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RESUMO

A sintese de compostos pirimidinonicos tem ganho destaque devido a sua grande
relevancia bioldgica. Atividades antiviral, antitumoral, antiinflamatoria, anti-histaminica,
indutora de interferon, hipotensiva, entre outras sdo atribuidas ao nucleo pirimidinonico.
Diante dessas consideragdes, nosso interesse tem se voltado para a obtengdo de compostos
heterociclicos potencialmente ativos, resultantes da sintese e de modificagdes estruturais
nas posi¢cdes N-3 do anel aromatico, do grupo carbonila presente em C-4 e da fungdo nitrila
ligada ao carbono C-5 da 3,4-dihidro-2-fenila-6-para-fluor-fenila-4-oxo-pirimidina-5-
carbonitrila. S3o varias as vias sintéticas para a obteng¢do do anel piridinonico. Através da
metodologia desenvolvida por Mendonga Jr (2003), obtiveram-se 4 novas 4-(3H)-
pirimidinonas (60a-d). A estratégia de sintese consiste na condensacdo de benzilidenos
aromaticos derivados do ciano acetato de etila (intermediarios de Michael) com cloridratos
de arilamidinas, em presenca de quantidades cataliticas de base. A substancia 60a teve sua
reatividade avaliada frente a alguns reativos. A oxidagdo, com acido sulfurico fumegante,
da nitrila em C-5 forneceu uma pirimidinona contendo uma por¢ao amida (rendimento:
88%); sua posterior hidrolise 4cida forneceu um derivado 4cido carboxilico (rendimento:
43%). Além disto, a pirimidinona 60a foi submetida a reacdo de metilagao utilizando-se o
sulfato de dimetila, fornecendo o derivado metilado na posicdo N-3 (rendimento: 38%).
Tais compostos derivados do nucleo base pirimidinona mostraram possuir melhor
solubilidade que o composto prototipo, com excecao da amida, que demonstrou ser tao
pouco soluvel quanto a pirimidinona que lhe deu origem. Do composto protdtipo (60a) foi
determinada a DLsy) em camundongos, bem como, avaliada a atividade antiinflamatoria. A
DLs calculada foi de 329,43mg do composto 60a por quilo de peso do animal. A
substancia 60a teve sua atividade antiinflamatoria comparada a da indometacina, inibindo o

edema em até 82,76%.
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ABSTRACT

The synthesis of pyrimidinone compounds has gained importance due its biological
relevance. Antiviral, antitumor, anti-inflammatory, antiallergic, interferon inducer,
hypotensive activities, among others, are attributed to the pirimidinone nucleus. Based on
these considerations, our interest was the obtention of potentially actives heterocyclic
compounds, resultants of synthesis and structural modifications on the N-3 ring position,
carbonyl group linked to the C-4 and nitrile linked to the C-5 of the 3,4-dihydro-2-phenyl-
6-para-fluorophenyl-4-oxo-pyrimidine-5-carbonitrile. There are many synthetic ways in
order to achieve the pyrimidinonic ring. Based on the methodology described by Mendonga
Jr (2003), four new 4-(3H)-pyrimidinones were obtained (60a-d). The synthesis consists of
the condensation of benzilidines derived from ethyl cyano acetate (Michael’s intermediates)
to arylamidines chloridrates, under presence of a few drops of base. The compound 60a
had its reactivity evaluated towards some reactants. The oxidation of the nitrile present on
C-5 was carried out by using aqueous solution of sulfuric acid at 75% and gave a
pyrimidinone compound with an amide moiety (yield: 88%). The acidic hydrolysis of this
amide gave the carboxylic acid derivative (yield: 43%). In addition, the compound 60a was
submitted to a methylation reaction using dimethylsulfate as methylating agent, giving the
derivative methylated on N-3 (yield: 38%). The modified compounds showed better
solubility than their parent compound, in exception of the amide that showed to be as low
soluble as the prototype. The compound 60a had its LDs, determined in mice, as well as it
had its anti-inflammatory activity evaluated. The calculated LDs of the compound 60a was
in 329,43mg per kilogram of the animal weight. The anti-inflammatory activity of the
pyrimidinone 60a was compared to indomethacin and it was observed a maximum peak of

edema volume inhibition of 82,76%.
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1-INTRODUCAO

A busca por novos farmacos tem se tornado crescente, ja que os avangos cientificos
trouxeram nao somente progressos, conquistas e descobertas, mas também novos habitos,
novos ambientes e, por conseguinte, novas doengas.

Inicialmente o homem recorreu as fontes naturais para o alivio e a cura de seus males.
Entretanto, gragas aos avancos da Quimica Orgénica, a sintese quimica contribui cada vez
mais com novos farmacos, sendo este crescimento devido a aplicagdo de conhecimentos de
outras areas a quimica, dispondo de métodos analiticos mais eficientes e rapidos.

Desta forma, com o objetivo de descobrir novos compostos bioativos, sdo conhecidos
alguns processos na introducdo de um farmaco na terapéutica tais como triagem empirica,
planejamento racional e, o mais utilizado atualmente, a modificacio molecular de um
composto prototipo. A modificagdo molecular ¢ um método que fornece intimeras
vantagens entre as quais podemos citar: a possibilidade de obtengdo de produtos
farmacologicamente superiores; a sintese semelhante a do protdtipo, gerando economia na
produgao ¢ a possibilidade de elucidagdo da relagao estrutura-atividade (Korolkovas, 1988).

A sintese de derivados pirimidindnicos tem ganho destaque devido a sua grande
relevancia biologica. Propriedades antiviral (Wierenga & Skulnick, 1980, Wierenga, 1985,
Skulnick et al., 1985, Botta et al., 1993, Saladino et al., 1998, Botta et al., 1999, Botta et
al., 2001, Saladino et al., 2001, Saladino et al., 2002), antitumoral (Strinfellow, 1981, Li et
al., 1985, Wierenga, 1985, Lotzova & Savary, 1986, Li et al., 1987, Botta et al., 1988),
indutora de interferon (Wierenga & Skulnick, 1980, Lotzova et al., 1983, Skulnick et al.,
1985, Wierenga, 1985, Sidky et al., 1986, Vroegop et al., 1999) e indutora de células
“natural killers” (Wierenga, 1985, Lotzova et al., 1986, Lotzova & Savary, 1986) sao
atribuidas ao ntcleo pirimidindnico e seus derivados.

As agdes das pirimidinonas sobre o sistema cardiovascular sdo igualmente
mencionadas na literatura, tais como atividades diurética e hipotensora (Skulnick et al.,
1986), antagonista dos receptores da angiotensina II (Bernhart ef al., 1994, Salimbeni et al.,
1995, Chou et al., 1999), antagonista dos receptores adrenérgicos do tipo a; (Lagu et al.,
2000), antagonista dos canais de calcio (Yarim et al., 1999) e antiarritmica (Ranise et al.,

1994).
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Propriedades antiinflamatéria (Wierenga, 1985, Skulnick ef al., 1986), anti-histaminica
(Temple et al., 1979, Juby et al., 1979), anticoagulante (Tamura et al., 1997, Ranise et al.,
1994) e antihiperlipidémica (Ranise et al., 1994) sdo descritas para esta classe de
compostos.

Outras a¢des como atividades herbicida (Jezewski ef al., 2001), moluscicida e larvicida
(Hosni et al., 1999), antimicrobiana (Barot, 1996, Botta ef al., 1988) e citotoxica (Benneche
et al., 1993) sdo analogamente descritas, demonstrando o quao amplo € o espectro de agdo
das pirimidinonas.

Diante dessas consideragdes, nosso interesse tem se voltado para a obtengdo de
compostos heterociclicos potencialmente ativos, resultantes da sintese e de modificagdes
estruturais na posi¢do N-3 do anel aromatico, no grupo carbonila presente em C-4 e na
funcdo nitrila ligada ao carbono C-5 das 3,4-dihidro-2,6-diaril-4-oxo-pirimidina-5-

carbonitrilas (Figura 1).

Ry R,

Figura 1: Estrutura geral das 3,4-dihidro-2,6-diaril-4-oxo-pirimidina-5-carbonitrilas

1.2 - GENERALIDADES

As pirimidinonas sdo derivadas das pirimidinas nas quais uma carbonila estd
substituida no anel, apresentando, portanto, algumas propriedades quimicas em comum. A
troca de duas unidades do grupamento CH no benzeno por atomos de nitrogénio fornece o
anel de pirimidina, resultando em diminui¢do da simetria (Brown, 1984). Considerando a
distribuicao de densidades eletronicas e os hibridos de ressonancia da pirimidina, o carbono
C-5 corresponde ao mais susceptivel sitio de ataque eletrofilico (Singh, 1982). Ja os
ataques nucleofilicos seriam confinados as posigdes C-2, C-4 ¢ C-6 do anel pirimidinico

(Brown, 1984) (Figura 2).
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Pirimidina Pirimidinona

Figura 2: Estrutura geral das moléculas da pirimidina e pirimidinona

A carbonila pode estar ligada mais freqlientemente a trés posicdes no anel

aromatico, como ilustrado a seguir (Figura 3):

4-(3H)-Pirimidinonas  2-(1H)-Pirimidinonas 4-(1H)-Pirimidinonas

Figura 3: Localizagdes mais comuns da carbonila em pirimidinonas

Para este trabalho daremos énfase as reagdes de formacao e estudo da reatividade

quimica das 4-(3H)-pirimidinonas.

1.3 - ROTAS DE SINTESE

Sao inumeras as metodologias sintéticas para a formacdo do heterociclo
pirimidinonico (Brown, 1962; Brown, 1984). Alguns destes esquemas reacionais estao

descritos a seguir.

1.3.1 — Pirimidinonas a partir de B-ceto ésteres

Esta rota sintética caracteriza-se por ser uma das mais antigas reacdes de
condensacdo para a formacdo do anel pirimidinonico. Pinner (1889) descreveu a
condensacao de B-ceto ésteres (1) com amidinas (2), em presenca catalitica de piperidina

fornecendo 4-(3H)-pirimidinonas (3) (Esquema 1).
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Esquema 1: Sintese de 4-(3H)-pirimidinonas através do método de Pinner

Botta et al. (1984) e Saladino et al. (2002) descreveram a condensagdo de [-ceto
ésteres (1) com a O-metil-isouréia (4) gerada in situ através da utilizagdo de seu sal
bissulfato, em presenca de excesso de hidroxido de calcio, em solucdo hidroetanolica,
objetivando a formacgao de 2-metoxi-4-(3H)-pirimidinonas (5).

Em outra ocasido, Botta e colaboradores (1999) descreveram uma sintese analoga a
esta, porém com a utilizacdo de uma acetona do acido dicarboxilico dietil éter (6) em lugar
do B-ceto éster convencional, fornecendo os derivados pirimidindnicos substituidos em C-6

com uma funcgao éster (7) (Esquema 2).

0
0 0
NH, R, . _H
R; OR; + H3co~< Ca(OH), | ‘
@ S) =
H,0/EtOH
R, NH, Hso, MOEOH . N OCH,
@ “) ®)
EtO
0
0
0 NH, _H
+ H300~< _Caomy, 9 N
O S
0 NRI, Hso, HO/EtOH _
EtO N OCH,
EtO

(6) ) @)

Esquema 2: Sintese de 4-(3H)-pirimidinonas através dos métodos de Saladino e Botta

Os B-ceto ésteres (1) também podem ser condensados a guanidinas (8), substituidas
ou nao, fornecendo 2-amino-4-(3H)-pirimidinonas (9). Tais pirimidinonas fornecem ainda

derivados halogenados como a série liderada pelo composto 2-amino-5-bromo-6-fenil-4-
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(3H)-pirimidinona (ABPP) (10), que exibiu diversas atividades bioldgicas, as quais serdo

discutidas posteriormente (Skulnick et al, 1985, Wierenga, 1985) (Esquema 3).

