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Resumo

A leishmaniose e a doenca do sono sdo doencas provocadas por parasitas protozoarios do género
Leishmaniae Trypanosoma, respetivamente, que afetam um elevadissimo nimero de pessoas em todo
o mundo. Apesar de haver tratamento, o aparecimento de resisténcia aos tratamentos disponiveis e a
variedade genética dos parasitas representam enorme perigo para a humanidade. A descoberta de novas
moléculas para combater essas doencas foi considerada pela Organizacdo Mundial de Saude uma
necessidade urgente.

Este trabalho apresenta a sintese, avaliacao bioldgica em parasitas L. /nfantum e 7. brucei e analises
SAR de novos derivados de 4-hidrazonopirimidopirimidinas.

As 4-hidrazonopirimidopirimidinas a testar foram sintetizadas usando métodos de sintese
desenvolvidos anteriormente no grupo de investigacdo. A partir de reagentes comerciais foram
sintetizadas 9-aril-6-cianopurinas em quatro passos sequenciais. Estas fizeram-se reagir com agentes
alquilantes e acilantes gerando novos derivados. O tratamento das cianopurinas com hidrazina permitiu
gerar dihidropirimidopirimidinas que se converteram em 4-hidrazinopirimidopirimidina por reacéo com
um nucleodfilo. As 4-hidrazonopirimidopirimidinas  foram obtidas a partir das 4-
hidrazinopirimidopirimidinas, por reacdo com aldeidos em meio acido, ou a partir das
dihidropirimidopirimidinas por reacéo com aldeidos na presenca de uma base nucleofilica. Deu-se ainda
inicio ao estudo das condicoes de reacao para gerar pirimidopirimidinas fundidas com triazinas.

A atividade antiparasitaria das hidrazonopirimidopirimidinas foi determinada em formas
promastigotas de L. /nfantum e formas sanguineas de 7. brucei através da determinacédo do ICso. A
citotoxicidade foi avaliada na linha celular de macrofagos THP1. Foram identificados vinte e quatro
compostos com 1Cso < 10 uM (L./ promastigotas) que se selecionaram para serem testados em
amastigotas de L. infantum intramacrofagicos. Dos compostos testados, treze mostraram-se ativosa 10
M. Trés dos compostos ativos em amastigotas de L. infantum intramacrofagicos foram ainda avaliados
numa estirpe multirresistente de L. infantum (M200.5), sendo todos eles ativos.

Identificaram-se cinco compostos promissores para estudos mais avancados em L. jnfantum, com
indice de seletividade (SI) superior a 40, e trés compostos promissores para estudos mais avancados

em 7. brucei, com Sl superior a 100.
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Abstract

Leishmaniasis and sleeping sickness are diseases caused by protozoan parasites of the genus
Leishmania and Trypanosoma, respectively, which affect many people worldwide. Although there are
many types of treatment, the increasing resistance and parasite variability makes these issues
threatening. The discovery and research of new antiparasitic molecules is considered an urgent necessity
by The World Health Organization.

This manuscript presents the synthesis, biological evaluation in parasites L. /nfantum and 7. brucei
and SAR studies of new 4-hydrazonepyrimidopyrimidines.

These compounds were synthesized by an already optimized method developed by the research
group. In four sequential steps, 9-aryl-6-nitrilepurines were synthesized from commercial reagents. These
were treated with alkyl halides and acyl chlorides originating new compounds. The reaction of the
nitrilepurines with hydrazine allowed the synthesis of dihydropyrimidopyrimidines which were then
converted in 4-hydrazinylpyrimidopyrimidines by reacting with a nucleophile. The new 4-
hydrazonepyrimidopyrimidines were synthesized from 4-hydrazinylpyrimidopyrimidines, by reaction with
aldehydes in acid medium or from of dihydropyrimidopyrimidines by reaction with aldehydes in the
presence of a basic nucleophile. Also, a new study was initiated to determine the conditions for
synthesizing a new class of tricyclic compounds bearing a pyrimidopyrimidine moiety coupled to a triazine.

The antiparasitic activity of 4-hydrazonepyrimidopyrimidines was measured in the promastigote form
of L. infantum and in 7. brucei bloodstream and the cytotoxicity was measured in a THP1 macrophage
cellHine.

A total of 24 compounds showed activity (£./ promastigotes) bellow 10 uM being then selected for
testing in the intramacrophagic amastigote form of L. infantum. From this assay 13 compounds showed
activity bellow 10 uM and 3 of them were selected and tested in a resistant strain of /./ promastigotes
(M200.5). All the compounds previously selected were highly active in this strain.

In total, 5 promising compounds were identified and selected for further studies in L. infantum bearing
a selective index over 40, and 3 compounds were identified and selected for further studies in 7. brucer

bearing a selective index over 100.
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Abreviaturas

am. — Amastigotas

am™ - Amastigotas axénicos (extracelulares)

CCso - Concentracdo a qual se verifica 50% de citotoxicidade
CDCl3 - Clorofoérmio deuterado

d - Dupleto

DCM - Diclorometano

dd - Dupleto de dupletos

ddd - Duplo dupleto de dupletos

Dec. — Degradacao

DMSO - Dimetilsulfoxido

DMSOde — Dimetilsulfoxido deuterado

DRC - “Dose Response Curve”

dt — Dupleto de tripletos

Esq - Esquema

f - Fraco

Fig - Figura

FTIR - “Fourier Transformed Infrared Spectroscopy”

h — Hora(s)

HMBC - “Heteronuclear Multiple Bond Correlation”
HMQC - “Heteronuclear Multiple Quantum Coherence”
Hz - Hertz

i - Intenso

ICso — Concentracao a qual se verifica 50% de inibicao biologica
IV - Infravermelho

J — Constante de acoplamento

L.i. = Leishmania infantum

m - Médio
m- meta
m - Multipleto

min. — minuto(s)
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0 - orto

OMS - Organizacao mundial de saude
p-para

PBS - “Phosphate-buffered saline”

PMA - “Phorbol 12-myristate 13-acetate”

pro. — Promastigotas

g - Quarteto

quint - Quinteto

RMN - Ressonancia Magnética Nuclear
s — Singleto

SAR - “Structure-Activity Relationship”

SD - “Single Dose”

SI - indice de seletividade

sl - Singleto largo

t.a. - Temperatura ambiente (20-30°C)
Tab. - Tabela

T.b. = Trypanosoma brucei
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1. Introducéo

1.1. Leishmaniose

As leishmanioses sdo um conjunto doencas tropicais e subtropicais provocadas pelas varias espécies
do género Leishmania (género de parasitas protozoarios intracelulares da familia Trypanosomatidae).
Estas apresentam varias manifestacdes clinicas: Leishmaniose visceral (fatal na auséncia de tratamento);
Leishmaniose cutdnea e mucocutanea para as quais ainda ndo existe terapia segura atualmente. Os
parasitas do género /eishmaniacausam uma larga variedade de doencas afetando cerca de 12 milhdes
de pessoas mundialmente, surgindo cerca de 1,5 a 2 milhdes de casos anualmente [1,3].

Em relacao a leishmaniose cutanea, esta € a mais comum em paises em desenvolvimento sendo
registados anualmente cerca de 0,6 a 1 milhdo de casos. Tem a particularidade de apresentar uma
epidemiologia bastante complexa, com variacoes nos ciclos de transmissao, nos hospedeiros, nos insetos
vetores, nas manifestacoes clinicas e na resposta ao tratamento. A leishmaniose mucocutanea esta
associada a destruicao parcial das mucosas do nariz, boca e garganta. Cerca de 90% dos casos ocorrem
na Bolivia, Brasil, Etiopia e Peru. A leishmaniose visceral, também conhecida por kala-azar, esta
associada a cerca de 50.000 a 90.000 novos casos por ano, em que 95% desses casos, quando nao
sao tratados, sao fatais [1].

Cerca de 21 de 30 espécies destes parasitas sao capazes de infetar humanos [2]. Realca-se o
complexo Leishmania donovani com 2 espécies (Leishmania donovani, Leishmania infantum ou
Leishmania chagasi) responsavel pela forma mais agressiva de leishmaniose, a leishmaniose visceral,

mais conhecida por “kala-azar” (Fig.1).

- L. major complex L. major L. gerbilli L. turanica L. ar:
- L. tropica complex L. tropica (L. kilickii) L. asthiopica
Leishmania 4
- L. donovani complex L. donovani (L. archibaldi) L. infantum (L. chagasi)
L. mexicana (L. pifanoi) L. amazonensis (L. garnhami)

L L. mexicana complex T L _ _
L. aristidesi L. forattinii L. venezuelensis L. waltoni

Figura 1 - Arvore filogenética do género Leishmania



A pessoa ¢ infetada quando um flebotomineo inocula formas promastigotas na corrente sanguinea do
hospedeiro (A). Estas formas sado fagocitadas por macrofagos teciduais (B) e diferenciam-se
intracelularmente em amastigotas (forma intracelular do parasita no hospedeiro vertebrado) (C). Estas
depois reproduzem-se por divisao binaria (D), até que a célula hospedeira fique repleta de parasitas e se
rompa (E). Com a destruicdo da célula, inimeros amastigotas séo libertados e fagocitados por outros
macroéfagos, dando continuidade aos ciclos de reproducao assexuada (F). O vetor, por sua vez, recebe o
parasita por hematofagia quando ingere células parasitadas por amastigotas (G). Estas, quando chegam
ao intestino do vetor, adquirem a sua forma promastigota invadindo as porcdes do estdbmago do
flebotomineo (H e 1), sendo inoculadas no hospedeiro vertebrado apds a préxima picada (J) [1,4 e 5]

(Fig.2).
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Figura 2 - Ciclo de vida completo de parasitas L. donovani (@studyandscore.com)



Existe uma epidemia recorrente de leishmaniose visceral na Africa Oriental (Etiopia, Suddo e Quénia),
consequentemente aumentando a taxa de mortalidade das comunidades afetadas. Da mesma forma, a
maioria das epidemias de leishmaniose cutanea tém atingido diferentes zonas do Afeganistéo, Al géria,
Brasil, Coldbmbia, Paquistdo, Peru e as republicas da Siria e Arabia [1,6].

Em 2014, mais de 90% dos novos casos registados pela OMS (Organizacdo Mundial da Salde)
provinham de cinco paises (Brasil, Etidpia, India, Somalia e Suddo). A leishmaniose cutdnea antropica
(Humanos como portadores do parasita) é predominantemente urbana e demonstra padroes de
agrupamento espacial semelhantes a leishmaniose visceral antropica, presente no sudeste asiatico. A
doenca é normalmente assinalada por vastos surtos em cidades densamente povoadas, especialmente
em zonas de conflitos/guerras, campos de refugiados e onde predominam migracdes populacionais de
larga escala. Isto deve-se ao facto de predominarem/circularem varias espécies do género Leishmania
na mesma area geografica. Cerca de 90% dos casos registados de Leishmaniose mucocutanea ocorrem
no estado multinacional da Bolivia, Brasil e Peru [1,6].

A procura/pesquisa ativa de novos casos é uma componente fundamental para a estratégia de
eliminacao da leishmaniose visceral na India. Esta podera ajudar a reduzir a transmissao da doenca
diminuindo o periodo de infecao dos doentes, e quanto mais cedo for diagnosticada melhor sera a

eficiéncia do tratamento.

1.1.1. Tratamento

Sem nenhuma vacina para o Homem disponivel atualmente, o controlo de parasitas deste tipo
(Leishmania) depende maioritariamente de tratamentos que normalmente requerem longos periodos de
administracao parenteral e que sdo maioritariamente dispendiosos (quimioterapia). Durante muitos anos
o tratamento primario antileishmanial, na maior parte dos paises em desenvolvimento, foi o Antimoénio.
No entanto, a resisténcia a derivados de antiménio pentavalente tem vindo a aumentar, e
consequentemente foi sendo substituido por outras alternativas [7,8,10,11]. Atualmente, o aumento da
resisténcia a este tipo de compostos, em zonas altamente endémicas, fez com que se recorresse a
terapias alternativas, entre as quais, a utilizacdo de anfotericina B (2), aminosidina (paromomicina 3) e
miltefosina (4), no entanto estes farmacos apresentam elevada biotoxicidade, assim com baixa
disponibilidade no mercado (Fig. 3). Para além disso, as novas formulacdes de anfotericina B
(AmBisome®), apesar de muito eficientes, sdo extremamente dificeis de obter devido ao seu elevado

custo de producao [7-11].



NH HN
o+ 0O
6
@) (0]
HO OH
OH HO
OH HO
Antimoniato de meglumina 1 Anfotericina B 2
HO  OH

Paromomicina 3 Miltefosina 4

Figura 3 - Farmacos atuais antileishmaniais

Uma outra componente que dificulta o tratamento é a coinfeccdo com HIV. Este, sendo um virus, cujo
alvo sao células do sistema imunitario, é de prever que haja um efeito sinérgico no processo de infecao.
0 enfraquecimento do sistema imunitdrio aumenta a eficiéncia do processo de contagio e esta
particularidade tem vindo a alterar a epidemiologia apresentando problemas para o diagndstico e para o

tratamento desses casos [10, 11].

1.2.  Tripanosomiase

A tripanosomiase Africana humana ou doenca do sono € uma doenca causada por duas subespécies
de Trypanosoma brucei, T. b. rhodesiense e T. b. gambiense. Os parasitas vivem e multiplicam-se
extracelularmente no sangue e fluidos intersticiais do seu hospedeiro humano e sao transmitidos via a

picada de um inseto vetor infetado (mosca tsetse, “ Glossina spp.”) (Fig. 4).
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Figura 4 - Ciclo de vida de parasitas do género 7rypanosoma(Genome Research Limited)

A epidemiologia desta doenca centra-se exclusivamente em zonas subsaarianas de Africa [13]. As
Zonas rurais sdo as mais endémicas sendo que, atualmente 250 zonas, distribuindo-se por 36 paises,
encontram-se ativas [14]. A subespécie 7rypanosoma b. rhodesiense é encontrada nas zonas este e sul
de Africa ao passo que, a T. b. gambiense aparece na zona oeste e centro de Africa.

A gravidade da doenca do sono depende da subespécie em questao. Infecbes com 7. b. gambiense
levam a uma forma aguda da doenca, ao passo que, infecdes com 7. b. rhiodesiense conduzem a uma
infecdo cronica. Os sintomas da primeira fase da doenca, associada a restricdo dos parasitas ao sangue
e sistema linfatico, apresentam-se sob a forma de febre, dor de cabeca, dores articulares e comichao
[15,16]. A segunda fase da doenca desencadeia-se assim que 0s parasitas invadem o sistema nervoso
central e carateriza-se clinicamente pelo aparecimento de disturbios neurolégicos e endocrinos [15,16].
Sem tratamento, a doenca do sono, para pacientes infetados com 7. b. rhodesiense é mortal em poucos
meses. Para pacientes infetados com 7. 6. gambiensea morte tende a ocorrer passados varios anos.

No final do século XIX, foram detetadas varias epidemias de doenca do sono no continente africano.
Destas, a mais destrutiva foi entre 1896-1906, com cerca de 300,000 a 500,000 mortes registadas,
afetando o Congo, Uganda e Quénia [17]. Estas epidemias persuadiram a comunidade cientifica a
encontrar uma cura para a doenca do sono. Na altura, o campo da quimioterapia encontrava-se
subdesenvolvido, porém comecou-se a usar novos meétodos de identificacao e sintese de novas estruturas

para uso terapéutico. Alias, os primeiros avancos para o desenvolvimento de novas drogas



antiparasitarias surgiram desta iniciativa [18,19].

1.2.1. Tratamento

O tratamento atual da doenca do sono depende do estagio/fase da doenca e do tipo de infecao,

que pode ser cronica (7. b. rhodesiense) ou ndo (7. b. gambiense). Para a primeira fase, o tratamento

administrado ¢ Suramina B e Pentamidina 6, para 7. b. rfiodesiense e T. b. gambiense, respetivamente.

No segundo estagio da doenca, para 7. b. gambiense, administra-se Eflornitina 7 seguida de NECT

(Eflornitina-Nifurtimox 8, uma terapia combinada). Caso a doenca persista € administrado Melarsoprol

9 (altamente toxico). Este ultimo é usado logo a partida quando a doenca do sono crénica atinge o seu

segundo estagio (Fig. 5) [20].
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Figura 5 - Farmacos atuais antitripanosomiais



1.3.  “kala-azar” e doenca do sono: o problema continua...

Apesar de existirem alguns medicamentos para o tratamento destas doencas, o acesso a eles é
problematico em paises pobres com elevada afluéncia de infetados. Apesar de a OMS (Organizacéo
Mundial de Saude) e a DNDi (Drugs for Negleted Diseases initiative) ja terem empregado esforcos para
melhorar 0 acesso aos medicamentos o problema ainda persiste. Isto encontra-se diretamente
relacionado com os fracos sistemas de salde destes paises endémicos [11].

Alguns fatores que impossibilitam o acesso a tratamentos adequados sao, por exemplo, o facto de
0os medicamentos serem caros, os protocolos de tratamento nacionais ndo se encontrarem a par dos
mais recentes avancos cientificos, os farmacos serem vistos pelas empresas produtoras como “nao
rentaveis” e o fornecimento de medicamentos nao ser continuo. Além disso a elevada toxicidade dos
farmacos disponiveis e 0 aparecimento de resisténcia aos tratamentos € uma ameaca a vida humana.
Assim, é imperativo que se descubram novas moléculas com atividade contra os parasitas responsaveis
por estas doencas e que simultaneamente sejam nao téxicos para o ser humano. A comunidade cientifica
tem vindo a trabalhar ativamente na descoberta de novas moléculas para o desenvolvimento de novos
medicamentos. A seguir apresenta-se a pesquisa efetuada para identificar as novas moléculas,

recentemente descobertas, que apresentam atividade antileishmanial e/ou antitripanossomial.

1.4.  Novos compostos em desenvolvimento pré-clinico

O numero de compostos descritos na literatura com atividade antileishmanial e antitripanossomial é
consideravel, mas nesta pesquisa apresentam-se apenas os compostos mais ativos (ICso < 10 uM),
menos tdxicos e que se mostraram ativos nas varias formas de parasitas Leishmania e Trypanosoma.
Este estudo foi dividido em 3 partes: compostos com atividade antileishmanial, compostos com atividade

antitripanosomial e consideracdes finais.

1.4.1. Compostos com atividade antileishmanial

Ao longo desta selecdo de compostos com atividade antileishmanial, foram agrupados de acordo
com o nucleo estrutural dos compostos: cromenos, cumarinas, quinolinas, quinazolinas, indoles e
piridinas. Analisaremos os derivados de cada grupo estrutural com base nos valores de ICso, CCso, Sl e

eventuais testes /i vio.



1.4.1.1. Derivados de Cromenos, Cumarinas e calconas

Combes et al. sintetizaram uma serie 4-arilcumarinas usando o método de sintese de Suzuki-Miayra.
Dos derivados sintetizados, o composto 10 exibiu boa atividade contra a forma amastigota de L. donovani
(ICs0= 1,1 uM). Atendendo ao CCsp, obtido em linhas celulares THP1 (CCso = 292 uM), o indice de
seletividade (Sl) é de, pelo menos, 265 [21].

Foroumadi et al. descobriram derivados de 6-cloro-2H-cromeno capazes de inibirem a forma
promastigota de L. major. Desta série sintetizada, 2 novos compostos com grupos 2-clorofenil (11) e 2-
bromofenil (12) mostraram-se os mais interessantes com ICso de 1,22+ 0,31 uM e 1,33+ 0,52 uM,
respetivamente [22]. Shafiee et al. sintetizaram compostos semelhantes tendo identificado o composto

13 como o mais potente da série sintetizada (IC50=0,7+0,3 uM) [23].
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Figura 6 — Compostos ativos identificados por Combes et al., Foroumadi et al. e Shafiee et al.

Alguns derivados de cromeno e calcona, como os compostos 14 e 15, também se mostraram ativos
in vivo. Gupta etal. identificaram o composto 14 como ativo contra as formas promastigota e amastigota
de L. donovani com ICso= 0,78 e 5,4 uM, respetivamente, e SI=7,5. 0 mesmo composto 14 mostrou
inibicao do parasita /7 vivo superior a 87%, por administracdo oral de 100mg/Kg, por dia, ao final de 5
dias, em modelos “hamster” [24]. O composto 15 também foi reportado pelo mesmo autor com
atividade /n vivo inibindo 83,32 % dos parasitas a uma dose diaria de 50mg/Kg, ao longo de 10 dias, no

mesmo modelo bioldgico [25].
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L. donovani pro. 1C5o= 0,78 uM; SI=7,5 invivo: 83,32 % de inibicao parasitaria a
L. donovani am. ICso= 5,4 uM 50mg/Kg/dia ao longo de 10 dias

invive: Inibicao parasitaria superiora 87% a
100mg/Kg/dia ao longo de 5 dias
Figura 7 - Compostos ativos identificados por Gupta et al.

1.4.1.2. Derivados de Quinolina

Dos derivados de quinolina, o mais conhecido atualmente, no tratamento contra leishmaniose
visceral (LV) causada por L. chagasi, é sitamaquina (16), analogo WR6026 da primaquina (17). No
entanto, em estudos clinicos de fase |1, revelou falta de poténcia contra kala-azar brasileiro e um aumento
de toxicidade que nao estava reportada em estudos anteriores [26]. Recentemente a procura de analogos
de 16 e 17 tem sido uma das abordagens mais apeteciveis no “design” de novos farmacos

antileishmaniais [27].

( HNJ\/VN"|2

HN/\/\/\/N\/
N /N
‘e
X
N OCHj OCHj
16 17

Figura 8 - Derivados de quinolina ativos

Estudos efetuados por Azas et al. identificaram nitroquinolinas com propriedades antileishmaniais. O
composto 2-hidroxi-8-nitroquinolina (18) mostrou-se ativo contra as formas promastigota e amastigota
de L. donovani e promastigotade L. infantum (ICso= 6,6; 6,5; 7,6 UM, respetivamente) [28]. Silva et al.
avaliaram a atividade de derivados 4-amino-7-cloroquinolina e descobriram o composto 19 ativo contra
a forma promastigota de L. /nfanturm com 1Cso= 0,01 uM [29]. Neste estudo Silva et al. enfatizaram que

a presenca de uma amina livre era essencial para a atividade do composto.



De uma selecéo de, cerca de, 150 compostos avaliados por Loiseau et al. surgiram 2 novos derivados
de quinolina com atividade /n7 vitro e in vivo. Os compostos 20 e 21 mostraram, na forma amastigota
intracelular de L. donovani valores de 1Cso= 4,1 e ICso= 1,2 uM, respetivamente. Devido ao indice de
seletividade de 122 apresentado pelo composto 21, este foi selecionado como candidato para o estudo
in vivoem modelo de “hamster” pela DNDi (Drugs for Neglected Diseases initiative) [30]. A DNDi também
reportou, em conjunto com Gupta et al., a descoberta do composto 22 com atividade /n vifro contra
amastigotas de L. donovani (ICso= 0,22+ 0.06 uM; SI=187,5) e ainda eficacia /7 vio com inibicao
parasitaria de 84.26+ 4.44% [31]. Este estudo foi expandido de maneira a obter novos analogos de 22,
mais ativos contra a forma intracelular do parasita, sendo que o analogo mais potente, com ICso= 0,17

UM, foi o composto 23 [32].
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L. donovani am. L. donovaniam. IC5y= 0,17 uM

ICs0= 0,22+ 0,06 pM; SI=188

Figura 9 - Compostos ativos identificados por Azas et al. Silva e et al. Gupta et al.

1.4.1.3. Derivados de Quinazolina

Sahu et al. reportaram a sintese de uma nova classe de 4-(hetero)aril-2-piperazinoquinazolinas cuja
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atividade foi determinada /n7 vitro contra promastigotas de L. donovani. De entre os compostos testados,
realcou-se o composto 24, cuja atividade foi avaliada contra amastigotas de L. donovani, que mostrou
ser 0 mais ativo e menostoxico (ICso= 3,16 uM, CCso= 25,38 uM, SI=8,03) [33]. Berma et al. também
reportaram resultados interessantes quando avaliaram 2,4-diaminoquinazolinas contra a forma
amastigota de L. major. |dentificaram o composto 25 como sendo 0 mais potente, com |Cso= 0,00365
UM, CCso= 1,52 uM e SI= 416. Acrescentaram ainda que a amina terciaria presente na estrutura é
importante para a atividade [34].

Dos derivados de quinazolina encontrados, nenhum se aproximou da poténcia do composto 26. Este
foi descoberto por Bhattacharjee et al. e mostrou-se dos mais ativos contra a forma amastigota de /.
donovani com ICso= 0,13 nM [15]. O problema associado a este derivado ¢ a concentracdo a qual o
mesmo é toxico para linhas celulares J774 e NG-108-15. O melhor valor de CCso obtido nestas linhas
celulares ronda 0,88 nM. Isto sugere um indice de seletividade de apenas 69, que torna o composto 26
pouco desejavel como “lead” [35]. No entanto, a informacao obtida neste estudo pode desencadear a

sintese de analogos que permitam manter a poténcia e diminuir a toxicidade.

O
OCHjs
24 25 26
L. donovani pro. L. major am. L. donovani am.
ICs0= 3,16 uM ICs0= 0,00365 uM ICs0= 0,00013 pM
CCso= 25,38 uM; SI= 8,03 CCso= 1,52 uM; SI= 416 CCso= 0,00088 uM; SI= 69

Figura 10 - Compostos ativos identificados por Sahu et al. e Berma et al. Bhattacharjee et al.

Manetsch et al. avaliaram a atividade biolégica de derivados de 2,4-diaminoquinazolinas in vitro e
descobriram que o composto 27 era 0 mais potente contra amastigotas intracelulares de L. donovani e
L. amazonensis (ICso= 0,15+ 0,02 uM e 0,90+ 0,27 uM, respetivamente). No entanto o derivado 27
nao produziu quaisquer resultados de interesse /7 v usando o modelo murino de Leishmaniose
visceral. Destaca-se o composto 28 que, apesar de ser menos potente /n7 wiro contra L. donovani e L.
amazonensis (ICso= 0,83+ 0,32 e 4,1+ 1,2 uM), conseguiu inibir 37% dos parasitas /n vivo, quando
administrado 15mg/Kg/dia intraperitonealmente, ao longo de 5 dias [36]. Recentemente, Mary Ann

McDowell et al. testaram varios derivados de quinazolina contra amastigotas axénicos e intracelulares de
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L. donovani e levaram a cabo estudos SAR. Destacaram-se os compostos 29-34 que mostraram melhor

atividade em amastigotas axénicos (ICso< 3 uM). No entanto, somente os compostos 30-34 tiveram

atividade significativa em amastigotas intracelulares (ICs0< 3 uM). Destes, o tinico composto que mostrou

atividade significativa /n7 vivo foi o derivado 30 [37].

27
L. donovani am.
IC50= 0,15+ 0,02 uM

L. amazonensis am.

ICs50= 0,90+ 0,27 pM
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L. donovani am.*

ICs0= 2,32 uM; SI= 4,27

L. donovani am.

ICs0= 0,54 uM; SI= 18,37

CCs0= 9,92 uM
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L. donovani am.
ICs0= 0,83+ 0,32 uM; SI> 40
L. amazonensis am.
IC50= 4,1+ 1,2 uM; SI> 8
CCso> 33 uM
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L. donovani am.*
ICs0= 1,38 uM; SI= 4,36
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ICs0= 1,97 pM; SI= 37,36
CCso= 73,60 uM
OH

@;
32

L. donovani am.*
ICs0= 1,43 uM; SI=1,35
L. donovani am.
IC50= 1,50 uM; SI=1,39
CCso= 1,93 uM

34

L. donovani am.* IC5o= 0,37 uM; SI=8,3
L. donovani am. 1Cso= 0,68 uM; SI= 4,53
CCso= 3,08 uM

L. donovani am.* ICsp= 1,45 uM; SI= 5,85
L. donovani am. ICso= 0,57 uM; SI= 14,89
CCso= 8,49 uM

Figura 11 - Compostos ativos identificados por Manetsch et al. e McDowell et al.;

*Forma amastigota axénica ou extracelular.
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1.4.1.4.  Qutros compostos

Sarragiotto et al. descobriram um derivado de indole extremamente promissor para o tratamento de
leishmaniose. Este composto, 35 mostrou-se muito ativo contra a forma promastigota de L. amazonensis
(ICs0= 0,25+ 0,07 uM). Porém a sua caracteristica mais atraente é o seu indice de seletividade de 2084,
fruto de um valor de CCso em THP1 de 521+ 6,36 uM [38]. Em 2009 Agarwal et al. testaram uma série
de novos compostos ftriciclicos, contendo o nucleo de quinazolina, e o composto 36, possuidor do
substituinte 2-piperazinopiridina, destacou-se ao apresentar inibicao de cerca de 100% de promastigotas
de L. donovania 2,19 uM. O estudo foi aprofundado, tendo-se obtido um valor de ICso de 0,58 uM para
a forma amastigota de L. donovani [39].

Algumas hidrazonas revelaram-se também interessantes como agentes antileishmaniais. Taha et al.
identificaram o composto 37 que apresentou ICso = 1,95 + 0,04 uM em promastigotas de Le/ishmania
(espécie nao referida). Os autores destacaram ainda que o grupo metoxilo na posicdo para do anel
aromatico é essencial para a atividade [40]. Rando et al. reportaram atividade para estruturas
semelhantes. O composto 38 mostrou ser o mais ativo, dos varios compostos testados em promastigotas
de L. donovani. Os autores atribuiram a atividade a presenca do grupo nitrotiofeno e a presenca de dois

atomos de cloro presentes no anel aromatico (ICso= 0,41 uM) [41].

Z
35 36
L. amzonensis pro.
ICs0= 0,25+ 0,07 uM; SI= 2084 L. donovanipro. 1Cq= 2,19 uM
CCso= 521+ 6,36 uM L. donovani am. ICsy= 0,58 uM
0 | A NO,
N _N O S
@fL” C'ﬁ%“ N
OCHj, H
Cl
37 38
ICso= 1,95+ 0,04 pM ICso= 0,41 uM

Figura 12 - Compostos ativos identificados por Sarragiotto et al., Taha et al. e Rando et al.
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Recentemente, Yolanda et al. testaram a atividade de novas estruturas tetraciclicas contendo o nticleo
de quinolina, e descobriram os compostos 39 e 40 que mostraram atividade em promastigotas e
amastigotas de L. infantum. Apesar da elevada atividade, o baixo valor de CCso confere-lhes um Sl abaixo
de 30 [42].

O composto 41, reportado por Gupta et al., € um derivado de pirimidina que apresenta elevada
atividade em /. donovani amastigotas (ICs0=2,0+ 0,1 uM) e baixa toxicidade em células Vero (CCso=
375,9+ 5,1 uM) o que lhe confere um indice de seletividade de 188 [23]. /n v este composto mostrou

88,4% de inibicao parasitaria por administracao de 50mg/Kg/dia durante 5 dias [43].

O
39
L infantum pro. L infantum pro.
ICs0= 0,94+ 0,03 uM; SI= 1,17 ICs0= 0,53+ 0,07 uM; SI= 7,19
L infantum am. L infantum am.
ICs0= 0,04+ 0,09 uM; SI= 24,4 ICs0= 0,13+ 0,01 pM; SI= 29,3
CCs0= 1,10+ 0,06 uM CCso= 3,81+ 0,51 uM

o A

S X

N'Y/N
NH»>
41
L. donovani am. 1Csy= 2,0+ 0,1 uM; SI= 188
CCso= 375,9+£ 5,1 uM
In vivo: 88,4% de inibicao parasitaria 50mg/Kg/dia durante 5 dias

Figura 13 - Compostos ativos identificados por Yolanda et al. e Gupta et al.

1.4.2. Compostos com atividade antitripanosomial

Atualmente, na procura de novos farmacos antitripanosomiais, foram identificados dois nucleos de
interesse (Oxaborazoles e nitroimidazoles). Dentro destes, realcam-se trés compostos que se encontram

neste momento em estudos de fase clinica: Acoziborole (SCYX-7158 42), fexinidazole (43) e fexinidazole
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sulfona (44) [44].
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42 43 44
Acoziborole (SCYX-7158) Fexinidazole Fexinidazole sulfona
T. b. brucei427 T. b. brucei BS221 T. b. brucei
IC50= 0,29 + 0,019 pg/ml; ICs0= 2,38+ 0,88 uM IC50= 1.63+£0.92 uM
SI=172 T. b. rhodesiense STIB900 T. b. rhodesiense
CCs0> 50 pg/ml ICs0= 2,17+ 0,29 uM STIB900
T. b. gambiense STIB930 ICs0= 1.44+0.22 pM
IC50= 1,84+ 1,1 uM T. b. gambiense STIB930

IC50= 0.91+£0.27 pM

Figura 14 - Compostos antitripanosomiais em estudo de fase clinica

Contudo, recentemente, surgiram novos estudos nos quais se reportou atividade antitripanossomial
em compostos com estruturas policiclicas. Costi et al. testaram a atividade de derivados de cromeno
contra 7. brucei. O derivado 495, mostrou ser o mais interessante devido ao seu Sl elevado (250) [45].
Pollastriet al. iniciaram os seus estudos testando a atividade bioldgica de tienopirimidinas e descobriram
0s compostos 46 ¢ 47 como novos “scafolds”, analogos do lapatinib 48, para o design de novos
farmacos antitripanosomiais. O derivado 46 mostrou elevada atividade contra 7. 6. brucei (ICso= 0,042
UM) e um valor de CCso superior a 35 uM. O lapatinib 48 mostrou também atividade contra 7. b. brucei

com ICs0= 1,54 uM, CCs0> 35 uM e SI> 22,7 [46,47].

45 46
T. brucei T. b. brucei 1Cso= 0,042 uM, SI> 833
ICs0= 0,4+ 0,1 uM, SI= 250 CCso> 35 UM

CCs0> 100 uM
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A
»
N™ N
M
K\N N
47 48 (Lapatinib)
T. b. brucei 1Cs5p= 0,043 uM T. b. bruceilCso= 1,54 UM, SI> 22,7

CCso> 35 uM
Figura 15 - Compostos ativos identificados por Costi et al. e Pollastri et al.

1.4.3. Consideracoes finais

Em suma, a analise da literatura permitiu identificar compostos com atividade anti-Leishmania, onde
a presenca de nucleos biciclicos de seis membros é recorrente. Estes nucleos, encontram-se associados
a grupos aromaticos substituidos por halogénios, hidroxilos e metoxilos. A posicao destes substituintes
varia consideravelmente, contudo as posicoes meta e para sao as mais usadas e parecem ser as mais
favoraveis a atividade. No que toca aos derivados antitripanosomiais, dos que foram mencionados,
destaco os oxaborazoles e nitroimidazoles por se encontrarem ja em estudos de fase clinica.

Recentemente, no nosso grupo de investigacdo, provou-se o interesse do nucleo de
pirimidopirimidina como um potencial ponto de partida para design de novos farmacos antileishmaniais
e antitripanosomiais uma vez que foram identificados alguns compostos com atividade elevada quer em
L. infantum quer em 7. brucei e, que simultaneamente, apresentaram toxicidade muito reduzida em
macroéfagos da linha celular THP1 [62]. Os compostos mostraram, contudo, baixa solubilidade em meio

aquoso.

“Hit” 49

Figura 16 — Estrutura do “hit” descoberto pelo grupo de investigacédo
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2. Objetivos

Com este trabalho, pretende-se otimizar o composto “Hit” anteriormente identificado, sintetizando
novos compostos ativos e ndo téxicos contra as diversas formas de L. infantume T. brucei. Os novos
compostos terdo como base o nucleo de pirimidopirimidina e deverao ter caracteristicas e struturais que
Ihes confiram solubilidade adequada para serem testados, futuramente, /7 vivo. No @mbito deste projeto,
a avaliacdo da atividade biologica dos compostos sera efetuada em formas promastigotas e amastigotas
de L. infantum, formas sanguineas de 7. brucei e a toxicidade sera determinada usando macrofagos da
linha celular THP1.

A metodologia a seguir para a otimizacdo da estrutura do composto “hit” esta representada na figura
seguinte (Fig. 17). Atendendo a que os resultados anteriores mostraram que a atividade dos compostos
dependia dos grupos substituintes presentes em torno do heterociclo, a otimizacao vai ser efetuada
alterando esses grupos substituintes. Inicialmente sera sintetizado um conjunto de compostos que serao
testados. A analise SAR devera permitir identificar o padrdo de substituicdo e os substituintes mais
interessantes para potenciarem a atividade, a solubilidade e simultaneamente reduzirem a toxicidade.
Apds esta analise seguir-se-a a sintese de novos compostos e um segundo rastreio. Espera-se que a

segunda analise SAR permita identificar um composto “lead” para estudos /n7 vivo.

Screening /

= Lead

Figura 17 - Metodologia de otimizacao “hit to lead”
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3. Discussao
3.1.  Sintese quimica
3.1.1. Sintese e caraterizacao de reagentes de partida

3.1.1.1.  Sintese de agentesalquilantes 54

Os agentes alquilantes 54 foram sintetizados a partir de alcoois primarios 53 pelo método de Appel
[48 e 49]. O alcool 53a foi obtido comercialmente, ao passo que os restantes, 53b e 53¢, foram
sintetizados.

Os compostos B3b-¢ estdo disponiveis comercialmente, a precos elevados, e encontram-se
reportados na literatura [50 e 51]. Estes, sao sintetizados a partir de percursores nao ciclicos como a
dietanolamina (método de sintese ndo especificado) [50 e 51]. Todavia, e considerando os reagentes
disponiveis no laboratério, os alcoois 53b-¢ foram sintetizados a partir das aminas secundarias ciclicas

51 e do correspondente alcool halogenado 52a.

R
R g
X CH4CN; 45°C X

NS T g O TKCOs (40 eq) Ho N

51 52a 53
a: X=S§; b: X=870%
b: X=N; R= COOEt c: X=N; R= COOEt 76%
.R R
X" PPhy(1,1eq.); CBry (1,1 eq.); X
/\/N\) DCM; 0°C N\)
HO BI‘/\/
53 54
a: X=0 a:X=0;71%
b: X=S; b: X=5 52%
c: X=N; R= COOEt c: X=N; R= COOEt 55%

Esquema 1 - Sintese de novos agentes alquilantes 54 por método de Appel

Os derivados 53b-¢ foram obtidos puros e com bons rendimentos ao fim de 18h, por tratamento de
51ab com 2 equivalentes de bromoetanol, 52a, e 4 equivalentes K2CO3 em CH3CN a 45°C, em
sistema fechado (Esq. 1). Estes compostos ja se encontram publicados na literatura [50 e 51] contudo
ndo se conseguiu encontrar a sua caracterizacdo espetroscopica. Por essa razdo 53b,c foram
caracterizados por *H e 13C RMN.

As condicdes de reacdo para gerar os produtos 54 foram estabelecidas usando inicialmente o
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reagente comercial 53a. O alcool 53a, em DCM, a 0°C, foi tratado com um ligeiro excesso de
trifenilfosfina (PPh3) e tetrabromometano (CBra). A reacdo estava terminada apos 2h, de acordo com o
TLC, pelo que o solvente foi removido, até se formar um 6leo. Apds adicao de n-hexano ao dleo precipitou
oxido de trifenilfosfina, (POPhs), que se eliminou por filtracdo. A posterior eliminacdo do solvente deu
origem a um 6leo que mostrou ser constituido pelo composto 54a, POPhz e bromoformio (CHBr3), numa
proporcao (7:1:2). A reacao foi repetida nas mesmas condicdes, mas a eliminacdo do oxido de
trifenilfosfina so foi efetuada apos arrefecimento da solucdo a 5°C durante 17h. O composto 54a foi
obtido, com bom rendimento (71%), juntamente com CHBr3 numa proporcéo (6:4).

0 procedimento foi aplicado aos restantes derivados 53b-¢ obtendo-se os respetivos produtos 54b-
¢ com rendimentos moderados, #50%. Os baixos rendimentos obtidos podem ser consequéncia da perda
de produto durante a eliminacao do solvente da reacao ou devido a baixa solubilidade dos produtos 54
em n-hexano. Para contornar o problema pode-se aumentar o volume de n-hexano usado. Desta forma,
obter-se-4 uma maior quantidade de produto desejado 54. E necessario assinalar que os haletos 54
mostraram-se bastante sensiveis a humidade do ar, degradando com facilidade, e consequentemente
regenerando o respetivo alcool 53. Contudo, verificou-se que estes, quando em solucao de CHBrs,
aparentavam ser estaveis por mais tempo e por esse motivo foram usados diretamente nas sinteses
seguintes como solucées de CHBr3. Os novos compostos 54a-¢ foram caracterizados por H e 13C RMN

(Tab 1 e 2).

3.1.1.1.1. Mecanismo reacional

A reacdo de halogenacao (reacao de Appel) tem inicio quando um atomo de bromo do CBr4 86 é
atacado nucleofilicamente pelo atomo de fésforo da PPhs 87. Este ataque gera um carbaniao 86.1
altamente instavel e uma espécie de fosfénio 87.1. O carbanido 86.1, desprotona o alcool primario 53,
gerando bromoférmio como subproduto e um ido alcéxido 53.1. Este ataca nucleofilicamente o ido
fosfonio 87.1 provocando uma substituicdo nucleofilica do atomo de bromo formando o intermediario
53.2. Deste ataque liberta-se Br- que ataca rapidamente o carbono alfa, gerando o subproduto POPhs

51.5¢ o0 haleto de alquilo 54 (Esq. 2).
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51 52a 53
CB Ph.__Ph Ph_1 Ph l ph B0 by
| N -
g mpm __mIn oot
“__“Pn Ph TN Ph
86 87 87.1 86.1 CHBrs g 4 87.1

” /
P E— |
Br/\R + -

P<
Ph” 1 ~Ph ~o-
Ph R™Q
54 51.5 53.2

Esquema 2 - Mecanismo da reacao de sintese dos haletos de alquilo por reacao de Appel

3.1.1.1.2. Caraterizacéo fisica, analitica e espetroscopica (*H e 13C RMN) dos compostos 53 e 54

Apesar de os haletos 54 se mostrarem sensiveis & humidade foi possivel caracteriza-los por *H RMN

e 13C RMN, em solucao de cloroformio. Os dados fisicos (Tab. 1) indicam que todos os compostos 53

sdo liquidos a t.a. O p.f. dos derivados 54 nao foi determinado uma vez que estes foram isolados como

solucbes de bromoformio. Na tabela apresentam-se também os valores analiticos previstos para os

compostos, uma vez que durante o periodo regular ndo foi possivel obter os valores experimentais.

R R
Tabela 1 - Dados fisicos e analiticos dos compostos 53 e 54 Ho/s?/ Br/54\/
R Ne n P.f. Formula Massa C;H;N; S%

(%) (°C) Molecular molar Esperado* (obtido)

S
N\) 53b 70 <-20 CeH13NOS 147,24 48,94; 8,90;9,51; 21,78
%y

0]

K\NJ\OEt 53c 76 <-20 CoH1gN203 202,25 59,68;9,52; 6,96;

(0]
571N\) 54a 71 N.d. CeH12BrNO 194,07 37,13;6,23;7,22;
S
EN\) 54b 52 N.d. CeH12BrNS 210,14  34,29; 5,76; 6,67; 15,26
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O

K\NJ\OEt 54c 55 N.d. CoH17BrN202 265,15  45,47; 6,87; 5,30;

5N

N.d. - N&o determinado; *Valores retirados do ChemDraw Ultra (12.0.2.1076)

'H RMN

Por analise dos espetros de *H RMN (Tab 2) foi possivel comprovar as estruturas 53. Os protdes H1

e H2, do grupo etanol surgem a valores caracteristicos de § = 3,6 e 2,6 ppm, respetivamente. Realca-

se ainda que o sinal dos protdes H4 surge a desvio quimico variavel, dependendo do atomo/grupo

adjacente. Este quando adjacente a um carbamato (53¢) surge a 6 = 3,48 ppm, ao passo que no

derivado 53b encontra-se mais protegido surgindo a § = 2,8 ppm.

A estrutura dos derivados 54 foi confirmada, principalmente pelo efeito da transformacao do grupo

funcional sobre o desvio quimico a que surge o sinal dos protdes H1. Nao se verificou nenhuma alteracao

significativa nos restantes sinais em relacao aos correspondentes precursores 53. Os protdes H1, dos

haletos 54, surgem como tripletos (J= 7,2 Hz ) a valores de § = 3,4-3,5 ppm, ao passo que 0S mesmos,

nos alcoois 53, surgem como tripletos (J= 5,2 Hz) a valores de 6 superiores (=~ 3,6 Hz).

Tabela 2 - Dados espetroscopicos de *H RMN (400 MHz, CDCls) Ho 2R g 2R
dos compostos 53 e 54 53 54
R N2 H1/H2 R
4
3 g 53p 361t 2HJ=52Hz HL) 280 (t 4H, J= 4.8 Hz, H3)

2,57 (t, 2H, J= 5,2 Hz, H2)

3,63 (t, 2H, J= 5,2 Hz, H1)
2,55 (t, 2H, J= 5,2 Hz, H2)

2,70 (t, 4H, J= 4,8 Hz, H4)

4,12 (g, 2H, J= 7,2 Hz, OEt)
3,48 (t, 4H, J= 4,8 Hz, H4)
2,47 (t, 4H, J= 4,8 Hz, H3)
1,25 (t, 3H, J= 7,2 Hz, OEY)

N”5 "OEt 53c
AN

4

30

}LLV‘O 54a
ﬁ‘t

37 54b
SN

3,95 (t, 2H, J= 7,2 Hz, H1)
2,95 (m, 2H, H2)

3,41 (t, 2H, J= 7,2 Hz, H1)
2,82 (m, 2H, H2)

3,84 (t, 4H, J= 4,4 Hz, H4)
2,72 (m, 4H, H3)

2,82 (m, 4H, H3)
2,69 (t, 4H, J= 4,4 Hz, H4)
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0
4

3 K\N%OEt 54c

SN

3,51 (t, 2H, J= 7,2 Hz, H1)
2,55 (sl, 2H, H2)

4,14 (q, 2H, J=7,2 Hz, OEt)
3,58 (sl, 4H, H4)
2,60 (sl, 4H, H3)
1,27 (t, 3H, J= 7,2 Hz, OEY)

13C RMN

A andlise dos dados de 3C RMN (Tab. 3) ajudou a comprovar a estrutura dos compostos 53 e 54.

O numero de sinais registado para cada composto estava de acordo com o nimero de sinais esperados.

A comparacdo dos valores de & de €1 dos derivados 53 e 54 também foi essencial para provar a

existéncia de um alcool ou um halogénio ligado a €1. Nos alcoois 53, C1 surge a 6 entre 57 e 58 ppm,

contudo nos haletos 54 o0 mesmo surgia a & = 27 ppm. Os restantes sinais de carbono dos derivados

54 nao variaram significativamente em relacao aos precursores 53.

Tabela 3 - Dados espetroscopicos de 3 CRMN (100 MHz, CDCls) Ho/1\2/R Br/1\2/R
de compostos 53 e 54 53 54
R N¢ Cl/C2 R
4
3 S 53b 59,97 (CH2, C2) 54,86 (CH2, C3)
N 57,44 (CHz, C1) 27,90 (CH2, C4)
0 155,4 (C5)
61,33 (CH2, OEt
'S 59,39 (CHz, €2) 33 (CHz, OFY)

3K\N 5 OFEt 53¢

57,71 (CHz, C1)

52,59 (CH2, C3)
43,57 (CHz, C4)
14,58 (CHs, OEt)

4
e
}iNJ 54a
A

37 54b
N

0
2

3K\N 5 OFt 54c

59,74 (CH2, C2)

26,69 (s, CH2, C1)

60,28 (CH2, €C2)
27,36 (CHz, C1)

59,41 (CHz, €2)
26,85 (CH2, C1)

65,92 (CHz, C4)
53,08 (CH2, €3)

54,68 (CH2, C3)
27,36 (CHz, C4)

155,2 (C9)

61,64 (CHz, OEt)
52,70 (CH2, €C3)
42,76 (CHz, C4)
14,61 (CHs, OEt)
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3.1.1.2. Sintese de imidato 57

0 imidato 57 foi obtido pela reacdo entre o diaminomaleonitrilo 55 (DAMN) e o ortoformiato de trietilo
56 (TEOF) sob condicdes de refluxo por um procedimento ja reportado e otimizado [52]. Neste, o baldo
com a mistura reacional encontra-se acoplado a um sistema de destilacdo, para remocao gradual de

EtOH da mistura reacional. O imidato 57 foi obtido puro e com excelente rendimento (Esq. 3).

HoN CN
2 OEt Dioxano; 123°C ?\T CN
| + H%OE’[ >
Refluxo |
HoN CN OEt
10 eq. HoN CN
55 56 57 95%

Esquema 3 - Sintese de imidato 57

3.1.1.2.1. Mecanismo reacional

A proposta mecanistica da sintese do imidato ja se encontra reportada [52]. Nesta proposta, refere-
se que a amina primaria do DAMN 55 ataca nucleofilicamente o carbono da espécie acetal ativada 56.1,
gue se encontra em equilibrio com 56 (TEOF). Este ataque gera a estrutura 56.2 que evolui para 57

por saida de EtOH (Esq. 4).

{0t

H OEt
OEt
56
_ OEt
EtOH { + EtOH { OEt H OEt

55 56.1 56.2 57

Esquema 4 - Mecanismo reacional da sintese de imidato 57

3.1.1.3. Sintese de amidinas 59 e imidazoles 60

Os imidazoles 60 foram sintetizados a partir do imidato 57 por reacao com varias aminas primarias
aromaticas 58, em atmosfera inerte, catalise acida e posterior catalise basica por um procedimento ja
publicado [52-61,65] (Esq. 5). Durante a sintese formaram-se os intermediarios 59 que foram isolados

em 2 casos (59a,b). Nos outros casos, 59c-i, a sua presenca foi verificada por TLC e os respetivos
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produtos 60c¢-i foram isolados.

1. EtOH; PhNH5CI (cat.); N, (g); t.a;

) P
HYOEt 2. EtOH; DBU (cat.); 27°C l
| H R
N ON 4 R HYN\R L N2
2 . |
E[ | Eoma oy & N nH
HN" “CN PhNH;CI (cat.); N, (g) EE N
CN
H,N" > CN
57 58 5 60
a: R= 3-OH-CgH
b R= 4-OH-OgH, a: R= 3-OH-C4H, 83%  ©: R=3-NH,-CgHy 71%
¢: R= 3-NHy-CgHy b: R= 4-OH-CgH, 88% d: R= 4-NH,-CgH, 80%
d: R= 4-NH--C«H e: R= 3-OMe-CgH,4 83%
e: R= 3-OMe-Coh, f: R=4-OMe-CgH4 79%
£ R 4.0Me-CoH, g: R= 4-F-CgH, 87%
CReAFCH. h: R= 3-CI-CgH, 61%
3 o i R= 3-piridinil 75%
h: R= 3-CI-CgH,
i: R= 3-piridinil

Esquema 5 - Sintese amidinas 59 e imidazoles 60

As amidinas 59a e 59b foram isoladas puras com rendimentos acima de 80% ao fim de 24h por
simples filtracao da mistura reacional apos término da reacao (assegurada por TLC). Os imidazoles 60c-
h foram isolados puros com rendimentos maioritariamente acima de 70% ao final de 17-24h. Nestes
casos, ao fim de 16-19h, quando TLC mostrou auséncia de 57, as misturas foram diluidas e tratadas
com DBU a 27°C. Ao final de 1-3h os produtos 60c¢-h foram isolados por filtracdo. O produto 60h foi o
tnico que foi isolado com rendimento moderado (61%). Isto pode dever-se ao facto de nao se ter isolado
0 produto apos término da reacao (17h). Neste caso particular, a mistura reacional foi reservada no
congelador e filtrada somente no dia seguinte, ficando um total de 24h a -20°C o que pode ter contribuido
para a degradacao do produto. Em conjunto, a pureza dos produtos previamente caraterizados 61a-h
foi assegurada por TLC.

