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Resumo

0 desenvolvimento da biologia molecular e da quimica computacional entre outras areas levou
ao isolamento e caraterizacao de diversos alvos bioldgicos, sendo a xantina oxidase um destes
casos. Esta enzima chamou a atencado dos quimicos medicinais, uma vez que o aumento da sua
atividade conduz a estados patoldgicos graves. A xantina oxidase € uma importante e versatil
molibdoflavoproteina, envolvida no metabolismo de purinas, que catalisa a transformacao da
hipoxantina em xantina e da xantina em acido Urico, com concomitante producao de espécies
reativas de oxigénio. Além disso, niveis elevados de acido Urico podem levar a gota, uma doenca
geralmente controlada utilizando o farmaco alopurinol, que é considerado o inibidor prototipo
desta enzima. No entanto, a utilizacdo deste farmaco na clinica esta associada a efeitos

adversos relevantes, o que levou ao desenvolvimento de novos inibidores.

Os barbituratos constituiram, ao longo dos anos uma estrutura base importante para o
desenvolvimento de novos farmacos, sendo as modificagdes no anel pirimidinico, em especial,

alteracdes em C-5, as mais relevantes na descoberta de novas moléculas bioativas.

Com este trabalho de dissertacdo, e com o objetivo de se obterem analogos ao alopurinol,
pretendia-se a sintese de novos barbituratos ciclizados em C-5-C-6 do anel pirimidinico. Nao se
confirmando a ciclizacao pretendida, optou-se por realizar modificacdes ao anel pirimidico em
C-5, obtendo-se derivados de hidrazinilpirimidinas, descritos com diversas atividades
bioldgicas. Apds a caraterizacao estrutural dos compostos sintetizados foram testadas as suas
atividades biologicas, avaliando-se as suas capacidades de inibicao da atividade da enzima
xantina oxidase, e o seu potenciai anti-oxidante, anti-bacteriano e anti-proliferativo, numa
linha celular do cancro da mama e numa linha celular normal. Adicionalmente, foram realizados
estudos complementares in silico, nomeadamente estudos de docking molecular e de previsao
de propriedades farmacocinéticas. Dos resultados obtidos, destaca-se o potencial de inibicao
da atividade da enzima xantina oxidase de duas hidrazinilpirimidinas, tal como a capacidade
de outros destes compostos como anti-oxidantes e anti-bacterianos, sendo estes Ultimos

resultados bastantes promissores.
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Abstract

With the increasingly development of fields of research like molecular biology, computational
chemistry and others, a lot of new targets have been characterized and isolated, what has
become truly important to appearing of xanthine oxidase. This enzyme brings the medicinal
chemists attention since that your over expressed activity is quite related to serious
pathological conditions. Xanthine oxidase is an important and versatile member of
molybdoflavoproteins family, involved in purines metabolism that catalysis xanthine’s
formation by hypoxanthine and then uric acid’s formation, meanwhile oxygen-reactive species
are produced. Moreover, high levels of uric acid could give a known disease, named gota, which
is quite controlled by allopurinol, a drug that works as it target inhibitor. Although, the use of
this drug is related to serious side effects, which becomes the key to the development of new

inhibitors.

Barbiturates were being the biggest example which have been increasingly developed over the
years as main structure to give new and better drugs. Ring changes, mainly at C-5 are

responsible are the most relevant in the research for new bioactive molecules.

The point of this work was bring new analogue drugs from allopurinol by synthesis of new
cyclized barbiturates at C-5 and C-6 positions of pyrimidinic ring. Although the desired
cyclization was not confirming, so it was chosen to do modifications at C-5 position, giving the
hydrazinilpyrimidines which have been described with lots of biological activities. After
structural characterization of synthesized compounds, biological activities were tested to
assess their inhibition skills in oxidase xanthine enzyme, then your anti-oxidant, anti-bacterial
and anti-proliferative potential were assessed too in both, breast cancer and in normal cell
lines. Meanwhile, were done in silico complementary studies like molecular docking and
pharmacokinetic properties prediction. Between the given results, was highlighted the great
enzyme inhibition potential of xanthine oxidase by two hydrazinilpyrimidines and their ability

to anti-oxidant and anti-bacterial activities, showing the last one, being very promising.
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1.Introducao



O presente capitulo tem como objetivo fazer uma introducdao a quimica medicinal e ao
desenvolvimento de farmacos, com especial atencdo a importancia da enzima xantina oxidase
(X0) como alvo biologico relevante na procura de novos farmacos e dos barbituratos
funcionalizados em C-5. Numa primeira fase sera apresentada uma breve histdria do processo
de desenvolvimento de farmacos desde a antiguidade, inserindo-se temas como importancia da
quimica medicinal no desenvolvimento atual de farmacos, assim como a identificacdo de alvos
bioldgicos e a importancia dos ensaios in vitro e in silico com especial atencao ao docking
molecular e a predicao de propriedades farmacocinéticas. Na seccao 1.2 sera apresentada a
enzima X0, com especial atencao ao seu mecanismo de acao e ao seu papel na patofisiologia
humana, fazendo-se uma revisdo sumaria acerca dos seus inibidores. Na seccao 1.3 sera
apresentada uma contextualizacao historia e farmacologica dos barbituratos, com especial

atencao para as funcionalizacoes em C-5.

1.1. A quimica medicinal e o desenvolvimento de farmacos

A historia da descoberta e desenvolvimento de farmacos remonta ao inicio da civilizacdo
humana. Naqueles tempos, os “farmacos” nao eram usados como remédios fisicos, sendo
facilmente associados com a uma cura religiosa ou espiritual, e eram administrados

frequentemente por sabios ou lideres religiosos."

Até ao final do século XIX, a maioria dos farmacos, ou medicamentos populares, eram extraidos
de plantas, devendo-se a sua descoberta muito provavelmente a combinacao de experiéncias e
observacao das reacées humanas e animais a ingestdo dos produtos.’? Com o desenvolvimento
da quimica no inicio do século XIX, as plantas passaram a ser examinadas cuidadosamente para
assim se compreender melhor a sua utilidade terapéutica. O seu sucesso levou a procura dos
“principios ativos” de plantas medicinais e, durante o decorrer do século, produtos bioativos
purificados foram extraidos (embora com niveis de pureza abaixo do desejado) de muitas
plantas. Um exemplo é a morfina, um analgésico altamente potente, isolado a partir do 6pio.3
0 isolamento e purificagdo dos principios ativos, consequéncia do avango da quimica analitica,
no final do seculo XIX, assim como o avanco dos fundamentos essenciais da “teoria” da quimica,
como a teoria do benzeno e as investigacdes de Paul Ehrlich, impulsionaram a descoberta dos
primeiros farmacos sintéticos e racionais, como a arsfenamina, utilizada no tratamento da
sifilis.#®> Nesta fase, numa era pré-ressonancia magnética nuclear (RMN) e pré-quimica
computacional, as ferramentas dos quimicos eram um pouco limitadas, podendo-se afirmar que
0 “acaso” foi a base da descoberta de muitos farmacos, como por exemplo a penicilina,

utilizada, ainda hoje, no combate a infecdes por microrganismos Gram-positivos.>

Durante a primeira metade do século XX, a investigacdao sobre farmacos foi moldada e

enriquecida por varias novas tecnologias, alterando-se o paradigma da descoberta e



desenvolvimento de farmacos e, consequentemente o papel do quimico e da quimica
medicinal.# Assim, a quimica medicinal pode ser dividida em dois periodos importantes. Um
periodo onde a quimica medicinal se baseava mais em testes in vivo, em que a intuicao do
quimico medicinal era fundamental para o sucesso, tendo em conta o nimero limitado de
compostos sintetizados, onde o serendipismo desempenhava um papel importante.>¢ Por outro
lado, e mais recentemente, um periodo que se distingue pelo aparecimento de novas
tecnologias e formas de screening, que permitem um desenvolvimento mais racional de
farmacos.> Neste contexto, a quimica medicinal moderna pode ser entendida como uma ciéncia
interdisciplinar que abrange um dominio particularmente amplo situado na interface da quimica
organica com as ciéncias da vida, tais como bioquimica, farmacologia, biologia molecular,
genética, imunologia, farmacocinética e a toxicologia, e outras areas como a cristalografia,
espetroscopia e técnicas computacionais de simulacdo, analise e visualizacdo de dados.
Atualmente, o objetivo do quimico medicinal é encontrar, desenvolver e melhorar substancias
medicamentosas que curem ou aliviem doencas, assim como compreender todos 0s processos
quimicos envolventes.” Neste ambito, o rapido desenvolvimento das tecnologias, juntamente
com o advento da quimica computacional, impulsionaram em grande escala a descoberta e
desenvolvimento de novos farmacos.® Os avancos rapidos nas ferramentas de modelacao
molecular, bem como a aplicacdo da quimica combinatdria e os métodos automatizados de
screening de alto rendimento (HTS - do inglés, High-throughput screening), trouxeram
beneficios imediatos na passagem da “descoberta do composto lead” para a “otimizacao do
lead”. Assim, bibliotecas de compostos com designacao racional, com base em scaffolds de
farmacos conhecidos, podem ser geradas num curto espaco de tempo e o HTS automatizado
leva a um encurtamento do tempo entre a entrega dos compostos e a verificacao dos resultados.
%8 Os dados de secreening sao entao reenviados para um processo de concecao de relacao
estrutura-atividade (SAR - do inglés, structure-activity relationship), conduzindo a um ciclo
iterativo de refinamento, sintese e screening até que as propriedades desejadas sejam

alcancadas.®

A revolucéo da biologia molecular e o advento da genémica permitiu a definicdo de novos alvos
e a caracterizacdo de base genética dos estados patoldgicos, impulsionando o uso de alvos
biologicos molecularmente bem definidos como ponto de partida para a busca de novos
farmacos.’ Estima-se que todos os farmacos existentes no mercado se destinam a menos de 500
biomoléculas variando desde acidos nucleicos até enzimas, recetores acoplados a proteina G

(GPCRs - do inglés, G protein-coupled receptors) e canais ionicos (figura 1.1)."



Recetores 45% Enzimas 28%

Desconhecido 7% N
s . Fatores e hormonas 11%
Canais idnicos 5%

Recetores nucleares 2% Acidos nucleicos 2%

Figura 1.1 - Classes de alvos terapéuticos. Adaptado de Bleicher et al.."°

Dentro da comunidade cientifica € bem aceite que, independentemente da tecnologia aplicada,
certas familias de alvos biologicos sdo mais facilmente moduladas pela intervencao de pequenas
moléculas do que outras. Assim, a selecao de objetivos desempenha um papel fundamental no
resultado final das atividades de identificacao de hits e de leads. Além dos desafios bioquimicos
e cinéticos intrinsecos na identificacdo de um modulador adequado de um alvo, a gama de

ensaios utilizados influencia significativamente as hipoteses do sucesso.

Na fase de descoberta de novos farmacos tornam-se importantes as ferramentas
computacionais, nomeadamente o docking molecular e o estudo de bibliotecas selecionadas de
compostos. E nesta fase que se obtém os primeiros hits, que irdo sofrer um processo de
refinamento até a obtencdo dos compostos lead. Na fase de refinamento do hit, as ferramentas
computacionais tornam-se igualmente importantes, nomeadamente no auxilio da predicao de
propriedades farmacocinéticas de absorcdo, distribuicdo, metabolismo, excrecdo e de
toxicidade (ADMET) e nas relacOes quantitativas de relacao estrutura-atividade (QSAR - do
inglés, Quantitative Structure-Activity Relationship). Para além dos métodos in silico, também
a quimica combinatdria e as tecnologias de HTS desempenham um papel fundamental.
Realizados todos os ensaios in vitro e ex vivo € necessario a confirmacao do hit. Neste contexto,
sao desenvolvidos modelos in vivo, capazes de reproduzir as circunstancias associadas a doenca
em estudo. Nesta fase sdo testadas as capacidades farmacolodgicas do hit, através de modelos
de seguranca e eficacia, e sao escolhidos os compostos lead. Apos selecionado o composto lead,
todos os dados referentes a investigacdo sao entregues as agéncias reguladoras do
medicamento, como é o caso da Agéncia Europeia do Medicamento (EMA - do inglés, European
Medicines Agency) e da Food and Drug Administration (FDA), para que possam ser realizados os
respetivos ensaios clinicos. A realizacao destes ensaios compreende quatro fases, realizadas de
uma forma sequencial. Na fase | sdo realizados ensaios de tolerancia ao farmaco em voluntarios
saudaveis. Na fase |l fazem-se ensaios de eficacia e intervalos de doses em voluntarios doentes.
Na fase lll efetuam-se ensaios generalizados em milhares de pacientes, para se desenvolver
uma ampla base de dados sobre a eficacia e seguranca do potencial farmaco. E, por fim, a fase

IV onde se realizam estudos apds comercializacao.® & 1011



Apesar do desenvolvimento e investimento na indUstria farmacéutica, o desenvolvimento de
farmacos continua a ser um processo longo, caro, complexo e altamente arriscado. A
investigacao e desenvolvimento para a maioria dos medicamentos disponiveis requer entre 12
a 24 anos, desde o seu inicio até a aprovacao do farmaco. Na fase de pesquisa (“descoberta”),
apenas uma fracao das hipdteses produzem um farmaco candidato para o desenvolvimento. A
experiéncia tem demonstrado que, na fase de desenvolvimento, apenas cerca de um em cada
15 a 25 candidatos sobrevivem aos testes detalhados de seguranca e eficacia necessarios para
ser comercializado e, mesmo apos a comercializacao, alguns nao irdo recuperar os seus custos
de desenvolvimento no mercado competitivo e apenas um em cada trés se tornara um produto

comercialmente importante.®

1.1.1.  Ensaios in silico - docking molecular e predicao das propriedades
ADMET

O uso de técnicas computacionais tem vindo a demonstrar ser uma estratégia eficaz para
acelerar e economizar o processo da descoberta e desenvolvimento de farmacos. O aumento
dramatico na disponibilidade de informacgdes sobre macromoléculas biologicas e pequenas
moléculas ampliou a aplicabilidade do desenvolvimento computacional de farmacos, que passou
a ser fortemente utilizado em quase todas as fases do processo de desenvolvimento de
farmacos, incluindo a identificacdo e validacdo de alvos, descoberta e otimizacdao dos

compostos lead e testes pré-clinicos (figura 1.2)."?
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otimizcao do
composto lead

1 ) L]
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e validacdo do
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-Bioinformatica -Docking molecular -Predicéo in silico das
-Docking reverso -Modelacéo do propriedades ADMET
-Mapeamento do farmaccforo -Simulacdes
farmacdforo -Design de nove farmacocinéticas de
-Predicdo da -Design da libraria base fisiologica

estruturada proteina  virtual

-Druggability do alve  -QSAR (2D, 3D ou 4D)
-Design da sonda -Método baseado na
quimica sequéncia

Figura 1.2 - Multiplas abordagens computacionais de descoberta de farmacos que foram aplicadas na
identificacdo e validacdo de alvo, descoberta e otimizacdo do composto lead e testes pré-clinicos.
Adaptado de OU-YANG et al..1?

Um dos objetivos da descoberta racional de farmacos € a projecao de moléculas que possam

modular seletivamente um alvo fisiologico, uma proteina na maioria dos casos, e usualmente



um recetor classico ou uma enzima, cuja atividade ou expressao esta especificamente associada

a um estado patologico.™

Neste contexto, o screening virtual utilizando o docking molecular (figura 1.3) para identificar
possiveis candidatos a farmacos tem revelado muito sucesso na ultima década, tendo mostrado
ser uma ferramenta muito Util para o estudo do reconhecimento molecular de um ponto de
vista qualitativo e quantitativo, encontrando-se entre as ferramentas mais utilizadas em
estratégias de descobertas de farmacos baseadas na estrutura (SBDD - do inglés structure-based
drug design approach), devido a sua vasta gama de aplicacdes.'*'>"¢ Esta ferramenta
computacional permite prever com precisao a estrutura de um possivel ligando confinado ao

local de ligacao do recetor e estimar corretamente a sua forca de ligacdo."

Validagao in vitro

| = o

Sintese

Redeseno do farmaco

Simulacao

Farmaco virtualmente
selecionado

(o8
| i

Simulagdo massiva
de docking

Simulacédo do docking
Screening virtual de farmacos

Figura 1.3 - Metodologia de screening virtual. Adaptado de Minie et al..™

Os softwares mais utilizados para a realizacao do docking molecular sao o Gold, o Glide e o
AutoDock, sendo que os dois primeiros sdo comerciais e o Ultimo encontra-se livre para

utilizaco.™

A investigacdo tem demonstrado que a principal causa para a falha de candidatos a farmacos
na sua fase de desenvolvimento sao as fracas propriedades farmacocinéticas. Os ensaios rapidos
de perfil de propriedades ADMET permitem a otimizacao dos candidatos a farmacos pelas suas
propriedades biofarmacéuticas em paralelo com a otimizacao da sua eficacia nas fases iniciais
da descoberta.' Neste contexto, e em analogia com os softwares utilizados para a realizacao
do docking molecular, também os softwares de predicao de propriedades ADMET tém
contribuido para o desenvolvimento de farmacos. De facto, muitas abordagens in silico foram
desenvolvidas para prever propriedades farmacocinéticas e toxicidade de compostos a partir
da sua estrutura quimica, nomeadamente usando modelos de QSAR 2D e 3D, pesquisa de

similaridade e modelac&o do farmacdéforo.?°

Entre outras, a abordagem, chamada pkCSM fornece uma plataforma para analise e otimizacao

das propriedades farmacocinéticas e de toxicidade implementadas numa interface web, facil



de usar e disponivel gratuitamente. Este método baseia-se em assinaturas de graficos com base
na distancia, onde o conceito de Cutoff Scanning é utilizado para representar a estrutura e a
quimica de pequenas moléculas (expressas como farmacoforos atomicos) para representar e
predizer as propriedades farmacocinéticas e de toxicidade, envolvendo 30 preditores, divididos
em cinco classes principais: absorcao (7 preditores), distribuicao (4 preditores), metabolismo

(7 preditores), excrecao (2 preditores) e toxicidade (10 preditores).2°

1.1.2. Ensaios in vitro

Em analogia com os ensaios in silico, também os ensaios in vitro tém sido uma ferramenta
importante na descoberta e desenvolvimento de novos farmacos. O perfil farmacologico in vitro
de larga escala de novas entidades quimicas durante as fases iniciais da descoberta de farmacos
tornou-se uma ferramenta essencial na predicdo de efeitos clinicos. As tecnologias de ensaio
modernas e o conhecimento em rapida expansdo sobre recetores acoplados a proteina G,
recetores nucleares, canais ionicos e enzimas tornaram possivel implementar um grande
numero de ensaios que abordam possiveis potencialidades clinicas que, juntamente com outros
ensaios in vitro com foco na toxicologia e biodisponibilidade, fornecem uma poderosa

ferramenta no auxilio do desenvolvimento de novos farmacos.?'

De uma forma geral, os ensaios baseados em células sdo aplicados a classes de alvo incluindo
recetores de membrana, canais idnicos e recetores nucleares, gerando uma leitura funcional
como consequéncia da atividade do composto. Contrariamente, os ensaios bioquimicos sao
aplicados num alvo recetor, como uma enzima, medindo simplesmente a afinidade do composto
teste para a proteina alvo. No entanto, qualquer que seja o formato de ensaio selecionado é
importante considerar uma série de fatores como a sua relevancia farmacologica,

reprodutibilidade, custos, qualidade e efeitos dos compostos no ensaio. "

1.2. Xantina Oxidase

A XO, foi descoberta em 1902 por Shardinger, ficando conhecida como “enzima de Shardinger”.
22 Desde cedo, que ficou conhecida como tendo a capacidade de desempenhar inimeras
funcdes, nomeadamente a capacidade de oxidar aldeidos a acidos, de oxidar a hipoxantina em
xantina com concomitante reducao de oxigénio molecular (O;) a perdxido de hidrogénio (H,0,),
oxidar nitrito a nitrato, e ainda reduzir o mesmo nitrato a nitrito.2>24 Desde ent&o, reconhece-
se que esta enzima desempenha um papel importante como alvo bioldgico na procura de novos

farmacos. 2526



1.2.1. Bioquimica e Mecanismo de acao

Atualmente, sabe-se que a XO e Xantina desidrogenase (XDH) mamiferas sao formas
interconversiveis do mesmo produto de gene, conhecido como Xantina Oxidorredutase (XOR).
Estas enzimas contém cerca de 1330 aminoacidos e a sequéncia de aminoacidos é altamente
homologa entre as enzimas de ratinho, rato, vaca e humano, com cerca de 90% de homlogia.?”
Estas caraterizam-se por serem complexas flavoproteinas, compostas por duas subunidades
cataliticas com aproximadamente 150 KDa.?® Cada subunidade atua de forma independente
durante a catalise e esta organizada em trés dominios associados a um cofator especifico (figura
1.4).2% O dominio N-terminal (residuos 3-164), com 20 KDa, € composto por duas subunidades,
cada uma com um centro ferro sulfirico (Fe/S) coordenado com quatro residuos de cisteina.
Este dominio esta ligado, através de um péptido de ligacao ao segundo dominio (residuos 192-
527), com 40KDa, que contém um cofator de dinucleotido de adenina flavina (FAD - do inglés
Flavine Adenine Dinucleotide). O dominio FAD esta ligado ao terceiro dominio (residuos 590-
1315) através de outro péptido de ligacdo. Este dominio, o C-terminal, com 85 kDa contém o

cofator de molibdopterina (Mo-P).3%3
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20 kDa 40 kDa 85 kDa

Figura 1.4 - Estrutura cristalizada da XDH de rato. Adaptado de Nishino et al..3'

A XOR encontra-se amplamente distribuida por varias espécies animais, no entanto, em células
de mamiferos encontra-se maioritariamente na sua forma desidrogenase, que rapidamente é
convertida na sua forma oxidase. A conversao de XDH em XO pode ocorrer de forma reversivel,
por oxidacdo dos residuos de cisteina formando pontes dissulfureto, ou de forma irreversivel,
através de clivagem proteolitica.’? Durante a conversdo reversivel de XDH para XO, quatro
residuos de cisteina sao modificados para formar duas pontes dissulfureto, em enzima de rato
e leite de bovino.3? Quando a XDH é tratada com proteases, € convertida irreversivelmente em

XO. A tripsinizacdo da enzima de rato da origem a trés fragmentos de 20, 40 e 85 KDa que,



embora permanecam fortemente associados para manter a atividade enzimatica, podem ser
dissociados sob condicdes de desnaturacao.3* A protedlise, ou a formacao de pontes dissulfureto
na conversao de XDH para XO provocam alteracdes conformacionais na proteina,
nomeadamente em torno da flavina, com a perda do local de ligacdo ao dinucledtido de
nicotinamida e adenina (NAD - do inglés Nicotinamide adenine dinucleotide) provocando

alteracoes na sua reatividade (figura 1.5). 3°
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Figura 1.5 - Modelo estrutural da XDH e XO. Apenas uma subunidade da proteina dimérica € mostrada.
Adaptado de Borges et al..2

A XO é geralmente reconhecida como sendo a enzima limitadora da velocidade da via de
degradacao de purinas em seres humanos, convertendo hipoxantina em xantina e xantina em

acido Urico (esquema 1.1).