0
NH Br
0 (0] NH NBS NH
W H,N . ‘ > ‘
AcOH
i n-Bu = Z
R OEt R N NH, R N NH,
ABPP
6)) ®) ) a10)

Esquema 3: Sintese da série derivada da ABPP

Uma inovagao da sintese de pirimidinonas a partir de B-ceto ésteres € a sintese em
fase solida (SPS) (Botta, 2001). Este método apresenta algumas vantagens em relacdo a
sintese em fase liquida, entre as quais: facilidade quimica; possibilidade de utilizacdo de
altas concentracdes de reagentes, dirigindo a reagdo a deplecdo dos produtos de partida;
eliminacdo dos processos de purificacdo, j& que as impurezas e o excesso de reagentes
podem ser removidos por lavagem da fase so6lida; além da possibilidade de automacao.

Nesta rota sintética, a formag¢do do anel pirimidinonico se da através da
condensacdo entre [-ceto ésteres e derivados guanidinicos. Com o intuito de sintetizar
compostos pirimidinénicos com uma por¢do hidroxila livre na posi¢ao 2 do anel da
pirimidinona, foi utilizado um derivado guanidinico substituido com uma cadeia lateral
contendo uma hidroxila livre. Porém, a presen¢a desta hidroxila ndo é compativel com as
condi¢des de uma reagdo de condensagdo. Sendo assim, foi decidido empregar a N-4-
(hidréxibutil)-guanidina O-imobilizada, em que o grupo de “imobilizagdo” liga a guanidina
ao suporte solido e serve como grupo protetor do oxigénio. O suporte utilizado foi a resina
de Merrifield modificada (11), que reage com 3 equivalentes de N, N-bis-(tert-butoxi-
carbonil)-N-(4-hidréxibutil)-guanidina (12), em presenga de trietilamina (TEA) para dar o
produto (13). A remocao dos grupamentos Boc (tert-butoxi-carbonil) se da através da acao
do 4cido metanossulfonico, deixando a resina (14) que, por sua vez, reage com o [-ceto
¢éster 3-oxobutanoato de etila (15) em presenca de metdxido de s6dio/metanol sob refluxo,
fornecendo as pirimidinonas 2,6-dissubstituidas (16) e 2,3,6-trissubstituidas (17) (Esquema

4).
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NHBoc

+
Cl HO\/\/\
N NBoc

an (12) H

CH,Cl, | TEA
NHBoc

O\/\/\
13) 1}\11 NBoc
(o)
dioxano| CH;SO;H

NH,

NH, o)

N
(14) H
CH,SO;
0 R, COOEt

MeONa
MeOH

Ras %9

R, R OH
NH ' N TN
| C
/]\ P Ua /k
R; N N R; N NH,
(16) a7

Esquema 4: Sintese de 4-(3H)-pirimidinonas através de SPS

1.3.2 — Pirimidinonas a partir de outros intermediarios de Michael

Veale e colaboradores (1993) descreveram a condensacdo de derivados do éster

malonico (18), com amidinas substituidas (19), a quente, formando 4-0x0-5,6-

dihidropirimidinas (20). Varios reativos foram testados a fim de oxidar tais compostos a

pirimidinonas. A oxida¢do foi alcangada através da utilizacdo de N-bromosuccinimida, em

presenca de carbonato de potassio finamente dividido sob catélise de peroxido de benzoila,

que forneceu entdo 4-(3H)-pirimidinonas (21) (Esquema 5).
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(o) (o) o (o)
H
NH R
H;CO OCH; H;CO N
+ 110°C
R3 NHR2 /
R H R N R;
(18) a19) H 0
NBS (1 eq)
(8:0?(‘:‘ cat. PhC(0)0O,
K,CO; (10 eq)
o
R
H;CO | N
)\
R{ N R,
(1)

Esquema 5: Condensacdo de derivados do éster malonico com amidinas substituidas

Analogamente, o etoxi metileno malonato de dietila (22) reage com as
benzamidinas orto-substituidas (23), em presenca de base, fornecendo 4-(3H)-

pirimidinonas com uma fungao éster em C-5 (24) (Juby et al, 1979) (Esquema 6).

OEt NH
EtOOC COOEt i, MeONa o
2 Me ' MeOH
+
EtO H
(22) (23) (24

Esquema 6: Condensacao do etoxi metileno malonato de dietila com amidinas

Melo e colaboradores (1992) fizeram uso de amidinas (2), cloridrato de guanidina
(8), S-alquil tiouréia (26) e bisamidinas (27), que ao reagirem com o sal potassico de
fluoromalonaldeidato de etila (25) forneceram 5-fluor-4-(3H)-pirimidinonas (28, 29, 30) ¢
bispirimidinonas (31) (Esquema 7).
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Esquema 7: Sintese de 5-fluor-4-(3H)-pirimidinonas e bispirimidinonas

HN NH o
Y \KF

NH o
R, F
@) NH, |
Ry N
(28)
® © o
NH, C1
H,N F.
(8) NH, |
Rj N
(29
NH o
H
C 35% F
R; N

39

R
NH, NH,

Ry
@31

1.3.3 — Sintese de pirimidinonas trifluorometiladas

Pirimidinonas trifluorometiladas podem ser preparadas através da reacdo mostrada
no esquema abaixo (Esquema 8). O tratamento da cianoacetamida (32) com hidreto de
sodio e trifluoroacetonitrila gasosa da o aduto (33), que reage com uma mistura de

ortoformiato de trietila/anidrido acético sob refluxo, fornecendo a pirimidinona N-acetilada

(34) ¢ a pirimidinona O-acetilada (35) (Lee & Sing, 1990).

F
NH HN
Sy |
= X
N N Ry
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o)
CN
0 H,N
NaH
cNt CFRCN —
H,N H,N CF,
32) (33)
(CH,CH;0);CH
Ac,O
o OCH,CH;
NC CH,CH; NC
P 2 3
N Xy
| ]
P P
F;C N F;C N
(34) (35)

Esquema 8: Sintese de pirimidinonas trifluorometiladas

1.3.4 — Pirimidinonas a partir de cianoiminas

Também ¢ descrita na literatura, a sintese de pirimidinonas através da ciclizacao de
cianoiminas (McCall et al, 1979). N-alquil-2-cianoacetamidas (36) reagem com dacido
cloridrico/etanol seco produzindo cloridrato de N-alquil-3-imino-3-etdéxipropanamidas (37).
Estas ultimas reagem com a cianamida, fornecendo N-alquil-3-cianimino-3-
etoxipropanamidas (38), que por sua vez perdem etanol através da reagdo com aminas
secundarias, fornecendo o composto (39). Essas cianoiminas ciclisam-se em presenga de

tert-butdxido de potassio, fornecendo as 2-amino-4-pirimidinonas (40) (Esquema 9).

o 0 OEt 0 OEt
)K/CN HCVEtOH M@ © NH,CN M
RHN RHN NH, C1 RHN NCN
(36) 37 38)

0o
NHR'
R
N 0o NR',
‘ +-BuOK
-
/
R',N N NH, RHN NCN
(40) 39)

Esquema 9: Sintese de 2-amino-4-pirimidinonas a partir de cianoiminas



Janaina Versiani dos Anjos Novas pirimidinonas: Sintese, Estudo da Reatividade... 11

1.3.5 — Pirimidinonas a partir de pirimidinas

Apesar de o anel pirimidinico ser mais susceptivel as reagdes de hidrdlise,
decomposicao e, até mesmo, abertura do anel, Kress (1985) relatou a obtencao de 4-(3H)-
pirimidinonas (42) através do tratamento da 5-metoxi-pirimidina (41) com solugdo aquosa

de 4cido peracético/acido sulfurico (Esquema 10).

(0}
H;CO AN H;CO
N CH;CO;H (1 eq.) NH
‘ H,S04 (1 eq.) ‘
/ > /
N H,0 N
41) 42)

Esquema 10: 4-(3H)-pirimidinonas a partir de pirimidinas

1.3.6 — Pirimidinonas a partir de reacées de cicloadiciao

Sao descritas também reagdes de cicloadigdo [4+2] em que um dieno e um diendfilo
fornecem uma mistura de pirimidinonas (Kawamura et al, 1993, Dey et al., 1997; Sharma
et al, 1998; Marwaha et al, 2002).

Reagdes de cicloadigcdo envolvendo 1-morfolino-1-ciclopenteno (diendfilo) (43) e
isocianato de benzoila (dieno) (44) em tetrahidrofurano (THF) foram bem sucedidas e, apos
tratamento com acetato de amonio/acido acético forneceu a 4-(3H)-pirimidinona (45) com

93% de rendimento (Kawamura et al., 1993) (Esquema 11).

N .
+ ﬂ CH;COONH,/AcOH NH

C

|

43) 44 o 45)

Esquema 11: Sintese de pirimidinonas via cicloadi¢ao [4+2]
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Sado descritas também reagdes de cicloadicdo envolvendo 1,3-diazabuta-1,3-dienos
(46) e cetenos (47), em presenga catalitica de trietilamina, produzem uma mistura de 4-
pirimidinonas (50) e (51). O intermediario (48), além de fornecer a pirimidinona (50), sofre
rearranjo sigmatrdpico [1,5] fornecendo outro intermediario (49) que, por sua vez, resultara

em (51), também através de deslocamento [1,5] (Esquema 12) (Sharma et al., 1998).
¥ i |
N

Ph
Ph = |
\N( SCH ' - \( H
\( 3H )W N N

Ph N o

a—0

R, (46) @7 | Ri @s) SCHy a
Rearr. H“;’V l - HSCH,
Ph\(N o PhYN 0
| !
N / / /
AN AN
B R (49) “SCH, ' R, (0
~ l CH,SH “\_Rearr. CH;S[1,5] -
Ph |
| Ph N 0o
- HSCH, \( SCH;
N / /
R, GD H

Esquema 12: Reagoes de cicloadigao utilizando 1,3-diazabuta-1,3-dienos

1.3.7 — Sintese de pirimidinonas via formacao de benzilidenos

Um método que tem se mostrado eficaz e com bons rendimentos ¢ o método
preconizado por Nicolle (1990) e modificado por Melo e colaboradores (2002). Tal método
consiste da condensacao de intermediarios de Michael, aqui representados por benzilidenos
derivados da malonitrila (54), a cloridrato de arilamidinas (2), fornecendo 2,6-diaril-4-
amino-pirimidina-5-carbonitrilas (57).

Os intermediarios de Michael (54) sdo preparados a partir da reagao de aldeidos

aromaticos (52) com malonitrila (53), em presenca catalitica de base (Patai, 1960).
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A sintese das amidinas consiste em duas etapas. Primeiramente ¢ feita a sintese do
iminoéter (56), através da reacdo de nitrilas aromaticas substituidas (55), com acido
cloridrico gasoso em etanol seco. O produto formado nesta primeira reacdo ¢ entdo
submetido em uma segunda etapa a reagdo com amonia gasosa em metanol, para a

obtengdo das amidinas sob a forma de cloridrato (2) (Pinner, 1892) (Esquema 13).

® O
o NH,Cl
CN
n CN OEt
. _HCVEtOH
R/ CN R; R;
(52) 53) (55) (56)
MeOH | TEA MeOH | NH; (g)
® O
H NH,Cl
CN
X NH,
+
CN
R R;
(54) 2
MeOH | TEA
NH,
NC
NNm
/
N
57

Esquema 13: Sintese de 2,6-diaril-4-amino-pirimidina-5-carbonitrilas

Com base nesta metodologia, Mendonga Jr (2003), descreveu a sintese de novas
3,4-dihidro-2,6-diaril-4-oxo-pirimidina-5-carbonitrilas  (60). As pirimidinonas sao
fornecidas através da condensagdo de benzilidenos derivados do cianoacetato de etila (59)
(intermediarios de Michael) e cloridrato de arilamidinas (2), em presenga catalitica de base.

Os intermediarios de Michael sdo obtidos através da reacdo de Knoevenagel, em que
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aldeidos aromaticos (52) reagem com o cianoacetato de etila (58) em meio bésico de

trietilamina (Esquema 14).