A sintese do novo imidazole 60i, ao contrario dos restantes derivados 60, precisou de 66h para
completar a primeira fase da reacdo. Nessa altura, quando o TLC mostrou auséncia de 57 tratou-se a

mistura com DBU. Ao fim de 1h foi possivel isolar o produto 60i puro, com um bom rendimento (75%).

3.1.1.3.1. Mecanismo reacional

A proposta mecanistica da sintese de amidinas 59 e imidazoles 60 ja se encontra reportada [52-
61,65]. Nessa proposta, refere-se que a amina primaria ataca nucleofilicamente o carbono da funcdo

imidato da estrutura 57.1 que se encontra em equilibrio com 57. Este ataque gera 57.2 que evolui
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para aamidina 99. Este, por sua vez, pode ser desprotonado por uma base, ativando a amina secundaria
para um ataque intramolecular no grupo nitrilo mais préximo (59.1). Esta ciclizacdo 5-Exo-Dig gera o
imidazole 59.2. Este intermediario encontra-se em equilibrio tautomérico e pode aromatizar gerando o

composto 60. O equilibrio encontra-se deslocalizado para 60, visto que esta é uma estrutura aromatica

e consequentemente mais estavel (Esq. 6).

H H H
H._OEt H @ RAN . H._N

. R (OFt
T +H* \f H,N HJR

NICN T N’ CN N> cN — >~ N |
| T T
H,N~ >CN I |

H,N" CN H,N" CN HaN- "CN
57 57.1 58 57.2 59
\B:
R H._N.
R\N NH, N R
&N S R, A
N N |
CN CN H,N” Y CN
60 59.2 59.1

Esquema 6 - Mecanismo reacional de sintese de amidinas 59 e imidazoles 60

3.1.1.3.2. Caraterizacao fisica, analitica e espetroscopica do derivado 60i

A estrutura e pureza do composto 60i foi confirmada por métodos fisicos e espectroscopicos uma
vez que é o unico composto 60 que ndo foi previamente reportado [52-61,65]. Os dados fisicos e
analiticos encontram-se na tabela 4. Os dados analiticos tedricos foram obtidos por software ChemDraw,

contudo os dados experimentais nao se conseguiram obter durante o periodo regular deste trabalho.

R
N—_NH;
Tabela 4 - Dados fisicos e analiticos do composto 60i H_QNI]&NH
CN
R Ne n P.f. Formula Massa C;H;N; S%
(%) (°C) Molecular molar Esperado* (obtido)
)
Z 60i 75 135140  CioHsNe 212,21 56,60; 3,80; 39,60

*Valores retirados do ChemDraw Ultra (12.0.2.1076)
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v
A analise do espetro de IV (Tab. 5) permitiu identificar um conjunto de bandas intensas nas zonas
entre 3600-3000 cm™ correspondentes aos grupos amina do derivado 60i. Além disso, detetou-se a

banda caracteristica do grupo CN a 2215 cm™.

R
N—_NH;
Tabela 5 - Dados espetroscopicos de FTIR do composto 60i (cm™) H_QNI]&NH
CN

R N2 3600-3000cm™ 2300-1500 cm™

~N
| y 60i 3375 (m); 3290 (i); 3202 2215 (CN, f); 1635 {i);
he (f); 3109 (m); 3042 (m); 1585 (i); 1550 (i); 1511 (m);

|

'H RMN

Pela analise dos dados de *H RMN (Tab. 6), foi possivel identificar o H2 caracteristico dos produtos
60 a 6 = 7,51 ppm, como um singleto, e os grupos NH2 e NH ligadasa C5e C6 a6 =6,74 e 11,1
ppm, respetivamente. Também de detetou a presenca do grupo R piridina ligadoa N1 por aparecimento

de sinais correspondentes aos protdes aromaticosde Ra & entre 7,6 a 8,8 ppm.

R
-~ 1 1N5 NH;
Tabela 6 - Dados espetroscdpicos de “H RMN (400 MHz, DMSQds) H4<\ 4
do composto 60i - 3 % NH
CN

Ne NH,/NH/H2 R

R
P 8,74 (d, 1H, J= 2,4 Hz, HO")
11.1 (sl, 1H, NH)
"‘| =N 60i 751 (5. TH, H2) 8,69 (dd, 1H, J=1,2; 4,8 Hz, Hp)
o~ O’ 671 (5. 2H. NH 7,97 (ddd, 1H, J= 1,2; 2,4: 8,4 Hz, Ho)
s o At T2 7,61 (dd, 1H, J= 4,8; 8,4 Hz, Hm)

13C RMN

A anélise dos dados de '3C RMN (Tab 7) permitiu confirmar a estrutura heterociclica 60 por
aparecimento de sinais correspondentes a C2, C5 e C6. O sinal C2 a 6 = 132 ppm ¢é caracteristico das

estruturas 60 assim como o sinal de CN a § = 113 ppm. A detecdo destes sinais associados ao
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aparecimento de sinais correspondentes ao grupo R prova em grande parte a estrutura de 60i.

R
. 1N_5_NH,
Tabela 7 - Dados espetroscopicos de 23C RMN (100 MHz, DMSOdqs) H—( |
i 2\, ¢ _NH
do composto 60i N3 5
CN

R N2 C5/C6/C2/C4/CN R
¢] 144,1 (CH) 149,6 (CH, Cp)
m| ~N 143,0 (C6) 146,0 (CH, Co’)
o~i~0' 60i 132,1 (CH, C2) 133,1 (CH, Co)

e 116,4 (C4) 130,8 (Ci)

113,3 (CN) 124,6 (CH, Cm)

3.1.1.4.  Sintese de 6-cianopurinas 61 € 63
3.1.1.4.1. Sintese de 6-cianopurinas 61

A sintese de 6-cianopurinas 61 foi efetuada a partir de 59 e 60 por trés métodos distintos (Esq. 7).
Por um lado, para gerar 61 a partir 59, é necessario usar TEOF 56 como solvente da reacdo e condicoes
de temperatura que rondam os 115°C (Método A). Por outro, para sintetizar 61 a partir 60, podem ser

aplicados dois métodos (B ou C) que dependem da reatividade do grupo R.

Quando R é H2NCeH4 ¢ necessario o uso de DMFDEA para iniciar a reacao e posteriormente aplicar
temperaturas que rondam os 80°C, em ambiente seco, para que esta termine (Método B). Porém,
quando R nao é HoNCeHa é possivel gerar 61 por reacao de 60 com TEOF 56, em catalise acida, at.a.

(Método C).

Estes trés métodos ja se encontram reportados pelo grupo de investigacédo [53-62,65], sendo que,
a pureza dos produtos previamente caraterizados (60a-h) foi confirmada por TLC. Acrescenta-se que,
durante as sinteses de 61 a partir de 59, procedeu-se a uma otimizacdo do procedimento ja estudado

[62], com o intuito de melhorar o rendimento e pureza dos produtos 61a-b.
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T R A: TEOF (5,0 eq.) - R N
NICN Refluxo (>130°C) <N | 3
N\
N
A: TEOF (5,0 eq. N\~
HNToN R TEOR(O0ea)
59 CN
a: R= 3-OH-CgH 61
b: R=4-OH-CgH,4 a: R= 3-OH-CgH,4 65%; 90%
b: R= 4-OH-CgH4 72%; 90%
¢: R=3-NH,-CgH4 64%
R A: TEOF (5,0 eq.); 115°C d: R= 4-NH,-CgH4 99%
N NH,  B:1.DMFDEA (1,5 eq.); e: R= 3-OMe-CgH, 74%
& \ CH5CN; 30°C; 2. 80°C f: R= 4-OMe-CgH4 90%
N NH c.TEOF (1,0 eq.); CHsCN; g R=4-F-CgH, 83%
CN H2804 (Cat), 27°C h: R= 3-C|-CGH4 89%
i: R= 3-piridinil 43%; 82%
60

c: R= 3-NH2-CGH4
d: R= 4-NH2-CGH4
e:R= 3-OMG-C6H4
f: R= 4-OMG-CGH4
g: R=4-F-CgH,

h: R= 3-C|-C6H4

i: R= 3-piridinil

Esquema 7 - Sintese de 6-cianopurinas 61

As 6-cianopurinas 6 1a-b foram obtidas por reacao de 59 com TEOF 56 com excelentes rendimentos,
quando a mistura foi sujeita a uma temperatura estavel de 115°C durante 18-32 min. Quando se segue
o procedimento [62], em que se usa condicdes de refluxo (T > 130°C), geram-se os produtos 61a-b
com uma cor escura, fruto da sua polimerizacio (ndo detetavel por *H RMN). Porém, quando o novo
procedimento é aplicado, verifica-se um aumento ndo sé do rendimento, mas também da pureza.

Pelo método tradicional C [53-62,65], foi possivel obter os produtos 61e-i com rendimentos acima
de 70% por reacao de 60e-i com TEOF 56 em catalise acida ao final de 30-90 min. Contudo, destaca-
se o produto 61i como excecado, uma vez que foi o Unico que foi obtido com um rendimento inferior aos
restantes (43%).

Para estas reacdes (método C) é necessaria a solubilizacdo total do reagente 60 nas condicdes
reacionais. Contudo, durante a sintese de 61i pelo método C, devido a baixa solubilidade do reagente
60i, foi necessario usar bastante solvente e consequentemente mais acido para que a reacdo
decorresse. A presenca de acido dificultou o isolamento do produto que, apés remocéo do solvente,
apresentou bastante dificuldade em precipitar da mistura. Contudo, apos a neutralizacdo da mistura com

uma solucdo aquosa de NaHCO3 (1M), foi possivel precipitar o produto 61i com 43% de rendimento.
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Perante este resultado, experimentou-se aplicar as condicoes do método A (otimizado) para obter 61i
a partir de 601 por tratamento com TEOF a 115°C. Ao fim de 1h e 30min, foi possivel obter 611 com
82% de rendimento por simples filtracdo da mistura arrefecida.

Por fim, como foi referido no inicio, as 6-cianopurinas, cujo R ¢ H2NCsH4 (6 1c-d), foram obtidas pelo
método B, com bons a excelentes rendimentos, por reacdo com DMFDEA ao final de 4-6h. O
procedimento foi recentemente reportado e otimizado pelo grupo de investigacao [61] pelo que a pureza

dos produtos 61c-d foi assegurada por *H RMN quando comparado com um padréo.

3.1.1.4.1.1. Mecanismo reacional

A proposta mecanistica para a sintese de 61 Ja se encontra reportada [53-62,65]. Nessa proposta
sugere-se que, quando se parte de 59 (método A) existem duas vias para chegar ao produto 61 (via da
ciclizacao a azul ou via da condensacao a vermelho) (Esg. 8). Como a reacao é levada a cabo a altas
temperaturas (115°C) nao se sabe ao certo qual a primeira reacéo a ocorrer.

Quando 59 comeca por ciclizar intramolecularmente (via a azul), gera-se 9.2 que tautomeriza para
60 2 semelhanca das reacdes anteriores. O imidazole 60 em presenca de TEOF 56 pode reagir
nucleofilicamente, com a espécie 56.1, pela funcdo imina ou pela amina. Estes ataques geram-se as
estruturas 60.1 e 60.2, respetivamente. 60.1 pode ciclizar intramolecularmente, gerando 60.4 por
saida de uma molécula de etanol. Por fim, o intermediario de purina 60.4 aromatiza por saida de mais
uma molécula de etanol, gerando o produto 61.

Este também pode ser gerado a partir de 60.2 por perda de uma molécula de etanol, dando origem
a 60.3. Este ultimo cicliza intramolecularmente na funcao imidato gerando 61.

Quando 59 comeca por condensar com 56.1 (via a vermelho) forma-se a estrutura 9.3 que pode
ciclizar gerando a estrutura 59.4. Esta encontra-se em equilibrio tautomérico com a espécie 60.1
podendo gerar 61 pela via descrita anteriormente (azul). Por outro lado, 59.4 pode evoluir para 59.5,

por perda de etanol, e posteriormente para 61 por ciclizacao na funcao imidato e nova perda de etanol.
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Esquema 8 - Mecanismo reacional de sintese 6-cianopurinas 61 pelo método A

No método C (reportado) [53-62,65] obtém-se 61 partindo de 60 por reacdo com TEOF 56 em
catalise acida (Esq .9). Catalise essa que protona um oxigénio de 56 tornando este suscetivel a um
ataque nucleofilico do imidazole 60 a partir da funcdo imina. O ataque provoca saida de etanol gerando
60.1. que, por sua vez, cicliza intramolecularmente para 60.2 por saida de mais uma molécula de
etanol. Por sua vez, o intermediario de purina 60.2 a semelhanca do mecanismo anterior aromatiza
para o produto 61 por saida de etanol.

A proposta mecanistica do método B foi recentemente reportada pelo grupo de investigacao [61], na

qual é referido que o DMFDEA ¢ atacado pela funcdo amina da estrutura 60, gerando o intermediario
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60.4. Este intermediario cicliza intramolecularmente na funcdo amidina, gerando o 61 por saida de
dimetilamina (Esq. 9).

Método B R=-3{ 5 Método C
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Esquema 9 - Mecanismo reacional de sintese de 6-cianopurinas 61 pelos métodosB e C

3.1.1.4.2. Sintese de 6-cianopurinas 63

As 6-cianopurinas 63 foram obtidas por alquilacédo e acilacao de 61 (Esg. 10). Os produtos 63a-g
foram obtidos por alquilacdo das 6-cianopurinas 61a,b tratando-as com haletos de alquilo 52 € 54 em
presenca de base (Cs2C03) a 80°C. Destes agentes alquilantes, o 3-bromo-1-propanol 52b e o 2-
bromoetanol 52a foram adquiridos comercialmente e os restantes foram previamente sintetizados (54a-
¢). As alquilacbes geraram produtos puros, ao fim de 2-7h com rendimentos variados (32-96%). O
isolamento destes produtos requere uma purificacdo do crude poés alquilacao, por filtracdo em silica. O
liquido-mae resultante foi recolhido e concentrado tornando assim possivel a precipitacdo dos produtos.
Certos compostos 63 apresentaram alguma dificuldade em precipitar e por isso foram isolados com
baixo rendimento da mistura reacional (63b,d). Esta particularidade deveu-se sobretudo a sua
solubilidade em varios solventes organicos. Destes 0 mais problematico foi o produto 63b isolado com
apenas 32% de rendimento. Contudo, nos capitulos seguintes, ira ser discutida uma alternativa ao
isolamento deste produto (sintese “one-pot”) que permitira resolver o problema apresentado.

Realca-se ainda que, para a sintese de 63a foram necessarias cerca de 72h para que a reacao se

completasse. O aumento do tempo de reacao foi atribuido & volatilidade do reagente 52a que, nas
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condicdes usadas (80°C), encontra-se maioritariamente na fase gasosa reduzindo assim a velocidade da
reacdo. Todavia, esta reacao foi a que obteve melhor rendimento (96%), uma vez que o produto 63a
precipitou bastante bem da mistura reacional.

Os produtos 63h,i foram obtidos por acilacao da 6-cianopurina 61¢ com cloretos de acilo 62 em
catalise basica (EtsN) a 80°C ao final de 1,5-2h. Estes, aquando do término da reacéo (assegurada por
TLC), foram isolados, com bons a excelentes rendimentos por simples tratamento da mistura reacional

com H20 fria e posterior filtracao.

x-R
R ~/=
N N\j - N
N CH,CN; 80°C N
NP Cs,CO5 (1,0eq) <N | N
CN NN
61 52a: R= OH 63 CN
a: R= 3-OH-CgH, 92b: R= CH,OH Y= ) Re
b R= 4-OH-C.H, 54a: R= N-morfolinil a: X= m-0; R= (CH,),0H 96%
54b: R= N-tiomorfolinil b: X=m-O; R= (CH;)s0H 32%
54c: R= N-piperazinil-N-(COOEt) & X= m-0; R=(CHy);N-morfolinil 3%
d: X= m-O; R= (CH5),N-tiomorfolinil 40%
e: X= m-0; R=(CH,),N-piperazinil-
R N(COOEt) 74%
N_ N \W 0 f: X= p-O; R= (CH,);0H 64%
ol + Cano g: X= p-0O; R= (CH5),N-morfolinil 68%
<N _N YJ\R CHaCN; 80°C_ . %= m-NH; R= CO-4-piridinil 89%

EtN (4.0€4.) . = ;-NH: R= CO-3-piridinil 68%

61 62
c: R=3-NH,-CgH,  a: Y= Cl; R= 3-piridinil
b: Y= CI; R= 4-piridinil

Esquema 10 - Sintese 6-cianopurinas 63

3.1.1.4.2.1. Mecanismo reacional

0 mecanismo associado a alquilacdo de 61 é semelhante ao apresentado na sintese dos derivados
53. Neste caso, em presenca de uma base forte, os derivados 61 fendlicos (61a e 61b) geram o ido
fendxido 61.1 que ataca um haleto de alquilo 52 ou 54 eliminando Br". Isto gera os produtos da
alquilacao 63 (Esq 11).

0 mecanismo de acilacao difere em muito pouco do mecanismo de alquilacao, na medida em que,
em presenca de base, o derivado 61c gera o correspondente iao 61.2 por desprotonacao da amina
arilica, contudo trata-se de um equilibrio deslocado para 61. O uso de calor na reacédo faz com que o
equilibrio se deslogue no sentido de 61.2 e este, por sua vez, ataca o cloreto de acilo 62 gerando o

produto 63 por eliminacaode Cl (Esq 11).
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Esquema 11 - Mecanismo reacional de sintese 6-cianopurinas 63

3.1.1.4.3. Caraterizacao fisica analitica e espetroscépica das 6-cianopurinas 61 ¢ 63

As 6-cianopurinas 61 e 63 apresentaram valores de p.f. entre 100 a 200°C, com excecdo dos
derivados 63h,i que ndo fundiram mesmo a 300°C (Tab. 8). A semelhanca do capitulo anterior, os
dados de analise elementar experimentais nao se conseguiram obter e apresentam-se apenas os dados

obtidos a partir do software ChemDraw.

R
N NYH
Tabela 8 - Dados fisicos e analiticos dos compostos 61 ¢ 63 H_<\N | _N
CN
. C;H;N; S %
R Ny PRCO cccar  motar  ESPOTOGO”
(1]
(obtido)
)
= 61i 82 194 -195 C11H7Ns 222,21 53,46, 2,72;
ne 37,82;
|
@)
" oH 59,78; 3,94;
63a 96 132-133  Ci14H11NsO2 281,27 PO
24.,90;
Y
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O ~_©OH
©/ 63b 32 130-133  Cis5H13Ns502 295,30 61,(2);;72.44;

i
O\/\
N/\ 61,70; 5,18;
bo 63c 73 153-155 CigHisNeO2 350,37 2399
v
O\/\
N/H 59,00; 4,95;
bs 63d 40 115-119 CisHisNeOS 36644 o) o
i

O\/\
N
©/ K/NYO 63 71 107-109 CatzsNiOs 42145 o0 >0

N 23,26;
' OEt
O/\/\OH
63f 64 153-155 CisHuNsOz 29530 o444
Y
9
O/\/N\)
63g 68 153-155 CisHisNeO2 350,37 61;3;92’.18;
v
=
H )
NS . .
63h 389 >300 CigH11N70 341,10 03:3% 3,25,
5 28,73;
Y
=
P
63i 68 >300 CigH11N70 341,10 SR S
5 28,73;

*Valores retirados do ChemDraw Ultra (12.0.2.1076)

v

A analise dos espetros de IV (Tab. 9) dos derivados 61 e 63 permitiu identificar varias bandas de
intensidade média e fraca na zona entre 3600-3000 cm™. Verificou-se que, nos derivados com grupos
OH, 63a,b,f identificou-se bandas na zona entre 3600-3200 cm™ como esperado.

Além disso, na zona entre 2300-1500 cm™, detetou-se em todos os derivados a banda caracteristica
do grupo CN a 2260-2200 cm™. Na mesma zona, especificamente entre 1700-1630 cm™, também foi

possivel detetar bandas intensas correspondentes a carbonilos de amida. Nos derivados 63e,h,i foi
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possivel identificar essas bandas a 1672, 1698 e 1698 cm™, respetivamente. Em conjunto estes

resultados permitem identificar qualitativamente alguns dos grupos funcionais das estruturas 61 e 63.

R
. N_ N _H
Tabela 9 - Dados espetroscdpicos de FTIR dos compostos H4<\ | \\(
61¢63(cm? N——~=N
CN
R N2 3600-3000cm™ 2300-1500cm™
~N
’ P 61i 3120 (f); 3089 (f); 2239 (CN, f); 1758 (f); 1597 (m);
e 3052 (f); 1583 (i); 1501 (i);
|
Oon _ _ , N N
63a 3541 (m); 3433 (m); 2250 (CN, f); 1612 (i); 1683 (i);
3097 (m); 3096 (f); 1508 (i);
M
O _~_OH
63b 3391 (m); 3093 (m); 2236 (CN, f); 1587 (i); 1525 (i);
M
O\/\
@ 63c 3099(m): 2245 (CN, f); 1807 (m);1778 (m);
0 ' 1583 (i); 1520
M
O\/\
@ 63d 3127 (m); 3097 (m); 2239 (CN, f); 1612 (m); 1595 {(i);
S 3008 (f); 1504 (i);
Y
©/O\/\N/\ 2243 (CN, f); 1672 (i); 1616 (m)
. . ) i); m);
7 L_N_oO | 63e 3101 (m); 3062 (H; 1550 (1. 1508 (1.
' OEt
O/\/\OH
63f 3115 (m); 3086 (f); 2238 (CN, f); 1758 (f); 1600 (m);
3050 (f); 1575 (i); 1500 (i);
M
o
O/\/N\)
63 3440 (m); 3347 )m); 2239 (CN, f); 1885 (f); 1743 (f);
g 3220 (m); 1642 (m); 1612 (f); 1590 (i); 1523 (i);
Y
wo [N
N X 63h 3377 (m); 3078 (f); 2251 (CN, f); 1698 (i); 1609 (i);
o) 3034 (m); 1590 (i); 1549 (i); 1504 {(i);
M
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ZT

3403 (f); 3381 (m);
3116 (f); 3071 (f);
3037 (m);

|
N 63i 2050 (CN, f); 1889 (f); 1698 (i);
0 1616 (i); 1590 (i); 1549 (i); 1504 (i);

v

'H RMN

A andlise dos espectros de *H RMN (Tab. 10) permitiu identificar os sinais dos protdes H2 e H8 do
nucleo de purinaa 6 = 9,14 e 9,30 ppm, respetivamente. Também foi possivel detetar sinais compativeis
com a presenca dos diversos grupos aromaticos R por comparacao dos sinais registados para os
compostos 61 e 63 com os dos respetivos reagentes de partida. Os grupos alquilo dos derivados
alquilados 63a-g foram identificados a partir dos sinais a & entre 4-1 ppm conforme o esperado. O sinal
do grupo OH dos derivados 63a,b,f foi observado a § entre 4,9-4,6 ppm e o do grupo NH dos derivados
63h,ia 6 =10,8 ppm.

R
. N4 _N.2 H
Tabela 10 - Dados espetroscopicos de *H RMN (400 MHz, H-2 T SA
DMSOQde) dos compostos 61 e 63 TNTBNZ N4
CN
R N2 H8,H2 R
P 9,11 (d, 1H, J= 2,4 Hz, HO’)
"‘| =N 61 231 (s 1H H8) 8,74 (dd, 1H, J=1,2; 4,8 Hz, Hp)
o~i~0o 9,19 (s, 1H, H2) 8,34 (ddd, 1H, J=1,2; 2,4; 8,4 Hz, HO)

s 7,20 (dd, 1H, J=4,8; 8,4 Hz, Hm)

7,54 (t, 1H, J= 8,0 Hz, Hm)
P__o
m m'\/\OH
10 63a
o o'

63b

9,37 (s, 1H, H8)
9,17 (s, 1H, H2)

9,28 (s, 1H, H8)
9,16 (s, 1H, H2)

7,51 (t, 1H, J=2,0 Hz, HO’)

7,46 (dd, 1H, J=2,0; 8,0 Hz, HO)
7,11 (dd, 1H, J=2,0; 8,0 Hz, Hp)
4,92 (sl, 1H, OH)

4,07 (t, 2H, J= 4,8 Hz, H10)
3,74 (t, 2H, J= 4,8 Hz, H11)
7,53 (t, 1H, J= 8,0 Hz, Hm)

7,48 (t, 1H, J=2,0 Hz, HO?)

7,45 (dd, 1H, J=2,0; 8,0 Hz, HO)
7,09 (dd, 1H, J=2,0; 8,0 Hz, Hp)
4,67 (t, 1H, J= 5,2 Hz, OH)

411 (t, 2H, J= 6,4 Hz, H10)
3,63 (t, 2H, J= 6,4 Hz, H12)
1,88 (quint, 2H, J= 6,4 Hz, H11)
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=
-
N1o J\ mll

63c

63d

63e

63f

63h

63i

9,34 (s, 1H, H8)
9,18 (s, 1H, H2)

9,33 (s, 1H, H8)
9,17 (s, 1H, H2)

9,34 (s, 1H, H8)
9,18 (s, 1H, H2)

9,23 (s, 1H, H8)
9,15 (s, IH, H2)

9,22 (s, 1H, H8)
9,14 (s, 1H, H2)

9,30 (s, 1H, H8)
9,18 (s, I1H, H2)

9,31 (s, 1H, H8)
9,19 (s, 1H, H2)

7,54 (t, 1H, J= 8,0 Hz, Hm)

7,52 (t, 1H, J=2,0 Hz, HO’)

7,50 (dd, 1H, J=2,0; 8,0 Hz, HO)
7,12 (dd, 1H, J=2,0; 8,0 Hz, Hp)
4,18 (t, 2H, J= 6,0 Hz, H10)
3,57 (t, 4H, J= 4,8 Hz, H13)
2,73 (t, 2H, J= 6,0 Hz, H11)
2,49 (t, 4H, J= 4,8 Hz, H12)
7,6-7,4 (m, 3H, Hm, Ho’, HO)
7,01 (dd, 1H, J=2,0; 8,0 Hz, Hp)
4,15 (t, 2H, J= 5,8 Hz, H10)
2,77 (m, 6H, H11, H12)

2,59 (t, 4H, J= 4,8 Hz, H13)
7,65-7,45 (m, 3H, Hm, Ho’, HO)
7,11 (dd, 1H, J=2,0; 8,0 Hz, Hp)
4,18 (t, 2H, J= 5,6 Hz, H10)
4,02 (q, 2H, J=7,2 Hz, OEt)
3,35 (t, 4H, J= 4,8 Hz, H13)
2,76 (t, 2H, J= 6,0 Hz, H11)
2,46 (t, 4H, J= 4,8 Hz, H12)
1,14 (t, 3H, J= 7,2 Hz, OEt)

7,75 (d, 2H, J=9,2 Hz, HO)

7,18 (d, 2H, J=9,2 Hz, Hm)
4,59 (t, 1H, J= 5,2 Hz, OH)

4,12 (t, 2H, J= 6,4 Hz, H10)
3,57 (t, 2H, J= 6,4 Hz, H12)
1,89 (quint, 2H, J= 6,4 Hz, H11)

7,75 (d, 1H, J= 8,8 Hz, HO)
7,50 (d, 1H, J= 8,8 Hz, Hm)
4,17 (t, 2H, J= 6,0 Hz, H10)
3,58 (t, 4H, J= 4,8 Hz, H13)
2,72 (t, 2H, J= 6,0 Hz, H11)
2,49 (t, 4H, J= 4,8 Hz, H12)

10,8 (sl, 1H, NH)

8.80 (d, 2H, J= 4,8 Hz, Hm”)
8,41 (t, 1H, J= 2,0 Hz, HO")

7,89 (m, 3H, Ho, HO”’)

7,65 (t, 1H, J= 8,0 Hz, Hm)

7,61 (dd, 1H, J=2,0; 8,0 Hz, Hp)
10,8 (s, 1H, N*°H)

9,12 (d, 1H, J=1,2 Hz, Ho""")
8,31 (dd, 1H, J=2,0; 4,8 Hz, Ho")
8,41 (t, 1H, J= 2,0 Hz, HO")

8,31 (dd, 1H, J=2,0; 4,8 Hz, Hp’)
7,89 (dd, 1H, J=2,0; 8,0 Hz, Ho)
7,64 (t, 1H, J= 8,0 Hz, Hm)
7,67-7,54 (m, 2H, Hm"’; Hp)
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13C RMN

A anélise dos espetros de 3C RMN (tab 11) permitiu identificar os sinais correspondentes aos
carbonos caracteristicos do nucleo de purina (C2, C4, C8, C5, C6 e CN) a 6 = 153,0; 152,8; 149,3
135,5;129,4 e 114 ppm, respetivamente. Também foi possivel detetar os sinais correspondentes aos
diversos grupos aromaticos R a & entre 160-110 ppm. Os carbonos dos grupos alquilo (C10-C13) dos
derivados alquilados 63a-g foram detetados a & entre 70-32 ppm. O carbonilo (C10) dos derivados

63h,i apresentou-se a valores de 6 = 164 ppm e o C14 do derivado 63e foi detetado com valor de 6

154,5 ppm.

Destaca-se ainda que a correlacdo por HMBC do H10 com o Cm’ e Cp do anel aromatico R confirma

a alquilacao das 6-cianopurinas 61a e 61b, respetivamente e a correlacdo do NH da amida (63h,i)

com os carbonos aromaticos Cp/Co’ prova que a acilagdo ocorreu no NH2 da 6-cianopurina 61e¢.

R
N_2
Tabela 11 - Dados espetroscépicos de 13C RMN H{\ 3Y
(100 MHz, DMSOde) dos compostos 61 e 63 7N 5 /sN
CN
R Ne C2/C4/C8/C5/C6/CN R
153,0 (CH, €2) 1496 (CH, Cp)
m p\N 1528 (C4) 144,7 (CH, €0”)
. 1493 (CH, C8)
| . 61i 131,7 (CH, Co)
o~i~0 135,4 (C5) 1305 (€i)
i 129,3(C6) 124,4 (CH, C
114.3 (CN) 4 (CH, Cm)
159,5 (Cm’)
152,9 (CH, €2) 134,6 (Ci)
P o5 M 152,6 (C4) 130,7 (CH, €m)
m m 7o ©OH 63a 1495 I(CH C8) 115,6 (CH, Co)
o o' 135,6 (C5) 114,7 (CH, Cp)
i 129,3 (C6) 110,2 (CH, C0’)
114,3 (CN) 70,00 (CH2, €10)
59,50 (CHz, C11)
159,6 (Cm’)
134,7 (Ci
153,0 (CH, €2) 1308&})' em)
P o M o4 152,8 (C4) ’ !
m 1 149,6 (CH, C8) 1158 (CH, Co)
m 10 12 ! ’
O ' 63b 114,8 (CH, Cp)
o o 135,7 (CH) 1103 (CH, €0’)
! ﬁig :g:)) 65,30 (CH2, C10)
’ 57,44 (CHz, C12)
32,09 (CH2, €11)
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152,8 (CH, C2)
152,6 (C4)
149,5 (CH, C8)
135,6 (C5)
129,3 (C6)
114,3 (CN)

152,8 (CH, C2)
152,5 (C4)
149,4 (CH, C8)
135,5 (C5)
129,3 (C6)
114,2 (CN)

152,8 (CH, C2)
152,5 (C4)
149,4 (CH, C8)
135,5 (C5)
129,2 (C6)
114,2 (CN)

152,8 (s, C2; C4);
149,8 (s, C8);
135,3 (s, C9)
129,1 (s, C6)
114,4 (s, CN)

152,8 (CH, €C2)
152,7 (CH, C4)
149,7 (CH, C8);
135,3 (C5)
129,1 (C6)
114,3 (CN)

159,2 (Cm’)
134,6 (Ci)
130,6 (CH, €m)
115,7 (CH, Co)
114,6 (CH, Cp)
110,2 (CH, C0’)
66,10 (CHz, C13
65,70 (CH2, C10
56,80 (CHz, €11
53,60 (CH2, C12
159,2 (Cm’)
134,6 (Ci)
130,6 (CH, Cm)
115,6 (CH, Co)
114,7 (CH, Cp)
110,1 (CH, C0’)
66,79 (CH2, C10)
57,06 (CH2, C11)
54,77 (CHz, C12)
27,12 (CH2, C13)
159,2 (Cm’)
154,5 (C14)
134,6 (Ci)
130,6 (CH, Cm)
115,6 (CH, Co)
114,6 (CH, Cp)
110,1 (CH, C0’)
65,81 (CH2, C10)
60,65 (CH2, OEt)
56,36 (CH2, C11)
52,66 (CH2, C12)
43,29 (CHz, C13)
14,53 (CHs, OEt)
158, (Cp)
126,2 (Ci)
125,6 (CH, Co)
115,3 (CH, Cm)
65,30 (CHz2, C10)
57,44 (CH2, C12)
32,09 (CHz, C11)
158,5 (Cp)
126,3 (Ci)
125,5 (CH, €o)
115,4 (CH, Cm)
66,20 (CH2, C13)
65,80 (CH2, C10)
)
)

—_—— - T

56,90 (CH2, C11
53,60 (CH2, C12



63h

63i

152,9 (CH, C2)
152,7 (C4)
149,4 (CH, C8)
135,6 (C5)
129,4 (C6)
114,3 (CN)

152,9 (CH, C2)
152,6 (C4)
149,5 (CH, C8)
135,5 (C5)
129,4 (C6)
114,3 (CN)

164,4 (C10)
150,4 (Cm”)
1416 (Ci)
139,8 (Cm’)
1338 (Ci)

130,1 (CH, €m)
121,7 (CH, C0”)
120,6 (CH, Co)
119,6 (CH, Cp)
115,8 (CH, €0’)
164,5 (C10)
152,4 (CH, €p’)
148,8 (CH, €0’”)
140,0 (Cm’)
135,6 (CH, C0”)
1338 (Ci)

130,3 (Ci’)
130,1 (CH, €m)
123,6 (Cm”)
120,4 (CH, Co)
119,4 (CH, Cp)
1157 (CH, €0’)
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3.1.1.5.  Sintese de Dihidropirimidopirimidinas 65

As dihidropirimidopirimidinas 65 foram obtidas por reacao de 6-cianopurinas 61 e 63 com hidrazina
64, a 27°C, com excelentes rendimentos seguindo procedimentos anteriormente reportados [61,62,65]
(Esqg. 12). Os derivados 65a-d e 65f,g foram obtidos por reacédo dos respetivos percursores 61af e
61h,j com hidrazina em EtOH nas condicdes ja referidas ao final de 0,25-3h com excelentes rendimentos
(92-99%). O produto 65d foi isolado com um rendimento de 61% provavelmente por ser moderadame nte
soluvel em EtOH.

Uma vez que a solubilidade de certos produtos 65 em EtOH poderia vir a ser um problema para o
seu isolamento, em alguns casos usou-se uma mistura de CH3CN/EtOH como solvente da reacdo. O
uso do CH3CN, em conjunto com EtOH, permitiu uma precipitacdo mais eficaz dos produtos 65 das
misturas reacionais. As sinteses de 65h-n foram levadas a cabo aplicando-se uma mistura de
CH3CN/EtOH (2:1 ou 3:1) como solvente e os produtos foram obtidos ao final de 0,75-3h com excelentes
rendimentos (81-99%).

Durante a sintese dos compostos 63b e 63f verificou-se que estes compostos eram muito sollveis
e dificeis de isolar sendo obtidos com baixos rendimentos. Por esse motivo, pensou-se em criar um
procedimento “one-pot” no qual os produtos 65 fossem obtidos diretamente a partir de 61 sem o
isolamento de 63 evitando os problemas associados ao isolamentode 63.

Assim, efetuaram-se alquilacdes de 61a e 61b com 52b, como anteriormente. Ao fim de 1-2h
(reacdo terminada), eliminou-se totalmente da mistura reacional quaisquer vestigios de 52b por
evaporacao a pressao reduzida. Os residuos resultantes das misturas reacionais foram entdo tratados
com CH3CN/EtOH (2:1) e hidrazina, a 27°C. Apds 40-60 minutos de reacéo, foram isolados os produtos
65i,m puros com excelentes rendimentos (99 e 84%, respetivamente). Da reacao de 63b,f com
hidrazina, nas mesmas condicoes, verificou-se que, 0s mesmos produtos 65i,m foram obtidos com
rendimentos de 99 e 98%, respetivamente. Estes resultados mostraram-se interessantes na medida em
que foi possivel evitar o isolamento de 63b,f tendo-se obtido os produtos 65i,m com rendimentos
semelhantes. Deve-se salientar que este procedimento sé funciona se o agente alquilante 52 puder ser
eliminado na totalidade da mistura reacional.

A baixa solubilidade dos reagentes 61g, 63h e 63i em EtOH, fez com que nas sinteses de 65e,0,p
se efetuassem em DMSO para que a reacao ocorresse. Os produtos foram obtidos com rendimentos

superiores a 85% ao final de 20-90 minutos.
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R
NNy
.
CN
61

a: R= 3-OH-C6H4
b: R= 4-OH-CGH4
e: R= 3-OMe-CgH,4
f: R= 4-OMG-CGH4
g: R= 4-F-C6H4
h: R= 3-C|-CGH4
j: R= 3-piridinil

Cs,CO3 (1,0 eq.); 80°C

-O; R= (CH,),0OH
-O; R= (CH,)30H
-0; R= (CH,),N-morfolinil
-O; R= (CH,)sN-tiomorfolinil
-O; R= (

33b"33333

O R= (CH,)30H

O; R= (CH5),N-morfolinil
H R= CO-3-piridinil
H R= CO-4-piridinil

53 X5 3 X > X

_Z'CQ'“(DQ.OU'N

P
I

HoNNH, (2,5 eq.);
CH3CN/EtOH ou DMSO; 27°C

1. CHCN; Br(CH2);0H 52b N~ @ N

- L

2. HoNNH5 (2,5 eq.);
CH3CN/EtOH; 27°C

'Tl NH

NH,

65
a: R= 3-OH-CgH4 99%
c: R=3-OMe- CBH4 99%
d: R=4-OMe-CgH,4 61%
e: R=4-F-C4H, 91%
f: R= 3-CI-CgH, 96%
g: R= 3-piridinil 92%
h: R= 3-(O(CH,),0OH)CgH, 86%
i: R=3-(O(CH5)30H)CgH,4 99% 99%
j: R=3-(O(CHj)oN-morfolinil)CgH4 94%
k: R 3-(O(CHy),N-tiomorfolinil 81%
I: R= 3-(O(CHy5),N-piperazinil-N-(COOEt))CgH4 90%
m: R: 4- (O(CH2)3OH)C6H4 84% 98%
n: R= 4-(O(CH,),N-morfolinil)CgH4 92%
0: R= 3-(NH(CO-4-piridinil))CegH,4 85%
p: R= 3-(NH(CO-3-piridinil))CgH4 91%

Esquema 12 - Sintese de dihidropirimidopirimidinas 65

3.1.1.5.1. Mecanismo reacional

CH,),N-piperazinil-N-(COOEt)

0O mecanismo reacional para a sintese dos compostos 65 Ja se encontra publicado pelo grupo de

investigacao [61,62,65]. Neste propde-se que a hidrazina 64 ataca nucleofilicamente o C8 da purina

61/63 abrindo o anel de imidazole e gerando o intermediario 63.1. Este reage intramolecularmente

42



por ataque do nitrogénio da hidrazina ao grupo nitrilo vizinho levando a uma ciclizacdo 6-exo-dig e gerando

o produto 65 (Esq. 13).

R R
R HN- N HN-_N
N N\W | 7\1 | \W
|
CN H’T"‘/ﬁ kN NH
N |
NH NH,
64 61¢e 63 63.1 65

Esquema 13 - Mecanismo reacional de sintese de Dihidropirimidopirimidinas 65

3.1.1.5.2. Caraterizacao fisica e espetroscopica dos compostos 65

Os compostos 65a-f ja foram previamente caraterizados pelo grupo de investigacao [61,62,65], e
neste trabalho foram identificados por simples comparacao dos seus espetros de *H RMN com o espectro
de *H RMN de um padrao puro. Para a confirmacéo da estrutura e pureza dos derivados 65gp foi
efetuada a caraterizacdo por métodos fisicos e espectroscopicos. Os dados fisicos obtidos (tab 12)
permitem verificar que o p.f. dos derivados 65 varia consideravelmente com o grupo R. Este apresentou
valores entre 180-290°C com excecao do derivado 651 que mostrou p.f. abaixo dos restantes compostos
(155-158°C). Novamente, os dados analiticos experimentais ndo se conseguiram obter dentro do prazo

de entrega deste trabalho.

R
HN._ _N._ H
Y
N/
A
HON

NH,

Tabela 12 - Dados fisicos e analiticos dos compostos 65

NH

Massa C;H;N; S %
molar Esperado*
(g/mol) (obtido)

n P.f. Formula

2 (%) (°C) Molecular

65g 88 221-223  CiiHioNs 254,25  51,96; 3,96; 44,07

65h 82 193-195 CisHisN702 313,31  53,67; 4,83; 31,29

R
~N
| 7
i
S
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O ~_©H
Y
O\/\
N
T |-

SRacum

Tl

! OEt
0" >"0H
65m
Y
o
O/\/N \)
65n
M
=
H )
N NN
650
O

=
N
65p
O

99

90

81

90

84

92

85

91

185-187

201-203

193-195

155-158

180-183

202-204

284-287

288-289

*Valores retirados do ChemDraw Ultra (12.0.2.1076)

v

C15H17N702

C18H22Ns02

C18H22N80S

C21H27N903

C15H17N702

C18H22Ng02

C18H15N90

C18H15N90

327,34

382,42

398,49

453,50

327,34

382,42

373,37

373,37

55,04; 5,23; 29,95

56,53; 5,80; 29,30

54,25; 5,56; 28,12;
8,05

55,62; 6,00; 27,80;

55,04; 5,23; 29,95

56,53; 5,80; 29,30

57,90; 4,05; 33,76

57,90; 4,05; 33,76

A analise dos espetros de IV, registados na tabela 13, dos compostos 65 permitiu confirmar a

auséncia da banda correspondente ao CN (2260-2209 cm™) dos percursores 61 e 63. Observa-se ainda

0 aparecimento de bandas correspondentes a grupos amina, NH e NH2, na zona entre 3500-3070 cm’

1 Na zona compreendida entre 2300-1500 cm™, os espetros apresentam padrdes semelhantes aos

respetivos percursores 61 e 63.



T
Tabela 13 - Dados espetroscopicos de FTIR dos compostos 65 (cm™) N =N
I
H/l\w NH
NH,
R N® 3600-3000 2300-1500
SN
| P 65g 3347 (m); 3284 (m); 1642 (i); 1601 (i); 1549 (i);
e 3052 (f); 1530 (i);
|
O~"oH _ _ _ N N
65h 3361 (f); 3325 (f); 1638 (m); 1601 (i); 1579 (i);
3254 (m); 3175 (f); 1553 (i); 1527 (i);

O _~_"0H
[:;:I/ 65i
O\/\
N
[:;:I/ ‘/\?L 65j

[:;:T/O\V/A\T:::l 65k

0

O/\/\OH
[i:] 65m
M

[ij 65n
ce b

3358 (m); 3325 (m);
3295 (m); 3250 (m);
3168 (m);

3323 (m); 2349 (m);
3074 (f); 3039 (f);

3317 (m); 2350 (m);
3067 (f); 3045 (f);

3340 (m); 3291 (f);
3235 (i); 3179 (f); 3086
(f); 3037 (f);

3360 (m); 3323 (m);
3292 (m); 3250 (m);
3170 (m);

3310 (m); 2331 (m);
3069 (f); 3047 (f);

3377 (m); 3351 (m);
3265 (f); 3071 (f); 3041
(m);

1739 (f); 1649 (m); 1601 (i); 1583
(i); 1553 (i); 1534 (i); 1504 (i);

1649 (m); 1605 (i); 1570 (m);
1560 (i); 1532 (i);

1646 (m); 1609 (i); 1571 (m);
1557 (i); 1538 (i);

1698 (i); 1650 (m); 1605 (i);
1583 (i); 1557 (i); 1538 (i);

1740 (f); 1642 (m); 1605 (i);
1580 (i); 1553 (i); 1534 (i);
1504 (i);

1648 (m); 1607 (i); 1570 (m);
1558 (i); 1540 (i);

1698 (i); 1642 (m); 16009 (i);
1509 (i); 1549 (i); 1534 (i);
1504 (i);
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ZT

65p

3309 (m); 3257 (m);
3023 ();

1697 (i); 1646 (f); 1612 (i);
1595 (i); 1565 (i); 1534 (i);

(o

v

'H RMN

A anélise dos dados de *H RMN (Tab 14) mostraram os sinais correspondentes aos protdes H2 e H6
caracteristicos da estrutura 65. Estes foram detetados como singletos a & = 8,17 e 8,56 ppm,
respetivamente. Além destes, também se detetou, em todos os derivados 69, os sinais correspondentes
ao NH ligadoa C8, C4 e NH2 ligadoa N3 a 6 = 9,55; 8,38 e 5,79 ppm, respetivamente. Os sinais da
amina primaria ligada a N3 e a amina secundaria ligada a C8, servem como sinais de referéncia para a
identificacdo da estrutura 65. Destaca-se que quando R ndo é um dador forte (65g,0,p) 0 protdo N8H
desloca-se para & por volta de 10 ppm.

Os restantes protdes dos grupos R foram atribuidos por comparacdo com os sinais dos percursores

61 e 63. Na grande maioria, verificou-se uma mudanca do desvio quimico, nos sinais correspondentes

aos protdes aromaticos de R, associada a modificacdo do nudcleo de purina para
dihidropirimidopirimidina.

R4

HN_g N._g H

Tabela 14 - Dados espetroscopicos de *H RMN 83' _N5

(400 MHz, DMSOQde) dos compostos 65 1)N|\ 4 4a
H72N3 NH
NH,
. NéH/H6/
R N N*H/H2/NH; =
8
P :gg :z 1: x(:) 9,05 (d, 1H, J= 2,4 Hz, HO")
'“| N 65¢ 842 (si I N°H) 8,34 (ddd, 1H, J= 1,6; 2,4; 8,0 Hz, Ho)
oo 8.20 (5, 1H, H2) 8,28 (dd, 1H, J=1,6; 4,8 Hz, Hp)
. 5,80 (5. 2H. NH2) 7,37 (dd, 1H, J= 4,8; 8,0 Hz, HM)
7,66 (t, 1H, J= 2,0 Hz, Ho?)
o 1" 9,55 (sl, 1H, NH) 7,50 (dd, 1H, J=2,0; 8,0 Hz, HO)
m O ~on 8,56 (s, 1H, H6) 7,23 (t, 1H, J= 8,0 Hz, Hm)
o 10 65h 838 (sl 1H, N*H) 6,66 (dd, 1H, J= 2,0; 8,0 Hz, Hp)
e 8,17 (s, 1H, H2) 4,88 (sl, 1H, OH)
! 5,79 (s, 2H, NH2) 3,97 (t 2H, J= 5,2 Hz, H10)
3,72 (q, 2H, J=5.2; 4,8 Hz, H11)
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65i

65j

65k

65l

65m

65n

650

9,56 (sl, 1H, N®H)
8,56 (s, 1H, H6)
8,38 (sl, 1H, N*H)
8,18 (s, 1H, H2)
5,79 (s, 2H, NH2)

9,54 (sl, 1H, NH)
8,55 (s, 1H, H6)
8,39 (sl, 1H, N*H)
8,17 (s, 1H, H2)
5,78 (s, 2H, NH2)

9,52 (sl, 1H, NH)
8,55 (s, 1H, H6)
8,38 (sl, 1H, N*H)
8,17 (s, 1H, H2)
5,78 (s, 2H, NH2)

9,54 (sl, 1H, N®H)
8,55 (s, 1H, H6)
8,38 (s, 1H, N*H)
8,17 (s, 1H, H2)
5,78 (s, 2H, NH2)

9,55 (sl, 1H, NH)
8,46 (s, 1H, H6)
8,39 (sl, 1H, N*H)
8,16 (s, 1H, H2)
5,77 (s, 2H, NH2)

9,53 (sl, 1H, N®H)
8,44 (s, 1H, H6)
8,39 (sl, 1H, N*H)
8,14 (s, 1H, H2)
5,74 (s, 2H, NH2)

10,2 (sl, 1H, N®H)
8,54 (s, 1H, H6)
8,38 (sl, 1H, N*H)
8,16 (s, 1H, H2)

7,64 (t, 1H, J= 2,0 Hz, HO’)

7,50 (dd, 1H, J=2,0; 8,0 Hz, HO)
7,23 (t, 1H, J= 8,0 Hz, Hm)

6,66 (dd, 1H, J=2,0; 8,0 Hz, Hp)
4,55 (t, 1H, J= 5,2 Hz, OH)

4,02 (t, 2H, J= 6,4 Hz, H10)
3,95 (t, 2H, J=6,4 Hz, H12)

1,86 (quint, 2H, J= 6,4 Hz, H11)
7,63 (t, 1H, J= 2,0 Hz, HO’)

7,52 (dd, 1H, J=2,0; 8,0 Hz, Ho)
7,23 (t, 1H, J= 8,0 Hz, Hm)

6,66 (dd, 1H, J=2,0; 8,0 Hz, Hp)
4,18 (t, 2H, J= 6,0 Hz, H10)

3,57 (t, 4H, J= 4,8 Hz, H13)
2,73 (t, 2H, J= 6,0 Hz, H11)
2,49 (t, 4H, J= 4,8 Hz, H12)
7,62 (t, 1H, J= 2,0 Hz, HO’)

7,52 (dd, 1H, J=2,0; 8,0 Hz, Ho)
7,22 (t, 1H, J= 8,0 Hz, Hm)

6,65 (dd, 1H, J=2,0; 8,0 Hz, Hp)
4,05 (t, 2H, J= 5,6 Hz, H10)
2,74 (m, 6H, H11; H12)

2,59 (t, 4H, J= 4,8 Hz, H13)
7,62 (t, 1H, J= 2,0 Hz, HO’)

7,51 (dd, 1H, J=2,0; 8,0 Hz, Ho)
7,23 (t, 1H, J= 8,0 Hz, Hm)

6,66 (dd, 1H, J=2,0; 8,0 Hz, Hp)
4,01 (t, 2H, J= 5,6 Hz, H10)
4,02 (q, 2H, J=7,2 Hz, OEY)

3,35 (t, 4H, J= 4,8 Hz, H13)
2,72 (t, 2H, J= 5,6 Hz, H11)
2,44 (t, 4H, J= 4,8 Hz, H12)

1,16 (t, 3H, J= 7,2 Hz, OEt)

7,75 (d, 1H, J=9,2 Hz, HO)
6,90 (d, 1H, J=9,2 Hz, Hm)
4,54 (t, 1H, J= 5,2 Hz, OH)

4,01 (t, 2H, J= 6,4 Hz, H10)
3,65 (t, 2H, J= 6,4 Hz, H12)
1,84 (quint, 2H, J= 6,4 Hz, H11)

7,52 (d, 1H, J= 8,8 Hz, HO)
7,12 (d, 1H, J= 8,8 Hz, Hm)
4,05 (t, 2H, J= 6,0 Hz, H10)
3,57 (t, 4H, J= 4,8 Hz, H13)
2,66 (t, 2H, J= 6,0 Hz, H11)
2,45 (t, 4H, J= 4,8 Hz, H12)

9,18 (s, 1H, N'°H)
8,78 (dd, 2H, J=1,6; 4,8 Hz, Hm"")
8,27 (s, I1H, Ho')
7,87 (dd, 2H, J=1,6; 4,8 Hz, HO")
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5,69 (s, 2H, NH2) 7,60 (dd, 1H, J=2,0; 8,0 Hz, HO)
7,53 (dd, 1H, J=2,0; 8,0 Hz, Hp)
7,34 (t, 1H, J= 8,0 Hz, Hm)
9,18 (s, 1H, N*°H)
Lo 10,2 (sl, 1H, N°H) 9,11 (d, 1H, J=1,2 Hz, Ho"")
b H1o° i |N'° 8,54 (s, 1H, H6) 8,73 (dd, 1H, J=2,0; 4,8 Hz, HO"")
m , S 65p 8,38 (sl 1H, N*H) 838,27 (m, 2H, HO’; Hp’)
o O 8,16 (s, 1H, H2) 7,60 (dd, 1H, J=2,0; 8,0 Hz, HO)
e 5,69 (s, 2H, NH2) 7,54-7,49 (m, 2H, Hm”’; Hp)
7,34 (t, 1H, J= 8,0 Hz, Hm)

13C RMN

A anélise dos espetros de 3C RMN dos compostos 65 (Tab 15) permitiu confirmar o nimero de
carbonos esperados e identificar os sinais correspondentes aos carbonos caracteristicos da estrutura.
S&o esteso C8, C4, C6, C2, Cda e CBa que apresentam valores de & aproximadamente a 156,6; 156,0;
154,8; 148,3;138,3 e 125,6, respetivamente. Os resultados mostraram que estes ndo sao influenciados
pelo grupo R, uma vez que todos os derivados 65 mostraram os sinais descritos com desvios quimicos
praticamente iguais. Destaca-se ainda a auséncia do sinal a & = 114 ppm correspondente ao CN dos
percursores 61 ¢ 63.