OH OH
i \ YA
OH + H,0,+0,-
\ ZH +2e’ 2H+ . Ze \
N N N
Hipoxantina Xantina Acido urico

Esquema 1.1 - Reacdes catalisadas pela XO. Adaptado de Tamta et al..3®

A hidroxilacdao de xantina em acido Urico ocorre no centro de Mo-P da enzima, provocando a
reducdo do metal de Mo (VI) para Mo (IV). A reacdo de hidroxilacdo passa através de um
intermediario no qual o produto de acido Urico nascente é coordenado com o molibdénio
(reduzido) através do grupo hidroxilo recentemente introduzido como Mo"“-OR (esquema
1.2).%7:383% Na primeira semirreacao de catalise, dois eletrées sao transferidos da xantina para
o molibdénio sendo rapidamente transferidos para o FAD com a mediacdo dos centros de Fe,-
S,, onde ocorre a segunda semirreacao de catalise, com a reducdao do NAD* a NADH e do O; a
anido superoxido (0;) e H,0,.%0 Assim, a reoxidacdo global da XO completamente reduzida
produz duas moléculas de H,0; e duas espécies de O,.#! Tanto a XDH como a XO podem reduzir

0, a 0,. e H,0,. No entanto, a XDH é caracterizada como tendo alta reatividade em relacao ao



NAD* e baixa reatividade em relacao a O, enquanto a XO tem alta reatividade em relagao a O,,
mas reatividade insignificante em relacao a NAD*.2¢
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Esquema 1.2 - Transformacao de xantina em acido Urico. Adaptado de Kostic et al..*?

1.2.2. Distribuicao

A XOR esta presente em inUmeras espécies, incluindo bactérias, vertebrados e invertebrados.
Nos mamiferos, os niveis mais elevados da atividade da XOR sdo encontrados no figado e no
intestino delgado.”®* No entanto, a sua atividade também foi identificada noutros tecidos, como
no musculo esquelético, coracao e cérebro.* Para além disso, estudos imuno-histoquimicos
mostraram que a enzima esta localizada em células epiteliais de glandula mamaria, células
endoteliais capilares e pequenos vasos.** Apos periodos de stress metabdlico, a XO é libertada
na circulacdo, a partir dos o6rgédos ricos nesta enzima, ligando-se com elevada afinidade as
células endoteliais através de interacoes eletrostaticas com glicosaminoglicanos de heparina.*
Além disso foram encontradas atividades baixas de XO no cérebro de rato, assim como em
cérebro humano e placenta, para além de que a atividade da XOR também esta presente em
concentracbes muito baixas no coracao, pele, misculo, baco, pancreas, tiroide, glandulas
supra-renais, Utero, diafragma, ovario, medula 6ssea, mesentério e tecido adiposo. No entanto,
em tumores cerebrais humanos, a atividade da XO parece ser aumentada.?® Contudo, a
localizacao subcelular da XOR parece ser controversa e nao se encontra completamente
descrita. Porém, métodos de localizacao subcelular demonstraram a presenca de XOR tanto no
citoplasma, como nas membranas celulares.“® Apesar de se encontrar descrita como sendo uma
enzima citosolica, foi identificada nos peroxissomas de hepatocitos e em varios organelos de
Kupffer e células sinusoidais, incluindo o reticulo endoplasmatico rugoso, vesiculas endociticas

e lisossomas. 4?50
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1.2.3. O papel fisiolégico da XOR

Durante muitas décadas, acreditava-se que o Unico proposito da XO era o seu envolvimento no
catabolismo de purinas. No entanto, um conjunto amplo de evidéncias sugerem um papel
biologico muito amplo para esta enzima. Esta apresenta uma ampla especificidade para oxidar
substratos, podendo hidroxilar uma grande variedade de purinas, pteridinas, heterociclos
aromaticos e aldeidos aromaticos e alifaticos, nomeadamente o acetaldeido, indole-3-aldeido

e piridina-2-aldeido.3®

A importancia da XOR é notoria no caso da deficiéncia hereditaria de XDH, o que leva a
xantindria.?' Na xantinGria classica tipo |, apenas a atividade da XDH esta ausente, enquanto
na xantinGria do tipo Il a atividade da aldeido oxidase (AO) é também deficiente. Mais
complicada ainda é a presenca de deficiéncia do cofator de molibdénio, em que a atividade de
sulfite oxidase (SO) esta ausente, bem como a AO e XDH. As xantindrias classicas sao desordens
autossomicas recessivas raras,’? onde os individuos afetados podem desenvolver calculos do
trato urinario, insuficiéncia renal aguda ou miosite devido a deposicao de xantina nos tecidos,
permanecendo alguns individuos com xantindria homozigotica assintomaticos. A deficiéncia de

cofator molibdénio é geralmente associada a disturbios neuroldgicos graves.?¢

A XOR também pode ter propriedades antimicrobianas, uma vez que inibe o crescimento de
bactérias in vitro de uma forma dependente de oxido nitrico (NO - do inglés Nitric oxide).>3
Existem também evidéncias de que a XOR desempenha um papel antimicrobiano in vivo, uma
vez que criancas que recebem leite rico em XOR tém menos probabilidade de desenvolver
gastroenterite.> Além disso, um papel protetor da XOR ¢é indicado por observacido de que a
inibicao especifica de XOR pode aumentar a atividade microbiana.>®> Embora a XOR participe
claramente na defesa antimicrobiana, os pacientes com xantinlria ndo sao

imunocomprometidos, indicando que o papel do XOR na defesa do hospedeiro nao ¢ essencial.?

1.2.4. O papel da XOR em patofisiologias

1.2.4.1. Producéo de radicais livres induzidos pela XO

As espécies reativas de oxigénio (ROS - do inglés Reactive oxygen species) sao geradas por varios
sistemas, incluindo NADPH oxidases, enzimas respiratorias mitocondriais e XO, podendo
contribuir para diversos fendomenos fisiologicos e patologicos.?’ Os radicais livres e os seus
produtos secundarios tém vindo a ser implicados em muitos disturbios vasculares, incluindo

hipoxia, doenca miocardica, enfarte, hipertensao, aterosclerose e isquemia-reperfusao.

As ROS geradas pela XOR estao implicadas tanto na sinalizacao celular quanto no dano estrutural

do tecido. De uma maneira geral, as ROS podem causar peroxidacao lipidica, resultando num
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rompimento da arquitetura da membrana, com libertacdo de enzimas lisossomicas e, oxidacdo
do acido desoxirribonucleico (ADN) e aminoacidos, causando mutacdes genéticas e disfuncao

enzimatica ou proteolise.>®

Os subprodutos gerados pela XO, como o O, e H,0, podem levar a varias condicdes patologicas,
como a lesdo oxidativa, Na reacao geral de Haber-Weiss, o ferro (lll) é reduzido por O, a ferro
(I) e O, e num segundo passo (reacao de Fenton) o ferro (Il) produzido reage com o H,0, para
gerar o radical hidroxilo (-OH), altamente reativo. O -OH tem uma meia vida muito curta,
oxidando indiscriminadamente o seu alvo mais préximo, sendo que em tecidos bioldgicos, o ‘OH

pode atacar moléculas adjacentes e causar danos irreparaveis.>”-%

Em tecidos saudaveis, a maior parte da XOR existe como XDH, no entanto, e como ja foi referido
(subseccao 1.2.1) é rapidamente convertida em XO. Muita atencao tem sido dada a XO em
relacdo a patogénese da isquemia-reperfusdo e lesdo de hipoxia.”® De acordo com a hipotese
principalmente considerada, uma grande quantidade de hipoxantina é libertada durante a
isquemia devido a degradacdo de adenosina trifosfato (ATP).®° Simultaneamente, e como
consequéncia da rapida conversao de XDH em XO, existe uma producdo aumentada de O, e
H,0,. Apds a reperfusao, quando o O, é reintroduzido, a XO oxida a hipoxantina acumulada e
produz ainda mais radicais de oxigénio toxicos, causando danos nos tecidos.>® Embora o papel
proposto para a XO na patogénese da isquemia-reperfusao pareca ser fundamental, é mais

complexo do que inicialmente previsto.2¢

Desde a introducao do conceito de lesao de isquemia-reperfusao, varias sao as evidéncias que
suportam o papel da producdo de ROS derivadas da XO e os efeitos benéficos de inibidores da
XO contra danos isquémicos do coracdo, cérebro, intestino, figado, rim, pulmao e outros

tecidos.®"

Além disso, foi observado, que apds periodos de stress metabdlico, a XO é libertada na
circulacdo a partir dos d6rgdos ricos na sua atividade, como o figado e intestino. As condicoes
patoldgicas que apresentam uma concentracao aumentada de XO no plasma incluem hepatite
de mdltiplas etiologias, choque hemorragico, isquemia-reperfusao, infecao viral aguda, stress

térmico, sindrome do desconforto respiratorio adulto, hipercolesteroemias e carcinogénese.*’

1.2.4.2. Acido urico e hiperuricemia

0 acido Urico (7,9-dihidro-1H-purina-2,6,8(3H))-triona) é o produto final do metabolismo de
purinas enddgenas ou exdgenas. A sua producdo endogena ocorre principalmente no figado,
intestinos e outros tecidos, como musculos, rins e endotélio vascular, enquanto a producao
exogena esta intimamente ligada com a dieta. A formacdo do acido Urico a partir do
catabolismo de purinas ocorre através de uma série de reacdes enzimaticas que envolvem, em

Ultima instancia a X0.%% A pH fisioldgico o acido urico, sendo um acido fraco com pka de 5,8, é
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quase todo ionizado a urato de sédio, o sal do acido Urico. A medida que a concentracio de
urato aumenta no sangue, a formacao de cristais de acido Urico aumenta. A solubilidade do
acido Urico em agua € baixa e, nos humanos, quando a sua concentracao média esta proxima
do limite de solubilidade (6,8 mg/dl) sdo formados cristais de acido Urico na forma de urato
monossodico (MSU - do inglés Monosodium urate).%® Em varias espécies, outra enzima, a uricase
(urato oxidase), converte o acido Urico em alantdina mais soltvel. No entanto, os seres humanos
e outros primatas nao possuem urato oxidase funcional, o que, consequentemente, leva a niveis
mais elevados de acido Urico no sangue.® Em condicbes normais, dois tercos do acido do acido

Urico produzido sdo eliminados pela urina e um terco é removido pelo trato biliar.®’

A hiperuricemia é uma doenca metabolica caraterizada pelo aumento dos niveis de acido Urico
no sangue, provocando a deposicdo de cristais de urato nas articulacbes e nos rins.% A
hiperuricemia e a gota nao devem ser confundidas. Enquanto a hiperuricemia é normalmente
uma doenca assintomatica, os ataques de gota sdo descritos como sendo extremamente
dolorosos. A gota ocorre, quando os cristais de MSU se depositam no fluido sinovial envolvendo
as articulacdes e nos tecidos moles, provocando uma resposta inflamatéria grave. A
hiperuricemia é um fator de risco importante para a gota, no entanto, pode também provocar

hiperlipidémia, hipertencao e diabetes. ¢’

1.2.5. Inibidores da Xantina Oxidase

1.2.5.1. Inibidores purinicos

O alopurinol (1,5-dihidro-4-H-pirazolo[3,4-d]pirimidina-4-ona), um analogo purinico, foi o
primeiro inibidor da XO aprovado pela FDA, em 1966, para o tratamento da gota,
permanecendo até hoje como terapia na hiperuricemia primaria e secundaria.?® O alopurinol
atua como inibidor da XO e, in vivo, é rapidamente oxidado ao seu metabolito ativo, o
oxipurinol (ambos isosteros da hipoxantina e xantina, respetivamente).?®" Em baixas
concentragdes, o alopurinol é substrato e atua como inibidor competitivo da enzima, enquanto
a altas concentragdes atua como inibidor ndo competitivo. O oxipurinol atua como inibidor nao
competitivo, inibindo a XO através de ligacao ao molibdénio por ligacdo covalente, e a sua
formacéo, em conjunto com a sua persisténcia nos tecidos é responsavel por grande parte da
atividade farmacologica do alopurinol.®’ Em termos farmacocinéticos, o alopurinol é
rapidamente absorvido, sendo o pico de concentracdo plasmatica atingido dentro de 30 a 60
minutos, apos administracdo oral. Este, é rapida e completamente absorvido tendo uma meia
vida no plasma de 2 a 3 horas. Por outro lado, o oxipurinol tem uma meia vida longa, de 16 a

30 horas, devido a sua reabsorcao renal.?®
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A utilizacao do alopurinol estd, contudo, associada a varios efeitos adversos, sendo que os mais
comuns sdo desconforto gastrointestinal, reacoes de hipersensibilidade e erupcdo cutanea.
Este, pode ainda aumentar os efeitos da ciclofosfamida e inibir o metabolismo dos
anticoagulantes orais e do probenecid. Os sintomas de intoxicacao por alopurinol incluem febre,
erupcgao cutanea, vasculite, eosinofilia e diminuicdo da funcédo renal, o que pode levar a um
desfecho fatal, especialmente em pacientes idosos com insuficiéncia renal medicados com

diuréticos tiazidicos.®"

Como tentativa de contornar os varios problemas do alopurinol, varios analogos purinicos tém
vindo a ser sintetizados, nomeadamente, 2-amino-4-hidroxi-6-hidroximetilpteriridina,®® 6-

formilpterina,®  3-hidroxi-1-nitrofenil-1H-pirazolo[4,3-c]piridinas™® e pirazolo (3,4-

d)pirimidinas (figura 1.6).”*
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2 3-Hidroxi-1-nitrofenil-1H-pirazolo[4,3-c]piridinas

Pirazolo(3,4-d)pirimidinas
Figura 1.6 - Alguns analogos purinicos inibidores da XO.

1.2.5.2. Inibidores nao purinicos de origem sintética

O febuxostat (acido 2-[3-ciano-4-(2-metilpropoxi)-fenilo]-4-metiltiazole-5-carboxilico), um
derivado tiazole, foi o primeiro inibidor seletivo nao purinico da XO, aprovado para o
tratamento da hiperuricemia em pacientes com gota pela EMA e FDA. E mais potente e seletivo
do que o alopurinol e, é principalmente metabolizado pelo figado. Além disso, e ao contrario
do alopurinol, o febuxostat nao inibe outras enzimas envolvidas no metabolismo das purinas e
pirimidinas. O mecanismo de inibicdo da atividade da XO por parte do febuxostat € do tipo

mista, contrastando com a cinética competitiva do alopurinol. Esta diferenca no mecanismo
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cinético é consistente com a descoberta de que o febuxostat bloqueia o acesso do substrato a
porcao Mo-P da XO, ocupando um canal na enzima que conduz ao local ativo e que o febuxostat
é capaz de inibir tanto a forma oxidada como reduzida da enzima.’? Esta capacidade de inibicao
da atividade da XO independentemente do seu estado redox nao induz a formacao indesejada

de ROS, ao contrario do que acontece com a inibigao pelo alopurinol.”3

Impulsionado pela descoberta do febuxostat, que atraiu a atencao dos investigadores, muitos
outros analogos nao puricos tém sido descritos como inibidores da XO. Apds um screening a uma
série de 1-fenilpirazoles foi obtido o Y-700 (acido [1-(3-ciano-4(2,2-dimetilpropoxi)fenilo]-1H-
pirazole-4-carboxilico]), um potente inibidor da XO , que atua através da obstrucao do local de
acesso do substrato ao sitio ativo da enzima, tal como o febuxostat.””> Para além deste, podem
encontrar-se, entre outos, N-(1,3-diaril-3-oxopropil)amidas’, 1-acetil-3,5-diaril-4,5-di-
hidrole(1H)pirazoles’”” e um derivado de 4,4-dipiriditriazole, o FXY-051, que se encontra em

fase Il de ensaios clinicos (figura 1.7).78
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N-(1,3-diaril-3-oxopropil)amida 1-acetil-3,5-diaril-4,5-dihirole(1H)pirazole

Figura 1.7 - Alguns analogos ndo purinicos inibidores da XO.

1.2.5.3. Inibidores nao purinicos de origem natural

Alguns produtos naturais tém sido também reportados como sendo potentes inibidores da
atividade da XO, podendo estes ser um ponto de partida para o desenvolvimento de novos
inibidores da X0.”° De entre os inibidores ndo purinicos de origem natural podem-se encontrar
compostos flavonodides, como a quercetina® e apigenina®, derivados de coumarina, como a
6,7-di-hidroxicoumarina®!, assim como o acido cafeico e o éster fenetilico do acido cafeico
(figura 1.8).%2
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Figura 1.8 - Alguns analogos de origem natural inibidores da XO.

1.3. Barbituratos

A sintese do acido barbitlrico, através da condensacao da ureia com o acido malonico e
eliminacao de agua (esquema 1.3), foi descoberta em 1864 por Adolph Von Baeyer, um quimico
alemao, prémio nobel da quimica em 1905. Embora seja mais correto considera-lo como um
derivado de pirimidina, é normalmente descrito como sendo uma ureida ciclica de acido

malonico, existindo na forma ceto ou enol (esquema 1.4).%
0

M )J\ = J \
+ —_—
HO OH H,N NH, M
(0] (0]

Esquema 1.3 - Sintese do acido barbiturico a partir do acido maldnico e ureia.

)OJ\ [
HNY 2 INH N1)2\3NH
M ) ’
o] 2 o} o 2 e}
Forma Ceto Forma Enol
Esquema 1.4 - Diferentes formas de representacao do acido barbitlrico.
Desde a sua sintese original, muitos outros métodos tém sido descritas na literatura, sendo as

mais importantes a condensacao entre a ureia e acidos malonicos, dicloretos de malonilo ou

esteres maldnicos. No entanto, o procedimento mais comum e amplamente utilizado na
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indUstria consiste na condensacao da ureia com malonato de dietilo na presenca de etdxido de

0 0 (o] )J\
HN
M )J\ o
+ B —
/\O O/\ HoN NH, -C,Hs0H OMO

Esquema 1.5 - Sintese do acido barbiturico a partir do malonato de dietilo e ureia.

sodio em etanol anidro (esquema 1.5).%

A descoberta do acido barbitdrico levou a uma série de derivados com estrutura similar, abrindo
caminhos para a descoberta de novos compostos com valor terapéutico significativo. Em 1903,
Emil Fischer e Josef Von Mering, sintetizaram o primeiro barbitlrico terapeuticamente ativo,
através da substituicdo dos atomos de hidrogénio, em C-5, por dois substituintes etilo. Assim
surgiu o acido 5,5-dietil-barbiturico, ou barbital, um farmaco muito popular, com propriedades

sedativo-hipnoticas. %

Numa tentativa de contornar os efeitos secundarios atribuidos ao acido 5,5-dietil-barbiturico,
foram feitas pequenas alteracdes a molécula de acido barbiturico, surgindo mais de 2500 novas

moléculas.®

Neste contexto, em 1912, surgiu o acido 5-etil-5-fenilbarbitirico, ou fenobarbital, tornando-se
no segundo derivado terapeuticamente ativo do acido barbiturico, e é comercializado como

[

Luminal®. O fenobarbital ficou conhecido como sendo o “rei dos barbituratos”, tendo
representado um enorme avanco na aplicacao terapéutica dos barbitlricos pois, apesar das
suas propriedades sedativo-hipnoticas, possuia também propriedades anti-convulsivantes,

podendo ser utilizado com sucesso contra a epilepsia.?’

A descoberta do barbital e do fenobarbital impulsionou a investigacao em torno dos derivados
do acido barbiturico, que, apesar de ser uma molécula farmacologicamente inativa, esta na
base de compostos com elevada atividade biologica, quando sofre alteragdes no C-5 do seu
esqueleto base.® Apesar de terem sido sintetizados milhares de compostos, o esqueleto do
acido barbitlrico 5,5-disubstituido revelou ser o farmacoforo necessario para as principais
atividades farmacologicas.>8 Nesta ambito, alteracoes na cadeia lateral da posicdo 5, por
dissubstituintes mais lipofilicos, levaram a descoberta do amobarbital, pentobarbital, e
secobarbital (figura 1.9). Para além das alteracoes em C-5, as modificacdes na posicao 2 deram

origem ao tiopental e tiamilal (figura 1.9). 887
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Figura 1.9 - Alguns acidos (tio)barbituricos com efeitos no SNC. Adaptado de Lemke et al..3¢

Farmacologicamente os barbituratos sao considerados potentes depressores do sistema nervoso
central (SNC), tendo atividades sedativo-hipndticas, anestésicas e anti-convulsivantes. Estes
sao normalmente divididos em quatro classes e classificados de acordo com a sua duracao de
acao em barbituricos de longa duracao, duracado intermédia, curta duracado e acao ultrarrapida

(Tabela 1.1), estando esta classificacdo intimamente ligada com o grau de lipofilia. 8-

Tabela 1.1 - Alguns dados farmacocinéticos de alguns barbituratos. Adaptado de Lemke et al..

Barbiturato Acdo Duracgédo de agao Log P
Barbital Longa el 0,65

Fenobarbital Longa 10-16h 1,46

Amobarbital Intermédia 6-8 h 2,07

Pentobarbital Curta 3-4h 2,10

Secobarbital Curta 3-4h 2,36
Tiopental Ultrarrapida 10-30 minutos 2,85
Tiamilal Ultrarrapida 10-30 minutos
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Embora a perda de atividade dos barbitUricos ocorra principalmente devido a redistribuicao,
estes também sofrem transformacdes metabdlicas. O metabolismo dos barbituratos esta
diretamente relacionado com o seu grau de solubilidade lipidica, uma vez que compostos mais
lipofilicos sofrem maiores alteracoes metabolicas, dando origem a metabolitos que nao
possuem um grau tao elevado de lipofilia, resultando na perda de atividade. A via mais
importante no metabolismo dos barbituratos é a oxidacao e/ou remocao dos substituintes em
C-5. Embora nao tao significativas, a dessulfuracao oxidativa de tiobarbituratos ou a N-

desalquilacédo oxidativa dos atomos de azoto podem também ocorrer durante o metabolismo. 8

Para além do uso classico como potentes depressores do SNC os barbituratos desempenharam
um papel importante na compreensao do recetor acido y-aminobutirico (GABA), e s6 foram
substituidos por outros agentes, nomeadamente as benzodiazepinas, por problemas associados
a seguranca da sua utilizacdo.® Hoje em dia, os derivados de acido barbiturico tém atraido a
atencdo dos investigadores, uma vez que tém sido encontradas novas aplicacdes biomédicas
para estes compostos, como sendo inibidores de metaloproteinases da matriz,8% anti-

tumorais,®' anti-bacterianos,®? anti-fungicos,®? anti-virais®* e anti-oxidantes®.