0o H
NC
CN
H X
TEA
+  EtO -
MeOH COOEt
0o Ry

(52) (58) (59 ® O

NH,Cl

NH,

TEA/

MeOH

R;
?)
NH
—
N
(60)
R,

Esquema 14: Sintese de 3,4-dihidro-2,6-diaril-4-oxo-pirimidina-5-carbonitrilas

1.4 - FORMAS “DEWAR” DE 4-PIRIMIDINONAS

A fotoquimica dos 4cidos nucléicos tém sido estudada hé alguns anos e ja ¢ sabido
que a uracila e a uridina sofrem reagdes de fotdlise em solug@o aquosa. Os produtos dessas
reacdes sao denominados fotohidratos e estes desempenham papéis na inativacao e mutagao
de células em organismos vivos através da irradiacdo ultravioleta (Takahashi ef al., 1985).

Desta forma, foi estudado o comportamento fotoquimico de 4-pirimidinonas (61)
em diferentes solventes, tais como dagua/acetonitrila (Takahashi et al, 1985), em
¢ter/amonia liquida (Hirokami et al., 1985, Hirokami et al., 1981), metanol (Hirokami et
al., 1985) e acido acético (Hirokami et al., 1983). Em todos os solventes utilizados, os
produtos provenientes das rea¢des fotoquimicas, denominadas Dewar pirimidinonas (62),

convertiam-se nos produtos de partida (61) horas depois da irradiagao.
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As pirimidinonas Dewar (62) sdo espécies instaveis e bastante reativas e reagem
com uma variedade de solventes préticos, como demonstrado no esquema 15. Quando a
pirimidinona Dewar (5-ox0-2,6-diazabiciclo[2,2,0]hex-2-enos) reage com metanol fornece
4-metoxi-2-azetidinona (63), em acido acético produz pirimidinio-5-carboxilato (64), ja

com metilamina fornece uma imina (65) e, em dgua, uma enamida (66) (Hirokami, 1997).

I{2 Rl CH3
N OCH
o } R ®
NNy
G \ NH, |
R;
63) Rs
CH;0H COz
o) H (64)
CH3COOH
_R, R,
N
| by |
= N N
R; N R, R, \
(61) 62 R
o H,0 CH;NH,
Rl% O""H\ R, NCH;
N NH R;—NH

Ry — \ NH,

(66) (65) R,

Esquema 15: Formagao e reatividade de 4-Dewar pirimidinonas

Entretanto, Lapinski e colaboradores (1994) descreveram que 4-(3H)-pirimidinonas
ndo somente sofrem conversdo a Dewar pirimidinonas (62) quando em presenca de
irradiag@o ultravioleta, mas também sofrem reagdes de abertura do anel, formando cetenos
(67) e reagoes fototautoméricas, levando a conversdo da forma ceto (61) a forma endlica

(68) (Esquema 16). O aparecimento de reacdes fototautoméricas pode ser solucionado ao se
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utilizar pirimidinonas N-3-metiladas, ja que estas ultimas ndo sofreriam interconversao para

a forma endlica.

R3 N Rl R] \

R; N R,
(68)

Esquema 16: Outras reacdes fotoquimicas de 4-(3H)-pirimidinonas

1.5 - TAUTOMERISMO E DIMERIZACAO EM 4-(3H)-PIRIMIDINONAS

Estudos preliminares em espectros de infravermelho demonstram que pirimidinonas
também existem como pirimidinois, sugerindo a existéncia de formas tautoméricas ceto-
enolicas para estes heterociclos, a 4-(3H)-pirimidinona (69) e a 4-hidroxi-pirimidina (70)
respectivamente (Brown, 1984; Boucher et al., 1995; Liao et al., 1996).

Juby e colaboradores (1979) admitiram ainda a existéncia de uma terceira forma
tautomérica, proveniente da ligacdo do hidrogénio ao nitrogénio N-1, ou seja, outra forma

lactamica, uma 4-(1H)-pirimidinona (71) (Figura 4).
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= (=)

4-hidroxi-pirimidina 4-(3H) pirimidinona 4-(1H) pmmldlnona
(70) (69) (71)

Figura 4: Formas tautoméricas de 4-(3H)-pirimidinonas

No entanto, ¢ consenso geral que a forma predominante ¢ a 4-(3H)-pirimidinona.
Isto pode ser verificado, além dos estudos de espectroscopia no infravermelho,
principalmente em reagdes de metilagdo envolvendo o anel pirimidindnico. Observa-se que
o produto prevalente neste tipo de reagdo consiste no produto N-3-metilado, podendo
também ser obtido o produto N-1-metilado em rendimentos modestos. Porém, o produto O-
metilado, quando obtido, o ¢ em rendimentos muito baixos (Juby et al, 1979; Brown, 1984;
Skulnick et al., 1986).

Estruturas supramoleculares s3o de fundamental importdncia para a fungdo
biologica, sendo responsaveis por todas as propriedades dos materiais conhecidos.
Enquanto os 4&tomos em uma molécula estdo ligados entre si por ligagdes covalentes fortes,
as moléculas em uma estrutura supramolecular estdo unidas por numerosas, porém fracas,
ligacdes de hidrogénio e interagdes de van der Waals (Liao ef al., 1996).

Ja ¢ sabido da associacdo entre moléculas de 2-amino-4-(1H)-pirimidinonas e
acidos dicarboxilicos tais como o acido succinico, 4cido glutarico e acido adipico. Tal
associagdo consiste em cristais em que 2 moléculas de pirimidinona interagem com 1
molécula de acido. Ainda, ha relatos de derivados acidos da 2-amino-4-(1H)-pirimidinona

interagindo intermolecularmente, formando dimeros (72) (Liao ef al., 1996) (Figura 5).
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(72)

Figura 5: Associagdo entre moléculas do derivado acido da 2-amino-4-(1H) pirimidinona

Similarmente, moléculas de 2-(1H)-piridinonas e moléculas de 4-(3H)-
pirimidinonas associam-se formando, respectivamente, os dimeros (73) e (74) no estado
solido. As ligagdes envolvidas sdo pontes de hidrogénio, formando dimeros ciclicos

(Vaillancourt et al, 1998) (Figura 6).
,—’H\
—Cr o
N N =
AN ~g X -0
(73)
0]
T —7 T
N
H

o “H\N/\
N\/N\ \/N\H,f’o

N

Z

(74)

Figura 6: Dimerizacao de 2-(1H)-piridinonas e 4-(3H)-pirimidinonas
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1.6 — REATIVIDADE DAS 4-(3H)-PIRIMIDINONAS: OBTENCAO DE
DERIVADOS ISOSTERICOS.

Diversas estratégias sao conhecidas no tocante a modificagdo estrutural de um
composto protdtipo, objetivando sua otimiza¢do farmacocinética ou farmacodinamica
(Barreiro & Fraga, 2001). A modificagdo molecular ¢ um método que fornece intimeras
vantagens entre as quais podemos citar: a possibilidade de obtengdo de produtos
farmacologicamente superiores; a sintese semelhante a do protdtipo, gerando economia na
producdo e a possibilidade de elucidagdo da relagao estrutura-atividade (Korolkovas &
Burckhalter, 1988).

O bioisosterismo representa uma ferramenta que pode ser utilizada pelo quimico
para a modificagdo racional de um composto protétipo a agentes terapéuticos mais seguros
e clinicamente mais efetivos (Patani & LaVoie, 1996). O termo bioisosterismo foi
introduzido por Friedman que definiu este como sendo o fendmeno observado entre
substancias estruturalmente relacionadas que apresentam propriedades biologicas similares
ou antagdnicas (Barreiro & Fraga, 2001).

Os bioisosteros podem ser classificados em classicos e nao-classicos. Isosteros
classicos compreendem espécies em que as camadas periféricas de elétrons podem ser
consideradas semelhantes. J& os ndo-classicos ndao obedecem as definigdes estéricas e
eletronicas dos isdsteros classicos, nem mesmo possuem o mesmo nimero de d&tomos que o
substituinte ou porcao aos quais substituem (Korolkovas & Burckhalter, 1988; Patani &
LaVoie, 1996).

Diante dos relatos supracitados, varios autores ja realizaram substituicdes em grupos
funcionais presentes nas 4-(3H)-pirimidinonas com o objetivo de aumentar seu potencial
terapéutico.

Com o objetivo de sintetizar exclusivamente derivados N-3 substituidos das 4-(3H)-
pirimidinonas, Tice e Bryman (2001), utilizaram amidinas (2) substituidas e p-ceto ésteres
(1), porém os produtos obtidos foram regioisdmeros N-1 (76) e N-3 (75) substituidos, que

foram separados através de cromatografia (Esquema 17).
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T e

R3
) @75 (76)

Esquema 17: Obtencao de regioisdmeros N-1 e N-3 alquilados
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Outros autores (Juby et al., 1979; Skulnick et al., 1986), no entanto, realizaram a

sintese de pirimidinonas (24) e somente entdo realizaram reacdes de alquilacio (metilagdo),

das quais se obtém, além dos regioisdmeros N-1 (78) e N-3 metilados (77), o isomero O-

metilado (79), porém os isomeros N-metilados sdo obtidos quase que exclusivamente

(Esquema 18). Segundo Brown (1984), uma explicagdo plausivel para a regioespecificidade

desta reag@o ao N-3 do anel ¢ o fato de que a forma tautomérica predominante nas 4-(3H)-

pirimidinonas ¢ a forma cetdnica, sendo a reacdo de metilagdo confinada aos sitios

de

ligagdo do hidrogénio na molécula. A reacdo de metilacdo em 4-(3H)-pirimidinonas pode

ser alcancada fazendo-se uso de reagentes metilados como o iodometano (Juby et al., 1979;

Skulnick et al., 1986) ou o dimetil sulfato (Botta et al., 1984; Skulnick et al., 1986).

0
R,00C _H
‘ N
)\
N Ar
(24)
DMF ICH3
0 OCH,
R,00C _CH; R,00C R,00C
‘ NH
N
CH3
a7 (78) 79)

Esquema 18: Isomeros N-3, N-1 (rendimentos de 50% e 27%, respectivamente) e O-

metilados (rendimento de 23%)



Janaina Versiani dos Anjos Novas pirimidinonas: Sintese, Estudo da Reatividade... 21

Outro sitio de substituicdo ¢ a carbonila presente em C-4. A substitui¢ao isostérica
mais comumente realizada consiste na troca de um atomo de oxigénio por um atomo de
enxofre (Brown, 1984, Jones & Bradshaw, 1984). Tal substituicdo divalente dificulta o
processo de tautomerismo e torna a molécula mais apolar, ja que hd perda de um sitio

doador de pontes de hidrogénio (Patani & La Voie, 1996).

Um exemplo ¢ a troca de um atomo de enxofre por oxigénio no tolrestat (80), dando
origem ao oxo-tolrestat (81) (Figura 7). O tolrestat consiste em um farmaco inibidor da
aldose redutase e atualmente ¢ utilizado para o tratamento de complicagdes nos diabetes
(neuropatia, retinopatia). Esta substitui¢do diminuiu a atividade intrinseca da molécula,

tanto in vivo, quanto in vitro (Wrobel et al., 1989).

CH, |CH3
S N % N
N N
N cmycoon CH,COOH
‘ X X
H;CO NS H;CO
CF; (80) CF, 81)
Tolrestat Oxo-Tolrestat

Figura 7: Tolrestat e seu bioisostero Oxo-Tolrestat

Ainda na carbonila, outras substituicdes podem ser realizadas. E o caso das
pirimidinonas O-alquiladas (83) como produtos principais da reagdo de 2-metoxi-4-(3H)-
pirimidinonas (82) em presenca de alcoxidos de sodio (Botta et al., 1997; Saladino et al.,

2002) (Esquema 19).

o OR
| NH NaOR | NH
R
/k 50‘3? /k
H,N N OCH;,4 H,N N OCH;,
(82) (83)

Esquema 19: Reagao de O-alquilagao em 4-(3H)-pirimidinonas
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Botta e colaboradores (1984) descreveram a sintese ¢ a acetilagcdo de pirimidinonas
(84) com agdes antimicrobiana e antitumoral, nas quais a acetilagao ¢é efetuada através da
utilizagdo do cloreto de acetila em solugdo de acetonitrila/piridina (5:1 v/v), fornecendo
regiosseletivamente 4-O-acil-pirimidinas (85) (Esquema 20). Variacdes deste método
incluem a utilizagdo de outros cloretos de acila tais como os cloretos de piperonila e

benzoila (Cruickshank et al., 1984).

