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“Loucura? Sonho? Tudo é loucura ou sonho no
comego. Nada do que o homem fez no mundo teve
inicio de outra maneira — mas ja tantos sonhos se
realizaram que ndo temos o direito de duvidar de

nenhum.”

(Monteiro Lobato)

“Ndo fiz o melhor, mas fiz tudo para que o
melhor fosse feito. Nao sou o que deveria ser,

’

mas ndo sou o que era antes.’

(Martin Luther King)
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RESUMO

ROGERIO, Kamilla Rodrigues. Sintese de novas pirrolo [3,4-d]-pirimidinonas visando
compostos com atividade antiparasitaria. 2015. 127p Dissertacao (Mestrado em quimica).
Instituto de Ciéncias Exatas. Departamento de Quimica. Universidade Federal Rural do Rio
de Janeiro, Seropédica, RJ, 2015.

A malaria configura-se como a doenga negligenciada que mais causa mortes no mundo, tendo
poucas op¢des de tratamento e sendo muitas vezes toxicas. E vital no atual cenario mundial a
busca de novos medicamentos eficazes ¢ de baixa toxicidade para seu tratamento, ¢ neste
cenario que surgem as diidropirimidinonas (DHPM) sintetizadas através da reagdo
multicomponte de Biginelli que tém despontado como potenciais candidatos a antimaléricos
assim como os compostos biciclicos sintetizados a partir delas. Destacam-se principalmente
por serem reagdes limpas (ndo gerando subprodutos), versateis (variagdo sistemadtica de
reagentes) e passiveis de automacgdo. Duas familias de compostos foram sintetizadas através
da reacdo classica de Biginelli no Laboratério de Diversidade Molecular ¢ Quimica Medicinal
(LaDMol-QM) da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro e suas atividades foram
avaliadas no Laboratorio de Pesquisa em Malaria do Instituto Oswaldo Cruz contra formas
sanguineas de Plasmodium falciparum e citotoxicidade em BGM - célula renal basal de
macaco verde africano. A rota sintética escolhida se mostrou eficaz gerando produtos com
alta pureza e quantidades suficientes para serem levadas para os testes biologicos, estes foram
realizados e tiverem como resultado 3 DHPM ativas, ndo toxicas com indice de seletividade
maior que 10, tornando-se assim prototipos para otimizacdo estrutural afim de melhorar a
atividade.

Palavras-chave: Reacoes multicomponentes, Biginelli, Malaria, Plasmodium falciparum



ABSTRACT

ROGERIO, Kamilla Rodrigues. Synthesis of new pyrrolo [3,4-d]-pyrimidinones
compounds targeting antiparasitic activity. 2015. 127p Thesis (Master in Chemistry).
Institute of Exact Sciences. Department of Chemistry. Federal Rural University of Rio de
Janeiro, Seropédica, RJ, 2015.

Malaria is characterized as a neglected disease, being responsible for more deaths worldwide
than other neglected ones, with few treatment options which are often toxic. The search for
new effective antimalarial drugs that present low toxicity is vital in the current world scenario.
Heterocycles such as Dihydropyrimidinones (DHPM) synthesized by the Biginelli
mulcitomponent reaction have emerged as potential candidates for antimalarials as well as
bicyclic compounds synthesized from them. Those multicomponent reactions stand out
mainly for being clean reactions (not generating by-products), versatile (systematic variation
of reagents) and susceptible to automation processes. Two families of compounds were
synthesized using the classical Biginelli protocol and its activities were evaluated against
Plasmodium falciparum blood form parasites and its cytotoxicity was tested with Baseline
kidney African Green Monkey (BGM) cell culture. The synthetic route chosen was effective,
leading to products with high purity and moderate yields. After the pharmacological assays,
three (3) DHPM derivatives were identified as active against the parasite, presenting low
toxicity and a selectivity index greater than 10, thus becoming potential prototypes structural
optimization in order to improve the activity.

Keywords: multicomponent reactions, Biginelli, Malaria, Plasmodium falciparum
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1_INTRODUCAO

A malaria ¢ uma doenca dita negligenciada devido a falta de investimento por parte da
industria farmacéutica mundial em novas alternativas necessarias para o controle das mesma
(GRAEBIN, 2009).

Segundo a Drug for Neglected Disease initiative (DNDi1)(2009): 40% da populagdo
mundial corre o risco de contrair maléria. Segundo dados da Organiza¢do Mundial da Satude
(OMS) por ano cerca de 700 mil pessoas chegam a 6bito por causa da maléria, porém essa
distribui¢do ndo ¢ homogénea pelo mundo. Aproximadamente 90% das mortes ocorrem no
continente africano e 4% no sudeste da Asia (LEITE et al, 2013; AGUIAR, et al 2012). Hoje
no mundo a investigacdo de novos farmacos ndo tem como foco principal as doencas de
paises em desenvolvimento (MAGALHAES, 2010).

As diidropirimidinonas (DHPM) despontaram como sistemas N-heterociclicos que
possuem diversas propriedades, podendo-se destacar: atividade antiviral (KIM et al, 2012),
anticancerigena (RAJU et al, 2011), antifingica (Singh et al, 2008), entre outras. Além disto,
alguns derivados de DHPMs sdo constituintes do alcaloide marinho natural Batzelladina A
((1) (Figura 1)), capaz de inibir a associacdo da glicoproteina de membrana do HIV (gp-120)
com a cé¢lulas humanas CD4, possuindo assim, capacidade terapéutica antiviral (ALVIM,
2013, KUMAR et al, 1995). A classe de Batzelladinas pode ser também obtida através de
sintese total, onde a constru¢do do nucleo diidropirimidinona do alcaloide ¢ feito através de
uma variagdo de Biginelli (OVERMAN & ARON, 2003).

O interesse nas reagdes de Biginelli aumentou significativamente devido a descoberta
da possibilidade de geragdo de moléculas com importantes atividades bioldgicas, como pode
ser observado no grafico (Figura 2) feito na base de dados Scopus utilizando a palavra chave
“Biginelli reaction” no titulo ou abstract'.
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Figura 1: Alcal6ide natural com nicleo DHPM (ALVIM, 2013).

! Pesquisa realizada em 04/02/15 em www.scopus.com
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Figura 2: Grafico que indica o crescimento em numero de publicagdes contendo a reagdo de
Biginelli nos tltimos anos. Fonte: SciFinder

Diante do atual cenéario mundial torna-se de extrema importancia a pesquisa de novos
farmacos no tratamento de doencas negligenciadas e a rea¢do de Biginelli tem se mostrado
uma ferramenta util e essencial nessa busca.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Doengas Negligenciadas e Malaria

A maléria ¢ considerada ainda hoje como a mais importante endemia parasitaria do
mundo. E uma doenca infecciosa causada por protozoarios do género Plasmodium (Figura 3),
transmitida por vetores, ou seja, pela picada da fémea do mosquito do género Anopheles
(Figura 4). Caso ndo seja tratada de forma adequada e rapida, a malaria humana pode se
tornar grave e acarretar a morte do paciente (COURA, 2013).

0© 000eR:T0

eﬁ

Plasmodium falciparum

._-

Figura 3: Em (a) o parasito sob a forma de trofozoito jovem (anel), esquizonte (b),
merozoitos saindo de um esquizonte em rompimento (c) e forma sexual do parasito
(gametécito) (d) (Fonte: Autoria propria - Fotos obtidas durante o cultivo do parasito no
laboratério

Anopheles

Figura 4: Fémea do mosquito capaz de transmitir a malaria (FIOCRUZ)

A doenca ¢ considerada endémica em 104 paises. A Africa é o continente mais
afetado, concentrando 90% das mortes e o restante espalhados entre o mediterraneo, o sudeste
asiatico e os paises amazonicos da América do Sul. Cerca de 3,3 bilhdes de pessoas, quase
metade da populacdo mundial, estd exposta a transmissdo da maldria em 4reas de risco.
Aproximadamente 700 mil pessoas morrem vitimas da malaria todos os anos (WHO, 2014).



2.1.1 Malaria no Brasil

No Brasil a malaria figura com uma das principais doengas parasitarias (TEIXEIRA,
2011). Segundo dados divulgados através do “World Malaria Report 2014” registraram-se
177.767 casos de malaria com 41 mortes no ano de 2013. A grande maioria dos casos de
transmissdo da doenca se concentrou na Regido Amazonica, considerada uma area endémica
no pais, estando a maior parte dos casos notificados nos estados do Pard, Amazonas,

Rondonia, Acre, Amapé e Roraima como pode ser visto na Figura 5.
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Figura 5: Casos confirmados a cada 1000 habitantes no ano de 2013. (WHO, 2014).

O Brasil possui um sistema eficaz no controle de malaria com ampla oferta de
diagnostico e tratamentos gratuitos realizados pelo sistema Unico de satde (SUS), o que
condiz com a queda no numero de casos nos ultimos anos como pode ser observado na
Figura 6, principalmente no que diz respeito ao P. falciparum (PINA-COSTA et al, 2014).
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Figura 6: Decaimento dos casos de malaria até¢ 2013(PINA-COSTA et al, 2014).



As espécies de Plasmodium que sdo capazes de infectar o homem, até¢ 2008, eram
quatro: P. falciparum, P. vivax, P. malariae e P. ovale. No ano de 2008 foi descrita a
possibilidade de infeccdo humana por uma quinta espécie: o P. knowlesi, um plasmodio de
macacos (COX-SINGH et al, 2008).

No Brasil, a malaria ¢ causada por trés espécies de Plasmodium: P. vivax (que
responde por cerca de 83% dos casos registrados), o P. falciparum (que causa cerca de 16%
dos casos) e P. malariae (uma pequena proporcao de casos). Nao ocorrendo transmissdao por
P. ovale e P. knowlesi (OLIVEIRA-FERREIRA et al, 2010).

Alguns casos ocorrem também fora da area de transmissdo ativa e tem caracteristicas
muito especificas. No Rio de Janeiro que ¢ a cidade mais visitada do Brasil, casa de 20% dos
brasileiros que viajam ao exterior, e também ¢ sede da Fundagdo Oswaldo Cruz e do CPD-
Mal (Centro de Referéncia da Malaria na Secretaria de Vigilancia em Satde do Ministério da
Saude), 1505 casos foram descritos entre 1990 e 2008, uma média de 79 casos por ano. Em
virtude disso espera-se entdo que os casos diagnosticados na cidade sejam oriundos da
Amazonia ou da Africa. No entanto, apesar de o Rio de Janeiro nio ser considerado area
endémica de malaria, dos 29 casos relatados entre 2001-2008, 30% foram autoctones, sendo
originados do municipio de Nova Friburgo. (OLIVEIRA-FERREIRA et al, 2010).

2.1.2 Ciclo biolégico do parasito

A primeira proposta de que o agente responsavel pelos sintomas causados pela malaria
seria um parasito ocorreu em 1846, porém somente em 1880 foram observados pela primeira
vez parasitos vivos, encontrados no sangue de um soldado infectado pela malaria. O
responsavel por esta observagdo foi Charles Louis Alphonse Laveran, que fez também a
descoberta das quatro formas do parasito: anel, trofozoito, esquizonte ¢ gametdcito. Anos
depois, em 1897, William George MacCallum e Eugene L. Opie encontraram pela primeira
vez o parasito no estobmago de mosquitos anofelinos (FRANCA et al, 2008).

O ciclo de vida das espécies de Plasmodium ¢ bastante complexo em virtude de se
dividir em vérias fases e entre dois hospedeiros: o mosquito € um vertebrado. A infec¢do tem
inicio com a picada de um mosquito fémea do género Anopheles infectada, ao se alimentar do
sangue suas glandulas salivares liberam esporozoitos na pele ((a), Figura 7) e que depois de
invadirem a corrente sanguinea rapidamente invadem as células do figado iniciando assim a
infec¢do. Ja nas células do figado os esporozoitos vao sofrer diferenciacdo e se multiplicar
assexuadamente dando origem a milhares de merozoitos ((b) Figura 7) que invadem
eritrocitos e continuam se multiplicando. E nesta fase que se manifestam os sintomas da
maléria. A duragdo do estagio eritrocitico vai variar de acordo com a espécie, sendo de 72 h
para o P. malariae ¢ de 48h para os P. falciparum, P. vivax e P. ovale (COURA, 2013;
FRANCA et al, 2008; CUNICO et al, 2008).

Nem todos os merozoitos vao se reproduzir de forma assexuada, alguns deles se
desenvolvem em gametocitos ((¢) Figura 7) (formas sexuais) que serao aspirados quando
houver outra picada de Anopheles infectando assim outro mosquito e dando inicio ao seu ciclo
sexual no estbmago do mosquito. Outros ainda (no caso de P. vivax e P. ovale) evoluem para
hipnozoitos, forma latente do parasito, cuja reativagao ¢ responsavel pelas chamadas recaidas
da doenga (COURA, 2013; FRANCA et al, 2008; CUNICO et al, 2008).
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Figura 7: Ciclo biologico do Plasmodium falciparum (DANIEL, 2012).
2.1.3 Aspectos clinicos

Os sintomas iniciais da malaria sdo semelhantes aos de qualquer infec¢do viral leve,
sendo as vezes motivo para confundir o diagndstico inicial, dentre eles: mal estar, febre,
cefaleia, diarreia e vomito. A febre e calafrios sdo associados com a ruptura sincronizada dos
eritrocitos infectados. Caso ndo seja realizado o tratamento adequado, o paciente pode
apresentar graves complicacdes, como edema pulmonar, complicacdes renais, ictericia e
obstru¢do de vasos sanguineos no cérebro, acarretando até a morte. O principal causador da
maldria grave ou maligna ¢ o P. falciparum, sendo o responsavel pelas formas cerebral, renal
e pulmonar da doenga (BAIO, 2011; FRANCA et al,2008).

2.1.4 Principais antimalaricos

Os farmacos utilizados para o tratamento da maldria podem ser divididos em:
quinolinicos e analogos, antifolatos, endoperdxidos e antibioticos (LEITE et al, 2013).

2.1.4.1 Quinolinicos e analogos

As aminoquinolinas pertencem ao grupo de firmacos capazes de interferir no
metabolismo da glicose em diferentes pontos e na habilidade do parasito em se alimentar
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(digerir a hemoglobina) ou intoxicando-o com o produto da sua digestdo, a
ferriprotoporfirina-IX. Estes compostos sao ativos contra formas eritrociticas do Plasmodium
falciparum e do Plasmodium vivax (FRANCA et al, 2008).