Os carbonos do nucleo de pirimidopirimidina foram identificados por analise conjunta dos espectros
de HMQC e HMBC. Por HMBC foi possivel identificar o C2 e C4 pela sua correlacdo com o grupo NHo.
Uma vez identificado o C2, a correlacédo do seu protdo (H2) permitiu identificar C8a a 3 ligacdes e C4a
4 ligacbes. O C8a foi ainda detetado pela sua correlacdo com o N8H, que também mostrou correlacao
com C6. Em conjunto, a atribuicdo dos sinais do nucleo reflete as estruturas atribuidas e justifica posicdo
dos grupos NH2 e NH.

A atribuicao dos sinais correspondentes ao grupo R foi levada a cabo por comparacdo com 0s

percursores 61 e 63 e por correlacdes bidimensionais de protdo-carbono (HMQC e HMBC).
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HN_g N\\er
Tabela 15 - Dados espetroscopicos de 13C RMN (100 MHz, DMSQds) . 8all _Ns
dos compostos 65 )N|\ A2
H72>N3 SNH
NH,
R Ne C8/C4/C6/C2/C4a/C8a R
156,8 (C8) 144.2 (CH, Cp)
p 155,9 (C4) )
moXp 1432 (CH, C0’)
| 154.6 (CH, C6) .
oo 658 1453 (CH c2) 1354 (C1)
N o M 1284 (CH, Co)
. 138,6 (C4a) 1939 (OH. G
1256 (C8a) 2 (CH, Cm)
158,9 (Cm’)
156,6 (C8) 139,8 (Ci)
P 5 11 156,0 (C4) 129,3 (CH, Cm)
m m g OH o5, 1548 (CH C6) 1135 (CH, Co)
o o' 1483 (CH, €2) 109,4 (CH, Cp)
~ 138,3 (C4a) 107,7 (CH, C0’)
125,6 (C8a) 69,51 (CH2, C10)
59,63 (CHz, C11)
1589 (Cm’)
139,7 (Ci)
156,6 (C8) 129.3 (CH. €m)
P o 1 156,0 (C4)
" _~_OH 1135 (CH, Co)
m' 10 12 . 154,8 (CH, C6)
65i 109,4 (CH, Cp)
o o' 1483 (CH, €2)
R 107,7 (CH, €C0’)
! 1383 (Cda) 69,51 (CHz, C10
125,6 (C8a) 51 (CHz, C10)
57,37 (CHz, C12)
32,20 (CHz2, €11)
158,6 (Cm’)
139,7 (Ci)
156,5 (C8) 129,3 (CH, €m)
o 1 156,0 (C4) 113,5 (CH, Co)
m O m¥o NT) | g  1548(CH C6) 109,4 (CH, Cp)
o o' 1280 J 1483 (CH, €2) 107,6 (CH, €0’)
v 13 138,2 (C4a) 66,20 (CH2, C13)
125,5 (C8a) 65,20 (CH2, C10)
57,10 (CHz, C11)
53,60 (CHz, C12)
158,6 (Cm’)
156,5 (C8) 139,8 (Ci)
P o M 155,9 (C4) 129,3 (CH, Cm)
m 0 m o N sk 1548 (CH. C6) 113,5 (CH, Co)
o~ iAo’ 125 S 148,3 (CH, €2) 109,5 (CH, Cp)
St 13 138,2 (C4a) 107,6 (CH, C0”)
1255 (C8a) 66,29 (CH2, C10)

57,20 (CH2, C11)
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11 12

=
-
N10 L Jnm

65I

65m

65n

650

65p

156,6 (C8)
156,1 (C4)
154,8 (CH, C6)
148,3 (CH, €2)
138,2 (C4a)
125,5 (C8a)

156,6 (C8)
156,1 (C4)
154,9 (CH, C6)
148,1 (CH, C2)
138,0 (C4a)
125,3 (C8a)

156,9 (C8)
156,4 (C4)
155,3 (CH, C6)
148,5 (CH, C2)
138,1 (C4a)
125,7 (C8a)

156,3 (C8)
155,4 (C4)
154,3 (CH, C6)
147,5 (CH, C2)
137,8 (C4a)
125,1 (C8a)

156,3 (s, C8)
155,4 (s, C4)
154,3 (s, CH, C6)
147,5 (s, CH, C2)
137,8 (s, C4a)
125,1 (s, C8a)

54,83 (CHz, C12)
27,16 (CHz, C13)
158,6 (Cm’)
154,7 (C14)
139,8 (Ci)

129,3 (CH, Cm)
113,5 (CH, Co)
109,5 (CH, Cp)
107,7 (CH, Co?)
65,33 (CHz, C10)
60,75 (CH2, OEY)
56,54 (CHz, C11)
52,76 (CHz, C12)
155,1 (CH, Cp)
131,5 (CH, Ci)
123,2 (CH, Co)
114,2 (CH, Cm)
65,75 (CHz, C10)
57,37 (CH2, C12)
32,20 (CHz, €11)
155,2 (CH, Cp)
131,2 (CH, Ci)
123,6 (CH, Co)
114,7 (CH, Cm)
66,40 (CHz, C13)
65,72 (CHz, C10)
57,27 (CHz2, C11)
53,85 (CHz, C12)
163,7 (C10)
150,2 (CH, €m”’)
141,9 (Ci")

138,7 (Ci)

138,3 (Cm’)
128,2 (CH, €m)
121,6 (CH, Co”)
116,8 (CH, Co)
116,1 (CH, Cp)
113,6 (CH, C0?)
163,7 (C10)
151,5 (CH, Co”)
148,2 (CH, Co’”)
138,7 (Ci)

138,3 (Cm’)
134,8 (CH, Cp’)
130,3 (Ci")

128,2 (CH, Cm)
122,8 (CH, €m”)
116,8 (CH, Co)
116,1 (CH, Cp)
113,6 (CH, Co’)
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3.1.1.6. Sintese de 4-Hidrazinopirimidopirimidinas 67

Compostos de estrutura 67, 4-hidrazinopirimidopirimidinas, foram obtidas anteriormente por reacao
de 65 com excesso de piperidina 66 em DMSO ou EtOH a 80°C [61,62,65]. Estas foram obtidas com
rendimentos bons a excelentes dependendo da solubilidade do produto final. Notrabalho agora realizado
(Esq. 14) usou-se a abordagem sintética desenvolvida anteriormente tendo-se verificado que os tempos
de reacaovariaram entre 0,75 a 25h, dependendo do solvente usado. Para reagentes 65 mais insolUveis
(65a,e,f,g e 650,p) usou-se DMSO como solvente e os produtos foram isolados apés 2-18h, com a
excecao de 67a que foi isolado ao fim de 45min. Neste caso, apos 45 minutos de reacao, precipitou de
solucédo um sélido laranja que foi imediatamente isolado com 89% de rendimento. Este foi o Unico caso
em que se verificou esta particularidade.

Os reagentes 65i,m foram usados para estabelecer/otimizar as condicdes de aromatizacao para os
derivados mais soluveis (65¢,d,i,j,m). Numa primeira tentativa, usou-se EtOH como solvente de reacao
e foi possivel isolar os produtos 67i,m ao fim de 16-25h com rendimentos superiores a 74%. Num
segundo ensaio, quando se usou DMSO como solvente, nas mesmas condicdes obteve-se, ao final de 1-
6h, os produtos 67i,m com rendimentos entre 60 e 65%.

Estes resultados mostram que, apesar de a reacao ser mais rapida em DMSO, perde-se rendimento
devido a elevada solubilidade dos produtos 67i,m nas condicdes de isolamento. A utilizacao de EtOH
permite isolar o produto mais facilmente, ainda que a reacéo seja mais lenta. O EtOH como solvente, foi
usado como solvente com os reagentes 65¢,d,j tendo-se obtido os respetivos produtos 67¢,d,j com

rendimentos entre 77-80% ao final de 17-18h.

R §
HN | N\j HN | N\W
_N DMSO ou EtOH; - _N
N| Piperidina (2 eq.); 80°C o N|
k k = ,NHZ
N NH N™ °N
\ H
NH,
65 67
a: R= 3-OH-CgHy4 a: R=3-OH-CgH,4 89%
c: R=3-OMe-CgH4 c: R=3-OMe-CgH, 80%
d: R= 4-OMe-CgH, d: R=4-OMe-CgH,4 78%
e: R=4-F-CgH, e: R=4-F-CgH4 92%
f: R 3-Cl-CgH4 f: R= 3-Cl-CgH4 97%
g: R= 3-piridinil g: R= 3-piridinil 65%
i: R= 3 (O(CH2)3OH)06H4 i: R= 3-(O(CH2)3OH)C6H4 65% 74%
j: R=3- (O(CH2) N-morfolinil)CgHg4 j: R=3-(O(CHy)oN-morfolinil)CgHy 77%
m: R=4-(O(CH,)30H)CgH4 m: R= 4-(O(CH,)3;0H)CgH,4 60% 80%
o: R= 3-(NH(CO-4-piridinil))CgH4 o: R= 3-(NH(CO-4-piridinil))CgH4 99%
p: R= 3-(NH(CO-3-piridinil))CgH4 p: R= 3-(NH(CO-3-piridinil))CgH,4 83%

Esquema 14 - Sintese de 4-Hidrazinopirimidopirimidinas 67
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3.1.1.6.1. Mecanismo reacional

Novamente, a proposta mecanistica para sintese dos produtos 67 Ja se encontra reportada

[61,62,65]. Quando os compostos 65 sdo colocados na presenca de um nucledfilo de nitrogénio 66,

este ataca o C2 de 65 abrindo o anel da dihidropirimidopirimidina e gerando o intermediario 65.1.

Apds rotacado do grupo amidina de 65.1 ocorre o fecho do novo anel de pirimidina com eliminacao do

nucledfilo e formacéo do produto aromatico 67 (Esq. 15).

R R
HN-_ N HN__N
[ ) ()
| . |
N\”/kN NH Nu)HITI NH
|
NH, NH,
65 - 65.1

Esquema 15 - Mecanismo reacional de sintese de 4-Hidrazinopirimidopirimidinas 67

3.1.1.6.2. Caraterizacao fisica analitica e espetroscopica

Os compostos 67af tendo ja sido previamente caraterizados pelo grupo [61,62,65], foram

identificados por simples comparacdo com o espectro de *H RMN de um padrdo puro. Para a

confirmacao da estrutura e pureza dos derivados 67 g-n foi efetuada a caraterizacao por métodos fisicos

e espectroscdpicos. A analise dos dados de p.f. dos compostos 67 (tab 16) mostra que os p.f. destes

compostos parecem ser geralmente superiores aos respetivos percursores 65. Os valores registados de

p.f. variaram entre 214-280°C com excecao do derivado 67j que mostrou p.f. mais baixo que o seu

percursor 65j, 150-152°C e 201-203°C, respetivamente. Novamente, os dados analiticos experimentais

nao se conseguiram obter dentro do prazo de entrega deste trabalho.

Tabela 16 - Dados fisicos e analiticos dos compostos 67

R

HN N H
o
/N

N
)l\ = ,NH2
H N N

. Massa C;H;N; S %

o n P.f. Féormula .

R N° (%) (°C) Molecular molar Esperado

(g/mol) (obtido)

)
51,96; 3,96;
mf 67¢g 65 278-280 C11H10Ns 254,25 44,07
|
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67i

67j

67m

670

67p

74

77

80

83

99

222-225  CisHi17N702
150-152  Ci8H22Nsg02
214220  CasH17N702
272-275 C18H15N90
276-279 C18H15N90

327,34 55,219159&;,23;
382,42 56:2333%80;
327,34 55,2;95;23;
373,37 5722?746,05;
373,37 57:2(33374205;

*Valores retirados do ChemDraw Ultra (12.0.2.1076)

v

A analise por IV dos derivados 67 (tab 17) permitiu identificar padrdoes semelhantes aos percursores

65, nas zonas 3600-3000 cm™ e 2300-1500 cm™, resultado da sua similaridade estrutural. Foram

detetadas bandas na zona 3500-3070 cm™ correspondentes a grupos NH e NHa.

Tabela 17 - Dados espetroscopicos de infravermelho dos

compostos 67 (cm™)

B
HN._ _N_ _H
T
N AN
|
H)\N/ N2
H
Ne 3600-3000cm™ 2300-1500cm™
67 3201 (f: 3168 (f): 1594 (i); 1557 (i)
g 3041 (m); 1530 (i);
o7 3358 (m): 3250 (m): 1601 (i): 1583 (i)
3168 (m): 1553 (i): 1534 (i)
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O\/\
© "(j - 3355 (m): 3287 (m); 1608 (i): 1590 (i):
NG o ] 3261 (m); 1568 (i): 1534 (i)
|
0" >"0H
3360 (m); 3250 (m); 1605 (i): 1580 (i);
67m 3170 (m); 1553 (i); 1534 (i)
Y
wo [N
N 670 3411 (f); 3317 (m); 1676 (): 1653 (m): 1612 (m);
o) 3265 (m); 3041 (f); 1586 (m); 1530 (i);
Y
v [
NN 7 3310 (m): 3258 (m); 1687 (i): 1642 (7): 1612 (i):
S 7 3023 (f); 1590 (i); 1564 (i); 1534 (i);
M
1H RMN

A andlise dos espetros de *H RMN dos compostos 67 (tabela 18) permitiu detetar os sinais
correspondentes aos protdes caracteristicos do nucleo de pirimidopirimidina 67, H2 e H6, como
singletos a 6 = 8,55 e 8,50 ppm, respetivamente. Verificou-se ainda que o desvio quimico da amina
ligada a C8 varia em funcao de R. Quando este é um grupo dador fraco o sinal surgiu a um valor de & =
9,9 ppm (67g,0,p) e quando R ¢é um grupo dador mais forte 0 mesmo sinal surgiu a valores de 6 entre
9,8-9,6 ppm (67i-m). Os protdes dos diversos grupos R foram atribuidos por comparacdo com 0s
respetivos percursores 65 e em regra geral ndo sofreram mudancas de desvio quimico significativas.

As principais evidéncias que justificam a estrutura 67 sdo a mudanca de desvio quimico do protao
H2 e dos grupos N*H e NH2 face aos respetivos percursores 65. O sinal correspondente ao protdo H2
dos derivados 67 apresentou um valor de & superior aos derivados 65 (8,55 e 8,15 ppm,
respetivamente). O mesmo efeito foi detetado no grupo N*H que em 67 surge a 6 = 9,7 ppm e nos
compostos 65 surge a 6 = 8,4 ppm. Por fim, o grupo NH2 dos derivados 67 surge como um
singleto/banda largaa 6 = 5,0 ppm. Nos compostos 65 o0 mesmo grupo apresenta-se como um singleto
agucadoa 6 = 5,8 ppm.

Em conjunto, os dados obtidos permitiram identificar sinais carateristicos dos derivados 67 apoiando
as estruturas propostas. A comparacao com os resultados do capitulo anterior foi necessaria para esta

atribuicdo uma vez que as estruturas 67 e 65 sao isoméricas.
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Tabela 18 - Dados espetroscopicos de *H RMN
(400 MHz, DMSQgs) dos compostos 67

HNgN

Y
A

NGH/N*H/H6/H2/NH

R N2
p
" N 67
o~ir o g
Y
R0 1 on
0 12 67i
[e) o
Y
P o 11
\/\
mm' © V) e
o o' 12K/0
~ 13
10 12
0”37 OH
p
m 67m
[o)
~
670
-
o'’ p'
R 10 1L N <
o o O
Y

9,87 (s, H, N&H)
9,70 (s, 1H, N*H)
8,55 (s, 1H, H6)
8,51 (s, 1H, H2)
5,02 (sl, 2H, NH2)

9,78 (s, 1H, NBH)
9,74 (s, 1H, N*H)
8,58 (s, 1H, H6)
8,50 (s, 1H, H2)
5,01 (sl, 2H, NH2)

9,68 (s, IH, N8H)
9,67 (sl, 1H, N*H)
8,54 (s, 1H, H6)
8,46 (s, 1H, H2)
5,03 (sl, 2H, NH2)

9,77 (s, IH, NEH)
9,65 (sl, 1H, N*H)
8,48 (s, 2H, H6, H2)
4,86 (sl, 2H, NHz)

9,86 (sl, 1H, N8H)
9,30 (sl, 1H, N*H)
8,56 (s, 1H, H6)
8,51 (s, 1H, H2)
5,00 (sl, 2H, NH2)

9,83 (s, 1H, NEH)
9,72 (sl, 1H, N*H)
8,56 (s, 1H, H6)
8,51 (s, 1H, H2)
4,88 (sl, 2H, NHz)

9,05 (d, IH, J= 2,4 Hz, HO’)

8,34 (ddd, 1H, J=1,6; 2,4; 8,0 Hz, HO)
8,28 (dd, 1H, J=1,6; 4,8 Hz, Hp)

7,37 (dd, 1H, J=4,8; 8,0 Hz, Hm)

7,72 (t, 1H, J= 2,0 Hz, HO")

7,57 (dd, IH, J=2,0: 8,0 Hz, HO)
7,24 (t, 1H, J= 8,0 Hz, Hm)

6,67 (dd, 1H, J=2,0; 8,0 Hz, Hp)
4,58 (t, 1H, J= 5,2 Hz, OH)

4,04 (t, 2H, J= 6,4 Hz, H10)
3,56 (t, 2H, J= 6,4 Hz, H12)
1,88 (quint, 2H, J= 6,4 Hz, H11)
7,63 (s, 1H, HO"):

7,50 (d, 1H, J= 8,0 Hz, Ho)

7,24 (t, 1H, J= 8,0 Hz, Hm)

6,66 (dd, 1H, J=2,0; 8,0 Hz, Hp)
4,06 (t, 2H, J= 6,0 Hz, H10)
3,55 (t, 4H, J= 4,8 Hz, H13)
2,67 (t, 2H, J= 6,0 Hz, H11)
2,49 (t, 4H, J= 4,8 Hz, H12)

7,83 (d, 2H, J= 9,2 Hz, Hm)
6,93 (d, 2H, J= 9,2 Hz, Ho)
4,55 (t, 1H, J= 5,2 Hz, OH)

4,02 (t, 2H, J= 6,4 Hz, H10)
3,56 (t, 2H, J= 6,4 Hz, H12)
1,85 (quint, 2H, J= 6,4 Hz, H11)

10,6 (s, 1H, N1°H)

8,78 (s, 2H, J= 1,6: 4,8 Hz, Hm”’)
846 (t, 1H, J= 2,0 Hz, HO")

7,87 (s, 2H, J= 1,6: 4,8 Hz, HO")

7,66 (dd, 1H, J=2,0; 8,0 Hz, Ho)

7,52 (dd, 1H, J= 2,0; 8,0 Hz, Hp)

7,36 (t, 1H, J= 8,0 Hz, HM)

10,5 (s, 1H, NOH)

9,10 (d, IH, J= 2,0 Hz, HO"’)

8,75 (dd, 1H, J=2,0; 4,8 Hz, Hp’)
8,43 (t, 1H, J= 2,0 Hz, HO’)

8,29 (dt, 1H, J= 2,0: 8,0 Hz, HO")
7,64 (ddd, 1H, J=1,2; 2,0; 8,0 Hz, HO)
7,56 (dd, 1H, J= 4,8; 8,0 Hz HmM"")
7,52 (ddd, 1H, J=1,2; 2,0; 8,0 Hz, Hp)
7,35 (t, 1H, J= 8,0 Hz, Hm)
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13C RMN

A anélise dos espetros de 13C RMN (tabela 19) permitiu detetar os sinais correspondentes aos
carbonos caracteristicos dos compostos 67. A semelhanca dos derivados 65 os carbonos do nucleo de
pirimidopirimidina apresentam a mesma numeracao, contudo o desvio quimico de alguns dos sinais e
as suas correlacdes protao-carbono séo fatores determinantes para a distincdo entre 67 e 65. Sdo estes
0 C8, C4, C2, C6, C4a e C8a que geralmente se detetam a valores de & aproximadamente a 157,0;
156,0; 155,0; 153,5; 131,6 e 131,0, respetivamente.

Os carbonos do nucleo de pirimidopirimidina foram identificados por analise conjunta dos espectros
bidimensionais (HMQC e HMBC). Foi possivel identificar o C6 e C8a pela sua correlacdo com o grupo
N8H. Uma vez identificado o C6, a correlacdo do seu protao (H6) permitiu identificar C4a a 3 ligacdes e
confirmar C8a 4 ligacdes. A identificacdo de C8a permitiuidentificar C2 dado que apresentava correlacao
com o protdo H2. Uma vez identificado o C2, foi possivel confirmar o desvio quimico de C4 por correlacéo
com o0 H2. Em conjunto, a atribuicdo dos sinais do nucleo reflete as estruturas atribuidas e confirma o
rearranjo de Dimroth.

Verificou-se ainda que o C2 dos derivados 67 apresentou um & semelhante ao C6, uma vez que estes
se encontram em ambiente quimico semelhante, resultado da aromatizacao do sistema. Em 65 o
mesmo carbono (C2) foi detetado a & = 148 ppm (ndo aromatico). Além desta particularidade, as
variacdes de Cda e C8a sdo as evidéncias claras que diferenciam as estruturas 67 e 65. O Cda
apresenta 6 = 132 ppm em 67 e 138 ppm em 65 e o C8a apresenta & =~ 131 e 125,6 ppm,
respetivamente. Em conjunto, estas variacdes de desvio quimico entre os carbonos comuns das
estruturas 67 e 65 (C2, C4a e C8a) permitem comprovar com clareza as estruturas 67 atribuidas e

justificam o rearranjo de Dimroth e consequente aromatizacédo do anel heterociclico.

R4
HN g N g H
Tabela 19 - Dados espetroscopicos de 13C RMN (100 MHz, DMSOus) 8al/ \N(s
~
dos compostos 67 1N| 4a
A4 NH,
H72NS N
R N¢ C8/C4/C2/C6/C4a/C8a R
1570 (C8) 1442 (CH, Cp’)
p 156,3 (C4) y
m SN 155,0 (CH, C2) 1432 {CH, €0’
| 67g SO 1354 (Ci)
o~i~ 0 153,4 (CH, C6) '
ne 128,4 (CH, Co)
! 131,6(C4a) 123,2 (CH, €m
131,0 (C8a) 2 (CH, )
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67i

67j

67m

670

67p

156,9 (C8)
157,2 (C4)
154,9 (CH, C2)
153,5 (CH, C6)
131,7 (C4a)
130,9 (C8a)

157,3 (C8)
156,3 (C4)
155,5 (CH, C2)
153,7 (CH, C6)
131,6 (C4a)
131,0 (C8a)

157,2 (C8)
156,2 (C4)
154,6 (CH, C2)
153,7 (CH, C6)
131,5 (C4a)
130,8 (C8a)

157,1 (C8)
156,3 (C4)
154,9 (CH, C2)
153,5 (CH, C6)
131,6 (C4a)
130,9 (C8a)

157,3 (C8)
156,4 (C4)
154,9 (CH, C2)
153,6 (CH, C6)
131,6 (C4a)
130,9 (C8a)

156,2 (Cm’)
131,5 (Ci)

129,3 (CH, Cm)
113,4 (CH, Co)
109,5 (CH, Cp)
107,6 (CH, Co”)
64,60 (CHz, C10)
57,40 (CH2, C12)
32,10 (CHz, C11)
158,8 (Cm’)
139,8 (Ci)

129,6 (CH, Cm)
113,7 (CH, Co)
109,8 (CH, Cp)
107,8 (CH, €CO’)
66,30 (CH2, C13)
65,40 (CH2, C10)
57,20 (CHz, C11)
53,80 (CH2, €12)
155,1 (CH, Cp)
131,3 (CH, Ci)
123,1 (CH, Co)
114,2 (CH, Cm)
66,74 (CHz, C10)
57,35 (CHz, C12)
32,17 (CH2, C11)
164,0 (C10)
150,2 (CH, €m”")
1419 (Ci")

138,8 (Ci)

138,7 (Cm’)
128,7 (CH, Cm)
121,6 (CH, €0”)
116,7 (CH, Co)
116,3 (CH, Cp)
113,9 (CH, C0’)
164,2 (C10)
152,2 (CH, €0”)
148,7 (CH, €0’
1389 (Cm’)
138,38 (Ci)

135,6 (CH, Cp’)
130,7 (Ci")

128,8 (CH, €m)
123,6 (CH, €m”)
117,6 (CH, Co)
116,3 (CH, Cp)
113,9 (CH, €C0’)
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3.1.2. Sintese e caraterizacao de 4-hidrazonopirimidopirimidinas 69-82

Durante este trabalho sintetizou-se varios derivados de 4-hidrazonopirimidopirimidinas 69-82 para
serem avaliados como potenciais farmacos antileishmaniais e antitripanosomiais, usando métodos de
sintese anteriormente desenvolvidos no grupo de investigacao. O método 1 envolveu a reacao dos
compostos 67 com aldeidos 68, em DMSO ou EtOH, a 30°C, usando catalise acida [61,62,65], o
método 2 envolveu a reacdo dos derivados 65 com aldeidos 68 na presenca de uma base nucleofilica,
em DMSO, a 80°C [55a,b]. Neste ultimo ocorre a condensacdo do aldeido e o rearranjo de Dimroth,
numa reacao “One-pot”, tendo-se verificado que alguns aldeidos sdo incompativeis com este método,

degradando na mistura reacional.

3.1.2.1. Sintese de 4-hidrazonopirimidopirimidinas a partir de 67

Inicialmente, para a sintese de 69-82 adotou-se 0 método 1, j& bastante estudado e otimizado pelo
grupo de investigacao [61,62,65]. Neste, os aldeidos 68 reagem com 4-hidrazinopirimidopirimidinas 67
em DMSO, com catalise acida (Esq. 15). Quando aplicado com os reagentes 67a-g e 670,p 0s
respetivos produtos das series 69-74, 81 e 82 foram isolados com rendimentos excelentes ao fim de
0,5-3h, com excecdo de 71d, que se mostrou mais solivel na mistura reacional e foi isolado com
rendimento de 52%.

Ao longo da sintese da serie 80 verificou-se que, quando se fez reagir 67m com 68j-l obtiveram-se
os respetivos produtos 80j1 com bons rendimentos (76-86%) ao fim de 30-40 minutos. Contudo,
aquando do uso dos aldeidos 68n,0, nas mesmas condicdes os produtos 80n,0 foram isolados ao fim
de 40-50 minutos, com rendimentos inferiores a 50%. Estes resultados foram associados a elevada
solubilidade destes compostos na mistura reacional, em particular devido a presenca de DMSO. Por esse
motivo, e a fim de se terminar a sintese da serie 80 decidiu-se usar EtOH em vez de DMSO para efetuar
as reacdes que faltavam. Desta forma, tratou-se 67m com 68m e 68p em EtOH e manteve-se as
restantes condicdes reacionais. Ao final de 40-120 minutos os respetivos produtos 80m e 80p foram

isolados com bons rendimentos (93 e 66%, respetivamente).

Dado os bons resultados obtidos pelo uso de EtOH, aplicaram-se as mesmas condicdes com o

reagente 67i tendo-se obtido todos os derivados a serie 79, ao fim de 30-80 minutos com bons a

excelentes rendimentos (72-99%).
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67

a: R= 3-OH-CgH,

c: R= 3-OM8-CGH4

d: R= 4-OMG-C6H4

e: R=4-F-CgHy4

f: R= 3-C|-06H4

g: R= 3-piridinil

i: R= 3-(O(CH2)3OH)C6H4

m: R= 4-(O(CH2)3OH)C6H4

0: R= 3-(NH(CO-4-piridinil))CqHg
p: 3-

R=
R= 3-(NH(CO-3-piridinil))CgHy

j\ DMSO e/ou EtOH | _N
H” >R!  30°C; H" (cat.) NI
1
kN/ NSR
68 69-82
a:R'=Ph

d: R'= 3-F-CgH,4

e: R'= 4-F-CgH,

f: R'= 3-CI-CgH,

h: R'= 3-Br-CgH,4

j: R'= 4-OH-CgH,4

k: R'= 3,4-OH-CgH;

I: R"= 3,4,5-OH-CgH,

m: R'= 3-OMe-4-OH-Cg4H;
n: R'= 3-OH-4-OMe-CgH5
o: R'= 3,4-OMe-C4H;

p: R'= 3,4,5-OMe-CgH,

q: R'= 3,5-OMe-4-OH-CgH3

691: R= 3-piridinil; R'= 3,4,5-OH-C¢H, 91%
70f: R= 4-F-CgHy; R'= 3-CI-CgH,4 96%

70k: R= 4-F-CgH,; R'= 3,4-OH-CgH3 98%

70l: R= 4-F-CgHy; R'= 3,4,5-OH-CgH, 99%
700: R= 4-F-CgHy; R'= 3,4-OMe-CgH3 96%
71d: R= 3-Cl-CgHy; R'= 3-F-CgHy 52%

71e: R= 3-CI-CgH,; R'= 4-F-CgH4 95%

71h: R= 3-CI-CgHy4; R'= 3-Br-CgH,4 99%

711: R= 3-Cl-CgHy4; R'= 3,4,5-OH-C¢H, 88%
72k: R= 4-OMe-CgHy; R'= 3,4-OH-CgH3 99%
721: R= 4-OMe-CgHg4; R'= 3,4,5-OH-CgH, 99%
720: R= 4-OMe-CgHy; R'= 3,4-OMe-CgH3 99%
73k: R= 3-OMe-CgHy; R'= 3,4-OH-CgH3 98%
731: R= 3-OMe-CgHg; R'= 3,4,5-OH-CgH, 99%
74k: R= 3-OH-CgH,; R'= 3,4-OH-CgH3 89%

79j: R= 3-O((CHy)3)CgHa; R'= 4-OH-CgH4 72%

79k: R= 3-O((CH,)3)CgHa; R'= 3,4-OH-CgH3 96%

791: R= 3-O((CH,)3)CgHa; R'= 3,4,5-OH-CgH, 99%

79m: R= 3-O((CH,)3)CgH4; R'= 3-OMe-4-OH-CgH3 95%
790: R= 3-O((CH,)3)CgHa; R'= 3,4-OMe-CgH3 99%

79p: R= 3-O((CH,)3)CeHa4; R'= 3,4,5-OMe-CgH, 99%

79q: R= 3-O((CHy)3)CgH4; R'= 3,5-OMe-4-OH-CgH, 88%
80j: R= 4-O((CHy)3)CgHa; R'= 4-OH-CgH, 76%

80k: R= 4-O((CHy)3)CgHa; R'= 3,4-OH-CgH; 86%

801: R= 4-O((CHy)3)CgHa; R'= 3,4,5-OH-C¢H, 85%

80m: R= 4-O((CHy)3)CgHa; R'= 3-OMe-4-OH-CgH3 93%
80n: R= 4-O((CH,)3)CgH4; R'= 3-OH-4-OMe-CgH3 28%
800: R= 4-O((CHy)3)CgH4; R'= 3,4-OMe-CgH3 30%

80p: R= 4-O((CH,)3)CgH4; R'= 3,4,5-OMe-CgH, 66%

81k: R= 3-(NH(CO-4-piridinil))CgHa; R'= 3,4-OH-CgH, 96%
811: R= 3-(NH(CO-4-piridinil))CgHa; R'= 3,4,5-OH-CgH, 97%
821: R= 3-(NH(CO-3-piridinil))CgH,; R'= 3,4,5-OH-CgH, 99%

—_—= = =

Esquema 15 - Sintese de derivados de pirimidopirimidina 69-82 por condensacado de 67 com

aldeidos 68 (Método 1)
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3.1.2.1.1. Mecanismo reacional

A proposta mecanistica para a sintese dos derivados 69-82 pelo método 1 apresenta-se no esquema
seguinte (Esg. 16). Trata-se de uma reacao classica entre uma amina primaria e um aldeido em meio
acido. Em meio acido, o grupo amina de 67 ataca o carbonilo ativado do aldeido 68 gerando 67.1. A
protonacao do alcool secundario gera um excelente grupo de saida, H20, que se liberta gerando o produto

final 69-82.

68 H "R
R -H+{I+H+ R HE
HN HN_ _N A
H
B vy H B -H,0 | 1
(AN ) = AN — o
L HZ/ R | H 4OH L N R
_NH { .
N N - 2 kN/ N/'N;,4 R N ” \\(
H 4 H
67 68.1 67.1 69-82

Esquema 16 - Proposta mecanistica para a sintese de derivados de 4-hidrazonopirimidopirimidinas

69-82 a partir de 67 (Método 1)

3.1.2.2. Sintese de 4-hidrazonopirimidopirimidinas a partir de 65

Recentemente, no grupo de investigacdo, surgiu um protocolo que permitia sintetizar novos
compostos de estrutura 69-82 partindo-se de compostos de estrutura 65 [61,62]. Esta via de sintese
(método 2), apesar de muito eficiente, apresenta algumas limitacdes relacionadas com a natureza do
aldeido e do produto gerado. Uma das maiores dificuldades é a de controlar o tempo de reacao pois se
0 produto nao for isolado rapidamente do meio reacional degrada [54,55a,b]. Ainda assim, ao longo do
trabalho, a pressdo constante de ter de se sintetizar rapidamente varios derivados de 4-
hidrazonopirimidopirimidina fez com que se optasse sempre pelo uso deste método apds o primeiro

rastreio.

O protocolo em questao (método 2) consiste em tratar as espécies 65 com os aldeidos 68 em DMSO,
na presenca de uma base nucleofilica, a 80°C [61,62] (Esg. 17). Realca-se que o aldeido 68l nao é
compativel com esta sintese dado a sua suscetibilidade em meio basico. Observou-se que, quando 68l
era usado, nas condicoes referidas, a mistura reacional enegrecia e dela ndo se conseguiu isolar um

produto puro.
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0 meétodo 2 foi aplicado aos reagentes 65a-p e os produtos das respetivas series 69-82 foram
isolados com os mais variados rendimentos (44-99%) ao final de 20-90 minutos (Esq 17.). Os
rendimentos mais baixos foram obtidos para os compostos 75b, 76a, 76g ¢ 79b,c devido a sua

elevada solubilidade na mistura reacional.

Para contornar este problema, algumas reacdes foram efetuadas em EtOH. Estas reacdes mostraram-
se muito mais lentas (demoraram entre 3-5h) e os produtos foram isolados com rendimentos inferiores
a 50% (79n e 80I). A analise da mistura reacional por TLC mostrava uma mistura complexa sugerindo

gue o uso de EtOH, neste método, deve ser evitado.

Quando se tratou os derivados 65h e 651 com o 4-fluorobenzaldeido 68e e piperidina 66, nas
mesmas condices reacionais, foram obtidos sdlidos cuja andlise do espetro de *H RMN mostrava dois

compostos, o respetivo produto esperado 75e/78e e ainda um novo composto desconhecido.

Uma analise cuidada do espetro dos compostos desconhecidos permitiu identificar a presenca de
sinais compativeis com o nucleo de pirimidopirimidina a 6 = 8,6 e 8,5 ppm, correspondentes a H2 e
H6, contudo os sinais tipicos do grupo 4-F-CeHs haviam desaparecido. Em sua vez surgiram dois dupletos
ad=6,95e 6,69 ppm (J= 9,2 Hz). Havia ainda no espetro mais dois sinais, um multipletoa 6 = 3,25

ppm e outro a 6 =1,57 ppm, compativeis com a presenca de uma unidade de piperidina.

Os varios sinais nos espetros e as suas integracdes relativas eram compativeis com a estrutura
75e’/78e’. Assim, os produtos 75e e 78e foram isolados com os seus respetivos produtos da

substituicdo nucleofilica aromatica 75e’ e 78e’ nas proporcdes 3:1 e 9:1, respetivamente.
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R R
|
HN N\j HN N\j
L) )OL 1.omMso/EtoH; 27°c; I\
N| + H™ R 2. Piperidina; 80°C; le
AN R
kl}l NH N H X
NH,
65 68 69-82
a: R= 3-OH-CgH,4 a: R=Ph
e: R=4-F-CgHy b: R= 3-piridinil R
f: R=3-Cl-CgHy4 c: R= 4-piridinil |
g: R= 3-piridinil d: R= 3-F-CgH, HN N\
h: R= 3-(O(CH,),0H)CgH4 e: R=4-F-CgH, | ﬁ
i: R=3-(0(CH2)30H)CgH4 f: R= 3-CI-CgHy4 N ~-N N
j: R=3-(O(CH,)o,N-morfolinil)CgHy4 g: R= 4-CI-CgH,4 |
k: R= 3-(O(CHy),N-tiomorfolinil)CeHs  h: R= 3-Br-CgHy ‘\ = N
I: R= 3-(O(CH,),N-piperazinil-N- it R= 4-Br-CgHy N H
(COOELt))CgH4 k: R= 3,4-OH-CgH3
n: R=4-(O(CH;)30H)CgH4 n: R= 3-OH-4-OMe-CgH3 75¢"
o: R= 3-(NH(CO-4-piridinil))CgH4 o: R= 3,4-OMe-CgH; 79¢"
p: R= 3-(NH(CO-3-piridinil))CeHq a: R= 3,5-OMe-4-OH-CqHs ¢

69d: R= 3-piridinil; R'= 3-F-C¢H, 89%

69f: R= 3-piridinil; R'= 3-CI-C¢H, 88%

69h: R= 3-piridinil; R'= 3-Br-CgH4 87%
69k:
69o0:
71a: R= 3-Cl-CgHy4; R'= Ph 83%

71b: R= 3-CI-CgH,; R'= 3-piridinil 82%

71c: R= 3-Cl-CgH,; R'= 4-piridinil 96%

71f: R= 3-CI-CgHy; R'= 3-CI-CgH4 78%
71g: R= 3-Cl-CgHy; R'= 4-CI-CgHy 77%
71k

R= 3-piridinil; R'= 3,4-OH-CgH3 65%
R= 3-piridinil; R'= 3,4-OMe-C¢H3 69%

76a: R= 3-O((CHy),-N-morfolinil)CgH4; R'= Ph 54%

76b: R= 3-O((CH,),-N-morfolinil)CgH,; R'= 3-Pirimidil 69%
76¢: R= 3-O((CHy),-N-morfolinil)CgHy4; R'= 4-Pirimidil 65%
76f: R= 3-O((CH,),-N-morfolinil)CgH,; R'= 3-CI-C¢H, 81%
76g: R= 3-O((CHy),-N-morfolinil)CgH4; R'= 4-CI-CgH4 54%
77f: R= 3-O((CH,),-N-tiomorfolinil)CgH4; R'= 3-CI-CgH4 87%
78f: R= 3-O((CH,),-N-piperazinil-N-(COOELt))CgHy;

R'= 3-CI-CgH, 60%

78e: R= 3-O((CH,),-N-piperazinil-N-(COOEt))CgHy;

R'= 4-F-CgH,4 + 78e' (9:1)

79b: R= 3-O((CH,)30H)CgH4; R'= 3-Pirimidil 44%

710:
730:
740:
75a:

: R= 3-Cl-CgHy4; R'= 3,4-OH-CgH3 77%

R= 3-Cl-CgHy4; R'= 3,4-OMe-CgH3 92%
R= 3-OMe-CgHy4; R'= 3,4-OMe-CgH3 61%
R= 3-OH-CgHy4; R'= 3,4-OMe-CgH3 70%
R= 3-O((CH,),0H)CgH4; R'= Ph 99%

79¢:R= 3-O((CHy);0H)CgH,; R'= 4-Pirimidil 44%

79n: R= 3-O((CH,)30H)CgHy: R'= 4-OMe-3-OH-CgHj 24%
80q: R= 4-O((CH,)30H)CgHy; R'= 3,5-OMe-4-OH-CgH, 50%
82k: R= 3-(NH(CO-3-piridinil))CgHg4; R'= 3,4-OH-CgHj 76%

75b: R= 3-O((CH,),0H)CgH4; R'= 3-piridinil 59%
75¢:R= 3-O((CH,),0H)CgHy4; R'= 4-piridinil 90%

75d: R= 3-O((CH,),0H)CgH4; R'= 3-F-CgH, 70%

75e: R= 3-O((CH,),0H)CgHy; R'= 4-F-CgH, + 75" (3:1)
75f: R= 3-O((CH,),0H)CgH4; R'= 3-CI-CgH, 83%

759: R= 3-O((CH,),0H)CgH,; R'= 4-CI-CgH4 73%

75h: R= 3-O((CH,),0H)CgH4; R'= 3-Br-CgH, 71%

75i: R= 3-O((CH,),0H)CgHy4; R'= 4-Br-CgH, 77%

Esquema 17 - Sintese de derivados de pirimidopirimidina por condensacdo de 65 com aldeidos 68

(Método 2)

Apds a identificacdo do contaminante tentou-se perceber a sua origem. Foram colocadas duas

hipéteses. Os novos compostos 75e’/78e’ poderiam ter-se formado a partir dos produtos 75e/78e
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por reacao com a piperidina presente no meio ou, o 4-fluorbenzaldeido 68e, em presenca de piperidina,
comecava por gerar 83 que em seguida reagiriacom 65 para gerar os produtos finais. Para testar estas
hipdteses foram realizados dois ensaios, como se segue (Esq 18).

Em primeiro lugar, sujeitou-se, em tubo de RMN, os sélidos impuros a piperidina 66, em DMSQds, a
80°C. Ao fim de 18h, as proporcoes 75e:75e’ e 78e:78e’ ndo se haviam alterado.

Num outro tubo tratou-se o 4-fluorobenzaldeido, 68e, com 2 equivalentes de piperidina 66, a 80°C.
Apds 17 horas, quando a mistura foi arrefecida a t.a, precipitaram abundantemente uns cristais de cor
laranja que foram filtrados, analisados por *H RMN e identificados como 83. O composto 83 esta
disponivel comercialmente [66] pelo que nado foi caracterizado neste trabalho

Estes resultados mostraram que os compostos 75e’ e 78e’ nao se formaram a partir dos respetivos
compostos 75e/78e. Mostraram ainda que o aldeido reage de forma limpa com a piperidina para

formar o produto da substituicdo nucleofilica aromatica 83, nas condicbes de reacao usadas.

g R
| \ﬁ HN. N
_N £ 66(20Eq) B
1 ﬁ DMSO. 80oC N7 N N
N d6s
kN/ NS L~ /Nﬁ
H N H
75e' e 78¢’
75e e 78e
o 0
80°C
+ >
F 2,0 Eq. "O
68e 66 83 93%

Esquema 18 - Estudos de reatividade de 75e, 78e e 68e em presenca de piperidina 66

3.1.2.2.1. Mecanismo reacional

0 mecanismo para a formacao de 83 esta representado no esquema 19 e o0 mecanismo de reacédo
para formar os compostos 69-82 por reacao “one-pot” encontra-se descrito no esquema 20.

Quando 68e se encontra em presenca de uma amina secundaria (66) gera-se, por ataque desta ao
carbonilo, o intermediario 68.1 que se encontra em equilibrio com 68.2. Apesar de o equilibrio se
encontrar deslocado para o derivado tetraédrico, no ido iminio (68.2) a posicdo para (eletrodeficiente)
do anel aromatico fica muito ativada por ressonancia, que, perante o excesso de 66, ¢ suscetivel a

ataque nucleofilico gerando o intermediario 68.3. O ataque de agua, presente na mistura reacional, e a
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eliminacao do atomo de fltor de 68.3, leva a formacao de 68.4 que posteriormente gera o aldeido 83.

Esquema 19 - Proposta mecanistica para a sintese de 4-piperidinobenzaldeido (83)

Atendendo aos resultados experimentais, apresentam-se 3 possiveis vias para a formacao de 69-82
a partir de 65 (Esq. 20). A primeira via pode ser resumida dizendo que 65 gera 67 pelo mecanismo
apresentando no capitulo anterior e que posteriormente condensa com 68 gerando a estrutura final por
saida de H20. Esta hipdtese é a menos plausivel uma vez que a reacao “one-pot” é mais rapida do que
a reacao de aromatizacao (conversdo de 65 em 67 na auséncia de aldeido).

Por outro lado (via a azul), 65 pode comecar por condensar com 68 gerando 65.2 e posteriormente
65.4 por saida de H20. Este intermediario ¢ muito mais suscetivel a ataque em C2 do que 67 devido
ao efeito retirador da hidrazona podendo explicar a maior velocidade da reacao. Assim sendo, o ataque
abre o0 anel e gera 65.5 que, ao rodar sobre a funcdo amidina pode reciclizar dando a estrutura final.

Por ultimo, propde-se uma nova via até ao intermediario 65.4 (via a verde). Nesta proposta assume-
se que 68 reage com 66 gerando o intermediario 68.2. Este, sendo muito suscetivel a ataque por um
nucleofilo, é atacado pela amina de 65 gerando 65.3 que posteriormente gera 65.4 por saida de 66.
A evolucdo seguinte devera ser igual a da proposta anterior dando a estrutura final por rearranjo de

Dimroth.
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Esquema 20 - Proposta mecanistica para a sintese de 4-hidrazonopirimidopirimidinas 69-82 a partir

de 65 (Método 2 - sintese “one-pot”)

3.1.2.3. Caraterizacao fisica analitica e espetroscopica

Os derivados de 4-hidrazonopirimidopirimidinas 69-82 foram todos caraterizados por métodos fisicos
e espetroscopicos para confirmacao da sua estrutura e pureza. Os dados fisicos dos derivados 69-82
(Tab. 20) mostraram que o p.f. deste tipo de estrutura nao varia consideravelmente dentro das series
sintetizadas, contudo, entre series a variacao ¢ significativa. Este apresentou valores entre 140 a 300°C.
Acrescenta-se ainda que varios compostos com R= 3,4-(H0)2CsHs e 3,4,5-(H0)3CeH2 ndo chegaram a
fundir e degradaram entre 250-280°C. A semelhanca dos capitulos anteriores os dados analiticos
experimentais nao se obtiveram durante o periodo regular pelo que se apresentam apenas os dados

tedricos obtidos por ChemDraw.
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|

HN_ N_ _H
o
Tabela 20 - Dados fisicos e analiticos dos compostos 69-82 NI 4
)\ . N R
H™ °N” "N~ 7
H
69-82
. C;H;N; S %
R R? N2 M (%) P.f. (°C) n::::::::r Ma:;;““:;;lar Esperado*
(obtido)
E@\ 69d 89 273-275 CasH13FNs 360,35 60,00; 3,64; 31,10
- F
%@\ 69f 88 233-235 C18H13CINs 376,80 57,38; 3,48; 29,74
- Cl
%{©\ 69h 87 227 - 230 C18H13BrNs 421,25 51,32; 3,11; 26,60
SN - Br
N OH
N: ©i 69k 65 >300 C18H14Ns02 374,36 57,75;3,77; 29,93
I }LL OH
OH
OH
/@E 691 91 270 (Dec.) C18H14NsOs3 390,36 55,38; 3,61; 28,71
NP o
O\
©: 690 69 235-237 C20H18Ng02 402,42 59,69; 4,51; 27,85
> o~
%@\ 70f 96 243 -245 C19H13CIFN7 393,80 57,95; 3,33; 24,90
- Cl
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OH
C[ 70k
55 OH

98 274 (Dec.) C19H14FN702 391,12 58,31; 3,61; 25,05
r OH
OH
/@E 701 99 283 (Dec.) C19H14FN703 407,37 56,02; 3,46; 24,07
g X OH
O\
/@ _ 700 96 255 -258 C21H18FN702 419,15 60,14; 4,33; 23,38
& (0]
E@ 71a 83 262 - 265 C19H14CIN7 375,81 60,72; 3,75; 26,09
=~ "N
W | 71b 96 249 - 253 C18H13CINg 376,80 57,38; 3,48; 29,74
=
2N |N 71c 82 282 - 285 C18H13CINsg 376,80 57,38; 3,48; 29,74
Cl %O\ 71d 78 256 - 260 Ca9H13CIFN7 393,80 57,95; 3,33; 24,90
:I Z F
F
v ©/ 71e 77 250 - 255 C19H13CIFN7 393,80 57,95; 3,33; 24,90
' X
771©\ 71f 78 250 - 254 C19H13CI2N7 410,26 55,62; 3,19; 23,90
Z Cl
Cl
7771©/ 71g 77 288 -293 C19H13Cl2N7 410,26 55,62; 3,19; 23,90
%71@\ 71h 99 255 -260 C19H13BrCIN7 454,71 50,19; 2,88; 21,56
- Br
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71k 77 295 - 300 C10H14CIN702 407,81 55,96; 3,46; 24,04
OH
OH
/@: 711 88 280 (Dec.) C10H14CIN703 423,81 53,85: 3,33; 23,13
NP o
O\
/@ _ 710 92 240 - 243 C21H18CIN702 435,87 57,87; 4,16; 22,49
- o)
OH
/@ 72k 99 273-276 C20H17N703 403,40 59,55: 4,25; 24,31
\O }'L OH
OH
/@[OH 721 99 284 - 287 C20H17N704 419,13 57,28:4,09; 23,38
e / OH
O\
/©: 720 99 248 - 250 C22H21N703 431,17 61,24;4,91; 22,73
by o~
OH
/@[ 73k 98 280 (Dec.) C20H17N703 403,40 59,55: 4,25; 24,31
b OH
N OH
H
© 731 99 270-272 C20H17N704 419,13 57,28:4,09; 23,38
T X OH
O\
/@ _ 730 61 221-223 C22H21N703 431,17 61,24;4,91; 22,73
- o)
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OH
OH /@ 74k 59 283-284 C19H15N703 389,38 58,61; 3,88; 25,18
x OH
O
Y ©: 740 93 284 (Dec.) C21H19N703 417,43 60,42; 4,59; 23,49
> o~
1?{<J 75a 99 231-234 C21H19N702 401,43 62,83;4,77; 24,42
ZZa\
2N | 75b 90 255-258 C20H18Ns02 402,42 59,69; 4,51; 27,85
=
2N IN 75c¢ 59 243 - 246 C20H18Ng02 402,42 59,69: 4,51; 27,85
o O\ 75d 70 252 - 255 C21H18FN702 419,41 60,14; 4,33;: 23,38
saa NS
e 777ﬁJij\ 75f 83 250 -253 C21H18CIN702 435,87 57,87; 4,16; 22,49
& Cl
Cl
772@/ 75¢g 73 239 -242 C21H18CIN702 435,87 57,87:4,16; 22,49
%{©\ 75h 71 280 - 283 C21H18BrN702 480,32 52,51; 3,78; 20,41
- Br
Br
li@/ 75i 77 247 - 251 C21H18BrN702 480,32 52,51; 3,78; 20,41
1%© 76a 54 140 - 143 C25H26N802 470,54 63,82; 5,57; 23,81

69



A 76b 65 205 -208 CaaHzsN902 471,53 61,13; 5,34; 26,74
~
O~ SAon 76e 69 270-274 CaaH2sN902 471,53 61,13; 5,34; 26,74
T
o EQ 76f 80 150 - 154 CasHzsCINgO2 504,98 59,46; 4,99; 22,19
- Cl
Cl
EO 76g 50 180 - 184 CasH2sCINs02 504,98 59,46; 4,99; 22,19
O\/\
N @ 57,63; 4,84;
E;( L_s 5 y 77f 87 143 - 145 C25H25CINgOS 521,04 2151615
|
o~
N
©/ L_N_o 2@ 78f 60 224 -226 C28H30CIN903 576,05 58,38; 5,25; 21,88
s - Cl
' OEt
ZON
A 79b 44 235-238 C21H20Ng02 416,45 60,57; 4,84; 26,91
~
O _~_OH AN 7o 44 215-217 C21H20Ns02 416,45 60,57; 4,84; 26,91
[ j OH
M E@( 79j 72 220-221 C22H21N703 431,17 61,24;4,91;22,73
OH
H(E:E 79k 71 255 - 260 C22H21N704 447,47 59,05; 4,73; 21,91
- OH
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791

79m

79n

790

79p

99

99

24

99

99

88

247 - 249

218-222

220-222

190-195

205 (Dec.)