0
0
‘ NH _Rcooal
= Acetomtrlla/ )\
H;C N OCH, Piridina OCH;

(84) (85)

Esquema 20: O-acetilagdo de 4-(3H)-pirimidinonas

Pirrolo-4-cloro-pirimidinas (87) podem ser obtidas através da reacdo entre
pirrolopirimidinonas (86) fundidas e oxicloreto de fosforo, demonstrando novamente a
versatilidade do grupamento carbonila na posicdo C-4 do anel pirimidindnico (Dave &

Shah, 1998; Melo et al., 1992) (Esquema 21).

R, 0
/ ‘ NH _pocy QIK
e

N

R/z (86) Rz (87)

Esquema 21: Obteng¢do de pirrolo-4-cloro-pirimidinas

Outra ilustragdo no tocante as substituicdes no anel pirimidinénico sdo as
substituicdes realizadas no carbono C-5 do dado heterociclo. Varios autores realizaram a
condensacdo para a formagao do anel com substituintes elétron-retiradores nesta posi¢ao

(Juby et al., 1979; Lee & Sing, 1990; Veale et al., 1993; Melo et al., 2002; Mendonga Jr,
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2003). Ja outros sintetizaram 4-(3H)-pirimidinonas livres de substituintes nesta posi¢ao
(Botta et al., 1999; Wierenga, 1985; McCall et al, 1979).

Juby e colaboradores (1979) sintetizaram pirimidinonas com uma funcao éster em
C-5 (35) e que, posteriormente, foi hidrolisada em meio basico, fornecendo derivados com
uma funcdo acida (88). Tais compostos contendo o grupamento acido carboxilico em C-5
mostraram ser mais ativos nos testes de atividade antialérgica in vivo (Esquema 22).
Também ¢ igualmente relatada na literatura a hidrdlise de ésteres a 4acidos e

descarboxilacao de 2-(1H)-pirimidinonas, fornecendo derivados nao-substituidos em C-5
EtOOC HOOC

(Steele et al., 1998).
(35))\53 (88))\(5

Esquema 22: Hidrolise da fungao éster na posi¢ao C-5 de 4-(3H)-pirimidinonas

A introdugdo de halogénios no carbono C-5 de 4-(3H)-pirimidinonas deu origem ao
farmaco 5-fluorouracil (89), utilizado no tratamento de neoplasias malignas. Esta droga
representa como o atomo de flaor na posi¢do C-5 pode alterar o substrato de uma enzima a
ponto de modificar todo um processo bioquimico. Este derivado fluorado ¢ transformado in
vivo em acido 5-flaor-2’-deoxiuridilico, precursor que inibe a sintese de timidilato sintase,
uma enzima envolvida na conversdo do acido uridilico a acido timidilico, inibindo entdo a
sintese do DNA celular. Esta enzima atua metilando a uracila (90) em C-5, logo, ao se
adicionar o fliior nesta posi¢do, a ligagdo covalente torna-se mais curta e, por conseguinte,
mais forte, devido ao fato de o 4tomo de flior ser mais eletronegativo de que substituinte
anterior, o hidrogénio, ndo ocorrendo a metilagdo (Patani & LaVoie, 1996; Rang et al.,

1997) (Figura 8).
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¥
‘ NH ‘ NH
N/KO N/K o
H H
89) 90)

Figura 8: Estruturas da 5-Fluorouracil e da Uracila

Outras pirimidinonas tiveram suas atividades intrinsecas melhoradas com a
introducdo de halogénios na molécula. A ABPP (2-amino-5-bromo-6-fenil-4-(3H)-
pirimidinona) (10), por exemplo, consiste em uma pirimidinona halogenada com agdes
indutora de interferon e antiviral, dentre outras (Skulnick et al., 1985; Wierenga, 1985; Li

et al., 1987) (Figura 9).

(0]
Br
/k
R N NH,
(10)
ABPP

Figura 9: Estrutura da 2-amino-5-bromo-6-fenil-4-(3H)-pirimidinona

1.7 — ACOES FARMACOLOGICAS ATRIBUIDAS AS PIRIMIDINONAS

As pirimidinonas estdo intimamente relacionadas a uma das mais importantes
classes de macromoléculas bioldgicas, os acidos nucléicos. Tais moléculas sdo responsaveis
por inumeras propriedades bioldgicas, encerrando em si toda a informacdo genética dos
seres vivos. Desta forma, ¢ natural se esperar que os citados heterociclos tenham grande
relevancia farmacologica.

Alguns autores descreveram a sintese e a triagem farmacoldgica de uma série de
derivados halogenados das 4-(3H)-pirimidinonas, a ja citada série da ABPP (Figura 9), que
dentre todas as pirimidinonas ja sintetizadas por este grupo de pesquisadores, mostrou ter a

melhor performance no tocante as agdes bioldgicas (Wierenga & Skulnick, 1980;
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Stringfellow, 1981; Lotzova et al., 1983; Skulnick et al., 1985; Wierenga, 1985; Lotzova et
al., 1986; Lotzova & Savary, 1986; Skulnick et al., 1986; Li et al, 1987).

A atividade mais pronunciada desta série de compostos ¢ a inducdo na producao de
interferon (Wierenga & Skulnick, 1980; Stringfellow, 1981; Lotzova et al., 1983; Skulnick
et al., 1985; Wierenga, 1985). E esperado que moléculas com tal atividade exibam
conseqiientemente outras agdes biologicas como atividade antiviral e atividade
antineoplasica.

Os compostos demonstraram exibir atividade antiviral contra um amplo espectro de
virus incluindo virus do herpes simples (HSV-1 e 2), influenza, citomegalovirus, dentre
outros (Skulnick et al., 1985; Wierenga, 1985).

Uma analise das relagdes estrutura-atividade (SAR) destes compostos demonstrou
que, para a atividade indutora de interferon, ndo existe uma correlagdo entre a atividade
intrinseca da molécula e o 4&tomo de halogénio a ser escolhido em C-5, bastando que este
ndo seja menor que o atomo de cloro, ou seja, ndo seja substituido com o atomo de fluor,
que demonstrou ter pouca atividade quando comparado aos demais derivados halogenados.
Ainda, pode haver perda da atividade intrinseca ao se introduzir substituintes na posicao
para do anel fenila ligado em C-6 do heterociclo, a excecdo é o substituinte para-fluor-
fenila (Wierenga & Skulnick, 1980; Wierenga, 1985).

As citadas pirimidinonas também mostraram possuir atividade antineoplasica tanto
em monoterapia (Stringfellow, 1981; Wierenga, 1985) quanto em associagdo com a
ciclofosfamida (Lotzova & Savary, 1986; Li et al, 1987). As drogas ndo sé se mostraram
eficazes na diminuigdo dos tumores, mas também mostraram ter atividade anti-metastastica,
sendo esta agdo mediada por mecanismos de resisténcia do hospedeiro, os quais envolvem
estimulos na producdo de macrofagos e células “natural killers” (Wierenga, 1985; Lotzova
& Savary, 1986; Lotzova et al., 1986).

Outros efeitos ligados ao sistema imunoldgico incluem aumento nos niveis
plasmaticos das imunoglobulinas IgG e IgM e esplenomegalia reversivel com a
descontinuacdo do tratamento (Wierenga, 1985).

Ainda, com a finalidade de aumentar o leque terapéutico das citadas pirimidinonas
halogenadas, Skulnick e colaboradores (1986) realizaram rea¢des de N-alquilagdo na série

liderada pela ABPP. Estas moléculas modificadas exibiram atividade antiinflamatoria
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frente ao modelo de artrite induzida, bem como demonstraram ter agdo diurética e
hipotensora.

Outros derivados pirimidindnicos substituidos em C-5 e C-6 tém emergido no
campo da quimioterapia antiviral (Saladino et al., 1998; Saladino et al., 2001). Botta e
colaboradores (1993) sintetizaram 6-oxiranil-pirimidinonas (91) que exibiram atividade

contra o virus Sendai (parainfluenza), inibindo a replicacao deste (Figura 10).

Figura 10: Estrutura das 6-oxiranil-pirimidinonas

Novos compostos oxo-pirimidindnicos t€ém surgido como uma nova classe de
drogas inibidoras da transcriptase reversa, minimizando a multiplica¢do do virus HIV do
tipo 1, as quais sdo denominadas DABOs (92) (3,4-dihidro-2-alquiloxi-6-benzil-4-oxo-
pirimidinas) (Botta et al., 1999) (Figura 11).

R, _ H
N
/ - R2
S
R,
DABOs

Figura 11: Estrutura das DABOs

Estudos quanto a relagdo estrutura-atividade (SAR) realizados nas DABOs
mostraram que a presenca de grupos alquiloxi em C-2 sdo determinantes para uma

significativa atividade antiviral nesta classe de compostos. Mai e colaboradores (1999)
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sintetizaram DABOs contendo atomos de halogénios nas posigdes 2 e 6 do grupo benzila
ligado & C-6 no referido heterociclo. Foi verificado que derivados difluoro substituidos
demonstraram ser mais potentes que os derivados dicloro substituidos.

Atividade antiviral contra o virus da rubéola também ¢ atribuida ao utilizar-se
pirimidinonas C-6 substituidas como as 2-alquiltio-6-substituidas-4-(3H)-pirimidinonas

(93) (Botta et al., 1999) (Figura 12).

‘ NH

/
N N SCH,

93)

Figura 12: Estrutura da 2-alquiltio-4-(3H)-pirimidinonas com agao contra o virus da

rubéola

Estudos posteriores de SAR realizados por Saladino e colaboradores (2002)
mostraram novamente que € essencial a presenca de um atomo de enxofre em C-2 para que
seja conferida atividade contra o virus da rubéola a esta classe de compostos. Além disso, ¢
importante a presenga de um substituinte largo em C-4 como demonstrado na molécula 93.

A angiotensina II é uma agente conhecidamente vasoconstritor que provém da
angiotensina | através da agdo da enzima conversora da angiotensina (ECA). Medicamentos
que atuam neste sistema tém acdo vasodilatadora, sendo utilizados na terapia anti-
hipertensiva. Dois exemplos de farmacos inibidores da ECA sao o captopril e o lisinopril.
Porém, o uso de antagonistas diretos dos receptores da angiotensina II tem se mostrado um
tipo de terapia mais especifica, que ja possui representantes no mercado como o losartan e o
valsartan (Rang ef al., 1997).Tendo em vista a similaridade estrutural entre o losartan (94) e
as ciclopentanoespiro-3H-dihidro-pirimidinonas (95), Bernhart e colaboradores (1994)
testaram as referidas pirimidinonas quanto a inibi¢do em receptores da angiotensina II em

ratos. O composto que se mostrou mais ativo esta relacionado na figura 13.
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Figura 13: Estruturas do losartan e da ciclopentanoespiro-3H-dihidro-pirimidinona

Partindo de estudos de modelagem molecular, foram sintetizados inibidores da
trombina oralmente biodisponiveis derivados de lactamas contendo pirimidinonas em suas

estruturas (96) (Tamura ef al., 1997) (Figura 14).
R1

LFJ LA

(96)

Figura 14: Pirimidinonas com ag¢do anticoagulante

Temple e colaboradores (1979) sintetizaram uma série de 3,4-dihidro-4-oxotieno-
[2,3-e]-pirimidina-2-carboxilatos (97) com atividade antialérgica comparavel a do
cromoglicato dissddico (Figura 15). Estudos de SAR mostraram que o aumento da cadeia
lateral em R, do heterociclo fornece produtos menos ativos, bem como a introdu¢do de
grupos alquila, grupos fortemente elétron-doadores (como grupo amino) ou extremamente
elétron-retiradores (como alquiléxi) em R;. A atividade antialérgica desta série de

compostos foi testada frente ao modelo de PCA (anafilaxia cutanea passiva) em ratos.
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Figura 15: Pirimidinonas com agao antialérgica

Outras pirimidinonas também foram testadas quanto a atividade antialérgica e bons
resultados foram obtidos (Juby ef al., 1979). Foram feitos estudos de SAR que mostraram
que: 1) é importante a presenga de um grupo amino ou hidroxila livre no nucleo do
heterociclo para que haja uma otima atividade, ja que os derivados O e N-alquilados
demonstraram baixa atividade; 2) acidos carboxilicos como substituintes na posi¢ao C-5
s30 mais eficazes que os referidos ésteres. O composto 2-aril-4-oxo-pirimidina-5-acido
carboxilico (88) mostrou ser cerca de quatro vezes mais potente que o cromoglicato

dissodico (Figura 16).