1.3.1.  Funcionalizacdes em C-5

A diversidade de atividades bioldgicas e o amplo espaco quimico tornam os derivados do acido
barbitlrico compostos atrativos para os quimicos medicinais. Devido a sua disponibilidade e a
varias possibilidades de funcionalizacdo, o acido (tio)barbitlrico torna-se um material de
partida conveniente para a preparacdo de diferentes heterociclicos fundidos, assim como de

derivados 5-substituidos.3%:%

A presenca de um grupo metileno ativo na posicao 5 do acido barbitirico, permite que esta
molécula seja facilmente envolvida em reacdes de condensacdo com aldeidos ou cetonas que,
nao contenham um hidrogénio-a. Este tipo de reacéo é conhecida como reacdo de condensacéo

de Knoevenagel, podendo gerar produtos de condensacdo mono ou di-substituidos.®”

Para se conseguir a formacdo de um produto de condensacdo monosubstituido entre acidos
(tio)barbitiricos e aldeidos aromaticos, inUmeros métodos sintéticos tém sido descritos,
nomeadamente com o uso de catalisadores acidos ou bases, e técnicas envolvendo irradiacao
micro-ondas ou irradiacao de infravermelho. Neste contexto, Jursic et al desenvolveram um
método de condensacao sem o uso de catalisadores e na presenca de metanol.®” No entanto,
existem algumas desvantagens nos procedimentos acima descritos, nomeadamente o uso de
solventes organicos volateis e altos tempos de reacdo para se conseguirem rendimentos
modestos. Assim, Deb et al realizaram a condensacao de Knoevenagel em meio aquoso

(esquema 1.6), sem adicao de solventes e catalisadores, obtendo bons rendimentos num curto
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tempo de reacao, tornando-se num método mais vantajoso, para além de contribuir para uma

quimica mais verde.%

(0]

o) H
R H
)J\ H,0 /\/‘ ) NYO
HN NH = 2
L QT ey
o o) \\
R 0

Esquema 1.6 - Sintese de 5-benzilidenopirimidinas a partir da condensacdo entre o acido barbitlrico e
um aldeido aromatico.

Para além de serem considerados intermediarios importantes para a sintese de novos compostos
heterociclicos,” as 5-benzilidenopirimidinas derivadas de acidos (tio)barbitiricos, tém sido
caraterizadas como sendo compostos biologicamente ativos, apresentando atividade inibitoria
da tirosinase dos cogumelos,'® da uridina fosforilase,'”" acao anti-bacteriana'® e inibitérios da
XO.1O3

De entre as funcionalizacdes possiveis dos acidos (tio)barbituricos encontram-se também as 5-
acilpirimidinas, resultantes da introducdo de um grupo acilo na posicdo 5 do acido

(tio)barbitirico. 104105

Para além das suas aplicacbes na medicina'® e na industria,'””'%® os 5-acilbarbituratos
desempenham um papel importante como precursores de moléculas com elevado potencial
bioldgico, nomeadamente de bases de Schiff, benzenossulfo-hidrazonas, acil-hidrazonas,

hidrazonas e fenil-hidrazonas. 194105

Para a sintese de hidrazonas e fenil-hidrazonas existem varias metodologias, sendo a
condensacao direta de 5-acilbarbituratos com diferentes hidrazinas usando metanol como

solvente, o método mais simples e rapido (esquema 1.7)."%

0
0 R
N
RN NR NH,NHR, RN Z v R
2
—_— H
CH30H
0 o
0 N o
R
0 R

Esquema 1.7 - Sintese de hidrazonas ou fenil-hidrazonas a partir da condensacédo entre 5-acilpirimidinas
com diferentes hidrazinas.
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1.3.2.  Ciclizacbes em C5-C6

Ha muito que os derivados de pirimidinas estdao associados a diversas atividades bioldgicas,
observando-se que a introducao de heterociclos fundidos num nlcleo pirimidinico aumenta essa
atividade.'® Neste contexto, e como o principal objetivo desta dissertacao passava pela
obtencao de derivados de acidos (tio) barbitiricos fundidos com anéis de 5 membros em C5-
C6, sao aqui revistas algumas abordagens para a obtencao de pirazolopirimidinas e

isoxazolopirimidinas.

A formacao de pirazolopirimidinas e oxazolopirimidinas foi descrita por Thokchom et al através
de duas abordagens.'® Numa primeira abordagem, a formacdo de pirazolopirimidinas ou
oxazolopirimidina, consoante a hidrazina utilizada, tem como base uma adicao de Michael a
dupla ligacdo de uma 5-benzilidenopirimidina, seguindo-se um ataque nucleofilico da hidrazina
ao carbonilo vicinal (esquema 1.8). Na segunda abordagem, a ciclizacao ocorre através de uma
reacao de adicao seguida de eliminacdo de etanol e posterior ataque nucleofilico ao carbonilo

vicinal (esquema 1.9).
X
I )J\
)J\ RN NR
/
NH
/
NH
PH

X
RN)J\NR
RN NR ACOH
+ NH,NHR, ou HONH, _AOH ou
EtOH =

(o] [e) o

(o] [6) /
‘ NH

Ph

Ph

Esquema 1.8 - Sintese de pirazolopirimidinas e oxazolopirimidinas a partir de 5-benzilidenopirimidinas e
respetiva hidrazina ou hidroxilamina.

X

)XJ\ X
RN)J\NR ACOH RN NR RN NR
+ NH,NHR; ou OHNH, —————> ou
EtOH / /
(0] 0 o /NH (0] o
| . _/

EtOC

Esquema 1.9 - Sintese de pirazolopirimidinas e oxazolopirimidinas a partir de 5-(etoxi)-
metilenopirimidinas e respetiva hidrazina ou hidroxilamina.

Outra abordagem diferente foi reportada por Faidallah et al, que descreve a formacao de
pirazolopiriminas a partir de 5-acilpirimidinas, através de dois ataques nucleofilicos por parte

da hidrazina (esquema 1.10)."1°
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)J\ RN)J\NR
RN NR NH,NH,
_ 2 L
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o R K,

Esquema 1.10 - Sintese de pirazolopimidinas a partir de 5-acilpirimidinas e hidrazina.
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2.0bjetivos
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Esta dissertacao teve como objetivos:

- A sintese e caracterizacao estrutural de derivados (tio)barbituratos com potencial interesse
biologico.

- A avaliacdo biologica dos (tio)barbituratos sintetizados, na determinacdo da capacidade

.....

anti-proliferativa em fibroblastos normais da derme humana (NHDF - do inglés Normal Human
Dermal Fibroblast) e em células epiteliais humanas do cancro da mama sensiveis a estrogénios

(MCF-7 - do inglés Michigan Cancer Foundation-7, human breast adenocarcinoma cell line).

- Sempre que possivel e adequado complementar os ensaios bioldgicos por estudos in silico.
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3.Resultados e Discussao
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3.1. Sintese

Nesta seccao sao apresentados e discutidos os resultados experimentais obtidos na preparacao
e na tentativa de preparacao de derivados pirimidinicos, sintetizados a partir de acidos

(tio)barbitlricos.

Os resultados aqui discutidos sao apresentados respeitando a ordem cronologica em que foram
realizados, fazendo-se uma breve referéncia sobre a pertinéncia das sinteses ou tentativas de
sinteses escolhidas, de maneira a clarificar sobre a evolucao dos estudos realizados ao longo

desta dissertacao.

Para facilitar a analise dos resultados aqui discutidos, foram realizados auxiliares de estruturas,

os quais poderao ser consultados nos anexos 1 e 2.

3.1.1.  Acido 1,3-difeniltiobarbiturico (4a)

A sintese do acido 1,3-difeniltiobarbitirico (4a) teve como objetivo a sua utilizacdo como
precursor na sintese de 5-acilpirimidinas. A obtencao da tioureia (3) a partir da anilina (2) e do
isotiocianato (1) realizou-se de acordo com o método descrito por Lu et al.""" (esquema 3.1).
A escolha deste método deveu-se ao facto de se conseguir fazer o isolamento de uma forma
facil e rapida, uma vez que o produto precipita ao longo da sua formacdo, obtendo-se um

elevado grau de pureza e rendimento (95% - tabela 1).

NH,
S
A (= Q)
=
G N N
H H
1 2 3

s
@\ )J\ /@ Acido Malénico
N N " Cloreto de acetilo
OMO

4a
Esquema 3.1 - Sintese do acido 1,3-difeniltiobarbitirico (4a).

Depois de isolada, a 1,3-difeniltioureia (3) foi submetida a uma ciclizacdo com o acido maldnico

em cloreto de acetilo, de acordo com o método descrito por Henda Schulte.'? Mesmo sendo
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necessaria uma posterior recristalizacao em acido acético, este método permite a obtencao do

acido 1,3-difenilbarbitlrico (4a) com um elevado rendimento (95% - tabela 3.1).

Tabela 3.1 - Bandas carateristicas dos espetros de FTIR, pontos de fusdao e rendimento para a 1,3-
difeniltioureia (3) e acido 1,3-difeniltiobarbitirico (4a).

Composto FTIR (bandas Ponto de fusao Literatura Rendimento
carateristicas) (°C) (°Q) (%)
3 3202 (N-H), 142-144 140-142'"3 95
1598 (C=C)
4a 1727 e 1707 252-253 258-259'12 95
(C=0),
1594 (C=C)

Os pontos de fusao dos compostos obtidos encontram-se de acordo com a literatura,

apresentando pequenos intervalos de fusao, indicando um elevado grau de pureza (tabela 3.1).

Os espetros de FTIR da 1,3-difeniltioureia (3) e do acido 1,3-difeniltibarbitirico (4a)
apresentam as bandas esperadas (tabela 3.1). Para o 4a, é de destacar o desaparecimento da
banda carateristica das vibracoes da ligacdo N-H a 3202 cm™' e o aparecimento das bandas a

1727 e 1707 cm™', caracteristicas das vibracées dos grupos carbonilo.

Os espetros de RMN de 'H e "3C (tabela 3.2 e 3.3 ) comprovam a formacdo do produto 4a,
verificando-se a auséncia do sinal relativo ao protdo amino da tioureia 3 a 9,79 ppm, a presenca
dos sinais do acido 1,3-difeniltiobarbiturico (4a) relativos aos carbonilos a 163,32 ppm e ainda
os sinais correspondentes ao metileno a 4,10 e 41,23 ppm nos espetros de RMN de 'H e "3C,

respetivamente Os sinais observados estdo de acordo com os sinais descritos na literatura.'?

Tabela 3.2 - RMN de 'H da 1,3-difeniltioureia (3) e do acido 1,3-difeniltiobarbitlrico (4a).

Compostos 1e3NH 2’ e 6’ -ArCH 3’ e 5 -ArCH 4’ -ArCH 5 -CH;
J em Hz J em Hz J em Hz J em Hz J em Hz
3 9,79 (s, 2H) 7,48 (d, 4H, 7,33 (t, 4H, 7,12 (t, 2H, =
J=7,4Hz) J=8,2,7,6 J =7,4Hz)
Hz)
4a a) 7,21 (d, 4H, 7,55 -7,41 (m, 6H) 4,10 (s, 2H)
J=17,3Hz)

a) Nao aplicavel

Tabela 3.3 - RMN de 3C da 1,3-difeniltioureia (3) e do acido 1,3-difeniltiobarbitirico (4a).

Composto 2-CS 4, 6-CO 1’-ArC 2’,3,5 e6’-ArCH  4’-ArCH 5-CH,
3 179,63 a) 139,46 128,45 e 123,66 124,44 a)
4a 181,64 163,32 138,75 129,68 e 128,64 129,20 41,23

a) Nao aplicavel
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3.1.2.  5-(4-Metoxibenzilideno)pirimidina-2,4,6-triona (6a) e 5-(4-

metoxibenzil)pirimidina-2,4,6-triona (6b)

A sintese de 5-(4-metoxibenzilideno)pirimidina-2,4,6-triona (6a) teve como objetivo a
utilizacdo, como percursor, na tentativa de sintese de isoxazolopirimidinas e

pirazolopirimidinas.

A obtencao de 6a envolveu uma reacao do tipo Knoevenagel que, neste caso, consiste na adicao
do benzaldeido 5 ao grupo metileno ativo do acido barbiturico (4b). Esta sintese foi realizada
com adaptacao ao método descrito por Deb et al.® (esquema 3.2), aumentando-se a
temperatura reacional para a temperatura de refluxo. A escolha deste método prendeu-se com
o facto de representar um procedimento experimental simples, rapido e com obtencao de

elevado rendimento (92% - tabela 3.1).

0]
0 )J\
HN NH
)J\ (o)
KN NH agua o) o
+ OCHj _asva
refluxo
o 0 H
4b 5
OCH,4
6a

Esquema 3.2 - Sintese da 5-(4-metoxibenzilideno)pirimidina-2,4,6-triona (6a).

A sintese da 5-(4-metoxibenzil)pirimidina-2,4,6-triona (6b) teve como objetivo o estudo da
relacao estrutura-atividade em comparacao com a 5-(4-metoxibenzilideno)pirimidina-2,4,6-
triona (6a) nas atividades bioldgicas estudadas durante esta dissertacdo. Esta sintese foi

realizada de acordo com o método descrito por Cao et al (esquema 3.3)."

(0]

HN)J\NH
6a etanol/NaBH, o o
t.a.
OCH;4
6b

Esquema 3.3 - Sintese da 5-(4-metoxibenzil)pirimidina-2,4,6-triona (6b).
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Os espetros de FTIR de 6a e 6b apresentam as bandas carateristicas esperadas (tabela 3.4). E
de destacar apenas o aparecimento da banda carateristica das vibracées N-H a 3224 cm ' para
a 5-(4-metoxibenzil)pirimidina-2,4,6-triona (6b). Isto pode ser explicado pela auséncia de
conjugacao do anel em 6b, quando comparado com 6a, em que se verifica o desaparecimento
dessa mesma banda.

Tabela 3.4 - Bandas carateristicas dos espetros de FTIR, pontos de fusao e rendimento da 5-(4-
metoxibenzilideno)pirimidina-2,4,6-triona (6a) e 5-(4-metoxibenzil)pirimidina-2,4,6-triona (6b).

Composto FTIR (bandas carateristicas) Ponto de fusao Literatura Rendimento
(o) (9] (%)

6a 3046 (C-H), 2838 (C-H), 1745 286-289 297-300'" 92
(C=0), 1698 (C=0), 1651 (C=0),
1266 (C-0), 1179 (C-0)
6b 3224 (N-H), 2966 (C-H), 2929 194-195 205-21016 41
(C-H), 2835 (C-H), 1743 (C=0),
1669 (C=0), 1249 (C-0), 1175
(C-0)

Os espetros de RMN de 'H e '3C apresentam todos os sinais esperados (tabelas 3.5 e 3.6). De
destacar apenas a simetria existente nos protées do NH do anel de piridina no espetro de RMN
de 'H e nos grupos carbonilo no espetro de RMN de 3C para 6b. A semelhanca dos espetros de
FTIR, esta alteracdo nos espetros de RMN de 'H e "3C pode ser explicada pela perda de

conjugacao em 6b em comparacao com 6a.

Tabela 3.5 - RMN de 'H da 5-(4-metoxibenzilideno)pirimidina-2,4,6-triona (6a) e 5-(4-
metoxibenzil)pirimidina-2,4,6-triona (6b).

Composto NH 2’ e 6’ -ArCH 3’e5 - 5 -CCH CHs 5 -CCH:
J em Hz J em Hz ArCH J em Hz J em Hz Jem Hz
JemHz
6a 11,29 (s, 8,37(d,2H,J 7,06 (d, 2H, 8,25 (s, 1H) 3,34 (s, a)
1H) =9,1 Hz) J =9,0 Hz) 3H)
11,16 (s,
1H)
6b 11,15(s, 6.99(d, 2H,J 6.82 (d, 2H, 3,82 (t, 1H, 3,70 (s, 3,19 (d, 2H,
2H) = 8.3 Hz) J = 8.5 Hz) J = 4,8 Hz) 3H) J =4,8 Hz)

a) Nao aplicavel

Tabela 3.6 - RMN de 3C da 5-(4-metoxibenzilideno)pirimidina-2,4,6-triona (6a) e 5-(4-
metoxibenzil)pirimidina-2,4,6-triona (6b).

Composto co 4 - 5-CCH ArCH 1’ -ArC 5-CCH OCH3 5 -CCH;
ArCOCH3
6a 163,91 162,18 154,94 137,48 125,17 115,56 55,70 a)
163,44 113,95
150,20
6b 170,04 158,05 a) 128,93 130,03 a) 54,94 32,83
150,55 113,71

a) Nao aplicavel
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3.1.3. Pirazolopirimidinas 7a-c e isoxazolopirimidina 7d

Nesta seccao sao apresentados os resultados obtidos nas varias tentativas de sintese com vista

na obtencao de isoxazolopirimidinas e pirazolopirimidinas derivadas de acidos barbitlricos.

Neste contexto, foi desenvolvida uma série de compostos com nlcleo isoxazolopirimidina e
pirazolopirimidina derivadas de 5-benzilidenopirimidinas por Thokchom et al.'®. Estas
pirazolopirimidinas sdo descritas como analogas das purinas, uma vez que apresentam
carateristicas estruturais semelhantes a estas.'® Neste contexto, de maneira atingir o objetivo
desta dissertacao, tentaram-se desenvolver compostos com nlcleos semelhantes, de acordo

com o método referido anteriormente.

Assim, como ja referido iniciou-se o trabalho com a sintese da 5-(4-
metoxibenzilideno)pirimidina-2,4,6-triona (6a) que, ao reagir com uma hidrazina deveria sofrer
uma adicao de Michel no grupo metilideno com ciclizacao por ataque nucleofilico ao carbonilo
vicinal para a formacao do anel de pirazole. No entanto, e ao contrario do descrito,'® neste

trabalho de dissertacao nao se observou a referida ciclizacao.

No esquema 3.4 sao apresentadas duas abordagens diferentes para a formacao da respetiva
pirazolopirimidina. Na primeira abordagem, fez-se reagir a hidrazina correspondente com 6a
na presenca de etanol e acido acético, enquanto que na segunda abordagem, como
consequéncia do insucesso da primeira, introduziu-se triflato de bismuto e trocou-se o solvente
reacional de etanol para isopropanol. A mudanca de solvente permitia aumentar a temperatura
reacional de 78 °C para 83 °C, enquanto que o uso de triflato de bismuto, na qualidade de
acido de Lewis, esperava-se que a sua utilizacdo ativasse o grupo carbonilo, funcionando desta
forma como catalisador na reacdo. No entanto, analogamente a abordagem anterior, também

esta nao se revelou bem sucedida.

O
a) ou b) HN NH
6a —F—>»
/
0 n—Ri
/
A\
Rz
7a-c
HsCO
7aR;=R;=H
bR;=Ph; R,=H
¢ Ry =R,=CH3

Esquema 3.4 - Tentativa de sintese das pirazolopirimidinas 7a-c, a partir da 5-(4-metoxibenzilideno)
pirimidina-2,4,6-triona (6a). Condicdes reacionais: a) hidrato de hidrazina ou fenil-hidrazina/acido
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acético/etanol/refluxo; b) hidrato de hidrazina ou N,N’-dimetil-hidrazina dicloridrato/acido
acético/isopropanol/refluxo.

No esquema 3.5 é apresentada a tentativa de sintese da 5-(etoximetileno)-1,3-difenil-2-tioxodi-
hidropirimidina-4,6-diona (8a), através de uma reacao do tipo Knoevenagel, com a adicao do
trietilortoformiato ao acido 1,3-difeniltiobarbitlrico (4a). O produto obtido (8a) na presenca
de hidrato de hidrazina, etanol e acido acético iria sofrer de ciclocondensacao, formando a
pirazolopirimidina correspondente, como descrito por Thokchom et al.'® No entanto nio se
consegui obter o produto 8a.

Trietilortoformiato/butanol
4a >

refluxo o ‘ S

Esquema 3.5 - Tentativa de sintese de 5-(etoximetileno)-1,3-difenil-2-tioxodi-hidropirimidina-4,6-diona
(8a).

Depois do insucesso das sinteses referidas anteriormente, tentou-se obter um anel de isoxazole
(esquema 3.6) através da reacao de condensacao entre 6a e cloridrato de hidroxilamina na

presenca de etanol e acido acético, que nado se revelou uma vez mais bem sucedida.

H

OYN
Cloridrato de hidroxilamina/ acido acético

HN

\J

6a

etanol/ refluxo

OCH3

7d

Esquema 3.6 - Tentativa de sintese da isoxazolopirimidina 7d a partir da 5-(4-metoxibenzilideno)
pirimidina-2,4,6- triona (3a).
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3.1.4. 5-Acilpirimidinas 9a-e

Nesta seccdo sao apresentados e discutidos os resultados obtidos na sintese e na tentativa de
sintese de 5-acilpirimidinas, também equacionadas como precursores na sintese de

hidrazinilpirimidinas.

Para a obtencao de 5-acilpirimidinas 9a-e (esquema 3.7) utilizou-se anidrido acético (para as
acil-pirimidinas 9a-c) e trifluoroacético (para a acilpirimidina 9e) para introduzir o substituinte
acilo na posicao 5 dos acidos (tio)barbitlricos, de acordo com os métodos descritos por Jursic
et al.'® e Faidallah et al.""°, respetivamente. Para a obtencao da 5-acilpirimidina 9d utilizou-
se o método descrito por Neuman et al.'® A escolha destes métodos deveu-se ao facto de serem
rapidos e faceis, permitindo a obtencao do produto com elevado grau de pureza e rendimentos
de moderados a bons (37-83%). Através da analise da tabela 3.7, verifica-se que os grupos R;
parecem ter alguma influéncia no rendimento da reacdo, uma vez que o hidrogénio favorece o
aumento do rendimento quando comparado com o grupo metilo. Os grupos R, também parecem
exercer alguma influéncia, sendo que o grupo metilo permite melhor rendimento quando
comparado com o grupo fenilo. Em relacdo ao grupo calcogénio ndo se consegue obter
informacéo sobre a influéncia que este exerce no rendimento da reacdo. Na mesma tabela sao
também apresentadas as bandas carateristicas de FTIR e pontos de fusdo e rendimentos das 5-

acilpirimidinas 9a-e.

X X
Ry Ry Ry )J\ Ry
N )J\ ~ ~ ~
N N a)- o) N N
—_—
OMO o o)
4 a-d

4a X=S; R,=Ph

o) Ry
b X=0; Ry=H

€ X=0; Ry=CH; 9 a-e

d X=S; Ry=H 9a X=0; R;=H; R,=CH,

b X=0; Ry=CHj3; Ry=CH,

¢ X=S; Ry=Ph; Ry=CHj

d X=0; R;=H; Ry=Ph

e X=S; Ry=Ph; R,=CF,
Esquema 3.7 - Sintese das 5-acilpirimidinas 9a-e a partir de acidos (tio)barbitlricos. Condicdes
reacionais: a) anidrido acético/acido sulfarico; b) anidrido trifluoracético/THF; c¢) anidrido
benzoico/piridina.
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Tabela 3.7 - Bandas carateristicas dos espetros de FTIR, pontos de fusdo e rendimento das 5-
acilpirimidinas 9a-e.