240 (Dec.)

C22H21N70s

C23H23N704

C23H23N704

C24H25N704

C25H27N70s

C24H25N70s

463,16

461,18

461,18

475,20

505,21

491,19

57,02; 4,57, 21,16

59,86; 5,02; 21,25

59,86; 5,02; 21,25

60,62; 5,30; 20,62

59,40; 5,38; 19,40

58,65;5,13; 19,95

80k

801

76

86

85

210- 215

256 (Dec.)

250 (Dec.)

C22H21N703

C22H21N704

C22H21N70s5

431,17

447,47

463,16

61,24;4,91; 22,73

59,05; 4,73; 21,91

57,02;4,57; 21,16
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80m 63 262 - 265 C23H23N704 461,18 59.86: 5,02: 21,25
O\
@ 80n 58 282 - 285 C23H23N704 46118 59.86: 5,02: 21,25
= OH
O\
Ji:[ 800 47 185-186 C24H25N704 475 20 60,62: 5.30: 20,62
> o~
o/
@EO\ 80p 50 203-208 C25H27N70s 505,21 59.40: 5,38: 19,40
P i o~
O/
@OH 80q 50 266 - 269 Co4H25N70s 49119 58.65: 5,13: 19,95
SN
OH
L PN @ 81k 9% >300 C25H10Ng03 493 48 60,85: 3,88; 25 55
N & OH
OH
(@)
OH
W; ﬁ:[ 81l 97 262 - 266 C25H10Ng04 509,48 58.94: 3.76: 24,74
55 OH
OH
WA C[ 82k 76 242 - 245 Ca5H10NgO3 493 48 60,85: 3.88: 25,55
N ~__N }i OH
OH
O
W; 82 99 250 (Dec.) C25H10Ng04 509,48 58.94: 3.76: 24,74
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v

A analise dos espetros de 1V, registados na tabela 21, dos compostos 69-82 mostrou bandas
correspondentes a grupos amina e hidroxilo na zona entre 3500-3070 cm™. Na zona compreendida
entre 2300-1500 cm™, os espetros apresentam padroes semelhantes aos respetivos percursores 67 e
65.

Dentro de cada serie os padroes das bandas apresentaram-se praticamente iguais entre 2300-1500
cm™. A zona entre 3500-2800 cm™, mais especificamente nos derivados cujo R*= 3,4-(HO)2CeH3 e
3,4,5-(HO)3CeH2, caracteriza-se pelo aparecimento de uma banda muito larga com maximo de

intensidade a cerca de 3050 cm™ que evidencia a existéncia de pontes de hidrogénio entre as moléculas.
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v
—
Tabela 21 - Dados espetroscopicos de infravermelho dos compostos 69-82 (cm™) NI
ML NR
H” N7 °N™ 7

H

69-82

3600-3000cm!

2300-1500cm™*

69d

69f

69h

69k

69l

690

3358 (m); 3286 (m); 3196 (m);
3062 (m);

3520 (m); 3475 (m); 3336 (m);
3207 (f); 3057 (f);

3302 (m); 3258 (f); 3028 (m);

3366 (i); 3280 (m); 3217 (m);

3174 (m); 3124 (m);

3560 (m); 3440 (f); 3187 (m);
3041 (m);

1655 (m); 1589 (i); 1572 (i); 1539 (i);

1600 (m); 1583 (m); 1561 (m); 1539 (i);

1600 (m); 1583 (m); 1550 (i); 1527 {i);

1601 (i); 1560 (i); 1534 {i);

1594 (i); 1539 (i);

1495 (i); 1560 (i); 1530 (i); 1508 {i);

70f

3559 (m); 3347 (m); 3252 (m);
3074 (f);

1611 (m); 1583 (i); 1544 (i); 1511 (i);
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70k

701

700

3358 (m); 3314 (m); 3068 (f);

3358 (f); 3273 (m); 3052 (m);

3366 (m); 3306 (m); 3026 (f);

1620 (i); 1605 (i); 1583 (i); 1568 (i); 1549 (i); 1534

(i); 1504 {i);

1653 (f); 1609 (m); 1571 (i); 1534 (i); 1504 (i);

1597 (m); 1564 (i); 1534 (i); 1508 (i);

0
3i©0|

71a

71b

71c

71d

71e

71f

71h

3364 (m); 3241 (f); 3040 (f);

3420 (f); 3302 (m); 3057 (m)

3308 (f); 3258 (f); 3079 (f);
3040 (f);

3308 (m); 3252 (m); 3068 (f);

3381 (f); 3347 (m); 3046 (f);

3302 (f); 3263 (f); 3046 (f);

3531 (f); 3353 (m); 3247 (f);
3113 (f);

3347 (m); 3291 (m); 3062 (f);

1606 (m); 1589 (i); 1567 (i); 1539 (i);

1600 (m); 1567 (i); 1544 (i);

1589 (m); 1555 (i); 1533 (i);

1600 (m); 1550 (i); 1527 (i);

1639 (m); 1594 (i); 1566 (m); 1539 (i)

1600 (i); 1555 (i); 1533 (i); 1505 {i);

1600 (i); 1561 (i); 1533 {i);

1594 (i); 1555 (m); 1533 (i);
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OH
/©i 71k 3353 (f); 3263 (f); 3062 (f); 1594 (i); 1561 (i); 1533 {(i);
* OH
OH
/@[OH 711 3353 (f); 3263 (f); 3062 (f); 1594 (i); 1561 (m); 1533 {i);
x; OH
O\
/@[ 710 3297 (f); 3258 (m); 3051 (f); 1594 (i); 1550 (i); 1539 (i); 1511 (i);
> o~
OH
/(:[ 72k 3306 (m); 3172 (f); 1605 (i); 1564 (i); 1527 (i); 1504 (i);
~ :LLL OH
0 OH
© /@iOH 721 3358 (f); 3273 (m); 3052 (m); 1653 (f); 1609 (m); 1571 (i); 1534 (i); 1504 {i);
N 2 OH
| o\
3381 (f); 3351 (m); 3291 (m); N N N N
}{@O/ 720 3067 (f); 1598 (i); 1564 (i); 1537 (i); 1504 {(i);
OH
/©i 73k 3314 (m); 3045 (m); 1605 (i); 1568 (i); 1534 {(i);
X OH
O OH
©/ /@[OH 731 3336 (f); 3052 (m); 1653 (m); 1598 (i); 1568 (i); 1530 (i);
T x; OH
O\
3351 (m); 3306 (m); 3097 (f): _ N - .
}{@[O/ 730 3015 (f); 1601 (m); 1568 (i); 1538 (i); 1512 (i);
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OH
OH /@: 74k 3146 (m); 3060 (m); 1654 (m); 1609 (i); 1571 (i); 1534 (i); 1508 {(i);
* OH
O\
i /(:[ 740 3526 (f); 3291 (m); 3046 (i); 1600 (i); 1567 (i); 1533 (i); 1505 (i);
oy o~
777:<j 75a 3297 (m); 3051 (f); 1605 (i); 1583 (m); 1567 (i); 1544 (i);
~ "N
2N | 75b 3335 (m); 3040 (i); 1606 (m); 1567 (i); 1533 (i);
=
AN |N 75c 3308 (m); 3168 (m); 3046 (m); 1600 (m); 1567 (i); 1539 (i);
3375 () 3336 (m); 3280 (m); N N N N
O\/\OH %J@\F 75d 3230 (m): 3062 (f): 1600 (i); 1583 (i); 1567 (i); 1539 (i);
e ILL.O\C 75f 3386 (f); 3341 (m); 3068 (f); 1606 (m); 1567 (i); 1539 (i);
Z I
Cl
3358 (m); 3302 (f); 3219 (f); N N .
}51@/ 75g 3057 (f); 1600 (i); 1572 (i); 1539 {(i);
3370 (f); 3336 (m); 3207 (f); _ N N
}{©\Br 75h 3073 (f): 1606 (m); 1567 (i); 1539 (i);
Br
. 3358 (m); 3302 (m); 3224 (m); .\ . .
/771‘@/ 75i 3057 (f): 1594 (i); 1572 (i); 1539 {i);
Nﬁx/@ 76a 3353 (f); 3313 (m); 3068 (f); 1628 (m); 1606 (m); 1583 (m); 1572 (i); 1539 (i);
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76b

76¢

76f

3347 (m); 3202 (f); 3085 (f);
3313 (m); 3224 (f); 3101 (f);
3046 (f);

3341 (f); 3302 (f); 3185 (f); 1057
(f);

3392 (f); 3358 (f); 3336 (f); 3062
(f);

1606 (m); 1561 (i); 1533 (i);

1594 (m); 1561 (i); 1533 (i);

1606 (m); 1583 (m); 1572 (i); 1539 (i)

1600 (m); 1572 (i); 1544 (i);

77f

3336 (m); 3258 (m); 3057 (f);

1600 (m); 1567 (i); 1544 (i);

78f

3509 (f); 3353 (m); 3330 (m);
3057 (f);

1678 (i); 1600 (i); 1567 (i); 1538 (i);

79b

3343 (m); 3217 (m); 3052 (f);

1605 (m); 1568 (i); 1542 (i); 1501 (m);

79c

3329 (m); 3217 (m); 3045 (m);

1598 (m); 1564 (i); 1530 (i);

79j

3302 (m); 3052 (m);

1650 (m); 1594 (i); 1564 (i); 1530 (i);

79k

3347 (f); 3284 (m); 3064 (m);

1653 (m); 1601 (i); 1568 (i); 1534 (i);




/@iOH 791 3052 (m); 1653 (m); 1605 (m); 1564 (i); 1538 {i);
% OH
OH
@ 79m 3340 (f); 3272 (m); 3112 (f); 1597 (i); 1571 (i); 1538 {i); 1515 {i);
A o~
O\
E@E 79n 3373 (f); 3313 (f); 3285 (m); 1609 (m); 1594 (m); 1560 (i); 1538 (i); 1501 (i);
- OH
o\
/(:[ 790 3314 (m); 3276 (f); 3067 (m); 1650 (m); 1598 (i); 1568 (i); 1538 (i); 1512 (i);
> o~
O/
o _ _ 1657 (m); 1624 (m); 1605 (m); 1575 (i); 1534 (m);
@: ~ 79p 3549 (f); 3295 (f); 1504 (m):
O/ . . .
@OH 79q 3369 (m); 3332 (f): 3075 (f): 1657 (m); 1616 (i); 123; 8, 1568 (i); 1538 (m);
/‘%j_ O/ ’
OH
H‘{©/ 80j 3302 (m); 3164 (m); 1657 (m); 1597 (i); 1571 (i); 1534 (i); 1504 (i);
0~ >""0H : OH
L‘a{©i 80k 3298 (m); 3176 (m); 3064 (m); 1653 (m); 1601 (i), 1568 (i); 1530 (i); 1509 (i);
/ OH
I OH
80l 3052 (m); 1650 (m); 1597 (i); 1568 (i); 1534 (i); 1508 {i);
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80m 3295 (m); 3183 (m); 3071 (m); 1653 (m), 1597 (i); 1568 (i); 1530 (m); 1508 {i);
RN 3362 (f); 3332 (f); 3258 (m);
/‘%1’@:0}_' 80n ! 3067 (m’), ' 1653 (m); 1605 (i); 1560 (i); 1534 (i); 1508 {i);
O\
/@[ 800 3324 (m); 3232 (m); 1597 (i); 1564 (i); 1549 (i); 1538 (i); 1508 (i);
X o~
O/
/@:O\ 80p 3362 (m); 3310 (m); 3261 (m); 1594 (m); 1564 (i); 1542 (i); 1508 (i);
SN
O/
/©:OH 80q 3358 (f); 3276 (m); 1597 (i); 1568 (i); 1545 (i); 1512 (i);
SN
OH
N /(:[ 81k 3347 (f); 3263 (f); 3046 (f); 1661 (i); 1600 (m); 1533 (i);
N & OH
[ ] T OH
s /@iOH 81l 3269 (f); 3062 (m); 1661 (i); 1606 (i); 1578 (i); 1533 (i);
% OH
OH
H = | /@i 82k 3034 (m); 1656 (i); 1611 (i); 1572 (i); 1533 {i);
N N X OH
[ ] T OH
s /@[OH 82I 3046 (m); 1656 (i); 1611 (m); 1572 (i); 1533 (i);
x OH

*Valores retirados do ChemDraw Ultra (12.0.2.1076)
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'H RMN

A andlise dos dados de *H RMN (Tab. 22) permitiu identificar os sinais caracteristicos do nticleo de
4-hidrazonopirimidopirimidina assim como sinais correspondentes a grupos aromaticos R e RL. Os sinais
a 6 = 8,6-8,7 ppm (H2 e H6) confirmam a presenca do nucleo de pirimidopirimidina detetada nos
capitulos anteriores. Além disso, o aparecimento do sinal correspondente ao protdo H9 a 6 entre 8,7-
8,4 ppm é uma das principais evidéncias para comprovar a presenca do grupo hidrazona. O desvio
quimico associado a este sinal ¢ muito dependente do grupo RY. Quando mais remotor for R* maior o
desvio quimico a que o H9 aparece.

A presenca de um segundo conjunto de sinais para protdes aromaticos correspondentes aos grupos
Ra & =8 -6 ppm provam aintroducdo de um segundo anel aromatico. Este tltimo resultado, combinado
com o desaparecimento dos sinais correspondentes a amina primaria dos percursores 67 (6 =~ 5,0 ppm)
e 65 (6 = 5,6 ppm) confirma a reacao de condensacéo do aldeido.

Acrescenta-se ainda que, os sinais correspondentes a R foram atribuidos por comparacao com os
respetivos percursores 67 e 65 e, em regra geral, ndo sofreram mudancas de desvio quimico
significativas. Salienta-se que dentro da mesma serie os sinais de R foram praticamente iguais somente
variando nos sinais correspondentes a R*.

Também foram detetados sinais na forma de bandas largas correspondentes aos grupos amina.
Destes, destaca-se a amina ligada a C4, que se deslocou para desvios quimicos mais elevados (6 = 13,0-
10,0 ppm). A amina ligada a C8 manteve-se a desvio quimico semelhante ao registado para o

correspondente precursor 67 variando entre &~ 11,0 a 9,0 ppm.
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HN_g N\\er
8a| _Ns
Tabela 22 - Dados espetroscopicos de *H RMN (400 MHz, DMSOuds) dos compostos 69-82 1N| 442
)\ A _Na R’
H72NG N Y
H 9
69-82
R R! N2 N4H/N8H/H2/H6/H9 R R!
m' 12,3-11,0 (sl, 1H, N*H) 9,13 (d, 1H, J= 2,4 Hz, HO")
N 69d 9,95 (sl, 1H, NBH) 8,38 (dt, 1H, J= 2,4: 8,0 Hz, HO) 7,7-7,5 (m, 3H, HO'”; HO'””; HM"’)
B m; 8,72 (sl, 1H, H2) 8,33 (dd, 1H, J=1,6; 4,8 Hz, Hp) 7,23 (dt, 1H, J=5,6; 8,8 Hz, Hp')
o™ 8,67 (sl, 2H, H6; H9) 7,39 (dd, 1H, J=4,8; 8,0 Hz, Hm)
12,1 (s, 1H, N*H)
. 15 (s, 1H, HO’
A 10,4 (s, 1H, N8H) 15 (s, 1H, _° ) 7,78 (s, 1H, HO'")
o p 8,40 (d, 1H, J= 8,4 Hz, HO)
me 69f 876 (s, 1H, H2) _ 7,67 (sl, 1H, HO")
e cl 8,69 (s, 1H, H6) 372 ([l M o= 28 77, 1 [2) 7,50 (m, 2H, Hm’; Hp’)
p o™ Ot 7,41 (dd, 1H, J= 4,8; 8,4 Hz, Hm) ’ neTh 1P
MmN 8,64 (s, 1H, H9)
| m' 12,3-11,0 (sl, 1H, N*H) 9,13 (d, 1H, J= 2,4 Hz, HO") 7,97 (s, 1H, HO™)
Y ° O WP gop 10495 (sl 1H, N°H) 8,37 (dd, 1H,J=2,4;84 Hz, Ho) 7,73 (d, 1H, J= 8,0 Hz, H0")
Y e mér 8,66 (sl, 2H, H2; H6) 8,32 (dd, 1H, J=1,6; 4,8 Hz, Hp) 7,58 (dd, 1H, J=2,0; 8,0 Hz, Hp?)
o™ 8,62 (s, 1H, H9) 7,45-7,32 (m, 2H, Hm) 7,45-7,32 (m, 2H, HmM”’)
4
m . oH 1(;; :S: i: :8:; 9,14 (d, 1H, J= 2,4 Hz, HO”) 10,0-9,00 (sl, 2H, m,p-OH)
o . 69Kk B - (z'lH ’Hz)_ 8,40 (dd, 1H, J= 2,4: 8,4 Hz, HO) 7,29 (d, 1H, J= 2,0 Hz, HO"")
% mOH 8'67 (S' 1H, HG), 8,32 (dd, 1H, J=1,6; 4,8 Hz, Hp) 6,95 (dd, 1H, J=2,0; 8,4 Hz, HO")
- I LLL) ] ’ y
o = . = ’
8.48 (5. 1H, H9) 7,42 (dd, 1H, J= 4,8; 8,4 Hz, Hm) 6,79 (d, 1H, J= 8,4 Hz, HM’)
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69l

690

10,7 (sl, 1H, N2H)
8,76 (s, 1H, H6)
8,64 (s, 1H, H2)
8,44 (s, 1H, H9)

12,4-11,2 (s, 1H, N*H)
10,8-10,0 (sl, 1H, N®H)
8,66 (s, 2H, H2, H6)
8,55 (s, 1H, H9)

9,40 (d, 1H, J=2,4 Hz, HO’)
8,77 (d, 1H, J= 8,4 Hz, HO)
8,50 (dd, 1H, J=1,6; 4,8 Hz, Hp)
7,77 (dd, 1H, J=4,8; 8,4 Hz, Hm)

9,11 (d, 1H, J= 2,4 Hz, HO’)
8,38 (d, 1H, J= 8,4 Hz, HO)
8,31 (dd, 1H, J=1,6; 4,8 Hz, Hp)
7,41 (dd, 1H, J=4.8; 8,4 Hz, Hm)

6,78 (s, 2H, HO’)

7,46 (s, 1H, Ho™)
7,20 (d, 1H, J= 8,4 Hz, Ho"")
7,00 (d, 1H, J= 8,4 Hz, HM’)
3.83 (s, 3H, m-OCHs3)
3.79 (s, 3H, p-OCHa)

70f

70k

701

700

13,0-11,0 (sl, 1H, N*H)
10,2 (sl, 1H, N®H)
8,67 (s, 1H, H2)

8,64 (s, 2H, H6; H9)
10,2 (s, 1H, N®H)

8,63 (s, 1H, H6)

8,58 (s, 1H, H2)

8,49 (s, 1H, H9)

10,2 (s, 1H, N®H)
8,64 (s, 1H, H6)
8,57 (s, 1H, H2)
8,42 (s, 1H, H9)

10,5 -9,00 (sl, 1H, N8H)
8,59 (s, 1H, H6)
8,56 (s, 1H, H2)
8,52 (s, 1H, H9)

8,00 (dd, 2H, J=5,2; 9,2 Hz, HO)
7,22 (t, 2H, J= 9,2 Hz, Hm)

7,97 (dd, 2H, J=5,2; 9,2 Hz, HO)
7,22 (t, 2H, J= 9,2 Hz, Hm)

7,95 (dd, 2H, J=5,2; 9,2 Hz, HO)
7,22 (t, 2H, J= 9,2 Hz, Hm)

7,92 (dd, 2H, J=5,2; 9,2 Hz, HO)
7,18 (t, 2H, J= 9,2 Hz, Hm)

7,82 (s, 1H, HO”)
7,68 (d, 1H, J=2,0; 8,0 Hz, HO?)
7,48 (m, 2H, Hp’; HM’)

10,0 - 9,00 (sl, 2H, m,p-0H)
7,32 (d, 1H, J=2,0 Hz, HO"")
7,01 (dd, 1H, J=2,0; 8,4 Hz, HO’)
6,79 (d, 1H, J= 8,4 Hz, Hm’)

6,79 (s, 2H, HO’)

7,51 (d, 1H, J= 2,0 Hz, HO"")
7,26 (dd, 1H, J=2,0; 8,4 Hz, HO’)
7,01 (d, 1H, J= 8,4 Hz, Hm’)
3,84 (s, 3H, p-OCH3)

3,79 (s, 3H, m-0CH3)

71a

11,9 (sl, 1H, N*H)
10,2 (s, 1H, N®H)
8,72 (s, 1H, H2, H6)
8,65 (s, 1H, H9)

8,27 (s, 1H, HO?)

7,93 (dd, 1H, J=2,0; 8,0 Hz, HO)
7,39 (t, 1H, J= 8,0 Hz, Hm)

7,15 (dd, 1H, J=2,0; 8,0 Hz, Hp)

7,75 (d, 2H, J= 8,0 Hz, Ho"")
7,44 (m, 3H, Hm”, Hp)
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71b

71c

71d

71e

71f

71h

12,0-10,0 (sl, 1H, N*H)
10,0 (sl, 1H, N2H)
8,73 (s, 1H, H6)
8,71 (sl, 1H, H2)
8,65 (m, 3H, H9)
12,1 (sl, 1H, N*H)
10,3 (sl, 1H, N®H)
8,75 (s, 2H, H2, H6)
8,71 (s, 1H, H9)
12,1 (sl, 1H, N*H)
10,3 (sl, 1H, N®H)
8,74 (s, 1H, H6)
8,69 (s, 1H, H2)
8,64 (s, 1H, H9)
13,0-11,0 (s, 1H, N*H)
10,2 (s, 1H, N®H)
8,73 (s, 1H, H6)
8,66 (sl, 2H, H2; H9)
10,2 (sl, 1H, N®H)
8,74 (s, 1H, H6)
8,69 (s, 1H, H2)
8,64 (s, 1H, H9)
12,0 (sl, 1H, N*H)
10,3 (s, 1H, N®H)
8,74 (s, 1H, H6)
8,73 (s, 1H, H2)
8,65 (s, 1H, H9)
13,0-10,5 (sl, 1H, N*H)
9,86 (s, 1H, N°H)
8,67 (sl, 2H, H6; H2)
8,57 (s, H, H9)

8,24 (t, 1H, J= 2,0 Hz, HO’)
7,92 (dd, 1H, J=2,0; 8,0 Hz, HO)
7,39 (t, 1H, J= 8,0 Hz, Hm)
7,16 (dd, 1H, J=2,0; 8,0 Hz, Hp)

8,28 (s, 1H, HO?)

7,95 (d, 1H, J= 8,0 Hz, HO)

7,39 (t, 1H, J= 8,0 Hz, Hm)

7,16 (dd, 1H, J=2,0; 8,0 Hz, Hp)

8,27 (s, 1H, HO?)

7,94 (d, 1H, J= 8,0 Hz, HO)

7,39 (t, 1H, J= 8,0 Hz, Hm)

7,15 (dd, 1H, J=2,0; 8,0 Hz, Hp)

8,29 (t, 1H, J= 2,0 Hz, HO’)
7,95 (dd, 1H, J=2,0; 8,0 Hz, HO)
7,39 (t, 1H, J= 8,0 Hz, Hm)
7,16 (dd, 1H, J=2,0; 8,0 Hz, Hp)
8,30 (t, 1H, J= 2,0 Hz, HO’)
7,96 (dd, 1H, J=2,0; 8,0 Hz, HO)
7,41 (t, 1H, J= 8,0 Hz, Hm)
7,17 (dd, 1H, J=2,0; 8,0 Hz, Hp)

8,29 (t, 1H, J= 2,0 Hz, HO’)
7,95 (dd, 1H, J=2,0; 8,0 Hz, HO)
7,40 (t, 1H, J= 8,0 Hz, Hm)
7,16 (dd, 1H, J=2,0; 8,0 Hz, Hp)

8,19 (t, 1H, J= 2,0 Hz, HO’)
7,87 (dd, 1H, J=2,0; 8,0 Hz, HO)
7,37 (t, 1H, J= 8,0 Hz, Hm)
7,13 (dd, 1H, J=2,0; 8,0 Hz, Hp)

8,65 (d, 2H, J= 4,8 Hz, Hm"’)
7,69 (d, 2H, J= 4,8 Hz, HO"’)

8,87
8,61
8,17
7,49

s, 1H, Ho'”)

dd, 1H, J=1,6; 4,8 Hz Hp’)
d, 1H, J=4,8 Hz Ho")

dd, 1H, J=48; 8,0 Hz, Hm”)

—_— o~ —~ —

7,6-7,4 (m, 3H, HO’"’; Hp’; HO"")
7,26 (m, 1H, Hm”)

7,81 (dd, 2H, J=5,6; 8,4 Hz H0")
7,30 (d, 2H, J=5,6; 8,4 Hz, Hm”)

7,83 (s, 1H, HO"”)
7,69 (d, 1H, J=2,0: 8,0 Hz, HO”")
7,50 (m, 2H, Hp’; HM”’)

7,76 (d, 2H, J= 8,8 Hz HO")
7,51 (d, 2H, J=8,8 Hz, Hm”’)

7,96 (s, 1H, HO""")

7,72 (d, 1H, J= 8,0 Hz, HO"")
7,57 (d, 1H, J=8,0 Hz, Hp’)
7,39 (t, 1H, J= 8,0 HzHmM ")
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" 11,7 (s, 1H, N*H)

m" 8,29 (s, 1H, HO') 10,0 - 8,90 (|, 2H, m,p-OH)
" OH 8 ’
0 1k - 22' 11&#5)“) 795 (d, 1H, J= 84 Hz, Ho) 729 (d, 1H, J= 2,0, HO™")
m 567 o 11 1) 739 (t, 1H, J= 8,4 Hz, Hm) 6,95 (d, 1H, J= 8,0 Hz, HO”)
1 ] ’ —_ —_ 144
545 0 11 H9) 7,16 (d, 1H, J= 84 Hz, Hp) 6,79 (d, 1H, J= 8,0 Hz, Hm”)
10,2 (sl, 1H, N°H) 8,24 (t, 1H, J= 2,0 Hz, HO')
870 (s, 1H, H6) 791 (dd, 1H, J= 2,0; 8,4 Hz, Ho) ,
T 559 (s, 11, H2) 7,38 (t, 1H, J= 8,4 Hz, Hm) 17 (5% e L0
8,40 (5, 1H, HO) 7,15 (d, 1H, J= 2,0; 84 Hz, Hp)
12,6110 (sl, 1H, NH) _ , 741 (s, 1H, Ho™)
o 10,2 (I, 1H, N°H) a8 e o, 721 (dd, 1H, 8.4 Hz, Ho”)
m=_ 710 871 (s, 1H, H) SIS ARAS 7,02 (d, 1H, J= 8,4 Hz, Hm”)
P _ 739 (t, 1H, J= 8,4 Hz, Hm)
o © 866 (s, 11, H2) 716 (dd, 1H, J=2,0;8,4 Hz, Hp) 00 (& 3 P-OCH3)
8,57 (s, 1H, H9) 20N R E AR SA T ERT 380 (s, 3H, M-OCH3)
m . oH 10,0 (s, 1H, N®H) 10,0 - 9,00 (sl, 2H, m,p-OH)

8,57 (s, 1H, H6); 7,79 (d, 21, )= 88 Hz, Ho) 7,32 (d, 1H, J= 2,0 Hz, HO")

ol
’a@‘ 72K 85415, 10, H) 274 :d’ 1 -00H H>Z' i 7,02 (dd, TH, J= 2,0; 8,4 Hz, HO)
8,47 (s, 1H, H9) ' S 3H, P 3 6,79 (d, 1H, J= 8,4 Hz, Hm’)

10,0 (s, 1H, N®H)

858 (s, 1H, H6) 7,79 (d, 2H, J= 8,8 Hz, HO)

6,78 (s, 2H, HO’)

8,39 (s, 1H, H9) SR
o 7,51 (d, 1H, J= 2,0 Hz, Ho")

- M plO._ ;06'(1) Ez' 11:’:6;*) 7,82 (d, 2H, J= 8,8 Hz, Ho) 7,26 (dd, 1H, J=2,0; 8,4 Hz, HO")
o m" 720 . (S’ i H2) 7,03 (d, 2H, J= 8,8 Hz, Hm) 7,01 (d, 1H, J= 8,4 Hz, Hm?’)
“mitge O 8’59 (S’ . HO) 3,76 (s, 3H, p-OCH3) 3,84 (s, 3H, p-OCH3)

SR 3,79 (s, 3H, m-OCH3)
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73k

731

730

10,1 (s, 1H, N®H)
8,71 (s, 1H, H2)
8,58 (s, 1H, H6)
8,54 (s, 1H, H9)

10,1 (s, 1H, N®H)
871 (s, 1H, H2)
8,57 (s, 1H, H6)
8,46 (s, 1H, H9)

11,8 (sl, 1H, N*H)
9,99 (s, 1H, N®H)
8,70 (s, 1H, H2)
8,58 (s, 1H, H6)
8,54 (s, 1H, H9)

7,68 (t, 1H, J= 2,4 Hz, HO’)

7,60 (dd, 1H, J=2,4; 8,0 Hz, HO)
7,29 (t, 1H, J= 8,0 Hz, Hm)

6,73 (dd, 1H, J=2,4; 8,0 Hz, Hp)
3,77 (s, 3H, m-OCH3)

7,67 (t, 1H, J= 2,4 Hz, HO’)

7,59 (dd, 1H, J=2,4; 8,0 Hz, HO)
7,29 (t, 1H, J= 8,0 Hz, Hm)

6,73 (dd, 1H, J=2,4; 8,0 Hz, Hp)
3,77 (s, 3H, m-OCH3)

7,73 (s, I1H, HO’)

7,64 (d, 1H, J= 8,0 Hz, HO)

7,28 (t, 1H, J= 8,0 Hz, Hm)

6,69 (dd, 1H, J=2,4; 8,0 Hz, Hp)
3,77 (s, 3H, m-OCH3)

10,0 - 9,00 (sl, 2H, m,p-OH)

7,35 (d, 1H, J=2,0, HO"”)

7,04 (dd, 1H, J=2,0; 8,4 Hz, HO"")
6,81 (d, 1H, J=8,4 Hz, Hm”’)

6,82 (s, 2H, HO”’)

7,39 (s, 1H, Ho"”)

7,20 (dd, 1H, 8,4 Hz, HO")
7,03 (d, 1H, J= 8,4 Hz, Hm”’)
3,84 (s, 3H, p-OCH3)

3,80 (s, 3H, m-0CH3)

74k

740

11,7 (sl, 1H, N*H)
9,79 (s, 1H, N8H)
8,63 (s, 2H, H6; H2)
8,43 (s, 1H, H9)

10,2 (s, 1H, N®H)
8,71 (s, 1H, H6)
8,65 (s, 1H, H9)
8,59 (s, 1H, H2)

9,8-9,0 (sl, 3H, OH)

7,51 (s, 1H, HO’)

7,33 (d, 1H, J= 8,0 Hz, HO)

7,15 (t, 1H, J= 8,0 Hz, Hm)

6,54 (dd, 1H, J=2,0; 8,0 Hz, Hp)
10,0-9,00 (sl, 1H, OH)

7,45 (t, 1H, J= 2,0 Hz, HO’)

7,32 (dd, 1H, J=2,0; 8,0 Hz, HO)
7,17 (t, 1H, J= 8,0 Hz, Hm)

6,99 (dd, 1H, J=2,0; 8,0 Hz, Hp)

9,8-9,0 (sl, 3H, m,p-OH)

7,57 (d, 1H, J=2,0, HO’”)

7,35 (dd, 1H, J=2,0; 8,4 Hz, HO”’)
7,07 (d, 1H, J= 8,4 Hz, Hm”’)

7,57 (d, 1H, J= 2,0, HO”)

7,35 (dd, 1H, J=2,0; 8,4 Hz, HO"")
7,07 (d, 1H, J= 8,4 Hz, Hm”’)
3,84 (s, 3H, p-OCH3s)

3,79 (s, 3H, m-0OCH3)

75a

11,9 (s, 1H, N*H)
9,98 (s, 1H, NBH)
8,70 (s, 1H, H2)
8,68 (s, 1H, H6)
8,65 (s, 1H, H9)

7,74 (s, 1H, HO’)

7,58 (dd, 1H, J=2,0; 8,0 Hz, HO)
7,26 (t, 1H, J= 8,0 Hz, Hm)

6,69 (dd, 1H, J=2,0; 8,0 Hz, Hp)
4,95 (t, 1H, J= 5,2 Hz; OH)

3,99 (t, 2H, J= 4,8 Hz, H10)
3,73 (g, 2H, J=4,8; 5,2 Hz, H11)

7,76 (m, 2H, HO”)
7,58 (m, 3H, Hm”’, Hp)
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75b

75c¢c

75d

75f

12,2 (sl, 1H, N*H)
10,07 (s, 1H, N®H)
8,76 (s, 1H, H2)
8,71 (s, 1H, H6)
8,63 (s, 1H, H9)

12,1 (s, 1H, N*H)
10,01 (s, 1H, N®H)
8,69 (s, 3H, H2; H6; H9)

12,0 (sl, 1H, N*H)
9,99 (s, 1H, N®H)
8,69 (sl, 2H, H6; H2)
8,66 (s, 1H, H9)

12,7-11,3 (sl, 1H, N*H)
9,98 (s, 1H, N8H)

8,69 (s, 2H, H6; H2)
8,62 (s, 1H, H9)

12,0 (s, 1H, N*H)
9,99 (sl, 1H, N8H)
8,68 (sl, 2H, H2, H6)
8,62 (s, 1H, H9)

7,73 (s, 1H, HO’)

7,58 (d, 1H, J= 8,0 Hz, HO)

7,27 (t, 1H, J= 8,0 Hz, Hm)

6,71 (dd, 1H, J=2,0; 8,0 Hz, Hp)
4,96 (t, 1H, J= 5,2 Hz; OH)

3,99 (t, 2H, J= 4,8 Hz, H10)
3,72 (g, 2H, J=4,8; 5,2 HzH11)
7,74 (s, 1H, HO’)

7,58 (d, 1H, J= 8,0 Hz, HO)

7,26 (t, 1H, J= 8,0 Hz, Hm)

6,69 (dd, 1H, J=2,0; 8,0 Hz, Hp)
4,92 (t, 1H, J= 5,2 Hz; OH)

3,99 (t, 2H, J= 4,8 Hz, H10)
3,73 (g, 2H, J=4,8; 5,2 HzH11)
7,76 (t, 1H, J= 2,0 Hz, HO’)
7,61-7,47 (m, 4H, Ho)

7,26 (m, 2H, Hm)

6,69 (dd, 1H, J=2,0; 8,0 Hz, Hp)
4,88 (s, 1H, OH)

3,99 (t, 2H, J= 4,8 Hz, H10)
3,74 (q, 2H, J= 4,8 Hz H11)
7,74 (t, 1H, J= 2,4 Hz, HO’)

7,58 (dd, 1H, J=2,4; 8,4 Hz, HO)
7,26 (t, 1H, J= 8,4 Hz, Hm)

6,70 (dd, 1H, J=2,4; 8,0 Hz, Hp)
4,92 (sl, 1H, OH)

3,99 (t, 2H, J= 4,8 Hz, H10)
3,73 (s, 2H, H11)

7,73 (s, 1H, HO’)

7,57 (d, 1H, J= 8,4 Hz, HO)

7,26 (t, 1H, J= 8,4 Hz, Hm)

6,69 (dd, 1H, J=2,0; 8,4 Hz, Hp)
4,93 (sl, 1H, OH)

8,64 (d, 2H, J= 4,8 Hz, Hm")
7.69 (d, 2H, J= 4,8 Hz, HO"")

8,87 (s, 1H, HO"”)

8,60 (dd, 1H, J=1,6; 4,8 Hz Hp’)
8,17 (d, 1H, J= 4,8 Hz HO"")

7,48 (dd, 1H, J=4,8; 8,0 Hz, Hm”’)

7,6-7,4 (m, 4H, HO"”’; Hp’; HO”)
7,26 (m, 2H, Hm”)

7,83 (s, 1H, HO"”?)
7,60 (dd, 1H, J=2,8; 4,4 Hz, HO”")
7,48 (m, 2H, Hm”’, Hp’)

7,77 (d, 2H, J= 8,8 Hz, HO"")
7,51 (d, 2H, J=8,8 Hz, Hm”’)
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12,0 (s, 1H, N*H)
9,99 (s, 1H, N®H)

3,99 (t, 2H, J= 4,8 Hz, H10)
3,73 (g, 2H, J=4,8; 5,2 Hz H11)
7,76 (t, 1H, J= 2,4 Hz, HO’)
7,60 (m, 2H, Ho)

7,26 (t, 1H, J= 8,0 Hz, Hm)

7,96 (s, 1H, HO"”)

7,74 (d, 1H, J= 8,0 Hz, HO"’)
(
(

..\I
i

8,70 (s, 1H, H6)
8,63 (s, 1H, H9)

4,09 (t, 2H, J= 5,6 Hz, H10)
3,57 (t, 4H, J= 4,4 Hz, H13)
2,69 (t, 2H, J= 5,6 Hz, H11)
2,47 (t, 4H, J= 4,4 Hz, H12)

W 2N p'
i@sr e 8,69 (s, 2H, H6; H2) i:;; g‘?'ﬂ";ﬁ)z"" 8,0 Hz, Hp) 7,60 (m, 2H, Hp’)
o 8,62 (s, 1H, H9) T S 7.41 (t, 1H, J= 8,0 HzHM”)
3,73 (g, 2H, J= 4,8 Hz H11)
7,74 (s, 1H, HO?)
. 11,9 (sl, 1H, N*H) 7,70-7,50 (m, 3H, Ho)
Br 9,97 (sl, 1H, N®H) 7,25 (t, 1H, J= 8,0 Hz, Hm) _ .,
p’ 75i 8,70 (s, 1H, H2) 6,69 (dd, 1H, J= 2,0; 8,0 Hz, Hp) ;Z Ej ;: j; 2’2 :i :fn))
8,67 (s, 1H, H6) 4,93 (s, 1H, OH) L el Im S8 T
8,59 (s, 1H, H9) 3,99 (t, 2H, J= 4,8 Hz, H10)
3,73 (sl, 2H, H11)
7,75 (m, 2H, HO')
7,61 (d, 1H, J= 8,4 Hz, Ho)
m" 11,9 (sl, 1H, N*H) 7,27 (t, 1H, J= 8,4 Hz, Hm)
@p 76a 1000l 1H, NEH) 6,71 (dd, 1H, J= 2,0; 8,4 Hz, Hp) 7,75 (m, 2H, Ho"")
8,70 (s, 2H, H6, H2) 4,09 (t, 2H, J= 5,6 Hz, H10) 7,47 (m, 2H, HM”, Hp)
i’ 8,68 (s, 1H, H9) 3,56 (t, 4H, J= 4,4 Hz, H13)
2,69 (t, 2H, J= 5,6 Hz, H11)
2,46 (t, 4H, J= 4,4 Hz, H12)
7.71 (s, 1H, HO")
) 127115 o, 1H NH) 790 (4 1H,_J: 2,0; 8,0 Hz, Ho)
m 100 (5, 1H, N°H) 7,27 (t, 1H, J—ES,O Hz, Hm) ) )
76b 873 (s, 1M, H2) 6,71 (dd, 1H, J= 2,4; 8,0 Hz, Hp) 8,65 (d, 2H, J= 4,8 Hz, Hm”")

7,69 (d, 2H, J= 4,8 Hz, HO"")



7,67 (t, 1H, J= 2,0 Hz, HO’)
7,54 (dd, 1H, J=2,0; 8,0 Hz, HO)
7,27 (t, 1H, J= 8,0 Hz, Hm)

13,0-10,0 (sl, 1H, N*H) 8,91 (s, 1H, HO™”)

8,69 (sl, 2H, H2; H6)
8,65 (s, 1H, H9)

4,08 (t, 2H, J= 5,6 Hz, H10)
2,76 (m, 6H, H11; H12)
2,60 (t, 4H, J= 4,8 Hz, H13)

o P’ 76 259 (sl 1H, N°H) 6,72 (dd, 1H, J=2,0;8,0 Hz, Hp) 8,60 (dd, 1H, J=1,6; 4,8 Hz, HP’)
8,69 (sl, 2H, H2; H9) 4,14 (t, 2H, J= 5,6 Hz, H10) 8,17 (d, 1H, J= 8,0 Hz, Ho”)
8,67 (s, 1H, H6) 3,59 (t, 4H, J= 4,8 Hz, H13) 7,47 (dd, 1H, J=4,8; 8,0 Hz, Hm”)
2,74 (t, 2H, J= 5,6 Hz, H11)
2,52 (t, 4H, J= 4,8 Hz, H12)
7,75 (t, 1H, J= 2,0 Hz, HO')
2L KN e )
10,0 (s, 1H, N°H) o ML B 7,80 (s, 1H, Ho”"
6,71 (dd, 1H, J= 2,0; 8,0 Hz, Hp)
76f 875 (s, 1H, H2) b 7,68 (s, 1H, H0”)
N Nl 8,72 (s, 1H, H6) H09{t, 2H, J= 5,6 Hz, H10) 7,50 (M, 2H, Hp’, HM")
0 866 (5. 11, HO) 3,58 (t, 4H, J= 4,4 Hz, H13) o= T
PR 2,70 (t, 2H, J= 5,6 Hz, H11)
2,47 (t, 4H, J= 4,4 Hz, H12)
7,74 (s, 1H, HO")
7,61 (d, 1H, J= 8,0 Hz, Ho)
12,0 (s, 1H, N*H) 7,27 (t, 1H, J= 8,0 Hz, Hm)
76g 290 (5 1H N°H) 6,71 (dd, 1H, J=2,4;8,0 Hz, Hp) 7,78 (d, 2H, J= 8,8 Hz, HO")
8,69 (sl, 2H, H2, H6) 4,09 (t, 2H, J= 5,6 Hz, H10) 7,52 (d, 2H, J= 8,8 Hz, HmM”)
8,65 (s, 1H, H9) 3,57 (t, 4H, J= 4,4 Hz, H13)
2,70 (t, 2H, J= 5,6 Hz, H11)
2,47 (t, 4H, J= 4,4 Hz, H12)
7,74 (t, 1H, J= 2,0 Hz, HO')
. 7,62 (d, 1H, J= 8,0 Hz, Ho)
;193 Ez: i: :8:; 7,27 (t, 1H, J= 8,0 Hz, Hm) 7,83 (sl, 1H, HO"”)
776 0o v 6,71 (dd, 1H, J=2,0;8,0 Hz, Hp) 7,69 (sl, 1H, HO")

7,49 (m, 2H, Hp’, HM”’)
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7,73 (s, 1H, HO?)
7,61 (d, 1H, J= 8,0 Hz, HO)

12,1 (sl, 1H, N4H) .26 (t, J , z, Hm)

™~ o o 10,0 (sl, 1H, NH) i'gg Efdz’JHJ’:J;g%ZgﬁlH(;' HP) 80 (sl, 11, HO™)
b s @@ 78f 873 (s 1H, H2) A0 2], U2 o G0 7,68 (sl, 1H, Ho")
13 14 i Sl 8,69 (s, 1H, H6) 0 W iy P o= 7,48 (M, 2H, Hp’, HM")
OFt 259 o 104 0 3,37 (t, 4H, J= 4,8 Hz, H13)
2,73 (t, 2H, J= 5,6 Hz, H11)
2,47 (t, 4H, J= 4.8 Hz, H12)
1,16 (t, 3H, J= 7,2 Hz, OEY)
7,72 (s, 1H, HO')
122 (5, TH, N'H) 7,67 (d, 1H, J= 8,0 Hz, Ho)
m" 100 (s 1H NH) 7,26 (t, 1H, J= 8,0 Hz, Hm)
7N J0b 875 (. 1H. H2) 6,60 (dd, 1H, J=2,4; 8,0 Hz, Hp) 8,64 (d, 2H, J= 4.8 Hz, Hm”)
FYN | 565 (<. 1H He) 4,63 (t, 1H, J= 52 Hz, OH) 7,69 (d, 2H, J= 4.8 Hz, HO"")
! 8'62 (s’ 1H, HO) 4,04 (t, 2H, J= 6,4 Hz, H10)
A 3,57 (t, 2H, J= 6,4 Hz, H12)
1,87 (quint, 2H, J= 6,4 Hz, H11)
7,75 (s, 1H, HO')
oH 7,60 (d, 1H, J= 8,0 Hz, Ho)
7 m" . 7,28 (t, 1H, J= 8,0 Hz, Hm) 8,89 (s, IH, HO™")
°©p' o~ }(2)8 g: }: :8:; 6,71 (dd, 1H, J=2,4;8,0 Hz, Hp) 8,63 (dd, 1H, J= 1,6; 4,8 Hz, Hp')
BN 872 (o, 3H 6 H2,Hg 61 (L 1H J=52 Hz OH) 8,19 (d, 1H, J= 8,4 Hz, HO")
' I (

2 4,06 (t, 2H, J= 6,4 Hz, H10)
3,59 (t, 2H, J= 6,4 Hz, H12)
1,89 (quint, 2H, J= 6,4 Hz, H11)
7,73 (t, 1H, J= 2,4 Hz, HO")

7,51 (dd, 1H, J=48; 8,4 Hz, Hm”’)

1) OH
O/P' 79j
il

" 9,92 (sl, 1H, N®H)

8,67 (s, 1H, H6)
8,61 (sl, 1H, H2)
8,56 (s, 1H, H9)

7,57 (d, 1H, J= 8,0 Hz, HO)

7,26 (t, 1H, J= 8,0 Hz, Hm)

6,68 (dd, 1H, J=2,4; 8,0 Hz, Hp)
5,00 - 4,50 (sl, 1H, OH)

4,04 (t, 2H, J= 6,4 Hz, H10)

7,60 (d, 2H, J= 8,8 Hz, HO"")
6,84 (d, 2H, J= 8,8 Hz, Hm”’)
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3,57 (t, 2H, J= 6,4 Hz, H12)
1,87 (quint, 2H, J= 6,4 Hz, H11)

" 'OH
"(j .
mlll

NG “OH

10,2 (sl, 1H, N®H)
8,73 (s, 1H, H6)
8,55 (s, 1H, H9)
8,54 (s, 1H, H2)

7,65 (t, 1H, J= 2,4 Hz, HO’)
7,52 (d, 1H, J= 8,0 Hz, HO)
7,28 (t, 1H, J= 8,0 Hz, Hm)
6,72 (dd, 1H, J=2,4; 8,0 Hz, Hp)
4,04 (t, 2H, J= 6,4 Hz, H10)
3,41 (t, 2H, J= 6,4 Hz, H12)
1,87 (quint, 2H, J= 6,4 Hz, H11)

7,38 (d, 1H, J=2,0, HO’”)
7,11 (dd, 1H, J=2,0; 8,4 Hz, HO”")
6,82 (d, 1H, J= 8,4 Hz, Hm")

791

10,1 (sl, 1H, N®H)
8,73 (s, 1H, H6)
8,55 (s, 1H, H2)
8,47 (s, 1H, H9)

7,67 (t, 1H, J= 2,4 Hz, HO’)
7,54 (dd, 1H, J=2,4; 8,0 Hz, HO)
7,27 (t, 1H, J= 8,0 Hz, Hm)
6,72 (dd, 1H, J=2,4; 8,0 Hz, Hp)
4,04 (t, 2H, J= 6,4 Hz, H10)
3,57 (t, 2H, J= 6,4 Hz, H12)
1,87 (quint, 2H, J= 6,4 Hz, H11)

6,84 (s, 2H, HO”)

I poH
o@: 79m
mll'
/LLH‘" (11] O/

10,3 (sl, 1H, N®H)
8,76 (s, 1H, H6)
8,64 (s, 1H, H9)
8,59 (s, 1H, H2)

7,63 (t, 1H, J= 2,4 Hz, HO’)