O antimalarico mais antigo pertence a classe dos quinolinicos e tem seu uso iniciado
em 1640, quando Huan Del Vego utilizou a casca de Cinchona para tratar a maldria pela
primeira vez (BAIO 2011). Posteriormente descobriu-se que o composto ativo presente na
casca da Cinchona (Figura 8) ¢ o alcaldide natural quinina ((2) Figura 9 ). Utilizado por
muito tempo, a quinina teve seu uso diminuido devido ao surgimento de cepas resistentes.

Cinchona officinalis

Figura 8: Planta de onde o produto natural quinina ¢ extraido (Dos Santos, 2012).

Durante a segunda guerra mundial houve grande dificuldade em se obter extrato de
Cinchona (devido a invasdo da ilha de Java pelo exército japonés), incentivando assim a
obtengdo por via sintética de outros farmacos capazes de tratar a malaria (CUNICO et al,
2008).

A cloroquina ((3) Figura 9) ¢ um dos farmacos sintéticos mais eficazes. Sintetizada na
década de 30 por alemaes, apresenta baixo custo em sua producgdo, ¢ bem tolerada pelo
organismo, sendo inclusive considerada segura no tratamento de mulheres gravidas, sem
apresentar efeitos toxicos nas doses recomendadas para tratamento e extremamente eficaz na
cura da doenga, sendo assim por muito tempo eleita como medicamento de primeira escolha
até o surgimento de cepas resistentes. Atua na fase esquizonte do ciclo do Plasmodium.
Infelizmente atualmente a resisténcia existe em todos os paises endémicos, com excecdes
apenas de alguns da América central. Seu mecanismo de a¢do ¢ semelhante ao da quinina
(CUNICO et al, 2008; FRANCA et al, 2008).

Utilizada no tratamento da maléria causada por cepas de P. falciparum resistentes a
cloroquina, a mefloquina ((4) Figura 9) precisa apenas de um décimo da dose recomendada
de quinina para o tratamento. Porém apresenta alguns efeitos colaterais: complicagdes
gastrintestinais, tonturas e efeitos psicologicos, ndo podendo ser utilizada no tratamento de
pacientes com historico de epilepsia ou desordens psiquiatricas. Ja existem relatos de cepas
resistentes (CUNICO et al, 2008; FRANCA et al, 2008).

A amodiaquina ((5) Figura 9) tem sido uma alternativa para o tratamento de malaria
causada por Plasmodium falciparum resistente a cloroquina, porém ¢ menos efetiva e mais
toxica do que esta (FRANCA et al, 2008).

A Pamaquina e a primaquina ((6) e (7) Figura 9) sdo 8-aminoquinolinas eficazes
contra os estagios sexuados do parasito, constituindo a Unica classe gametocida de fArmacos.
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A pamaquina ¢ o mais antigo antimalarico da classe tendo sido sintetizada na década de 1920
na Alemanha. A primaquina ¢ utilizada amplamente contra hipnozoitos de P. vivax e P. ovale.
E a mais utilizada do grupo, porém em geral nido é administrada sozinha, sendo co-
administrada com um farmaco esquizonticida (FRANCA et al, 2008).

A lumefantrina ((8) Figura 9) foi sintetizada na China e apresenta uma alta
similaridade estrutural, fisico- quimica e de mecanismo de acdo com a mefloquina. Tem sido
muito utilizada em associagdo com o artemeter ¢ uma importante e muito utilizada associacao
conhecida como (“Coartem”). O elevado custo da producdo da lumefantrina limita seu uso
(VAROTTIL, 2008).
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Figura 9: Estrutura quimica dos principais antimaldricos quinolinicos e analogos (LEITE,
2013; DOS SANTOS, 2012)

2.1.4.2 Endoperoxidos

A artemisinina ((9) Figura 10) ¢ um produto natural encontrado em uma arvore
chinesa chamada “qinghao su” (Artemisia annua) (Figura 11) (WHO, 2006). Dos
medicamentos disponiveis para o tratamento de malaria a artemisinina tem um papel de
destaque porque a resisténcia dos plasmodios ndo tem uma relevancia clinica consideravel,
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por ser o mais rapido na eliminagdo dos parasitos, sendo indicado nos casos de maléria grave.
Relatos de resisténcia de P. falciparum aos derivados da artemisinina sdao recentes e trazem
grande preocupacdo. E utilizada em combina¢io com outros antimaléricos e alguns casos de
resisténcia comecaram a surgir. Dos derivados semi-sintéticos provenientes da artemisina,
sem duvida os mais importantes sdo o artesunato ((10) Figura 10) por possuir rapida
atividade antimalarica, auséncia de resisténcia clinica importante e por ser soluvel em agua o
que facilita o desenvolvimento de formulagdes e o artemeter ((11) Figura 10) muito utilizado
em combinagdes (AQUINO, 2010).

Artemisinina Artesunato Artemeter
9 10 1

Figura 10 :Artemisinina (9) e alguns de seus derivados semi-sintéticos: o artesunato (10) e
artemeter (11)

Artemisia annua

Figura 11: Planta de onde ¢ extraida a artemisinina

2.1.4.3 Antifolatos

Sao excelentes esquizonticidas no sangue, alguns apresentam elevada toxicidade para
o homem e tem pouca tolerancia oral. Podem ser usados para o tratamento de diversas
doengas, como o cancer (GANGJEE et al, 2006). Os antifolatos podem agir em dois
momentos da sintese do acido folico: inibindo a diidropteroato sintase causando a interrupgao
da formacdo do acido diidrofélico, como ¢ o caso da sulfadoxina ((12) Figura 12) e da
dapsona ((13) Figura 12); ou inibindo a diidrofolato redutase impedindo assim a conversao
do acido diidrofélico em tretraidrofolato, importante cofator na sintese de acidos nucléicos e
aminoacidos, a pirimetamina ((14) Figura 12) ¢ um dos mais importantes representantes do
grupo juntamente com o proguanil ((15) Figura 12) que ¢ um pro-firmaco que ¢€
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metabolizado em cicloguanil ((16) Figura 12), importante na profilaxia por ser pouco toxico
e por agir destruindo parasitos durante a passagem para a corrente sanguinea antes que
invadam as hemacias. Infelizmente hoje sao pouco utilizados devido a facilidade dos parasitos
em desenvolverem resisténcia a esta classe de medicamentos (LEITE, 2013; FRANCA et al,
2008; CUNICO et al, 2008).

N=
H N4\
H2N4®7802-N4§\_/<N HzNOSO2@NH2

Sulfadoxina Dapsona
12 13

N._NH, NH,

T N=(

2 HN—( HNOQ
o NH, 4{'

Pirimetamina Proguanil
14 15

HZN\r/N\\/
N N
& L
NH, ol

Cicloguanil
16

Figura 12: Principais antifolatos utilizados no tratamento de malaria

2.1.4.5 Antibioticos

Atuam dentro no apicoplasto, organela indispensavel para sobrevivéncia do parasito,
onde inibem a tradu¢do de proteinas resultando na morte da descendéncia dos parasitos
tratados com antibioticos, o atraso na resposta a perturbagdo causada na organela é conhecida
como “morte retardada”. O apicoplasto ¢ um importante alvo terapéutico e ja ¢ relatado na
literatura que parasitos mutantes sem esta organela ndo sdo viaveis (GREEWOOD et a/, 2008;
RALPH et al, 2004). Os principais antibidticos utilizados no tratamento da maldria sdo a
tetraciclina e a doxiciclina ((17) e (18) Figura 14) (LEITE et a/, 2013).
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Figura 13: Antibidticos usados no tratamento de malaria

2.1.4.6 Combinac¢odes de antimalaricos

Devido aos relatos de resisténcia aos antimalaricos, atualmente a indicacdo da OMS ¢
a combinacao de pelo menos dois farmacos que tenham diferentes mecanismos de acdo, assim
como diferentes alvos bioldgicos, afim de que seja retardado o desenvolvimento de resisténcia
a cada farmaco separadamente. As sugestdes sdo artemeter e lumefantrina (AL), artesunato e
amodiaquina (AS+AQ), artesunato e sulfadoxina-pirimetamina (AS+SP) e artesunato e
mefloquina (AS+MQ), sendo o Gltimo a combinagdo mais usada atualmente. Sua utilizacao
acelera a resposta terapéutica, evita o surgimento de resisténcia, assim como a recrudescéncia.
(ANGUS et al, 2002; WHO, 2010).

No Brasil o Ministério da Saude institui uma politica nacional de tratamento de
malaria que disponibiliza gratuitamente os medicamentos usados no pais nas unidades do
Sistema Unico de Saude (SUS) (LEITE et al, 2013).

2.1.4. Principais mecanismos de a¢do
2.1.5.1 Inibidores da acao da hemozoina

A degradacdo da hemoglobina humana ¢ o que fornece ao parasito dentro da hemacia
os nutrientes necessarios para o seu desenvolvimento e posterior reprodu¢do. Durante esse
processo ha a liberagdo do grupo heme que ¢ extremamente tdxico ao parasito, ja que gera
espécies reativas de oxigénio, por isto o grupo heme ¢ agregado em um pigmento insoluvel e
que ndo apresenta toxicidade para o mesmo: a hemozoina (CUNICO et al, 2008).

Alguns antimalaricos agem de maneira a impedir essa polimerizacdo da hemozoina,
intoxicando assim o parasito. Dentre eles estdo os derivados quinolinicos. Ja os derivados de
artemisinina sofrem clivagem oxido-redutiva de seus peroxidos que vao interagir também
com o grupo heme que gerara um radical livre que mata o parasito (CUNICO et al, 2008).

2.1.5.2 Inibidores da sintese do acido foélico

Diferente do homem que obtém o acido folico através de sua alimentacdo, o plasmddio
¢ capaz de sintetiza-lo e para isto eles fazem uso de derivados dos &cidos p-aminobenzoicos
em uma etapa inicial e os farmacos andlogos a estes acidos atuam inibindo a sintese ja que
competem pelo sitio ativo da enzima diidropteroato sintase responsavel pela sintese. Um
farmaco importante atuante nesta etapa ¢ a sulfadoxina, numa etapa posterior de sintese atua a
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enzima diidrofolato redutase e ¢ nesta etapa que a pirimetamina age inibindo a sintese
(CUNICO et al, 2008).

2.1.5.3. Inibiciao da sintese de proteinas no apicoplasto

A real fungdo do apicoplasto ainda ndo esta totalmente definida, mas se sabe que ¢
uma organela indispensavel a sobrevivéncia do parasito. A exata causa da morte do parasito
quando as fung¢des do apicoplasto sdo interrompidas ainda ¢ desconhecida, o que se sabe € que
ela ¢ indispensavel para a viabilidade de uma infeccdo j& que qualquer perturbagdo faz com
que o crescimento do parasito continue normalmente, porém novas invasdes da célula
hospedeira (essenciais para a continua¢cdo do ciclo) resultem na morte do parasito (RALPH et
al, 2004).

2.1.6 Resisténcia do Plasmodium falciparum aos antimalaricos

“A resisténcia aos antimalaricos ¢ definida como a habilidade que tem uma cepa do
parasito, para sobreviver e/ ou se multiplicar apesar de a administracdo e absor¢do de um
medicamento em doses iguais ou superiores as usualmente recomendadas, dentro dos limites
de tolerancia do individuo” (COURA, 2013; CARVALHO, 2008).

A resisténcia do Plasmodium pode acontecer de trés formas distintas: independente
dos medicamentos através de mutagdes, embora seja um evento raro; através de modificagdes
no sitio alvo do medicamento, este € o caso da resisténcia a pirimetamina que ¢ justificada por
uma muta¢do pontual do gene que codifica a diidrofolato redutase (DHFR) que altera a forma
do sitio da ligagdo enzimatica e deixa o sitio mais especifico ao PABA e das sulfas onde a
mutacdo do gene que codifica a diidropteroato sintase (DHPS) ocorre; e modificagdo nos
mecanismos celulares que afetem a concentragdo intraparasitaria, como ¢ o caso da mutacao
que ocorre no gene que codifica um transportador no vacuolo digestivo do parasito e o torna
resistente a cloroquina (COURA, 2013; CUNICO et al, 2008).

Independente do mecanismo de surgimento da resisténcia nos parasitos o fato ¢ que a
exposicdo a doses ndo letais de farmacos faz com que sejam selecionados os parasitos que
sejam capazes de crescer naquela dosagem, o que implica diretamente em uma probabilidade
maior da transmissdo dos parasitos mais resistentes que causaria a disseminagao de uma cepa
resistente (COURA, 2013). Esta ¢ uma das maiores causas da falha dos esforcos para controle
da maléria em muitos paises, somado a viruléncia do Plasmodium falciparum faz com que se
caracterize como uma grave ameaga a saude publica global (PINHEIRO et a/, 2013).

Por conta do fracasso nos programas de controle de vetores e da propagagdo da
resisténcia aos antimaldricos, ainda existe uma expansdao da malaria pelo mundo. Os
medicamentos existentes muitas vezes sdo toxicos, de eficicia insatisfatdria e algumas vezes
permitem recaida (devido aos hipnozoitas). Sendo assim a descoberta e o desenvolvimento de
novos farmacos ¢ hoje um dos maiores desafios no controle de malaria (PINHEIRO et al,
2013).

2.2 Reacoes Multicomponentes (RMC)

Atualmente a idealidade de uma sintese ndo ¢ vinculada apenas a bons rendimentos ¢
pureza de produto final. Com o desenvolvimento da quimica verde, hoje relaciona-se também
os fatores ambientais. Tendo em vista a necessidade dos processos quimicos tornarem-se mais
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benignos em relacdo ao meio ambiente, as reagdes multicomponentes tém sido vistas como
um dos pontos fundamentais do que seria uma “sintese ideal”, pelo fato destas reagdes
apresentarem numero reduzido de etapas, gerarem menos residuos (fator ambiental) e terem
uma maior eficiéncia (fator economico) (ROCHA et al, 2008).