HOOC
NH OEt

=
N

(88)

Figura 16: Estrutura do composto 2-aril-4-oxo-pirimidina-5-acido carboxilico

Atividade antagonista de receptores o adrenérgicos também ¢ atribuida aos
compostos pirimidindnicos. Antagonistas o; adrenérgicos t€ém sido bastante utilizados no
tratamento da hiperplasia prostatica benigna, uma desordem uroldgica prevalente na
populacdo masculina de idade avancada, que resulta em obstru¢do do fluxo urinario (Lagu
et al., 2000). O composto 4-difluorfenil-[3,4-d]-2-(1H)-pirimidinona (89) mostrou boa
poténcia e seletividade ao reverter a contragdo induzida pela fenilefrina no tecido prostatico

de ratos (Figura 17).
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Figura 17: Estrutura de pirimidinonas com ag¢do antagonista nos receptores a; adrenérgicos

Yarim e colaboradores (1999) sintetizaram e avaliaram 2-(1H)-pirimidinonas
quanto a atividade antagonista em canais de célcio. A atividade foi avaliada utilizando-se o
modelo de contra¢des induzidas pelo cloreto de bario no ileo de ratos in vitro. Boa
performance foi atingida pelo composto 3,4-dihidro-4-bromofenila-5-acetil-6-metil-2-(1H)-

pirimidinona (90) (Figura 18).

Figura 18: Estrutura da 3,4-dihidro-4-bromofenila-5-acetil-6-metil-2-(1H)-pirimidinona
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OBJETIVOS
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2.1 - GERAIS

- Sintetizar novos derivados 4-(3H)-pirimidinonicos, estudar sua reatividade

quimica, avaliando suas propriedades farmacologicas.

2.2 - ESPECIFICOS

- Sintetizar e isolar uma nova série de pirimidinonas (60a-c, que correspondem as

pirimidinonas 5g-i no 1°. artigo desta disserta¢do e 60d).

(0]

60a: Rl =F R2 =H
60b: Rl = OCH3 R2 =F
60c: R{=F R,=F

60d: R, =F  R,=OCH;

Ry R,

- Determinar suas caracteristicas fisico-quimicas tais como fator de retengdo (Rf),

ponto de fusdo e solubilidade e os rendimentos obtidos.
- Elucidar as estruturas quimicas desta série através de métodos fisicos ja
estabelecidos como Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio ('H - RMN),

Infravermelho e Espectrometria de Massas e Analise de Elementos.

- Abordar a reatividade quimica do anel pirimidinénico quando da modificacao

nos grupos carbonila presente em C-4, nitrila presente em C-5 e nitrogénio N-3.

- Determinar a toxicidade de um dos compostos sintetizados (60a) através da

determinacdo da DLsy.

- Auvaliar a atividade antiinflamatoria do composto 60a.
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Synthesis of New 3,4-Dihydro-2,6-Diaril-4-Oxo-Pyrimidine-5-Carbonitriles

Francisco Jaime B. Mendonga Junior®, Janaina Versiani dos Anjos, Emerson Peter da Silva Falcio®,
Ana Paula Yamamoto® and Sebastisio José de Melo”

“Centro de Ciéncias Biologicas, Universidade Federal de Pernambuco, Av. Prof. Moraes Rego s/n, Cidade
Universitaria, 50670-901 Recife-PE, Brazil
bDepartamento de Antibidticos, Universidade Federal de Pernambuco, Av. Prof. Moraes Rego s/n, Cidade
Universitaria, 50670-901 Recife-PE, Brazil, Fax +55(81) 3271-8346; E-mail: melosj@jibest.com.br
“Departamento de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade Federal de Pernambuco, Av. Prof. Moraes Rego s/n,
Cidade Universitaria, 50670-901 Recife-PE, Brazil;

Uma sintese facil e eficiente de 3,4-dihidro-2,6-diaril-4-oxo-pirimidina-5-carbonitrilas
5a-i através de reacdo de heterociclizacdo de arilamidinas com intermediarios de Michael
a temperatura ambiente na presenca de trietilamina € descrita. As estruturas dos
compostos finais foram determinadas a partir de dados espectroscopicos.

A facile and efficient synthesis of 3,4-dihydro-2,6-diaril-4-oxo-pyrimidine-5-
carbonitriles 5a-i through the reaction of heterociclization of arylamidines with Michael
intermediates in room temperature in the presence of triethylamine (TEA). The
structures of the final compounds have been deduced from spectroscopic data.

Key Words: pyrimidinones, arylamidines, Michael intermediate.

Introduction

The pyrimidinone heterocycle is known in therapeutics by the richness of its pharmacological
potentials: antiinﬂammatoryl, antitumoral®, antiviral’, interferon inducer®, antibiotics’, herbicidal® and
diuretics’. The anti-histaminic properties anti-H, are equally mentioned in the litterature®.

In general it has been verified that the substitute that is added to the C-5 is essential for many of
these activities, especially the antiviral and interferon inducer. This effect is more pronounced when this
position is occupied by electron-withdrawing groups especially halogen’. Just to show the importance of such
pyrimidinones, 5-fluoro-uracil is considered as an example; it is a chemoterapeutic agent'® and a number of
uracil analogues as potential antiviral agents''.

The several reactions of heterocyclisation allowing access to pyrimidinones are described in the

1213 presents seventeen of them in two different works.

literature: Brown

Another very important route for the synthesis of these compounds is carried through the
condensation of Michael intermediate with amidines, guanidines, urea, thiourea, methylisourea and
methylisothiourea by base-catalysis®.

In our first reported, we have synthetised the 5-fluoro-pyrimidin-4(3H)-ones substituted in position 2
and the bis 5-fluoro-pyrimidin-4(3H)-ones by direct cycling of the potassium salt of the fluoro formylacetic
ester to different amidines and bisamidines respectively'*".

From the considerations mentioned above, come out the idea of synthesizing the new series of
derivatives 3,4-dihydro-2,6-diaryl-4-oxo-pyrimidine-5-carbonitriles, through small modifications of last

method'.
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This present communication reports the synthesis and characterization of the nine new trisubstituted

4-(3H)-pyrimidinones Sa-i.

Results and Discussion

The synthesis of desired compounds, 5a-i was achieved by the route depicted in the Scheme. The
obtention of the Michael intermediates 3a-e were achieved by the Knoevenagel reaction between aromatic
aldehydes la-e and ethyl cyanoacetate 2 in room temperature and presence of triethylamine as catalyst. The
ciclysation reaction of each one of this Knoevenagel adducts 3a-e with arilamidines hidrochloride 4a-d in the

presence of triethylamine results in the pyrimidinones 5a-i.The amidines were synthesized by the Pinner’s

method'™'8.
N,
0 C
R @J< N TEA C-COOEt
1 " + HaC™ MeOH, R1@CH
COOEt rt
1a-e
1ae3a(Ry=H) 2 3a-e
1be3b( R1=OCH3) TEA
1c e 3c (R=CHjy) MeO NH
1d e 3d (R4=Cl) RZOC\ .HCI
1e e 3e (R;=F) NHz
4a-d
4a (Ry=H)
4b (R,=OCHs)
5a (Ry=Ry=H) -H 4c (Ry=F)
5b R=H, Ry= OCHs) b 4d (R,=Cl )
5¢ (Ry=OCHj, R,=Cl) N
5d (Ry=CHjz, Ry= OCHj) )\©\
5e (R1=OCH3, R2=H) R1 R2
5f ( R4=Cl, Rp=H)
59 (R4=F, Ry=H) 5a-i
5h ( R1=OCH3, R2=F)
5i ( Ry=R,=F)
Scheme

All these compounds had been obtained with raised pureness degree and had presented blue
fluorescence on thin layer chromatography (TLC).

The mass spectra of all the compounds showed the molecular ions and compatible spalling with
those proposed in literature'**%. Mainly at intermediate ions obtained by N-3/C-4 and N-1/C-2 bond ruptures
of the pyrimidinone ring.

The '"H NMR spectra of all compounds present the corresponding signals of the aromatic hydrogens
between & 7.00 and 8.50 ppm. Some compounds show singlets integrating for three protons which belong to
the methoxyl (5b, 5¢, 5d, Se and 5h) and methyl groups (5d). Eventually it is observed a large singlet at &
13.50ppm, being this signal correspondent to the proton linked to the N-3 of the pyrimidinone ring (5d, Se
and 5g).

The infrared spectra of the compounds presents the carbonyl absorption band (C=0) at 1650cm™, the
nitrile absorption band (C=N) at 2220cm™ and the imine absorption band (C=N) at 1600cm™. In the same
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way, it is observed a complex absorption band at 3050-3120cm™ correspondent to the superposition of
characteristic bands of the N-H groups and at 1000cm™ it is verified the absorption band of the vibrations of

the pyrimidinone ring %%

Experimental

Melting points were determined with a Thomas Hoover apparatus and are uncorrected. The infrared
spectra (IR) were recorded using a Bruker spectrophotometer, model IFS66 (FT) utilising KBr pellets. The
high-resolution mass spectra were obtained using an Autospec-Micromass-EBE mass spectrometer at an
ionization potential of 70eV. The EI mass spectra were obtained with a Delsi-Nermag mass spectrometer,
coupled to CG (HP 5890) at an ionization potential of 70eV. The 'H NMR spectra were recorded at room
temperature on a Varian 300MHz spectrometer model UNITY using DMSO-ds as solvent and TMS as
internal reference. Elemental analyses of compounds Sa-i were performed in the Central Analitica do

Departamento de Quimica Fundamental da Universidade Federal de Pernambuco.

General Procedure for the Synthesis of the Michael intermediates (3a-¢): A mixture of aldehyde 1 (10mmol), ethyl
cyanoacetate 2 (10mmol) and triethylamine (3drops) in methanol was stirred at room temperature for periods varying
from 1,5 to 6 hours. The reaction was monitored by thin chromatography. Solvent evaporation under reduced pressure left
a solid residue, which was purified by column chromatography on silica gel using n-hexane-ethyl acetate (8:2) as eluent

gave the desired compounds 3a-e.

General Procedure for the Synthesis of the 3,4-dihydro-2,6-diaryl-4-oxo-pyrimidine-5-carbonitriles (S5a-i): A mixture of 3
(7mmol), arylamidine hidrochloride, 4 (7mmol) and triethylamine (5drops) in methanol was stirred at room temperature
for 16 to 24 hours. The solvent was evaporated under reduced pressure to give a solid mass. The solid residue was filtered

and washed with ethyl acetate and methanol and recrystallized from DMSO to give the corresponding compounds 5a-i.

Data for 3,4-dihydro-2,6-diphenyl-4-oxo-pyrimidine-5-carbonitrile (5a). Colourless crystals (43% yield), mp >
300°C. IR (KBr):Vpg/em™: 3084.2 (vin); 2954.3 (Vew); 22214 (Veex); 1655.9 (Ve—o); 1602.2 (Veon); 974.2 (Vpyrimidinone
ring)- 'H NMR (DMSO-dg, 300MHz) &: 7.53 (6H, m); 7.98 (2H, dd, J 6.0 Hz, J 1.8 Hz); 8.29 (2H, dd, J 7.8 Hz, J 1.8 Hz).
MS: m/z (rel. int.) [found] 273.2954 (M, 100) [273.0952]; 245.2854 (65.72) [245.0992]; 170.1722 (74.36) [170.05153].
Anal. Calcd. for C;H;N;0 + "4H,0 - C 73.50%; N 15.12%; H 4.17%. Found C 73.47%; N 15.31%; H 4.01%.