7,51 (d, 1H, J= 8,0 Hz, HO)

7,23 (m, 2H, Hm)

6,74 (dd, 1H, J=2,4; 8,0 Hz, Hp)
4,04 (t, 2H, J= 6,4 Hz, H10)
3,56 (t, 2H, J= 6,4 Hz, H12)
1,87 (quint, 2H, J= 6,4 Hz, H11)

7,60 (d, 1H, J=2,0, HO"”)
7,23 (m, 2H, HO"")

6,87 (d, 1H, J= 8,0 Hz, Hm”)
3,88 (s, 3H, m-0OCH3)

12,5-10,7 (sl, 1H, N*H)
9,94 (sl, 1H, N8H)
8,67 (s, 1H, H6)

8,66 (s, 1H, H2)

8,51 (s, IH, H9)

7,74 (t, 1H, J= 2,4 Hz, HO’)

7,58 (d, 1H, J= 8,0 Hz, HO)

7,25 (m, 2H, Hm)

6,68 (dd, 1H, J=2,4; 8,0 Hz, Hp)
4,59 (sl, 1H, OH)

4,04 (t, 2H, J= 6,4 Hz, H10)
3,57 (t, 2H, J= 6,4 Hz, H12)
1,88 (quint, 2H, J= 6,4 Hz, H11)

7,33 (d, 1H, J=2,0, Ho")
7,07 (m, 2H, HO"")

6,97 (d, 1H, J=8,0 Hz, Hm”)
3,80 (s, 3H, p-OCH3)
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10,2 (sl, 1H, N®H)

7,67 (t, 1H, J= 2,0 Hz, HO’)
7,56 (d, 1H, J= 8,0 Hz, HO)
7,28 (t, 1H, J= 8,0 Hz, Hm)

7,53 (d, 1H, J=2,0, HO’”)
7,32 (dd, 1H, J=2,0; 8,4 Hz, HO”")

8,53 (s, 1H, H2)

3,55 (t, 2H, J= 6,4 Hz, H12)

7,05 (dd, 1H, J=2,0; 8,4 Hz, HO’)

(
o ~ 8,73 (s, 1H, H6) (
m= 790 o2 6,73 (dd, 1H, J= 2,0; 80 Hz, Hp) 7,05 (d, 1H, J= 8,4 Hz, HM”)
ninga 07 ggf (s 1: :Z) 4,05 (t, 2H, J= 6,4 Hz, H10) 3,83 (s, 3H, M-OCH3)
61 (s 1H, H2) 3,57 (t, 2H, J= 6,4 Hz, H12) 3,79 (s, 3H, p-OCH3)
1,88 (quint, 2H, J= 6,4 Hz, H11)
7,64 (t, 1H, J= 2.4 Hz, HO')
_ 7,52 (dd, 1H, J= 2,4; 8,0 Hz, Ho) ,
Q. 5 10,3 (5|, 1H, N°H) 7,28 (t, 1H, J= 8,0 Hz, Hm) ;f; EZ Z: Ir.ln(-)O().‘.H |
o@- ~ 79p 876 (s lH, H6) 674.(dd, 1H, J=24, 80 Hz Hp) 300 ° p-OCH;;
SN 8,64 (sl, 2H, H2, HO) 4,04 (t, 2H, J= 6.4 Hz, H10) 1218, 3,
3,56 (t, 2H, J= 6,4 Hz, H12)
1,88 (quint, 2H, J= 6,4 Hz, H11)
7,64 (t, 1H, J= 2,4 Hz, HO')
o 8 7,55 (dd, 1H, J= 2,4; 8.0 Hz, Ho)
. 10,3 (s, 1H, N°H) 7,28 (t, 1H, J= 8,0 Hz, Hm) ,
OKEE‘OH 79q 875 (s, 1H, H6) 6,74 (dd, 1H, J= 2,4; 8,0 Hz, Hp) ;gé EZ Z: :?oéHg)
SN Ao 8,60 (s, 2H, H2, H) 4,03 (t, 2H, J= 6,4 Hz, H10) /09 1S, O,
3,57 (t, 2H, J= 6,4 Hz, H12)
1,88 (quint, 2H, J= 6,4 Hz, H11)
m o oq Il N )
o . 861 (s, 1H, H6) =210, 2H, = 8.0 1z, 7,68 (d, 2H, J= 8.8 Hz, HO")
L ©/p 801 559 (s, 1H, H2) Ho3 (1,21, J= 64z, HI9) 6,85 (d, 2H, J= 8,8 Hz, HM)
0" 7 DOH 2 9785 3,56 (t, 2H, J= 6,4 Hz, H12) 994G el 4= 66 R,
P 8,54 (s 11, HI) 1,85 (quint, 2H, J= 6,4 Hz, H11
m , quint, , 4 Hz, )
o m . oH 10,10 (s, 1H, N°H) TN Ay 0= Eadlling LO) 9,70 -9,00 (sl, 2H, m,p-OH)
h ﬁ 8,60 (s, 1H, H6) 6,93 (d, 2H, J= 88 Hz, Hm) 7,36 (d, 1H, J= 2,0, Ho")
| y me 80k Lo 4,02 (t, 2H, J= 6,4 Hz, H10) O, Sty = 5
A OH

8,51 (s, 1H, H9)

1,85 (quint, 2H, J= 6,4 Hz, H11)

6,81 (d, 1H, J= 8,4 Hz, Hm’)
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80l

80m

80n

800

80p

10,10 (s, 1H, N®H)
8,60 (s, 1H, H6)
8,52 (s, 1H, H2)
8,43 (s, 1H, H9)

10,42 (s, 1H, N®H)
8,69 (s, 1H, H6)
8,65 (s, 1H, H9)
8,57 (s, 1H, H2)

10,13 (s, 1H, N®H)
8,60 (s, 1H, H6)
8,54 (s, 1H, H2)
8,53 (s, 1H, H9)

11,76 (sl, 1H, N*H)
9,95 (s, 1H, N8H)
8,64 (s, 1H, H6)
8,57 (s, 1H, H2)
8,54 (s, 1H, H9)

10,16 (s, 1H, N®H)
8,62 (s, 1H, H6)
8,60 (s, 1H, H2)
8,58 (s, 1H, H9)

11,74 (sl, 1H, N*H)
9,98 (s, 1H, NBH)
8,567 (s, 1H, H6)
8,59 (s, 1H, H2)
8,53 (s, 1H, H9)

7,70 (d, 2H, J= 8,8 Hz, HO)
6,93 (d, 2H, J= 8,8 Hz, Hm)
4,02 (t, 2H, J= 6,4 Hz, H10)
3,55 (t, 2H, J= 6,4 Hz, H12)
1,85 (quint, 2H, J= 6,4 Hz, H11)
7,77 (d, 2H, J= 8,8 Hz, HO)
6,99 (d, 2H, J= 8,8 Hz, Hm)
4,06 (t, 2H, J= 6,4 Hz, H10)
3,58 (t, 2H, J= 6,4 Hz, H12)
1,87 (quint, 2H, J= 6,4 Hz, H11)
7,79 (d, 2H, J= 8,8 Hz, HO)
6,95 (d, 2H, J= 8,8 Hz, Hm)
4,03 (t, 2H, J= 6,4 Hz, H10)
3,53 (t, 2H, J= 6,4 Hz, H12)
1,85 (quint, 2H, J= 6,4 Hz, H11)
7,81 (d, 2H, J= 8,8 Hz, HO)
6,93 (d, 2H, J= 8,8 Hz, Hm)
4,65 (t, 1H, J= 5,2 Hz, OH)

4,02 (t, 2H, J= 6,4 Hz, H10)
3,63 (t, 2H, J= 6,4 Hz, H12)
1,84 (quint, 2H, J= 6,4 Hz, H11)
7,80 (d, 2H, J= 8,8 Hz, HO)
6,94 (d, 2H, J= 8,8 Hz, Hm)
4,03 (t, 2H, J= 6,4 Hz, H10)
3,57 (t, 2H, J= 6,4 Hz, H12)
1,85 (quint, 2H, J= 6,4 Hz, H11)
7,84 (d, 2H, J= 8,8 Hz, HO)
6,94 (d, 2H, J= 8,8 Hz, Hm)
4,03 (t, 2H, J= 6,4 Hz, H10)
3,56 (t, 2H, J= 6,4 Hz, H12)
1,86 (quint, 2H, J= 6,4 Hz, H11)

6,83 (s, 2H, HO’)

7,63 (d, 1H, J=2,0, HO")
7,31 (m, 2H, Ho’)

6,90 (d, 1H, J= 8,0 Hz, Hm’)
3,90 (s, 3H, m-0OCH3)

7,39 (d, 1H, J=2,0, HO”)
7,16 (m, 2H, HO’)

6,99 (d, 1H, J=8,0 Hz, Hm’)
3,82 (s, 3H, p-OCH3)

7,47 (d, 1H, J= 2,0 Hz, HO”")
7,21 (dd, 1H, J=2,0; 8,4 Hz, HO’)
7,02 (d, 1H, J= 8,4 Hz, Hm’)
3,83 (s, 3H, p-OCH3)

3,79 (s, 3H, m-0OCH3)

7,13 (s, 2H, HO’)
3,86 (s, 6H, M-OCH3)
3,70 (s, 3H, p-OCHa)

8,95 (sl, 1H, OH)
7,00 (s, 2H, HO’)
3,83 (s, 6H, m-0OCH3)
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81k

81l

11,71 (sl, 1H, N*H)
10,07 (s, 1H, N®H)
8,67 (s, 1H, H2)
8,66 (s, 1H, H6)
8,49 (s, 1H, H9)

10,2 (s, 1H, N®H)
8,69 (s, 1H, H6)
8,59 (s, 1H, H2)
8,47 (s, 2H, H9)

10,58 (s, 1H, N*°H)

8,78 (d, 2H, J= 4,8 Hz, Hm"")
8,50 (s, 1H, HO")

7,87 (d, 2H, J= 4,8 Hz, Ho")
7,67 (dd, 1H, J=2,0; 8,0 Hz, Ho)
7,53 (dd, 1H, J=2,4; 8,0 Hz, Hp)
7,38 (t, 1H, J= 8,0 Hz, Hm)

10,6 (s, 1H, N*°H)

8,84 (d, 2H, J= 4,8 Hz, Hm"")
8,47 (s, 2H, HO")

7,97 (d, 2H, J= 4,8 Hz, HO")
7,65 (d, 1H, J= 8,0 Hz, HO)

7,55 (d, 1H, J= 8,0 Hz, Hp)

7,39 (t, 1H, J= 8,0 Hz, Hm)

9,43 (sl, 1H, OH)

9,29 (sl, 1H, OH)

7,29 (dd, 1H, J=2,0; 8,4 Hz, HO"”)
6,94 (d, 1H, J= 2,0 Hz, HO""”")
6,79 (d, 1H, J= 8,4 Hz, Hm’”")

6,82 (s, 2H, Ho"”)

82k

82|

10,2 (sl, 1H, N®H)
8,67 (s, 1H, H6)
8,56 (s, 1H, H2)
8,51 (s, 1H, H9)

10,2 (sl, 1H, N®H)
8,69 (s, 1H, H6)
8,57 (s, 1H, H2)
8,47 (s, 1H, H9)

10,6 (s, 1H, N'°H)

9,13 (d, 1H, J= 2,0 Hz, Ho")
8,78 (dd, 1H, J=1,6; 4,8 Hz, Hp’)
8,42 (t, 1H, J= 2,0, HO")

8,38 (dt, 1H, J=2,0; 8,0 Hz, H0")
7,63 (m, 2H, Ho; Hm”)

7,53 (d, 1H, J= 8,0 Hz, Hp)

7,37 (m, 2H, Hm)

10,6 (s, 1H, N'°H)

9,15 (d, 1H, J= 2,4 Hz, Ho")
8,81 (dd, 1H, 1,6; 4,8 Hz, Hp’)
845 (t, 1H, J= 2,0, HO’)

8,43 (dt, 1H, J=2,0; 8,0 Hz, Ho")
7,67 (dd, 1H, J= 4,8; 8,0 Hz, Hm")
7,62 (d, 1H, J= 8,0 Hz Ho)

7,55 (d, 1H, J= 8,0 Hz, Hp)

7,39 (t, 1H, J= 8,0 Hz, Hm)

7,37 (m, 2H, Ho"""")
7,08 (dd, 1H, J=2,0; 8,0 Hz, HO”"”")
6,82 (d, 1H, J= 8,0 Hz, Hm’”)

6,85 (s, 2H, HO”’”’)
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13C RMN

A analise dos dados de 3C RMN (Tab. 23) permitiu identificar os sinais caracteristicos do nticleo de
4-hidrazonopirimidopirimidina assim como sinais correspondentes a grupos aromaticos R e RL. Os sinais
do nucleo C2 e C6 a 6 = 155-154 ppm confirmam a presenca do nucleo de pirimidopirimidina descrito
nos capitulos anteriores. Além disso, o aparecimento de sinais correspondentes ao C9 a & entre 152-
146 ppm é uma das principais evidéncias para comprovar a presenca do grupo hidrazona. O desvio
quimico associado a este sinal ¢ muito dependente do grupo RY. Quando mais remotor for R* maior o
desvio quimico a que o sinal de C9 aparece.

A presenca de um segundo conjunto de sinais aromaticos correspondentes aos grupos Ra & = 160-
100 ppm provam a introducéo de um segundo anel aromatico. Este ultimo resultado, combinado com
as correlacées por HMBC entre o H9 e os carbonos de R (Ci’, Co e Co’) confirmam a reacéo de
condensacao do aldeido.

Acrescenta-se ainda que, os sinais correspondentes a R foram atribuidos por comparacado com os
respetivos precursores 67 e 65 e em regra geral ndo sofreram mudancas de desvio quimico
significativas. A atribuicdo dos sinais correspondentes a R? foi levada a cabo por correlacées HMQC e
HMBC e, quando possivel, por comparacdo com grupos R com padrdes de substituicdo iguais. Salienta-
se que dentro da mesma serie 0s sinais de R foram praticamente iguais somente variando nos sinais
correspondentes a R™. No entanto, derivados de series diferentes com R! igual mostraram sinais
praticamente idénticos.

Também foram detetados sinais na forma de bandas largas correspondentes a C4a e C8a. Nestes,
destaca-se que o seu desvio quimico se manteve semelhante quando comparado com 67 variando entre
6 = 132-130 ppm. Em varios compostos os sinais correspondentes a C4a e C8a surgiram como um

Unico singleto largo.
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R

| 7
HN g N 6 H
Tabela 23 - Dados espetroscépicos de 13C RMN (100 MHz, DMSOds) dos compostos 69-82 1N8a| /4N5 69-82
| 4% 1
H/ZKN; ”’N\XR
. ,  C8/C4/C6/C2/ )
R R N C9/C4a/C8a R R
163,3; 1609 (d, J= 242 Hz, €m”)
m 156,3 (C8) 113’5 Eg: ﬁgf) 136,7; 136,6 (d, J= 8 Hz, Ci)
o P goq l535(CHC2CECa) i L 130,3; 130,2 (d, CH, J= 8 Hz, cm’)
SN 147,9 (CH, €9) 1281 (CH, Co) 123,2 (d, CH, J= 1 Hz, €0”)
° 131,7 (C8a; C4a) 1226 (OH, O] 116,3; 116,1 (d, CH, J= 22 Hz, Cp’)
S 112,6; 112,4 (d, CH, J= 22 Hz, €0
156,3 (C8) y
" 155,4 (C4) 144,6 (CH, Cp) igg? Eg'nz)
N 154,9 (CH, €2) 1435 (CH, €0’) 1308 (CH, €]
@@" 69f 1539 (CH, C6) 135,3 (Ci) TR [
p i Sl 146,8 (CH, C9) 128,38 (CH, Co) 107506 (0]
m©| 132,7 (C8a) 123,3 (CH, €m) 110 (], G
Lo 131,2 (C4a) 2 A,
ne 156,3 (C8) 136,5 (Ci")
| o 154,9 (C4) }ig'; Egﬂ ggz) 132,0 (€m”)
0@ . eop 1344(CH.C2 1347 (i) 130,3 (CH, €m’)
ZiNa CBr 153,5 (CH, C6) 1280 (CH, Co) 130,0 (CH, Cp)
o 146,7 (CH, €9) 1226 (OH, Om) 128,7 (CH, Co™)
132,0 (C8a; C4a) 0 (S, 125,9 (CH, Co")
156,7 (C8) 144,6 (CH, Cp) 148,1 (Cp’)
m L OH 155,1 (CH, €2) 143,4 (CH, €0’) 1458 (Cm”)
0 69k 1550 (C4) 135,3 (Ci) 1258 (Ci")
E@“ 153,8 (CH, C6) 128,8 (CH, €O) 120,8 (CH, €0”)
i*gm OH 149,4 (CH, €9) 123,3 (CH, €m) 115,7 (CH, cm’)
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132,4 (C8a) 112,9 (CH, Co")

131,3 (C4a)
156,5 (C8)
153,8 (CH, €2) 140,5 (CH, Cp) ,
153,7 (C4) 138,8 (CH, C0’) EZ@ ngn))
153,5 (CH, C6) 136,9 (Ci) 1244 (1)
151,3 (CH, C9) 132,7 (CH, Co) 106.8 (CH, Co™)
132,4 (C8a) 125,2 (CH, €m) ' ’
131,8 (C4a)
151,1 (Cp’)
156,8 (C8) 1446 (CH, Cp) 149,4 (CT")
m oo 155,1 (CH, C4) 143.4 (CH. €0 127,2 (Ci")
° o 690 1240(C6, C2) I (ci)' 122,4 (CH, C0”)
S o~ 149,2 (CH, €9) 1989 (CH. Co) 111,5 (CH, €m?’)
° 132,5 (C8a) Ry (CH' cm) 108,6 (CH, Co’)
131,6 (C4a) ’ ! 55,73 (CHa, p-OCH3)
55,71 (CHs, m-OCHa)
156,4 (C8) .,
om 154,7 (CH, C2; C4) 159,7; 157,3 (d, J= 240 Hz, Cp) igg; Eg'ni)
0@“ 70f 1541 (CH C6) 134,8; 134,7 (d, J= 3,0 Hz, Ci) 1308 (CH, €m?)
e g 146,9 (CH, €9) 1238;1237 (d, CH, J=8,0 Hz, €o) |- " (CH' cp!)
0 132,4 (C4a) 1152; 1149 (d, CH, J=22 Hz,€m) |/, (CH' Co’: Co”)
131,4 (C8a) ' St
. 1542 (0H, €8 1485 (Cp)
m o OH s (64; 159,9; 157,5 (d, J= 240 Hz, Cp) 145,8 (Cm”’)
OJ@E" 70k 1529 (CH. €2) 134,7; 134,7 (d, J= 2,0 Hz, Ci) 125,5 (Ci’)
YN mOH 150:9 (CHi co) 124,0; 1239 (d, CH, J=8,0 Hz, €Co)  121,1 (CH, C0’)
o 1319 (C4a) 115,3; 115,1 (d, CH, J=23 Hz,€m)  115,7 (CH, Cm’)

131,8 (C8a) 113,3 (CH, C0”)



156,5 (C8)
154,4 (CH, C6)
152,9 (C4)
152,2 (CH, C2)
151,8 (CH, €9)
131,9 (C4a)
131,6 (C8a)

156,6 (C8)

154,1 (CH, C6)
153,9 (C4)

153,5 (CH, €2)
150,3 (CH, €9)
131,9 (C4a)
131,7 (C8a)

160,0; 157,6 (d, J= 240 Hz, Cp)
134,7; 134,6 (d, J= 3,0 Hz, Ci)
124,2; 124,1 (d, CH, J= 8,0 Hz, Co)
115,4; 115,2 (d, CH, J= 23 Hz, Cm)

159,9; 157,5 (d, J= 240 Hz, Cp)
134,6; 134,6 (d, J= 3,0 Hz, Ci)
123,8; 123,7 (d, CH, J= 8,0 Hz, Co)
115,3; 115,0 (d, CH, J= 22 Hz, Cm)

146,3 (Cp’)
136,6 (Cm’)
124,4 (Ci')
107,1 (CH, C0’)

151,3 (Cp’)
149,3 (Cm”)

127,2 (Ci")

122,4 (CH, C0”)
119,7 (CH, Co”)
112,0 (CH, cm’)
55,90 (CHs, p-OCH3)
55,80 (CHs, M-OCHs)

156,4 (C8)
155,1 (C4)
155,0 (CH, €C2)
153,9 (CH, C6)
148,9 (CH, €9)
132,4 (C8a)
131,3 (C4a)
156,2 (C8)

154,8 (CH, C2; C4)

153,8 (CH, C6)
146,6 (CH, C9)
132,3 (C8a)
131,5 (C4a)
156,5 (C8)
155,4 (CH, C2)
154,9 (C4)
154,0 (CH, C6)
145,8 (CH, €9)

140,1 (Cm’)
132,9 (Ci)
130,2 (CH, €m)
123,5 (CH, Cp)
120,9 (CH, €o’)
120,0 (CH, Co)

139,7 (Cm’)
132,7 (Ci)
129,8 (CH, €m)
123,3 (CH, Cp)
120,8 (CH, Co’)
119,7 (CH, Co)
140,1 (Cm’)
132,8 (Ci)
130,2 (CH, €m)
123,5 (CH, Cp)
120,9 (CH, Co’)

134,5 (Ci")

130,3 (CH, Cp’)

128,9 (CH, €m”’)
127,3 (CH, Co™)

149,9 (s, CH, €m”’)
141,4 (s, Ci")
120,8 (s, CH, Co")

150,7 (CH, Cp’)

148,7 (CH, C0o’”)
133,6 (CH, Co”)
130,4 (Ci")

124,1 (CH, €m”)
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132,7 (C8a)
131,0 (C4a)
156,4 (C8)

155,3 (CH, C4)
154,9 (CH, C2)
154,1 (CH, C6)
147,3 (CH, C9)
131,1 (C8a; C4a)
156,4 (C8)

154,8 (C4)

155,4 (CH, C2)
153,9 (CH, C6)
148,1 (CH, C9)
132,2 (C8a; C4a)

156,4 (C8)

154,8 (CH, C2; C4)
154,0 (CH, C6)
147,1 (CH, €9)
132,4 (C8a; C4a)

156,5 (C8)
153,4 (C4)
155,0 (CH, €C2)
153,9 (CH, C6)
147,3 (CH, C9)
132,7 (C8a)
131,2 (C4a)
156,2 (C8)
154,8 (C4)
153,8 (CH, €C2; C6)
147,1 (CH, €9)
132,4 (C8a)
130,7 (C4a)

120,1 (CH, Co)

140,1 (Cm’)
132,9 (Ci)
130,2 (CH, €m)
123,5 (CH, Cp)
120,9 (CH, Co’)
120,0 (CH, €O)
140,1 (Cm’)
132,8 (Ci)
130,1 (CH, Cm)
123,4 (CH, Cp)
120,8 (CH, C0’)
119,9 (CH, Co)
140,1 (Cm’)
132,9 (Ci)
130,1 (CH, Cm)
123,4 (CH, Cp)
120,9 (CH, €C0’)
119,9 (CH, Co)

140,1 (Cm’)
132,9 (Ci)
130,2 (CH, €m)
123,5 (CH, Cp)
120,9 (CH, Co’)
120,1 (CH, Co)

139,7 (Cm’)
132,8 (Ci)

129,8 (CH, Cm)
123,3 (CH, Cp)
120,7 (CH, €0’)
119,7 (CH, €o)

163,7; 161,3 (d, J= 420 Hz, Cm’”’)
137,1; 137,0 (d, J= 8 Hz, Ci’)

131,0: 130,9 (d, CH, J= 8 Hz, Cm"’)
117,0; 116,8 (d, CH, J= 22 Hz, Cp’)
113,0; 112,8 (d, CH, J= 22 Hz, Co"")
123,8 (CH, €Co”)

164,4; 161,9 (d, J= 246 Hz, Cp’)
131,0 (d, J= 2,7 Hz, Ci’)

129,4; 129,3 (d, CH, J= 8 Hz, C0o"")
116,1; 115,8 (d, CH, J=22 Hz,Cm”"’)

136,7 (Ci’)

133,7 (Cm’”)

130,8 (CH, Cm”)
129,7 (CH, Cp?)

126,2 (CH, Co”; Co”)

1346 (Cp’)
133,4 (Ci’)
129,0 (CH, Cm”)
128,8 (CH, C0”)

136,7 (Ci’)
132,4 (CH Cp?)
130,7 (CH, Cm”)
129,0 (CH €Co”)
126,3 (CH C0”)
121,9 (Cm’”)
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156,4 (C8)
155,1 (CH, C2)
155,0 (C4)
153,7 (CH, C6)
149,5 (CH, €9)
132,4 (C8a)
131,2 (C4a)
156,4 (C8)
155,1 (CH, C6)
153,9 (C4)
153,6 (CH, C2)
151,0 (CH, €9)

132,0 (C8a, C4a)

156,4 (C8)
155,0 (CH, C2)
155,0 (C4)
153,9 (CH, C6)
149,5 (CH, €9)

140,1 (Cm’)
132,9 (Ci)
130,2 (CH, €m)
123,4 (CH, Cp)
120,9 (CH, C0’)
119,9 (CH, Co)

140,1 (Cm’)
133,0 (Ci)
130,3 (CH, €m)
123,7 (CH, Cp)
121,0 (CH, Co’)
120,1 (CH, Co)

140,1 (Cm’)
132,9 (Ci)
130,2 (CH, €m)
123,4 (CH, Cp)
120,8 (CH, €o’)

148,1 (Cp’)
1458 (Cm”")
1258 (Ci")

120,8 (CH, Co”)
115,7 (CH, cm”)
112,9 (CH, Co™)

146,3 (Cm”’)
136,4 (Cp’)
124,6 (CI’)
106,9 (CH, Co”)

150,9 (Cp’)
149,1 (Cm’”)
127,1 (Ci?)

122,0 (CH, €0”)
111,5 (CH, Cm”)
108,5 (CH, Co”)

72k

721

132,3 (C8
Iaia EC4:; 119.9 (CH. Co) 55,62 (CH3, m-OCH3)
' 55,57 (CHs, p-OCH3)
156,4 (C8) 148,6 (Cp’)
156,2 (CH, Cp) .
154,4 (CH, C6) e 1459 (Cm”)
153,1 (C4) 1257 (Ci")

152,5 (CH, C2)
151,2 (CH, €9)

131,7 (C4a, C8a)

156,5 (C8)
154,4 (CH, C6)
153,1 (C4)
152,5 (CH, C2)
151,5 (CH, C9)
131,7 (C4a)

123,7 (CH Co)
113,8 (CH €m)
55,40 (CHs, p-OCH3)

156,2 (CH, Cp)
131,2 (Ci)

123,8 (CH, Co)
113,9 (CH, €m)
55,40 (CHs, p-OCH3)

121,3 (CH, C0’)
115,7 (CH, Cm’)
113,5 (CH, Co™)

146,3 (Cp’)
136,5 (Cm’)
124,5 (Ci’)
107,1 (CH, C0’)
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720

131,6 (C8a)

156,3 (C8)
154,2 (CH, C6)
153,2 (C4)
152,6 (CH, C2)
150,4 (CH, C9)

156,0 (CH, Cp)
131,7 (Ci)

123,6 (CH, €o)
113,7 (CH, €m)

151,1 (Cp’)
149,1 (Cm”)
126,9 (Ci’)
122,4 (CH, C0’)
111,5 (CH, cm’)
108,7 (CH, Co”)

1316 (C4 , , p-
LS EcsZ; 55,30 (CHs, p-OCH3) 55,64 (CH3, m-OCH3)
’ 55,61 (CHs, p-OCHs)
156,3 (C8) 159,4 (CH, cm’)
. 145,8 (Cp’
" 154,3 (CH, C2) 139,3 (Ci) X 42 3 ngn))
o NP OoH 152,5 (C4) 129,3 (CH, €m) 1253 (6i")
m™ 73k 1518 (CH, C9) 114,0 (CH Co) 1213 (CH, €0
NG “OH 151,4 (CH, C6) 109,5 (CH Cp) 5 (O, o)
132,0 (C8a) 107,7 (CH €0’) 1135 (OH Go™)
131,4 (C4a) 55,14 (CH3, m-OCHs3) Dot
1 H, cm’
R4 59,5 (CH, cm’)

731

730

1545 (CH, C2)
152,4 (CH, C6, C9)
151,2 (C4)

132,0 (C8a)

131,5 (C4a)

156,4 (C8)
155,1 (C4)
154,9 (CH, C2)
153,9 (CH, C6)
148,9 (CH, €9)
132,0 (C8a)
131,5 (C4a)

139,8 (Ci)

129,4 (CH, €m)
114,0 (CH Co)

109,6 (CH Cp)

107,8 (CH €o’)
55,20 (CH3, m-OCH3)

159,5 (CH, cm’)
139,6 (Ci)

129,3 (CH, €m)
113,7 (CH Co)

109,2 (CH Cp)

107,5 (CH Co?)
55,14 (CHs, m-OCH3)

146,3 (Cp’)
139,4 (Cm”)
124,1 (Ci")
107,2 (CH, €0”)

150,0 (Cp’)
149,1 (Cm’”)

127,1 (Ci")

122,0 (CH, C0”)
111,5 (CH, €m”)
107,5 (CH, Co’”)
55,61 (CH3, m-OCH3)
55,55 (CHa, p-OCHs)
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156,2 (C8)
154,8 (CH, C2; C4)
153,9 (CH, C6)
148,3 (CH, €9)
132,2 (C4a)

130,8 (C8a)

156,3 (C8)
154,5 (CH, C2)
153,1 (CH C6)

157,3 (CH, cm’)
139,2 (Ci)

129,3 (CH, Cm)
112,3 (CH Co)
111,1 (CH Cp)
108,5 (CH €0’

157,4 (CH, Ccm’)
138,7 (Ci)
129,2 (CH, Cm)

148,0 (Cp’)
145,6 (Cm’”)
125,7 (Ci")

120,8 (CH, C0”)
115,6 (CH, €m”")
112,9 (CH, Co’”)
151,7 (Cp’)
149,1 (Cm"™)
126,1 (Ci")

123,3 (CH, €0”)

154,8 (CH, C2)
154,4 (CH, C6)
146,0 (CH, C9)
133,0 (C8a)
131,1 (C4a)

113,9 (CH, Co)
109,9 (CH, Cp)
108,2 (CH, C0’)
69,63 (CHz, C10)
59,75 (CHz, C11)

i igg Eg:) co) 113,0 (CH €Co) 111,4 (CH, €m”)
) 1323 (c4,a) 111,7 (CH €Cp) 109,2 (CH, C0”™)
1309 (C8a) 109,3 (CH €0”) 55,67 (CHs, p-OCH3)
55,64 (CHs, m-OCH3)
156.4 (C8) 1589 (Cm’)
155,4 (C4) 1396 (CI)
P 154.9 (CH, €2) 129,4:{CHi, Cm) 130,2 (CH, Cp’)
of P ' ’ 113,8 (CH, Co) 129,0 (CH, cm”)
75a 154,1 (CH, C6) '
1487 (CH, €9) 109,8 (CH, €p) 128,3 (Ci’)
& 132,6 (C8a) 108,0 (CH, €o’) 127,3 (CH, €0”)
2 ! 131,0 (C4a) 69,59 (CHz, C10)
10 O ’ 59,71 (CHz, €11)
' 1589 (Cm’
X’ 156,6 (C8) 2 (Cm7)
| 1556 (o4) 139,6 (Ci)
m” ’ 1295 (CH, Cm)

150,4 (CH, €m”")
141,7 (Ci")
121,2 (CH, C0”)
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75c

75d

75f

156,3 (C8)
155,3 (C4)
154,8 (CH, C2)
154,2 (CH, C6)
145,7 (CH, C9)
132,7 (C8a)
130,9 (C4a)

156,3 (C8)

154,9 (CH, C2; C4)

154,8 (CH, C2)
154,1 (CH, C6)
147,4 (CH, C9)

132,0 (C4a; C8a)

156,4 (C8)
155,1 (C4)
154,8 (CH, C2)
154,2 (CH, C6)
147,2 (CH, C9)

132,4 (C4a; C8a)

156,4 (C8)
155,3 (C4)
154,9 (CH, C2)
154,2 (CH, C6)
147,3 (CH, €9)
132,7 (C8a)
131,0 (C4a)

158,8 (Cm’)
139,5 (Ci)

129,3 (CH, Cm)
113,7 (CH, Co)
109,7 (CH, Cp)
107,9 (CH, €0”)
64,51 (CHz, C10)
59,61 (CHz, C11)
158,8 (CH, Cm’)
139,5 (Ci)

129,2 (CH, Cm)
113,7 (CH Co)
109,7 (CH Cp)
107,9 (CH Co”)
69,46 (CH2, C10)
59,57 (CHz2, C11)
158,9 (CH, cm’)
139,6 (Ci)

129,4 (CH, Cm)
113,7 (CH Co)
109,7 (CH Cp)
108,0 (CH Co?)
69,50 (CHz, C10)
59,60 (CHz2, C11)
158,9 (Cm’)
139,6 (Ci)

129,4 (CH, Cm)
113,8 (CH, Co)
109,8 (CH, Cp)
108,0 (CH, C0’)
64,58 (CHz, C10)
59,69 (CH2, C11)

150,7 (CH, Cp’)
148,7 (CH, Co™)
133,6 (CH, C0")
130,4 (Ci")

124,1 (CH, Cm”)

163,6; 161,2 (d, J= 420 Hz, Cm’”’)
137,1; 137,0 (d, J= 8 Hz, Ci’)

131,0: 130,9 (d, CH, J= 8 Hz, Cm”’)
116,9; 116,7 (d, CH, J= 22 Hz, Cp’)
112,9; 112,7 (d, CH, J= 22 Hz, C0o"")
123,7 (CH, Co”)

136,7 (Ci’)

133,7 (Cm’”’)
130,8 (CH, €m”’)
129,8 (CH, Cp’)
126,2 (CH, C0’”)
126,1 (CH, Co”)

134,6 (Cp’)
133,4 (Ci")

129,0 (CH, cm”)
128,9 (CH, Co”)
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158,8 (CH, Cm’)

156,3 (C8) 139,5 (Ci) 136,9 (Ci")
m" 154,8 (CH, C2; C4) 129,2 (CH, €m) 132,5 (CH, Cp’)
0@"" 75 1941 (CH C8) 113,6 (CH, Co) 131,0 (CH, €m”)
BN 146,8 (CH, C9) 109,7 (CH, €p) 128,9 (CH, Co"”)
0 132,5 (CH, C8a) 107,9 (CH, C0’) 126,4 (CH, C0”)
131,0 (CH, C4a) 69,46 (CH2, C10) 122,2 (Cm™")
59,56 (CH2, C11)
156,4 (C8) ggz E(C:'J cm’)
155,3 (C4) ' 133,8 (Ci")
m" 129,4 (CH, Cm)
o Br 154,9 (CH, C2) 1137 (CH. Co) 131,9 (CH, C0”)
P'  75i 154,1 (CH, C6) 109.7 (CH’ ep) 129,0 (CH, €m”)
25 147,3 (CH, €9) 107'9 (CH’ co) 123,4 (Cp’)
132,/ (C8a) 69,54 (CHz, C10)
130,9 (C4a) 59,67 (CH2, C11)
158,6 (Cm’)
156,4 (C8) 139,6 (CI)
) g 129,3 (CH, €m)
m o 1545 (CH, €5} 113,8 (CH, Co) 130,1 (CH, Cp’)
0 SN 109,8 (CH, €p) 128,9 (CH, Cm”)
76a 1540 (CH, C2) ! .
h 1486 (CH, €9) 107,9 (CH, Co’) 127,3 (Ci")
0 11 [ o 66,20 (CH2, C13) 127,2 (CH, C0”)
9\/\Nﬁ 132.6 (C8a) 65,26 (CH2, C10)
m' 10 :
@ 57,03 (CH2, C11)
X’ 12733 53,66 (CHz2, €12)
! 156,5 (C8) 158,7 (Cm’)
o 155,5 (C4) 139,6 (Ci)
o N 154,8 (CH, C2) 129,5 (CH, Cm) 150,4 (CH, €m”)
Q 76b 1544 (CH, C6) 114,0 (CH, Co) 141,7 (Ci")
20N 146,1 (CH, €9) 110,0 (CH, Cp) 121,2 (CH, €Co”)
132,9 (C8a) 108,1 (CH, CO’)
131,3 (C4a) 66,30 (CH2, C13)
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156,2 (C8)

156,1 (C4)

153,7 (CH, C2; C6)
145,9 (CH, C9)
137,5 (C8a)

136,0 (C4a)

156,4 (C8)
154,4 (C4)
154,8 (CH, C2)
154,1 (CH, C6)
146,8 (CH, C9)
132,7 (C8a)
130,9 (C4a)

156,3 (C8)
155,3 (C4)
154,7 (CH, C2)
154,1 (CH, C6)
147,2 (CH, C9)
132,6 (C8a)
131,2 (C4a)

65,37 (CHz, C10)
57,13 (CHz, C11)
53,75 (CHz, C12)
158,6 (Cm’)
139,1 (Ci)

128,9 (CH, Cm)
113,5 (CH, Co)
110,2 (CH, Cp)
107,9 (CH, €o”)
65,88 (CHz, C13)
65,62 (CHz, C10)
56,66 (CH2, C11)
53,23 (CHz, €12)
158,6 (Cm’)
139,6 (Ci)

129,3 (CH, €m)
113,8 (CH, Co)
109,8 (CH, Cp)
107,9 (CH, C0’)
66,20 (CHz, C13)
65,25 (CHz, C10)
57,00 (CHz, €11)
53,66 (CHz, €12)
158,6 (Cm’)
139,6 (Ci)

129,3 (CH, €m)
113,8 (CH, Co)
109,8 (CH, Cp)
107,9 (CH, €o”)
66,20 (CHz, C13)
65,25 (CHz, C10)
57,03 (CHz, C11)
53,65 (CHz, €12)

150,2 (CH, Cp’)
148,3 (CH, C0”)
133,3 (CH, C0”)
130,0 (Ci’)
123,4 (Cm”)

136,7 (Ci’)

133,7 (Cm’”)
130,8 (CH, Cp’)
129,7 (CH, €m”)
126,1 (CH, C0’”)
126,0 (CH, Co™)

134,5 (Cp’)
133,4 (Ci")

129,0 (CH, cm”)
128,38 (CH, Co”)
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158,6 (CM’)

139,6 (Ci)
156,3 (C8) 129,3 (CH, €m) 136,7 (Ci’)

P 11 m" 154,8 (CH, C2; C4) 113,8 (CH, Co) 133,7 (Cm?)
“‘m(?\m/\N/\ 0@ J7¢ 1541 (CH, 8 109,8 (CH, Cp) 130,8 (CH, Cp’)
oo 12@8 2 mg'l 147,0 (CH, €9) 107,9 (CH, €o’) 129,7 (CH, cm”)

s 13 o™ 132,4 (C8a) 65,31 (CH2, C10) 126,1 (CH, Co™)

131,2 (C4a) 57,20 (CHz, C11) 126,0 (CH, C0”)
54,83 (CHz, C12)
27,16 (CHz, C13)
158,6 (Cm’)
139,6 (Ci)
129,3 (CH, Cm)
. 554 08 s o o e
m" ' , , , m
mmo'\10/\N/\ 077 NP 154,9 (CH, €2) 107,9 (CH,CE’) 130,8 (CH, €p’)
oo 125 _N. 0O LN U PASE Ll G, (59 65,34 (CHz, C10) 129,7 (CH, Cm”)
e 13 1l e © 1468 (CH, €9} 60,72 (CHz, OER) 126,1 (CH, Co")
ig; (gza) 56,53 (CHz, C11) 126,0 (CH, C0”)
9 (Cda) 52,75 (CHz, €12)
43,36 (CHz, C13)
14,59 (CHs, OEt)
158,8 (Cm’)
139,6 (Ci)
" 156,3 (C8) 129,3 (CH, €m)
o Q\/ﬂ\/OH P 154,9 (C4) 113,6 (CH, Co) 130,1 {CH, €p*)

10 12 79b  154,0 (CH, C6) 109,7 (CH, Cp) igz’g(gﬁ'cm)
oo e 1487 (CH, €2, C9) 107,8 (CH, €0’) o7 (Cll-|)c ,

i 134,5 (C4a; C8a) 64,60 (CH2, C10) 2 (CH, €o”)

57,30 (CHz, C12)
32,10 (CHz, C11)
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156,5 (C8)
155,5 (C4)
154,8 (CH, C2)
154,4 (CH, C6)
145,9 (CH, €9)

158,9 (Cm’)
139,6 (Ci)

129,4 (CH, €m)
113,7 (CH, Co)
109,9 (CH, Cp)
108,0 (CH, €C0’)

150,4 (CH, Cm”’)
141,7 (CI")
121,1 (CH, Co”)

133,0 (C8a) 64,70 (CH2, C10)
131,0 (C4a) 57,50 (CH2, C12)
32,20 (CH2, C11)
158,8 (Cm’)
139,5 (Ci)
156,4 (C8) 129,3 (CH, €m) 150,7 (CH, Cp’)

154,8 (CH, C2; C4)
154,2 (CH, C6)
145,7 (CH, C9)
131,0 (C4a; C8a)

113,7 (CH, Co)
109,8 (CH, Cp)
107,9 (CH, C0’)
64,60 (CH2, C10)
57,40 (CHz, C12)
32,10 (CH2, C11)

148,7 (CH, C0o’”)
133,6 (CH, Co™)
130,4 (Ci")

124,1 (CH, Cm”’)

158,9 (Cm’)
139,6 (Ci)

., 156,3 (C8) 129,3 (CH, €m) ,
s _OH 155,5 (C4) 113,6 (CH, Co) iggf Egs )co")
P' 79k  154,0 (CH, C2; C6) 109,7 (CH, Cp) Sy
S 149,6 (CH, C9) 107,8 (CH, €0’) S g
132,1 (C4a; C8a) 64,60 (CH2, C10) 6 (G
57,40 (CHa, C12)
32,10 (CH2, €11)
o 1564 (C8) 158,9 (€m’) 1492 (Cp’)
o E-OH 154.8 (CH, C6) 139,2 (Ci) 145,9 (Cm’”)
0 153,3 (CH, €C2) ! S
J@E“ 790 o1%ca 129,5 (CH, €m) 1251 (Ci")
g “OH 1496 (CH, C9) 11a2(Ch, Co) 2uoten. con)
1334 (C4a 110,4 (CH, Cp) 115,7 (CH, Cm”)
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131,1 (C8a) 108,4 (CH, C0’) 114,0 (CH, Co™)

64,70 (CHz, C10)

57,40 (CHz, C12)

32,10 (CHz, €11)

158,9 (CH, €m’)
156,3 (C8) 139,2 (Ci)
154,6 (CH, C6) 129,4 (CH, €m) ,
153,1 (CH, C2) 114,0 (CH Co) igg'g ngn))
151,6 (C4) 1102 (CH €p) e
150,1 (CH, €9) 108,3 (CH €0’) 1074 (OH. Co”)
132,2 (C4a) 64,60 (CHz, C10) o
131,2 (C8a) 57,40 (CHz, C12)

32,10 (CHz, €11)

158,9 (Cm’)
156,4 (C8) 138,9 (Ci) 150,6 (Cp’)
155,9 (CH, C6) 1294 (CH, €m) 1483 (Cm””)
1546 (CH, €2) 114,2 (CH, Co) 124,6 (Ci")

149,6 (C4)
147,3 (CH, C9)
132,8 (C4a)
130,5 (C8a)

110,6 (CH, Cp)
108,6 (CH, CO’)

64,70 (CHz, C10)
57,40 (CHz, €12)
32,10 (CHz, C11)

124,1 (CH, €o”)
115,6 (CH, Cm”)
110,4 (CH, C0o’”)
55,92 (CHs, m-OCH3s)

156,3 (C8)
154,9 (CH, C6)
153,9 (CH, C2)
149,9 (C4)
148,9 (CH, €9)
132,3 (C4a)
131,0 (C8a)

158,8 (Cm’)
138,6 (Ci)

129,3 (CH, Cm)
113,6 (CH, Co)
109,7 (CH, Cp)
107,8 (CH, CO’)
64,60 (CHz, C10)
57,40 (CH2, C12)
32,10 (CHz, C11)

149,9 (Cp?)

146,9 (Cm"”)

127,3 (Ci")

120,5 (CH, C0”)
112,5 (CH, Co”)
111,9 (CH, cm”)
57,40 (CHs, p-OCH3)



158,8 (Cm’)

156,4 (C8) 139,2 (Ci) ii;g Eﬁﬁﬁ,
) 154,6 (CH, C6) 129,4 (CH, €m) 1264 @
S pol 1534 (CH, C9) 114,1 (CH, Co) 12532 (O, €0
%CE,,---/ 79p 1515 (c4) 1103 (CH, €p) 1115 (OH. o)
FEge 0 150, (CH, C2) 108,3 (CH, C0’) 1091 (CH. 6o™)
1323 (C4a) 64,70 (CHz, C10) 57,70 (Oa. m-OCH
1312 (C8a) 57,70 (CHz, C12) 7/60 (CHy. p-OCHS
32,30 (CHz, €11) / '
1589 (CH, Cm’)
156,4 (C8) 1389 (Ci) 1505 (Cm”)

o 154,6 (CH, C6) 129,4 (CH, €m) 1403 (Cp’)

" o 1534 (CH, C2) 1143 (CH Co) 1289 (C")
ojijf- ~ 79q 1533 (C4) 11055 (CH Cp) 105,6 (CH, Co”)
SN Ao 148,6 (CH, €9) 1086 (CH C0’) 60,20 (CHz, p-OCH:)

1324 (C4a) 64,70 (CHz, C10) 56,20 (CHs, M-0CHs)
1308 (C8a) 57,30 (CHz, C12)
32,10 (CHz, €11)
1589 (CH, €m’)
156,4 (C8) 130,0 (Ci) ,
o 1549 (CH, C6) 1295 (CH, Cm) L Egg‘;
o on . 1s43(cH.c2) 114,33 (CH Co) 1236 (@)
o | JCEC e moen o msei
Pt ~ , : , o’ X '
T3 o e 132,7 (C4a) 64,70 (CHz, C10) 26,30 (CHs, M-OCH3)
1307 (C8a) 57,40 (CHz, C12)
0 32,10 (CHz, €11)
156,3 (C8) 1557 (Cp) 1488 (Cp’)
m L oH 1545 (CH, C6) 1309 (Ci) 1458 (Cm”)
. gox l52l(Hc2) 1237 (CH, Co) 125,4 (Ci")
A AT 151,9 (C4) 114,33 (CH, €m) 1215 (CH, €0’)
" OH 1509 (CH, €9) 64,80 (CHz, C10) 1157 (CH, €m)
1318 (C4a) 57,40 (CHz, C12) 1137 (CH, €0”)
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80l

80m

80n

800

131,3 (C8a)

156,3 (C8)
154,5 (CH, C6)
152,7 (CH, €9)
151,7 (C4)
150,6 (CH, C2)
131,8 (C4a)
131,2 (C8a)
156,4 (C8)
154,9 (CH, €9)
154,7 (CH, C6)
148,8 (C4)
146,9 (CH, C2)
132,3 (C4a)
130,2 (C8a)
156,4 (C8)
154,5 (CH, C6)
152,3 (C4)
151,6 (CH, C9)
151,4 (CH, C2)
131,8 (C4a)
131,5 (C8a)

156,5 (C8)

155,2 (C4)

154,8 (CH, C6)
154,4 (CH, C2)
149,0 (CH, €9)
131,4 (C4a; C8a)

32,10 (CH2, €C11)

155,7 (Cp)

130,9 (Ci)

123,8 (CH, €O)
114,4 (CH, cm)
64,80 (CHz, C10)
57,40 (CHz, €12)
32,10 (CHz, C11)
156,0 (Cp)
130,4 (Ci)

124,3 (CH, Co)
114,3 (CH, Cm)
64,83 (CHz, C10)
57,33 (CHz, €12)
32,14 (CHz, C11)
155,7 (Cp)

130,9 (Ci)

123,6 (CH, €O)
114,5 (CH, €m)
64,90 (CHz, C10)
57,60 (CHz, €12)
32,30 (CH2, C11)
155,5 (Cp)
131,4 (Ci)

123,6 (CH, CO)
113,7 (CH, €m)
64,70 (CHz, C10)
57,40 (CH2, C12)
32,10 (CHz, C11)

146,3 (Cp’)
136,8 (Cm’)
124,2 (CI")
107,3 (CH, Co’)

150,6 (Cp’)
148,2 (Cm”)

124,7 (Ci")

124,1 (CH, Co”)
115,5 (CH, cm’)
110,5 (CH, C0”)
55,92 (CHs, m-OCH3)
150,5 (Cp’)

146,9 (Cm”)

126,9 (Ci")

121,3 (CH, Co”)
113,1 (CH, C0”)
111,9 (CH, cm’)
55,80 (CHs, p-OCH3)
151,0 (Cp’)

149,3 (Cm”)

127,3 (Ci")

122,4 (CH, Co”)
111,6 (CH, cm’)
108,6 (CH, C0”)
55,76; 55,74 (CH3, m,p-OCH3)
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156,7 (C8)
154,3 (CH, C6)
153,2 (C4)
151,7 (CH, C2)
150,9 (CH, €9)
131,6 (C4a)
131,1 (C8a)
156,3 (C8)
154,9 (C4)
154,8 (CH, C6)
154,1 (CH, €C2)
149,2 (CH, C9)

155,6 (Cp)
130,9 (Ci)

123,7 (CH, Co)
114,3 (CH, €m)
64,80 (CHz, C10)
57,40 (CH2, C12)
32,10 (CHz, C11)
155,3 (Cp)

131,3 (Ci)

123,4 (CH, €O)
114,3 (CH, cm)
64,78 (CHz, C10)

152,5 (Cm’)
139,7 (Cp’)

129,5 (Ci')

104,9 (CH, C0’)
60,20 (CHs, p-OCH3)
56,10 (CH3, m-OCH3)

148,2 (Cm’)
138,0 (Cp’)
1247 (Ci’)
104,8 (CH, Co’)

132,4 (C4a) 57,38 (CH2, C12) 56,11 (CH3, m-OCH3)
130,8 (C8a) 32,19 (CH2, C11)
164,1 (C10)
150,3 (CH, €Cm”"’)
155'0 (C4; 138,7 (Ci) 145,8 (Cm"")
' 138,6 (Cm?’) 125,8 (Ci")

m-_,
if::jiOH
nn 81k
m
% OH

81l

153,8 (CH, €9)
149,3 (CH, €2)
132,3 (C4a)
131,1 (C8a)

156,5 (C8)

154,5 (CH, C6)
152,4 (CH, C9; C4)
151,3 (CH, C2)
132,2 (C4a)

131,4 (C8a)

128,7 (CH, €m)
121,7 (CH, C0”)
118,0 (CH, Co)
116,5 (CH, Cp)
114,3 (CH, Co’)
163,8 (C10)
149,3 (CH, €m"; Ci’)
138,7 (Ci)

138,5 (Cm’)
128,9 (CH, €m)
122,3 (CH, C0”)
118,8 (CH, Co)
116,9 (CH, Cp)
114,6 (CH, Co’)

120,7 (CH, C0o’”)
115,7 (CH, Cm’”)
112,8 (CH, Co””’)

146,3 (Cp’)
136,8 (Cm"")
124,2 (Ci”)
107,2 (CH, Co™)
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163,8 (C10)
151,1 (CH, Cp’)
147,9 (CH, Co")

156,4 (C8) 138.9 (i) 1488 (Co")
m 154,5 (CH, ce)
m "OH 138,5 (Cm’) 1458 (Cm”")
o 152,5 (CH, €9) i
82k 1519 (C4) 136,6 (CH, Co") 125,3 (Ci”)
m , 130,9 (CI’) 121,5 (CH, Co””)

150,8 (CH, C2)

}L i' o""' OH

128,8 (CH, €m) 115,6 (CH, Cm’”?)