Composto X R1 Rz FTIR (bandas Ponto de fusdo  Literatura Rendimento
carateristicas) (°Q) (°C) (%)
9a 0] H CH; 3280 (N-H), 3202 305-307 296-300'""" 83
(N-H), 1779 (C=0),
1732 (C=0)

9b O CH; CH; 1721 (C=0), 1656 91-92 97-99118 45
(C=0)

9c S Ph  CH; 1701 (C=0), 1635 256-257 258-259'"2 65
(C=0)

9d 0] H Ph 3296 (N-H), 1774 276-277 275 75

(C=0), 1745 (C=0),
1704 (C=0), 1629
(C=0)
9e S H CFy 1679 (C=0), 1642 240-241 a) 37
(C=0), 1155 (CFs)

a) Nao reportado

Da analise dos espectros de RMN de 'H e '3C (tabelas 3.8 e 3.9) pode-se observar que, apesar
de se encontrarem os sinais esperados teoricamente, existem algumas excecoes,
nomeadamente no que diz respeito aos espectros de RMN de 3C. Assim nos espectros observa-
se que, a excecao da 5-acilpirimidina 9e, todos os outros apresentam um Unico desvio quimico
refente aos carbonilos do anel de pirimidina, no entanto, a féormula molecular da 5-
acilpirimidina 9b foi confirmada por espectrometria de massa.

E ainda de salientar que a auséncia do sinal correspondente ao hidrogénio do carbono 5 do anel
de pirimidina nas 5-acilpirimidinas 9a, 9b e 9d esta de acordo com a literatura.'0>119104 A 5.
acilpirimidina 9c, apesar de se encontrar descrita pela literatura, nao se encontra caraterizada
espectroscopicamente. Para a 5-acilpirimidina 9e nao foi possivel fazer comparacdo com a

literatura, uma vez que nao se encontra descrita.

Tabela 3.8 - RMN de 'H das 5-acilpirimidinas 9a-e.

Composto NH ArCH 5 -CH CHs
Jem Hz J em Hz J em Hz J em Hz
9a 11,78 (s,1H), a) b) 2,58 (s, 3H)
11,04 (s, 1H)
9b a) a) b) 3,18 (s, 6H)
2,63 (s, 3H)
9c a) 7,48 (t, 4H, J = 7,4 Hz), 7,39 (t, b) 2,66 (s, 3H)
2H, J =7,7 Hz,), 7,30 (d, 4H, J
=7,7 Hz)
9d 11,48 (s, 2H) 7,61 - 7,50 (m, 3H), 7,44 (t, 2H, b) a)
J=17,6Hz)
9e 12,18 (s, 2H) a) 4,90 (s, 1H) a)

a) Nao aplicavel

b) Nao observado
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Tabela 3.9 - RMN de 3C das 5-acilpirimidinas 9a-e.

Composto  5-CCO 2-C_ 4,6:CO0 5-CH CH; 5-CCC ArC ArCH
9%a 195,35 149,52 b) 95,89 a) 24,29 a) a)
9b 194,96 150,45 b) 96,38 28,06 24,54 a) a)
9c 196,90 179,97 b) 98,72 a) 25,06 139,68 129,54

129,32
128,79
9d 190,55 149,75 b) 95,56 a) a) 135,57 131,95
129,03
127,93
%e 181,28 175,51 166,45 31,16 a) 82,41 a) a)
162,49

a) Nao aplicavel

b) Nao observado

Tentativas de sintese das 5-acilpirimidinas 9f-i

Para a obtencao das 5-acilpirimidinas 9f-i (esquema 3.8), e a semelhanca dos derivados acima
descritos, utilizou-se anidrido acético (para 9f) e trifluoroacético (para 9g-i) para introduzir o
substituinte acilo na posicdo 5 dos acidos (tio)barbitlricos, de acordo com os métodos

anteriormente referidos.

X
oY
\N N

a)-c)
4a-d ——
o) o]
o) R,

9 f-i
9f X=S; Ry=H; R,=CH,
g X=0; Ry= H; R,=CF,
h X=0; Ry=CHs; R,=CF,
i X=S; Ry=Ph; R,=CF,
Esquema 3.8 - Tentativa de sintese das 5-acilpirimidinas 9f-i. Condicdes reacionais: a) anidrido
acético/acido sulfirico; b) anidrido trifluoracético/ THF; c) piridina/anidrido trifluoroacético/THF.

Apesar de reportado por Jursic et al,'® a formacao da 5-acetil-2-tioxodi-hidropirimidina-4,6-
diona (9f) a partir do acido tiobarbitlrico nao se verificou. Através de analise por cromatografia
em camada fina (ccf) verificou-se a formacao de uma mistura complexa, na qual nao foi possivel

identificar o composto pretendido.

Para a obtencao das 5-acilpirimidinas 9g-i foi utilizado o mesmo método de sintese da 5-acil-
pirimidina 9e, embora igualmente sem sucesso. Da analise do espectro de RMN de 'H dos
compostos 9g e 9h, verifica-se que a introducao do substituinte trifluoroacetilo na posicao 5 do

acido barbitlrico (para o composto 9g) e 1,3-dimetilbarbiturico (para o composto 9h) nao
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ocorreu, uma vez que os espectros de RMN de 'H correspondem aos respetivos materiais de
partida. Para a 5-acilpirimidina 9i observou-se, através de analise por ccf, a formacdo de uma

mistura complexa, que se mostrou inconclusiva.

Comprovando-se o insucesso das reacoes anteriores, planeou-se o uso de piridina (condicoes
reacionais c - esquema 3.8) para a sintese da 5-acilpirimidina 9g, a partir do acido barbiturico.
A piridina, sendo uma base, iria retirar o protao acidico do grupo metileno do acido barbitirico,
facilitando assim o ataque ao anidrido trifluoroacético, no entanto, esta alternativa nao se

mostrou igualmente bem sucedida.

3.1.5. Hidrazinilpirimidinas 10a-j

Nesta seccdo sao apresentados e discutidos os resultados obtidos na sintese e na tentativa de

sintese de hidrazinilpirimidinas derivadas de 5-acilpirimidinas.

A obtencao de hidrazinilpirimidinas envolve uma reacao de condensacao direta entre as
correspondentes 5-acilpirimidinas 9a-e e as diferentes hidrazinas (esquema 3.9). Esta sintese

realizou-se de acordo com o método descrito por Jursic et al.'®

0 R,
R N
1
SN Z SN R,
9a-e _NHNHR;/metanol H
refluxo
X T (0]
R
10a-j

10a X=0; Ry=H; R,=CH;; R3=4-NO,C,H,
b X=0; R;=CHs; Ry=CHj; Ry=4-NO,C¢H,
€ X=5; Ry=Ph; R,=CHs; R3=4-NO,C(H,
d X=0; R;=H R,=CH3; R3=2,4-NO,C¢H;
e X=0; R;=CHj;; R,=CH3; R3=2,4-NO,CH,
f X=0; R;=H; R,=CHj;; R3=C¢Hy
g X=0; R;=CHs; R,=CHj; R3=C¢Hs
h X=S; R,=Ph; R,=CH;; R3=C¢Hs
i X=0; R;=H; R,=CHj; Ry=H
j X=S; R;=Ph; Ry=CH;;Ry=H

Esquema 3.9 - Sintese das hidrazinilpirimidinas 10a-j.

Assim como os processos anteriores, este método permite isolar o produto pretendido de uma
forma rapida e facil. De uma maneira geral, os produtos foram obtidos com bons rendimentos
de bons a excelentes (50-92%), verificando-se que os grupos R; tém influéncia no rendimento
da reacdo, uma vez que os derivados substituidos em R; por hidrogénios apresentam

rendimentos superiores, quando comparados com os seus analogos metilados. Em relacao ao
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grupo calcogénio, nao € possivel inferir sobre a sua importancia no rendimento da reacdo, uma
vez que os derivados sintetizados com diferentes grupos calcogénios apresentam também

diferentes substituintes, o que torna inconclusiva qualquer comparacao direta.

Para nenhum dos derivados sintetizados 10a-j se encontram descritos na literatura os respetivos
pontos de fusao, sendo novas apenas as hidrazinilpirimidinas 10c e 10f-j. Com excecao de 10d
e 10i, todas as restantes hidrazinilpirimidinas apresentam pequenos intervalos de fusao, o que

pode indicar um elevado grau de pureza.

Tabela 3.10 - Bandas carateristicas dos espetros de FTIR, pontos de fusdo e rendimento das
hidrazinilpirimidinas10a-j.

Composto X Ry R2 R3 FTIR (bandas Ponto de  Rendimento
carateristicas) fusdo (%)
(1Y)
10a O H CHz: 4-NO;CeHs 3282 (N-H), 3207 (N-H), 324-326 71

1715 (C=0), 1625 (C=0),

1335 (NOy), 1112 (C-NO2)
10b O CHy CH; 4-NOCeHs 3327 (N-H), 3254 (N-H), 228-232 67
1706 (C=0), 1321 (NOy),
1104 (C-NO2)
10c S Ph CHs 4-NO,CeHs 3193 (N-H), 1631 (C=0), 285-288 81

1318 (NOy), 1112 (C-NOy)

10d O H CH; 2,4- 3325 (NH), 3323, 1710 Dec. 342 87
NO,CeHy (C=0),1682 (C=0), 1634
(C=0), 1506 (NO), 1335
(NO2), 1313 (NO2), 1144
(NO2) e 1128 (NOy)
10e O CHs CHs 2,4- 3362 (NH), 1705 (C=0), 245 - 247 83
NO2CeHy4 1650 (C=0), 1615 (C=0),
1539 (NO3), 1509 (NO),
1333 (NO2), 1315 (NOy),
1157 (NO7), 1143(NOy)

10f O H CH; CeHs 3267 (N-H), 3173 (N-H), 307-310 92
1712 (C=0), 1662 (C=0),
1628 (C=0)
10g O CH; CHs CeHs 3250 (N-H), 1704 (C=0), 182-184 50
1672 (C=0)
10h S Ph CHs CeHs 3243 (N-H), 1651 (C=0), 234-236 72
1620 (C=0)
10i O H CHs H 3344 (NH;), 3246 (NHy), Dec. 300 86
1639 (C=0), 1647 (C=0)
10 S Ph CHs H 3331 (NHy), 3246 (NHa), 242-243 88
1662 (C=0)

Os espetros de RMN de '3C e 'H apresentam os sinais esperados (tabela 3.11 e 3.12). Contudo,
no espetro de RMN de '3C, é de salientar a auséncia dos sinais respetivos aos grupos carbonilos
da posicao 4 e 6 nas hidrazinilpirimidinas 10a-g, a semelhanca do que se verificou para os seus
precursores, descritos na subseccao 3.1.4. Contudo, a foérmula molecular das
hidrazinilpirimidinas 10b e 10i foi confirmada por espectrometria de massa. De destacar ainda,
que os substituintes do anel pirimidinico ndo tém grande influéncia nos desvios quimicos dos

sinais espetroscopicos, o que nao acontece para os substituintes em R; que, quando alterados,
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originam alteracdes significativas nos mesmos sinais. Isto pode ser verificado por comparacao

dos sinais das hidrazinilpirimidinas 10a-c com 10d-j e estes Ultimos entre si, nos espetros de

RMN de '3C.

Tentativa de sintese das hidrazinilpirimidinas 10k-n

Para a obtencao das hidrazinilpirimidinas 10k-n (esquema 3.10) utilizou-se o método de sintese

referido na sintese das hidrazinilpirimidinas 10a-j. No entanto para estes compostos o método

escolhido nao teve o sucesso desejada. Na analise por ccf, verifica-se a formacdo de varios

produtos,

sendo dificil identificar o produto de interesse. Ao contrario destas,

a

hidrazinilpirimidina 10k parece nunca se ter formado, uma vez que nao se observa um avanco

reacional através de analise por ccf.

R4
NH,NHR;/ metanol Sy = H/ ~

9b e 9e X% >
refluxo

X N @)

Ry

10k-n
10k X=0; R{=CHj;; R,=CH3; R3=H
[ X=S; Ry= H; Ry=CF3; R3=H
m X=S; Ry=H; R,=CF3; R3=4-NO,C,H,
n X=5; Ry=H; R,= CF3; Ry= C4Hs

Esquema 3.10 - Tentativa de sintese das hidrazinilpirimidinas 10k-n.
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Tabela 3.11 - RMN de 'H das hidrazinilpirimidinas 10a-j.

Composto 1e 3-NH 5-CCNH 5-CCCHs 1’-ArCNH  2’-ArCH 6’-ArCH 4’-ArCH 3’-ArCH 5’-ArCH Outros Sinais
10a 10,80 (s,1H) 13,24 (s,1H) 2,66 (s, 3H) 9,67 (s, 6,85 (d, 2H, J=9,1Hz) a) 8,14 (d, 2H, J= 9,2 Hz) a)
10,66 (s,1H) 1H)
10b a) 13,29 (s, 1H) 2,66 (s, 3H) 9,76 (s,1H) 6,85 (d, 2H, J= 9,8 Hz) a) 8,16 (d, 2H, J=9,8 Hz) 3,19 (s, 6H, CH3)
10c a) 13,18 (s, 1H) 2,66 (s, 3H) 9,86 (s,1H) 6,86 (d, 2H, J= 9,2 Hz) a) 8,15 (d, 2H, J=9,8 Hz) 7,44 (t, 4H, J=7,8 Hz
37’ eb’)7,35(t, 2H,
J=7,5Hz4") 7,27 (d,
4H, J=7,2Hz 2’ e 6”’)
10d 10,95 (s, 1H) 13,22 (s, 2H) 2,62 (s, 3H) 10,57 (s, a) 7,20 (d, 1H, a) 8,89 (d, 8,38 (dd, a)
10,67 (s, 1H) 1H) J=9,5 Hz) 1H, J=2,6 1H, J=9,5,
Hz) 2,6 HZ)
10e a) 13,25 (s, 1H) 2,65 (s, 3H) 10, 64 (s, a) 7,17 (d, 1H, a) 8,89 (d, 8,38 (dd, 3,19 (s, 6H, CHs)
1H) J=9,5 Hz) 1H, J=2,7 1H, J=9,4,
Hz) 2,7 Hz)
10f 10,65 (s, 2H) 13,26 (s, 1H) 2,67 (s, 3H) 8,54 (s, 6,76 (d, 2H, J=7,4Hz) 6,89 (t, 1H, 7,26 (t, 2H, J=8,0 Hz) a)
1H) J=7,8 Hz)
10g a) 13,36 (s, 1H) 2,70 (s, 3H) 8,63 (s, 6,76 (d, 2H, J=7,4Hz) 6,89 (t, 1H, 7,27 (t, 2H, J=7,8Hz) 3,17 (s, 6H, CHs)
1H) J=7,8 Hz)
10h a) 13,29 (s, 1H) 2,71 (s, 3H) 8,77 (s,1H) 6,79 (d, 2H, J=7,7Hz) 6,90 (t, 1H, 7,43 (t, 4H, J=7,4Hz 3"’ e 5"’) 7,35 (t, 2H, J=7,4
J=7,4 Hz) 4’)7,29-7,24 (m, 6H, 2°’,6’’,3’ e 5’)
10i 10,34 (s, 2H) 13,29 (s, 1H) 2,61 (s,1H) a) a) a) a) a) a) 5,55 (s, 2H, NH2)
10J a) 13,35 (s, 1H) 2,61 (s, 1H) a) a) a) a) a) a) 7,44-7,20 (m, 12H,

ArCH e NH;)

a) Nao aplicavel
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Tabela 3.12 - RMN de '3C das hidrazinilpirimidinas 10a-j.

Composto 2-C 4 e 6-CO 5-C 5-CC 5-CCCHs 1’-ArC 2’-ArC 6’-ArCH 3’-ArCH  5’-ArCH 4’-ArC Outros Sinais
10a 150,12 b) 89,63 152,92 16,15 175,67 111,84 126,53 140.07 a)
10b 151,07 b) 89,98 152,80 16,77 175,81 111,82 126.82 140,09 28,03 (2 X CHs)
10c 179,06 b) 91,89 151,95 16,84 175,89 111,54 125,99 140,40 139,72 (1°’-ArC), 129,18
(2’ e 6’’-ArCH), 128,79 (3"’
e 5’-ArCH), 127,73 (4”’-
ArCH)
10d 149,63 b) 89,98 175,82 16,08 147,09 130,89 115,46 122,89 130,42 137,79 a)
10e 150,58 b) 90,30 176,01 16,72 146,98 130,88 115,37 122,87 130,37 137,80 27,64 (2 X CHs)
10f 149,72 b) 88,20 174,87 15,69 146,59 112,75 129,39 120,66 a)
10g 150,66 b) 88,57 174,83 16,28 146,43 112,76 129,39 120,71 27,50 (2 X CHs)
10h 179,00 162,39 91,12 174,86 16,82 145,90 112,98 129,45 121,00 140,50 (1°’-ArC), 129,23
(2"’e 6’’-ArCH), 128,83 (3"’
e 6’’-ArCH), 127,73 (4”’-
ArCH)
10i 149,87 165,64 86,07 168,35 15,91 a) a) a) a) a) a) a)
10j 178,46 162,03 89,19 166,18 15,91 a) a) a) a) a) a) 140,66 (1°’ArC), 129,22 (2"’

e 6’-ArCH), 128,63 (3"’ e
5""-ArCH), 127,48 (4”’-ArCH)

a)
b)

Nao aplicavel

Nao observado
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3.2. Avaliacao Biolodgica in vitro

3.2.1. Determinacao da atividade inibitoria da xantina oxidase

sintetizados foi avaliada espetrofotometricamente, utilizando o alopurinol como controlo
positivo e medindo os niveis de formacao de acido Urico a um comprimento de onda de 295 nm.
De maneira a garantir o intervalo de concentracdao em que ha linearidade de absorvancia, foi
realizada uma curva de calibracdo para varias concentracoes de acido Urico a 295 nm,

observando-se haver linearidade pelo menos entre 1,5 e 400 pM (grafico 3.1)
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Grafico 3.1 - Curva de calibracdo para o acido Urico a 295 nm, com respetiva equacgao da reta e r2.

.....

compostos em estudo foi realizado um screening a uma concentracao de 30 pM, seguindo os

métodos de Zhao et al'® e Gupta et al”".

Apos analise dos resultados obtidos (grafico 3.2), verifica-se que as hidrazinilpirimidinas 10b e
10g sdao as que apresentam uma capacidade de inibicao da atividade enzimatica mais
significativa, de 51 e 57 %, respetivamente, embora, inferiores ao alopurinol, utilizado como
composto de referéncia. Para estes derivados verifica-se que substituintes dimetil na posicao
1,3 do anel de pirimidina estao associados, de uma forma geral, a maior atividade. Assim como

o substituinte fenilo em R;.

40



Entre as 5-benzilidenopirimidinas 6, € notdria uma menor capacidade de inibicdo da atividade
enzimatica de 6a quando comparada com a do seu analogo 6b, apontando para que a dupla

ligacdao em C-5 prejudique a capacidade de inibicao.

Em relacao aos derivados 5-acilpirimidinas 9, observa-se que todos apresentam percentagens

.....

producao de acido Urico. Para estes derivados verifica-se que a introducao do grupo benzoilo

na posicao 5 do acido barbitirico parece favorecer a inibicdo da atividade enzimatica.
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Grafico 3.2 - Percentagem de inibicao da atividade da xantina oxidase por parte dos compostos 6a, 6b,
9a-e, 10a-j e alopurinol, usado como controlo positivo, a uma concentracao de 30 pM. Os dados sao
apresentados com os respetivos desvios padrao, representativos das trés experiéncias independentes
realizadas. * p<0.05 em relacao ao controlo (Teste-t de student).

Apos a analise dos dados referentes a inibicao da atividade enzimatica ao longo dos 10 minutos

de reacao (grafico 3.3), verifica-se que as hidrazilpirimidinas 10b e 10g apresentam um perfil

.....

Assim sendo, foram efetuados estudos de concentracao-resposta para o alopurinol e, para as

hidrazinilpirimidinas 10b e 10g.
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Grafico 3.3 - Percentagem de inibicdo da atividade enzimatica da XO em funcdo do tempo, para os
compostos 10b, 10e, 10g e alopurinol a uma concentracao de 30pM.

Apds a realizacdo do estudo de concentracdo-resposta, foi possivel estimar os valores de
inhibitory concentration) para os compostos em estudo (tabela 3.13). O alopurinol apresenta
um ICs calculado de 2,83 pM, proximo do resultado descrito na literatura de 4,75 pM.'?° Quando
comparadas com o alopurinol, as hidrazinilpirimidinas 10b e 10g apresentam valores de ICs
bem mais elevados. Desta forma devem ser feitos mais estudos, nomeadamente a realizacao
de graficos de Lineweaver-Burk, para uma melhor compreensao do tipo de inibicdo em causa

assim como a cinética de reacao.

Tabela 3.13 - Valores de ICso estimados para a inibicao da atividade da XO dos compostos alopurinol, 10b
e 10h.

Composto ICs0 (UM) r2

Alopurinol 2,83 0,9944
10b 27,85 0,8606
10g 24,26 0,8999

3.2.2. Determinacao da atividade antioxidante

O potencial antioxidante dos compostos sintetizados foi avaliado através do ensaio de DPPH
(2,2-difenil-2-picril-hidrazil), um método rapido e frequentemente usado neste tipo de

analise. 12!
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O DPPH é caraterizado como sendo um radical livre relativamente estavel, devendo-se esta
estabilidade ao facto de possuir um eletrao desemparelhado que sofre deslocalizacao por toda
a molécula.'”? Na presenca de um “radical scavenger” o DPPH (de cor violeta intensa) é
convertido em 2,2-difenil-1-picril-hidrazina, com perda gradual de coloracdo.'?* Com a reducao
do DPPH é de esperar uma coloracao residual amarela palida, carateristica do grupo picrilo,
ainda presente na molécula reduzida. Esta alteracao permite quantificar a extensao de reducao
do DPPH através de uma analise espectrofotométrica a um comprimento de onda de 515 ou

51 7nm124, 125

O ensaio de DPPH foi realizado segundo o método descrito por Zhao et al'?. De modo a
determinar o comprimento de onda a utilizar foram feitas duas curvas de calibracao, aos
diferentes comprimentos de onda com varias concentracdes de DPPH (tabela 3.14). Apos analise
dos resultados, optou-se pelo comprimento de onda de 517mn, uma vez que apresentou uma
melhor correlacdo linear. E ainda de salientar que a concentracdo de DPPH escolhida para a

realizacao do ensaio (100uM) se encontra dentro do intervalo de linearidade.

Tabela 3.14 - Curvas de calibracao para o radical DPPH aos comprimentos de onda de 515 e 517 nm.

Comprimento de Equacéo da curva r2
onda (nm)
515 y = 0,0011x + 0,5410 0,9971
517 y =0,0011x + 0,5760 0,9989

Para determinar genericamente o potencial captador de radicais dos compostos sintetizados foi
realizado um screening, a uma concentracdo de 30 pM, com leitura da absorvancia aos 20 e 60
minutos apos o inicio da reacdo. Os compostos em estudo foram comparados com o trolox,

utilizado como composto de referéncia.

Apos analise dos resultados (grafico 3.4) verificou-se um potencial de reducdo muito

significativo das hidrazinilpiridinas 10a-d e 10g-i, em alguns casos superior ao do trolox.

