1‘30 1‘20 1‘10 1‘()() 9‘0 éO 7‘0 éD 5‘0 ‘;0 Z;O 2‘() 1‘0 0 ‘10

f1 (ppm)

Fonte: a autora (2020)

Figura 34. Espectro de RMN de ‘H (DMSO-ds, 400 MHz) de 13c.
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Figura 35. Espectro de RMN de **C (DMSO-ds, 101 MHz) de 13c.
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Figura 36. Espectro de RMN de 'H (DMSO-ds, 400 MHz) de 13d.
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Figura 37. Espectro de RMN de *C (DMSO-ds, 101 MHz) de 13d.
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Figura 38. Espectro de RMN de ‘H (DMSO-ds, 400 MHz) de 13e.
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Figura 39. Espectro de RMN de **C (DMSO-ds, 101 MHz) de 13e.
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