Um dos principios mais relevantes da quimica verde ¢ diretamente relacionado a alta
eficiéncia de sintese, que se reflete na importante economia atomica que o uso das RMCs
proporciona. A porcentagem desta economia pode ser calculada levando-se em consideracao a
massa molar do produto desejado na reagdo e a soma das massas molares de todos os
reagentes envolvidos na sintese, como pode ser visto na equacdo (ANASTAS et al, 1998)

% de economia atomica = (Massa molar do produto / soma da massa molar dos
reagentes utilizados) x 100

As RMC sao reagdes que partem de trés ou mais reagentes, de modo a se obter um
produto final que, de preferéncia, contenha todos ou a maior parte dos dtomos de carbono
envolvidos em sua formacdo (BATALHA, 2012). Possuem uma alta economia atomica ja
que, com exce¢do das moléculas de dgua que sdo eliminadas, todos os 4tomos dos reagentes
se encontram no produto final.

Por serem bastante flexiveis permitem a geracdo de moléculas contendo uma
variedade de grupos funcionais, assim como a criagdo de uma colecdo de estruturas
(quimioteca) através de uma variagdo sistemdtica de reagentes, possibilitando produzir
bibliotecas de moléculas diversificadas e estruturalmente distintas em poucas etapas
sintéticas, as quais podem apresentar atividade bioldgica ou serem modificadas para tal fim.
(SENA, 2012)

No ambito da quimica organica, as reacdes representam processos mais limpos, ja que
sdo reacdes mais simples, feitas em um Unico recipiente € que em alguns casos ainda se
enquadram em outros conceitos de quimica verde. No ambito medicinal representam um
grande potencial na pesquisa de novos candidatos a farmacos ja que ¢ possivel obter desde
compostos simples até compostos de grande complexidade estrutural, em poucas etapas de
sintese (BATALHA, 2012).

A evolugdo das RMCs pode ser vista na literatura cientifica a partir de 1850 com a
publicacao da reacdo de Strecker ((a) Figura 14) (STRECKER,1850). A partir de 1882 outras
importantes reagdes foram reportadas como as de Hantzsch ((b) Figura 14) (HANTZSCH,
1882), Biginelli ((¢) Figura 14) (BIGINELLI, 1893), Mannich ((d) Figura 14) (MANNICH,
1917), Passerini ((e) Figura 14) (PASSERINI, 1921), Ugi ((f) Figura 14) (UGI,1959), entre
outros. Por muitos anos elas permaneceram inexploradas devido a falta de interesse comercial
em relacdo a seus produtos de sintese. A descoberta de importantes atividades biologicas de
produtos gerados a partir dessas reagdes, somado a suas vantagens sobre a sintese linear fez
com que o estudo das mesmas entrasse em expansao.
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classica de Biginelli, (d) Reacdo classica de Mannich, (e) Reagdo cldssica de Passerini e (f)
Reagdo classica de Ugi (KURTI & CZAKO, 2005).
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2.2.1 Reacio de Biginelli

O quimico italiano Pietro Biginelli (1860-1937) foi, em 1891, o primeiro a sintetizar
a diidropirimidinona (DHPM) através da reacdo tricomponente envolvendo a condensagdo de
um aldeido aromatico, uréia ¢ acetoacetato de etila. A reacdo foi conduzida com catalise
acida, sob refluxo, em solvente polar, como pode ser visto no Esquema 1 (KURTI &
CZAKO, 2005). Posteriormente, Atwal modificou a reagio preparando uma enona que, apos
isolamento e purificagdo, foi reagida com uréias protegidas ou derivados de tiouréia na
presenga de bicarbonato de sddio para formacdo de uma primeira diidropirimidina que é,
entdo, convertida para o correspondente DHPM sob desprotecao em meio acido (Esquema 1)
(RAMOS, 2012; KURTI & CZAKO, 2005 ). A reagio deixa entio de ser uma RMC perdendo
assim as principais vantagens, porém esta modificagdo possibilita que algumas
diidropirimidinonas, que antes ndo se era capaz de obter com sucesso na multicomponente,
possam ser sintetizadas.

Reacéao classica de Biginelli

o)
) H 0]
NH; + EtO NH
EtO H*, EtOH | by
o + HNTO A NS0
H
Modificagdo de Atwal
3
o R RS O R
R1J%H . j\ NaHCOg )Y\ HCI R1)Y\NH
5 e
R2NG HN”>NH, DuF. 70°C  Re k R - PN

R' = OEt, NHPh, NEt,, alquil, SEt; R?= alquil, aril, CH,Br; R3= aril, heteroaril, alquil; R* = Me, Ph, H;
R® = Me, quando X=0; R%= p=OCH;C¢H4

Esquema 1: Sintese classica de Biginelli e modificagdo de Atwal

Muito se discutiu na literatura, durante anos, sobre qual o mecanismo envolvido na
reacdo. Algumas possibilidades foram levantadas e somente em 1997 o mecanismo foi
elucidado, quando foi feita a investigagdo utilizando-se ressonancia magnética nuclear de '*C
e 'H, através de experimentos de trapeamento, utilizando-se CD3OH como solvente na
presenca de quantidade catalitica de HCI, a temperatura ambiente, e verificou-se que a etapa
chave era a formagdo do intermediario iminio (19) do Esquema 2, proveniente da
condensagdo da uréia (20) e do aldeido (21), posteriormente o intermedidrio iminio faz uma
condensagdo Knoevenagel com o acetoacetato de etila, no Esquema 2. Pode-se ver todas as
possibilidades discutidas e as setas em vermelho indicam o caminho verificado através dos
experimentos (KAPPE & STADLER, 2004).
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Esquema 2: Mecanismo de reagdo de Biginelli (Adaptado de KAPPE & STADLER, 2004).

A reacdo de Biginelli permite o emprego de derivados funcionalizados nos trés
componentes utilizados. Varios compostos S-dicarbonilicos, derivados alquilados (simétricos
ou ndo-simétricos) da uréia ou da tiouréia e aldeidos alifaticos e arométicos diversos podem
ser empregados nessa reagdo. Além disso, derivados halogenados do acetoacetato de etila
podem ser utilizados, permitindo outras modificacdes nas diidropirimidinonas apds a reacao
de Biginelli (KAPPE, 2000). A escolha destas modificagdes muitas vezes ¢ direcionada por
modelagem molecular contra alvos especificos (TERRACCIANO et al, 2015).

Quanto ao modo de proceder a sintese existem revisdes na literatura que exemplificam
uma gama de catalisadores como AcOH, BiONO3, CdClz, Ce(NOs3)s3, Bi(OTf)3, CaAl2Si701s .
6H20, H3PW12040, H3PMo01204, dentre muitos outros ¢ uma gama de solventes dentre os
quais estdo: etanol, acetonitrila e 4gua. Existem ainda metodologias que fazem uso de
microondas ¢ do ultrassom para a realizagdo da sintese. Pode-se ainda utilizar fase solida
(YANG et al, 2015; KOLOSOV et al, 2009).

A escolha do método sintético depende da disponibilidade dos reagentes, e de
particularidades dos aldeidos e compostos dicarbonilicos empregados na reagao.

2.3 DHPM - Monastrol

Diversas atividades sdo relatadas na literatura para as DHPM, tais como: antiviral
(KIM et al, 2012), bloqueadora do canal de calcio (KAPPE, 2000), anticancerigena (RAJU et
al, 2011), antifingica (Singh et al, 2008), entre outras. Destaca-se importantes atividades
sobre Leishmania donovani ((22) Figura 16) com um IC50 = 23Mm (CHIANG et al, 2009) e
antimaléria contra Plasmodium falciparum ((23) Figura 16) com IC50 = 0,2 uM (SINGH et
al, 2009).

O monastrol (24, Figura 16), uma DHPM que ¢ sintetizada a partir da reagdo de
Biginelli, se tornou um destaque entre os heterociclos nitrogenados sintéticos e possibilitou a
criacdo de uma vasta biblioteca de andlogos com o intuito de descobrir farmacos eficazes e
seletivos contra diversas doencas. Este heterociclo foi identificado através de screening de
uma biblioteca de 16.320 compostos apresentando atividade citotoxica. Ensaios posteriores
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demonstraram que a atividade citotoxica do monastrol deve-se a especificidade do composto
sobre a proteina motora (miosina-cinase) Eg5 (MAYER et al, 1999). Desde entdo, o
monastrol tem sido utilizado como composto-prototipo para a sintese de novas DHPMs com
potencial atividade farmacologica (PETERS et al, 2005; GODOI et al, 2005).

OH
»_/_/O:N { O o) o)
EtO NH EtO NH

| |
N/&o N/&S
H H

DMT 3024 - Atividade antimalaria (4-fluor-fenil)-6-metil-2-tioxo- Monastrol
1,2,3,4 tetraidropirimidina-5-
22 Acido carboxilico etil ester 24
Atividade anti-leishmania
23

Figura 15: Algumas DHPM com atividades farmacologicas relatadas na literatura
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3 OBJETIVOS E JUSTIFICATIVAS

3.1 Objetivo Geral

Contribuir para o desenvolvimento de novos candidatos a fairmacos com utilidade no
tratamento de malaria a partir do planejamento, sintese e avaliacdo de andlogos do monastrol
visando novos compostos bioativos com potencial terapéutico para o tratamento da Malaria.

3.2 Objetivos Especificos

a) Sintese de diidropirimidinonas e de compostos biciclicos do tipo pirrolo[3,4-d]-
pirimidinodionas a partir da reagdo de Biginelli (Figura 17) visando novos compostos
com potencial atividade antimalarica.

OH Derivados do monastrol

Atividades:
Monastrol 10 Bactericida
Atividade antimitotica Leishmanicida
O | NH Antimalarica
Regulador do canal de célcio
S Anticancer
Entre outras

DHPM planejadas Pirrolo[3,4-d]-pirimidinodionas planejadas

N
H

R4 = OH, OMe, Br, CI
nas posic¢oes 2, 3 e 4 do anel aromatico
R, = PhCH,-, PhCH,CH,-.

Figura 16: Planejamento experimental de sintese

Na sintese das DHPMs se realizard o isosterismo trocando o enxofre pelo oxigénio,
além de substituir a metila pelo grupo clorometileno de forma a facilitar a ciclizagdo posterior
das moléculas. Nos compostos biciclicos se utilizara a benzilamina e a feniletilamina de

forma a se poder avaliar como a homologagdo de carbono interfere na possivel atividade dos
compostos.
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b) Avaliagdo do potencial antimalérico das substancias sintetizadas.
c) A partir dos resultados dos ensaios biologicos, a construcdo de relagdes entre a

estrutura dos compostos ¢ a atividade dos mesmos, de modo a obterem-se parametros
para a futura otimizacao destes compostos.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Sintese dos Compostos Planejados
4.1.1 1,4-diidropirimidi-2-onas (DHPM)

Fez-se uso da metodologia relatada por Pérez e colaboradores (2002) para a obtengao
das DHPM (28 a-l). A primeira etapa desta sintese, como pode ser visto no Esquema 3,
consiste na reacao entre um aldeido aromatico (25), a uréia (26) e o 4-Cloroacetoacetato de
etila (27) na presenga de HCI como catalisador e etanol como solvente.

O~__H
EtOH, HCI
+ )OJ\ . CI/\[(\COOEt W EtO
X
| IR H,N~ “NH, O
P
27
26
25 DHPM
28 a-l

R4 =H (a), 4-OMe (b), 3-Br (c), 4-Cl (d), 2-OMe (e), 4-Br (f), 3,4,5 -tri-OMe(g), 2-CI (h), 2,4-di-OMe (i),
4-NO, (j), 3,4-di-OMe (k), 4-OH-30Me (1)

Esquema 3: Metodologia utilizada na sintese das DHPM.
4.1.2 Sintese das pirrolo[3,4-d]-pirimidinodionas
A presenca do cloro nas DHPM permite o emprego de aminas em uma reagdo de

substituicdo nucleofilica seguida de ciclizagdo intramolecular one-pot gerando a familia
planejada de pirrolo[3,4-d]pirimidinodionas nas condi¢des mostradas no Esquema 4.
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/\Q N NH 29
O~y
— >

MeOH, 60° C

. 48 - 96 horas Pirrolo[3,4-d]pirimidinodionas

A
(3R,
0
N | N,\\H 30
o oW

R, = H (a), 4-OMe (b), 3-Br (c), 4-Cl (d), 2-OMe (e), 4-Br (f), 3,4,5 -triOMe(g), 2-Cl (h), 2,4-diOMe (i),
4-NO, (j), 3,4-diOMe (k), 4-OH-30Me (1)

Esquema 4: Metodologia utilizada na sintese das pirrolo[3.4-d]-pirimidinodionas

4.2 Elucidac¢ao Estrutural

A elucidacdo estrutural de todos os compostos foi feita utilizando-se as técnicas de
infravermelho com transformada de Fourier, no aparelho Bruker Vertex-70, ressonancia
magnética nuclear de 'H e '*C, utilizando-se DEPT 135, utilizando-se aparelhos Avance 400
MHz e Avance 500 MHz, utilizando-se como padrao o TMS, pertencentes a Central Analitica
do Programa de P6s-Graduagdo em Quimica da UFRRIJ.

4.3 Ponto de fusao

O ponto de fusdo foi aferido utilizando-se medidor de ponto de fusdo MEL-TEMP II,
Laboratory Devices USA.

4.4 Confirmaciao da Pureza dos Compostos

Realizada pela técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), utilizando-
se o aparelho Shimadzu LC-20AT com detector do tipo DAD SPD-M20A, coluna
Chromolith-Merck- C18. As amostras foram solubilizadas em acetonitrila e foi utilizado o
método isocratico — Fase movel = 60% (AcCN) e 40% (H20 +TFA 0.01%) com fluxo de 2
mL/min.

4.5 Teste antiplasmodial in vitro contra P. falciparum

Os testes foram realizados no Laboratorio de Pesquisa em Maléaria (CPD-Mal) do
Instituto Oswaldo Cruz da Fundac¢do Oswaldo Cruz. Iniciou-se o cultivo da cepa W2 de P.
falciparum ( resistente a cloroquina) segundo protocolo de Trager & Jansen (1976), quando
alcancou-se boa parasitemia sincronizou-se afim de se obter as formas jovens do parasito
conforme descrito na literatura por Lambros e Vanderberg (1979) e estas foram colocadas em
microplacas juntamente com as drogas a serem testadas em dilui¢des seriadas e o controle
positivo (cloroquina) e incubou-se por 72 horas. Apos, a avaliacao foi realizada utilizando-se
teste imunoenzimatico anti-HRPII seguindo protocolo de Noedl e colaboradores (2002), a
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leitura das absorbancias foi realizada a 450 nm em espectofotdmetro de microplacas
Espectramax 190 (leitor de ELISA) e a determinagao de ICso foi feita através de curvas dose-
resposta, em funcao de regressao nao linear.