E ainda de salientar que os compostos 6b, 9e e 10j apresentam um potencial de reducio muito
baixo e que o alopurinol e 5-acilpirimidinas 9a-d apresentam percentagens negativas. De notar

ainda, que a percentagem de reducao é geralmente superior aos 60 minutos.
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Grafico 3.4 - Percentagem de reducao do radical DPPH em relacdo ao controlo por parte dos compostos
trolox, alopurinol, 6a-b, 9a-e, 10a-j a uma concentracao de 30uM, aos 20 e 60 minutos de exposicao. Os
dados sdao apresentados com os respetivos desvios padrdo representativos das trés experiéncias
independentes realizadas. * p<0.05 em relacao ao controlo (Teste-t de student).

Apos o screening inicial a 30uM, foram realizados estudos para a determinacdo de curvas
concentracao-resposta de todos os compostos que apresentavam um potencial de reducao
superior a 50%, com o objetivo de se estabelecer relacao entre o efeito do composto e as
concentracdes testadas. Para este calculo foi utilizada a extensdo linear de cada curva de
concentracao-resposta, mostrando-se o resultado obtido para o composto de referéncia (34,31
pM) semelhante ao valor descrito na literatura (37,19 pM).12¢

Com base na observacao dos valores de ICs, (tabela 3.15), todos os compostos mostraram um
potencial de reducédo superior ao do trolox, o que a partida revelam ser resultados bastantes
promissores.

Por fim, é de salientar que as hidrazinilpirimidinas 10b e 10g que tém uma capacidade anti-
oxidante significativa, tém também algum potencial de inibicdo da atividade da X0, o que pode
ser um resultado promissor tendo em conta o mecanismo de acao desta enzima e os objetivos

no desenvolvimento de novos farmacos nesta area.
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Tabela 3.15 - Valores de ICs para a atividade antioxidante pelo método de DPPH dos compostos trolox,
10a-d e 10g-i.

Composto ICso R?
10a 24,68 B
10b 23,97 0,99
10¢ 31,68 0,99
10d 24,39 0,99
10g 20,97 0,99
10h 20,10 0,96
10i 12,72 0,96

Trolox 34,31 0,99

3.2.3. Determinacao da atividade antibacteriana

A atividade antimicrobiana néo foi realizada no ambito desta dissertacao, sendo os resultados
obtidos e gentilmente cedidos pela Doutora Susana Ferreira do centro de investigacao em

ciéncias da salde.

Todos os compostos sintetizados foram testados, in vitro, quanto a sua atividade antibacteriana
em duas bactérias gram-positivas (Bacillus cereus e Staphylococcus aureus) e cinco bactérias
gram-negativas (Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella
Typhimurium e Acineobacter baumanni) e comparados com a tetraciclina, o agente

antibacteriano de referéncia (tabela 3.16).

.....

contra Bacillus cereus, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,
Pseudomonas aeruginosa e Salmonella Typhimurium, apresentando valores de MIC (MIC-do
inglés Minimum Inibitory Concentration) superiores a 200 uM. O mesmo ndo aconteceu em

relacdo a Acineobacter baumanni, observando-se que as hidrazinilpirimidinas 10a-c e 10f-h

.....

.....

hidrazinilpirimidinas sintetizadas mostraram uma enorme seletividade para a Acineobacter

baumanni, o que as torna numa gama de compostos muito promissores.
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Tabela 3.16 - Atividade antibacteriana dos compostos tetraciclina, 6a-b, 9a-e, 10a-j contra a) Bacillus
cereus, b) Staphylococcus aureus, c) Escherichia coli, d) Klebsiella pneumoniae, e) Pseudomonas
aeruginosa, f) Salmonella Typhimurium, g) Acinetobacter baumani (MIC, uM).

Compostos a) b) c) d) e) f) g)

6a-b, 9a-e, 10d- 0 300 >200 >200 >200 +200 +200
e, 10i-j

10a 5200 >200 >200 +200 +200 +200 6,25
10b 5200 >200 >200 >200 >200 ~200 12,5
10¢ 5200 >200 >200 +200 +200 +200 12,5

10f 5200 >200 ~200 >200 >200 ~200 25

10g 5200 >200 >200 +200 +200 +200 25

10h 5200 >200 ~200 >200 >200 >200 25
Tetraciclina 0,14 2,25 4,50 9,00 36,00 9,00 9,00

3.2.4. Determinacao dos efeitos na proliferacao celular

A avaliacdo do efeito dos compostos na proliferacao celular foi realizada pelo método do
brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT), apds 72h de exposicao aos
mesmos. Este € um método colorimétrico no qual a molécula de MTT é reduzida pelas sucinato
desidrogenases, em células viaveis, ao seu derivado formazano. Esta reducdo é quantificada
espetrofotometricamente a uma absorvancia de 570 nm e é considerada equivalente ao niUmero

de células viaveis.127,128

Os efeitos citotdxicos dos compostos sintetizados foram comparados com o controlo positivo 5-
fluorouracilo (5-FU), em células NHDF e MCF-7.

Para determinar genericamente o potencial citotoxico dos compostos sintetizados foi realizado
um screening, a uma concentracao de 30 puM. Através da analise dos resultados (grafico 3.5)
pode-se concluir que existe um potencial citotoxico relevante por parte de alguns compostos
sintetizados, nomeadamente da hidrazinilpirimidinas 10f-h, que levam a uma percentagem de
proliferacao celular inferior a observada com o 5-FU. Estes resultados permitem concluir sobre
a importancia da introducao do grupo fenilo, uma vez que analogos substituidos com o grupo
4-nitrofenilo (10a-c), 2,4-dinitrofenilo (10d-e) e hidrogénio (10i-j) nao apresentam

citotoxicidade significativa.

Em relacao aos derivados de 5-acilpirimidinas observa-se que todos levam a uma percentagem
de proliferacao celular elevada, parecendo até haver um estimulo de proliferacdo por parte de
9a.
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Grafico 3.5 - Percentagem relativa de proliferacao celular em células NHDF apos 72 horas de exposicao
aos compostos 5-FU, 6a-b, 9a-e e 10a-j a uma concentracao de 30uM. Os dados s@o apresentados com os
respetivos desvios padrao e sao representativos das trés experiéncias independentes realizadas. * p<0.05
em relacao ao controlo (Teste-t de student).

Ap0s o screening inicial, foram realizados estudos de concentracao-resposta para os compostos
mais citotoxicos (10a,10f, 10g e 10h) e para o 5-FU. Neste estudo, as células foram tratadas e
expostas a concentracoes de 0,01, 0,1, 1, 10, 50 e 100 uM dos compostos selecionados, durante

72 h. Além disso os valores de ICso foram determinados por ajuste sigmoidal.

Através da analise dos resultados (tabela 3.17), verifica-se que, apesar da citotoxidade
observada no screening inicial, nenhuma das hidrazilpirimidinas 10a e 10f-h mostrou uma

poténcia superior a do 5-FU, apresentando valores de ICs, bastantes superiores.

Tabela 3.17 - Valores de ICs5 estimados para a inibicdo da atividade anti-proliferativa nas células NHDF
dos compostos 5-FU, 10a, 10f, 10g e 10h.

Composto ICs0 (UM) r2
5-FU 8,734 0,563
10a 109,8 0,6737
10f 77,72 0,9136
10g 81,79 0,9148
10h 147,9 0,7176
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Apds a realizacao do ensaio de atividade anti-proliferativa em células NHDF, que demonstrou
alguma citoxicidade por parte de alguns compostos, determinou-se a atividade anti-
proliferativa numa linha celular cancerigena. Neste contexto, todos os compostos sintetizados
foram sujeitos a um screening, a uma concentracao de 30uM, na linha celular MCF-7, para assim

se determinar o potencial citotoxico destes compostos nesta linha celular.

Através da analise dos resultados obtidos (grafico 3.6), verifica-se que nenhum dos compostos
sintetizados apresenta uma percentagem de proliferacao celular inferior a observada com o 5-
FU.

As 5-acilpirimidinas 9, em geral, nao levam a alteracées significativas na proliferacao celular.
No caso da 5-acilpirimidina 9a, que estimula a proliferacao celular na linha NHDF, observou-se

uma percentagem de proliferacao de cerca de 80% para a linha MCF-7.

Para as hidrazinilpirimidinas 10 verifica-se que, regra geral, os compostos conduzem a uma
diminuicdo na proliferacdo celular em NHDF, apresentam também alguma citotoxicidade em
MCF-7, no entanto, nunca inferior a do 5-FU. Para a hidrazinilpirimidina 10c o mesmo nao se
verifica, visto que apresenta uma diminuicao da proliferacao significativa das células MCF-7 e

uma percentagem de proliferacao, em cerca de 80%, para as NHDF.

Apos a realizacao do sreening inicial, e tendo em conta que a hidrazinilpirimidina 10g leva a
uma percentagem de proliferacdo celular de 40%, é pertinente a realizacao de um estudo de

concentracao-resposta, a realizar futuramente.
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Grafico 3.6 - Percentagem relativa de proliferacdo celular em células MCF-7 apos 72 horas de exposicao
aos compostos 5-FU, 6a-b, 9a-e e 10a-j uma concentracao de 30pM. Os dados sao apresentados com os
respetivos desvios padrao representativos das trés experiéncias independentes realizadas. * p<0.05 em
relacao ao controlo (Teste-t de student).

48



3.3. Estudos in silico

3.3.1.  Docking molecular

Tendo como ponto de partida os resultados experimentais obtidos para a inibicao da atividade
da XO, foi realizado um estudo de docking molecular para o alopurinol e para as
hidrazinilpirimidinas 10b e 10g, com o objetivo de obter mais informacdes sobre a energia e o

local de ligacao destas.

De maneira a efetuar a validacao do método, foi realizado o re-docking entre o ligando original
co-cristalizado (Y-700), os ligandos descritos na literatura e a X0.'?° O estudo de re-docking
molecular de ligandos da literatura mostraram ser semelhantes ao descrito (dados nao
apresentados). Para o re-docking do ligando Y-700 com a proteina, no seu sitio ativo, foi obtido
um valor de desvio da raiz quadrada média (RMSD - do inglés, root mean square deviation) de

0,7 A, valor abaixo do padrao de 2 A, tendo-se o método como validado.

As simulacdes de quantificacao de energia foram realizadas entre os ligandos Y-700, alopurinol,
10b e 10g e encontram-se na tabela 3.18. Estes resultados nao se encontram de acordo com os
ensaios in vitro para a inibicao da atividade da XO, uma vez que o alopurinol foi o que
apresentou melhores resultados nos ensaios experimentais realizados. Na tentativa de
compreender o resultado da inibicao in vitro da atividade enzimatica, uma vez que a energia
de ligacdo obtida é mais favoravel para 10b e 10g, foram estudadas as interacdes das
hidrazinilpirimidinas 10b e 10g, do ligando Y-700 e do alopurinol com o sitio ativo da proteina
(tabela 3.18), verificando-se que o Y-700 e o alopurinol apresentam as interacoes
esperadas.'3%'3' De acordo com a literatura, tém-se como importantes as interacées por pontes
de hidrogénio entre os ligandos e os residuos de glutamina 802 (GLU802), arginina 880 (ARG880)
e tirosina 1010 (THR1010)."3' Neste contexto observa-se que as hidrazinilpirimidinas 10b e 10g
nao estabelecem todas as interacdes acima referidas, uma vez que interagem por pontes de
hidrogénios com os residuos SER876 e GLU802. Estes dados permitem inferir que as interacoes
entre os ligandos e o sitio ativo da proteina podem desempenhar um papel preponderante na
inibicdo enzimatica, uma vez que apesar das energias de ligacdo de 10b e 10g serem
relevantes, no ensaio in vitro ndo ocorreu inibicdo enzimatica superior a observada com o
alopurinol. No entanto, os dados apresentados nao sao suficientes para explicar esta atividade
e mais estudos teriam de ser realizados, nomeadamente a possibilidade de 10b e 10g sofrerem
de metabolizacdo enzimatica e originarem metabolitos com capacidade de inibicao da atividade

enzimatica.
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Tabela 3.18 - Energias de ligacao e interacdes por pontes de hidrogénio dos compostos Y-700, alopurinol,
10b e 10g no sitio ativo da XO.

Ligandos Energia de ligacdo  Residuos presentes nas interagdes por
(Kcal/mol) pontes de hidrogénio
Y-700 -8,76 SER1008, ARG880, GLU802, ASN768
Alopurinol -6,24 THR1010, ARG880, GLU802, ALA1079
10b -9,7 SER876, GLU802
10g -8,07 SER876, GLU802

3.3.2. Predicao das propriedades farmacocinéticas

Tendo como ponto de partida os resultados obtidos na determinacao in vitro da atividade
promissores, foram realizados estudos in silico para a predicao das propriedades
farmacocinéticas com o objetivo de obter um maior nimero de informacao sobre estes
compostos. Neste contexto, foram calculados os descritores das regras de Lipinski, parametros
de Veber e propriedades ADMET para as hidrazinilpirimidinas 10a-c e 10f-h pelo software
pkSCM on-line.

Através da analise da tabela 3.19 pode-se concluir que a excecao da 10c e 10h, todos os outros
derivados se encontram dentro dos parametros definidos por Veber 32 e Lipinski, 33134 0 que

indica que apresentam uma probabilidade mais elevada de terem absorcao oral.

Tabela 3.19 - Dados computacionais para os descritores das regras de Lipinski e parametros de Veber,
calculados através do software pkSCM on-line para 10a-c e 10f-h.

Descritor 10a 10b 10c 10f 10g 10h
Peso molecular (g/mol) 305,25 333,304 473,514 260,253 288,307 428,517
Lipofilia (Log P) 0,1513 0,8357 4,1502 0,2431 0,9275 4,242
Ligacoes rotaveis 4 4 6 3 3 5
Dadores de pontes de
] 7 7 7 5 5 5
hidrogénio
Aceitadores de pontes de
) 4 2 2 4 2 2
hidrogénio
Area superficial (A2) 123,233 136,383 199,964 108,580 121,730 185,311

Em relacao a predicao das principais propriedades ADMET (tabela 3.21), no caso da absorcao,
as hidrazilpirimidinas em estudo parecem demonstrar solubilidades em agua idénticas entre
elas, com potencial de absorcao intestinal mais elevado para 10c e 10h. Em relacao a
permeabilidade na pele, nao é verificada uma permeabilidade elevada. O facto de todas as

hidrazinilpirimidinas se apresentarem como substratos da Glicoproteina-P pode ser benéfico,
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uma vez que se trata de uma proteina de efluxo. No entanto, a sua capacidade de inibicao da

mesma por parte de 10f e 10h torna-se num ponto negativo uma vez que poderao afetar a

absorcao de outros farmacos.

Tabela 3.20 - Dados computacionais calculados para as propriedades ADMET com base nos modelos do

software pkSCM on-line para os compostos 10a-c e 10f-h.

Propriedades Nome do modelo Unidades 10a 10b 10c 10f 10g 10h
Solubilidade em
i a) (mol/L) 0,0002 0,0001 0,00005 0,0006 0,0004 0,00004
agua
Absorcao
intestinal a) (%) 62,601 64,039 88,539 65,803 60,118 91,509
(humana)
Permeabilidade
a) (log Kp) -2,757 -2,758 -2,739 -2,751 -2,753 -2,765
Absorcao da pele
Substrato da
b) Sim Sim Sim Sim Sim Sim
glicoproteina-P
Inibidor da
b) Nao Nao Sim Nao Nao Sim
glicoproteina-P |
Inibidor da
b) Nao Nao Sim Nao Nao Sim
glicoproteina-P Il
Permeabilidade
a) (log BHE)  -1,333 -1,335 -0,304 -1,124 -1,126 0,132
da BHE
. Permeabilidade
Distribuicdo a) (log PS) -3,166 -2,987 -2,093 -2,956 -2,777 -1,883
do SNC
Substrato da ~ _ _
b) Nao Nao Nao Sim Sim Sim
CYP2D6
Substrato da
b) Sim Sim Sim Nao Sim Sim
CYP3A4
Inibidor da
b) Nao Nao Nao Nao Nao Sim
CYP1A2
. Inibidor da
Metabolismo b) Nao Nao Sim Nao Nao Sim
CYP2C19
Inibidor da
b) Nao Nao Sim Nao Nao Sim
CYP2C9
Inibidor da
b) Nao Nao Nao Nao Nao Nao
CYP2D6
Inibidor da
b) Nao Nao Sim Nao Nao Sim
CYP3A4
a)
Clearance total 2,57 2,96 0,43 1,22 1,83 0,411
(ml/min/kg)
Excrecéo
Substrato da
b) Nao Nao Nao Nao Nao Nao
OCT2 renal
Teste de AMES b) Nao Nao Sim Nao Nao Nao
. Dose maxima
Toxicidade a)
tolerada 0,83 0,60 1,81 3,07 2,12 4,07
(mg/kg/dia)
(humanos)
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Toxicidade oral

aguda em ratos a) (mol/kg) 2,606 2,65 2,331 2,315 2,399 2,687
(DL50)
Toxicidade oral )
a
cronica em ratos . 398 234 109 144 84 34
(mg/kg/dia)
(LOAL)
Hepatotoxicidade b) Nao Nao Sim Nao Nao Sim

Sensibilidade na
b) Nao Nao Nao Nao Nao Nao
pele

Em relacdo a distribuicao, € de notar que nenhuma das hidrazinilpirimidinas apresenta elevada
capacidade de travessia da BHE e de entrada no SNC. Este facto torna-se importante, uma vez

que os barbituratos se encontram descritos como potentes depressores do SNC.3

No que diz respeito ao metabolismo, todas as hidrazinilpirimidinas, a excecao da 10f,
mostraram ser substratos da CYP3A4, enquanto que 10f-h se apresentaram como substratos da
CYP2Dé6. A hidrazinilpirimidina 10c mostrou ser inibidor da CYP2C19, 2C9 e 3A4, assim como
10h que, para além destas, inibe também a CYP1A2. Este facto pode aumentar a probabilidade

de interacdes medicamentosas.

Em relacdo a toxicidade, a excecdo da 10c, que apresenta potencial genotoxicidade e
hepatotoxicidade e da 10h que apresenta hepatotoxicidade, nenhuma das restantes
hidrazilpirimidinas demonstra problemas, uma vez que apresentam bons niveis de dose maxima

tolerada e toxicidade oral.

Neste contexto, e em comparacdo com os resultados obtidos na atividade inibitoria da X0 e
atividade anti-bacteriana dos compostos, pode-se concluir que a excecao de 10c e 10h, todas
as restantes hidrazinilpirimidinas aqui em estudo apresentam propriedades ADMET satisfatorias,

tornando estes resultados ainda mais promissores.
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4.Conclusdes e Perspetivas Futuras

53



Com este trabalho de dissertacdo foi possivel a sintese e caraterizacdo estrutural de 17
derivados de acidos (tio)barbitiricos, dos quais duas 5-benzilidenopirimidinas, cinco 5-
acilpirimidinas (uma nova) e dez hidrazinilpirimidinas (6 novas). No entanto, e apesar de varias
tentativas, a sintese de derivados de acidos (tio)barbitlricos com ciclizacdo em C5-Cé para a
obtencao de anéis fundidos de cinco membros nao foi possivel. Sera ainda importante a sintese
de analogos aos compostos ja sintetizados, de maneira a conseguir estabelecer uma melhor

relacao estrutura atividade.

Para a avaliacao bioldgica de inibicdo de atividade da XO verifica-se alguma capacidade de
inibicao enzimatica por parte das hidrazinilpirimidinas 10b e 10g com ICs, calculado de 27,8 e
24,26uM, respetivamente. No entanto, os estudos de docking molecular destes ligandos com o
sitio ativo da XO nao sao capazes de explicar o resultado do ICso calculado. Assim, mais estudos
deveriam ser realizados, nomeadamente a realizacado de graficos de Lineweaver-Burk, para uma

melhor compreensao do tipo de inibicdo em causa assim como a cinética de reacéao.

Na avaliacao da atividade antioxidante verifica-se um potencial de reducao do DPPH
interessante para os derivados 10a-d e 10g-h destacando-se 10g-i com ICs, calculado 20,97,

20,10 e 12,72uM, respetivamente.

No que respeita a atividade anti-bacteriana foram observados resultados bastantes promissores,
uma vez que 10a-c e 10f-h mostraram elevada seletividade para a Acineobacter baumanni,
com atividade inibitoria significativa, em especial a 10a com MIC calculado de 6,25 uM. No
entanto, mais testes terao de ser realizados, de maneira a compreender o mecanismo de acao

aqui envolvido.

Para os ensaios de proliferacdo celular (MTT), os compostos sintetizados nao originaram
percentagens de proliferacao baixas em MCF-7, no entanto, seria pertinente um estudo de
concentracao resposta para o composto 10g. O mesmo nao acontece nas células NHDF, onde é
notdria uma diminuicdo na proliferacao por parte de 10f-h, com ICsy calculado de 77,72, 81,72

e 147,9 uM, respetivamente.
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5.Seccao Experimental
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5.1. Sintese e carateriza¢ao estrutural

Todos os solventes e reagentes utilizados foram adquiridos comercialmente, tendo o grau de
pureza analiticamente caraterizado e, sempre que necessario, os solventes foram secos sobre

peneiros moleculares 4 A.

Todas as reacoes foram seguidas por ccf utilizando placas de aluminio de 0,2 mm revestidas
com silica-gel (Macherey-Nagel 60 G/UV254). O eluente é referido em cada caso, mencionando-
se a proporcao volumétrica dos varios componentes dos eluentes mistos. Apos eluicao, as placas

foram visualizadas por luz UV ao comprimento de onda de 254 e/ou 365 nm.

Os pontos de fusao (pf) foram determinados para os produtos que se encontravam sob a forma
de cristal ou solido com tubos capilares abertos, num aparelho de pontos de fusao Biichi B-540

e nao foram corrigidos.

Os espectros de infravermelho foram registados num espectrofotometro Thermo Fisher
Scientific Nicolet iS10: smart iTR, obtidos por reflatancia total atenuada (ATR - do inglés,
Attenued Total Reflectance) e software Omnic 8.2, segundo as principais definicées de:
background com 64 scans; amostra com 32 scans; resolucao de 4 cm™', entre 4000 e 600 cm™'.
Na descricao dos compostos, os dados obtidos sdo indicados pela seguinte ordem: frequéncia
maxima da banda de absorcéo (v, €m cm™) e atribuicdo a um grupo de atomos na molécula,

no caso das bandas caracteristicas.