Data for 3,4-dihydro-2-(p-anisyl)-6-phenyl-4-oxo-pyrimidine-5-carbonitrile (Sb). Colourless crystals (73%
yield), mp >300°C. IR (KBI):Vima/cm™: 3074.5 (vin); 2947.7 (ven); 2220.2 (veey); 1656.5 (veeo); 1604.8 (veay); 975.5
(Vpyrimidinone ring)- ' H NMR (DMSO-dg, 300MHz) 8: 3.87 (3H, s); 7.12 (2H, d, J 9 Hz); 7.61 (3H, m); 8.02 (2H, dd, J 7.5 Hz,
J 1.5Hz); 8.27 (2H, d, J 9 Hz). MS: m/z (rel. int.) [found] 303.3196 (M", 100) [303.10462]; 275.3092 (32,58) [275.11147];
170.1702 (55,85) [170.05161]. Anal. Calcd. for C;gH3N30, - C 71.28%; N 13.85%; H 4.32%. Found C 70.98%; N
14.18%; H 4.26%.

Data for 3,4-dihydro-2-(p-chlorophenyl)-6-(p-anisyl)-4-oxo-pyrimidine-5-carbonitrile (5c¢). Colourless crystals
(65% yield), mp >300°C. IR (KBr):Vpa/cm™: 3071.8 (van); 2959.5 (Ven): 2220.2 (Veen); 1659.6 (Veo) 1606.0 (Vo)
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1014.9 (Vpyrimidinone ring)- ' H NMR (DMSO-ds, 300MHz) 8: 3.82 (3H, s); 7.04 (2H, d, J 9.0 Hz); 7.47 (2H, d, J 8.4 Hz); 7.90
(2H, d, J 8.7 Hz); 8.32 (2H, d, J 8.1 Hz). MS: m/z (rel. int.) [found] 337.7647 (M", 90,38) [337.06301]; 309.7543 (32,86)
[309.07245]; 200.1964 (100) [200.0601]. Anal. Calcd. for C;sH,N;0,Cl - C 64.01%; N 12.44%; H 3.58%. Found C
64.03%; N 12.68%; H 3.52%.

Data for 3,4-dihydro-2-(p-anisyl)-6-(p-methylphenyl)-4-oxo-pyrimidine-5-carbonitrile (5d). Colourless crystals
(62% yield), mp >300°C. IR (KBr):vmax/cm'I: 3080.1 (vn.n); 2950.9 (ven); 2220.4 (ve=n); 1654.1 (ve—o); 1607.7 (Ve=n);
1029.7 (Vpyrimidinone ring)- ' H NMR (DMSO-dg, 300MHz) 5: 2.41 (3H, s); 3.87 (3H, s); 7.12 (2H, d, J 9.0 Hz); 7.40 (2H, d, J
7.8 Hz); 7.95 (2H, d, J 7.8 Hz); 8.26 (2H, d, J 8.4 Hz); 13.42 (1H, sl). MS: m/z (rel. int.) [found] 317.3464 (M", 100)
[317.11887]; 289.336 (47,09) [289.11446]; 184.197 (68,65) [184.05883]. Anal. Calcd. for C;oH;sN;0, - C 71.91%; N
13.24%; H 4.76%. Found C 71.84%; N 13.46%; H 4.66%.

Data for 3,4-dihydro-2-phenyl-6-(p-anisyl)-4-oxo-pyrimidine-5-carbonitrile (Se). Colourless crystals (57%
yield), mp >300°C. IR (KBr):Vima/em™: 3081.0 (vivn); 2955.3 (Ven); 2220 .9 (vVeen); 1658.0 (Vemo); 1604.2 (veay); 1025.5
(Vpyrimidinone ring)- ' H NMR (DMSO-ds, 300MHz) 8: 3.87 (3H, s); 7.16 (2H, dd, J 8.1 Hz); 7.63 (3H, m); 8.11 (2H, d, J 8.1
Hz); 8.24 (2H, dd, J 8.7 Hz, J 0.6 Hz); 13.56 (1H, sl). MS: m/z (rel. int.) [found] 303.3196 (M', 100) [303.10087];
275.3092 (39,72) [275.10795]; 200.1964 (62,57) [200.05664]. Anal. Calcd. for C;sH;3N;0, - C 71.28%; N 13.85%; H
4.32%. Found C 71.13%; N 14.02%; H 4.46%.

Data for 3,4-dihydro-2-phenyl-6-(p-chlorophenyl)-4-oxo-pyrimidine-5-carbonitrile (5f). Colourless crystals
(90% yield), mp >300°C. IR (KBr):v/em™: 3085.9 (van); 2957.1 (ven); 2220.4 (Veay); 1660.5 (veeo); 1594.5 (Veey),
973.9 (Vpyrimidinone ring)- 'H NMR (DMSO-dg, 300MHz) 8: 7.64 (SH, m); 8.07 (2H, d, J 8.7 Hz); 8.24 (2H, dd, J 8.1 Hz, J
1.5 Hz); MS: m/z (rel. int.) [found] 307.7385 (M", 100) [307.05258]; 279.7285 (69.77) [279.05697]; 204.6153 (81.84)
[204.00775]. Anal. Calcd. for C7H;oN;OCI - C 66.35%; N 13.65%; H 3.28%. Found C 66.30%; N 13.59%; H 3.14%.

Data for 3,4-dihydro-2-(p-fluorophenyl)-6-phenyl-4-oxo-pyrimidine-5-carbonitrile (5g). Colourless crystals
(95% yield), mp > 300°C. IR (KBr):vya/cm™: 3066.1 (Vip); 2947.0 (vey); 2220.4 (Veey); 1677.8 (veeo); 1596.3 (Veen),
950.6 (Vpyrimidinone ring)- 'H NMR (DMSO-dg, 300MHz) &: 7.57 (SH, m); 8.17 (2H, dd, J 8.0 Hz, J 1.5 Hz); 8.25 2H, d, J
7.8 Hz); 13.80 (1H, sl). MS: m/z (rel. int.) 289 (M",100); 262 (37.05); 187 (41.32). Anal. Calcd. for C,;H;(FN;0 + %2H,0
- C 67.99%; N 13.99%; H3.69%. Found C 67.69%; N 13.89%; H 3.78%.

Data for 3,4-dihydro-2-(p-fluorophenyl)-6-( p-anisyl)-4-oxo-pyrimidine-5-carbonitrile (5h). Colourless crystals
(70% yield), mp = 299.7-301.6°C. IR (KBr):Vya/cm™: 3041.5 (va); 2937.3 (ve); 2218.5 (veen); 1645.7 (veeo); 1580.9
(Ven)s 995.2 (Vpyrimidinone ring)- ' H NMR (DMSO-ds, 300MHz) 8: 3.87 (3H, s); 7.12 (2H, d, J 8.6); 7.43 (2H, d, J 8.6Hz);
8.10 (2H, d, J 8.6 Hz); 8.31 (2H, d, J 8.6 Hz). MS: m/z (rel. int.) 321 (M",100); 293 (62.44); 201 (85.15). Anal. Calcd. for
CsH2FN;0; + Y2H,0 - C 65.45%; N 12.72%; H 3.97%. Found C 65.15%; N 13.03%; H 4.22%.

Data for 3,4-dihydro-2,6-di-(p-fluorophenyl)-4-oxo-pyrimidine-5-carbonitrile (5i). Colourless crystals (42%
yield), mp = 302.5-304.3°C. IR (KBr):Vpa/cm™: 3072.4 (ven); 2937.8 (ven); 22183 (Veen); 1666.4 (veeo); 1600.2
(Ven); 1004.7 (Vpyrimidinone ring)- ' H NMR (DMSO-d, 300MHz) 8: 7.43 (4H, m); 8.11 (2H, d, J 8.2 Hz); 8.31 (2H, d, J 8.3
Hz). MS: m/z (rel. int.) 309 (M",66.35); 281 (22.09); 188 (48.74). Anal. Calcd. for C;7HoF,N;0 + V4H,0 - C 65.07%; N
13.39%; H 3.05%. Found C 65.16%; N 13.19%; H 3.14%.
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Conclusion
In conclusion, it was possible to synthesize and prove nine new 3,4-dihydro-2,6-diaryl-4-oxo-pyrimidine-5-
carbonitriles in good yields. In addition to these findings, we intend to evaluate the pharmacological properties of this new

series of 4-(3H)-pyrimidinones.
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SHORT PAPER

Synthesis of new 4-(3H)-pyrimidinone derivatives bearing modifications in the nitrile

group present on carbon-5 and nitrogen-3 of the pyrimidinone ring.

Janaina Versiani dos Anjos, Francisco Jaime Bezerra Mendong¢a Jr, Emerson Peter da Silva Falcio,
Ana Paula Yamamoto, Leonela Walnei Duarte Costa and Sebastiao José de Melo*.

Departamento de Antibidticos - Universidade Federal de Pernambuco (UFPE), Cidade Universitiria, CEP: 50670-901,
Recife —PE, Brazil.

In order to test the reactivity of the 2,6-diaryl-3,4-dihydro-4-oxo-pyrimidine-5-carbonitriles, we decided to
react the 6-fluorophenyl derivative with some known reactants, changing its solubility and doing some
isosterical modifications. It is described the modifications on some positions of the pyrimidinone ring, such as
oxidation of the nitrile function present on Cs, providing an amide and hydrolysis of this amide giving place

to an acid derivative and alkylation on the ring, giving a N-methylated derivative.

Keywords: 4-(3H)-pyrimidinones, methylation, oxidation, hydrolysis

The synthesis of new pyrimidinone
derivatives has gained more importance over the
past 30 years due its biological relevance, since
these molecules are closely related to the nucleic
acids. Several properties have been attributed to
this class of  compounds. Antiviral',
antineoplastic’, antiinflamatory’, antihistaminic®,
interferon inducer’ and hypotensive® activities are
some of properties these heterocycles show in the
biological system.

Making use of a adopted methodology’,
Mendonga Jr* synthesized 2,6-diaryl-3,4-dihydro-
4-oxo-pyrimidine-5-carbonitriles (1). This way of
synthesis has showed facilities in obtaining and
isolating 4-(3H)-pyrimidinones. However, these
compounds presented very poor solubility in the
usual laboratory solvents, being soluble just in
organic polar solvents like dimethylsulfoxide and
dimethylformamide, that has brought difficulties
in testing the compounds towards
pharmacological tests.

In addition to these findings, it was
observed that 4-(3H)-pyrimidinones containing
substitutions on carbon C-5 like the introduction
of halogens” ' or the presence of acids moieties'’,
as well as alkylation on the N-3 position'? showed
better intrinsic activity when compared to their
parent compounds.

In this way, we idealized to synthesize
compounds with small modifications in the nitrile
present in the position C-5, nitrogen N-3 and in

*To receive any correspondence, e-mail:
melosj@ibest.com.br

the carbonyl group substituted on C-4, providing
the compounds 2, 3 and 4.

The reactivity of the 6-fluorophenyl
derivative was tested towards some reactants.
Firstly, it was tested the reactivity of the nitrile
present on C-5. The nitrile was hydrolised using
sulfuric acid aqueous solution at 75%, providing
the amide derivative 2. Then, this latter compound
was treated with fuming sulfuric acid and sodium
nitrite, generating nitrous acid in situ, giving place
to the acid derivative 3.

The compound 1 also reacted with
dimethylsulfate providing the N-3-methylated (4)
(see scheme 1).

All the compounds presented only one
single spot on thin layer chromatography (TLC).
The mass and infrared spectra, as well as the 'H
RMN of the compounds were compatible to their
structures.

Experimental

The infrared spectra (IR) were recorded with a
Brucker spectrophotometer, model IFS 66
(Fourier transform) utilizing KBr pellets. The ES
spectra were obtained with a Delsi-Nermag mass
spectrometer, coupled to a GC (HP 5890) at an
ionization potential of 70eV. The 'H RMN spectra
were  performed with a  300MHz  Varian
spectrophotometer model UNITY.