1312 Eg::; 118,1 (CH, Co) 113.8 (CH. €0™™)
116,8 (CH, Cp)
114,4 (CH, €C0’)
163,7 (C10)
150,9 (CH, Cp’)
156,5 (C8) 147,7 (CH, €o™)

154,6 (CH, C6)
153,0 (CH, €2)
151,9 (C4)
150,4 (CH, C9)
132,3 (C4a)
131,2 (C8a)

138,9 (Ci)
138,3 (Cm’)

137,1 (CH, Co”)

131,1 (C’)

128,9 (CH, €m)
118,4 (CH, Co)
116,9 (CH, Cp)
114,6 (CH, C0’)

146,3 (Cp”)
136,9 (Cm””)
124,0 (Ci”)

107,4 (CH, Co”")
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3.1.3. Estudos preliminares para a sintese de Triazinopirimidopirimidinas 84

Recentemente, na procura de farmacos antiparasitarios tém-se detetado varias moléculas muito ativas
com um nucleo tri e/ou tetraciclico [35,38,39,42]. Dentro do grupo de investigacédo, ja se havia

sintetizado alguns derivados triciclicos cuja estrutura era constituida por um anel de triazole fundido com

0 nucleo de pirimidopirimidina [61,65].

Neste trabalho iniciou-se o0 estudo para a sintese de uma nova estrutura triciclica que combinasse um
anel de triazina fundido com o nucleo de pirimidopirimidina. O novo sistema seria o resultado das reacdes

entre os compostos 65 e espécies 1,2-dicarbonilicas (62¢,d) (Esq. 22).

R
R HN_ N
HN__N 3
N |
| _N
m + 65e + l N
NN 50% NN
. \ HN H
Mlstu:a X o) 0
complexa o 84e 10% EtO
10mg
J'Y 0 65.5e 40%
o) J\WOEt
HE \ > O (1.0eq))
) i
N i N
t HJHrOEt 62¢c ’ \W
"N - EtOH/DMSO (1:1) 0295 &
1) N >~
N\Vgo CHiCOOH; 45°C; 2h | EIOH; CH,COOH: ([ L
NTXNY  45°C; 4h N™ N
84b 58% ! Nx
849 83% NH, ? 0
65 84c 47%
: R= 4-OH-CgHy fgd
: R= 3-OMe-CgH, (1.2eq.)
R : R= 4-F-CgH,
HN. N : R= 3-Pirimidil 9.
| W > 761
N _N H 65e
l (n&o isolado)
NN
N
EtO
85e 27% 84e 43%

Esquema 22 - Estudos de reatividade de 65 com espécies 1,2-dicarbonilicas (62¢,d)

Inicialmente, levou-se a cabo a reacao de 65e com 62d em DMSO a 20°C, com catalise basica. Esta

decisao resulta dos resultados do capitulo anterior, nos quais se conseguiu condensar compostos
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carbonilicos com 65 aplicadas condicdes basicas. Usou-se, contudo, uma base nao nucleofilica (K2CO3)
e ao fim de 1h de reacdo verificou-se espetroscopicamente a presenca de somente reagente de partida

65e na mistura reacional.

Dado os resultados, decidiu-se despoletar a reacao por incremento da temperatura. Para isso,
removeu-se o catalisador, aumentou-se a temperatura (100°C) e efetuou-se a reacdo com um reagente

mais reativo (62c). Tendo-se estabelecido estas novas condicdes reacionais efetuou-se 3 tentativas:

Na primeira, isolou-se ao fim de 5h, uma quantidade vestigial de amostra que, por *H RMN, revelou
uma mistura extremamente complexa, na qual ndo se conseguiu identificar nenhum composto

maioritario.

Na segunda tentativa, diminuiu-se o tempo de reacao, e ao fim de 30 min, isolou-se uma primeira
fracdo de solido (35mg) que mostrou ter 65e e um composto desconhecido numa proporcéao de 2:1. 0
composto desconhecido foi identificado como o produto 84e pelo aparecimento de um sinal
correspondente ao H11 a 6= 8,31 ppm e pela diminuicdo da integracdo associada ao NH2 de 65e.
Acrescenta-se que, durante o isolamento da primeira fracéo, verificou-se a precipitacdo abundante de
solido no liquido-mae. Esta segunda fracéo foi isolada (120mg) e avaliada espetroscopicamente (*H
RMN). A sua analise revelou uma mistura, na qual se detetou a presenca de 2 compostos maioritarios
na proporcao 1:1. A presenca de 65e foi confirmada pelo sinal correspondente ao NH2 a 6=5,67 ppm
e 0 composto secundario foi identificado com base em 2 dupletos a 6=5,77 e 7,33 ppm, que pareceram
apontar para presenca de uma estrutura triciclica nao aromatica. Os dupletos, apresentam a mesma
constante de acoplamento (J= 10 Hz) pelo que poderdo eventualmente corresponder ao carbono
tetraédrico e ao NH adjacente da estrutura 65.5e. Estes resultados parecem sugerir que o composto
secundario apresenta a estrutura 65.5e, contudo nao foram efetuados mais estudos para comprovar.
Em suma, desta segunda tentativa isolou-se 65e, 84e e 65.5e nas proporcoes (5:1:4) e a reacao nao

se concluiu uma vez detetada a presenca do reagente 65e.

Na terceira tentativa, a fim de terminar a reacao, duplicou-se a quantidade de 62c, e ao fim de 2h,
isolou-se um solido que quando se analisou espetroscopicamente mostrou uma mistura do que
aparentava ser 84e (43%) e 85e (27%). A analise espetroscopica do sélido obtido permitiu identificar o
produto 84e pelo aparecimento de um sinal correspondente ao H11 a 6= 8,31 ppm a semelhanca da

tentativa anterior. Para a identificacdo de 85e recorreu-se a evidéncias experimentais obtidas pelo grupo
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de investigacao. Estas indicam que quando se forma um anel de triazole o protdao H2 das estruturas
triciclicas desloca-se para perto de 10 ppm [61,65]. Esta informacdo mostrou-se coincidente com os
nossos resultados, uma vez que foi detetado um sinal a & = 9,9 ppm. Além disso, o aparecimento de
outros sinais, independentes de 84e, mostraram a presenca de um grupo OEt associada a estrutura
85e (Fig. 18). Contudo, apesar de os dados parecem mostrar que o composto secundario é 85e, este

nao foi isolado puro e por esse motivo no foi efetuada uma analise por 13C RMN para comprovar a

estrutura.
R
|
I IRYERN /2 N N \/ HN.__N_ g
223223 882533 | \ﬁ
M PR e N
2 11 N\ N\ CHs N 7
6 25NN
v \ 4 | |
\ | III N\
v } i : j{#o
! H
2 v
NHI 6\ “ E:O 7.8 7.8 7.4 Ppm 84e
v ( ( OCH '
2
|
N i "
Bk
r N
[ NIk Z
all Uk e
) / ) N
UMJL{LJULJL . _J_._J LJ__JU% Eg/*
(@]

1 ATTA A s ’
e RHEY W M M
10 ) 8 7 6 5 4 3 2 !

Figura 18 - Espectro de *HRMN do isolado (11:7) de 84e e 85e em DMSOQuds; As setas a preto
indicam sinais correspondentes a 84a e os triangulos a azul, sinais correspondentes a 85a;
R= 4-FCeHa

Em conjunto, os resultados parecem sugerir que quando se parte de 65e, nas condicoes
estabelecidas (100°C), podem-se formar 2 produtos triciclicos aromaticos competitivamente. As suas
estruturas foram atribuidas com base em dados espetroscopicos dos isolados que pareceram ser
compativeis com 84e e 85e. Uma vez que, nas condicoes estabelecidas (100°C) ndo se conseguiu
obter o composto desejado 84 seletivamente, elaborou-se um novo procedimento, menos agressivo (T
< 100°C), no qual se propds o uso de catdlise acida, para reagir 65 com 62c. Sabe-se por evidencias
experimentais [61,62,65] que os reagentes 65 sao instaveis em presenca de acido, contudo, conseguem

aguentar o uso de acido acético desde que a exposicao seja rapida. Assim sendo, elaborou-se um
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protocolo no qual se planeou reagir 65 com 62c¢ com catalise acida (CH3COOH) em EtOH a 45°C.
Todavia, o derivado 65e nao solubilizava nas condicdes pretendidas, pelo que se recorreu ao uso de
outro analogo (65c¢) para este efeito. Aplicado este procedimento, tratou-se 65¢ com 62c¢ tendo-se
isolado o respetivo produto 84c¢ ao fim de 4h com rendimento moderado (47%). Este rendimento pode
ser atribuido ao elevado tempo de reacao, uma vez que o reagente 65 pode ter degradado na mistura
reacional. Para contornar o problema, replicou-se as condi¢des com os derivados 65b e 65g tendo-se
usado desta vez uma mistura de DMSO/EtOH (1:1) como solvente. Ao fim de 2h, obtiveram-se os
correspondentes produtos 84b e 84g, com bons rendimentos (58 e 83%, respetivamente). Perante os
resultados, o uso de DMSO parece estar a aumentar a velocidade da reacao

e consequentemente a diminuir a degradacao do reagente 65. Esta particularidade revela-se nos

rendimentos obtidos.

Em suma, os novos derivados triciclicos de pirimidopirimidinas (84) foram obtidos com rendimentos
moderados a bons por reacao dos derivados 65 com 62c¢ em catalise acida (Esq 23). Acrescenta-se
ainda que, quando se fez reagir 65g com 62d, nas condicdes previamente estabelecidas, obteve-se, ao
final de 2h, uma mistura de 84g’' e 65g na proporcdo 3:1 (Esq.23). Este ultimo resultado mostra que
a reacdo também ocorre na presenca de 62 com grupos Y alquilicos, porém é necessario prolongar o

tempo de reacdo para que esta termine.

Estes estudos preliminares serviram para detetar as condicdes para gerar os derivados de
triazinopirimidopirimidinas 84 a partir de 65 e, futuramente, espera-se que estes resultados permitam

sintetizar novos analogos com diferentes grupos R e R™.

R
R HN_ N S
HN_ N |
| \W (o) _N
_N P EtOH/DMSO Nl
NIL . v~ R CH;COOH; 45°C kN N
|
N”NH Nﬁ/&o
NH, R
65 62 84b: R= 4-HOC4H,; R'= H 58%
b: R=4-HOCgH,4 c: Y= H; R= COOEt 84c: R= 3-MeOCgH,; R'=H 47%
c: R= 3—MeOC6H4 dY= CH3; R= COOEt 849 R= 3-Piridinil: R1= H 83%

9: R= 3-Piridinil 84g': R= 3-Piridinil; R'= CH, + 65g (3:1)

Esquema 23 - Sintese de Triazinopirimidopirimidinas 84
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3.1.3.1.Mecanismo reacional

A proposta mecanistica para a formacao dos compostos 84 apresenta-se no esquema seguinte (Esq.
24). Considerando os resultados experimentais, o passo inicial devera envolver o ataque da amina livre
de 65 ao carbonilo mais ativado de 62 gerando 65.2. Dependendo das condicbes experimentais
usadas o intermediario 65.2 pode evoluir de varias formas.

A altas temperaturas o ataque 5-Exo-Tet e 6-Exo-Trig podem ocorrer competitivamente. O ataque b-
Exo-Tet conduz a formacao do anel de cinco membros 65.5 que em seguida aromatiza e gera 85. Se
ocorrer o ataque 6-Exo-Trig forma-se o anel de 6 membros 65.4 que por perda de uma molécula de
agua gera 84.

A temperatura mais moderada, e em meio acido, o intermediario 65.2 pode eliminar uma molécula
de agua gerando 65.3 ou fechar o anel de seis membros gerando 65.4 que evolui para 84 por perda
de agua. A formacao de 65.5 a partir de 65.3 envolve uma ciclizacao desfavoravel e por isso nao deve
ocorrer. Por outro lado, a ciclizacdo 6-Exo-Trig é favoravel e por isso o nitrogénio iminico deve atacar o

carbonilo da funcéo éster, eliminando etanol e gerando o produto final 84.

R R R
| HN.__N HN.__N
HN.__N N N
| b a | /?\l -H,O | /1
_N ., R I N 2 N —
N ;O | +H,0
L o N NH N SNH
N° “NH K(Oy“@ N%o
HN - Q
- #_( OEt
Ri “OE R

o
o
[\
o

5.
—EtOHl6-Exo—Trig -EtOH l6-Exo-Trig

R R
HN_ _N HN. N R R
N HN_ N '
® ® e
= -2H = N
N —=— N N H0 NN
kN ~N NN l |
| OEt | N™ =N N™ N
H’\N_,\H N HR |
f 0 A
H 0 OEt HOS o
O = R
65.5 85 65.4 84
% 5-Endo-Trig (Desfavoravel)

Esquema 24 - Proposta de mecanismo reacional na sintese de novos derivados triciclicos de
pirimidopirimidina 84 e 85 por condensacao com aldeidos
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3.1.3.2.Caraterizacao fisica analitica e espetroscopica dos compostos 84

Para a confirmacéao da estrutura e pureza dos derivados 84 foi efetuada a caraterizacao por métodos

fisicos e espectroscopicos. Os dados fisicos obtidos (Tab. 24) permitem verificar que o p.f. dos derivados

84 nao varia significativamente com o grupo R. Este apresentou valores entre 263-287°C. Novamente,

os dados analiticos experimentais nao se conseguiram obter dentro do prazo de entrega deste trabalho.

§
HN_ N_ H
[T
NN
Tabela 24 - Dados fisicos e analiticos dos compostos 84 )|\
H™ N SN
Nﬁ/go
H
C;H;N;S%
Férmula Massa molar Y
R N® n (%) P.f.(°C) Molecular (g/mol) Esperado*
(obtido)
OH
84b 58 265 (Deg) CiaHoN702 307,27 54';21;921’95;
M
o 56,07; 3,45
84c 47 263-265 C15H11N702 321,29 DU
30,52
|
B
Pz 84g 83 285-287 C13HsgNgO 292,26 5343, 2,76,
e 38,34;
|

*Valores retirados do ChemDraw Ultra (12.0.2.1076)

v

A analise por IV dos derivados 84g,b (Tab. 25) permitiu identificar padrdes muito semelhantes na

zona 2300-1500 cm™, salientando-se a banda correspondente ao carbonilo C10 a 1668 e 1665 cm™,

respetivamente. Também se detetaram bandas correspondentes a grupos amina na zona 3500-3070

cm™ como seria espectavel. A analise do derivado 84¢ ndo foi efetuada devido a escassez da amostra

obtida durante a sintese. Uma vez que se tratava de um teste de reatividade a amostra foi toda consumida

noutros métodos de caraterizacdo (*H e 13C RMN).

118



R

HN N H

9
N
X

Tabela 25 - Dados espetroscopicos de infravermelho dos
compostos 84 (cm-1)

H l}l SN
Ns(go
H
R Ne 3600-3000cm! 2300-1500 cm
OH
84b 3202 (m): 3065 (f); 1665 (i); 1620 (m):
3011 (m); 1571 (i); 1557 (i): 1527 (i):
M
O\
O e — .
i
SN 3250 (m); 3168 (f); N N -
L 84g 3123 (f): 3079 (f): 1668 (i) ﬁg? 8 1560 (i
v 3015 (m); ’

'H RMN

A analise dos espetros de H RMN dos compostos 84 (Tab. 26) permitiu detetar os sinais
correspondentes aos protdes caracteristicos do novo nucleo de triazinopirimidopirimidina. Sao estes o
H2, H6 e H11 que foram detetados a & por volta de 9,1; 8,7 e 8,3 ppm, respetivamente. Realca-se a
mudanca de desvio quimico do H2 quando comparado com os percursores 65 (6 = 8,2 ppm). Além
desta particularidade, ndo se pode ignorar o aparecimento do sinal H11 e o desaparecimento de sinais
correspondentes ao grupo hidrazina de 65 como provas para confirmacao da estrutura 84. Os sinais
correspondentes aos protdes do grupo R dos derivados 84 nao sofreram variacdes de desvio quimico

significativas quando comparados com os respetivos precursores 65.
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Tabela 26 - Dados espetroscopicos de *H RMN INT Yia
(400 MHz, DMSO-d6) dos compostos 84

R N® N°H/H2/H6/H11 R

10,02 (s, 1H, N°H) 9,42 (sl, 1H, OH)

m O 84b Z’gg Ez m :2 7.61(d, 2H, J= 9.2 Hz, Hm):
0015, -1, 6,93 (d, 2H, J= 9.2 Hz, Ho):

e 8,29 (s, 1H, H11)
7,63 (t, 1H, J= 2,0 Hz, HO)
8
_Pamo. 10,1705, IH, N'H) 5 59 (44, 1H, J= 2,0; 8,0 Hz, Ho)
gac 100 1M H2) 7,30 (t, 1H, J= 8,0 Hz, Hm)
oNpZ o 8,80 (s, 1H, H6) e e

6,74 (dd, 1H, J= 2,0; 8,0 Hz, Hp)

|
8,56 (s, 1H, H11) 3,77 (s, 3H, M-OCHy)

8
o| i o 84¢g 8’81 (S’ 1H, H! 8,36-8,33 (m, 2H, Ho; Hp);
- 8,33 (s, 1H, H11) 7,45 (dd, 1H, J= 4,8;8,0 Hz, Hm);
13C RMN

O composto 84g mostrou-se muito insoltvel em DMSO e n&o foi possivel fazer o espectro de 3C,
mesmo a temperatura elevada (80°C). Quando se tentou usar uma base (EtsN) para ajudar na
solubilizacéo verificou-se degradacdo da amostra. A analise dos espetros de 3C RMN (Tab. 27) dos
outros compostos 84, em comparacdo com 0s espetros dos precursores 65, permitiu detetar novos
sinais correspondentes aos carbonos C10 e C11 caracteristicos dos compostos 84¢,b (tabela 18). Como
era espectavel o C10 apresentou-se a & = 160,6 ppme o C11 a & = 147,7 ppm. Realca-se os sinais de
C6 e C4 que foram os Unicos a variar consideravelmente face aos precursores 65. O C6 apresenta-se a
6 = 157 ppm nos derivados 84 e a & = 155 ppm em 65. O C4 tem o efeito inverso na medida em que

se apresenta desvio quimico maior em 65 do que em 84 (6 = 156 e 151 ppm, respetivamente).

Os carbonos correspondentes aos grupos R de 84 nao sofreram mudancas de desvio quimico
significativas face aos precursores 65. A sua atribuicdo foi efetuada por comparacdo com os respetivos

reagentes 65 e por analise dos espectros de correlacdo HMQC, HMBC.
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Salienta-se que a correlacao por HMBC do protdao H11 com C10 comprova a proximidade dos grupos
funcionais imina e amida. Nao se detetou outras correlacoes significativas que ajudassem a provar as

estruturas atribuidas 84c¢,b.

R 7
HN g N_¢ H
8a| \N(s
Tabela 27 - Dados espetroscopicos de ¥3C RMN (100 MHz, DMSQus) N ) “a
dos compostos 84 H)2|\N N9
13 1o
N
12%0
H
R Ne Cl10/C6/C8/C4/C11/ R
Cl12/C4a/C8a
160,6 (C10)
157,3 (CH, C6)
pOH 156,5 (C8) 154,5 (Cp)
m 34b 151,0 (C4) 129,5 (Ci)
o 147,7 (CH, C11) 124,2 (CH, Co)
wans 144,4 (CH, C2) 115,0 (CH, €m)
139,5 (C4a)
127,1 (C8a)
160,6(C10) 159,5 (CH, cm’)
157,1 (CH, C6) .
156.5 (C8) 139,4 (Ci)
O ! 129,4 (CH, €m)
84c Lol ek 114,2 (CH, Co)
o o’ 147,7 (CH, C11) ’ :
e 109,7 (Cp)
I 144,7 (CH, C2)
108,0 (CH, €Co’)
139,9 (Cda) 56,10 (CH3, m-OCH
127,2 (C8a) B GHe, A
p
Lo 84g —_— S
M
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3.2.  Avaliacao Biologica

Para além dos derivados de pirimidina sintetizados neste trabalho foram selecionados 28 compostos

pertencentes a biblioteca de compostos do grupo de investigacao, ja previamente sintetizados [54,55].

Destes, 2 pertencem a classe de percursores 67 e os outros 26 partilham a mesma estrutura base das

4-hidrazonopirimidopirimidinas sintetizadas variando os grupos R e mantendo os padrdes de substituicdo

usados nas series 79 e 80. Com esta selecao (86-92) pretende-se alargar a variedade de grupos R

para a analise SAR (Esqg. 21).

R R
|
HN.__N HN__N
) )
NN Nl 7
|
kN/ N/NHZ kN/ N’NVR1
N H
67u: R= 4-OCF3-CgHy 86-92

67v: R= 3-O(CH,-4-Piridinil)CgHy

86k: R= 4-F-3-CI-CgH3; R'= 3,4-OH-CgH,

86l: R= 4-F-3-CI-CgH3; R'= 3,4,5-OH-CgH,

86m: R= 4-F-3-CI-CgH3; R'= 3-OMe-4-OH-CgH,

86n: R= 4-F-3-CI-CgHg; R'= 3-OH-4-OMe-CgH,4

86p: R= 4-F-3-CI-CgH3; R'= 3,4,5-OMe-CgH,4

86q: R= 4-F-3-CI-CgH3; R'= 3,5-OMe-4-OH-CgHy4

87k: R= 4-CI-3-CF3-CgHg3; R'= 3,4-OH-CgH,4

871: R= 4-CI-3-CF3-CgH3; R'= 3,4,5-OH-CgH,4

87n: R= 4-CI-3-CF3-CgH3; R'= 3-OH-4-OMe-CgH,

87p: R= 4-CI-3-CF3-CgH3; R'= 3,4,5-OMe-CgH,

87q: R= 4-CI-3-CF3-CgH3; R'= 3,5-OMe-4-OH-CgH,
88k: R= 4-OCF3-CgH,; R'= 3,4-OH-CgH,4

88l: R= 4-OCF3-CgHy; R'= 3,4,5-OH-CgH,4

88m: R= 4-OCF3-CgH,; R'= 3-OMe-4-OH-CgH,4

88n: R= 4-OCF3-CgHy4; R'= 3-OH-4-OMe-CgH,4

88p: R= 4-OCF3-CgHy; R'= 3,4,5-OMe-CgH,4

89k: R= 4-(NH-COCH3)CgHy4; R'= 3,4-OH-CgH,4

891: R= 4-(NH-COCH3)CgHy4; R'= 3,4,5-OH-CgH,

90k: R= 3-(NH-COCH3)CgHy4; R'= 3,4-OH-CgH,4

91k: R= 3-(NH-COPh)CgHy4; R'= 3,4-OH-C4H,4

911: R= 3-(NH-COPh)CgHy4; R'= 3,4,5-OH-CgHy4

92k: R= 3-O(CHy-4-Piridinil)CgH4; R'= 3,4-OH-CgHy4
92I: R= 3-O(CH,-4-Piridinil)CgH,; R'= 3,4,5-OH-CgH,4
92n: R= 3-O(CH,-4-Piridinil)CgH,; R'= 3-OMe-4-OH-CgH,4
92p: R= 3-O(CH,-4-Piridinil)CgH,; R'= 3,4,5-OMe-CgH,4
92q: R= 3-O(CH,-4-Piridinil)CgH,; R'= 3,5-OMe-4-OH-CgH,4

Esquema 21 - Compostos sintetizados pelo grupo de investigacdo selecionados para avaliacdo da
atividade antiparasitaria
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3.2.1. Avaliacao biolégica em formas promastigotas de L. infantum, T. bruceie macrofagos da linha

celular THP1

A avaliacao /n vitro da atividade antiparasitaria foi levada a cabo por um método ja reportado e
recentemente otimizado pelo grupo de investigacao [63,64]. Trata-se de um ensaio no qual se usa uma
solucéo de resazurina apds o término do periodo de incubacédo para detetar a viabilidade mitocondrial
dos parasitas. Este derivado (azul e pouco fluorescente) quando metabolizado pela mitocondria de
parasitas metabolicamente ativos é convertido em resorufina, um derivado com coloracéo rosa altamente
fluorescente. A quantificacdo da fluorescéncia deste Ultimo permite calcular a percentagem de inibicdo
por comparacdo com controlos ndo tratados. Quanto mais rosa, maior a viabilidade celular, quanto mais
azul, maior a inibicdo do crescimento celular (Fig 19).

o®

' N

N A
CEL jooe
HO 0 o NADHIH"NAD’IH,O 0 07 " on
Resazurin \: Resorufin

v

fluorescence Viable cell

- Viabilidade parasitaria +

Figura 19 - Esquema de metabolizacéo celular da resazurina a resorufina e respetivo ensaio

biologico “Resazurin assay”

Em relacdo a citotoxicidade, esta foi avaliada usando outro método [45,63,64]. Este também avalia
a viabilidade mitocondrial, contudo o substrato usado e consequente método de revelacao diferem do
ensaio com resazurina. Neste método é usado MTT (amarelo) que, quando é reduzido pela mitocondria,
da origem ao derivado “formazan” que cristaliza dentro do poco. Este quando é solubilizado em
isopropanol da origem a uma solucao arroxeada. A absorcao da radiacao UV-Vis desta segunda espécie

pode ser quantificada sendo possivel calcular a percentagem de inibicao. Quando mais arroxeado maior
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a viabilidade celular, quanto menos arroxeado maior a inibicdo/morte celular (Fig 20).

‘(/LIN \_%N
S"{ Mitochondrial reductase 5§

N-N S
@N, k - HN-N
> \
N 1: ! N.
Br- Q N)\©
3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl- (E,Z)-5-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-1,3-diphenyl-formazan
2H-tetrazolium bromide (MTT) (formazan)

- Viabilidade celular +

Figura 20 - Esquema de metabolizacao celular do MTT a formazan e respetivo ensaio biolégico

3.2.1.1. 1% Selecdo

No 1° rastreio foram usados 44 compostos para avaliacdo da atividade antiparasitaria em
promastigotas de L. infantum, e formas sanguineas de 7. brucei e citotoxicidade em macréfagos da linha
celular THP1. Destes 44 derivados de pirimidopirimidina, 28 ja se encontravam sintetizados pelo grupo
de investigacao (67u,v e 86-92) e foram selecionados por apresentarem semelhanca estrutural com o
“hit". Os restantes 16 compostos (79-80) foram sintetizados com a espectativa de serem mais
hidrossollveis do que os compostos anteriores. Nesta série encontramos compostos com diferentes
grupos substituintes, onde tentaremos analisar o efeito do volume, planaridade, hidrofobicidade e grupo
funcional presente na atividade. Abaixo apresentam-se os resultados compilados sob forma de tabela
(Tab 28).

A determinacdo da toxicidade dos derivados de pirimidopirimidina foi levada a cabo, testando,
inicialmente, todos os compostos em macrofagos de linhas celulares THP1 a 10 uM. Os compostos que
ndo se mostraram tdxicos (% inibicdo < 20) foram entao testados a 100 uM (maxima concentracao
permitida pela solucdo stock). Se a 100 uM, fosse observada toxicidade, os compostos eram testados a
concentracdes sucessivamente menores (50 uM, 25 uM) de forma a obter-se uma gama para CCsp. As

gamas de CCsp encontram-se indicadas na tabela 28 e foram usadas para o calculo do indice do SI.
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Tabela 28 - Dados de atividade biolégica da 1* serie de derivados de pirimidopirimidina em
L. infantum (promastigotas), T. brucei e macréfagos da linha celular THP1 (12 selecao).
Dados representados sao originarios de um minimo de 3 ensaios independentes. Os valores de
ICs0 apresentados representam a extrapolacao feita a partir da curva média obtida com todos

0s dados experimentais.

R R
HN_ _N HN_ _N
) )
NT N
m/ NH m/ N~ _R
NN 2 NN XA
H H

67 79-80 e 86-92
R R Ne Leishmania infantum pro. Trypanosoma brucei THP1
%lnibicdo?®  ICso (95%)° K ICoo  ICs0 (95%)° S CCso
OH
@[ 86k | N.a. — — 0,97 (0%7_50963) 169>S1>85 100>CC50>50
B OH o
OH
OH 0,38
86l N.a. — — 0,56 0501 65>S1>26 25>CC50>10
F - OH
cl OH 2218 10,344 10>SI>5
86m | Na. — — 100>CC50>50
= o~ 0.37 0,26 392>81>196
RARY ! (0,25-0,26)
O\
1
@[ 86n Na. _ _ 14.96 (55213 L 458152 25>CC50>10
/LLLL OH i y
O/
o 8,72
@ ~ 86p N.a. - - 1689 >7¢ - N.d.
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OH 5,83
@: 86q N.a. - - 13,34 6oLea >17 >100
-~ O/

OH
2@ 87k | Na. _ _ 0,61 (02;:58 ) 57>31>23 25>CC50>10

OH 2,76
@: 871 | Na. = — 303 oo 9>S1>4 25>CC50>10
2N o

Cl 0
CF3 h 1,44
@ 87n | Na. _ _ 70 LA _ N.d.
2
87p  Na. _ _ 1,81 1,76 14>S1>6 25>CC50>10
! (1,75-1,77)
879 Na. _ — 13.50 5,63 5>51>2 25>CC50>10
! (5,23-6,06)
67u Na. _ —_ 0.23 0,18 139>S1>55 25>CC50>10
! (0,18-0,19)
OCF
’ 88k | 52:13 14,88 55911 | 0,40 0,35 7255129 25>CC50>10
/‘171 OH - (12,53-18,37) ! (0,34-0,35)

T OH 0,16
@E 88l N.a. — — 0,34 T 159>SI>64 25>CC50>10
- OH
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88m
& o~

8,75

0,18

50 + 8 oo 381028 oo 136>SI>54 25>CC50>10
O\
2,54 0,26
}LLQ:OH 88n | 60+ 14 oary  10>SP>4 039 LB 97>S1>39 25>CC50>10
o/
¢} 0,39 64>S1>26
@[ ~ 88p N.a. — — 0,66 ossots 25>CC50>10
P i o~
o) OH
9,64
i L }&QOH 89k  Na. - - 17,16 0% >10 >100
OH
OH
@E 89l N.a. — — N.a. N.a. - 100>CC50>50
o - OH
H
N\’( OH
5,24
©/ 1 EO: 90k N.a. — — 1,71 > >19 >100
he - OH
|
OH
} @ 91k | Na. _ — 1,33 (0%3_91%6) >101 >100
N %y OH o
OH
() O OH
15,40
N 91l N.a. — _ 4587 o >7 >100
HNAon
-67v 5342 3,13 >32 1,24 0,94 >107 >100

(2,67-3,61)

(0,86-1,02)
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92k Na. 175 1,73¢ >58 >100
OH
OH 388
@: 921 | Na. 836 e >26 >100
X OH
= b OH
Ou"Xx @ 92n N.a. N.a. N.a. — N.d.
2 o~
s o~
|
@EO\ 92p Na. N.a. N.a. — N.d.
P i o~
O/
@OH 92q Na. 37,24 (23:;}1178) >29 >100
5 o~
OH
©/ 79 | Na 21,15 018 16>S1>8 100>CC50>50
/‘13?_ U ! (5,75-6,68)
OH
79k | Na 5.67 2,29 20>51>4 50>CC50>25
O~ OH | 5 OH h , 24
SRSl
e @[OH 791 | Na 14,5 3,26 31581515 100>CC50>50
o ! (2,70-3,92)
s OH
OH
@[ 79m  Na. sa87 1340 4>81>1 50>CC50>25
P o~

(11,72-16,44)
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6,57

(7,69-9,97)

79n | Na. 1867 557 15>S1>8 100>CC50>50
O 272
5 > 79 @ Na. 817 a2 >37 >100
O/
o 6,12
E@( ~ 79 | Na. 1759 2l2 16>S1>8 100>CC50>50
O/
OH 6.06
a@ 79q  Na. 1807 o0 17>S1>4 100>CC50>50
o 12,94
}1@ 80j N.a. 8832  l291 8>51>3 100>CC50>50
OH
@ 80k | N.a. 207 1,90 26>31>5 50>CC50>25
/l?lf_ OH (1,88-1,92)
OH
AN OH 6,95
o) OH z@[ 80l N.a. 2052 7% >14 >100
- OH
OH
h 376
, 80m | Na. 922 376 27>81>14 100>CC50>50
P o~
o~ 2 60
80n | Na. 873 ) 38>31>19 100>CC50>50
/LLLL OH (2,34-2,89)
o\
800  Na. 25 54 8,59 12>S1>6 100>CC50>50
& o~
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O
o 3.32
@[ ~ 80p | Na _ _ 3768 33 >30 >100
SN
O/
OH 80q | Na. _ _ o551 12,39 9>SI>4 100>CC50>50
(9,11-20,96)
5 o~
: - ¢ 11,88 3 B 3 \
Miltefosina 97 +3 1036.13.52) 2,5 30
Pentamidina® = = = = = >5000* <10*

Todos os dados de ICso e CCso encontram-se em pM; Na - Ndo ativo na concentracdo testada (Inibicdo < 20%); N.d. - Nao determinado (insoluvel); a)
%inibicao a 10 uM b) Intervalo de confianca 95% (uM) para a curva média de todos os ensaios independentes; €) O calculo de Sl foi levado a acabo pela
formula SI = CCso (THP1)/ ICso (parasita); d) Dados obtidos partir de um unico ensaio; €) Farmaco de referéncia para L. infantum *(dados fornecidos pelo

grupo de investigacado [63]); f) %Inibicdo a 12,5 uM; g) Farmaco de referéncia para 7. brucei *(dados fornecidos pelo grupo de investigacao [63]); Células
a laranja indicam compostos que nao foram testados no parasita indicado
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3.2.1.1.1. Atividade antileishmanial: Estudos de relacado estrutura-atividade

De entre todos os compostos testados, em formas promastigotas de L. /nfantum, a uma
concentracdo inicial de 10 uM, somente 4 compostos mostraram uma % de inibicao /n vitro superior a
50. Destes 4 compostos, 3 pertencem a familia de derivados com o grupo R= 4-(CF30)CeH4, compostos
88k, 88m e 88n. A analise da atividade da série completa com este grupo R, mostra que nenhum
composto com um anel aromatico R* tri-substiuido apresenta atividade e todos os que apresentam dois

substituintes tem atividade.

A presenca de um metoxilo em R parece aumentar drasticamente a atividade de acordo com os
resultados obtidos para os compostos 88k, 88m e 88n. A posicdo do grupo metoxilo em R também
afeta a poténcia dos compostos uma vez que para os compostos 88ne 88mo ICsp é 2,54 uM e 8,75

1M, respetivamente (Tab. 28).

O composto 67v que apresenta R= 3-(4'-piridinil-CH20)CeH4 também apresenta atividade. Este
composto é o precursor dos restantes compostos da série (compostos 92k-q) e nenhum deles mostrou
atividade. Estes resultados mostram claramente que a atividade depende dos grupos R e R A auséncia
de atividade para a maioria dos compostos pode estar relacionada com o tamanho total da molécula, ou

seja pode haver um problema de volume.

Esta hipotese foi levantada considerando que o composto 67v tem atividade, ao contrario dos
compostos 92k-q e ainda, a auséncia de atividade de todos os compostos que apresentavam grupos
volumosos em R (89k - 911, 79j - 80q). Deve ser salientado que o grupo R parece ser crucial para a
atividade, uma vez que, apenas os derivados 88k, 88m e 88n com R= 4-(CF30)CeH4 apresentaram

atividade relevante.

A analise da tabela 28 e do grafico 1 permite verificar que as sériesem que R é um grupo hidrofobico
(X= OCF3, X= 4-CI-3-CF3 € X= 4-F-3Cl) os compostos 67u, 861, 86n ¢ 87k-88p, apresentam elevada
toxicidade com €CCsp entre 10 — 25 uM. Nestas séries sdo excecdo os compostos 86k, 86m e 86q

que, nos 2 primeiros, apresentam CCsp entre 100 - 50 uM e no caso de 864 superiora 100 uM.

Nas séries em que X= 3-0O(CH2)30H, X= 4-0(CH2)30H, compostos 79j — 80q, o0 CCsp encontra-se
entre 100 - 50 uM para a maioria dos compostos, destacando-se os derivados 80l e 80q com CCsg

superior a 100 puM. Apenas os derivados que possuem R1= 3,4-(H0)2CsH3 (79k e 80k) e 0 composto

131



79m, apresentam CCso mais baixos.

Finalmente, as séries em que X= 3-O(CH2(4'-piridinil)) e NHCOR?, compostos 89k - 92q,

apresentam todos valores de CCso maioresa 100 uM a excecéo do derivado 89l.

Citotoxicidade da 12 serie de derivados de pirimidopirimidina em THP1

Q
Y b(O\z\ OQQ o @,b(o
L
A A @QQ
NS S QYo G S S S NS X
»
4-F-3-Cl
3-C J R
4-CI-3-CF,4 oL N
4-OCF | \j R’
) 3 ~N
(L O
4-NH-COMe _ N o T
NZ SN
X 3-NH-COMe CCsg (uM) H
;i,NHz
3-NH-COPh >100 67
o 50-100
3-O(CH,(4'-Piridinil))
25-50
3-O(CH,),0H
(CHy)3 10-25

4'O(CH2)3OH N.d.

Grafico 1 - Analise da relacado entre as gamas de CCso (THP1) da 1° serie de derivados de
pirimidopirimidina e os seus grupos substituintes R e R™.

Tendo em consideracao a poténcia dos compostos e a sua toxicidade, considerou-se que 0S novos
derivados a sintetizar deveriam possuir grupos R hidrofobicos e pequenos. Para grupos R foram
selecionados R1= 3,4-(H0)2CeHs; 3,4,5-(H0)3CeH2 e 3,4-(Me0)2CeH3 por serem os que conduziam a

compostos menos toxicos.

Uma vez que os compostos em estudo sao quase simétricos, considerou-se ainda a hipotese de os
compostos poderem estar a ligar-se ao alvo de formainvertida e por isso foi também planeada a sintese

de derivados com grupos R hidrofilicos e grupos R* hidrofébicos.

3.2.1.1.2. Atividade antitripanosomial: Estudos de relacéo estrutura-atividade

Dos 44 compostos testados (Tab 28) a uma concentracéo inicial de 10 uM somente 3 compostos

nao inibiram mais de 50% do crescimento parasitario /n vifro. Dos 41 compostos ativos, 16 apresentaram
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valores de 1Cso compreendidos entre 16 - 5 uM, 25 mostraram um 1Cs0< 5 puM e, desses 25, 11

apresentaram 1C50< 1 pM.

Atividade da 12 serie de derivados de

X Pirimidopirimidina em T. brucei
b
4-F3cl P
I -
e
—
4-CI-3-CF, i X
— |
I ¢ R
HN N
) ?
- 3 N ~-N 2N
[ ~ '-;.N\ S vy
N
4-NH-COMe I —— NH
oeNF2
3.NH-COMe I .
3-NH-COPh e E—
Y
- 67
3-O(CHy(Piridin-4-il)) __- . : g-flgH
e o
W= 3,4,5-OH
I BE 3.-0Me-4-OH
D ¥ 3-OH-4-OMe
e -
3-0(CHZ)50H I - = 34-0Me
[ | -
— 3,4,5-OMe
———  §? B 3,5-OMe-4-OH
I
I
—
e
=
4-0(CHz);0H e
I
——
0.0 05 1 2 3 4 5 10 15 20
ICs0 (1M)

Grafico 2 - Atividade bioldgica (ICso em 7. brucel) da 12 serie de derivados de pirimidopirimidina em
funcdo dos grupos substituintes Y e X em R* e R, respetivamente.

O grafico 2 apresenta a relacao entre os valores de 1Csp e 0s grupos substituintes X e Y. A primeira
observacdo a destacar é a poténcia dos derivados com X= 4-OCFs, compostos 67u, 88k-p. Dentro

desta familia todos os compostos apresentaram 1Cs50< 0,5 UM sendo os derivados 67u e 88l 0s mais
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ativos com ICs50= 0,18 uM e ICs0= 0,16 uM, respetivamente (Tab 28).

Compostos em que R possui 2 grupos substituintes hidrofobicos em posicao 3 e 4, compostos 86k
- 874, também mostraram atividade muito elevada com valores de 1Csg entre 0,26 — 8,72 uM. Grupos
mais volumosos na posicao 3, compostos 87k-q, parecem favorecer a atividade, uma vez que, a maioria
dos compostos com o grupo mais volumoso (CF3) em meta foram mais ativos que os correspondentes
derivados com o grupo Cl. Dos compostos substituidos em 3 e 4 destaca-se o derivado 86m (R!= 3-
OMe-4-OH-CeHs) com ICsoda mesma ordem de grandeza dos derivados OCF3 (ICso= 0,26 puM). Ha
ainda a salientar que este composto se mostrou bifasico apresentando um segundo valor de ICsp a
10,34 uM (Tab 28). Este comportamento foi identificado apenas neste composto e serao necessarios
mais estudos para perceber a que se deve. Em conjunto, estes resultados parecem indicar que grupos

hidrofébicos favorecem a atividade.

A andlise dos resultados tabelados para os derivados com R= (NHCOR?CsHs (X= NHCOMe e
NHCOPh), compostos 89k — 911, permite verificar que o grupo substituinte X em metaleva a compostos

mais ativos, composto 90k (ICso= 5,24 uM) mais ativo do que 89k (ICs0= 9,64 uM).

Além disso, acrescenta-se que grupos R planares, como X= NHCOPh, parecem ser mais favoraveis
para a atividade, do que grupos nao planares (X= NHCOMe), uma vez que o composto 91k se mostrou

mais ativo (ICGs0= 0,99 uM) que 90k.

A analise dos resultados para os derivados R= (OR?)CeH3z (X= 3-O(CH2)30H, 4-O(CH2)30H e 3-
O(CHz(4'-piridinil)), compostos 67v - 92q e 791 — 80q, mostra que ndo é clara qual a posicdo mais
favoravel para uma maior atividade. Nestes casos o grupo R! parece condicionar a poténcia dos
compostos. Quando se compara a atividade dos derivados X= 3-O(CH2)30H, compostos 79j - 79q,
com os derivados X= 3-O(CH2(piridin-4-il)), compostos 67v - 924, estes ultimos sao tendencialmente

mais ativos, sugerindo que grupos mais planos aumentam a atividade.

Nas 3 séries (X= 3-O(CHz(4'-piridinil)), X= 3-O(CH2)30H, X= 4-0(CH2)30H) compostos 67v - 92q
e 79j - 80q, o composto mais ativo é o derivado ndo substituido, composto 67v, sugerindo que pode
haver um problema com o volume do grupo R. Em conjunto, ha resultados em que grupos mais
volumosos parecem favorecer a atividade (compostos 8 7k—q em comparacao com 86k-q) e outrosem
que grupos grandes parecem fazer diminuir a atividade (compostos 92k-¢q em comparacao com 67v).

Estas observacdes parecem sugerir que pode haver outros fatores responsaveis pelos resultados
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observados.

A observacao do grafico 2 permite ainda verificar que, o padrao de substituicao Y mais favoravel a
atividade antitripanossomial € a hidroxilacao nas posicbes mefa e para do anel aromatico. A mancha
grafica correspondente ao padrao de substituicdo Y= 3,4-OH mostra que a maioria dos derivados com

esse padrao de substituicdo sdo os mais ativos da sua respetiva familia.

Em suma, apesar dos derivados em que R= 4-(CF30)CsH3s, compostos 67u a 88p, serem os mais
potentes, eles apresentam também uma toxicidade consideravel (CCsp entre 10 — 25 uM) (Tab 28 e
grafico 2). Como excecdo temos os compostos 67u e 88l que apresentam indices de seletividade
respetivamente 139> SI >55 e 118> SI >47 (Tab. 28). Outros compostos que apresentaram indices de
seletividade elevados foram os compostos 86k, m, com R=4-F-3-CICsHz (169> SI >85 e 392> Sl >196),
91k, com R= 3-(NHCOPh)CeHa4 (SI > 101), 67v e 92k com R= 3-((4-Piridini)CH20)CeH4 (SI > 107;
Sl > 58).

Uma vez que moléculas mais pequenas, planares e a presenca do anel de piridina em R parecem
favorecer a atividade e a seletividade dos compostos, considerou-se sintetizar novos derivados de
pequeno tamanho. Os novos derivados manteriam o nucleo heterociclico e como substituintes em R uma
piridina ou fenil-3-nicotinamida combinadas com R'= 3,4-(H0)2(CeH3) e R'= 3,4,5-(H0)3(CeHz2), grupos

R! que se mostraram mais ativos e menos toxicos.

3.2.1.2. 2% selecéo

Apds analise dos resultados de atividade biolégica obtidos na 1?2 selecdo sintetizaram-se 33 novos
derivados de pirimidopirimidinas 69-82. Para gerar compostos com atividade contra L. infanfum, a
estratégia de sintese foi a incorporacao de grupos pequenos hidrofdbicos nos substituintes R e/ou R*
combinados com grupos hidrofilicos no outro substituinte R e/ou R

Os novos derivados a serem testados em 7. brucei foram desenhados para testar as hipoteses
levantadas apos a 1? selecao, e contemplam a sintese de novos compostos com R= piridinil ou R= 3-
R?(CeHa) em que R? € um grupo planar (NHCO-piridinil) combinados com os grupos 3,4-(HO)2CeH3 e
3,4,5-(H0)3CsH2 em R ou 3-F-CeHa, 3-FCsHa e 3-BrCsHa. A metodologia de avaliacdo bioldgica foi a
mesma que usamos na 1?2 selecdo, mas, uma vez que nenhum dos compostos (17 selecédo) foi toxico a
10 uM em macrdéfagos, neste rastreio a SD (“single dose”) para o ensaio da citotoxicidade iniciou-se a

100 uM. Abaixo apresentam-se os resultados do 27 selecao compilados sob forma de tabela (Tab 29).
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R R
Tabela 29 - Atividade biologica da 2 serie de derivados de pirimidopirimidina em L. infantum FIN N\W FN N\j
(promastigotas), T. brucei e macréfagos da linha celular THP1 (2° Selecdo). Dados | _N | _N
representados sdo originarios de um minimo de 3 ensaios independentes. Os valores de ICso '\i '\i
apresentados representam a extrapolacao feita a partir da curva média obtida com todos os N/ N’NH2 N/ N’NQ/R1
dados experimentais. H H
67 69-82
R R Ne Leishmania infantum pro. Trypanosoma brucei THP1
%Inibicdo?  1Cso (95%)° K %lnibicdo? 1Cso (95%)P Sle CCso
ﬁ%_@\ 69d N.a. — - N.a. - — >100
& F
: 69f N.a. — — N.a. — — >100
% cl
E@ 69h N.a. - - N.a. - — >100
R N - Br
- o 15,26
i 5 on 69k N.a. — - 49 + 4 12,58 18.72) >7 >100
OH
OH
@ 69l N.a. — — N.a. - - >100
2o
o~ 13,31
» _ 690 N.a. - - 53+7 ’ >8 >100
- 0]

(11,30-16,13)
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(1,35-1,54)

OH
0,73 >100
}LLQEOH 70k | 98 +0,1 08bom >131
B OH
OH 0,39 100
‘g@ 701 | 98+0,1 050 >254
s - OH
O\
‘a@ 700 | 98+ 072 (02’13329) >144 >50
< (@)
OH o
0, >100
}z@m 72k | 98:0.1 s >101
~
o OH
OH 0,20 100
‘g@ 721 | 94+04 ko >502
- OH
O~ 1,93
) >100
}1@0/ 720 | 98:0,1 s >52
OH
73k | 94104 1,67 60>S1>30 100>CCs0>50
/'7?1 OH (1,47-1,88)
o OH .
H 0,45 >100
©/ ‘z@ 731 | 95:04 0 >221
o g OH
O\
1@[ 730 | 98+ 0.1 1,44 70>S1>35 100>CCs0>50
~
< O
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740 | Na. - = >100
3
75a | 26:4 - - >100
L)
AN
78 Na - - >100
©/O\/\OH g >100
75c¢ N.a. — -
NN
T
%L@ 75f | 99+01 OOl 156>51>78 100>CCs0>50
s cl 630
. 3,23
, >100
EO 75¢ | s6:1 323 >31
9,18 >100
/““LL@ 76a 51:3 918 >11
AN
— — >100
W 78 2545
OV\
) “ 1 76| Na - - >100
L 2NN 2.
i
EQ 76f | 9902  L9O 53>51>26 100>CCs0>50
r’e Cl ’ 1
i
EO/ 76g | 96:01 239 21>S>10 50>CCs0>25

(2,26-2,76)
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©/O\/\/OH fEN | 79b N.a. - - - - - >100
=
Wr“ s L 79 | Na -~ ~ ~ -~ - >100
- 67s _ _ _ 58 + 2 10,76 >9 >100
(9,34-15,48)
_ OH
BN @ 81k - - -~ N.a. - - >100
> OH
o) OH
OH
81l _ _ _ N.a. — - >100
OH
- 67t _ _ _ 63«4 6,02 >17 >100
(5,33-6,91)
Nl @[ 82k | — - - N.a. - - >100
35 Ao
0 OH
OH
@ 82l — — — N.a. - - >100
. OH
. g 11,88 .
Miltefosina 97 +3¢€ 1036.13.52) 2,5 — — — 30
Pentamidina’ — — — — — >5000* <10*

Todos os dados de ICsp e CCso encontram-se em uM; Na - Nao ativo na concentracao testada (Inibicao < 20%); N.d. - Nao determinado (insoltuvel); Células
a laranja indicam que o composto nao foi testado no parasita indicado; a) %inibicdo a 10 uM b) Intervalo de confianca 95% (uM) para a curva média de
todos os ensaios independentes; ¢) O calculo de Sl foi levado a acabo pela férmula SI = CCso (THP1)/ ICso (parasita); d) Farmaco de referéncia para L
infantum *(dados fornecidos pelo grupo de investigacao [63]); e) %Inibicdo a 12,5 uM; f) Farmaco de referéncia para 7. brucei *(dados fornecidos pelo

grupo de investigacao [63]);
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A analise da tabela 29 e do grafico 3, permite verificar que, dos 34 compostos testados, a 100 uM
em THPI1, 27 compostos mostraram ter um CCsp superior a 100 uM enquanto que os restantes
apresentaram CCsp entre 25 — 100 uM. Realca-se o facto que todos os compostos com R= 3-Piridinil
ou RY= 3-Piridinil; 4-Piridinil: 3,4,5-(H0)3CsH2 apresentaram CCsq superior a 100 uM. O derivado 700
apresentou problemas de solubilidade pelo que s6 foi possivel ser testado a 50 uM. A esta concentracao
o composto ndo foi téxico e por isso se inferiu um €CCsp> 50 UM.