Os espectros de RMN de 'H e RMN de "3C foram efetuados num espectrometro Briiker Avance IlI
400 MegaHertz (MHz) (400,13 e 100,62 MHz, respectivamente), sendo processados no software
Topspin 3.1. Foi utilizado como solvente o dimetilsulfoxido hexadeuterado (DMSO-d;), ou
cloroférmio deuterado (CDCl;), sendo ainda utilizados como padréao interno (DMSO-dg, 6 = 2,50
ppm e 39,52 ppm em RMN de 'H e 3C, respetivamente). Para alguns dos compostos foram
realizados espetros de correlagao heteronuclear a uma ligagao (HSQC - do inglés, Heteronuclear
Single Quantum Coherence) e correlacao heteronuclear a multiplas ligagcdes (HMBC - do inglés,
Heteronuclear Multiple Bond Correlation). Na descricao dos compostos, os dados obtidos sao
indicados pela seguinte ordem: para RMN de 'H - solvente; desvio quimico (5, em ppm);
multiplicidade do sinal [s (singleto), sl (singleto largo), d (dupleto), dd (duplo dupleto), ddd
(duplo duplo dupleto), dt, t (tripleto), dt (duplo tripleto) ou m (multipleto)]; intensidade
relativa (nH, como ndmero de protdes); constante de acoplamento [J, em Hertz (Hz)];
atribuicdo do protao na molécula; para RMN de '3C - solvente; desvio quimico (5, em ppm);

atribuicao do carbono na molécula.
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5.1.1. 1,3-Difeniltioureia (3)

A solucao de anilina (1 mmol,93 mg) em diclorometano (0,5 mL) foi adicionada gota-a-gota a
uma solucao de fenilisotiocianato (1 mmol,135 mg) em diclorometano (0,5 mL), sob agitacao e
a temperatura ambiente durante 3 horas. O so6lido formado foi filtrado e lavado com éter
dietilico seco. Rendimento: 95%; Cristais brancos; pf: 142-144°C (pf lit.""> 140-142°C); FTIR vpnax
(cm") 3202 (N-H), 3053, 1598 (C=C), 1526, 1491, 1449, 1342, 1313, 1288, 1242, 1171, 1069,
1021, 1003, 933, 756, 694, 642, 629, 610; RMN de 'H (400 MHz, DMSO-d¢) & (ppm) 9,79 (s, 2H,
2 xNH), 7,48 (d, 4H, J=7,4Hz, 2 x 2’-ArCH e 2 x 6’-ArCH), 7,33 (t, 4H, J=8,2, 7,6 Hz, 2 x 3’-
ArCH e 2 x 5’-ArCH), 7,12 (t, 2H, J = 7,4 Hz, 2 x 4’-ArCH); RMN de C (101 MHz, DMSO-d¢) &
(ppm) 179,63 (CS), 139,46 (2 x 1’-ArC), 128,45 (4 x ArCH), 124,44 (2 x 4’-ArCH), 123,66 (4 x
ArCH);

5.1.2.  1,3-Difenil-2-tioxopirimidina-4,6-diona (4a)

A mistura de 1,3-difeniltioureia (228mg;1 mmol), acido maldnico (135mg,1,3 mmol) e 3 cloreto
de acetilo (235mg3 mmol) foi colocada a 60°C durante 30 minutos. O sélido obtido foi finamente
dividido, filtrado, lavado com agua e recristalizado de acido acético. Rendimento: 95%; Cristais
em agulha amarelos claro; pf: 252-253°C (pf lit.'2 135 258-259°C); FTIR vms (cm™') 3053, 2895,
1727 (C=0), 1707 (C=0), 1594 (C=C), 1490, 1454, 1381, 1338, 1260, 1212, 1165, 1169, 1037,
1003, 927, 747, 696, 687, 667; RMN de 'H (400 MHz, CDCl;) 6 (ppm) 7,55 - 7,41 (m, 6H, ArCH),
7,21 (d, 4H, J = 7,3 Hz, 2 x 6’ e 2’-ArCH), 4,10 (s, 2H, 5 -CH,); RMN de "*C (101 MHz, CDCl;) &
(ppm) 181,64 (2-CS), 163,32 (4 e 5-CO), 138,75 (2 x ArC), 129,68 (ArCH), 129,20 (ArCH), 128,64
(ArCH), 41,23 (5-CH,).
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5.1.3. 5-(4-Metoxibenzilideno)pirimidina-2,4,6-triona (6a)

OCH,

A mistura de acido barbiturico (1 mmol) e 4-metoxi-benzaldeido (1 mmol) em agua (7mL) foi
colocada em refluxo durante 1h. O sélido formado foi separado por filtracdo e lavado com agua
fria e éter dietilico. A reacao foi seguida por ccf (eluente: acetato de etilo). Rendimento: 92%;
solido amarelo; pf: 286-289 °C (pf lit."" 297-300 °C); FTIR v (cm™') 3046 (C-H), 2838 (C-H),
1745 (C=0), 1698 (C=0), 1651 (C=0), 1601, 1567, 1532, 1509, 1444, 1431, 1393, 1355, 1316,
1266 (C-0), 1215, 1179 (C-0), 1117, 1041, 1001, 834, 790, 752, 691, 631; RMN de 'H (400 MHz,
DMSO-d;) 6 (ppm) 11,29 (s, 1H, NH), 11,16 (s, 1H, NH), 8,37 (d, 2H, J = 8,9 Hz, 2’ e 6’ -ArCH),
8,25 (s, 1H, 5-CH), 7,06 (d, 2H, J = 9,2 Hz, 3’ e 5’ -ArCH), 3,87 (s, 3H, CH;); RMN de 3C (101
MHz, DMSO-dy) 6 (ppm) 163,91 (CO), 163,44 (CO), 162,18 (4’ -ArCOCH;), 154,94 (5 -CCH), 150,20
(2 -C0O), 137,48 (2’ e 6’ -ArCH), 125,17 (1’ -ArC), 115,56 (5 -CCH), 113,95 (3’ e 5’ -ArCH), 55,70
(OCH;).

5.1.4. 5-(4-Metoxibenzil)pirimidina-2,4,6-triona (6b)

OCH;

5

A solucdo de 5-(4-metoxibenzilideno)pirimidina-2,4,6-triona (1,5 mmol) em etanol (30 mL) foi
adicionado NaBH, (3,5 mmol) em trés vezes. A solucdo permaneceu a temperatura ambiente
durante 4h. O solvente foi evaporado a pressao reduzida, foi adicionada agua (20 mL) e
acidificou-se com HCl concentrado (pH= 5). O sélido formado foi filtrado, seco e recristalizado
de metanol. A reacao foi seguida por ccf (eluente: acetato de etilo). Rendimento: 41%; Solido
branco; pf: 194-195 °C (pf lit.""® 205-210 °C); FTIR vmax (cm™') 3224 (N-H), 2966 (C-H), 2929 (C-
H), 2835 (C-H), 1743 (C=0), 1669 (C=0), 1608, 1566, 1504, 1421, 1390, 1324, 1299, 1273, 1249
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(C-0),1175 (C-0), 1113, 1093, 1033, 835, 797, 779, 751, 688, 668; RMN de "H (400 MHz, DMSO-
dg) & (ppm) 11,15 (s, 2H, NH), 6,99 (d, 2H, J = 8,4 Hz, 2’ e 6’ -ArCH), 6,81 (d, 2H, J = 8,5 Hz,
3’ e 5’-ArCH), 3,82 (t, 1H, J = 4,8 Hz, 5 -CH), 3,70 (s, 3H, CHs), 3,19 (d, 2H, J = 4,8 Hz, 5 -
CCH,); RMN de 3C (101 MHz, DMSO-d¢) & (ppm) 170,04 (4 e 6 -CO), 158,05 (4’ -ArCOCH;), 150,55
(2 -CO), 130,03 (1’ -ArC), 128,93 (2’ e 6’-ArCH), 113,71 (4’ e 6’ -ArCH), 54,94 (OCH;), 49,57 (5
-CH), 32,83 (5 -CCH;).

5.1.5. Pirazolopirimidinas 7a-c

Condicbes reacionais A: A mistura de 5-(4-metoxibenzilideno)pirimidina-2,4,6-triona (1
mmol), hidrazina correspondente (2 mmol), etanol (3 mL) e acido acético (1 mL) foi colocada

em refluxo durante 48h.

Condigdes reacionais B: A mistura de 5-(4-metoxibenzilideno)pirimidina-2,4,6-triona (1 mmol),
hidrazina correspondente (2mmol), triflato de bismuto (0,1mmol) em isopropanol foi colocada

em refluxo durante 24h.

3-(4-Metoxifenil)-1,2,3,7-tetrahidro-4H-pirazolo[ 3,4-d]pirimidina-4,6-diona (7a)

o
HN NH
=
0 /NH
NH

HsCO

Preparada de acordo com o método A ou B, partindo de 5-(4-metoxibenzilideno) pirimidina-
2,4,6- triona com hidrato de hidrazina. Apos o tempo reacional verificou-se por ccf a formacao

de uma mistura complexa na qual ndo foi possivel isolar o produto pretendido.
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3-(4-metoxifenil)-1-fenil-1,2,3,7-tetrahidro-4H-pirazolo[ 3,4-d]pirimidina-4,6-diona (7b)

0]
HN)J\NH
F

Z
I\Z

H;CO

Preparado de acordo com o método A, partindo de 5-(4-metoxibenzilideno)pirimidina-2,4,6-
triona com fenilhidrazina. Apds o tempo reacional verificou-se por ccf a formacdo de uma

mistura complexa na qual nao foi possivel isolar o produto pretendido.

3-(4-Metoxlifenil)-1,2-dimetil-1,2,3,7-tetrahidro-4H-pirazolo[ 3,4-d]pirimidina-4,6-diona
(7¢)

\

o) N/CH3

CHj

HyCO

Preparado de acordo com as condicOes reacionais B, partindo de 5-(4-metoxibenzilideno)
pirimidina-2,4,6-triona com N,N’-dimetilhidrazina dicloridrato. Apo6s o tempo reacional
verificou-se por ccf a formacdo de uma mistura complexa na qual nao foi possivel isolar o

produto pretendido.

5.1.6. Isoxazolopirimidina 7d

Condicdes reacionais A: A mistura de 5-(4-metoxibenzilideno)pirimidina-2,4,6-triona (1 mmol)
e cloridrato de hidroxilamina (2 mmol) em etanol absoluto (5mL) e acido acético (1mL) foi
colocada em refluxo durante 72h. A reacao foi seguida por ccf (acetato de etilo/éter de

petroleo 1:1).
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Condicdes reacionais B: A mistura de 5-(4-metoxibenzilideno)pirimidina-2,4,6-triona (1 mmol)
e cloridrato de hidroxilamina (2 mmol) em etanol absoluto (5mL) foi colocada em refluxo
durante 48h. Passadas as 48h foi adicionado cloridrato de hidroxilamina (0,5 mmol) e etanol (2
mL) e permanecendo em refluxo durante mais 24h. A reacao foi seguida por ccf (acetato

etilo/éter de petréleo 1:1).

3-(4-Metoxifenil)-3,7-dihidroisoxazolo[5,4-d]pirimidina-4,6-diona (7d)

OCH3

Preparada de acordo com os métodos A e B, durante o tempo reacional, verificou-se por ccf

nao ter havido evolucao da reacao.

5.1.7. (Etoximetileno)-1,3-difenil-2-tioxodi-hidropirimidina-4,6-diona
(8a)

A mistura de acido 1,3-difeniltiobarbiturico (1 mmol), e trietilortoformiato (1 mL) em 1-butanol
(10 mL) foi colocada a refluxo durante 3 horas, verificando-se uma mudanca de coloracao para
vermelho com consequente formacao de precipitado. Este foi isolado por filtracdo a quente e
lavado com etanol a quente. Através de analise por ccf o precipitado mostrou ser uma mistura

de varios produtos, nao sendo possivel identificar e isolar o produto de interesse.
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5.1.8. 5-Acilpirimidinas 9a-e

Condigcbes reacionais A: A mistura de acido (tio)barbitirico correspondente (1mmol) em
anidrido acético (Tmmol) e acido sulfarico (0,1mmol) foi colocada em refluxo durante 1h. A
mistura reacional foi concentrada até atingir metade do volume inicial e vertida sobre gelo. O
solido formado foi separado por filtracdo e lavado com agua quente. A reacao foi seguida por

ccf (eluente: diclorometano/5% metanol).

Condigbes reacionais B: A mistura de acido (tio)barbitirico correspondente (1mmol) em THF
(2,5mL) com anidrido trifluoracético (1mmol) foi colocada em refluxo durante 24h. A mistura
reacional foi concentrada até atingir metade do volume inicial. Depois de arrefecida num banho
de gelo foi adicionada agua fria. O sélido formado foi separado por filtracdo. A reacao foi

seguida por ccf (eluente: diclorometano/5% metanol).

Condigdes reacionais C: A mistura de acido barbitirico (1mmol) em THF (2,5mL) foi colocada
em refluxo com piridina (1,1mmol) e anidrido trifluoracético (1 mmol) durante 24h. A mistura
reacional foi concentrada até atingir metade do volume inicial. Depois de arrefecida num banho
de gelo foi adicionada agua fria. O sélido formado foi separado por filtracdao. A reacao foi

seguida por ccf (eluente: diclorometano/5% metanol).

Condigcbes reacionais D: A mistura de acido barbitirico (1 mmol) em piridina (5 mL) foi
aquecida a 70 °C até dissolver. De seguida adicionou-se lentamente anidrido benzéico (1 mmol)
e a solucdo permaneceu a 70 °C durante 2h e foi deixada a temperatura ambiente durante 12h.
0 solvente foi evaporado a pressao reduzida. O solido foi dissolvido em agua quente (30 mL) e
acidificado com HCl concentrado (pH = 1), permanecendo a temperatura ambiente durante 2h.
0 sélido foi separado por filtracdo e lavado com agua (5 x 10 ml). A reacao foi seguida por c.c.f.

(diclorometano/metanol 5%).

5-Acetilpirimidina-2,4,6-triona (9a)

O
3 )1\1
HN NH
4 6
5
(o} o
o CHj;

Condicoes reacionais A, a partir do acido barbitlrico; depois de filtrado e seco, o solido foi
cristalizado de etanol/agua (2:1) Rendimento: 83%; solido castanho; pf: 305-307 °C (pf lit.""”
296-300 °C); FTIR vna (cm™) 3280 (N-H), 3202 (N-H), 3115, 3029, 2776,1779 (C=0), 1732 (C=0),
1688 (C=0), 1625, 1515, 1463, 1380, 1249, 1207, 1114, 1061, 1028, 966, 800, 741, 650; RMN de
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"H (400 MHz DMSO-de) 6 (ppm) 11,78 (s, 1H, NH), 11,04 (s, 1H, NH), 2,58 (s, 3H, 5 -CCCH;); RMN
de 3C (101 MHz DMSO-dg) 6 (ppm) 195,35 (5-CC), 149,52 (2-C), 95,89 (5-CH), 24,29 (5-CCCHs).

5-Acetil-1,3-dimetilpirimidina-2,4,6-triona (9b)

o)
\ﬁ)zj\’ll/
4 6,

o) 3 o)

o CHs

Condicoes reacionais A, a partir do acido 1,3-dimetilbarbiturico; depois de filtrado e seco o
solido foi cristalizado de etanol/agua (2:1) ; Rendimento: 45%; solido dourado; pf: 91-92°C (pf
lit." 96,5-98,5 °C); FTIR vpsx (cm™') 3011, 2963, 1721 (C=0), 1656 (C=0), 1557, 1494, 1455,
1364, 1337, 1274, 1221, 1164, 1017, 988, 876, 787, 754, 676; RMN de 'H (400 MHz, DMSO-d;) &
(ppm) 3,18 (s, 6H, 1 e 3 -NCH3), 2,63 (s, 3H, 5 -CCCH3); RMN de '3*C (101 MHz, DMSO-d;) & (ppm)
194,96 (5-CCC), 150,45 (2-C), 96,38 (5 -CH), 28,06 (CH;), 24,54 (5-CCCHs); HRMS (ESI-TOF): m/z
[M* + H] calculado para CgH{1N,04: 199,0713; encontrado: 199,0726; [M* + Na] calculado para
CgH{oN;NaO4: 221,0533; encontrado: 221,0551

5-Acetil-1,3-difenil-2-tioxodi-hidropirimidina-4,6-diona (9c)

o) CHj

Obtido a partir de acordo com o método A, a partir do acido 1,3-difeniltiobarbiturico; depois
de filtrado e seco o sdlido foi cristalizado de etanol/agua (2:1); Rendimento: 65%; cristais em
agulha castanhos; pf: 256-257°C (pf lit."2 258-259 °C). FTIR vn4 (cm™') 3051, 3014, 1701 (C=0),
1635 (C=0), 1595, 1557, 1488, 1452, 1414, 1364, 1320, 1271, 1240, 1187, 1161, 1094, 1004,
967, 914, 828, 781, 746, 730, 639, 652, 612; RMN de 'H (400 MHz, DMSO-d¢) 6 (ppm) 7,48 (t,
4H, J =7,4 Hz, 3’e 5’ -ArCH), 7,39 (t, 2H, J=7,7 Hz, 2’ -ArCH ), 7,30 (d, 4H, J=7,7Hz, 2’ e
6’ -ArCH), 2,66 (s, 3H, 5 -CCCHs); RMN de 3C (101 MHz, DMSO-dy) & (ppm) 196,90 (5-CC), 179,97
(2-C), 139,68 (1’ -ArC), 129,54 (2’ e 6’ -ArCH), 129,32 (3’ e 5’ -ArCH), 128,79 (4’-ArCH), 98,72
(5-CH), 25,06 (5-CCCH;).
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5-Benzoilpirimidina-2,4,6-triona (9d)

5

Condicdes reacionaiss D; Rendimento: 75%; sélido azul escuro; pf: 276-277 (pf lit.275 °C); FTIR
vmax (€M) 3296 (N-H), 3113, 3020, 2816, 1774 (C=0), 1745 (C=0), 1704 (C=0), 1629 (C=0), 1600,
1583, 1537, 1458, 1441, 1397, 1378, 1346, 1288, 1241, 1165, 1103, 1076, 1026, 959, 928, 771,
757,727, 706, 692; RMN de 'H (400 MHz, DMSO-dq) 6 (ppm) 11,48 (s, 2H, 1 e 3 -NH), 7,61 - 7,50
(m, 3H, 2’, 4 e 6’ -ArCH), 7,44 (t, 2H, J = 7,6 Hz, 3’ e 5’ -ArCH); RMN de "3C (101 MHz, DMSO-
ds) 6 (ppm) 190,55 (5-CC), 149,75 (2-C), 135,57 (1’-ArC), 131,95 (4’-ArCH), 129,03 (2’ e 6’-
ArCH), 127,93 ( 3’ e 5’-ArCH), 95,56 (5-CH).

2-Tioxo-5-(2,2,2-trifluoroacetil)di-hidropirimidina-4,6-diona (9e)

o CF,

Condicoes reacionais B, a partir do acido tiobarbiturico; Rendimento: 37%; solido branco; pf:
240-241 °C FTIR vyay (cm™') 3094, 2941, 2870, 2595, 1679 (C=0), 1642 (C=0), 1558, 1525, 1434,
1402, 1380, 1347, 1293,1270, 1239, 1155 (CF3), 924, 793; RMN de'H (400 MHz, DMSO-d;) & (ppm)
12,18 (s, 2H, 1 e 3 NH), 4,90 (s, 1H, 5 -CH); RMN de 3C (101 MHz, DMSO-d,) & (ppm) 181,28 (5-
CQ), 175,51 (2-C),166,45 (CO), 162,49 (CO), 82,41 (5-CCCF;), 31,16 (5-CH).
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5-(2,2,2-Trifluoroacetil)pirimidina-2,4,6-triona (9f)

O
HN)J\NH
o)ro
o CFs
Condicdes reacionais B e C, partindo do acido barbiturico. Apés o tempo reacional, a ccf
mostrou-se inconclusiva. O solvente foi evaporado a pressao reduzida, foi adicionada agua fria,
o solido foi filtrado e lavado com agua. Apos analise por RMN de 'H, verificou-se que nao tinha

ocorrido reacao, apresentando os sinais caracteristicos do acido barbiturico. RMN de 'H (400
MHz, DMSO-d,) 6: 11.11 (s, 2H), 3.46 (s, 2H).

1,3-Dimetil-5-(2,2,2-trifluoroacetil)pirimidina-2,4,6-triona (9g)
o)
A
0 0
o CF4
Preparado de acordo com o método B, partindo do acido 1,3-dimetilbarbitirico. Apos o tempo
reacional a ccf mostrou-se inconclusiva. O solvente foi evaporado a pressao reduzida, foi
adicionada agua fria, o solido foi filtrado e lavado com agua. Apds analise por RMN de 'H,

verificou-se que nao tinha ocorrido reacao, apresentando os sinais caracteristicos do acido
barbitarico. RMN de 'H (400 MHz, DMSO-d;) 6 (ppm) 3,70 (s, 2H), 3,11 (s, 6H).

5-Acetil-2-tioxodi-hidropirimidina-4,6-diona (9h)

o CHj

Preparado de acordo com o método A. Apos o tempo reacional, verificou-se por ccf a formacao

de uma mistura complexa da qual nao foi possivel isolar o produto pretendido.
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1,3-difenil-2-tioxo-5-(2,2, 2-trifluoroacetil)dihi-dropirimidina-4,6-diona (9i)

o CF4

Preparado de acordo com o método B, partindo do acido 1,3-difeniltiobarbiturico. Apés o tempo
reacional, verificou-se por ccf a formacdo de uma mistura complexa da qual nao foi possivel

isolar o produto pretendido.

5.1.9. Hidrazinilpirimidinas 10a-n

A suspensao de 5-acil-pirimidina correspondente (1mmol) em metanol (20mL) foi colocada em
refluxo durante a noite com a respetiva hidrazina (1mmol). A mistura reacional foi arrefecida
a temperatura ambiente e o sélido formado foi filtrado com agua quente e lavado com metanol.

A reacao foi seguida por ccf (eluente: diclorometano /5% metanol).

5-(1-(2-(4-Nitrofenil)hidrazinil)etilideno)pirimidina-2,4,6-triona (10a)

Obtido a partir da 5-acetil-pirimidina-2,4,6-triona e 4-nitrofenilhidrazina; Rendimento: 71%;
Solido beije; pf: 324-326°C; FTIR vna (cm™) 3282 (N-H), 3207 (N-H), 3087, 3011, 2818, 2159,
2034, 1715 (C=0), 1625 (C=0), 1602, 1572, 1501, 1461, 1376, 1335 (NO,), 1269, 1237, 1184,
1112 (C-NO,), 1077, 1038, 833, 786, 766, 749, 685, 618; RMN de "H (400 MHz, DMSO-d,) & (ppm)
13,24 (s, 1H, 5-CCNH), 10,80 (s, 1H, NH), 10,66 (s, 1H, NH), 9,67 (s, 1H, 1’-ArCNH), 8,14 (d,
2H, J =9,2 Hz, 3’ e 5’-ArCH), 6,85 (d, 2H, J = 9,1 Hz, 2’ e 6’-ArCH), 2.62 (s, 3H,CH;); RMN de
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13C (101 MHz, DMSO-d¢) & (ppm) 175,67 (1’-ArC), 152,92 (5-CC), 150,12 (2-CO), 140,07 (4’-ArC),
126,53 (3’ e 5’-ArCH), 111,84 (2’ e 6’-ArCH), 89,63 (5-C), 16,15 (CHs).