4.6 Ensaios in vitro de Citotoxicidade

Os testes foram realizados utilizando-se células BGM (célula renal basal de macaco
verde africano) foi cultivada como recomendado (Calvo-Calle et al., 1994) cultivadas em soro
fetal bovino. As células foram colocadas em microplacas juntamente com as drogas a serem
testadas em dilui¢des e incubou-se por 24 horas. Apoés, a avaliagdo foi realizada utilizando-se
o Brometo 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil brometo de tetrazolium (MTT) (Sigma-
Aldrich) (DENIZOT & LANG, 1986), a leitura das absorbancias foi realizada a 570 nm em
espectofotdometro de microplacas Espectramax 190 (leitor de ELISA) e a determinagdo de
ICso foi feita através de curvas dose-resposta, em fungdo de regressao nao linear.

4.7 Indice de Seletividade

O indice de seletividade (IS) das amostras testadas foi obtido calculando-se a razdo
entre o valor de minima dose letal 50% (MDLso) e o valor de ICso. Compostos que tiveram
valores maiores que 10 foram considerados seletivos, enquanto substancias com valores
abaixo de 10 foram consideradas nao seletivas (Bézivin ef al., 2003).
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S EXPERIMENTAL

5.1 Metodologia geral de sintese das DHPM

A reacdo foi realizada em vials com tampa de rosca (Figura 17), de maneira a realizar
oito reacdes por vez otimizando assim o tempo, o que ndo seria possivel com uso de baldo,
foram a ele adicionados o aldeido aromatico, a uréia e 4-Cloroacetoacetato de etila na
propor¢do de 1:1,08:1, respectivamente, 2 mL de etanol e 2 gotas de HCI concentrado. Os
reagentes foram adquiridos de fontes comerciais (Sigma-Aldrich, ACROS Organics e Vetec
Quimica Fina) e foram utilizados sem purificacdo prévia. A reagdao foi mantida a 60 °C
durante 48 horas utilizando-se chapa de aquecimento IKA HS-7 com bloco e controle de
temperatura a partir de um sensor de temperatura conectado a este bloco.

Figura 17: Reagdes realizadas em vials com tampa de rosca sob aquecimento.

O isolamento do produto foi realizado através de filtragdo do precipitado e lavagem
com etanol gelado. Quando n3o houve precipitado formado espontancamente durante o
resfriamento, a solucdo foi vertida em gelo e depois filtrada.

O método de purificagdo empregado para remogao das impurezas foi adicdo de uma
pequena por¢do de etanol aos compostos e realizagdo de fervura por pelo menos 5 minutos,
apos o resfriamento a solucao foi filtrada obtendo-se o produto purificado.

5.2 Metodologia geral de sintese das pirrolo[3,4-d]-pirimidinodionas

A reacdo foi realizada em vials com tampa de rosca (idéntico a reacdo anterior), no
qual foram adicionados a DHPM, amina e trietilamina na propor¢cdo de 1:3:1,
respectivamente, € posteriormente ImL de metanol. A reagdo foi mantida a 60° C durante 48 -
96 horas, dependendo da DHPM de partida, em chapa de aquecimento IKA HS-7 com bloco.
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Posteriormente foi feito o resfriamento da solugdo e filtragdo do precipitado. Quando nao
houve precipitado formado espontaneamente, a solugao foi vertida em gelo e depois filtrada.

O método escolhido para a purificagdo dos compostos ¢ a lavagem com metanol
gelado.

5.3 Elucidacio estrutural e pureza dos compostos

6-(clorometil)-2-oxo0-4-fenil-1,2,3,4-tetrahidropirimidino-5-carboxilato de etila (28a)

O
-0 ;N
Cl N o
Aldeido utilizado: benzaldeido
Estado fisico: Solido branco Pureza: 100%
Ponto de fusdo: 280°C Rendimento: 29,7% (0,35g)

IV: 3300 cm™, 1710 cm™ e 1670 cm™
Dados obtidos:

'H RMN (500MHz, DMSO-ds): 1,12 (t, J=7,2 Hz, 3H), 4,05 (q, J= 7,2 Hz, 2H), 4,6 (d,
J=10,7Hz, 1H) e 4,78 (d, J=10,4Hz, 1H), 5,2 (sl, 1H), 7,26-7,36 (m, SH), 7,87 (s, 1H), 9,87 (s,
1H)

BC RMN (125MHz, DMSO-ds): 14, 54,3, 60,4, 102, 126,8, 128, 129, 144, 146.5, 152,5

6-(clorometil)-4-(4-metoxifenil)-2-0xo0-1,2,3,4- tetraidropirimidino-5-carboxilato de etila
(28b)

Aldeido utilizado: p-metdxi benzaldeido
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Estado fisico: Sélido branco Pureza: 100%

Ponto de fusao: 280°C Rendimento: 22% (0,28g)
IV: 3300 cm™, 1710 cm™ e 1670 cm™

Dados obtidos:

'H RMN (500MHz, DMSO-ds): 1,13 (t, J=7,25 Hz, 3H), 3,73 (s, 3H), 4,04 (q, J= 6,9 Hz,
2H), 4,6 (d, J= 10,4, 1H) e 4,76 (d, J= 10,7Hz, 2H), 5,14 (sl, 1H), 6,89 — 6,91 (2d, J=8,8Hz,
2H), 7,17-7,18 (2d, J=8.5Hz, 2H), 7,8 (s, 1H), 9,47 (s, 1H)

13C RMN (125 MHz, DMSO-ds): 14,4, 53,7, 55.5, 60,4, 102, 114, 127, 136,5, 146,2, 152,5,
159, 164,7

4-(3-bromofenil)-6-(clorometil)-2-o0xo0-1,2,3,4-tetraidropirimidino-5-carboxilato de etila
(28¢)

Br
O
-0 ;e
Cl NS0
Aldeido utilizado:3-Br benzaldeido
Estado fisico: Sé6lido branco amarelado Pureza: 88%
Ponto de fusdo: 172°C Rendimento: 38% (0,54g)

IV: 3300 cm™, 1710 cm™ e 1670 cm™
Dados obtidos:

I'H RMN (500MHz, DMSO-de): 1,13 (t, J=6,94 Hz, 3H), 4,05 (m, J= 7,25 Hz, 2H), 4,6 (d,
J=10,7Hz, 1H), 4,77 (d, J= 10,4Hz, 1H), 5,2 (sl, 1H), 7,26 (d, J=7,57, 1H), 7,34 (t, J=7,8Hz,
1H), 7,43 (s, 1H), 7,49 (d, J=8.2, 1H), 7,92 (s, 1H), 9,6 (s, 1H)

BC RMN (125 MHz, DMSO-ds): 14,3, 53,9, 60,5, 101, 122, 125, 129,7, 130, 131, 147, 147,1,
152,2, 164,4

Trata-se de um produto comercial.
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6-(clorometil)-4-(4-clorofenil)-2-0x0-1,2,3,4- tetraidropirimidino-5-carboxilato de etila
(28d)

Cl
O
e ;N
Cl H o
Aldeido utilizado: 4-Cl benzaldeido
Estado fisico: S6lido branco Pureza: 100%
Ponto de fusdo: 178°C Rendimento: 24% (0,3g)

IV: 3300 cm™, 1710 cm™ e 1670 cm™
Dados obtidos:

I'H RMN (500MHz, DMSO-ds): 1,12 (t, J=7,25 Hz, 3H), 4,05 (q, J= 7,25 Hz, 2H), 4,58 (d,
J=10,7Hz, 1H), 4,78 (d, J= 10,7Hz, 1H), 5,2 (sl, 1H), 7,27 (2d, J=8,2Hz, 2H), 7,42 (d,
J=8,5Hz, 2H), 7,91 (s, 1H), 9,57 (s, 1H)

3C RMN (125 MHz, DMSO-ds): 14,3, 53,7, 60,5, 101,7, 128, 129, 132,6, 143, 146,8, 152,3,
164,2

6-(clorometil)-4-(2-metoxifenil)-2-0xo0-1,2,3,4- tetraidropirimidino-5-carboxilato de etila
(28e)

o) o~
e [ NH
Cl H /§ o
Aldeido utilizado: 2-metoxi benzaldeido
Estado fisico: Sélido branco Pureza: 100%
Ponto de fusao: 190°C Rendimento: 66% (0,8g)

IV: 3300 cm™, 1710 cm™ e 1670 cm™!

Dados obtidos:
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'H RMN (500MHz, DMSO-ds): 1,06 (t, J=7,25 Hz, 3H), 3,73 (s, 3H), 3,93 (m, J= 7,26 Hz,
2H), 4,66 (d, J= 10,7Hz, 1H), 4,76 (d, J= 10,7Hz, 1H), 5,53 (sl, 1H), 6,9 (t, J=6,95Hz, 1H), 7
(d, J=8,2, 1H), 7,12 (2d, J=6Hz, 1H), 7,24-7,28 (m, 1H), 7,45 (s, 1H), 9,41 (s, 1H)

B3C RMN (125 MHz, DMSO-ds): 13,7, 53,7, 53,77, 60,5, 101,7, 128,7, 128,9, 129, 129,2,
132, 143,3, 146,8, 152,3, 164,3

A literatura faz referéncia a esta molécula como um intermediario de reacao sem
fornecer seus espectros (CANTO et al, 2014).

4-(4-bromofenil)-6-(clorometil)-2-o0xo0-1,2,3,4-tetrahidropirimidino-5-carboxilato de etila

(281)

Br
O
e ;N
Cl ” o
Aldeido utilizado: 4-Br benzaldeido
Estado fisico: Solido branco Pureza: 100%
Ponto de fusdo: 177°C Rendimento: 17% (0,24g)

IV: 3300 cm™, 1710 cm™ e 1670 cm™
Dados obtidos:

I'H RMN (500MHz, DMSO-ds): 1,12 (t, J=7,25 Hz, 3H), 4,05 (q, J= 7,25 Hz, 2H), 4,58 (d,
J=10,7Hz, 1H), 4,78 (d, J= 10,7Hz, 1H), 5,19 (sl, 1H), 7,21 (2d, J=8,2, 2H), 7,56 (2d,
J=8,5Hz, 2H), 7,90 (s, 1H), 9,57 (s, 1H)

3C RMN (125 MHz, DMSO-ds): 14,3, 52,7, 60,5, 101,7, 121, 129, 131, 143,7, 146,8 152,3,
164,5

A literatura faz referéncia a esta molécula como um intermediario de reagdo sem
fornecer seus espectros (KUSHNIR et al, 2009).
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6-(clorometil)-4-(2,3,4-trimetoxifenil)-2-oxo0-1,2,3,4- tetrahidropirimidino-5-carboxilato
de etila (28g)

Aldeido utilizado: 3,4,5- trimetoxi benzaldeido

Estado fisico: Solido branco Pureza: 100%

Ponto de fusao: 190°C Rendimento: 63,2% (0,84g)
IV:3300 cm™, 1710 cm™ e 1670 cm’!

Dados obtidos:

'H RMN (500MHz, DMSO-ds): 1,14 (t, J=7,25 Hz, 3H), 3,64 (s, 3H), 3,73 (s, 6H), 4,05 (q,
J=125 Hz, 2H), 4,64 (d, J= 10,4Hz, 1H), 4,81 (d, J= 10,7Hz, 1H), 5,15 (sl, 1H), 6,57 (sl,
2H), 7,84 (s, 1H), 9,52 (s, 1H)

3C RMN (125 MHz, DMSO-ds): 14,4, 54,1, 56,2, 60,4, 60,5, 101, 103, 137, 139,8, 152.5,
153,3,164,3

A literatura ndo faz referéncias a essa molécula.

6-(clorometil)-4-(2-clorofenil)-2-o0x0-1,2,3,4- tetrahidropirimidino-5-carboxilato de etila
(28h)

O Cl
e N
cl H/& .
Aldeido utilizado: 2-ClI benzaldeido
Estado fisico: Sélido branco Pureza: 100%
Ponto de fusdo: 190°C Rendimento: 39% (0,6g)

IV: 3300 cm™, 1710 cm™ e 1670 cm™
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Dados obtidos:

'H RMN (500MHz, DMSO-de): 1,03 (t, J=7,25 Hz, 3H), 3,96 (q, J= 7,25 Hz, 2H), 4,70 (d,
J=10,4Hz, 1H), 4,77 (d, J=10,7Hz, 1H), 5,69 (sl, 1H), 7,29-7,45 (m, 4H), 7,86 (s, 1H), 9,59
(s, 1H)

BC RMN (125 MHz, DMSO-ds): 14,2, 51,8, 60,3, 60,5, 100, 128,3, 129,1, 129,8, 129,9, 132,
141, 147, 151,7, 164,3

Trata-se de um produto comercial.

6-(clorometil)-4-(2,4-dimetoxifenil)-2-0x0-1,2,3,4- tetrahidropirimidino-5-carboxilato de
etila (28i)

o
o) o~
e ;e
cl y PN .
Aldeido utilizado: 2,4 — dimetoxi benzaldeido
Estado fisico: Sé6lido branco Pureza: 100%
Ponto de fusdo: 175 °C Rendimento: 50% (0,2g)

IV: 3300 cm™, 1710 cm™ e 1670 cm™!