Preparation of 2-phenyl-3,4-dihydro-4-oxo-6-
Sfluorphenyl-pyrimidine-5-amide (2): To 300 mg of 2-
phenyl-3,4-dihydro-4-oxo-6-fluorphenyl-pyrimidine-5-
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carbonitrile (1) (1.03mmol) was added drop wise 15ml
of sulfuric acid aqueous solution 75% at 0°C at stirring.
When the addition was over, the mixture continued
reacting at 100°C+10°C, until no trace of 1 could be
detected at TLC. The mixture was neutralized with
sodium hydroxide 50% until pH 7. The solids were
washed with distilled water, filtered and dried under
vacuum. 2: white crystals (265mg); yield: 88%;
m.p.>300 °C; Rf = 0.55 (ethyl acetate); vina/cm” (KBr)
3457,1691,1638,1585; 'H NMR (DMSO-d,, 300MHz):
8 7.31 (4H, t, J=9Hz); 7.56 (3H, m); 7.50 (1H, s); 7.84
(1H, s); 7.87 (2H, dd, J, = 5.7Hz, J,=9Hz); 8.11 (2H, d,
J=7.2Hz); m/z (rel/int);308 (100), 291(7),263(3),104(6).
Preparation of 2-phenyl-3,4-dihydro-4-oxo-6-
fluorphenyl-pyrimidine-5-carboxylic acid (3): To
150mg of 2 (0.5mmol) was added drop wise at 0°C at
stirring, 10ml of sulfuric acid aqueous solution at 75%.
When the addition was complete, the mixture was
heated at 100°C+10°C, adopted a reflux condenser and
added drop wise 3g of sodium nitrite (0.043mols). The
mixture reacted for 5 hours. The mixture was extracted
with ethyl acetate and the solvent was evaporated in
vacuum. The residue was eluted on a silica gel column
using a mixture of hexane/ethyl acetate (6:4 v/v). The
fractions containing 3 were combined, solvent
evaporated and the solids dried under vacuum. 3: white
crystals (64mg), yield: 43%; m.p.277.5 °C; Rf =
0.71(hexane/ethyl acetate 6:4 V/v); Vpa/cm™ (KBr)
3404,1739,1641,1599; 'H NMR (DMSO-d,, 300MHz):
8.22 (2H, d, J=6Hz); 7.77 (2H, m); 7.56 (3H,m); 7.31
(2H, t, J=9Hz); m/z (rel. int) 265 (100), 238 (58), 162
(91), 104 (64).

Preparation of 2-phenyl-3-methyl-4-hydro-4-oxo-6-
fluorphenyl-pyrimidine-5-carbonitrile (4): To a mixture
of 300mg of 1 and 10 ml of sodium hydroxide 10N was
added 2 ml of dimethylsulfate drop wise at 60°C.
When the addition was complete, there was no trace of
1 and a precipitate was formed. The solids were filtered,
washed with distilled water and dried under vacuum.
The residue was eluted on a silica gel column using a
mixture of hexane/ethyl acetate (6:4 v/v). The first
product (Rf = 0.8) was 4. The fractions were combined,

solvent evaporated and the solids dried under vacuum.

4: white crystals (115mg); yield: 38%; m.p. 173.2;

vimadem (KBr)  3093,2229,1612,1562; 'H NMR

(DMSO-ds, 300MHz): 4.28 (3H,s); 8.57 (2H, dd,

J,=1.8Hz,J,=6.0Hz); 822 (2H, dt, J,=2.1Hz, J,=

5.4Hz); 7.54 (3H, m); 7.25 (2H, m); m/z (rel/int)

305(M100),202(66), 173(62),103(18): [Found: C

70.50%, H 4.10%, N 14.05%; Calc. for C,sH,,FN;0: C

70.81%, H 3.96%, N 13.76%].
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“AVALIACAO DA TOXICIDADE AGUDA E DETERMINACAO DA DLs, DA 3,4-
DIHIDRO-2-FENILA-6-(PARA-FLUOR-FENILA)-4-OXO-PIRIMIDINA-5-
CARBONITRILA”.
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RESUMO: Este trabalho relata a avaliagdo da toxicidade aguda de um derivado pirimidinénico, a 3,4-

dihidro-2-fenila-6-(para-flior-fenila)-4-oxo-pirimidina-5-carbonitrila.
PALAVRAS-CHAVE: 4-(3H)-pirimidinonas, toxicidade aguda, DLsy.

INTRODUCAO

A avaliacdo da toxicidade aguda precede o estudo terapéutico de qualquer substancia que venha a
apresentar reagdes organicas observadas a partir de alteragdes comportamentais em um organismo vivo. A
toxicidade aguda pode ser definida como os efeitos adversos que ocorrem dentro de um periodo curto apos a
administracdo de uma dose Unica ou doses multiplas administradas dentro de 24 horas. Os estudos de
toxicidade aguda tém por objetivo caracterizar a relagdo dose/resposta que conduz ao calculo da DLs,
pardmetro este que representa a probabilidade estatistica de uma dose causar efeito letal em 50% dos animais
de uma populagio. '

A sintese de compostos pirimidindnicos tem ganho destaque devido a sua grande relevancia
biologica. Atividades antiviral’, antitumoral®, antiinflamatoria’, anti-histaminica®, indutora de interferon’,
hipotensiva8, entre outras, sdo atribuidas ao nucleo pirimidindnico.

Desta forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar a toxicidade aguda do composto 3,4-dihidro-2-
fenila-6-(para-flior-fenila)-4-oxo-pirimidina-5-carbonitrila  (3). Tal composto foi obtido através da
condensagdo de um intermediario de Michael, o benzilideno derivado do ciano acetato de etila (1) com o

cloridrato de benzamidina (2), que em presenca catalitica de trietilamina (TEA), fornece a pirimidinona (3)°

2%l

Esquema

(Esquema).
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MATERIAIS E METODOS
Animais

Foram utilizados camundongos albinos suigos machos (Mus musculus), com 60 dias de vida, pesando
30 £ 5g, provenientes do biotério do Departamento de Antibidticos da Universidade Federal de Pernambuco.
Os animais, mantidos em gaiolas de polipropileno, cada uma contendo seis animais e a uma temperatura de 25

+ 3°C, foram mantidos em jejum de 12 horas antes dos experimentos, com agua ad libitum.

Administracdo da substancia 3
A via de administra¢do utilizada foi a intraperitoneal, sendo a substancia 3 suspensa em solugdo

fisiologica a 0,9% pelo agente tensoativo Tween 80 a 2,5%'".

Triagem farmacologica comportamental

A triagem farmacologica comportamental da substancia 3 consistiu de duas fases, uma preliminar e
outra definitiva. Na primeira fase, os animais foram divididos em lotes e receberam em uma unica dose a
droga teste, em concentra¢des crescentes, seguindo uma progressdo geométrica de razdo 2,0. A finalidade ¢ se
determinar qual a maior dose que ndo apresenta letalidade (D;) e a menor que apresenta 100% de letalidade
(Dy). A partir dos dados da fase preliminar, iniciou-se a fase definitiva. Os animais receberam doses da droga
compreendidas entre D; e D,, seguindo uma progressdo geométrica de razdo 1,5. Em ambas as fases, os
animais foram observados durante 4 horas (com anota¢des a cada 10 minutos) e acompanhados por periodos
de 24, e 48 horas.

Na metodologia adotada foram estabelecidos alguns critérios comparativos para alguns efeitos
comportamentais que, eventualmente, sdo exibidos pelos animais em condigdes normais, porém podem ser
exacerbados sob a acdo de agentes externos. Sendo assim, quaisquer alteragdes comportamentais em
decorréncia do tratamento com a substancia 3, podem ser relacionadas ao sistema nervoso central (SNC). Os

parametros foram avaliados segundo metodologia proposta por Almeida e colaboradores (1999)".

RESULTADOS
Os efeitos observados quando da administragdo do composto 3 na fase preliminar, em diferentes

doses, estdo relacionados na tabela 1.
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Tabela 1: Efeitos toxicoldgicos relacionados as doses de 1000; 500; 250 ¢ 125mg/kg de peso do animal.

DOSE DA PERIODO POS- PRINCIPAIS EFEITOS COMPORTAMENTAIS
SUBSTANCIA 3 | TRATAMENTO OBSERVADOS
(em minutos)
1000mg/Kg 30 Contorgdes abdominais, Arrastamento das patas do trem posterior,
Espasmos
60 Hiperatividade, Tremores, Convulsdes, Perda do reflexo do
endireitamento, Estereotipia, Cianose, Morte (6 dbitos)
500mg/Kg 60 Respiragdo forgada, Contor¢des abdominais, Alteracdo na
ambulacdo, Arrastamento das patas do trem posterior
120 Tremores, Convulsdes, Cianose, Morte (6 6bitos)
250mg/Kg 30 Movimentos de vibrissas, Contor¢des abdominais, Arrastamento das
patas do trem posterior, Estereotipia, Espasmos
60 Exoftalmia, Edema de focinho, Sangramento nasal, Respiragdo
forgada, Morte (1 6bito)
125mg/Kg 30 Tremores, Piloerecdo, Estereotipia, Contor¢des abdominais
60 Respiragdo for¢ada, Diminuicdo do tono muscular, Alteragdo na
ambulacdo
120 Cianose

Concluida a fase preliminar,

iniciando-se entdo fase definitiva.

foram calculadas doses intermediarias entre as acima relatadas,

Tabela 2: Efeitos toxicoldgicos relacionados as doses de 437,5; 406,25; 390,63; 375 e 312,5mg/kg de peso do

animal.
DOSE DA PERIODO POS- PRINCIPAIS EFEITOS COMPORTAMENTAIS
SUBSTANCIA 3 | TRATAMENTO OBSERVADOS
(em minutos)
437,5mg/Kg 30 Hiperatividade, Movimentos de vibrissas, Alteragdo na ambulagdo,
Contor¢des abdominais, Arrastamento das patas do trem posterior,
Estereotipia, Espasmos
60 Tremores, Convulsdes, Perda do reflexo do endireitamento, Morte (6
obitos)
406,25mg/Kg 30 Movimentos de vibrissas, Agressividade, Erecdo de cauda, Sedagao,
Perda do reflexo do endireitamento, Levantar, Estereotipia,
Respiragdo Forcada, Contor¢des abdominais
60 Piloerecdo, Tremores, Convulsdes, Morte (6 obitos)
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390,63mg/Kg 30 Agressividade, Piloerecdo, Contor¢des abdominais, Arrastamento

das patas do trem posterior

60 Tremores, Convulsdes, Perda do reflexo do endireitamento,

Respiragdo for¢ada, Cianose, Morte (5 6bitos)

375mg/Kg 30 Movimentos de vibrissas, Perda do reflexo do endireitamento,

Espasmos, Estereotipia, Levantar (rearing)

60 Edema de focinho, Piloerecdo, Ataxia, Tremores, Convulsoes,

Cianose, Morte (3 6bitos)

312,5mg/Kg 30 Hiperatividade, Agressividade, Movimento de vibrissas, Contor¢des

abdominais, Arrastamento das patas do trem posterior, Estereotipia

60 Acrobacias, Convulsdes, Edema de focinho, Respiragdo forgada,

Micg¢do, Morte (2 6bitos)

De posse dos dados do teste de efeitos gerais com o composto 3, foi possivel construir uma curva
dose-resposta, na qual é observado que, em doses superiores a 406,25mg/kg, todos os animais vao a 6bito.

A relagdo dose/resposta é representada por uma curva gaussiana calculada estatisticamente a partir de
observacdes de mortalidade apdes a exposicdo a doses relacionadas da substincia testada. Esta curva ¢

amplamente empregada para calcular na DLs,."

100 L |
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9 |
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B 40+ /
I n |
3
/
20 4.77_;
0 [ ]
v T T T T T T T T T
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Log da Dose

Figura: Curva Dose-Resposta do composto 3.