1,3-Dimetil-5-(1-(2-(4-nitrofenil)hidrazinil)etilideno)pirimidina-2,4,6-triona (10b)

0
\&)J\N/

Obtido a partir da 5-acetil-1,3-dimetilpirimidina-2,4,6-triona e 4-nitrofenilhidrazina;
Rendimento: 67%; solido cor de tijolo; pf: 228-232 °C; FTIR vy (cm™') 3327 (N-H), 3254 (N-H),
2948, 2602, 2432, 2160, 1706 (C=0), 1612, 1524 (NO,), 1498, 1455, 1416, 1376, 1357, 1321
(NO2), 1299, 1270, 1202, 1176, 1104 (C-NO,), 971, 836, 797, 794, 690, 658; RMN de 'H (400 MHz,
DMSO-ds) 6 (ppm) 13,29 (s, 1H, 5-CCNH), 9,76 (s, 1H, 1’-ArCNH), 8,16 (d, 2H, J =9,8 Hz, 3’ e
5’-ArCH), 6,85 (d, 2H, J = 9,1 Hz, 2’ e 6’-ArCH), 3,19 (s, 6H, CHs), 2,66 (s, 3H, 5-CCCHs); RMN
de 3C (101 MHz, DMSO-dy) 6 (ppm) 175,81 (1’-ArC), 152,80 (5-CC), 151,07 (CO), 140,09 (4’-
ArC), 126,51 (3’ e 5’-ArCH), 111,82 (2’ e 6’-ArCH), 89,98 (5-C), 28,03 (CHs), 16,77 (5-CCCH;);
HMRS (ESI-TOF): m/z [M*+ H] calculado para Ci4H¢NsOs: 334,1146; encontrado: 334,1148; [M*
+ Na] calculado para Ci4HsNaOs: 356,0965; encontrado: 356,0968

5-(1-(2-(4-nitrofenil)hidrazinil)etilideno)-1,3-difenil-2-tioxodi-hidropirimidina-4,6-diona
(10c)

67



Obtido a partir da 5-acetil-1,3-difenil-2-tioxodi-hidropirimidina-4,6-diona e  4-
nitrofenilhidrazina. Rendimento: 81%; solido beije; pf: 285-288 °C; FTIR vy (cm™) 3193 (N-H),
3127, 3037, 2999, 2939, 1631 (C=0), 1590, 1573, 1522 (NO,), 1487, 1454, 1403, 1355, 1318
(NOy), 1274, 1235, 1165, 1112 (C-NO,), 1069, 1024, 1002, 967, 907, 838, 824, 788, 748, 690,
637, 624; RMN de 'H (400 MHz, DMSO-d;) 6 (ppm) 13,18 (s, 1H, 5 -CCNH), 9,86 (s, 1H, 1’-ArCNH),
8,15 (d, 2H, J=9,0Hz, 3’ e 5’-ArCH ), 7,44 (t, 4H, J = 7,8 Hz, 3’’ e 5’-ArCH), 7,35 (t, 2H, J =
7,5 Hz, 4’’-ArCH), 7,27 (d, 4H, J = 7,2 Hz, 2’ e 6’’-ArCH), 6,86 (d, 2H , J =9,2 Hz, 2’ e 6’-
ArCH), 2,66 (s, 3H, 5-CCCHs); RMN de "3C (101 MHz, DMSO-dy) & (ppm) 179,06 (CS), 175,89 (1’-
ArC), (4 e 6-CO) 151,95 (5-CC), 140,40 (4’-ArC), 139,72 (1°’-ArC), 129,18 (2’’ e 6’’-ArCH),
128,79 (3’’ e 5’’-ArCH), 127,73 (4’’-ArCH), 125,99 (3’ e 5’-ArCH), 111,54 (2’-ArCH), 91,89 (5 -
CC), 16,84 (CHs).

5-(1-(2-(2,4-dinitrofenil)hidrazinil)etilideno)pirimidina-2,4,6-triona (10d)

Obtido a partir da 5-acetilpirimidina- 2,4,6-triona e 2,4-dinitrofenilhidrazina; Rendimento: 87%;
solido laranja; pf: decompde a 342 °C ; FTIR vns (cm™) 3325 (N-H), 3231 (N-H), 3094, 3033,
2797, 1710 (C=0), 1682 (C=0), 1634 (C=0), 1616, 1591, 1505 (NO,), 1455, 1334 (NO,), 1313
(NOy), 1272, 1234, 1175, 1143 (NO,), 1127 (NO,), 1059, 1035, 925, 912, 805, 765, 740, 714, 661,
634; RMN de 'H (400 MHz, DMSO-d) 6 (ppm) 13,22 (s, 1H, 5-CCNH), 10,95 (s, 1H, NH), 10,67 (s,
1H, NH), 10,57 (s, 1H, 1’-ArCNH), 8,89 (d, 1H, J = 2,6 Hz, 3’-ArCH), 8,38 (dd, 1H, J = 9,5, 2,6
Hz, 5’-ArCH), 7,20 (d, 1H, J = 9,5 Hz, 6’-ArCH), 2,62 (s, 3H, 5 -CCCHs); RMN de '3C (101 MHz,
DMSO-dy) 6 (ppm) 175,82 (5-CC), 149,63 (2-CO), 147,09 (1’-ArC), 137,79 (4’-ArC), 130,89 (2’-
ArC), 130,42 (5’-ArC), 122,89 (3’-ArCH), 115,44 (6’-ArCH), 89,98 (5 -C), 16,08 (5-CCCHs).

68



5-(1-(2-(2,4-Dinitrofenil)hidrazinil)etilideno)-1,3-dimetilpirimidina-2,4,6-triona (10e)

)
\ﬁ)l\&/

Obtido a partir da 5-acetil-1,3-dimetilpirimidina-2,4,6-triona e 2,4-dinitrofenilhidrazina;
Rendimento: 83%; solido amarelo; pf: 245-247 °C; FTIR vyna (cm™) 245-247 °C 3362 (N-H), 3093,
2952, 1705 (C=0), 1650 (C=0), 1615 (C=0), 1594, 1558, 1538 (NO,), 1509 (NO,), 1455, 1360,
1332 (NOy), 1315 (NOy), 1275, 1237, 1207, 1157 (NO,), 1142 (NO,), 1114, 1060, 972, 923, 850,
817, 754, 744, 715, 651, 620; RMN de 'H (400 MHz, DMSO-d;) 6 (ppm) 13,25 (s, 1H, 5-CCNH),
10,64 (s, 1H, 1°-ArCNH), 8,89 (d, 1H, J = 2,7 Hz, 3’-ArCH), 8,38 (dd, 1H, J = 9,4, 2,7 Hz, 5’-
ArCH), 7,17 (d, 1H, J = 9,5 Hz, 6’-ArCH), 3,19 (s, 6H, CH;), 2,65 (s, 3H, CH;); RMN de '*C (101
MHz, DMSO-d,) 6 (ppm) 176,01 (5-CC), 150,58 (2-CO), 146,98 (1°-ArC), 137,80 (4’-ArC), 130,88
(2’-ArC), 130,37 (5’-ArCH), 122,87 (3’-ArCH), 115,37 (6’-ArCH), 90,30 (5-C), 27,64 (CHs), 16,72
(5-CCCHs3).

5-(1-(2-fenilhidrazinil)etilideno)pirimidina-2,4,6-triona (10f)

Obtido a partir de 5-acetil- pirimidina- 2,4,6-triona e fenilhidrazina; Rendimento: 92%; Solido
beije; p.f: 307-310 °C; FTIR vmsa (cm™) 3267 (N-H), 3173 (N-H), 3108, 3064, 3010, 2828, 1712
(C=0), 1662 (C=0), 1628 (C=0), 1601, 1567, 1498, 1458, 1429, 1407, 1376, 1359, 1306, 1255,
1241, 1181, 1152, 1048, 832, 799, 772, 746, 691, 651; RMN de 'H (400 MHz, DMSO-d) 6 (ppm)
13,26 (s, 1H, 5-CCNH), 10,65 (s, 2H,NH), 8,54 (s, 1H, 1’-ArCNH), 7,26 (t, 2H, J = 8,0 Hz, 3’ e
5’-ArCH), 6.89 (t, 1H, J = 7,8 Hz, 4’-ArCH), 6,76 (d, 2H, J = 7,3 Hz, 2’ e 6’-ArCH), 2,67 (s, 3H,

69



CHs); RMN de '3C (101 MHz, DMSO-d¢) 6 (ppm) 174,87 (5 -CC), 149,72 (2-CO), 146,59 (1’-ArC),
129,39 (3’ e 5’-ArCH), 120,66 (4’-ArCH), 112,75 (2’e 6’-ArCH), 88,20 (5-C), 15,69 (5-CCCH;).

1,3-Dimetil-5-(1-(2fenilhidrazinil)etilideno)pirimidina-2,4,6-triona (10g)

(0]
\ﬁ)zJ\;\l/

Obtido a partir de 5-acetil-1,3-dimetilpirimidina-2,4,6-triona e fenilhidrazina; Rendimento:
50%; Cristais em agulha brancos; pf: 182-184 °C; FTIR v (cm™) 3250 (N-H), 3111, 2997, 2950,
1704 (C=0), 1672 (C=0), 1600, 1561, 1459, 1415, 1374, 1355, 1306, 1252, 1214, 1157, 1123,
1053, 1026, 971, 816, 736, 749, 690, 641; RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) 6 (ppm) 13,36 (s, 1H,
5-CCNH), 8,63 (s, 1H, 1’-ArCNH), 7,27 (t, 2H, J =7,8 Hz, 3’ e 5’ -ArCH), 6,89 (t, 1H, J = 7,4 Hz,
4’-ArCH), 6,77 (d, 2H, J = 7,4 Hz, 2’ e 6’-ArCH), 3,17 (s, 6H, CHs), 2,70 (s, 3H, 5-CCCHs); RMN
de 3C (101 MHz, DMSO-dg) 6 (ppm) 174,83 (5-CC) 150,66 (2-CO), 146,43 (1’-ArC), 129,39(3’ e
5’-ArCH), 120,71 (4’-ArCH), 112,76 (2’ e 6’-ArCH), 88,57 (5-C), 27,50 (CHs), 16,28 (5-CCCH;).

1,3-Difenil-5-(1-(2-fenilhidrazinil)etilideno)-6-tioxodi-hidropirimidina-2,4-diona (10h)

Obtido a partir de 5-acetil-1,3-difenil-2-tioxodi-hidropirimidina-4,6-diona e fenilhidrazina;
Rendimento: 72%; Cristais em agulha castanhos; p.f: 234-236 °C; FTIR vy (cm™) 3243 (N-H),
3057, 2993, 2929, 2159, 1651 (C=0), 1620 (C=0), 1600, 1579, 1491, 1462, 1408, 1354, 1316,
1306, 1293, 1282, 1236, 1192, 1155, 1074, 1002, 821, 774, 743, 692, 613; RMN de 'H (400 MHz,
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DMSO-d¢) & (ppm) 13,29 (s, 1H, 5-CCNH), 8,77 (s, 1H, 1’-ArCNH), 7,43 (t, 4H, J = 7,4 Hz, 3"’ e
5°"-ArCH), 7,35 (t, 2H, J = 7,4 Hz, 4’’-ArCH), 7,29 - 7,24 (m, 6H, 2", 6’” 3’ e 5’-ArCH), 6,90 (t,
1H, J = 7,4 Hz, 4-ArCH), 6,79 (d, 2H, J = 7,7 Hz, 2’ e 6’-ArCH), 2,71 (s, 3H, 5-CCCHs); RMN de
13C (101 MHz, DMSO-d;) & (ppm) 179,00 (2-CS), 174,86 (5-CC), 162,39 (4 e 6-CO), 145,90 (1’-
ArC), 140,50 (17’-ArC), 129,45 (3’ e 5’-ArCH), 129,23 (2’ e 6”’-ArCH), 128,83 (3”’ e 6’’-ArCH),
127,73 (4’-ArCH), 121,01 (4’-ArCH), 112,98(2’ e 6’-ArCH), 91,12 (5 -C), 16,82 (5-CCCHs).

5-(1-Hidraziniletilideno)pirimidina-2,4,6-triona (10i)

Obtido a partir de 5-acetilpirimidina- 2,4,6-triona e hidrato de hidrazina; Rendimento: 86%;
solido amarelo; pf: decompde a 300 °C; FTIR v (cm™) 3344 (NH,), 3246 (NH,), 3004, 1639
(C=0), 1647 (C=0), 1609, 1573, 1435, 1374, 1346, 1262, 1242, 1144, 1093, 1037, 977, 923, 872,
797, 781, 755, 672; RMN de 'H (400 MHz, DMSO-d,) 6 (ppm) 13,19 (s, 1H, 5-CCNH), 10,34 (s, 2H,
NH), 5,55 (s, 2H, NH,), 2,61 (s, 3H, CH;); RMN de 3C (101 MHz, DMSO-d,) & (ppm) 168,35 (5-
CC), 165,64 (4 e 6-CO), 149,87 (2-CO), 86,07(5 -C), 15,19 (5-CCCH3).

5-(1-Hidrazinilethilideno)-1, 3-difenil-2-tioxodi-hidropirimidina-4,6-diona (10j)

Obtido a partir de 5-acetil-1,3-difenil-2-tioxodi-hidropirimidina e hidrato de hidrazina;
Rendimento: 88%; solido castanho; pf: 242-243 °C; FTIR vy (cm™) 3331 (NH,), 3246 (NH,),
3047, 1662 (C=0), 1620, 1593, 1552, 1489, 1454, 1410, 1363, 1355, 1311, 1298, 1284, 1175,
1122, 1066, 1021, 977, 817, 800, 772, 752, 720, 692, 607; RMN de 'H (400 MHz, DMSO-d;) &
(ppm) 13,35 (s, 1H, 5-CCNH), 7,44 - 7,20 (m, 12H, ArCH e NH,), 2,61 (s, 3H, 5-CCCHs); RMN de
13C (101 MHz, DMSO-d;) & (ppm) 178,46 (2-CS)166,18 (5-CC), 162,03 (4 e 5-CO), 140,66 (1°’-

71



ArC), 129,22 (2’’ e 6’’-ArCH), 128,63 (3’’ e 5’’-ArCH), 127,48 (4’’-ArCH), 89,19 (5 -C), 15,91
(5-CCCH3); HRMS (ESI-TOF): m/z [M* + H] calculado para C;gH;7NaO,S: 353,1067; encontrado:
353,1069; [M* + Na] calculado para C;gH;¢N4NaO,S: 375,0886; encontrado: 375,0866.

5-(1-Hidraziniletilideno)-1,3-dimetilpirimidina-2,4,6-triona (10k)
o
P

0] 0
/NH2

N
HaC N
: H

Preparado a partir de 5-acetil-1,3-dimetilpirimidina-2,4,6-triona com hidrato de hidrazina.

Apos o tempo reacional verificou-se por ccf ndo ter havido evolucao reacional

2-Tioxo-5-(2,2,2-trifluoro-1-hidraziniletilideno)di-hidropirimidina-4,6-diona (10l)

Preparado a partir da 2-tioxo-5-(2,2,2-trifluoroacetil)di-hidropirimidina-4,6-diona com hidrato
de hidrazina. Apds o tempo reacional verificou-se por ccf a formacdo de uma mistura complexa
na qual ndo foi possivel isolar o produto pretendido.
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2-Tioxo-5-(2,2,2-trifluoro-1-(2-(4-nitrofenil)hidrazinil)etilideno)di-hidropirimidina-4, 6-
diona (10m)

HN NH

ZT

FsC

=z

NO,

Preparado a partir de 2-tioxo-5-(2,2,2-trifluoroacetil)di-hidropirimidina-4,6-diona com 4-
nitrofenilhidrazina, através de analise por ccf verificou-se a formacao de uma mistura complexa

da qual nao foi possivel identificar o produto pretendido.

2-Tioxo-5-(2,2,2-trifluoro-1-(2-fenilhidrazinil)etilideno)di-hidropirimidina-4,6-diona (10n)

HN NH

ZT

F3;C

Iz

Preparado a partir de acido tiobarbiturico com fenilhidrazina. Apos o tempo reacional verificou-
se por ccf a formacdo de uma mistura complexa na qual nao foi possivel isolar o produto

pretendido.

5.2 Avaliacao biolégica

Para a avaliacao das atividades bioldgicas dos compostos sintetizados, apenas foram analisados
aqueles que se encontravam devidamente caracterizados e que nao apresentavam por
espectroscopia de 'H e '3C impurezas significantes.

Nos estudos de proliferacao celular, foram usadas placas de cultura de 96 pocos (Nunc,

Apogent, Denmark) e as linhas celulares foram adquiridas a American Type Culture Collection
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(ATCC), enquanto que os meios de cultura, reagentes e suplementos foram adquiridos a Sigma-
Aldrich.

Nos estudos enzimaticos e na avaliacdo da atividade antioxidante foram usadas placa de ELISA
de 96 pocos. Utilizou-se Xantina Oxidase de leite de bovino, adquirida a Sigma Aldrich, assim
como todos os outros reagentes.

As leituras das absorvancias foram registadas num espectrofotometro de microplacas Bio-Rad

xMark™,

5.2.1 Determinacado in Vitro da atividade inibitoria da Xantina Oxidase

5.2.1.1. Preparacao das solugdes

Os compostos em estudo foram dissolvidos em dimetilsulféxido a uma concentracao de 10 mM
para o screening a 30 pM e a uma concentracao de 50 mM para a realizacao de curvas
concentracao-resposta e armazenados a 4 °C. As solucdes de xantina e acido Urico a 10 mM
foram preparadas numa solucao aquosa de NaOH (25 mM) e armazenadas nas mesmas condicoes
das solucoes anteriores. A partir destas solucdes-mae, as varias solucdes dos compostos foram
preparadas por diluicoes adequadas em tampao dihidrogenofosfato de sédio (50mM), pH 7,4
antes de cada experiéncia, de modo a garantir uma concentracao em cada poco de 30 pM no
screening inicial e de 0,1, 1, 7,5, 15, 30, 50 e 100 pM para as curvas concentracao-resposta. A
concentracao maxima de DMSO nos estudos foi de 1% (v/v), que nao interfere com a atividade

enzimatica (dados nao apresentados).

5.2.1.2. Procedimento geral

sl L.

A atividade inibitdria da xantina oxidase foi determinada espetrofotometricamente, medindo
a formacao de acido Urico a partir da xantina, com adaptacées aos métodos de Zhao et al.'® e
Gupta et al.."”7" A mistura reacional que continha, em cada poco, 50 pL de XO (0,1 U/mL) e
50 pL de solucao teste foi pré-incubada a 37 °C durante 5 minutos. A reacdo comegou com a
adicao de 150 pL de xantina (0,42 mM) sendo a mistura resultante incubada a 37°C durante 10
min, com leituras da absorvancia a 295 nm durante 10 minutos em intervalos de 1 minuto. Cada
estudo correspondeu a trés experiéncias, realizadas em triplicado. O allopurinol foi usado como
controlo positivo e como controlo negativo utilizou-se tampao dihidrogenofosfato de sodio. Para
descontar a absorvancia de cada composto, foi realizado um ensaio em branco de cada amostra
contendo a solucao teste (50 pL) e tampao (200 pL). A percentagem de inibicao da atividade

da XO foi calculada usando a seguinte formula:

% Reducdo = [1 - (Absorvanciaamestra - AbSOrvanciapranco) / AbSOrvanciacontrolo negativo] X 100
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A atividade inibitéria da enzima foi inicialmente testada através de um screening de todos os
compostos a 30 pyM. Para os compostos que apresentaram uma diminuicdo da atividade

enzimatica superior a 50 % foi calculado o seu valor de ICsp.

5.2.2. Determinacdo da atividade antioxidante - Ensaio DPPH

5.2.2.1. Preparacéao das solucdes

Os compostos em estudo foram dissolvidos em dimetilsulfoxido numa concentracdo de 10 mM e
armazenados a 4 °C. A partir desta solucao-mae, as varias solucoes dos compostos foram
preparadas por diluicbes adequadas em etanol antes de cada experiéncia, de modo a garantir
uma concentracao em cada poco de 30 pM para o screening inicial e de 1, 7,5, 15, 30, 50 e 100

UM para as curvas de concentracao-resposta.

5.2.2.1. Procedimento geral

A atividade antioxidante foi determinada espetrofotometricamente, medindo a extensao de
reducdo do DPPH de acordo com Zhao et al.'?® A mistura reacional contendo, em cada poco,
100 pL da solucao teste e 100 pL da solucao de DPPH (0,2 mM). A capacidade de reducao do
DPPH foi seguida medindo a absorvancia a 517 nm aos 20 e 60 minutos, tendo a solucao
permanecido em repouso e na auséncia de luz entre as medicdes. A absorvancia do controlo
negativo foi determinada pela substituicdo da solucao teste por etanol, enquanto que o Trolox
foi usado como controlo positivo. Para descontar a absorvancia de cada composto, foi realizado
um ensaio em branco de cada amostra, substituindo o DPPH por etanol. Cada estudo
corresponde a trés experiéncias, cada uma realizada em triplicado. A capacidade de reducao

do DPPH foi calculada segundo a expressao:
% Reducao = [1 - (Absorvanciaamestra - AbSOrvanciapranco) / Absorvanciacontrolo negativo] X 100

Apos o screening inicial a 30 yM de cada composto, calcularam-se os valores de ICsy para os

compostos que apresentaram uma capacidade de reducao do DPPH superior a 50%.

5.2.3. Estudos celulares

Para a avaliacao dos efeitos na proliferacdao celular, os compostos sintetizados foram

comparados com o controlo positivo 5-FU, em linhas celulares MCF-7 e NHDF.
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5.2.3.1 Culturas celulares

As linhas celulares foram cultivadas em frascos de cultura de 75 cm? e mantidas a 37 °C numa
incubadora de atmosfera hiimida com 5% de CO,. A linha celular MCF-7 foi cultivada em meio
DMEM suplementado com 10% de soro fetal de bovino (SFB) e 1% de antibiotico/antimicotico
(AB - solucao com 10,000 unidades/ml de penicilina, 100 mg/ml de estreptomicina e 25 pg/ml
de anfotericina-B). Estas células foram usadas nas experiéncias nas passagens 26, 27 e 28. As
células NHDF foram cultivadas em meio de cultura RPMI suplementado com 10% SFB, 2 mM de
L-glutamina, 10 mM de HEPES, 1 mM de piruvato de sédio e 1% de AB. Estas células foram

utilizadas nas passagens p+6, p+7 e p+8.

5.2.3.2 Preparacao das solugdes

Os compostos estudados foram dissolvidos em dimetilsulfoxido numa concentracao de 10 mM e
armazenados a 4 °C. A partir desta solucdo-mae, as varias solucoes dos compostos foram
preparadas por diluicio adequada em meio de cultura completo antes de cada experiéncia. A
concentracdo maxima de DMSO nos estudos foi 1% (v/v), uma concentracdao sem efeito

significativo na viabilidade das células (dados nao apresentados).