Dados obtidos:

'H RMN (500MHz, DMSO-ds): 1,08 (t, /=7,25 Hz, 3H), 3,74 (s, 3H), 3,78 (s, 3H), 3,98 (q,
J=1725 Hz, 2H), 4,67 (d, J= 10,4Hz, 1H), 4,74 (d, J= 10,7Hz, 1H), 5,44 (sl, 1H), 6,45 (2d,
J=8,5Hz, 2H), 6,55 (sl, 1H), 7 (d, J=8,5Hz, 1H), 7,39 (s, 1H), 9,37 (s, 1H)

B3C RMN (125 MHz, DMSO-ds): 14,4, 53,86, 55,83, 60,4, 102,2, 110,7, 112,2, 118,6, 136,8,
146,3, 148,7, 149, 152,5, 164,7

Trata-se de um produto comercial.
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6-(clorometil)-4-(nitrofenil)-2-oxo0-1,2,3,4- tetrahidropirimidino-5-carboxilato de etila
(28))

NO,
0]
e ;e
cl H& .
Aldeido utilizado: 4- nitro benzaldeido
Estado fisico: S6lido amarelo Pureza: 96.3%
Ponto de fusao: 225°C Rendimento: 50% (0,34g)

IV: 3300 cm™, 1710 cm™ e 1670 cm™
Dados obtidos:

'H RMN (500MHz, DMSO-de): 1,13 (t, J=6,94 Hz, 3H), 4,05 (g, J= 6,94 Hz, 2H), 4,57 (d,
J=10,4Hz, 1H), 4,8 (d, J= 10,7Hz, 1H), 5,34 (sl, 1H), 7,54 (d, J=7,8Hz, 2H), 8,24 (d,
J=7,8Hz, 1H), 8 (s, 1H), 9,68 (s, 1H)

13C RMN (125 MHz, DMSO-ds): 14,3, 54, 60,6, 101, 124,4, 1282, 147,38, 147,47, 151 4,
152,1, 164,4

Trata-se de um produto comercial.

6-(clorometil)-4-(3,4-dimetoxifenil)-2-0xo0-1,2,3,4- tetrahidropirimidino-5-carboxilato de
etila (28k)

o
N
0]
-0 [ A
cl \ o
Aldeido utilizado: 3,4- dimetoxi benzaldeido
Estado fisico: Sélido branco Pureza: 100%
Ponto de fusdo: 155°C Rendimento: 53% (0,75g)
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IV: 3300 cm™, 1710 cm™ e 1670 cm™
Dados obtidos:

'H RMN (500MHz, DMSO-de): 1,08 (t, J=7,25 Hz, 3H), 3,74 (s, 3H), 3,78 (s, 3H), 3,98 (q,
J="125 Hz, 2H), 4,67 (d, J= 10,4Hz, 1H), 4,74 (d, J= 10,7Hz, 1H), 5,44 (sl, 1H), 6,45 (2d,
J=8,5Hz, 2H), 6,55 (sl, 1H), 7 (d, J=8,5Hz, 1H), 7,39 (s, 1H), 9,37 (s, 1H)

3C RMN (125 MHz, DMSO-ds): 14,4, 53,86, 55,83, 60,4, 102,2, 110,7, 112,2, 118,6, 136,8,
146,3, 148,7, 149, 152,5, 164,7

A literatura faz referéncia a esta molécula como um intermediario de reagdo sem
fornecer seus espectros (VOVK et al, 2011).

6-(clorometil)-4-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-2-oxo-1,2,3,4- tetrahidropirimidino-5-
carboxilato de etila (281)

OH
o<
0]
e [ NH
Cl H o

Aldeido utilizado: Vanilina

Estado fisico: Solido branco Pureza: 83%

Ponto de fusdo: 159°C Rendimento: 60% (0,4g)

IV:3300 cm™, 1710 cm™ e 1670 cm’!

Dados obtidos:' H RMN (500MHz, DMSO-ds): 1,14 (t, J=6,94Hz, 3H), 3,73 (s, 3H), 4,05 (q,
J=6,94 Hz, 2H), 4,7 (q, J= 10,4Hz, 2H), 5,1 (sl, 1H), 6,7 (d, /= 7,8Hz, 1H), 6,81 (d,
J=1,58Hz, 1H), 7,7 (s, 1H), 8,99 (s, 1H), 9,43 (s, 1H)

13C RMN (125 MHz, DMSO-ds): 14,4, 53,96, 55,96, 60,4, 102,4, 111,1, 115,8, 118.9, 135,4,
146,1, 146,5, 147,8, 152,5, 164,7

Trata-se de um produto comercial.
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4-fenil-6-(2-feniletil)-3,4,6,7-tetraidro-1H-pirrolo[3,4-d]|pirimidino-2,5-diona (29a)

@)
N | NH
O
H
DHPM utilizada: 28a
Estado fisico: Solido branco Pureza: 96.5%
Ponto de fusdo: 290°C Rendimento: 64% (0,2g)

IV: 3300 cm™, 1650 cm™ e 1670 cm’!
Dados obtidos:

'H RMN (500MHz, DMSO-ds): 2,74 (t, J= 7,25Hz, 2H), 3,45 (m, 2H), 3,84 (s, 2H), 5,15 (s,
1H), 7,18-7,37 (m, 10H), 7,53 (s, 1H), 9,52 (s, 1H)

BC RMN (125 MHz, DMSO-ds): 34,7, 43, 47,7, 53,5, 103, 126,6, 126,9, 127,8, 128.8,
128,84, 129,1. 139,7, 144, 150,2, 152,3, 168,4

Trata-se de um produto comercial.

5.2.2 4-(4-metoxifenil)-6-(2-feniletil)-3,4,6,7-tetraidro-1H-pirrolo[3,4-d]pirimidino-2,5-
diona (29b)

o
@]
NH
N ]
O
H
DHPM utilizada: 28b
Estado fisico: Solido branco Pureza: 98,4%
Ponto de fusdo: 260°C Rendimento: 68.8% (0,12g)
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IV: 3300 cm™, 1650 cm™ e 1670 cm™
Dados obtidos:

I'H RMN (500MHz, DMSO-ds): 2,7 (t, J= 7,25Hz, 2H), 3,4 (s, 2H), 3,7 (s, 3H), 3,8 (m, 2H),
5,11 (sl, 1H), 6,9-7,3 (m, 9H), 7,48 (s, 1H), 9,49 (s, 1H)

3C RMN (125 MHz, DMSO-ds): 34,7, 43,1, 47,7, 52,9, 55,5, 103,9, 114,1, 126,6, 128, 128,5,
129,1, 136,2, 139,7, 149,9, 152,3, 159, 168,4

Trata-se de um produto comercial.

4-(3-bromofenil)-6-(2-feniletil)-3,4,6,7-tetrahidro-1H-pirrolo[3,4-d]pirimidino-2,5-diona
29¢)

Br

DHPM utilizada: 28¢

Estado fisico: Sélido branco Pureza: 99%

Ponto de fusdo: 278°C Rendimento: 54% (0,11g)
IV: 3300 cm™, 1650 cm™ e 1670 cm’!

Dados obtidos:

'H RMN (500MHz, DMSO-de): 2,75 (t, J= 7,25Hz, 2H), 3,48(m, 2H), 3,8 (s, 3H), 5,21 (s,
IH), 7,18—7,47(1’1’1, 9Harométicos+lH), 9,6 (S, IH)

BC RMN (125 MHz, DMSO-ds): 34,7, 43,1, 47,8, 53, 103, 122, 126, 126,6, 128,8, 129,6,
130,7,131,1, 139,6, 146,6, 150,5, 152,1, 168,3

6-(2-feniletil)-4-(2-metoxifenil)-3,4,6,7-tetraidro-1H-pirrolo[3,4-d]pirimidino-2,5-diona
(29¢)
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DHPM utilizada: 28d

Estado fisico: Solido amarelado Pureza: 92.9%

Ponto de fusdo: 210°C Rendimento: 57.3% (0,1g)
IV: 3300 cm™, 1650 cm™ e 1670 cm’!

Dados obtidos:

I'H RMN (500MHz, DMSO-ds): 2,77 (t, J= 7,25Hz, 2H), 3,79 (s, 3H), 3,8(sl, 2H), 5,43 (sl,
1H), 6,92-7,31(m, 9H), 8,74 (s, 1H), 9,74 (s, 1H)

13C RMN (125 MHz, DMSO-ds): 34,7, 43, 47,7, 48,5, 56, 102, 103, 120,8, 126, 128,4, 128.8,
129,1, 129,4, 139,7, 151, 152, 157, 1684

Na ha relatos na literatura sobre esta molécula.

4-(4-bromofenil)-6-(2-feniletil)-3,4,6,7-tetrahidro-1H-pirrolo[3,4-d]pirimidino-2,5-diona
(299

Br

O~y
DHPM utilizada: 28f
Estado fisico: Sélido branco Pureza: 100%
Ponto de fusao: 305°C Rendimento: 70% (0,13g)
IV: 3300 cm™, 1650 cm™ e 1670 cm’!
Dados obtidos:

'H RMN (500MHz, DMSO-ds): 2,72 (t, J= 7,25Hz, 2H), 3,46(m, 2H), 3,86 (s, 2H), 5,18 (sl,
1H), 7,17-7,58 (m, 9Haromiticos + 1H), 9,58 (s, 1H)

13C RMN (125 MHz, DMSO-ds): 34,7, 43,1, 47,7, 53, 103,1, 120,9, 126,6, 128,8, 129,1,
129,2, 131,7, 139,7, 143,3, 150,3, 152, 168

Na h4 relatos na literatura sobre esta molécula.
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6-(2-feniletil)-4-(3,4,5-trimetoxifenil)-3,4,6,7-tetraidro-1H-pirrolo[3,4-d] pirimidino-2,5-
diona (29g)

0]
O N
0]
NH
N, |
Ok
H
DHPM utilizada: 28g
Estado fisico: Sélido branco Pureza: 100%
Ponto de fusdo: 240°C Rendimento: 70% (0,2g)

IV: 3300 cm™, 1650 cm™ e 1670 cm™
Dados obtidos:

I'H RMN (500MHz, DMSO-ds): 2,77 (t, J= 7,25Hz, 2H), 3,49(m, 2H), 3,64 (s, 3H), 3,74 (s,
6H), 3,86 (s, 2H), 5,16 (sl, 1H), 6,63 (s1, 2H), 7,19-7,28 (m, 5H), 7,53 (s, 1H), 9,52 (s, 1H)

B3C RMN (125 MHz, DMSO-ds): 34,7, 43,1, 47,7, 53,5, 56,3, 60,4, 103,3, 103,9, 126,6,
128,8, 129,1, 137,2, 139,6, 139,7, 150,3, 152,3, 153,2, 168,6

N3ao ha relatos na literatura sobre esta molécula.

4-(2-clorofenil)-6-(2-feniletil)-3,4,6,7-tetraidro-1H-pirrolo[3,4-d]pirimidino-2,5-diona
(29h)

o cl
NH
O~y
DHPM utilizada: 28h
Estado fisico: Sélido branco Pureza: 100%
Ponto de fusdo: 300-310°C Rendimento: 55,6% (0,2g)

IV: 3300 cm™, 1650 cm™ e 1670 cm’!

Dados obtidos:
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I'H RMN (500MHz, DMSO-de): 2,72 (t, J= 7,25Hz, 2H), 3,44(m, 2H), 3,87 (s, 2H), 5,58 (s,
lH), 7,17-7,47 (m, 9Harométicos+1H), 9,61 (S, lH)

3C RMN (125 MHz, DMSO-ds): 34,7, 43,1, 47,8, 51,7, 102, 126,6, 127, 128,8, 129, 130,
132,4,139,7, 140,3, 150,1, 151,8, 168

Trata-se de um produto comercial.

6-(2-feniletil)-4-(3,4-dimetoxifenil)-3,4,6,7-tetraidro-1H-pirrolo[3,4-d]pirimidino-2,5-
diona (29Kk)

@]
O\
0]
N | NH
O
H
DHPM utilizada: 28k
Estado fisico: So6lido branco Pureza: 100%
Ponto de fusao: 156 °C Rendimento: 54% (0,18g)

IV: 3300 cm™, 1650 cm™ e 1670 cm™
Dados obtidos:

I'H RMN (500MHz, DMSO-ds): 2,77 (t, J= 7,25Hz, 2H), 3,4(m, 2H), 3,73 (s, 3H), 3,74 (s,
3H), 3,8 (s, 2H), 5,12 (s, 1H), 6,75-6,95 (m, 3H) 7,15-7,30 (m, SH), 7,49 (s, 1H), 9,49 (s, 1H)

B3C RMN (125 MHz, DMSO-ds): 34,7, 43, 47,7, 53, 55,8, 56, 103, 111, 112, 118, 126, 128,8,
129, 136,5, 139,7, 148,6, 148,9, 150, 168,6

Trata-se de um produto comercial.

6-(benzil)-4-fenil-3,4,6,7-tetraidro-1H-pirrolo[3,4-d]pirimidino-2,5-diona (30a)
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DHPM utilizada: 28a

Estado fisico: Sélido branco Pureza:100%

Ponto de fusdo: 270°C Rendimento: 62% (0,19g)
IV: 3300 cm™, 1650 cm™ e 1670 cm’!

Dados obtidos:

I'H RMN (500MHz, DMSO-ds): 3,80 (d, J=18Hz, 1H), 3,9 (d, J=18Hz, 1H), 4,34 (d, J=15Hz
,1H), 4,53 (d, J=15Hz ,1H), 5,23 (s, 1H), 7,1-7,39 (m, 10H), 7,6 (s, 1H), 9,55 (s, 1H)

13C RMN (125 MHz, DMSO-dé): 45,1, 47,2, 53,6, 103,4, 126,9, 128, 128.9, 129, 138,5, 144,
150,6, 152,2, 168,7

Literatura (KAPPE et al, 2002):

I'H RMN (360MHz, DMSO-de): 3,78 (d, J=18,1Hz, 1H), 3,89 (d, J=18,1Hz, 1H), 4,33 (d,
J=15,2Hz, 1H), 4,52 (d, J=15,2Hz, 1H), 5,22 (m, 2H), 7,16-7,38 (m, 10H), 7,52 (s, 1H), 9,51
(s, 1H)

B3C RMN (90 MHz, DMSO-d): 45,1, 47,1, 53,5, 103,8, 127,2, 127,9, 128,2, 128,3, 129,1,
129,4, 138.9, 144,4, 151,1, 152,8, 1694

6-(benzil)-4-(4-metoxifenil)-3,4,6,7-tetraidro-1H-pirrolo[3,4-d]pirimidino-2,5-diona (30b)

o)
O
NH
N |
d a
H
DHPM utilizada: 28b
Estado fisico: So6lido branco Pureza: 100%
Ponto de fusdo: 265°C Rendimento: 40% (0,07g)

IV: 3300 cm™, 1650 cm™ e 1670 cm’!
Dados obtidos:

I'H RMN (500MHz, DMSO-de): 3,74(s, 3H), 3,77 (d, J=18Hz, 1H), 3,9 (d, /=18Hz, 1H), 4,34
(d, J=15Hz ,1H), 4,53 (d, J=15Hz ,1H), 5,18 (sl, 1H), 6,9 (d, J=8,5Hz, 2H), 7,18 (d, J=7Hz,
2H), 7,23-7,34 (m, 5H), 7,5 (s, 1H), 9,6 (s, 1H)
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13C RMN (125 MHz, DMSO-dé): 45,1, 47,2, 53, 55,5, 103,6, 114,2, 127,7, 128, 129, 136,
138,5, 150,4, 152,2, 159,1, 168,8

Trata-se de um produto comercial.