A triagem farmacologica comportamental, além de representar os principais efeitos que o composto

3 provoca na espécie estudada, também serve de alicerce para a determinagdo da DLs,, que foi calculada

segundo a formula':

DLsy=Df- 3a.b)
n
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onde:
Df = dose minima capaz de matar todos os animais
a = diferenga entre duas doses consecutivas administradas
b = média de animais mortos entre duas doses consecutivas
n = numero de camundongos por lote
Desta forma, a DLsy do composto 3, nas condi¢des definidas anteriormente, foi calculada em

329,43mg/kg de peso do animal.

DISCUSSAO

O teste de efeitos gerais principia a triagem farmacoldgica inicial do composto 3, observando-se a
acdo da droga sobre importantes fungdes, tais como comportamento, locomogao e respiracdo e producio de
sintomas mais intensos como tremores e convulsdes.

Os dados experimentais obtidos a partir do estudo com a substancia 3 indicam que esta possui um
perfil comportamental compativel com o de drogas estimulantes do Sistema Nervoso Central.

Ja outros efeitos como edema de focinho, diarréia e contor¢des abdominais, estes dois ultimos
caracteristicos de substancias irritantes, sdo igualmente observados em quimioterapicos como a 5-
fluorouracila, uma pirimidinona de agdo antitumoral."

Ainda, segundo a equacdo proposta por Karber & Berhens (1964), a DLs, da substincia 3 foi
calculada em 329,43mg/Kg, postulando a dose terapéutica da substdncia 3 em 10% da DLsy, ou seja,

32,94mg/Kg de peso do animal.
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CONCLUSOES
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Com base na metodologia adaptada e descrita por Mendonga Jr (2003), foram
sintetizadas quatro novas 3,4-dihidro-2,6-diaril-4-oxo-pirimidina-5-carbonitrilas, com
rendimentos que variaram de 35% a 90%. Em todas as pirimidinonas foi observado um
elevado ponto de fusdo, o que pode ser atribuido a associacdo intermolecular destas
substancias.

Apesar dos bons rendimentos obtidos e da facilidade sintética, tais compostos
apresentaram o inconveniente de serem pouco soltveis nos solventes usualmente utilizados
em laboratorio, sendo soliveis apenas em solventes ditos organicos polares como
dimetilsulféxido (DMSO) e dimetilformamida (DMF) e em solugdes fortemente acidas e/
ou basicas, dificultando a realizacdo de testes bioldgicos e reagdes posteriores em que as
pirimidinonas funcionavam como substrato.

Assim sendo, foi testada a reatividade quimica da protétipo 3,4-dihidro-2-fenila-6-
(para-fluor-fenila)-4-oxo-pirimidina-5-carbonitrila (60a) frente a alguns reativos. A funcao
nitrila presente em C-5 deu lugar a uma funcao amida (91), que em seguida foi hidrolisada
a acido (92), este ultimo com melhor perfil de solubilidade. Contudo a amida mostrou ser
tao insoluvel quanto o composto prototipo (60a). A metilagdo forneceu um composto: o
derivado N-3-metilado. Este composto mostrou possuir melhor solubilidade que o
composto prototipo. Além disso, apresentou menor ponto de fusdo quando comparado a
60a, ja que ha quebra de um sitio doador de ligagao de hidrogénio na molécula.

Algumas tentativas foram frustradas, como a obtencdo de outros derivados
substituidos em C-5 como um composto com uma por¢do amidoxima e de um derivado
com uma por¢ao amidina. Tionagdo da carbonila presente em C-4 também consistiu em
uma tentativa de modificacdo de 60a. Igualmente, a acetilagcdo da carbonila e nitrogénio N-
3 ndo resultou em produtos modificados. Estes insucessos podem ser atribuidos a pouca
solubilidade das 4-(3H)-pirimidinonas sintetizadas.

Ainda, foram avaliadas a toxicidade aguda e a atividade antiinflamatéria da
substancia 60a frente ao modelo do edema de pata induzido pela carragenina. A DLsg foi
calculada em 329,43mg/kg de peso do animal. Desta forma, a dose terap€utica corresponde
a 32,94mg/kg, ou seja, 10% da DLsp. A atividade antiinflamatéria foi comparada a da
indometacina, em que a substancia 60a inibiu o edema em 82,76%, decorridas 5 horas do

inicio do experimento.
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PERSPECTIVAS
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A substincia 60a teve sua DLsy determinada e sua atividade antiinflamatoria
avaliada. Porém, foram sintetizadas outras trés 3,4-dihidro-2,6-diaril-4-oxo-pirimidina-5-
carbonitrilas, que ndo foram estudadas quanto suas atividades biologicas. Pretende-se entao
realizar estudos de determinagdo da toxicidade aguda destes compostos, bem como avaliar
as atividades antiinflamatorias e antitumorais dos mesmos. Estudos de atividade
antitumoral para 60a ja foram iniciados.

Como ja mencionado anteriormente, houve uma melhoria da solubilidade das 4-
(3H)-pirimidinonas quando da modificagdo molecular de alguns grupos funcionais da
molécula. Além disso, houve troca de um grupo ciano presente em C-5 por um grupo amida
e um grupo acido carboxilico. Isto, teoricamente, melhoraria a performance biologica da
molécula, ja que o grupo ciano ¢ reconhecidamente toxicoférico e melhores atividades
antiinflamatorias sdo atribuidas a moléculas contendo fungdes acido e/ou amida (Oga,
1996; Korolkovas, 1990).

Sendo assim, pretende-se ainda repetir as reacdes para que seja sintetizada
quantidade suficiente para a realizagdo dos testes bioldgicos. Desta maneira, podera ser

realizado um estudo da relagao estrutura-atividade destes compostos substituidos.
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ANEXO 1
OBTENCAO DAS 3,4-DIHIDRO-2,6-DIARIL-4-OXO-PIRIMIDINA-5-
CARBONITRILAS

Seguindo a metodologia adaptada por Mendonga Jr (2003), quatro novas
pirimidinonas foram sintetizadas segundo o esquema abaixo. Os benzilidenos (59) foram
obtidos a partir da reagdo de aldeidos aromaticos (52) substituidos com o ciano acetato de
etila (58) em presenca de trietilamina (reacdo de Knoevenagel). Estes intermediarios de
Michael reagem com cloridratos de arilamidinas (2) fornecendo as pirimidinonas (60a-d),

sob a presenga da trietilamina.

0 H
NC
CN
H X
TEA
+ EtO —
MeOH COOEt
Ry o Ry
(52) (58) (59) ® O
NH,Cl
NH,
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MeOH
R;
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60a: R,=F R,=H NH
60b: Rl= OCH3 R2=F
60c: R;=F R,=F =
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R,
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Esquema geral para a obtenc¢ao das 3,4-dihidro-2,6-diaril-4-oxo-pirimidina-5-

carbonitrilas
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ANEXO 2
REATIVIDADE DA 3,4-DIHIDRO-2-FENILA-6-(PARA-FLUOR-FENILA)-4-OXO-
PIRIMIDINA-5-CARBONITRILA

A reatividade da pirimidinona 60a foi testada frente a alguns reativos.
Primeiramente a pirimidinona 60a foi submetida a a¢do do acido sulfurico a 75%, em
banho de gelo, fornecendo a amida 91. Esta tltima foi entdo hidrolisada pelo 4cido nitroso
gerado in situ, através da reagcdo do 4cido sulfirico 75% e nitrito de sodio, produzindo a
pirimidinona com uma fungdo acida 92. A substancia protdtipo 60a foi submetida a uma
reagdo de metilagdo com o sulfato de dimetila, em presenga de solucao aquosa de hidroxido
de sodio, fornecendo o derivado metilado em N-3 (93).

Algumas tentativas foram frustradas, como a obtengcdo de outros derivados
substituidos em C-5 como a reagao da pirimidinona 60a com cloridrato de hidroxilamina e
carbonato de sddio, formando hidroxilamina livre in situ, com o objetivo de introduzir uma
por¢ao amidoxima em C-5, mas o produto desejado (94) ndo foi obtido. Ainda em C-5, foi
testada a reag@o para a formacao de um derivado com uma por¢ao amidina substituindo a
nitrila, através do método de Pinner (1892) que, analogamente a reacdo anterior, nao
forneceu o produto esperado (95). O protédtipo 60a também foi submetido a reagdo de
acetilagdo utilizando-se o cloreto de acetila em mistura de acetonitrila/piridina (5:1 v/v),
fornecendo um residuo que, apos diversos tratamentos, ndo nos forneceu os produtos
esperados O-acetilado (96) e N-acetilado (97). Tionacao da carbonila presente em C-4 (98),
utilizando reagente de Lawesson e pentassulfeto de fosforo, também consistiram em
tentativas de modificagdo de 60a. Alguns destes insucessos podem ser atribuidos a pouca

solubilidade das 4-(3H)-pirimidinonas sintetizadas.
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ANEXO 3
TESTE DO EDEMA DE PATA INDUZIDO PELA CARRAGENINA

O teste de atividade antiinflamatdria foi realizado segundo o método de Winter e
colaboradores (1962) e modificado por Zhang e colaboradores (1997), no qual foram
utilizados ratos Wistar machos (Ratus novergicus) com 60 a 90 dias de vida, pesando entre
250 + 50g. Os animais foram mantidos em jejum de 12 horas antes dos experimentos, com
agua ad libitum, em temperatura de 25 + 3°C.

Os animais foram divididos em 3 lotes de 6 individuos, controle negativo, positivo e
grupo teste. A acdo inflamatdria foi induzida pela carragenina, administrada a 0,1% em
uma das patas posteriores. Trinta minutos apds a administragdo da carragenina,
administrou-se ao grupo controle positivo o farmaco padrdo, a indometacina a dose de
10mg/Kg de peso. O grupo teste recebeu a droga experimental, a substancia 60a a dose de
32,94mg/Kg de peso (10% da DLsy) suspensa em solugdo fisioldgica de cloreto de sodio
0,9% e Tween 80 a 2,5% (Falcao, 2003). O grupo controle negativo recebeu apenas o
veiculo em que a droga ¢ administrada.

Ap6s a administragdo das drogas, cada animal teve o volume da pata medido através
da utilizacdo de um pletsmOmetro manual a cada hora, durante 6 horas. O efeito
antiinflamatorio foi estimado em termos de percentual de inibi¢do, sendo os resultados
analisados segundo Anadlise de Variancia (ANOVA) One-Way a 95% de confianca e
comparados com dados obtidos de grupo controle na mesma data de experimentagdo. Os
animais foram sacrificados 48 horas apos o término do experimento.

O composto 60a teve sua atividade antiinflamatdria comparada a da indometacina e
foi observado um pico maximo de inibicdo de 82,76% em relagdo ao grupo controle
positivo, decorridas 5 horas do inicio do experimento.

Segundo ANOVA One-Way ndo foi verificada diferenca estatisticamente
significante a 95% de confianca entre os grupos teste e controle negativo (salina) e entre os
grupos teste e controle positivo (indometacina). Porém, quando decorridas 4 horas do inicio
do experimento, pode ser verificada diferenga estatisticamente significante a 95% de

confianga entre os grupos controles positivo (indometacina) e negativo (salina).
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Os graficos relacionados a seguir ilustram o volume médio do edema + erro padrao

(Se) em funcdo do tempo (em horas) nos grupos controle negativo, teste e controle positivo.
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Grafico de inibicdo do edema em fun¢io do tempo para o grupo controle negativo

(solucio fisiologica de cloreto de sodio 0,9%)
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Grafico de inibicdo do edema em fun¢io do tempo para o grupo teste (composto 60a)
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Ainda, foi feito um grafico comparativo entre os volumes médios dos edemas nos

grupos em funcdo do tempo.
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ANEXO 4

ESPECTROS DE MASSAS DAS SUBSTANCIAS SINTETIZADAS
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ANEXO 5

ESPECTROS DE '"H RMN DAS SUBSTANCIAS SINTETIZADAS
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ANEXO 6

ESPECTROS DE INFRAVERMELHO DAS SUBSTANCIAS
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