5.2.3.3 Determinacéao In Vitro da proliferacao celular
5.2.3.3.1 Tratamento das células com os compostos

Depois da tripsinizacdo e contagem, 100 pL de uma suspensao de células no meio com densidade
inicial de 2x10* células/ mL foi semeada em cada poco das placas de cultura de 96 pocos,
deixando-se aderir por 48h. Depois do tempo de adesado, o meio foi removido e substituido pelas
varias solucdes de compostos em estudo, a uma concentracdo de 30 pM, no meio apropriado,
incubando-se por aproximadamente 72h, e as células nao tratadas foram usadas como controlo
negativo. Cada experiéncia foi realizada em quadruplicado e repetida independentemente duas

vezes, a excecao do estudo com células NHDF, que so foi realizado uma vez.

5.2.3.3.2 Ensaio MTT

A viabilidade celular foi avaliada quantificando a extensao de reducao do MTT (brometo de 3-
(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio). Apos o periodo de incubacao de 72h o meio foi
removido, foram adicionados 100 pL de solucao de tampao fosfato salino (137 mM NaCl, 2,7 mM
KCl, 10 mM Na,HPO,4 e 1.8 mM KH,PO, em agua destilada, pH 7,4) para lavar as células e, em
seguida, 100 pL de solucao de MTT (5mg/mL), preparada no meio adequado isento de soro,
foram adicionados a cada poco, seguindo-se um periodo de incubacao de 4h a 37 °C. Em

seguida, o meio contendo MTT foi removido e os cristais de formazano foram dissolvidos em
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DMSO. A absorvancia foi medida a 570 nm. A extensao da morte celular foi expressa como

percentagem de viabilidade celular relativamente as células utilizadas como controlo negativo.

5.2.4. Estatistica

Os resultados de todos os ensaios foram expressos como valores médios+desvio padrao. O
tratamento dos resultados, assim como estudos estatisticos foram realizados no software
Microsoft Excel 2013. Para determinar a significancia estatistica (p<0,05) foi aplicado o teste
t-Student. Os valores de ICsy para os ensaios de proliferacao celular foram calculados a partir

da curva de concentragao-resposta por ajuste sigmoide (intervalo de confianca de 95%).

5.3 Estudos in silico

5.3.1. Docking molecular

O estudo de docking molecular foi realizado entre os compostos sintetizados, o alopurinol, o

composto para a validacao do método e a enzima XOR, no seu sitio ativo.

O desenho das estruturas bidimensionais e a minimizacao de energias em 3D realizaram-se

utilizando o software ChemOffice versao 13.0. da CamBridgeSoft.

A estrutura cristalizada da XOR foi obtida através do PDB database com o codigo 1VDV (1.98 A
de resolucao). A proteina e o ligando foram isolados utilizando o software Chimera 1.9rc. Para
preparar as moléculas para o docking, definir parametros e analisar resultados utilizou-se o
software AutoDock Tools 1.5.6. Todos os calculos de docking foram efetuados usando o software
AutoDock 4.0. As interacoes entre o ligando e o sitio ativo da proteina foram visualizadas

através do software Discovery Studio Visualizer v16.1.

A proteina foi preparada removendo as moléculas de agua, adicionando cargas Gasteiger e

removendo os hidrogénios nao polares. Os parametros do ligando foram mantidos inalterados.

A validacao da funcao de score foi realizada com a estrutura cristalizada da enzima XDH com o
inibidor: 1VDV (inibidor Y-700) e recorrendo ao re-docking do respetivo ligando (dados nao
apresentados). O local para o docking foi definido recorrendo a uma grid box de dimensoées 30
x 36 x 50 A com espacamento de 0.375 A & volta do centro do ligando co-cristalizado, com
espacamento de 0,300 A & volta do centro do ligando co-cristalizado, garantido assim que os
ligandos estudados ocupam o espaco a eles confinado. Para a execucao da grid foi adicionado

o parameter library filename “AD4_Parameters.dat” (anexo 3). O método de pesquisa de
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docking utilizado foi o algoritmo Lamarckian genetic, e para cada ligando foram geradas 10

conformacgoes diferentes.

5.3.2. Predicao das propriedades farmacocinéticas

As predicoes das propriedades farmacocinéticas foram realizadas para os compostos que
apresentaram uma atividade antibacteriana significativa, pelo software pkSCM on-line, em
http://bleoberis.bioc.cam.ac.uk/pkcsm/prediction, de modo a prever o perfil ADMET destas

moléculas.
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Anexo 1 - Auxiliar de estruturas dos compostos 1-7c.
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Anexo 2 - Auxiliar de estruturas dos compostos 7d-10n.

OCHs

7d

X
R )I\ Ry
~N N

) O

0 R,

9 a-i

9a X=0; Ry=H; R,=CH,
b X=0; R;=CH5; Ry=CH,
¢ X=S; R,=Ph; R,=CH;
d X=0; Ry=H; R,=Ph
e X=S; Ry=H; R,=CF;
f X=S; Ry=H; R2=CH,
g X=0; Ry=H; R,=CF;
h X=0; Ry=CH3; R,=CF;
i X=S; Ry=Ph; R3=CF,

8a

10a-n

10a X=0; R,=H; R,=CH,; R;=4-NO,C,H,

b X=0; Ry=CH3; R,=CHj;; R;=4-NO,C,H,
¢ X=S; R,=Ph; R,=CHj3; R3=4-NO,C.H,
d X=0; Ry=H R,=CH,; R3=2,4-NO,C,H;
e X=0; Ry=CHj; R,=CHj;; R3=2,4-NO,C,H,
f X=0; Ry=H; R,=CH3; R3=C,H;

g X=0; R;=CHj;; R,=CH;; R3=C¢H;

h X=S; R;=Ph; R,=CH,;; R3=C/H;

i X=0; Ry=H; R,=CH3; Ry=H

j X=S; R=Ph; R,=CH3;R;=H

k X=0; R;=CH3; R,=CH;; R;=H

[ X=S; Ry= H; R,=CF;; Ry=H

m X=s; Ry;=H; R,=CF3; R3=4-NO,C,H,
n X=5; Ry=H; Ry= CF3; R3= C¢H;
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Anexo 3 - Ficheiro “AD4_Parameters.dat”

(cedido pelo Dr. Renjith Raveendran Pillai do TKM College of Arts and Science, India)

# SId: AD4_parameters.dat,v 1.4 2005/10/31 18:36:45 rhuey Exp $
# AutoDock Parameters - Version 1.0

#
# AutoDock 4 coefficient with respect to original (AD2) parameters
#

FE_coeff_vdW 0.1560
FE_coeff_hbond 0.0974
FE_coeff_estat 0.1465
FE_coeff_desolv 0.1159
FE_coeff_tors 0.2744

# - Unweighted vdW and Unweighted hbond Well Depths

#

# - To obtain the Rij value for non H-bonding atoms, calculate the

# arithmetic mean of the Rii values for the two atom types.

#

# - To obtain the epsij value for non H-bonding atoms, calculate the

# geometric mean of the epsii values for the two atom types.

#

# - Note that the Rij_hb value is non-zero for heteroatoms only, and

zero for H atoms;

# to obtain the Rij_hb for an H-bond, look up for the heteroatom only;

# do not combine Rij_hb values between heteroatoms and hydrogens;

# Similarly, for epsij_hb values.

#

# For example, the Rij_hb for OA-HD H-bonds will be 1.9 Angstrom,

# and epsij_hb will be 5.0 kcal/mol.

#

# Rii Rij_hb rec_index

# Atom epsii solpar epsij_hb map_index

# Type vol hbond bond_index

- T

atom_par C 4.00 0.150 33.5103 -0.00143 0.0 0.0 0 -1 -1 0 # Non H-bonding
atom_par A 4.00 0.150 33.5103 -0.00052 0.0 0.0 0 -1 -1 0 # Non H-bonding
atom_par N 3.50 0.160 22.4493 -0.00162 0.0 0.0 0 -1 -1 1 # Non H-bonding
atom_par NA 3.50 0.160 22.4493 -0.00162 1.9 5.0 4 -1 -1 1 # Acceptor 1 H-bond
atom_par NS 3.50 0.160 22.4493 -0.00162 1.9 5.0 3 -1 -1 1 # Acceptor S Spherical
atom_par OA 3.20 0.200 17.1573 -0.00251 1.9 5.0 3 -1 -1 2 # Acceptor 2 H-bonds
atom_par OS 3.20 0.200 17.1573 -0.00251 1.9 5.0 3 -1 -1 2 # Acceptor S Spherical
atom_par SA 4.00 0.200 33.5103 -0.00214 2.5 1.0 5 -1 -1 6 # Acceptor 2 H-bonds
atom_par S 4.00 0.200 33.5103 -0.00214 0.0 0.0 0 -1 -1 6 # Non H-bonding
atom_par H 2.00 0.020 0.0000 0.00051 0.0 0.0 0 -1 -1 3 # Non H-bonding
atom_par HD 2.00 0.020 0.0000 0.00051 0.0 0.0 2 -1 -1 3 # Donor 1 H-bond
atom_par HS 2.00 0.020 0.0000 0.00051 0.0 0.0 1 -1 -1 3 # Donor S Spherical
atom_par P 4.20 0.200 38.7924 -0.00110 0.0 0.0 0 -1 -1 5 # Non H-bonding
atom_par Br 4.33 0.389 42.5661 -0.00110 0.0 0.0 0 -1 -1 4 # Non H-bonding
atom_par BR 4.33 0.389 42.5661 -0.00110 0.0 0.0 0 -1 -1 4 # Non H-bonding
atom_par Ca 1.98 0.550 2.7700 -0.00110 0.0 0.0 0 -1 -1 4 # Non H-bonding
atom_par CA 1.98 0.550 2.7700 -0.00110 0.0 0.0 0 -1 -1 4 # Non H-bonding
atom_par Cl 4.09 0.276 35.8235 -0.00110 0.0 0.0 0 -1 -1 4 # Non H-binding
atom_par CL 4.09 0.276 35.8235 -0.00110 0.0 0.0 0 -1 -1 4 # Non H-binding
atom_par F 3.09 0.080 15.4480 -0.00110 0.0 0.0 0 -1 -1 4 # Non H-binding
atom_par Fe 1.30 0.010 1.8400 -0.00110 0.0 0.0 0 -1 -1 4 # Non H-bonding
atom_par FE 1.30 0.010 1.8400 -0.00110 0.0 0.0 0 -1 -1 4 # Non H-bonding
atom_par | 4.72 0.550 55.0585 -0.00110 0.0 0.0 0 -1 -1 4 # Non H-binding
atom_par Mg 1.30 0.875 1.5600 -0.00110 0.0 0.0 0 -1 -1 4 # Non H-bonding
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atom_par MG 1.30 0.875 1.5600 -0.00110 0.0 0.0 0 -1 -1 4 # Non H-bonding
atom_par Mn 1.30 0.875 2.1400 -0.00110 0.0 0.0 0 -1 -1 4 # Non H-bonding
atom_par MN 1.30 0.875 2.1400 -0.00110 0.0 0.0 0 -1 -1 4 # Non H-bonding
atom_par Zn 1.48 0.550 1.7000 -0.00110 0.0 0.0 0 -1 -1 4 # Non H-bonding
atom_par ZN 1.48 0.550 1.7000 -0.00110 0.0 0.0 0 -1 -1 4 # Non H-bonding
atom_par He 2.36 0.056 15.240 -0.00110 0.0 0.0 0 -1 -1 0 # Non H-bonding
atom_par Li 2.45 0.025 12.000 -0.00110 0.0 0.0 0 -1 -1 1 # Non H-bonding
atom_par Be 2.76 0.085 12.000 -0.00110 0.0 0.0 0 -1 -1 1 # Non H-bonding
atom_par B 4.08 0.180 12.052 -0.00110 0.0 0.0 0 -1 -1 0 # Non H-bonding
atom_par Ne 3.24 0.042 15.440 -0.00110 0.0 0.0 0 -1 -1 0 # Non H-bonding
atom_par Na 3.98 0.030 12.000 -0.00110 0.0 0.0 0 -1 -1 1 # Non H-bonding
atom_par Al 4.49 0.505 11.278 -0.00110 0.0 0.0 0 -1 -1 1 # Non H-bonding
atom_par Si 4.30 0.402 12.175 -0.00110 0.0 0.0 0 -1 -1 1 # Non H-bonding
atom_par K 3.81 0.035 12.000 -0.00110 0.0 0.0 0 -1 -1 1 # Non H-bonding
atom_par Sc 3.30 0.019 12.000 -0.00110 0.0 0.0 0 -1 -1 1 # Non H-bonding
atom_par Ti 3.18 0.017 12.000 -0.00110 0.0 0.0 0 -1 -1 1 # Non H-bonding
atom_par V 3.14 0.016 12.000 -0.00110 0.0 0.0 0 -1 -1 1 # Non H-bonding
atom_par Co 2.87 0.014 12.000 -0.00110 0.0 0.0 0 -1 -1 1 # Non H-bonding
atom_par Ni 2.83 0.015 12.000 -0.00110 0.0 0.0 0 -1 -1 1 # Non H-bonding
atom_par Cu 3.50 0.005 12.000 -0.00110 0.0 0.0 0 -1 -1 1 # Non H-bonding
atom_par Ga 4.38 0.415 11.000 -0.00110 0.0 0.0 0 -1 -1 1 # Non H-bonding
atom_par Ge 4.28 0.379 12.000 -0.00110 0.0 0.0 0 -1 -1 1 # Non H-bonding
atom_par As 4.23 0.309 13.000 -0.00110 0.0 0.0 0 -1 -1 1 # Non H-bonding
atom_par Se 4.21 0.291 14.000 -0.00110 0.0 0.0 0 -1 -1 1 # Non H-bonding
atom_par Kr 4.14 0.220 16.000 -0.00110 0.0 0.0 0 -1 -1 1 # Non H-bonding
atom_par Rb 4.11 0.040 12.000 -0.00110 0.0 0.0 0 -1 -1 2 # Non H-bonding
atom_par Sr 3.64 0.235 12.000 -0.00110 0.0 0.0 0 -1 -1 2 # Non H-bonding
atom_par Y 3.35 0.072 12.000 -0.00110 0.0 0.0 0 -1 -1 1 # Non H-bonding
atom_par Zr 3.12 0.069 12.000 -0.00110 0.0 0.0 0 -1 -1 1 # Non H-bonding

atom_par Nb 3.17 0.059 12.000

atom_par Mo 3.05 0.056 12.000 -0.001100.00.00

atom_par Tc 3.00 0.048 12.000
atom_par Ru 2.96 0.056 12.000
atom_par Rh 2.93 0.053 12.000
atom_par Pd 1.34 0.048 12.000
atom_par Ag 3.15 0.036 12.000
atom_par Cd 2.85 0.228 12.000

-0.001100.00.00

-0.001100.00.00
-0.001100.00.00
-0.001100.00.00
-0.001100.00.00
-0.001100.00.00
-0.001100.00.00

atom_par In 4.46 0.599 11.000 -0.00110 0.0 0.0 0

atom_par Sn 4.39 0.567 12.000
atom_par Sb 4.42 0.449 13.000
atom_par Te 4.47 0.398 14.000
atom_par Xe 4.40 0.332 12.000
atom_par Cs 4.52 0.045 12.000
atom_par Ba 3.70 0.364 12.000
atom_par La 3.52 0.017 12.000
atom_par Ce 3.56 0.013 12.000
atom_par Pr 3.61 0.010 12.000

-0.001100.00.00
-0.001100.00.00
-0.001100.00.00
-0.001100.00.00
-0.001100.00.00
-0.001100.00.00
-0.001100.00.00
-0.001100.00.00
-0.001100.00.00

-1 -1 1 # Non H-bonding
-1 -1 1 # Non H-bonding
-1 -1 1 # Non H-bonding
-1 -1 1 # Non H-bonding
-1 -1 1 # Non H-bonding
-1 -1 1 # Non H-bonding
-1 -1 1 # Non H-bonding
-1 -1 1 # Non H-bonding
-1 -1 1 # Non H-bonding
-1 -1 1 # Non H-bonding
-1 -1 1 # Non H-bonding
-1 -1 1 # Non H-bonding
-1 -1 1 # Non H-bonding
-1 -1 2 # Non H-bonding
-1 -1 2 # Non H-bonding
-1 -1 1 # Non H-bonding
-1 -1 1 # Non H-bonding
-1 -1 1 # Non H-bonding

atom_par Nd 3.58 0.010 12.000 -0.00110 0.0 0.0 0 -1 -1 1 # Non H-bonding
atom_par Pm 3.55 0.009 12.000 -0.00110 0.0 0.0 0 -1 -1 1 # Non H-bonding
atom_par Sm 3.52 0.008 12.000 -0.00110 0.0 0.0 0 -1 -1 1 # Non H-bonding

atom_par Eu 3.49 0.008 12.000 -0.00110 0.0 0.0 0
atom_par Gd 3.37 0.009 12.000 -0.00110 0.0 0.0 0

atom_par Dy 3.43 0.007 12.000 -0.00110 0.0 0.0 0

# Non H-bonding
# Non H-bonding

# Non H-bonding

-1-11
-1-11
atom_par Tb 3.45 0.007 12.000 -0.00110 0.0 0.0 0 -1 -1 1 # Non H-bonding
-1-11
-1-11

atom_par Ho 3.41 0.007 12.000 -0.00110 0.0 0.0 0 # Non H-bonding
atom_par Er 3.39 0.007 12.000 -0.00110 0.0 0.0 0 -1 -1 1 # Non H-bonding
atom_par Tm 3.37 0.006 12.000 -0.00110 0.0 0.0 0 -1 -1 1 # Non H-bonding
atom_par Yb 3.36 0.228 12.000 -0.00110 0.0 0.0 0 - # Non H-bonding
atom_par Lu 3.64 0.041 12.000 -0.00110 0.0 0.0 O - # Non H-bonding
atom_par Hf 3.41 0.072 12.000 -0.00110 0.0 0.0 0 - # Non H-bonding
atom_par Ta 3.71 0.081 12.000 -0.00110 0.0 0.0 0 - # Non H-bonding
atom_par W 3.07 0.067 12.000 -0.00110 0.0 0.0 0 -1 -1 1 # Non H-bonding
atom_par Re 2.95 0.066 12.000 -0.00110 0.0 0.0 0 -1 -1 1 # Non H-bonding
atom_par Os 3.12 0.120 12.000 -0.00110 0.0 0.0 0 -1 -1 1 # Non H-bonding
atom_par Ir 2.84 0.073 12.000 -0.00110 0.0 0.0 0 -1 -1 1 # Non H-bonding
atom_par Pt 2.75 0.080 12.000 -0.00110 0.0 0.0 0 -1 -1 1 # Non H-bonding

A =
A =
A =
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atom_par Au 3.29 0.039 12.000 -0.00110 0.0 0.0 0 -1 -1 1 # Non H-bonding
atom_par Hg 2.71 0.385 12.000 -0.00110 0.0 0.0 0 -1 -1 1 # Non H-bonding
atom_par T1 4.35 0.680 11.000 -0.00110 0.0 0.0 0 -1 -1 1 # Non H-bonding

atom_par Pb 4.30 0.663 12.000 -0.00110 0.0 0.0 0 -1 -1 1 # Non H-bonding
atom_par Bi 4.37 0.518 13.000 -0.00110 0.0 0.0 0 -1 -1 1 # Non H-bonding

atom_par Po 4.71 0.325 14.000 -0.00110 0.0 0.0 0 -1 -1 1 # Non H-bonding
atom_par At 4.75 0.284 15.000 -0.00110 0.0 0.0 0 -1 -1 1 # Non H-bonding
atom_par Rn 4.77 0.248 16.000 -0.00110 0.0 0.0 0 -1 -1 1 # Non H-bonding
atom_par Fr 4.90 0.050 12.000 -0.00110 0.0 0.0 0 -1 -1 2 # Non H-bonding

atom_par Ra 3.68 0.404 12.000 -0.00110 0.0 0.0 0 -1 -1 2 # Non H-bonding
atom_par Ac 3.48 0.033 12.000 -0.00110 0.0 0.0 0 -1 -1 1 # Non H-bonding
atom_par Th 3.40 0.026 12.000 -0.00110 0.0 0.0 0 -1 -1 1 # Non H-bonding
atom_par Pa 3.42 0.022 12.000 -0.00110 0.0 0.0 0 -1 -1 1 # Non H-bonding
atom_par U 3.40 0.022 12.000 -0.00110 0.0 0.0 0 -1 -1 1 # Non H-bonding

atom_par Np 3.42 0.019 12.000 -0.00110 0.0 0.0 0 -1 -1 1 # Non H-bonding
atom_par Pu 3.42 0.016 12.000 -0.00110 0.0 0.0 0 -1 -1 1 # Non H-bonding
atom_par Am 3.38 0.014 12.000 -0.00110 0.0 0.0 0 -1 -1 1 # Non H-bonding
atom_par Cm 3.33 0.014 12.000 -0.00110 0.0 0.0 0 -1 -1 1 # Non H-bonding
atom_par Bk 3.34 0.013 12.000 -0.00110 0.0 0.0 0 -1 -1 1 # Non H-bonding
atom_par Cf 3.31 0.013 12.000 -0.00110 0.0 0.0 0 -1 -1 1 # Non H-bonding

atom_par E 3.30 0.012 12.000 -0.00110 0.0 0.0 0 -1 -1 1 # Non H-bonding

atom_par Fm 3.29 0.012 12.000 -0.00110 0.0 0.0 0 -1 -1 1 # Non H-bonding
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Anexo 4 - Comunicacao na forma de poster no ambito desta dissertacao

Development of 5-functionalized (thio)barbiturate derivatives as potential xanthine oxidase
inhibitors

Figueiredo J. ', Almeida P.", Silvestre S. '

" CICS-UBI - Health Sciences Research Centre, University of Beira Interior, Covilhd, Portugal;

Xanthine oxidase (XO) is an important and versatile molybdoflavoprotein, acting mainly in the liver and in the intestine.
This enzyme is involved in the purines metabolism, catalyzing the transformation of hypoxanthine to xanthine and
xanthine to uric acid, with concomitant production of reactive oxygen species (ROS), which are involved in different
pathologies [1]. In addition, high levels of uric acid can lead to gout, a disease usually controlled using the drug
allopurinol, which is considered the prototype XO inhibitor. However, the use of this clinical drug is associated with
relevant adverse effects and to the inability to prevent the formation of free radicals by XO, which has led to the
search of new inhibitors of this enzyme [2]. Thus, in the present work, several 5-hydrazinylmethylenepyrimidine
derivatives and analogues were prepared and characterized from (thio)barbituric acid derivatives as potential XO
inhibitors and molecular docking studies were effected.

o o :
)j\ )]\ RN NR, g
R o7 R, NH,NHR; CH,OH RN Z > g
RN NR, — 1 B 3
M * ° ° : )\
o o X }}'I ©
(e} R.

2

X=0orS; R; =H, CHyor C¢Hs; R, = CHj or CF5; Ry = H,C Hy or 4-NO,CH,

The XO inhibitory activity and the antioxidant and cell proliferation effects of the synthesized compounds will also be
evaluated.

Keywords: Xanthine Oxidase, Allopurinol analogues, 5-Hydrazinylmethylenepyrimidines, Molecular docking
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