Estes resultados mostram que a citotoxicidade dos novos derivados em macrofagos da linha celular
THP1 é reduzida. Destacam-se os grupos 3,4,5-(H0)3CeHz2 e piridinil como aqueles que geraram os

compostos menos citotoxicos.

Citotoxicidade da 22 serie de derivados de pirimidopirimidina em THP1

NN
R (8 (S
R! R P 3 A
& o RxF R X S OV O
¢® \Q\;‘\ \Qogéogéoi‘obv@O\v%@v\ ©
AN IR ARV Al ool A S SR S R
3-Piridinil !
HN N
4-F-CgH, | \j
~N
4-(MeO)CgH, N
1
3-(MeO)CgH, ”\ Z NS _R

3-(HO)CgH,
3-(HO(CH,),0)CgH,

>100 67
3-(morfolinil-N(CH5),0)CgH,4 50-100
3-(HO(CH2)30)CgHy 25-50
3-(nicotinamida)CgH,4 10-25
3-(isonicotinamida)CgH, N.d.

Grafico 3- Anadlise da relacdo entre as gamas de CCso (THP1) da 2° serie de derivados de
pirimidopirimidina e dos diferentes grupos substituintes R e R™.

3.2.1.2.1. Atividade antileishmanial: Estudos de relacao estrutura-atividade

De entre os 28 compostos testados, em promastigotas de /. /nfantum, a uma concentracao inicial
de 10 uM, 14 mostraram-se significativamente ativos (ICGso < 10 uM). Destes 14, 6 apresentaram 1Csp

avariarentre 5uM - 1 uM , e 7 mostraram-se muito ativos com ICsp <1 uM (Tab 29 grafico 4).
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Atividade da 22 serie de derivados de
Pirimidopirimidina em promastigotas L. infantum

Ph

3-CICgH,
4-CICgH,
3,4(HO),CqHs
3,4,5(H0)3CgH,
3,4(Me0),CgHs

3-O(CH,),0H

iIfinna=

3-O((CH,),N-morfolinil)

0.0 0.5 1.0 2 3 4 5 10
ICs0 (UM)

Grafico 4- Atividade biologica (ICso em L. infanfum) dos compostos em funcdo dos grupos
substituintes Rt e R

A analise do gréafico 4 e da tabela 29 mostra claramente a poténcia da serie com X= 4-F, na
qual se destacam os derivados 701 e 700 com ICsp de 0,39 e 0,35 uM, respetivamente. Realca-se

ainda 721 (X= 4-OMe) como o0 composto mais potente até ao momento, apresentando 1Cso de 0,20 uM.

Destaca-se ainda (grafico 4), que a incorporacdo do grupo R= 3-CICeHa nas duas séries X= 3-
O(CH2)20H; 3-0((CHz)2morfolinil) mostrou-se extremamente favoravel a atividade leishmanicida dado
que os compostos 75f e 76f foram os mais ativos da sua série, ICsp de 0,64 e 1,90 UM, respetivamente.
Por ultimo, realca-se o efeito negativo do anel piridina, uma vez que nenhum composto com esse

heterociclo como grupo R ou Rt mostrou atividade.

Os resultados obtidos neste segundo rastreio permitem também verificar que compostos com dois
grupos volumosos R e R* podem ter atividade elevada contra as formas promastigotas de L. infantum,
75f,ge 76f,g (3,23 > ICs0 > 0,64 uM). Estes resultados permitem assim anular a hipdtese que se

levantou apds analise da 17 selecao de que compostos com dois grupos volumosos nao teriam atividade.

Os novos resultados mostram ainda que, todos compostos que combinam um dos grupos R ou R?
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hidrofilico com um grupo R ou R hidrofébico, geram compostos ativos (70k-0, 72k-o0, 73k-o0, 75f-g,
76a, 76f-g). Estes resultados parecem sugerir que a combinacdo de um grupo hidrofilico com um
hidrofébico, na estrutura base pode levar a compostos ativos. O grupo hidrofilico/hidrofobico podera ser
quer R quer RY. Para testar esta hipdtese, propde-se a sintese e avaliacio bioldgica de novos derivados
acolhendo grupos R e R? hidrofobico/hidrofébico, hidrofilico/hidrofobico e vice-versa. Uma vez que os
compostos sdo quase simétricos propde-se ainda a sintese de alguns derivados em que se trocam as

posicdes dos grupos R e R2.

3.2.1.2.2. Atividade antitripanosomial: Estudos de relacao estrutura-atividade

Dos 12 compostos testadosem 7. brucei (Tab. 29) a uma concentracao inicial de 10 uM, 4 compostos
mostraram-se ativos. Foram estes os derivados 69k e 690 com R= 3-Piridinil e os compostos 67s e
67t. Destes compostos, o derivado 67t mostrou ICso inferiora 10 uM. Destaca-se o facto de a posicéo
do nitrogénio da piridina ser importante para a atividade, uma vez que o derivado 67t (ICs0= 6,02 uM)
& mais ativo que 67s (ICso= 10,76 uM). Deve ainda ser salientado que também em 7. bruceia existéncia
de uma unidade piridinil no grupo R (69d-0, 81k,le 82k,I) leva a compostos com atividade menor do

que derivados com um grupo fenilo (91k, 1% selecdo, Tab 28).

Em conjunto, apesar dos compostos testados apresentarem baixa citotoxicidade, as modificacdes nos
grupos R e R foram geralmente desfavoraveis para atividade em 7. brucei. Os resultados mostram que
a presenca de um anel de piridina ou um grupo 3(NHCO-piridinil)CeH4 como R leva a compostos inativos
ou pouco ativos. Uma vez que os compostos em que R= (3-NHCOPh)CeHs foram ativos e os que
possuiam a unidade R= 3(NHCO-piridinil)CeHa foram inativos ou pouco ativos pode levantar-se a hipdtese
de que a presenca de um anel de piridina em R é a responsavel pela perda de atividade. Esta hipotese

parece ser reforcada pelos resultados obtidos com os derivados em que R= 3-piridinil.

A hipotese levantada anteriormente acerca da atividade estar a ser condicionada por grupos
volumosos (R) ndo pode ser confirmada com seguranca com os resultados obtidos com os compostos
agora testados, uma vez que, todos eles possuem um anel de piridina em R, contudo, o facto dos
derivados mais ativos serem os compostos 67, compostos de menor tamanho, parece ser um bom

indicador de que grupos grandes como R podem causar problemas estéreos.
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Uma vez que no 1° rastreio se identificaram 12 compostos com SI>30, e destes, 3 com S| >100,
deu-se por concluido o estudo de design e avaliacao biolégica de novos derivados antitripanosomiais até
ao momento. Esta decisdo deve-se ao interesse preferencial de desenvolver e otimizar novas moléculas

com atividade antiparasitaria contra parasitas Leishmaniarelativamentea 7. brucer.

Em suma, apos screening de 56 novos compostos, podemos inferir que os compostos 67 parecem
ser os mais ativos em 7. brucei. O grupo hidrazina provou ser favoravel a atividade antiparasitaria.
Quando em vez desta, se introduz uma hidrazona arilica verificou-se geralmente perda de poténcia dentro
das series sintetizadas. Contudo, é de acentuar que a introducéo de hidroxilos no fenilo de R gerou
compostos tao ativos como os seus precursores. Tendo em atencao este resultado, futuramente, poder-
se-30 desenhar novos derivados para a fim de diminuir a toxicidade, manter a poténcia e

consequentemente aumentar o Sl. Deixa-se em aberto esta hipotese para um trabalho futuro.

3.2.1.3. 3% Selecéo

De acordo com as informacoes obtidas na 22 selecao sintetizou-se, exclusivamente para L. /nfantum,
uma 32 serie de 18 novas pirimidopirimidinas. Como foi referido, adotou-se uma estratégia de emparelhar
em R e R? grupos hidrofébico/hidrofobico, hidrofilico/hidrofébico e vice-versa. Além disso deu-se grande
enfase a colocacao de halogéneos nos anéis aromaticos, uma vez que anteriormente 0s compostos com
Cl se mostraram muito ativos. Sintetizou-se ainda, 2 compostos com padrdes de substituicio R e R*
opostos (70f e 71e) para determinar a importancia do distanciamento dos grupos substituintes ao

heterociclo.

Usou-se a mesma metodologia de avaliacdo bioldgica da 2% selecdo, na qual, para o ensaio da
citotoxicidade se iniciou a SD (“single dose”) a 100 uM. Abaixo apresentam-se os resultados compilados

na tabela 30.
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R R
- s cnvi , HN_ N HN. N
Tabela 30 - Dados de atividade biologica da 3% serie de derivados de pirimidopirimidina \j \j
em L. infantum (promastigotas) e macrofagos da linha celular THP1 (3° screeening). | _N \ | _N
Dados representados sdo originarios de um minimo de 3 ensaios independentes. Os le NH m P No R
valores de ICso apresentados representam a extrapolacao feita a partir da curva média NT N2 NN XA
obtida com todos os dados experimentais. H H
67 70-78
R RL Ne Leishmania infantum pro. THP1
%Inibicao? ICs0 (95%)° SI¢ CCso
F
0,70
jk©\0| 70f 99 +1 065076 36>SI>14 25>CCs0>10
T 67e N.a. — — 25>CCs0>10
E@ 71a N.a. - — 50>CCs0>25
2\
10,25
o SN l 71b 43 +7 650 157 >10 >100
=z
AN L 7lc N.a. - - 100>CCs0>50
Jvl\N e
EQ 71d 98 + 2 383 7>51>3 25>CCs0>10
7 F YJETT
F
E@ 71e 99 + 1 i 6>S1>3 25>CC50>10

144



L,

(2,95-3,41)

71f N.a. — - 25>CCs0>10
Cl
©/ 71g Na. - = 25>CC50>10
>
@ 71h N.a. - - 25>CC50>10
/L)lt Br
OH
@ 71] N.a. - - >100
= OH
OH
@EOH 71k N.a. — —~ 25>CCs0>10
- OH
O\
@[ 710 N.a. — — 25>CCs0>10
S o~
18,24 >25
/EQF 75d 53+ 4 18,24 1>51>0,5 50>CCs0
oL~
on ©\ 75h N.a. _ _ 50>CCs0>25
}7- Br
I Br
@ 75i 99+ 1 15 8>51>3 25>CC50>10
* s
O\/\
N
©/ O %Q 77% 99 + 1 3,17 16>S1>8 50>CCs0>25
- Cl
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Shae
3,92
NG K/NYO }1©\Cl 78f 99 +1 545439 26>S[>12 100>CCs0>50
' OEt
: s od 11,88 *
Miltefosina 97 +3°¢ R 2,5 30

Todos os dados de ICso e CCso encontram-se em uM; Na - Nao ativo na concentracédo testada (Inibicdo < 20%); N.d. - Nao determinado (insoluvel); a)
%inibicao a 10 uM b) Intervalo de confianca 95% (uM) para a curva média de todos os ensaios independentes; €) O célculo de Sl foi levado a acabo pela
formula SI = CCso (THP1)/ ICso (parasita); d) Farmaco de referéncia para L. infantum *(dados fornecidos pelo grupo de investigacao [63]); e) %Inibicao a

12,5 uM:
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Pela analise da tabela 30 e do grafico 5, podemos constatar que os 18 compostos testados a 100
UM em macrofagos da linha celular THP1, séo notavelmente mais citotdxicos que os do 2° screeening.
Contudo, destes 18, 4 compostos mostraram ter CCsg superior a 50 uM, e destes 4, 2 obtiveram CCso
>100 uM (71c e 71j) da serie 71 (X= 3-Cl) com R'= 4-Piridinil e 3,4(HO)2CeH3, respetivamente.
Realca-se ainda que a presenca de halogéneosem R ou R, gerou compostos bastante citotoxicos para
as células THP1. Contudo, aparentemente, quando X é um éter ou quando R* é uma piridina a toxicidade

parece diminuir consideravelmente a semelhanca dos resultados do 2° screeening.

Citotoxicidade da 32 serie de derivados de pirimidopirimidina em THP1
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Grafico 5 - Anadlise da relacdo entre as gamas de CCsp (THP1) da 3°a serie de derivados de
pirimidopirimidina e os seus grupos substituintes R e R*.

3.2.1.3.1. Atividade antileishmanial: Estudos de relacado estrutura-atividade

De entre os 18 compostos testados, em formas promastigotas de L. /nfanfum, a uma concentracao
inicial de 10 uM, 8 mostraram-se ativos. Destes, 5 mostraram ICso entre 5 - 1 uM, e um mostrou ICso

inferiora 1 uM (Tab 30). Nesta série o0 composto mais ativo foi 70f com um valor de I1Cso de 0,70 uM.

Pela analise da tabela 30 e do grafico 6, destaca-se o facto de todos os compostos com F incorporado
quer em R ou R terem mostrado atividade. Destaca-se ainda que, quando foi incorporado um atomo de
Cl no substituinte R, somente os derivados com fluor em R! (71d e 71e) mostraram atividade
significante (ICsp de 3,53 e 3,59 uM, respetivamente). Contudo, quando o dtomo de ClI foi incorporado

no grupo R (70f, 77f e 78f), os compostos mostraram ICsp de 0,70; 3,17 e 3,92 respetivamente.
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Atividade da 32 serie de derivados de
Pirimidopirimidina em promastigotas L. infantum
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Grafico 6 - Atividade biologica (ICso em L. /nfantum) dos compostos da 3? serie de derivados de
pirimidopirimidina em funcéo dos grupos substituintes R* e R

Quando se compara os valores de 1Cso dos compostos 70f e 71e (padrdo de substituicaio em R e
R? oposto) ¢ possivel verificar que o composto com Cl em R* (70f) é cerca de 5,6x mais potente que o
seu isomero 71e (ICso de 0,701 e 3,89 pM, respetivamente). Isto sugere que o grupo R parece ser a

posicao ideal para acolher o atomo de Cl.

Os resultados, sugerem que a presenca de um atomo de fluor em R ou R é favoravel & atividade,
contudo a presenca de um atomo de cloro também leva a compostos ativos, preferencialmente, quando
esse 4tomo se encontra no grupo R2. De facto, todos os derivados com R= 3-CICsHa4 , sem fluor em R?,

ndo mostraram atividade significativa (ICso < 10 uM), no entanto, todos os compostos com R!= 3-

ClCsHa, e R # piridinil, até a0 momento mostraram elevada atividade leishmanicida (ICso < 5 uM).
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3.2.2. Selecao de candidatos para estudos intracelulares

A avaliacdo biolégica na forma amastigota intracelular é essencial para a identificacdo de novos
farmacos, uma vez que se trata da forma mais relevante num contexto clinico de “kala-azar” (LV). Trata-

se de um ensaio dispendioso pelo que sé os melhores candidatos sédo testados neste contexto.

Os candidatos foram selecionados com base em 3 critérios: atividade leishmanicida, citotoxicidade e
indice de seletividade. Foram selecionados os compostos que mostraram atividade na forma
promastigota de L. /infantum (ICso < 10 pM), apresentaram nas células THP1 €CCso > 10 uM e
simultaneamente apresentaram indice de seletividade maior ou igual ao da miltefosina (SI=2,5). Tendo
isto em consideracao, selecionou-se um total de 24 candidatos: 3 da 1 serie (88m,ne 67v), 14 da 2°
serie (70k-0, 72k-o0, 73k-0, 75f,ge 76a-g), destacando-se 72l com Sl superior a 502, e 7 da 3° serie
(70f, 71b,d,e, 75i, 77f ¢ 78f).

3.2.3. Avaliacdo biologica em amastigotas de /. infantum intramacrofagicos

A avaliacao bioldgica da atividade leishmanicida intramacrofagica é levada a cabo usando um método
ja reportado [64] (Fig 21). Neste os candidatos sdo testados em macréfagos previamente infetadas com
amastigotas Luc+ (Luciferase positivos). A enzima luciferase é capaz de oxidar o substrato luciferina a
oxiluciferina emitindo radiacdo no processo. Este processo de emissao de luminescéncia é quantificada
e permite calcular a percentagem de inibicdo parasitaria. Quanto maior o sinal de luminescéncia maior

a viabilidade parasitaria, quanto menor o sinal maior a inibicao do crescimento parasitario.

HO s N COOH Luciferase -0 s /NTO_ +PPi + CO, + LIGHT
\©:N/: is]/ +ATP + O, \©[N/: :s | +AMP'  tseonm)

+Mg?*

Luciferin Oxyluciferin

v

- Viabilidade parasitaria +
Figura 21 - Esquema de metabolizacao celular da luciferina a oxiluciferina; ilustracéo

representativa do ensaio de Luciferase

149



A metodologia abordada foi semelhante aos rastreios anteriores, na medida em que, se iniciou a
avaliacdo biologica por SD a 10 uM e sempre que o composto mostrasse atividade significativa (%inibicao
= b0) este era sujeito a um segundo teste (DRC) para determinacao do ICsp. Alguns candidatos que, a

10 uM, mostraram inibicao ligeiramente abaixo de 50% também foram avaliados por DRC.

De seguida apresentamos a tabela com os dados da atividade bioldgica em formas amastigotas
intracelulares dos 24 compostos escolhidos (Tab 31). Para efeitos comparativos, transpds-se os dados
da citotoxicidade e atividade em formas promastigotas (obtidos nos ensaios bioldgicos anteriores). Além
disso, dado o interesse farmacoldgico de alguns compostos, também se determinou o valor absoluto de
CCsp e respetivo Sl. Este foi determinado efetuando uma DRC em macrofagos da linha celular THP1.
Devido a variabilidade deste ensaio somente alguns compostos puderam ser testados desta forma, uma
Vez que sao necessarios bastantes recursos para a determinacao do valor absoluto de CCso de um Unico

composto.
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Tabela 31 - Dados de atividade biologica de derivados de pirimidopirimidina em formas
promastigotas e amastigotas de L. infantum e macrofagos da linha celular THP1. Dados

representados sao originarios de um minimo de 3 ensaios independentes. Os valores de ICso N =N =N
apresentados representam a extrapolacao feita a partir da curva meédia obtida com todos os lN/ N,NH2 N/ N’NVR1
dados experimentais. H H
67 70-78
Leishmania infantum THP1
R R! N2 Promastigotas Amastigotas
ICs0 (95%)° SK %lnibicado?®  I1Cs0 (95%)° S CCso
0,70
/Li‘f©\c| 70f 0.650.76) 36>SI>14 N.a. 25>CCs0>10
OH
0,77 1,72
F E@ 70k o >131 77 £7 (1.352.20) >h8 >100
- OH
OH
OH 0,39 1,53
e 701 035043 >254 82+4 L2199 >66 >100
2Nom
O\
700 0,35 >144 67 + 13 2,03 >25 >50
“LLL - (0,31-0,39) (1,31-2,91)
- (@)
2\
10,25 11,66
}LL NS l 71b (6,84- 15,78) >10 38+8 (7,85-20,16) >9 >100
Cl
3,53
©/ :‘i©\|: 71d 509.09) 7>S1>3 N.a. 25>CCs0>10
v F
3,89
,L'v?_©/ 71e (5.47-4.38) 6>SI>3 N.a. 25>CCs0>10
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OCF,

8,75

(2,52-4,14)

(1,95-3,39)

gam = 87° 35551 N.a. - 25>CC50>10
O\
he @ 88n 2,54 10>81>4 N.a. 25>CC50>10
'?71 (2,32-2,76)
% OH
OH
©: 72k 0,99 >101 87 +4 3,13 >32 >100
‘171 (0,88-1,10) (2,65-3,73)
O/ < OH
OH
OH 0,20
721 el >502 41 +10 20 >100
X HN"on
O\
193 3,00
@[ 720 | 193 52 85+7 ol >33 >100
e o~
OH
1,67 851
K@ 3 | Lo 60>S1>30 62+8 ol 12581>6 100>CC50>50
/ OH
o OH
OH 73 0,45 >221 N.a - >100
(0,33-0,45) o
Y 2 OH
0
N
730 1,44 70>S1>35 34+ 10 20 100>CC50>50
e o (1,35-1,54)
O~ @\ 75t 0,64 156>S1>78 75 +6 1,55 70>S1>35 100>CC50>50
OH e cl 0,63-0,65) (1,00-2,20)
Cl
s ”?1@/ 75g 3,23 >31 75 +11 2,60 >39 >100
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Br
. 3,15 2,34 13,06
}LLO/ 7l (2:853,50) 4 8020 (1753,13) ° (1042-1589)

@ 76a | 218 >11 80 + 7 1,96 >51 >100
/'7?1 (8,29-10,56) (1,39-2,68)
O _~
N
@ 76f 1,90 31 86 + 4 1,74 34 58,29
/LHL cl (1,72-2,12) (1,23-2,40) (43,01-80,03)
T
cl
2,35 4,58 28,43
"g?{@ 76g (2,26-2,76) 12 64 + 16 (3,04-7,56) 6>5l>3 (22,74-34,39)

oL~
N
[ j 3,17 -
s }‘L@u T psam 1628l N.a. 50>CCs0>25

O~
©/ N()\l o ©\ 78f 3,92 26>S1>12 79+9 3,04 33>S1>16 100>CCs0>50
\|7 2 Cl (3,45-4,39) - (2,01-4,45)

! OEt
=~ "N
|
o X
3,13 )

: 67v 2,67-361) >32 N.a. oo
™

. . g 11,88 . 071 *

Miltefosina (1036.1352) 2,5 9 =+1 068078 42 30

Todos os dados de ICso e CCso encontram-se em puM; Na - Ndo ativo na concentracao testada (Inibicdo < 20%); N.d. - Nao determinado (insoluvel); a) %inibicao
a 10 um b) Intervalo de confianca 95% (uM) para a curva média de todos os ensaios independentes; ¢) O calculo de Sl foi levado a acabo pela formula SI =
CCso (THP1)/ ICso (parasita); d) Farmaco de referéncia para L. infantum *(dados fornecidos pelo grupo de investigacdo [63]); e) %Inibicdo a 12,5 uM;
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A analise inicial dos dados da tabela 31 permite verificar que dos 24 compostos testados, 13
mostraram atividade significativa em amastigotas de L. /nfantum (ICso < 10 uM). Destes 13, 12
mostraram ICsop < 5 uM. Destacam-se os derivados 70k,1, 75f ¢ 76a,f como os mais ativos

apresentando ICsp = 1,72; 1,53; 1,55; 1,96 e 1,74 uM, respetivamente.

A analise da tabela 31 e do grafico 7 permite verificar que, quando R é um grupo hidrofobico (70,
72 e 73), verificou-se uma perda de atividade em formas amastigotas relativamente a atividade em
promastigotas, os valores de ICsp obtidos em formas promastigotas sao menores do que o0s
correspondentes em amastigotas. O mesmo ndo sucedeu quando R é hidrofilico. Nestes casos (75g,i,
76f ¢ 78f) a atividade em amastigotas foi ligeiramente superior a atividade registada para
promastigotas. Ainda sim, na maioria, ndo se verificou uma variacao significativa. O tnico composto que
mostrou uma variacao significativa entre a atividade promastigota/amastigota foi o derivado 76a tendo
sido muito mais potente na forma amastigota intramacrofagica (ICsp = 1,96 uM) do que na forma

promastigota (ICs0 = 9,18 uM).

Destaca-se ainda que, quando R é um grupo hidrofébico todos os derivados com R = 3,4(H0O)2CeH3
mostraram atividade em formas amastigotas e quando R é um grupo hidrofilico somente o derivado com
enxofre (77f) e o percursor 67v nao foram ativos. Perante as series R= 3-MeO(CsH4) 73 e 4-MeO(CsHa)
72 foi possivel observar que a posicdo do metoxilo & extremamente importante para a atividade em
amastigotas intramacrofagicos. Quando este se encontra na posicdo metfa do anel R (73) os seus
derivados sdo significativamente menos ativos que os respetivos derivados 72. Somente o derivado 73k

com R! = 3,4(H0)2CeH3 é que mostrou atividade em formas amastigotas.

Da serie 72, curiosamente, o composto 72l, que se tinha mostrado muito potente em formas
promastigotas foi o Unico que ndo mostrou atividade significativa em amastigotas. 0 mesmo nao
aconteceu na serie 70, uma vez que nesta, a perda de atividade foi s6 verificada no composto 70f (R*

= 3-CICeHa).

Em conjunto, identificam-se os derivados 70k,l, 75f,g e 76a como sendo aqueles que mostraram

Sl superior ao farmaco de referéncia (Sl = 42).

Destes 5 compostos altamente promissores, selecionaram-se 3 para o estudo final em formas
promastigotas de L. infanfurm multirresistentes (M200.5). Os compostos selecionados possuiam 0 maior
Sl, 70k e 70I, Sl superior a 51 e 68, respetivamente, e o derivado 75g que apresentava SI > 39, e

simultaneamente elevada solubilidade em meio aquoso. Este estudo sera discutido no capitulo seguinte.
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Atividade em L. infantum
promastigotas vs amastigotas intramacrofagicos

Bl Promastigotas
ICsp (uM) 8 Amastigotas X N.a. (ICgg > 20uM)

104
9+
84
7 -
64

ni“”l,i 1} .a'“i‘hiihl“

N W b~ O

=
o

o
o1

0.0
70f 70k 70l 700 71c 71d 88m88n 72k 72| 720 73k 73| 730 75f 75g 75i 76a 76f 76g 77f 78f 67v

Grafico 7 - Atividade bioldgica (ICsp em L. /infantum) dos compostos selecionados para estudos
intracelulares em formas promastigotas e amastigotas

3.3.  Avaliacéo biologica em formas promastigotas de L. infantum multirresistentes (M200.5)

A avaliacao biologica dos compostos selecionados em formas promastigotas multirresistentes de L.
infantum foi levada a cabo pelo mesmo método usado para promastigotas normais ou “Wild-type”.
Iniciou-se a DRC a 10 uM e aplicou-se a mesma metodologia dos rastreios anteriores. Este ensaio permite
identificar compostos ativos numa estirpe multirresistente (M200.5) obtendo-se assim dados qualitativos
sobre o mecanismo de acao/resisténcia dos nossos compostos face aos farmacos de referéncia. Esta
estirpe foi recentemente estudada no grupo de investigacdo e mostrou-se resistente a miltefosina,

anfotericina B e paromomicina [63].

Apresenta-se abaixo a compilacao dos dados de atividade, dos compostos testados, obtidos em
formas promastigotas M200.5 (Tab 32). Para efeitos comparativos transpds-se os dados de atividade em

formas promastigotas W.t e de citotoxicidade para o célculo do SI.
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HN N
Tabela 32- Dados de atividade biologica de derivados de pirimidopirimidina | \j
em formas promastigotas W.t. e multirresistentes (M200.5) de L N N
infantum. Dados representados sao originarios de um minimo de 3 ensaios Ik _ N R;
independentes. Os valores de |Cso apresentados representam a extrapolacdo N N/ g
feita a partir da curva média obtida com todos os dados experimentais.
70-78
Leishmania infantum
1 o - THP1
R R N° Wild-type M200.5

ICs0 (95%)2 S|P ICs0 (95%)2  SIP CCso

OH
F 70k 0,766 >131 0,88 >114 | =100
/"271 OH (0,69-0,77) (0,77-1,00)

OH

OH 0,39 0,54
NG @ 70l oot >254 ongy 7186 | >100
> OH
O\/\
OH Cl
323 1,07
©/ ‘7??-@/ 75g (2,52-4,14) >3 1 (0,930-1,23) >93 >100

NaVavyvg

11,88
(10,36-13,52)

Todos os dados de ICso e CCso encontram-se em uM; a) Intervalo de confianca 95% (uM) para a curva
meédia de todos os ensaios independentes; b) O calculo de Sl foi levado a acabo pela férmula Sl =
CCso (THP1)/ ICso (parasita); €) Farmaco de referénciaem L. infantum *(dados fornecidos pelo
grupo de investigacao [57]);

Miltefosina® 2,5 >125 <0,2 30*

Uma primeira analise da tabela 32 permite afirmar que todos os compostos ativos em formas
promastigotas w.t. foram também ativos na estirpe resistente M200.5. Além disso a ordem de grandeza
dos IC5p em M200.5 manteve-se semelhante aos W.t. Dos 3 compostos testados o derivado 75g foi

mais potente em M200.5 do que em W.t. Os outros 2 foram ligeiramente menos potentes.

No caso do derivado 75g, este, nao s6 é mais potente em M200.5, como, consequentemente,

apresentou um incremento do Sl de 3x.
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3.2.5. lIdentificacdo de compostos “lead”

Ao longo dos diferentes rastreios foram detetados varios compostos ativos contra parasitas /.
infantum e T. brucei. Estes compostos foram avaliados e selecionados com base no seu indice de

seletividade, obtido pela razéo entre 0 CCso (THP1) e ICsq (parasita).

Desta selecao realca-se 10 compostos ativos em 7. brucei com Sl superior a 50. Destes 10, 3
mostraram S| superior a 100 sendo identificados como os melhores candidatos a “lead” em 7. brucei.
Sao estes 0os composto 67v, 86m e 91k. Dentro deles, destaca-se 67v como sendo um derivado mais
simples e mais hidrossoltvel do que os restantes. Apesar da elevada poténcia dos restantes, a sua baixa
solubilidade e o efeito bifasico de 86m tera de ser otimizada e estudada, respetivamente. Desta forma,

identificou-se o derivado 67v como o mais promissor a “lead” em 7. brucei.

Em L. infantum surgiram varios compostos interessantes sendo ativos tanto na forma promastigota
como na forma amastigota intramacrofagica. Destes compostos realcam-se 5 que mostraram um Sl
superior a miltefosina (SI = 42). Sao estes os derivados 70k,l, 75f,g e 76a que podem ser divididos

em 2 grupos:

Os derivados 70k,l apesar de muito ativos nas varias formas do parasita, inclusive em
multirresistentes, ndo sdo muito sollveis em solucdo aquosa. Essa particularidade faz com que estes
nao sejam candidatos ideais a futuros testes /7 vio. Por esse motivo, ainda requerem uma otimizacao
adicional para serem compostos “lead”. Por outro lado, os derivados 75f,g e 76a, sao bastante
hidrossollveis e mostram atividade (em amastigotas) semelhante aos derivados referidos anteriormente.
Destes, 75g mostrou-se ativo também na estirpe multirresistente e especula-se se os restantes também

0 serao.

Destaca-se ainda o facto de o derivado 76a ser particularmente mais hidrossoluvel em condicdes
acidicas. Este fator pode ser determinante para o nosso objetivo de desenvolver farmacos para
administracao oral. Em suma, os compostos 75f,g e 76a sao candidatos promissores a "lead” em L.
infantum e identifica-se 75g como o candidato mais promissor preenchendo os critérios, até ao

momento, que o tornam indicado para a préxima fase de testes (/n7 vio).
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4. Conclusdes e perspetivas futuras

A leishmaniose e a doenca do sono sdo doencas provocadas por parasitas Leishmania e
Trypanosoma brucei, respetivamente, que afetam um elevadissimo niumero de pessoas em todo o
mundo. Apesar de haver tratamento, o aparecimento de resisténcia aos tratamentos disponiveis e a
variedade genética dos parasitas representam enorme perigo para a humanidade. A descoberta de novas
moléculas para combate a essas doencas foi considerada pela Organizacdo Mundial de Saude uma

necessidade urgente.

No grupo de investigacao foi anteriormente identificada uma nova estrutura, contendo o ndcleo de
pirimidopirimidina, com elevada atividade contra L. infantume T. brucei, mas com solubilidade reduzida
em meio aquoso. De modo a produzir compostos igualmente ativos, mas mais soluveis em meio aquoso

levou-se a cabo a sintese de novos derivados do composto hit, descritos neste trabalho.

Os analogos da molécula “hit” foram sintetizados por uma cascata reacional partindo do percursor
imidato 57. As amidinas 59a,b e os imidazoles 60c-i foram sintetizados a partir do imidato 57 com
bons a excelentes rendimentos, usando métodos de sintese ja anteriormente desenvolvidos no grupo de
investigacdo. As 6-cianopurinas 61 foram sintetizadas com bons a excelentes rendimentos por reacéo
de 59 e 60 com TEOF por 3 métodos distintos ja descritos anteriormente. As 6-cianopurinas 61a,b
foram sujeitas a processos de alquilacado com 52 e 54 e a 6-cianopurina 61c¢ foi sujeita a acilacdo com

62a,b obtendo-se as 6-cianopurinas 63 com rendimentos variados.

As dihidropirimidopirimidinas 65 foram sintetizadas com excelentes rendimentos por reacao de 6-
cianopurinas 61 e 63 com hidrazina usando o método anteriormente desenvolvido no grupo. Uma vez
gue as cianopurinas 63b,f se mostraram dificeis de isolar a partir do meio reacional em que haviam
sido geradas, foram convertidas diretamente nas dihidropirimidopirimidinas 695 por tratamento da
mistura reacional com hidrazina. Este protocolo “one pot” foi aplicado na sintese de 65i,m apresentando
excelentes rendimentos. As 4-hidrazinopirimidopirimidinas 67 foram sintetizadas com bons a excelentes
rendimentos a partir de dihidropirimidopirimidinas 65, em presenca de uma base nucleofilica, por

rearranjo de Dimroth.

Por ultimo, as 4-hidrazonopirimidopirimidinas 69-82 foram sintetizadas com rendimentos variados
a partir da reacao de dihidropirimidopirimidinas 65 e 4-hidrazinopirimidopirimidinas 67 com aldeidos

68. A sintese a partir de 67 ocorreu usando catalise acida e mostrou-se consistente gerando os produtos
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69-82 com elevado rendimento. Por outro lado, o protocolo “one-pot” que parte diretamente de 65,
com catalise basica, mostrou-se menos consistente dando os produtos 69-82 com rendimentos muito
variados. Este método, contudo, permitiu a sintese rapida dos novos compostos para testes biologicos.
Futuramente, espera-se otimizar este método de sintese uma vez que a rapidez com que se geram 0s

compostos para testes bioldgicos € essencial para trabalhos de otimizacao estrutural.

Deu-se ainda inicio aos estudos preliminares de reatividade de dihidropirimidopirimidinas com
compostos 1,2-dicarbonilicos para gerar derivados triciclicos de pirimidopirimidinas. Os resultados
obtidos apontam para a possibilidade de ocorrerem reacdes competitivas pelo que este método de
sintese tera de ser otimizado no futuro. Dos ensaios realizados foi possivel obter 3

triazinopirimidopirimidinas 84 com rendimentos razoaveis.

Do ponto visto de avaliacdo biologica, foram testadas 96 moléculas contra parasitas Leishmania e

Trypanosoma e avaliou-se a sua citotoxicidade na linha celular THP1.

Testaram-se 56 moléculas /n vitro contra 7. bruceitendo-se observado atividade em 44 delas. Destas
destacaram-se 3 tendo um indice de seletividade superior ou iguala 100 (67v, 86m e 91k). Os estudos
de relacéo estrutura atividade mostram que a atividade depende dos grupos R e R! presentes em torno
do nucleo central de pirimidopirimidina. Realca-se ainda que, sempre que um percursor 67 foi testado,
este foi 0 mais ativo da sua respetiva serie. Esta hipotese devera ser estudada no futuro para a avaliar

se a estrutura base de 4-hidrazinopirimidopirimidina é suficiente para gerar compostos ativos.

Em L. infanfum, forma promastigota, foram testadas 90 moléculas /7 vitroemergindo 24 muito ativas
e com indices de seletividade superiores ao farmaco de referéncia utilizado a Miltefosina. A analise SAR
mostrou que a atividade depende de R e R! sendo que estes ndo podem ser ambos
hidrofobicos/ hidrofilicos. Verificou-se ainda que a presenca de F aumenta tendencialmente a atividade
dos compostos e que a introducédo de Cl, nos anéis aromaticos, sé se mostrou favoravel quando este

atomo foi introduzido em RY.

0s 24 compostos mais ativos em formas promastigotas de L. infantum foram, de seguida, avaliados
na forma amastigota intramacrofagica. Nestes ensaios foram identificadas 5 moléculas muito ativas e

pouco toxicas (70k,l, 75f,ge 76a) com S| superior a Miltefosina.

Dos cinco compostos ativos em L./, forma amastigota intramacrofagica, foram selecionados 3 para

serem testados em formas promastigotas de uma estirpe multirresistente de [. /nfantum. Todos os
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compostos se mostraram muito ativos na estirpe resistente destacando-se o0 75g que se mostrou 3x

mais potente na estirpe resistente quando comparado com a estirpe normal ou w.t.

Uma vez que os compostos da serie 70 se mostraram os mais potentes e menos toxicos de todos os
compostos testados, no futuro a otimizacao da sua solubilidade devera ser uma prioridade uma vez que

0s compostos ja sintetizados se mostraram pouco soltveis em meio aquoso.

Em conjunto, identificaram-se varios compostos com elevada atividade antiparasitaria, contudo

destacam-se 75g e 67v como os “leads” mais promissores em L. infanfum e T. brucei, respetivamente.

O derivado 75g foi selecionado com base nos critérios de seletividade (Sl > 42) e solubilidade,
destacando-se, contudo, 75f que, apesar de mais toxico, apresentou elevada poténcia contra a forma

amastigota (ICso = 1,55 uM) e elevada solubilidade.

O derivado 67v foi selecionado com base nos critérios de seletividade (SI > 100), solubilidade e
tamanho. Este ao contrario dos outros derivados promissores (86m e 91k), ¢ mais simples de sintetizar,

bastante mais soluvel e igualmente seletivo.

Em relacdo aos “leads” e derivados promissores selecionados (70k,l, 75f,g ¢ 76a; 67v, 86m ¢
91Kk), espera-se que estes sejam avaliados /7 vivo e que sejam determinadas as suas propriedades
farmacocinéticas, nomeadamente absorcao, biodistribuicdo, biodisponibilidade, metabolizacdo e
excrecao. Esta informacao sera fundamental para se continuar o design de novas moléculas e o

desenvolvimento desta nova familia de compostos ativos contra L. infantum e T. brucei.
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5. Procedimentos Experimentais
5.1.  Sintese quimica

5.1.1. Agentes alquilantes

Procedimento geral para a sintese de Appel [48,49]:

A uma solucdo de um alcool primario em DCM, nas quantidades indicadas, a 0°C e sob agitacdo
vigorosa, adicionou-se primeiro 1,1 eq. de CBra e em seguida 1,1 eq. de PPhslentamente em pequenas
porcdes. Quando se verificou a auséncia de reagente de partida, por TLC, a mistura foi concentrada até
a secura. O crude obtido foi tratado com n-hexano. O precipitado formado foi filtrado e descartado e o
liquido-mée foi concentrado até eliminar todo o n-hexano. O produto foi isolado como uma solucéo de

CHBrs.

4-(2-bromoetil)morfolina 54a

53a (1,06 g; 8,09 mmol); 10 mL de DCM, seguiu-se o
(\O procedimento geral. Obteve-se um dleo rosa claro
Br/\/NJ identificado como 54a (1,20 g, 6,18 mmol, 76%) de acordo

com os seus dados fisicos e espetroscopicos.

4-(2-bromoetil)tiomorfolina 54b

53b (1,49 g; 10,11 mmol); 10 mL de DCM, seguiu-se o
ﬁs procedimento geral. Obteve-se um d6leo amarelo claro
Br/\/N\) identificado como 54b (1,08 g, 5,16 mmol, 52%) de acordo

com os seus dados fisicos e espetroscopicos.

4-(2-bromoetil)piperazina-1-carboxilato 54c¢

53¢ (0,75 g; 3,71 mmol); 10 mL de DCM, seguiu-se o
0]

J\OE procedimento geral. Obteve-se um o¢leo laranja identificado
t

N
5 /\/NJ como 54c¢ (0,54 g, 2,05 mmol, 55%) de acordo com os
r

seus dados fisicos e espetroscopicos.
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5.1.2. Imidazoles 60

5-amino-1-(piridin-3-il)-1 H-imidazole-4-carbimidoil cianeto 60i

=N
\_/
N NH,
G
CN

5.1.3. 6-cianopurinas 61 ¢ 63

A uma suspensao de 57 (2,97 g; 18,47 mmol),em 15 mL de EtOH,
adicionou-se 1,02 eq. de 3-aminopiridina, catalise acida (PhNH3CI)
e deixou-se a mistura sob agitacdo a temperatura ambiente (20-
27°C) sob atmosferainerte (N2). Ao fim de 2d e 15h, quando o TLC
mostrou a auséncia de reagente de partida 57, foram adicionados
50 mL de EtOH a suspensao e DBU (catalise). A reacado continuou
sob agitacdo eficiente durante 1h e 10 mina 25-27°C. A reacao foi
acompanhada por TLC e quando terminada a mistura foi arrefecida.
0 produto foi isolado por filtracao e lavado no funil com uma mistura
de EtOH/Et20 (1:3), obtendo-se um sélido laranja claro, identificado
como 60i (2,90 g, 13,65 mmol, 75%) de acordo com os seus dados

fisicos e espetroscopicos.

9-(3-hidroxifenil)-9H-purina-6-carbonitrilo 6 1a

OH

N N
< I
N ~
CN

Suspendeu-se 59b (1,85 g; 8,15 mmol) em 5,0 eq. de TEOF e
colocou-se a mistura sob agitacdo magnética eficiente a 115°C. Ao
fim de 18 min, por TLC, verificou-se a auséncia de reagente de
partida. Adicionou-se 15 mL de n-hexano, formou-se uma pasta
negra que se levou aos ultrassons. Do crude precipitou um sélido
que foi isolado por filtracdo e lavado com n-hexano e Et20. O solido
cinza claro foi identificado como 61a (1,75 g, 7,38 mmol, 90%) por

comparacao do seu espetrode *H RMN com um padro.
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9-(4-hidroxifenil)-9H-purina-6-carbonitrilo 6 1b

Suspendeu-se 59b (4,00 g; 17,93 mmol) em 5,0 eq. de TEOF e
HO colocou-se a mistura sob agitacdo magnética eficiente a 115°C. Ao
fim de 32 min, por TLC, verificou-se a auséncia de reagente de

partida. Adicionou-se 15 mL de n-hexano, formou-se uma pasta

<N | \j negra que se levou aos ultrassons. Do crude precipitou um sélido
\
N
2 que foi isolado por filtracdo e lavado com n-hexano e Et20. O solido
CN

cinza claro foi identificado como 61b (3,82 g, 16,10 mmol, 90%)

por comparacao do seu espetro de *H RMN com um padrao.

9-(piridin-3-il)-9H-purina-6-carbonitrilo 6 1i

A uma suspensao de 60i (0,56 g; 2,62 mmol) em 5,0 eq. de TEOF

=N e colocou-se a mistura sob agitacdo magnética eficiente a 115°C.
Q Ao fim de 18 min, por TLC, verificou-se a auséncia de reagente de
<N | N\ﬁ partida. Da mistura arrefecida cristalizou um sélido que foi isolado
\N =N por filtracdo e lavado com Et20. Obteve-se um solido bege cristalino

CN

identificado como 61i (0,25 g, 1,13 mmol, 82%) de acordo com os

seus dados fisicos e espetroscopicos.

Procedimento geral para a sintese de 63:

Método A - Alquilacao: A uma suspensao de (61) em CH3CN adicionou-se a quantidade indicada de
uma base inorganica e deixou-se a mistura sob agitacdo a 80°C durante alguns minutos, em sistema
fechado. A mistura adicionou-se o haleto de alquilo 52/54 na quantidade indicada e deixou-se continuar
a 80°C em sistema fechado. Quando o TLC mostrou a auséncia de reagente de partida, a mistura foi
diluida com CHsCN, filtrada na silica e a solucdo resultante concentrada no evaporador rotativo. O
residuo foi tratado com o(s) solvente(s) indicado(s) e o produto 63 foi isolado por filtracdo e lavado com
o(s) solvente(s) indicado(s).

Método B - Acilacdo: A uma suspensao de (61) em CH3CN seco adicionou-se o cloreto de acilo na
quantidade indicada, 4 eq. de EtsN e deixou-se a mistura sob agitacdo a 80°C em sistema fechado.
Quando o TLC mostrou a auséncia de reagente de partida, a mistura foi arrefecida tratada com H20

fria. Da suspensao resultante isolou-se o produto 63 por filtracdo e lavou-se com H20, CH3CN e ET20.
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9-(3-(2-hidroxietoxi)fenil)-9H-purina-6-carbonitrilo 63a

O\/\OH

Q.
<1

A: 61a (1,00 g; 4,23 mmol); 1,4 eq. de Cs2C03; 10 mL de CH3CN;
80°C durante 10 min. Adicionou-se 10 eq. de 2-bromo-1-etanol 52a;
80°C durante 2 dias. A mistura foi diluida com 20 mL CH3CN e
seguiu-se o procedimento geral. Tratou-se o crude com 5 mL de Et20
a 0°C. Do crude isolou-se um sélido amarelo claro por filtracdo e
lavagem com Et20 que se identificou como 63a (1,10 g, 4,04 mmol,

96%) de acordo com os seus dados fisicos e espetroscopicos.

9-(3-(2-hidroxipropoxi)fenil)-9H-purina-6-carbonitrilo 63b

N_ N
< 1)
N/

CN

A: 61a (0,42 g; 1,76 mmol); 4,0 eq. de K2CO3s; 20 mL de CH3CN;
80°C durante 10 min. Adicionou-se 1,02 eq. de 3-bromo-1-propanal
52b; 80°C durante 7 h. A mistura foi diluida com 20 mL CH3CN e
seguiu-se o procedimento geral. Tratou-se o crude com 5 mL de Et20
a 0°C. Do crude isolou-se um solido amarelo claro por filtracao e
lavagem com Et20 que se identificou como 63b (0,17 g, 0,56 mmol,

32%) de acordo com os seus dados fisicos e espetroscopicos.

9-(3-(2-morfolinoetoxi)fenil)-9H-purina-6-carbonitrilo 63¢

o ~N

& 7
N

<:jg

_N

CN

A: 61a (0,43 g; 1,81 mmol); 1,0 eq. de Cs2C03; 5 mL de CH3CN;
80°C durante 10 min. Adicionou-se 1,5 eq. de 4-(2-
bromoetil)morfolina 54a; 80°C durante 1 h. A mistura foi diluida com
20 mL CH3CN e seguiu-se o procedimento geral. Tratou-se o crude
com 5 mL de Et20 a 0°C. Do crude isolou-se um solido verde claro

por filtracao e lavagem com Et20 que se identificou como 63c¢ (0,45

g, 1,32 mmol, 73%) de acordo com os seus dados fisicos e

espetroscopicos.
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9-(3-(2-tiomorfolinoetoxi)fenil)-9H-purina-6-carbonitrilo 63d

o N

3 S
N AN
S

CN

A: 61a (0,51 g; 2,13 mmol); 1,0 eq. de Cs2C03; 10 mL de CH3CN;

80°C durante 7 min. Adicionou-se 2,4 eq. de 4-(2-
bromoetil)tiomorfolina 54c¢; 80°C durante 2 h e 20 min. A mistura foi
diluida com 20 mL CH3CN e seguiu-se o procedimento geral. Tratou-
se o crude com 5 mL de Et20 a 0°C. Do crude isolou-se um sélido
castanho claro por filtracao e lavagem com Et20 que se identificou
como 63d (0,31 g, 0,86 mmol, 40%) de acordo com 0s seus dados

fisicos e espetroscopicos.

Etil 4-(2-(3-(6-ciano-9H-purin-9-il)fenoxi)etil)piperazina-1-carboxilato 6 3e

o

O\/\N\\/N\(

< S OEt
NN
«Nﬁl
CN

A: 61a (0,32 g; 1,36 mmol); 1,5 eq. de Cs2C03; 5 mL de CH3CN;

80°C durante 10 min. Adicionou-se 1,5 eq. de 4-(2-
bromoetil)piperazina-1-carboxilato 54b; 80°C durante 2 h. A mistura
foi diluida com 15 mL CH3CN e seguiu-se o procedimento geral.
Tratou-se o crude com 5 mL de Et20 a 0°C. Do crude isolou-se um
solido bege claro por filtracado e lavagem com Et20 que se identificou
como 63e (0,40 g, 0,96 mmol, 71%) de acordo com os seus dados

fisicos e espetroscopicos.

9-(4-(2-hidroxipropoxi)fenil)-9H-purina-6-carbonitrilo 6 3f

~_/"OH

0]
N N
AN
N ~
CN

A: 61b (0,31 g; 1,31 mmol); 1,0 eq. de Cs2C03; 5 mL de CH3CN;
80°C durante 10 min. Adicionou-se 2,0 eq. de 3-bromo-1-propanal
52b; 80°C durante 1 h e 30 min. A mistura foi diluida com 10 mL
CH3CN e seguiu-se o procedimento geral. Tratou-se o crude com 5
mL de Et20 a 0°C. Do crude isolou-se um soélido amarelo claro por
filtracao e lavagem com Et20 que se identificou como 63f (0,24 g,
0,82 mmol, 64%) de acordo com os seus dados fisicos e

espetroscopicos.
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9-(4-(2-morfolinoetoxi)fenil)-9H-purina-6-carbonitrilo 63g

(J

N

N N
AL
N —

CN

A: 61b (1,0 Og; 4,22 mmol); 1,0 eq. de Cs2C03; 5 mL de CH3CN;
80°C durante 10 min. Adicionou-se 1,5 eq. de 4-(2-
bromoetil)morfolina 54a; 80°C durante 1 h. A mistura foi diluida com
25 mL CH3CN e seguiu-se o procedimento geral. Tratou-se o crude
com 5 mL de Et20 a 0°C. Do crude isolou-se um solido verde claro
por filtracao e lavagem com Et20 que se identificou como 63g (0,98

g, 2,86 mmol, 68%) de acordo com os seus dados fisicos e

espetroscopicos.

N-(3-(6-ciano-9H-purin-9-il)fenil)isonicotinamida 63h

N
/\
H\
N
;O
N_ N
< I}
N~
CN

B: 61c (0,61 g; 2,57 mmol); 1,5 eq. de 62a; 4,0 eq. de EtsN; 5 mL
de CHsCN; 80°C durante 1h e 35 min. Seguiu-se o procedimento
geral. Isolou-se um soélido bege claro por filtracdo e lavagem com H20,
CH3CN e Et20 que se identificou como 63i (0,78 g, 2,28 mmol, 89%)

de acordo com os seus dados fisicos e espetroscopicos.

N-(3-(6-ciano-9H-purin-9-il)fenil)nicotinamida 63i

7\
__N

H
N
O
NNy
ST
CN

B: 61c (0,61 g; 2,57 mmol); 1,5 eq. de 62b 4,0 eq. de EtsN; 5 mL
de CH3CN; 80°C durante 1h e 40 min. Seguiu-se o procedimento
geral. Isolou-se um soélido bege claro por filtracdo e lavagem com H20,
CH3CN e Et20 que se identificou como 63h (0,60 g, 1,75 mmol,

68%) de acordo com os seus dados fisicos e espetroscopicos.
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5.1.4. Dihidropirimidopirimidinas 65

Procedimento geral:

A: A uma suspensao de 61/63 no solvente indicado adicionou-se, sob agitacao vigorosa, hidrazina (em
EtOH se necessario) e deixou-se a mistura a 27°C. Quando o TLC mostrou a auséncia de reagente de
partida o produto 65 foi isolado por filtracdo e lavado com o(s) solvente(s) indicado(s).