6-(benzil)-4-(4-clorofenil)-3,4,6,7-tetraidro-1H-pirrolo[3,4-d]pirimidino-2,5-diona (30d)

Cl
@)
NH
N |
d o
H
DHPM utilizada: 28d
Estado fisico: So6lido branco Pureza: 100%
Ponto de fusdo: 215°C Rendimento: 70% (0,18g)

IV: 3300 cm™, 1650 cm™ e 1670 cm™
Dados obtidos:

I'H RMN (400MHz, DMSO-ds): 3,82 (d, J=18Hz, 1H), 3,88 (d, J=18Hz, 1H), 4,36 (d,
J=15Hz, 1H), 4,52 (d, J=15Hz, 1H), 5,27 (sl, 1H), 7,19-7,43 (m, 9H), 7,63 (s,1H), 9,58 (s,
1H)

3C RMN (100MHz, DMSO-ds): 45,2, 47,2, 53, 102,9, 127,6, 127,9, 128,8, 129, 132,4, 138,4,
142,8, 150,7, 152, 168,6

Trata-se de um produto comercial.

6-(benzil)-4-(2-metoxifenil)-3,4,6,7-tetraidro-1H-pirrolo[3,4-d]pirimidino-2,5-diona (30e)

-

o (@]

NH
N |
d o
H

DHPM utilizada: 28¢
Estado fisico: Solido amarelado Pureza: 94.7%
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Ponto de fusdo: 142°C Rendimento: 54% (0,14g)
IV: 3300 cm™, 1650 cm™ e 1670 cm’!
Dados obtidos:

I'H RMN (500MHz, DMSO-ds): 3,8 (s, 3H), 3,88 (m, 2H), 4,34 (d, J=15Hz, 1H), 4,48 (d,
J=15Hz , 1H), 5,47 (sl, 1H), 6,9-7,3 (m, 9Haromatico™1H), 9,4 (s, 1H)

3C RMN (125 MHz, DMSO-ds): 45,1, 47,2, 48,7, 56, 102,2, 111,9, 120,8, 127,6, 128,6, 129,
129,5, 131,1, 138,6, 151,5, 152,2, 157,2, 168,7

N3do ha relatos na literatura sobre esta molécula.

6-(benzil)-4-(4-bromofenil)-3,4,6,7-tetraidro-1H-pirrolo[3,4-d]pirimidino-2,5-diona (30f)

Br
@)
NH
N |
d o
H
DHPM utilizada: 28f
Estado fisico: So6lido branco Pureza: 100%
Ponto de fusao: 280° Rendimento: 70% (0,28g)

IV: 3300 cm™, 1650 cm™ e 1670 cm™

Dados obtidos:

I'H RMN (500MHz, DMSO-ds): 3,8 (d, J=18Hz, 1H), 3,9 (d, /=18Hz, 1H), 4,34 (d, J=15Hz,
1H), 4,52 (d, J=15Hz, 1H), 5,25 (sl, 1H), 7,18 (d, J=7THz, 2H), 7,27-7,35 (m, 5H), 7,58 (d, J=
8,5Hz, 2H), 7,6 (s, 1H), 9,6 (s, 1H)

3C RMN (125 MHz, DMSO-ds): 45,1, 47,2, 53,1, 102,9, 121, 127,6, 127,9, 129, 131,7,
138,5, 143,3, 150,8, 152,1, 168,6

N3ao ha relatos na literatura sobre esta molécula.
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6-(benzil)-4-(3,4,5-trimetoxifenil)-3,4,6,7-tetraidro-1H-pirrolo[3,4-d]pirimidino-2,5-
diona (30g)

o
0 o<
0]
N | NH
oo
H
DHPM utilizada: 28¢g
Estado fisico: Solido branco Pureza: 100%
Ponto de fusdo: 270°C Rendimento: 40% (0,15g)

IV: 3300 cm™, 1650 cm™ e 1670 cm’!
Dados obtidos:

'H RMN (500MHz, DMSO-ds): 3,65 (s, 3H), 3,76 (s, 6H), 3,86 (m, 2H), 4,45 (d, J=15Hz,

1H), 4,49 (d, J=15Hz, 1H), 5,23 (sl, 1H), 6,86 (s, 2H), 7,19-7,34 (m, 9H), 7,58 (s, 1H), 9,54

(s, 1H)

3C RMN (125 MHz, DMSO-ds): 45,1, 47,2, 53,5, 56,2, 60,4, 103, 104, 127,7, 127,9, 129,
129,2,137,2, 138,6, 139,4, 150,9, 152,2, 153,2, 168,8

Trata-se de um produto comercial.

6-(benzil)-4-(2-clorofenil)-3,4,6,7-tetraidro-1H-pirrolo[3,4-d]pirimidino-2,5-diona (30h)

0 Cl
NH
N |
d o
H
DHPM utilizada: 28h
Estado fisico: Solido branco Pureza: 100%
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Ponto de fusdo: 258°C Rendimento: 10% (0,03g)
IV: 3300 cm™, 1650 cm™ e 1670 cm’!
Dados obtidos:

I'H RMN (500MHz, DMSO-ds): 3,8 (d, J=18Hz, 1H), 3,92 (d, J=18Hz, 1H), 4,33 (d, J=15Hz,
1H) 4,5 (d, J=15Hz, 1H), 5,64 (sl, 1H), 7,16-7,43 (m, 9H), 7,52 (s, 1H), 9,6 (s, 1H)

BC RMN (125 MHz, DMSO-ds): 45, 47,2, 51,8, 102,9, 121, 127,6, 1279, 129, 131,7, 138,5,
143,3, 150,8, 152,1, 168,6

N3do ha relatos na literatura sobre esta molécula.

6-(benzil)-4-(2,4-dimetoxifenil)-3,4,6,7-tetraidro-1H-pirrolo[3,4-d|pirimidino-2,5-diona
(30i)

o
-
0O (0]
NH
N |
d a
H
DHPM utilizada: 28i
Estado fisico: So6lido branco Pureza: 100%
Ponto de fusdo: 270°C Rendimento: 84.4% (0,16g)

IV: 3300 cm™, 1650 cm™ e 1670 cm’!

Dados obtidos:

'H RMN (500MHz, DMSO-de): 3,76(s, 3H), 3,78 (s, 3H), 3,82-3,92 (m, 2H), 4,37 (d,
J=15Hz, 1H), 4,5 (d, J=15Hz, 1H), 5,4 (sl, 1H), 6,4 ¢ 6,5 (2d, J= 8,5Hz, 2H), 6,57 (sl, 1H),
6,9—7,34 (m, 5Harométicos+1H), 9,4 (S, lH)

3C RMN (125 MHz, DMSO-ds): 45,1, 47,2, 48,4, 55,7, 56, 99,1, 102,3, 105,1, 123,7, 1276,
127,9, 129, 129,2, 138,6, 151,2, 152,2, 158,3, 160,3, 168,8

N3do ha relatos na literatura sobre esta molécula.
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6-(benzil)-4-(3,4-dimetoxifenil)-3,4,6,7-tetraidro-1H-pirrolo[3,4-d]pirimidino-2,5-diona

(30k)

DHPM utilizada: 28k
Estado fisico: So6lido branco

Ponto de fusdo: 278°C

Pureza: 100%

Rendimento: 64.2% (0,24g)

IV: 3300 cm™, 1650 cm™ e 1670 cm™

Dados obtidos:

'H RMN (500MHz, DMSO-de): 3,74(s, 6H), 3,82 (d, J=18Hz, 1H), 3,88 (d, J=18Hz, 1H),
4,41(d, J=15Hz, 1H), 4,5 (d, J=15Hz, 1H), 5,2 (sl, 1H), 6,81 ¢ 6,82 (2d, J= 8,5Hz, 2H), 6,93-
6,98 (m, 2H), 7,18 (d, J=7Hz, 2H), 7,2-7,35(m, 3H), 7,54 (s,1H), 9,5 (s, 1H)

3C RMN (125 MHz, DMSO-ds): 45,2, 47,2, 53,1, 56, 103,5, 110,9, 112,1, 118,6, 127,6,
127,9, 129, 136,4, 138,6, 148,6, 149, 150,5, 152,2, 168,8

A literatura faz referéncia a esta molécula como um intermediario de reagdo sem
fornecer seus espectros (GEORGE et al, 1975).

6-(benzil)-4-(4-metoxifenil)-3,4,6,7-tetraidro-1H-pirrolo[3,4-d]pirimidino-2,5-diona (301)
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DHPM utilizada: 281
Estado fisico: Solido branco Pureza: 100%

Ponto de fusdo: 228°C Rendimento: 50% (0,16g)

IV: 3300 cm™, 1650 cm™ e 1670 cm’!
Dados obtidos:

I'H RMN (500MHz, DMSO-ds): 3,75(s, 3H), 3,8 (d, J=18Hz, 1H), 3,9 (d, /=18Hz, 1H), 4,4
(d, J=15Hz , 1H), 4,51 (d, J=15Hz , 1H), 5,14 (sl, 1H), 6,7 € 6,73 (2d, J=8,2Hz, 2H), 6,92 (s,
1H), 7,18-7,35 (m, 5H), 7,5 (s, 1H), 8,9 (s, 1H), 9,47 (s, 1H)

BC RMN (125 MHz, DMSO-ds): 45,1, 47,1, 53,2, 56, 103,6, 111,4, 115,4, 119, 127,6, 127.9,
129, 135, 138,6, 146,4, 147,8, 150,4, 152,2, 168,9

N3do ha relatos na literatura sobre esta molécula.

5.4 Metodologia geral do teste in vitro antiplasmodial e de citotoxicidade

5.4.1 Cultivo continuo do Plasmodium falciparum

Foi colocada em cultivos a cepa W2 (resistente a cloroquina), disponibilizada pelo
Laboratorio de Pesquisa em Malaria (CPD-Mal), a metodologia utilizada no cultivo foi a de
Trager & Jansen (1976) e o cultivo foi feito utilizando hemacias humanas provenientes de
bolsas de sangue do tipo A+ cedidas pelo Instituto de Biologia do Exército (IBEx). O meio de
cultivo utilizado foi RPMI 1640 (Sigma-Aldrich) suplementado com 21 mM de bicarbonato
de sodio (Sigma-Aldrich), 25 mM de hepes (Sigma-Aldrich), 40 pg/mL de gentamicina (Nova
Farma), 11 mM de glicose (Sigma-Aldrich) e 10% de soro humano desativado. As culturas
foram mantidas em frascos proprios para cultura, com um hematocrito =~ 6% incubada a 37° C
em atmosfera reduzida de oxigénio (aproximadamente 5% de CO2, 90-92% de N2 e 3-5% de
02). A manutencdo da cultura foi feita com a troca do meio a cada 24 horas e o
acompanhamento realizado através de esfregacos sanguineos corados com kit de panotipo
rapido (Laborclin) ou pela técnica de coloragdo com Giemsa (Laborclin) e a parasitemia
obtida através de observacdo ao microscopio Optico Nikon Eclipse 801 com objetiva de
imersdo (1.000x) (Figura 18) (MINISTERIO DA SAUDE, 2009). Quando detectadas altas
parasitemias dilui¢des com hemadcias ndo parasitadas foram realizadas.
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Figura 18: (a) troca do meio de cultura, (b) esfregaco sanguineo, (c) coloracio por Giemsa,
(d) kit de pandtipo rapido e (e) leitura da lamina em microscopio. (Fonte: autoria propria).

5.4.2 Sincronizacao do cultivo

Para os testes in vitro a sincroniza¢do do cultivo € necessaria para a obtengdo de
formas jovens (anéis), através de sincronizacdo com sorbitol conforme descrito na literatura
(Lambros e Vanderberg, 1979). Inicialmente foi feito um esfregaco sanguineo para
observacdo do estagio de amadurecimento do parasito e contagem da parasitemia. No
momento em que a cultura apresentou predominio de anéis a mesma foi centrifugada a 1500
rpm por 10 minutos e retirou-se o sobrenadante. Foi acrescentado 10 mL de D-sorbitol (5 %
em glicose 0,5 %), ¢ incubado a 37 °C por 10 minutos. Apds foi levado a nova centrifugagao
por 5 min, retirou-se o sobrenadante e lavou-se com meio. Posteriormente ¢ feito novo
esfregago para contagem da parasitemia. O hematodcrito e a parasitemia, pré-determinados
para o teste, foram ajustados com a adicdo de hemacias e meio RPMI completo em
quantidades adequadas.
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5.4.3 Preparo das placas para os ensaios de quimioterapia

Culturas de parasitos sincronizadas com predominio de anéis de P. falciparum foram
distribuidas em microplacas de 96 pocos (Corning) adicionando-se 180 pL/poco de meio de
cultura RPMI contendo: 0,05 % de parasitemia e 1,5 % de hematdcrito para o teste de ELISA
anti-HRPII (Figura 19). Anteriormente a adicdo da suspensdao dos parasitos, 20 pl. dos
compostos a serem testados foram adicionados a placa teste, em triplicata, e em diferentes
concentragdes seriadas (50uM-0,8uM). Os pocos controles (seis por teste) continham
hemadcias infectadas sem adi¢gdo dos compostos-testes (controle positivo). O antimalarico
padrao, cloroquina (Sigma-Aldrich), foi testado em paralelo em todos os experimentos
realizados, em dilui¢des seriadas de 1000-1 nM. As placas-testes foram incubadas por 24 h a
37 °C, e o conteudo de seis pogos (controle positivo) foi retirado e congelado a -20°C para ser
utilizado posteriormente como background. A placa foi novamente incubada por 48 h nas
condigdes ideais para o crescimento do parasito. Apds 72 h totais de incubagdo, as placas
foram congeladas e descongeladas duas vezes a -70 °C para que houvesse a lise das hemécias.

Figura 19: Preparo de placa para teste
5.4.4 Preparo das placas para teste imunoenzimatico anti-HRPII

Para a sensibilizacdo das placas no teste anti-HRPII, 100 uL. do anticorpo primdrio
(MPFM-55A ICLLAB®, EUA) a 1,0 ug/mL foram adicionados a cada pogo da placa de
ensaio (Maxysorp, Nunc, Denmark). Apods incubagao por 12-16 h a 4°C, o contetido dos
pogos foi descartado e 200 ul./poco de uma solugdo de bloqueio (PBS-BSA 2%) adicionada,
sendo a placa mantida a temperatura ambiente por 2h. Apds esse tempo, o conteudo dos pocos
foi novamente descartado e a placa lavada trés vezes com PBS-Tween 20 a 0,05% (PBS-T).

5.4.5 Teste imunoenzimatico anti-HRPII

No ensaio imunoenzimatico anti-HRPII (Noedl et al., 2002) a cada pogo da placa pré-
sensibilizada foram adicionados 100 pL das amostras da cultura de P. falciparum
hemolisadas. Em seis pogos da placa foram adicionados 100uL dos controles congelados nas
primeiras 24 h (background). A placa foi entdo incubada por 1 h a temperatura ambiente, em
camara umida, em seguida foi lavada trés vezes com PBS-T, adicionando-se a cada pogo 100
uL do anticorpo secundario (MPFG55P ICLLAB®, EUA) diluido a 1:5.000. Apo6s incubagao
a temperatura ambiente por 1h, em cdmara imida, a placa foi lavada trés vezes com PBS-T e
100uL de uma solugdo de 3,3,5,5-Tetramethylbenzidine (TMB) acrescentados a cada poco. A
placa foi incubada por 5 a 10min a temperatura ambiente (Figura 20), ao abrigo da luz, e a
reacdo interrompida adicionando-se 50 pL/poco de uma solugdo de acido sulfurico 1M
(Figura 20). A leitura das absorbancias foi realizada a 450 nm em espectofotometro de
microplacas Espectramax 190 (leitor de ELISA).
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Figura 20: Placa ap6s a adi¢gao de TMB (coloragao azul) e placa apods adi¢ao de acido
sulfarico (coloragdo amarela)

A partir do resultado obtido prosseguiu-se para o calculo de concentragdo inibitoria
para 50 % do crescimento dos parasitos (ICso).

5.4.6 Determinaciao da concentracio inibitoria de 50% do crescimento do parasito
(ICs0)

A inibi¢do do crescimento de 50% dos parasitos foi determinada através de curvas
dose-resposta, em funcdo de regressao ndo linear. Foi utilizado o programa Origin (OriginLab
Corporation, Northampton, MA, EUA), para determinar o valor de ICso.

5.4.7 Cultivo de linhagens celulares

A linhagem celular de BGM (célula renal basal de macaco verde africano) foi
cultivada como recomendado (Calvo-Calle et al., 1994). A mesma foi mantida em garrafas,
proprias para cultura, suplementadas em RPMI contendo 5 % de soro bovino fetal (SBF) e 40
mg/L de gentamicina. As células foram mantidas em estufa com 5 % de COz2, a 95 % de
umidade ¢ a 37 °C. O meio das garrafas foi substituido a cada dois dias. Apds confluéncia de
cerca de 80 %, a cultura de células foi repicada, ou utilizada na realizacdo de ensaios de
citotoxicidade. Quando necessario, o congelamento das células foi realizado em ampolas de
criopreservacao com uma solu¢do contendo 95 % de SBF e 5 % de DMSO.

5.4.8 Preparo das placas para o ensaio de citotoxicidade

Para o preparo das placas testes, as c€lulas foram lavadas com meio sem SBF, tratadas
com 1 mL de tripsina-EDTA (Gibco) a 0,25 % e incubadas a 37 °C por 3 min, para que as
células se descolassem da garrafa. Ao contetido resultante da tripsiniza¢ao foram adicionados
9 mL de meio completo, seguido por centrifugagdo a 80 g por 5 min na temperatura ambiente.
O sobrenadante foi descartado e o sedimento ressuspendido em meio completo contendo 5 %
SBF. Apos a contagem, em cimara de Neubauer, a suspensdo foi ajustada para 5x10°/mL e
180 uL acrescentados a cada pogo da microplaca. As células foram incubadas por 12-16 h em
estufa de CO2 a 37 °C para adesdo aos pocos da microplaca. Em seguida, 20 uL. de meio
completo contendo diferentes concentragdes dos compostos (1000 - 1 pg/mL) foram
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adicionados aos poc¢os da microplaca. As placas foram incubadas por 24 h a 37 °C, 5% de
COz2 e 95 % de umidade.

5.4.9 Ensaio de citotoxicidade utilizando o MTT

Os ensaios de citotoxicidade foram realizados em triplicata, conforme descrito por
Madureira e colaboradores (2002). Apds o preparo das placas como descrito anteriormente,
20 pL de uma solucdo de Brometo 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil brometo de
tetrazolium (MTT) (Sigma-Aldrich) na concentracio de 5 mg/mL foram adicionados aos
pogos da placa (DENIZOT & LANG, 1986).

O sal MTT ((30) Figura 21) em solugdo apresenta coloracdo amarela e ¢ incorporado
pelas células viaveis que o reduzem em suas mitocondrias através da desidrogenase succinica,
reduzido ele ¢ convertido em cristais de formazan ((31) Figura 21) de coloragdo purpura que
fica armazenada no citoplasma celular (BERRIDGE & TAN, 1993).

Ap6s 3 h de incubagdo com o MTT, o sobrenadante foi retirado e o corante presente
nos fundos dos pogos da placa diluido em uma solugdo de DMSO em um volume de 100
pL/pogo (Figura 21). As microplacas foram entdo lidas em leitor de ELISA Spectramax 190,
utilizando-se filtro de 570 nm.

N7 N=N Redugéo N

H +’ll / /—\ > -
(30) (31)

Figura 21: Ensaio de MTT
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Sintese

Os compostos planejados foram sintetizados com sucesso e a confirmacao de pureza
dos mesmos foi verificada através da cromatografia liquida de alta eficiéncia, esta foi
dificultada pela baixa solubilidade das moléculas nas condi¢des utilizadas, porém através da
observacao do cromatograma (HPLC) verificou-se um minimo de pureza de 80%. Obteve-se
100% de pureza nos compostos 28 a, b, d, e, f, g, h,ie k; 29f,g,heke30b,d,f, g, h,i,ke
I, ou seja, em 70% dos casos. Trinta moléculas foram sintetizadas, sendo 9 delas inéditas e
suas estruturas podem ser observadas na Figura 22.

Q OH
O\
~
o) Cl 0] 0o o
NH
N /IE A L
N"0 N"0 PN
Nige
H H H
30h 30i 301

Figura 22: Compostos inéditos sintetizados neste trabalho
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Os rendimentos obtidos na sintese variaram de insatisfatorios (10%) a bons (chegando
a 84,4%), como pode ser visto na Tabela 1. Acredita-se que os mesmos possam vir a ser
melhorados através da purificacdo prévia dos reagentes, ja que existe a possibilidade de os
aldeidos se oxidarem a acidos carboxilicos na presenga de ar, e os compostos oxidados nao
participarem da reacdo. Da mesma forma as aminas utilizadas na sintese dos compostos

biciclicos podem ser purificadas previamente.

Tabela 1: Rendimentos sintéticos

7N
f\R
7N 1
Sl
«O
Grupo Ri Composto Rend. (%) n Composto Rend. (%)
2 29a 64
H 30
28a 1 30a 62
2 29b 68,8
4-OMe 22
28b 1 30b 40
28¢
3-Br 38 2 54
29c¢
4-Cl 24 1 30d 70
28d
2 29e 67
2-OMe 66
28e 1 30e 43
4-Br 28f 17 2 29f 64
2 29¢g 49
3,4,5 —tri-OMe 63
28¢g 1 30g 40
2 29h 55,6
2-Cl 39
28h 1 30h 10,3
2 29i 35
2,4 - OMe 49
28i 1 30i 84,4
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4-NO2 28; 50 - ] -

2 29k 54
3,4 - OMe 53
28k 1 30k 64,2
3-OMe,4-OH 60 1 301 45
281

A mudanca nos grupos funcionais (Ri) nos aldeidos aromaticos ndo mostrou
correlacio com os rendimentos obtidos, levando a crer que no caso das DHPM os
substituintes do anel ndo influenciam na rea¢do ou que a etapa lenta ndo seja a de ataque a
carbonila. Em relacdo aos compostos biciclicos os substituintes do anel ndo tiveram influéncia
sobre o rendimento.

Na ciclizag@o das moléculas ndo foi utilizada a anilina por j& haver relatos na literatura de que
a reagdo ndo acontece mesmo elevando-se a temperatura da etapa de ciclizagdo a 250°C
(KAPPE, 2002).

6.2 Elucidacio estrutural

A clucidagdo estrutural foi realizada utilizando as técnicas de RMN e IV conforme
descrito no item 4.2.

A utilizagdo da espectroscopia na regido do infravermelho possibilitou a confirmacao
dos grupos funcionais presentes nas moléculas. Os compostos tém em comum duas bandas
caracteristicas: 3300 cm™ para deformacio axial de N-H e 1670 cm™' para deformagcio axial
C=0 do nucleo diidropirimidinona, tendo como banda diferencial a banda em 1710 cm™! para
deformagdo axial C=0 de éster presente nas DHPM e a banda em 1650 cm™! caracteristica de
deformacdo axial de carbonila de amida nos compostos biciclicos que surge no espectro em
detrimento da banda caracteristica de éster que desaparece, indicando o sucesso da
transformagdo do grupo funcional.

Os espectros de RMN sdo bastante caracteristicos para cada familia de moléculas. No
caso das DHPM temos pontos importantes no RMN de hidrogénio que confirmam a sintese
dos compostos planejados como se pode observar na Tabela 2.
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Tabela 2: Pontos caracteristicos no RMN de 'H

Posicdo do H 6 'H (ppm)/ multiplicidade
1 9,37-9,6 /s
2 -

3 739-8/s
4 5,1-5,2 /sl
5 -

6 -

8 -

10 4,58-4,8 /2d
13 3,9-4,1/q
14 1-1,2/t

7 — 7,5/ dependente da posi¢ao

A 14 t‘ . .
romaticos do substituinte

O primeiro sinal do espectro, em torno de 1 ppm, ¢ um tripleto tipico pertencente a
metila que tem um metileno como vizinho e acopla com seus hidrogénios, da mesma forma os
hidrogénios do metileno ao acoplarem aparecem como um quarteto em torno de 4 ppm.

Destaca-se os sinais H2-10 que pela posi¢@o e proximidade do cloro faz com que cada
um dos H se encontre em ambientes distintos resultando em 2 dupletos com valor de J
correspondente ao de hidrogénios geminais de carbono sp* (9-15Hz).

O sinal do hidrogénio enantiotopico aparece em torno de 5 ppm como um simpleto
largo ou desdobrado devido a seu acoplamento com o hidrogénio N-H da posi¢cdo 3 da
molécula que aparece em torno de 7,8 ppm, este acoplamento pode ser observado através do
espectro do experimento de COSY 'H-'H na Figura 23.
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Figura 23: Espectro COSY que mostra o acomplamento entre N-H e o hidrogénio
enantiotopico do composto 28h (evidenciado na figura).

Os hidrogénios do anel aromatico formam um multipleto tipico, que sofre pequenas
variagdes de acordo com o substituinte e a posicdo do mesmo, mas sempre mantendo seus
valores tipicos entre aproximadamente 7 ¢ 7,5 ppm. Os hidrogénios ligados a heteroatomo (N-
H) tem seus picos em torno de 7,8 € 9,5 ppm e sdo simpletos tipicos.

Para ajudar na elucidacdo dos compostos foi utilizado o experimento DEPT 135 que
faz com que os picos de carbono primario e terciario estejam voltados para cima enquanto os
carbonos secundarios e quaterndrios estejam voltados para baixo facilitando assim a
identificacao dos picos.

A metila ligada ao grupo metileno aparecera como um pico tipico voltado pra cima
absorvendo em torno de 15 ppm, enquanto a metila do grupo metoxila absorve em torno de 55
ppm devido a eletronegatividade do oxigénio, pelo mesmo motivo o grupo metileno ligado ao
oxigénio absorve na mesma faixa, somente um pouco mais deslocado para a esquerda, em
torno de 60 ppm. O metileno ligado a cloro soma-se ao sinal do metileno ligado ao oxigénio
devido ao efeito da eletronegatividade do cloro sobre o mesmo.

Os carbonos quaternarios presentes na ligacdo dupla (5 e 6 ) aparecem em regido
tipica, de 100 a 150 ppm, no caso destes compostos um em torno de 100 e um em torno de
150 em razdo dos grupos proximos a eles. Enquanto os carbonos quaternarios presentes na
carbonila irdo aparecer na regido tipica, 150 a 185, no caso dos compostos sintetizados neste
trabalho elas aparecem em torno de 150 e 165 ppm.

O carbono ligado ao hidrogénio enantiotopico aparece em torno de 52 ppm, sua
quiralidade ndo influencia no deslocamento quimico. Enquanto os carbonos da porcao
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aromatica absorvem em torno de 128 ppm tendo seu deslocamento influenciado pelo
substituinte presente no anel aromatico.

A presenca do cloro nas diidropirimidinonas permitiu empregar a feniletilamina e a
benzilamina em uma reagdo de substituicdo nucleofilica com subsequente ciclizacao
intramolecular one-pot (Figura 24) que gera a familia de pirrolo[3,4-d]pirimidinodionas
planejada, a sintese ¢ realizada na presenca de trietilamina.

~(EtOH + N(Et)3)

Figura 24: Proposta de mecanismo para sintese das pirrolo[3,4-d]-pirimidinodionas

Muitos pontos se mantém nos espectros tanto de hidrogénio quanto de carbono, porém
¢ importante destacar os pontos que confirmam a transformagao do composto monociclico em
biciclico, estes podem ser observados na Tabela 3.
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Tabela 3: Pontos caracteristicos no RMN de 'H
N=1 N=2
Posicdo do 'H 5 'H (ppm) 5 'H (ppm)
1 7,5 9,5
2 R R
3 9,5 7,5
4 5,2 5
5 R R
6 R R
8 43¢4)5 3,8
9 R R
12 3,839 2,7
Aromaticos 7-17,5 7,1-7,5

Nos espectros de RMN de 'H dessas moléculas existe a auséncia de um dos pontos
caracteristicos das diidropirimidinonas que ¢ o H-10 que aparecia como 2 dupletos por volta
de 4,6 ¢ 4,7. No caso dos derivados com benzilamina este conjunto de sinais da lugar a 2
dupletos em torno de 3,8 ¢ 3,9 com J = 18 Hz, o qual tende a coalescer tornando-se
visualmente quase um quarteto, e 4,3 e 4,5 com J = 15 Hz, valores encontrados normalmente
em hidrogénios geminais que se encontram em ambientes distintos por conta da conformagao
da molécula ou do posicionamento dos mesmos. No caso dos derivados da feniletilamina os 2
grupos metileno (-CHz-) conectando um anel benzénico e o nitrogénio aparecem como um
multipleto em torno de 3,8 ppm e um tripleto largo em torno de 2,7 ppm, por conta dos
ambientes quimicos que os hidrogénios se encontram acontecem muitos desdobramentos e
ndo observam-se os dois tripletos bem definidos que seriam esperados. Estas mudangas nos
espectros confirmam claramente a ciclizacdo da molécula. Novos sinais aparecem na regiao
aromatica sendo condizentes com o novo anel aromdtico pertencentes as aminas que se
adicionam ao esqueleto da molécula.

Os sinais presentes no espectro de carbonos nao mudam muito, novos sinais aparecem
na regido tipica de aromatico, os carbonos da etoxila deixam de existir assim como o metileno
ligado a cloro. Os novos metilenos adicionados ao composto absorvem em regiao
caracteristica, em torno de 47 ppm no caso do metileno ligado a amida e variando de 35 a 50
no caso dos metilenos que conectam o anel aromatico ao grupo N-H.
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A técnica de cromatografia gasosa acoplada ao espectrometro de massas (CG-MS) nao
pode ser utilizada na elucidagdo dos compostos devido a falta de estabilidade térmica das 4-
cloropirimidinonas que sofrem auto-ciclizacdo em temperaturas acima de 160°C (KAPPE,
2002) e no caso das pirrolo[3,4-d]-pirimidinodionas devido ao seu alto peso molecular.

6.3 Avaliacdo da atividade antiplasmodial e citoxicidade dos compostos

A atividade antiplasmodial in vitro dos compostos foi testada utilizando-se o clone
W2, cloroquina resistente, de P. falciparum através de ensaio imunoenzimatico com
anticorpos monoclonais dirigidos contra a proteina rica em histidina e alanina (HRPII)
especifica do parasita que ¢ essencial a sua sobrevivéncia. A partir das leituras de absorbancia
obtidas nos experimentos realizou-se a construcao de curvas dose-resposta e seguiu-se o
calculo de ICso das moléculas, algumas delas podem ser vistas na Figura 21, curvas
semelhantes foram construidas para as absorbancias obtidas no ensaio citotoxico, feito

utilizando-se o ensaio de MTT e a linhagem celular BGM, para a determina¢do do MDLso de
cada composto.
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Figura 25: Curvas dose-resposta de (a) composto ativo abaixo de 10uM, (b) composto ativo entre 10 e
50 uM, (c) composto ndo ativo abaixo de 50uM e (d) composto controle
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A Tabela 4 reunindo os valores de ICso, MDLso e IS foi construida com os valores
encontrados nas curvas, foi divida em 3 partes: as DHPMe os compostos monociclicos com
n=1 e n=2.
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Tabela 4: Resultados da atividade bioldgica e citotoxicidade
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De modo geral os compostos apresentaram atividade antiplasmodial in vitro, embora
com valores elevados (em micromolar). Analisando os resultados, observa-se que boa parte
das DHPMs sintetizadas apresentaram valores de ICso entre 1 e 10 uM, com excecao apenas
para os compostos 28e ¢ g. Visivelmente a estratégia de ciclizacdo empregando aminas
primarias (compostos 29 e¢ 30) fez com que o valor de ICso aumentasse em relagdo aos
compostos monociclicos (28 a-l), mostrando que esta modificagdo provavelmente nao ¢ boa
para esta atividade. Mesmo assim, salienta-se que cinco derivados ciclicos (29 k, b, e ¢ 30 f,
h) apresentaram um valor de ICso entre 20 e 30 uM.

Em relacdo a posicdo dos substituintes nos compostos sintetizados, ndo se observa, a
principio, uma influéncia do carater eletronico ou da posi¢cdo dos substituintes na atividade,
pois a tabela mostra grupos doadores e retiradores de elétrons nas posi¢des 2, 3 e 4 do anel
aromatico apresentando valores de ICso entre 1 e 10 uM. Por exemplo, comparando-se os
compostos 28d ¢ 28b em que temos o grupo 4-Cl retirador de elétrons e 4-OMe doador de
elétrons, respectivamente, observamos valores comparaveis de ICso. Pode-se comparar
também os compostos 28h e 28d em que temos o mesmo grupo retirador (Cl) ligado ao anel
aromatico modificando-se apenas a posicdo mas apresentando valores comparaveis de 1Cso.
Outro exemplo sdo os compostos 28b e 28e que tem o mesmo grupo doador (OMe) nas
posigdes 2 e 4, mas ICso um pouco diferentes (12,2 e 2,98 respectivamente) mostrando que
ndo existe uma relacdo direta entre o carater eletronico ou a posi¢ao do substituinte no anel.
Observou-se que a tri-substituicdo ndo ¢ favoravel para a atividade, fazendo com que a
DHPM tri-substituida tenha o maior valor de ICso, comparavel aos compostos biciclicos.

Os melhores valores de ICso ndo sdo tdo bons quando comparados aos antimaléricos
utilizados como a artemisinina (ICso= 49,4 nM), quinina (ICso= 149 nM) e a cloroquina
(ICso = 15,62 nM) sendo estes valores relativos a cepa sensivel a cloroquina (WALSH et al,
2007) ou ainda quando comparados a outros compostos em estudo sejam eles hibridos ou
analogos dos ja existentes como € o caso de novos 4-aminoquinolinicos que tem sua atividade
em concentragdes nanomolares (MAQ e BAQ com ICso de 260 e 550nM, respectivamente)
(AGUIAR et al, 2012). Mesmo com a atividade ainda em niveis ndo Otimos, podemos
considerar o conjunto de resultados como promissor, pois futuras otimizagdes podem levar a
melhoria da atividade bioldgica dos compostos.

Pode-se observar que a ciclizagdo na maior parte dos casos, com exce¢cdo das DHPM
substituida em orto, no caso do cloro, ¢ ndo substituida, diminuiu a toxicidade das pirrolo-
[3,4-d]-pirimidinonas com substituinte benzilamina (n=1) e volta a aumentar nos derivados
com substituintes feniletilamina (n=2). Este fato indica que, em termos de citotoxicidade, um
nimero menor de carbonos na cadeia lateral ¢ favoravel para a diminuicao da citotoxicidade.
Em relagdo as DHPMs, nao ¢é possivel estabelecer com este conjunto de dados experimentais
uma relagdo direta entre a posicdo dos substituintes e a toxicidade apresentada pelos mesmos.
Ao compararmos substituintes com carater eletronico diferente na posi¢do 4 do anel
aromatico, como ¢ o caso dos compostos 28b e 28d, substituidos por um grupo doador (OMe)
e retirador (Cl) respectivamente observamos valores distintos (57 e 2,5 uM), o que ¢ valido
também quando comparamos os mesmos substituintes na posicao 2 do anel (28e e 28h), onde
também se obtém valores que ndo sdo comparaveis (23,8 ¢ 77). Quando confrontamos os
valores do mesmo substituinte em posi¢des distintas, casos dos compostos 28h e 28d, assim
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como 28e ¢ 28b, substituidos por Cl e OMe respectivamente, observamos valores nao
comparaveis, 77 € 2,5 uM no caso do cloro e 23,8 ¢ 57 uM no caso do OMe. No caso de
substituintes de mesmo carater eletronico, caso do cloro e do bromo, na mesma posi¢ao os
valores de citotoxicidade sdo distintos (2,5 € 22 uM no caso de cloro e bromo na posigao 4,
respectivamente).

Devido as variagoes observadas nos resultados obtidos de citotoxicidade, mais estudos
sdo necessarios para identificar a causa da toxicidade destes compostos.

O indice de seletividade foi calculado dividindo-se o valor de MDLso pelo valor de
ICso de cada composto. A analise mostrou 3 diidropirimidinonas com indice de seletividade
acima de 10 (28 b, f e h), e duas pirrolo[3,4-d]-pirimidinodionas que apesar do alto valor de
ICso mostrou baixissima toxicidade.

Para as pirrolo[3,4-d]-pirimidinodionas que tiveram seu ICso acima de 50 uM e que
tiveram MDLso acima de 100 uM ndo foram feitos novos testes afim de se aferir o valor exato
de ICso e de MDLso ja que o alto valor de ICso torna a sua possivel utilizagao inviavel.

Os compostos que apresentaram valores de ICso abaixo de 10uM e baixa toxicidade
resultando num bom IS e protétipos para futuras otimizagdes podem ser vistos na Figura 26,
eles possuem em comum o nucleo diidropirimidinona (grupo farmacoférico das moléculas) e
substituintes com carater eletronico diferentes em diferentes posicdes.

\O Br
o o 0 cl
P
Aol e ey
cl | PN Cl N~ 0
N0 N O H
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28b 28f

Figura 26: Compostos sintetizados com resultados promissores para futuras otimizagdes

O possivel mecanismo de acao destas moléculas pode ser proposto tendo em vista que
o prototipo utilizado para o planejamento de toda a rota sintética foi o monastrol ( (22) Figura
27) que possui intima semelhanga estrutural com as moléculas sintetizadas ( (28, 29 e 30)
Figura 27). Sabe-se que o monastrol ¢ comprovadamente um inibidor da pteridina redutase
de Leishmania donovani (KAUR et al, 2010) que ¢ uma enzima capaz de agir como uma via
alternativa para a redu¢do do acido folico quando a diidrofolato redutase esta inibida (por
antifolatos, por exemplo), sendo os compostos inibidores desta enzima na maior parte das
vezes eficazes contra varios parasitas protozoarios. O metotrexato ((32) Figura 27) ¢ um
composto ja empregado na terap€utica como um importante agente antineoplasico, que age
sobre a via dos folatos inibindo a diidrofolato redutase, apresentando uma grande semelhanca
estrutural com o acido folico e também uma certa semelhanga molecular com as moléculas
sintetizadas neste trabalho ((33) Figura 27).
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Figura 27: Semelhancas estruturais existentes

Como apresentado anteriormente, importantes compostos empregados na
quimioterapia antimaldrica sdo também pertencentes a classe dos antifolatos (pirimetamina,
sulfadoxima, proguanil), o que pode sugerir que os compostos sintetizados possam estar
agindo através dessa via. Entretanto, essa hipotese deve ser comprovada a partir de ensaios
especificos com a enzima isolada e também através de modelagem molecular.

60



7 CONCLUSOES

A reacdo de Biginelli se mostrou uma ferramenta Util na sintese de compostos com
elevado grau de pureza em quantidades suficientes para os testes subsequentes. Foram
sintetizadas com sucesso 18 pirrolo[3,4-d]pirimidinodionas, sendo 8 inéditas. A baixa
toxicidade aliada aos dados de IC50 de 5 moléculas, norteiam para modificagdes estruturais
voltadas para a melhoria da atividade antiplasmodial. Foram sintetizadas 12 DHPMs com
sucesso, sendo uma inédita. Os dados de IC50 aliados a baixa citotoxicidade indicam que
esses compostos sao importantes protdtipos para futuras otimizagdes estruturais.

PERSPECTIVAS

Realizar testes in vivo das moléculas sintetizadas que apresentaram bom valor de IC50 e
baixa toxicidade utilizando modelo murino.

Otimizar as familias de moléculas sintetizadas buscando-se melhores valores de IC50
e/ou menor toxicidade.

Investigar a atividade in vivo contra formas hepaticas de P. berghei em modelo murino.

Separar os enantiomeros por meio da técnica de HPLC com uso de coluna quiral e testa-
los individualmente para avaliar o efeito da estereoquimica sobre a atividade e toxicidade.
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10 ANEXOS

e 6-(clorometil)-2-0x0-4-fenil-1,2,3,4-tetrahidropirimidino-5-carboxilato de etila

(28a)
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e 6-(clorometil)-4-(4-metoxifenil)-2-oxo0-1,2,3,4- tetraidropirimidino-5-carboxilato

de etila (28b)
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4-(3-bromofenil)-6-(clorometil)-2-0xo0-1,2,3,4-tetraidropirimidino-5-carboxilato de etila

(28¢)
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e 6-(clorometil)-4-(4-clorofenil)-2-0x0-1,2,3,4- tetraidropirimidino-5-carboxilato de

etila (28d)
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e 6-(clorometil)-4-(2-metoxifenil)-2-o0xo0-1,2,3,4- tetraidropirimidino-5-carboxilato

de etila (28e)
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4-(4-bromofenil)-6-(clorometil)-2-0x0-1,2,3,4-tetrahidropirimidino-5-carboxilato

°
de etila (28f)
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e 6-(clorometil)-4-(2,3,4-trimetoxifenil)-2-0xo0-1,2,3,4- tetrahidropirimidino-5-
carboxilato de etila (28g)
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e 6-(clorometil)-4-(2-clorofenil)-2-0xo0-1,2,3,4- tetrahidropirimidino-5-carboxilato

de etila (28h)
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e 6-(clorometil)-4-(2,4-dimetoxifenil)-2-o0xo0-1,2,3,4- tetrahidropirimidino-5-
carboxilato de etila (37i)
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e 6-(clorometil)-4-(nitrofenil)-2-o0xo0-1,2,3,4- tetrahidropirimidino-5-carboxilato de

etila (28j)
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e 6-(clorometil)-4-(3,4-dimetoxifenil)-2-o0xo0-1,2,3,4- tetrahidropirimidino-5-
carboxilato de etila (28k)
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e 6-(clorometil)-4-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-2-0xo0-1,2,3,4- tetrahidropirimidino-5-

carboxilato de etila (281)
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