B: A uma suspensao de 61 em CH3CN adicionou-se a quantidade indicada de uma base inorganica e
deixou-se a mistura sob agitacdo a 80°C durante alguns minutos em sistema fechado. A mistura
adicionou-se o haleto de alquilo 52/54 na quantidade indicada e deixou-se continuar a 80°C em
sistema fechado. Quando o TLC mostrou a auséncia de reagente de partida, a mistura foi diluida com
CHsCN, filtrada numa coluna de silica de 1 cm de altura e concentrada no evaporador rotativo. O crude
foi diluido em CHsCN e tratado, sob agitacdo vigorosa, com uma solucado de hidrazina em EtOH e

deixado a 27°C. O produto 65 foi isolado por filtracao e lavado com o(s) solvente(s) indicado(s).

3-((7-amino-8-imino-7,8-dihidropirimido[5,4-d]pirimidin-4-il)amino)fenocl 65a

on A: 61a (0,95 g; 4,0 mmol); 5 mL de EtOH; 2,5 eq. de hidrazina; 27°C

HNL N durante 13 min. Da mistura precipitou o produto que foi isolado por

| ﬁN filtracdo e lavado com EtOH e Et20. Obteve-se um solido bege claro que

le g se identificou como o composto 65a (1,12 g, 3,99 mmol, 99%) de
EHZ N acordo com os seus dados fisicos e espetroscdpicos.

4-imino-N&-(piridin-3-il)pirimido[5,4-d]pirimidine-3,8(4H)-diamina

| \/N A: 61j (0,81 g; 3,61 mmol); 5 mLde EtOH; 2,5 eq. de hidrazina; 27°C

HM. N durante 13 min. Da mistura precipitou o produto que foi isolado por

| /\T\l filtracdo e lavado com EtOH e Et20. Obteve-se um solido bege claro que

NIKN " se identificou como o composto 65g (0,85 g, 3,33 mmol, 92%) de
’ile acordo com os seus dados fisicos e espetroscopicos.
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2-(3~((7-amino-8-imino-7,8-dihidropirimido[5,4-d]pirimidino-4-iljamino)fenoxi)etanol 65h

SAe

HN N

A: 63a (0,80 g; 2,94 mmol); 3mL de EtOH; 2,5 eq. de hidrazina; 27°C
durante 15 min. Da mistura precipitou o produto que foi isolado por
filtracdo e lavado com EtOH e Et20. Obteve-se um solido amarelo claro
que se identificou como o composto 65h (0,74 g, 2,42 mmol, 82%) de

acordo com os seus dados fisicos e espetroscdpicos.

2-(3~((7-amino-8-imino-7,8-dihidropirimido[5,4-d]pirimidino-4-il)Jamino)fenoxi)propanol 65i

@/O\/\/OH

B: 61a (0,80 g; 3,38 mmol); 1,0 eq. de Cs2C03; 5 mL de CH3CN;
80°C durante 10 min. Adicionou-se 2,0 eq. de 3-bromo-1-propanol
52c¢; 80°C durante 1 h. A mistura foi diluida com 20 mL de CH3CN e
seguiu-se o procedimento geral. Juntou-se 3 mL de CH3CN ao crude;
2,5 eq. de hidrazina em 1 mL de EtOH; 27°C durante 1 h. O produto
foi isolado por filtracao e lavado com EtOH e Et20. Obteve-se um solido
cinza arroxeado que se identificou como sendo 65i (1,10 g, 3,36

mmol, 99%) de acordo com os seus dados fisicos e espetroscopicos.

4-imino-N&(3-(2-morfolinoetoxi)fenil)pirimido[5,4-d]pirimidina-3,8(4H)-diamina 6 5j

@

HN N

| N
IE
l}l NH
NH»

B: 61a (0,20 g; 0,84 mmol); 4,0 eq. de K2CO3; 5 mL de CH.CN; 80°C
durante 10 min. Adicionou-se 1,2 eq. de 4-(2-bromoetil)morfolina 54a;
80°C durante 5 h e 10 min. A mistura foi diluida com 20 mL CH3CN e
seguiu-se o procedimento geral. Diluiu-se o crude com 3 mL de CH3CN;
2,5 eq. de hidrazina em 1 mL de EtOH; 27°C durante 20 min. O
produto foi isolado por filtracdo e lavado com EtOH e Et20. Obteve-se
um sélido cinza claro que se identificou como o composto 65j (0,29 g,
0,76 mmol, 90%) de acordo com os seus dados fisicos e

espetroscopicos.
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4-imino-N&-(3-(2-tiomorfolinoetoxi)fenil)pirimido[5,4-d]pirimidina-3,8(4H)-diamina 6 5k

oG

A: 63d (0,23 g; 0,64 mmol); 5mL de EtOH; 2,5 eq. de hidrazina; 27°C
durante 1h e 40 min. Da mistura precipitou o produto que foi isolado
por filtracdo e lavado com EtOH e Et20. Obteve-se um solido bege claro
que se identificou como o composto 65k (0,21 g, 0,52 mmol, 82%) de

acordo com os seus dados fisicos e espetroscdpicos.

Etil-4-(2-(3-((7-amino-8-imino-7,8-dihidropirimido[5,4-d]pirimidin-4-ilJamino)fenoxi)etil) piperazina-1-

carboxilato 651

O\/\N/\

A: 63 (0,36 g; 0,86 mmol); 2 mL de EtOH; 2,5 eq. de hidrazina; 27°C
durante 45 min. Da mistura precipitou o produto que foi isolado por
filtracdo e lavado com EtOH e Et20. Obteve-se um solido bege
alaranjado que se identificou como o composto 651 (0,35 g, 0,78

mmol, 90%) de acordo com os seus dados fisicos e espetroscdpicos.

2-(4-((7-amino-8-imino-7,8-dihidropirimido[5,4-d]pirimidino-4-iljamino)fenoxi)propanol 65m

0~ >"0H

HN N

L
N
L

N NH

NH,

B: 61b (0,59 g; 2,49 mmol); 1,0 eq. de Cs2C03; 5 mL de CH,CN;
80°C durante 10 min. Adicionou-se 2,0 eq. de 3-bromo-1-propanoal;
80°C durante 2 h. A mistura foi diluida com 20 mL CH3CN e seguiu-se
o procedimento geral. Diluiu-se o crude com 3 mL de CH3CN; 2,5 eq.
de hidrazina em 1 mL de EtOH; 27°C durante 1 h. O produto foi isolado
por filtracdo e lavado com EtOH e Et20. Obteve-se um solido amarelo
claro que se identificou como o composto 65m (0,68 g, 2,08 mmol|,

84%) de acordo com os seus dados fisicos e espetroscopicos.
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4-imino-N&-(4-(2-morfolinoetoxi)fenil)pirimido[5,4-d]pirimidina-3,8(4H)-diamina 65n

O

O/\/N\)

A: 63g (0,81 g; 2,36 mmol); 4 mL de CH3CN/EtOH (3:1); 2,5 eq. de
hidrazina; 27°C durante 52 min. Da mistura precipitou o produto que
foi isolado por filtracao e lavado com EtOH e Et20. Obteve-se um solido
bege claro que se identificou como o composto 65n (0,81 g, 2,16

mmol, 92%) de acordo com os seus dados fisicos e espetroscopicos.

N
N
0
HN N
B
N N
|
kITI NH
NH.

A: 63h (0,39 g; 1,16 mmol); 2 mL de DMSO; 2,5 eq. de hidrazina;
27°C durante 1h. Da mistura precipitou o produto que foi isolado por
filtracdo e lavado com EtOH e Et20. Obteve-se um sélido branco que se
identificou como o composto 650 (0,37 g, 0,98 mmol, 85%) de acordo

com 0s seus dados fisicos e espetroscdpicos.

A: 63i (0,60 g; 1,75 mmol); 3 mL de DMSO; 2,5 eq. de hidrazina;
27°C durante 1h. Da mistura precipitou o produto que foi isolado por
filtracdo e lavado com EtOH e Et20. Obteve-se um solido amarelo que
se identificou como o composto 65p (0,59 g, 1,59 mmol, 91%) de

acordo com os seus dados fisicos e espetroscdpicos.
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5.1.5. 4-Hidrazinopirimidopirimidinas 67

Procedimento geral:

A uma suspenséao de 65, no solvente indicado, adicionou-se a quantidade indicada de piperina 66 e

deixou-se a mistura sob agitacdo em sistema fechado a 80°C. Evaporou-se o excesso de piperidina, o

produto 67 foi precipitado com os solventes indicados, isolado por filtracao e lavado com o(s) solvente(s)

indicado(s).

3-((8-hidrazinilpirimido[5,4-d]pirimidin-4-ilJamino)fenol 67 a

HN N
A
N ~
l N/ N,NH2
H

65a (0,24 g; 0,90 mmol); 0,3 mL de DMSO; adicionou-se 2,0 eq. de
piperidina; 80°C durante 45 min. O produto foi precipitado por adicdo de 5
mL de H20. Este foi isolado por filtracao e lavado com EtOH. Obteve-se um
sélido castanho claro que se identificou como o composto 67a(0,22g, 0,80

mmol, 89%) de acordo com os seus dados fisicos e espetroscdpicos.

N-(4-fluorofenil)-8-hidrazinilpirimido[5,4-d]pirimidina-4-amina 67 e

F
HN_ _N
B
NN
lN/ N2
H

65e (0,65 g; 2,27 mmol); 5 mL de DMSO; 2,0 eq. de piperidina; 80-C
durante 4 h. O produto foi precipitado por adicdo de 5 mL de EtOH. Este foi
isolado por filtracao e lavado com EtOH. Obteve-se um sélido laranja que se
identificou como o composto 67e (0,60 g, 2,10 mmol, 92,4%) de acordo

com os seus dados fisicos e espetroscopicos.

8-hidrazinil-N-(piridino-3-il)pirimido[5,4-d]pirimidina-4-amina 67g

PN
=

65¢g (0,15 g; 0,65 mmol); 0,5 mL de DMSO; 2,0 eq. de piperidina; 80-C
durante 2 h. O produto foi precipitado por adicdo de 5 mL de H,0. Este foi
isolado por filtracdo e lavado com H,0. Obteve-se um solido laranja que se
identificou como o composto 67g (0,11 g, 0,43 mmol, 65%) de acordo com

0s seus dados fisicos e espetroscopicos.
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3-(3-((8-hidrazinilpirimido[5,4-d]pirimidin-4-il)amino)fenoxi)propan-1-0l 67h

©/O\/\/OH

HN_ N
B
NN

mN/ N NH2
H

65h (1,35 g; 4,11 mmol); 10 mL de EtOH; 2,0 eq. de piperidina; 80°C
durante 14h. Este foi isolado por filtracdo e lavado com CH.CN. Obteve-se
um sélido laranja salmao que se identificou como o composto 67h (0,99 g,

3,04 mmol, 74%) de acordo com os seus dados fisicos e espetroscdpicos.

3-(4-((8-hidrazinilpirimido[5,4-d]pirimidin-4-il)amino)fenoxi)propan-1-0l 6 7m

0~ >""OH

HN N

B

65m (1,02 g; 3,06 mmol); 10 mL de EtOH; 2,0 eq. de piperidina; 80°C
durante 25 h. O produto precipitou por adicdo de 20 mL de CH3CN. Este foi
isolado por filtracdo e lavado com CH3CN. Obteve-se um solido amarelo
alaranjado que se identificou como o composto 67m (0,80 g, 2,44 mmol,

80%) de acordo com os seus dados fisicos e espetroscopicos.

N-(3-((8-hidrazinilpirimido[5,4-d]pirimidin-4-illamino)fenil)nicotinamida 67 o

=
H |
N ~_N
o
HN. N
B
N ~
mN/ R
H

650 (0,60 g; 1,59 mmol); 1 mL de DMSO; 2,0 eq. de piperidina; 80°C
durante 2 h. O produto precipitou por adicdo de 10 mL de CH3CN. Este foi
isolado por filtracao e lavado com CH3CN. Obteve-se um sélido laranja que
se identificou como o composto 670 (0,49 g, 1,31 mmol, 83%) de acordo

com os seus dados fisicos e espetroscopicos.

=
I |
No s
0
HN_ _N
)
N ~
mN/ R
H

65p (0,21 g; 0,57 mmol); 0,5 mL de DMSO; 2,0 eq. de piperidina; 80°C
durante 1 h. O produto precipitou por adicdo de 10 mL de CH3CN. Este foi
isolado por filtracao e lavado com CH3CN. Obteve-se um sélido laranja que
se identificou como o composto 67p (0,21 g, 0,57 mmol, 99%) de acordo

com os seus dados fisicos e espetroscdpicos.
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5.1.6. 4-Hidrazonopirimidopirimidinas 69-82

Procedimento geral:

Método A: A uma suspensdo de 67, em DMSO/EtOH, adicionou-se a quantidade indicada de aldeido.

A mistura foi tratada com catalise acida, sob agitacao, a 30°C. O produto foi precipitado com o solvente

indicado, isolado por filtracao e lavado com H20.

Método B: A uma suspensao de 65, em DMSO/EtOH, adicionou-se a quantidade indicada de aldeido

e a mistura foi deixada sob agitacdo magnética alguns min a t.a. (20-30°C). Adicionou-se piperina na

quantidade indicada e deixou-se a mistura sob agitacdo a 80°C durante o tempo indicado. Os solventes

foram eliminados no evaporador rotativo, o produto foi precipitado com o(s) solvente(s) indicado(s),

isolado por filtracdo e lavado com o(s) solvente(s) indicado(s).

(E)-8-(2-(3-fluorobenzilideno)hidrazinil)-N-(piridin-3-il)pirimido[5,4-d]pirimidin-4-amina 69d

~N
=

HN_ N
N~ AN

|

kN/ H’N\ F

B: 65g (0,21 g; 0,83 mmol); 0,5 mL de DMSO; 1,5 eq. de 3-
fluorobenzaldeido 68d; durante 10 min; 2,0 eq. de piperina; 80°C
durante 1h. O produto foi precipitado por adicdo de 5 mL de CH3CN
e 5 mLde H20, e isolado por filtracdo. O solido bege amarelado foi
lavado com H20 e Et20 e identificado como 69d (0,27 g, 0,74 mmol,

89%) de acordo com os seus dados fisicos e espetroscdpicos.

(E)-8-(2-(3-clorobenzilideno)hidrazinil)-N-(piridin-3-il)pirimido[5,4-d]pirimidin-4-amina 6 9f

B
=
HN_ N
)
N| [ \Q\
kN/ NS cl
H

B: 65g (0,20 g; 0,78 mmol); 0,5 mL de DMSO; 1,5 eq. de 3-
clorobenzaldeido 68f; durante 10 min; 2,0 eq. de piperina; 80°C
durante 1h. O produto foi precipitado por adicdo de 5 mL de CH3CN
e isolado por filtracdo. O sélido amarelo vivo foi lavado com H20,
CH3CN e Et20 e identificado como 69f (0,26 g, 0,68 mmol, 88%) de

acordo com os seus dados fisicos e espetroscopicos.
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(E)-8-(2-(3-bromobenzilideno)hidrazinil)-N-(piridin-3-il)pirimido[5,4-d]pirimidin-4-amina 69g

N
=

HN_ N
NN

|

kN/ H’N\ Br

B: 65¢g (0,21 g; 0,83 mmol); 0,5 mL de DMSO; 1,5 eq. de 3-
bromobenzaldeido 68g; durante 10 min; 2,0 eq. de piperina; 80°C
durante 1h. O produto foi precipitado por adicdo de 5 mL de CH3CN
e isolado por filtracao. O solido bege amarelado foi lavado com H20,
CHsCN e Et20 e identificado como 69g (0,26 g, 0,68 mmol, 88%) de

acordo com os seus dados fisicos e espetroscdpicos.

(E)-4-((2-(8-(piridin-3-ilamino)pirimido[5,4-d]pirimidin-4-il)hidrazono)metil)benzeno-1,2-diol 69k

~N
=

HN_ _N
) on
l\ll [ \/@E
kN/ NS OH
H

B: 65g (0,18 g; 0,71 mmol); 0,5 mL de DMSO; 1,02 eq. de 3,4-
dihidroxibenzaldeido 68k; durante 10 min; 2,0 eq. de piperina; 80°C
durante 1h. O produto foi precipitado por adicdo de 5 mL de H20, e
isolado por filtracao. O solido amarelo torrado foi lavado com H20 e
Et20 e identificado como 69k (0,17 g, 0,46 mmol, 65%) de acordo

com os seus dados fisicos e espetroscdpicos.

(E)-5-((2-(8-(piridin-3-ilamino)pirimido[5,4-d]pirimidin-4-il)hidrazono)metil)benzeno-1,2, 3-triol 69l

~N
%

HN_ N
Dy
l\ll [ \/@E
kN/ NS OH
H

A: 67g (0,07 g; 0,28 mmol); 0,5 mL de DMSO adicionou-se 1,02 eq.
de 3,4,5-trihidroxibenzaldeido 68I; H2SO4 (cat.). Deixou-se a mistura
sob agitacdo a 30°C durante 12 min. O produto foi precipitado por
adicao 5 mL de H20 e isolado por filtracao. O sélido laranja foi lavado
com H20 e identificado como 69l (0,10 g, 0,25 mmol, 91%) de

acordo com os seus dados fisicos e espetroscdpicos.

(E)-8-(2-(3,4-dimetoxibenzilideno)hidrazinil)-N-(piridin-3-il)pirimido[5,4-d] pirimidina-4-amina 690

B
=
HN N
B
NN O
|kN/ N,N\ O/
H

B: 65g (0,15 g; 0,58 mmol); 0,5 mL de DMSO; 1,02 eq. de 3,4-
dimetoxibenzaldeido 680; durante 10 min; 2,0 eq. de piperina; 80-C
durante 25 min. O produto foi precipitado por adicdo de 5 mL de H,0
e isolado por filtracdao. O sélido amarelo foi lavado com H20 e
identificado como 69l (0,14 g, 0,40 mmol, 69%) de acordo com os

seus dados fisicos e espetroscopicos.
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(E)-8-(2-(3-clorobenzilideno)hidrazinil)-N-(4-fluorofenil)pirimido[5,4-d]pirimidin-4-amina 7 Of

F

HN_ _N

NN

|

kN/ H’N\ Cl

A: 67e (0,07 g; 0,26 mmol); 2 mL de DMSO adicionou-se 1,5 eq. de
3-clorobenzaldeido 68f; H2S04 (cat.). Deixou-se a mistura sob
agitacdo a 30°C durante 20 min. O produto foi precipitado por adicdo
5 mL de H20 e isolado por filtracdo. O solido amarelo foi lavado com
H20 e identificado como 70f (0,10 g, 0,25 mmol, 96%) de acordo

com os seus dados fisicos e espetroscdpicos.

(E)-4-((2-(8-((4-fluorofenil)amino)pirimido[5,4-d]pirimidin-4-il)hidrazono)metil)benzeno-1,2-diol 7 0k

F

HN_ N
) on
T L WX
kN/ NEAR OH
H

A: 67e (0,20 g; 0,75 mmol); 3 mL de DMSO; 1,1 eq. de 3,4
dihidroxibenzaldeido 68k; H2SO4 (cat.), 30°C durante 1 h. O produto
foi precipitado por adicao 5 mL de H20 e isolado por filtracao. O solido
laranja vivo foi lavado com H20 e identificado como 70k (0,28 g, 0,74

mmol, 98%) de acordo com os seus dados fisicos e espetroscdpicos.

(E)-5-((2-(8-((4-fluorofenil)amino)pirimido[5,4-d]pirimidin-4-il}hidrazono)metil)benzeno-1,2,3-triol 70l

F

HN_ _N
| \WN 1 OH
Nl [ \/@E
kN/ NS OH
H

A: 67e (0,15 g; 0,54 mmol); 3 mL de DMSO; 1,2 eq. de 3,4,5-
trihidroxibenzaldeido 68I; H2S04 (cat.); 30°C durante 2 h. O produto
foi precipitado por adicdo 5 mL de H20 e isolado por filtracao. O solido
laranja vivo foi lavado com H20 e identificado como 701 (0,22 g, 0,53

mmol, 99%) de acordo com os seus dados fisicos e espetroscdpicos.

(E)-8-(2-(3,4-dimetoxibenzilideno)hidrazinil)-N-(4-fluorofenil)pirimido[5,4-d]pirimidin-4-amina 700

F

HN_ _N
Y
NN O
mN/ N/N\ O/
H

A: 67e (0,06 g; 0,22 mmol); 3 mL de DMSO; 1,2 eq. de 3,4
dimetoxibenzaldeido 680; H2S04 (cat.); 30°C durante 2h. O produto
foi precipitado por adicdo 5 mL de H20 e isolado por filtracao. O sélido
laranja vivo foi lavado com H20 e identificado como 700 (0,09 g,
0,21 mmol, 96%) de acordo com os seus dados fisicos e

espetroscopicos.
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(E)-8-(2-benzilidenehidrazinil)-N-(3-clorofenil)pirimido[5,4-d]pirimidin-4-amina 7 1a

o8
HN__N

|\
N ~
L
N

N
N~
H

Nx

O

B: 65f (0,23 g; 0,78 mmol); 0,2 mL de DMSO; 1,5 eq. de
benzaldeido 68a; durante 14 min; 2,0 eq. de piperina; 80°C durante
15 min. O produto foi precipitado por adicdo de 5 mL de CH3CN e
isolado por filtracao. O solido amarelo foi lavado com H20, CH3CN e
Et20 e identificado como 71a (0,24 g, 0,66 mmol, 83%) de acordo

com os seus dados fisicos e espetroscdpicos.

(E)-N-(3-clorofenil)-8-(2-(piridin-4-ilmetileno)hidrazinil)pirimido[5,4-d]pirimidin-4-amina 7 1b

4

Cl
N
A

N
N|/N

LN
N7 N
H

N
|

a

NS

B: 65f (0,20 g; 0,71 mmol); 0,2 mL de DMSO; 1,5 eq. de 4-
piridinacarboxzaldeido 68b; durante 30 min; 2,0 eq. de piperina;
80°C durante 30 min. O produto foi precipitado por adicdo de 5 mL
de CH3CN e isolado por filtracdo. O sélido amarelo foi lavado com
CH3CN e Et20 e identificado como 71b (0,26 g, 0,68 mmol, 96%) de

acordo com os seus dados fisicos e espetroscopicos.

(E)-N-(3-clorofenil)-8-(2-(piridin-3-ilmetileno)hidrazinil)pirimido[5,4-d]pirimidin-4-amina 7 1¢

o
HN N

| N
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I ~

N
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N
H
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~ N

a

B: 65f (0,19 g 0,66 mmol); 0,2 mL de DMSO; 1,5 eq. de 3-
piridinacarboxzaldeido 68c; durante 30 min; 2,0 eq. de piperina;
80°C durante 30 min. O produto foi precipitado por adicao de 5 mL
de CH.CN e isolado por filtracao. O solido amarelo foi lavado com
CH3CN e Et20 e identificado como 71¢ (0,20 g, 0,54 mmol, 82%) de

acordo com os seus dados fisicos e espetroscdpicos.

(E)-N-(3-clorofenil)-8-(2-(3-fluorobenzilideno)hidrazinil)pirimido[5,4-d]pirimidin-4-amina 71d

Cl

HN
N

N
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A: 67f (0,16 g; 0,54 mmol); 2 mL de DMSO; 1,5 eq. de 3-
fluorobenzaldeido 68d; H2S04 (cat.); 30°C durante 1h. O produto foi
precipitado por adicao 5 mL de H20 e isolado por filtracao. O solido
laranja vivo foi lavado com H20 e identificado como 71d (0,110 g,
0,28 mmol, 52%) de acordo com os seus dados fisicos e

espetroscopicos.
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(E)-N-(3-clorofenil)-8-(2-(4-fluorobenzilideno)hidrazinil)pirimido[5,4-d]pirimidin-4-amina 7 1e

Cl
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| AN
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A: 67f (0,18 g 0,62 mmol); 1 mL de DMSO; 1,2 eq. de 4-
fluorobenzaldeido 68e; H2S04 (cat.); 30°C durante 2h. O produto foi
precipitado por adicdo 5 mL de H20 e isolado por filtracao. O sélido
laranja vivo foi lavado com H20 e identificado como 71e (0,23 g, 0,59

mmol, 95%) de acordo com os seus dados fisicos e espetroscdpicos.

(E)-8-(2-(3-clorobenzilideno)hidrazinil)-N-(3-clorofenil)pirimido[5,4-d]pirimidin-4-amina 7 1f

Cl

'S,

—Z

B: 65f (0,21 g; 0,74 mmol); 0,2 mL de DMSO; 1,5 eq. de 3-
clorobenzaldeido 68f; durante 30 min; 2,0 eq. de piperina; 80-C
durante 30 min. O produto foi precipitado por adicdo de 5 mL de
CH,CN e isolado por filtracao. O s6lido amarelo foi lavado com CH3CN
e Et20 e identificado como 71f (0,24 g, 0,58 mmol, 78%) de acordo

com os seus dados fisicos e espetroscopicos.

(E)-8-(2-(4-clorobenzilideno)hidrazinil)-N-(3-clorofenil)pirimido[5,4-d]pirimidin-4-amina 71g
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B: 65f (0,19 g; 0,67 mmol); 0,2 mL de DMSO; 1,5 eq. de 4-
clorobenzaldeido 68g; durante 30 min; 2,0 eq. de piperina; 80-C
durante 30 min. O produto foi precipitado por adicdo de 5 mL de
CH3CN e isolado por filtracao. O solido amarelo foi lavado com CH3CN
e Et20 e identificado como 71g (0,21 g, 0,51 mmol, 77%) de acordo

com os seus dados fisicos e espetroscopicos.

(E)-N-(3-clorofenil)-8-(2-(4-fluorobenzilideno)hidrazinil)pirimido[5,4-d]pirimidin-4-amina 7 1h

Cl

Q

—2Z

A: 67f (0,15 g 0,52 mmol); 2 mL de DMSO; 1,5 eq. de 3-
bromobenzaldeido 68h; H2S04 (cat.); 30°C durante 2h. O produto
foi precipitado por adicdo 5 mL de H20 e isolado por filtracao. O solido
laranja vivo foi lavado com H20 e identificado como 71h (0,25 g,
0,52 mmol, 99%) de acordo com os seus dados fisicos e

espetroscopicos.
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(E)-4-((2-(8-((3-clorofenil)amino)pirimido[5,4-d]pirimidin-4-il)hidrazono)metil)benzeno-1,2-diol 7 1k
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B: 65f (0,21 g; 0,72 mmol); 0,2 mL de DMSO; 1,5 eq. de 3,4-
dihidroxibenzaldeido 68k; durante 30 min; 2,0 eq. de piperina; 80:C
durante 10 min. O produto foi precipitado por adicdo de 5 mL de
CH3CN e isolado por filtracao. O sélido amarelo foi lavado com H20
e identificado como 71k (0,23 g, 0,56 mmol, 77%) de acordo com

0s seus dados fisicos e espetroscopicos.

(E)-5-((2-(8-((3-clorofenil)amino)pirimido[5,4-d]pirimidin-4-il)hidrazono)metil)benzeno-1,2, 3-triol 7 11
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HN_ N
|
N
kN/ N OH
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A: 67f (0,18 g; 0,64 mmol); 2 mL de DMSO; 1,05 eq. de 3,4,5-
trinidroxibenzaldeido 68I; H2S04 (cat.); 30°C durante 26 min. O
produto foi precipitado por adicdo 10 mL de H20 e isolado por
filtracdo. O sdlido laranja foi lavado com H20 e identificado como 711
(0,24 g, 0,56 mmol, 88%) de acordo com os seus dados fisicos e

espetroscopicos.

(E)-N-(3-clorofenil)-8-(2-(3,4-dimetoxibenzilideno)hidrazinil) pirimido[5,4-d]pirimidin-4-amina 7 10
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B: 65f (0,18 g; 0,63 mmol); 0,2 mL de DMSO; 1,5 eq. de 3,4-
dimetoxibenzaldeido 68e; durante 30 min; 2,0 eq. de piperina; 80°C
durante 30 min. O produto foi precipitado por adicdo de 5 mL de
CH3CN e isolado por filtracao. O sélido amarelo foi lavado com H20
e Et20 e identificado como 711 (0,254 g, 0,585 mmol, 92%) de

acordo com os seus dados fisicos e espetroscdpicos.

(E)-4-((2-(8-((4-metoxifenil)amino)pirimido[5,4-d]pirimidin-4-il)hidrazono)metil)benzeno-1,2-diol 72k

N _N OH
| ﬁ

7 _N
kN X OH

Iz

A: 67d (0,20 g; 0,67 mmol); 2 mL de DMSO; 1,1 eq. de 3,4-
dihidroxibenzaldeido 68k; H2S04 (cat.); durante 1 h. O produto foi
precipitado por adicdo 10 mL de H20 e isolado por filtracao. O solido
laranja foi lavado com H20 dando o produto 72k puro (0,27 g, 0,67

mmol, 99%) confirmado por métodos fisicos e espetroscopicos.
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(E)-5-((2-(8-((4-metoxifenil)amino)pirimido[5,4-d]pirimidin-4-il)hidrazono)metil)benzeno-1,2, 3-triol 7 21
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A: 67d (0,22 g; 0,75 mmol); 2 mL de DMSO; 1,1 eq. de 3,4,5-
trihidroxibenzaldeido 68I; H2SO4 (cat.); 30°C durante 1 h. O produto
foi precipitado por adicdo 10 mL de H20 e isolado por filtracdo. O
sélido laranja avermelhado foi lavado com H20 e identificado como
721(0,317 g, 0,75 mmol, 99%) de acordo com os seus dados fisicos

e espetroscopicos.

(E)-8-(2-(3,4-dimetoxibenzilideno)hidrazinil)-N-(4-metoxifenil)pirimido[5,4-d]pirimidin-4-amina 720

~o
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B
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A: 67d (0,18 g; 0,64 mmol); 2 mL de DMSO; 1,2 eq. de 3,4-
dimetoxibenzaldeido 680; H2S04 (cat.); 30°C durante 2 h. O produto
foi precipitado por adicao 10 mL de H20 e isolado por filtracdo. O
solido laranja foi lavado com H20 e identificado como 720 (0,27 g,
0,63 mmol, 99%) de acordo com os seus dados fisicos e

espetroscopicos.

(E)-4-((2-(8-((3-metoxyfenil)amino)pirimido[5,4-d]pirimidin-4-il)hidrazono)metil)benzeno-1,2-diol 73k
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’\l| [ \/@E
kN/ NS OH
H

A: 67c (0,20 g; 0,68 mmol); 0,5 mL de DMSO; 1,02 eq. de 3,4-
dihidroxibenzaldeido 68k; H2SO4 (cat.); 30°C durante 1 h e 20 min.
O produto foi precipitado por adicdo 10 mL de H20 e isolado por
filtracdo. O solido laranja foi lavado com H20 e identificado como 73k
(0,28 g, 0,67 mmol, 99%) de acordo com os seus dados fisicos e

espetroscopicos.

(E)-5-((2-(8-((3-metoxifenil)amino)pirimido[5,4-d]pirimidin-4-il)hidrazono)metil)benzeno-1,2, 3-triol 7 31

s
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A: 67c (0,14 g; 0,48 mmol); 1 mL de DMSO; 1,1 eq. de 3,4,5-
trihidroxibenzaldeido 68I; H2S04 (cat.); 30°C durante 1 h. O produto
foi precipitado por adicado 10 mL de H20 e isolado por filtracdo. O
sélido laranja avermelhado foi lavado com H20 e identificado como
731 (0,20 g, 0,48 mmol, 99%) de acordo com os seus dados fisicos

e espetroscopicos.
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(E)-8-(2-(3,4-dimetoxibenzilideno)hidrazinil)-N-(3-metoxifenil)pirimido[5,4-d]pirimidin-4-amina 730

HN N
)
N O
mN/ N/N\ O/
H

B: 65¢ (0,16 g; 0,57 mmol); 0,5 mL de DMSO; 1,02 eq. de 3,4-
dimetoxibenzaldeido 680; durante 10 min. Adicionou-se 2,0 eq. de
piperina; 80°C durante 35 min. O produto foi precipitado por adicao
de 2 mL de CHs3CN, 5 mL de H20 e isolado por filtracdo. O sélido
laranja claro foi lavado com H20 e Et20 e identificado como 730
(0,15 g, 0,35 mmol, 61%) de acordo com os seus dados fisicos e

espetroscopicos.

(E)-4-((2-(8-((3-hidroxifenil)amino)pirimido[5,4-d]pirimidin-4-il)hidrazono)metil)benzeno-1,2-diol 74k

OH
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A: 67a (0,20 g; 0,76 mmol); 1 mL de DMSO; 1,02 eq. de 3,4-
dihidroxibenzaldeido 68k; H2SO4 (cat.); 30°C durante 1 h. O produto
foi precipitado por adicao 10 mL de H20 e isolado por filtracdo. O
solido laranja avermelhado foi lavado com H20 e identificado como
74k (0,26 g, 0,68 mmol, 89%) de acordo com os seus dados fisicos

e espetroscopicos.

(E)-3-((8-(2-(3,4-dimetoxibenzilideno)hidrazinil)pirimido[5,4-d]pirimidin-4-illamino)fenol 740

OH
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B: 65a (0,15 g; 0,56 mmol); 0,5 mL de DMSO; 1,02 eq. de 3,4-
dimetoxibenzaldeido 680; durante 10 min. Adicionou-se 2,0 eq. de
piperina; 80°C durante 1 h e 7 min. O produto foi precipitado por
adicao de 2 mL de CH3CN, 5 mL de H20 e isolado por filtracdo. O
sélido laranja claro foi lavado com H20 e Et20 e identificado como
740 (0,16 g, 0,39 mmol, 70%) de acordo com o0s seus dados fisicos

e espetroscopicos.
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(E)-2-(3-((8-(2-benzilidenohidrazinil)pirimido[5,4-d]pirimidin-4-il)amino)fenoxi)etanol 75a

O\/\OH
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B: 65h (0,12 g; 0,40 mmol); 0,2 mL de DMSO; 1,5 eq. de
benzaldeido 68a; durante 10 min. Adicionou-se 2,0 eq. de piperina;
80°C durante 1 h e 10 min. O produto foi precipitado por adicao de
2 mL de CHsCN, 5 mL de H20 e isolado por filtracdo. O solido
amarelo claro foi lavado com H20 e Et20 e identificado como 75a
(0,16 g, 0,40 mmol, 99%) de acordo com os seus dados fisicos e

espetroscopicos.

(E)-2-(3-((8-(2-(piridino-4-ilmetileno)hidrazinil)pirimido[5,4-d]pirimidin-4-il)amino)fenoxi)etanol 75b
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lN/ N,N\ NS !
H

B: 65h (0,16 g; 0,52 mmol); 0,2 mL de DMSO; 1,5 eq. de 4-
piridinocarboxaldeido 68b; durante 10 min. Adicionou-se 2,0 eq. de
piperina; 80°C durante 1 h e 13 min. O produto foi precipitado por
adicao de 2 mL de CH3CN, 5 mL de H20 e isolado por filtracdo. O
sélido laranja claro foi lavado com H20 e Et20 e identificado como
75b (0,18 g, 0,47 mmol, 90%) de acordo com 0s seus dados fisicos

e espetroscopicos.

(E)-2-(3-((8-(2-(piridino-3-ilmetileno)hidrazinil)pirimido[5,4-d]pirimidin-4-il)amino)fenoxi)etanol 75¢

Oon

HN_ _N
B

NN 2
H

B: 65h (0,22 g; 0,69 mmol); 0,5 mL de DMSO; 1,5 eq. de 3-
piridinacarboxaldeido 68c; durante 10 min. Adicionou-se 2,0 eq. de
piperina; 80°C durante 1 h e 20 min. O produto foi precipitado por
adicdo de 5 mL de CH3CN, 10 mL de H20 e isolado por filtracdo. O
solido amarelo claro foi lavado com H20 e Et20 e identificado como
75c (0,16 g, 0,47 mmol, 59%) de acordo com os seus dados fisicos

e espetroscopicos.
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(E)-2-(3-((8-(2-(3-fluorobenzilideno)hidrazinil)pirimido[5,4-d]pirimidin-4-ilJamino)fenoxi)etanol 75d

O on

HN_ N
NN

|

kN/ H’N\ F

B: 65h (0,18 g; 0,56 mmol); 0,5 mL de DMSO; 1,5 eq. de 3-
fluorobenzaldeido 68d; durante 10 min. Adicionou-se 2,0 eq. de
piperina; 80°C durante 40 min. O produto foi precipitado por adicao
de 5 mL de CH3CN e isolado por filtracao. O sélido amarelo claro foi
lavado com H20, CH3CN e Et20 e identificado como 75d (0,16 g,
0,39 mmol, 70%) de acordo com os seus dados fisicos e

espetroscopicos.

(E)-2-(3-((8-(2-(3-clorobenzilideno)hidrazinil)pirimido[5,4-d]pirimidin-4-il)amino)fenoxi)etanol 75f

O oH

HN_ N
%\j
| /N \/©\
|
kN/ H’N\ Cl

B: 651 (0,193 g; 0,616 mmol); 0,5 mL de DMSO; 1,5 eq. de 3-
clorobenzaldeido 68f; durante 10 min. Adicionou-se 2,0 eq. de
piperina; 80°C durante 1 h e 30 min. O produto foi precipitado por
adicao de 10 mL de CH3CN, 5 mL de H20 e isolado por filtracdo. O
solido amarelo claro foi lavado com H20 e Et20 e identificado como
75f (0,22 g, 0,51 mmol, 83%) de acordo com os seus dados fisicos

e espetroscopicos.

(E)-2-(3-((8-(2-(4-clorobenzilideno)hidrazinil)pirimido[5,4-d]pirimidin-4-illamino)fenoxy)etanol 75g

O oH

HN N
Y
(PN cl
mN/ N/Nv©/
H

B: 65h (0,09 g; 0,28 mmol); 0,2 mL de DMSO; 1,5 eq. de 4-
clorobenzaldeido 68g; durante 10 min. Adicionou-se 2,0 eq. de
piperina; 80°C durante 1 h e 5 min. O produto foi precipitado por
adicdo de 5 mL de CH3CN, 5 mL de H20 e isolado por filtracdo. O
solido amarelo claro foi lavado com H20 e Et20 e identificado como
75¢g (0,09 g, 0,20 mmol, 73%) de acordo com os seus dados fisicos

e espetroscopicos.
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(E)-2-(3-((8-(2-(3-bromobenzilideno)hidrazinil)pirimido[5,4-d]pirimidin-4-il)amino)fenoxy)etanol 75h

O\/\OH

HN_ N
NN

|

kN/ H’N\ Br

B: 65h (0,17 g; 0,54 mmol); 0,5 mL de DMSO; 1,5 eq. de 3-
bromobenzaldeido 68h; durante 10 min. Adicionou-se 2,0 eq. de
piperina; 80°C durante 30 min. O produto foi precipitado por adicao
de 5 mL de CH3CN, 5 mL de H20 e isolado por filtracdo. O sélido
bege amarelado foi lavado com H20 e Et20 e identificado como 75h
(0,18 g, 0,38 mmol, 71%) de acordo com os seus dados fisicos e

espetroscopicos.

(E)-2-(3-((8-(2-(4-bromobenzilideno)hidrazinil)pirimido[5,4-d]pirimidin-4-il)amino)fenoxy)etanol 75i

O\/\OH

HN N
:9
N /N Br
lN/ N’Nﬁ
H

B: 65h (0,15 g; 0,49 mmol); 0,5 mL de DMSO; 1,5 eq. de 4-
clorobenzaldeido 68i; durante 10 min. Adicionou-se 2,0 eq. de
piperina; 80°C durante 1h. O produto foi precipitado por adicdo de 5
mL de CH3CN, 5 mL de H20 e isolado por filtracdo. O solido amarelo
claro foi lavado com H20 e Et20 e identificado como 75i (0,18 g,
0,38 mmol, 77%) de acordo com os seus dados fisicos e

espetroscopicos.

(E)-8-(2-benzilidenohidrazinil)-N-(3-(2-morfolinoetoxi)fenil)pirimido[5,4-d]pirimidin-4-amina 76a

B: 65j (0,10 g; 0,26 mmol); 0,2 mL de DMSO; 1,5 eq. de
benzaldeido 68a; durante 10 min. Adicionou-se 2,0 eq. de piperina;
80°C durante 1h e 40 min. O produto foi precipitado por adicao de 1
mL de CH3CN, 5 mL de H20 e isolado por filtracdo. O solido amarelo
claro foi lavado com H20 e Et20 e identificado como 76a (0,07 g,
0,14 mmol, 54%) de acordo com os seus dados fisicos e

espetroscopicos.
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(E)-N-(3-(2-morfolinoetoxi)fenil)-8-(2-(piridin-4-ilmetileno)hidrazinil) pirimido[5,4-d]pirimidin-4-amina 76b

e

HN_ _N
B

NN Z >N

lN/ N,N\ NS !
H

B: 65j (0,10 g; 0,26 mmol); 0,2 mL de DMSO; 1,5 eq. de 4-
piridinacarboxaldeido 68b; durante 10 min. Adicionou-se 2,0 eq. de
piperina; 80°C durante 2 h. O produto foi precipitado por adicao de
10 mL de H20 e isolado por filtracdo. O sélido laranja claro foi lavado
com H20 e Et20 e identificado como 76b (0,08 g, 0,17 mmol, 65%)

de acordo com os seus dados fisicos e espetroscopicos.

(E)-N-(3-(2-morfolinoetoxi)fenil)-8-(2-(piridin-3-ilmetileno)hidrazinil)pirimido[5,4-d]pirimidin-4-amina 76¢

e

HN_ _N
B

NN Z
H

B: 65j (0,10 g; 0,26 mmol); 0,2 mL de DMSO; 1,5 eq. de 3-
piridinacarboxaldeido 68c; durante 10 min. Adicionou-se 2,0 eq. de
piperina; 80°C durante 2 h. O produto foi precipitado por adicao de
10 mL de CH3CN e isolado por filtracdo. O sélido bege claro foi lavado
com H20 e Et20 e identificado como 76¢ (0,09 g, 0,18 mmol, 69%)

de acordo com os seus dados fisicos e espetroscopicos.

(E)-8-(2-(3-clorobenzilideno)hidrazinil)-N-(3-(2-morfolinoetoxi)fenil) pirimido[ 5, 4-d] pirimidin-4-amina 7 6f

e

HN_ N

NN

|

kN/ ”’N\ o

B: 65j (0,09 g; 0,24 mmol); 0,2 mL de DMSO; 1,5 eq. de 3-
clorobenzaldeido 68f; durante 10 min. Adicionou-se 2,0 eq. de
piperina; 80°C durante 1h. O produto foi precipitado por adicao de 5
mL de CH3CN e isolado por filtracdo. O soélido bege amarelado foi
lavado com H20, Et20 e identificado como 76f (0,10 g, 0,19 mmol,

80%) de acordo com os seus dados fisicos e espetroscdpicos.

(E)-8-(2-(4-clorobenzilideno)hidrazinil)-N-(3-(2-morfolinoetoxi)fenil)pirimido[5,4-d]pirimidin-4-amina 76 g

O~
SRR
HN.__N
mN/ N’Nﬁ
N

B: 65j (0,09 g; 0,24 mmol); 0,2 mL de DMSO; 1,5 eq. de 4-
clorobenzaldeido 68g; durante 10 min. Adicionou-se 2,0 eq. de
piperina; 80°C durante 2h. O produto foi precipitado por adicao de 1
mL de CH3CN e isolado por filtracdo. O sélido amarelo claro foi lavado
com H20 e Et20 e identificado como 76g (0,07 g, 0,13 mmol, 54%)

de acordo com os seus dados fisicos e espetroscopicos.
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(E)-8-(2-(3-clorobenzilideno)hidrazinil)-N-(3-(2-tiomorfolinoetoxi)fenil)pirimido[5,4-d]pirimidin-4-amina

77f

HN_ N
NN

|

kN/ H’N\ cl

B: 65k (0,16 g; 0,41 mmol); 0,4 mL de DMSO; 1,5 eq. de 3-
clorobenzaldeido 68f; durante 10 min. Adicionou-se 2,0 eq. de
piperina; 80°C durante 1h. O produto foi precipitado por adicdo de 5
mL de CH3CN e isolado por filtracdo. O solido amarelo claro foi lavado
com H20, CH3CN e Et20 e identificado como 77f (0,19 g, 0,36

mmol, 87%) de acordo com os seus dados fisicos e espetroscdpicos.

(E)-ethyl-4-(2-(3-((8-(2-(3-clorobenzilideno)hidrazinil)pirimido[5,4-d]pirimidin-4-

illamino)fenoxy)etil)piperazina-1-carboxilato 7 8f

ov\N/\
K/Nj.]/

HN_ _N 0
B
Nl [ \Q\
kN/ NS Cl
H

OEt

B: 651 (0,12 g; 0,23 mmol); 0,5 mL de DMSO; 1,5 eq. de 3-
clorobenzaldeido 68f; durante 10 min. Adicionou-se 2,0 eq. de
piperina; 80°C durante 40 min. O produto foi precipitado por adicdo
de 5 mL de CHsCN e isolado por filtracao. O sélido amarelo claro foi
lavado com H20, CH3CN e Et20 e identificado como 78f (0,08 g,
0,14 mmol, 60%) de acordo com os seus dados fisicos e

espetroscopicos.

(E)-3-(3-((8-(2-(piridin-4-ilmetileno)hidrazinil)pirimido[5,4-d]pirimidin-4-ilJamino)fenoxi)propan-1-ol 79b

B: 65i (0,22 g; 0,69 mmol); 0,5 mL de DMSO; 1,5 eq. de 4-
piridinocarboxaldeido 68b; durante 10 min. Adicionou-se 2,0 eq. de
piperina; 80°C durante 3 h e 30 min. O produto foi precipitado por
adicdo de 10 mL de H20 e isolado por filtracdo. O sélido amarelo
esverdeado foi lavado com H20 e Et20 e identificado como 79b
(0,13 g, 0,30 mmol, 44%) de acordo com os seus dados fisicos e

espetroscopicos.
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(E)-3-(3-((8-(2-(piridin-3-ilmetileno)hidrazinil)pirimido[5,4-d]pirimidin-4-il)amino)fenoxi)propan-1-o0l 79¢

O _~_OH

HN_ _N
B
NN Z
H

B: 65i (0,24 g; 0,75 mmol); 0,5 mL de DMSO; 1,5 eq. de 3-
piridinocarboxaldeido 68c; durante 10 min. Adicionou-se 2,0 eq. de
piperina; 80°C durante 3 h e 30 min. O produto foi precipitado por
adicdo de 10 mL de H20 e isolado por filtracdo. O sélido amarelo foi
lavado com H20 e Et20 e identificado como 79¢ (0,18 g, 0,47 mmol,

90%) de acordo com os seus dados fisicos e espetroscopicos.

(E)-4-((2-(8-((3-(3-hidroxipropoxi)fenil)amino)pirimido[5,4-d]pirimidin-4-il)hidrazono)metil)fenol 7 9j

O._~_OH

HN N
Y
N _N OH
H

A: 67i (0,20 g; 0,61 mmol); 3 mL de EtOH; 1,02 eq. de 4-
hidroxibenzaldeido 68j; H2S04 (cat.); 30°C durante 2 h e 30 min. O
produto foi precipitado por adicdo 10 mL de H20 e isolado por
filtracdo. O solido laranja foi lavado com H,0 e identificado como 79j
(0,19 g, 0,44 mmol, 72%) de acordo com os seus dados fisicos e

espetroscopicos.

(E)-4-((2-(8-((3~(3-hidroxipropoxi)fenil)amino)pirimido[5,4-d]pirimidin-4-il)hidrazono)metil)benzeno-1, 2-

diol 79k
©/O\/\/OH
HN | N\j OH
N _N OH
mN/ N

A: 67i (0,06 g; 0,18 mmol); 2 mL de EtOH; 1,2 eq. de 3,4
dihidroxibenzaldeido 68k; H2S0O4 (cat.); 30°C durante 1h. O produto
foi precipitado por adicado 10 mL de H20 e isolado por filtracdo. O
solido laranja avermelhado foi lavado com H20 e identificado como
79k (0,08 g, 0,17 mmol, 96%) de acordo com os seus dados fisicos

e espetroscopicos.
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(E)-5-((2-(8-((3~(3-hidroxipropoxi)fenil)amino)pirimido[5,4-d]pirimidin-4-il)hidrazono)metil)benzeno-1,2, 3-

triol 791
©/O\/\/OH
HN N
| ﬁN T OH
N| ~
kN/ N OH

A: 67i (0,20 g; 0,61 mmol); 3 mL de EtOH; 1,02 eq. de 3,4,5-
trihidroxibenzaldeido 68I; H2SO4 (cat.); 30°C durante 1 h e 17 min.
O produto foi precipitado por adicdo 10 mL de H20 e isolado por
filtracdo. O solido laranja avermelhado foi lavado com H20 e
identificado como 79I (0,28 g, 0,61 mmol, 99%) de acordo com os

seus dados fisicos e espetroscopicos.

(E)-4-((2-(8-((3~(3-hidroxipropoxi)fenil)amino)pirimido[5,4-d]pirimidin-4-il) hidrazono) metil)-2-metoxifenol

79m

O._~_OH

HN N ~
N ~
H

A: 67i (0,15 g; 0,46 mmol); 3 mL de EtOH; 1,2 eq. de 4-hidroxi-3-
metoxibenzaldeido 68m; H2S04 (cat.); 30°C durante 30 min. O
produto foi precipitado por adicdo 10 mL de H20 e isolado por
filtracdo. O solido laranja avermelhado foi lavado com H20 e
identificado como 79m (0,2 g, 0,43 mmol, 95%) de acordo com os

seus dados fisicos e espetroscopicos.

(E)-5-((2-(8-((3-(3-hidroxipropoxi)fenil)amino)pirimido[5,4-d]pirimidin-4-il)hidrazono)metil)-2-metoxifenol

79n
O _~_0H
HN N
N OH
@ !
N ~
mN/ NS
H

B: 65i (0,250 g; 0,760 mmol); 3 mL de EtOH; 1,3 eq. de 3-hidroxi-
4-metoxibenzaldeido 68n; durante 10 min. Adicionou-se 2,0 eq. de
piperina; 80°C durante 3 h e 40 min. O produto foi isolado por
filtracdo. O solido amarelo claro foi lavado com H20 e Et20 e
identificado como 78f (0,08 g, 0,180 mmol, 24%) de acordo com 0s

seus dados fisicos e espetroscopicos.
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(E)-3-(3-((8-(2-(3,4-dimetoxibenzilideno)hidrazinil)pirimido[5,4-d]pirimidin-4-iljamino)fenoxi)propan-1-ol

790

A: 67i (0,20 g; 0,61 mmol); 5 mL de EtOH; 1,02 eq. de 3,4
dimetoxibenzaldeido 680; H2S04 (cat.); 25°C durante 1 h e 30 min.
O produto foi precipitado por adicdo 10 mL de H20 e isolado por
filtracdo. O sélido laranja foi lavado com H,O e identificado como 790

(0,29 g, 0,61 mmol, 99%) de acordo com os seus dados fisicos e

espetroscopicos.

(E)-3-(3-((8-(2-(3,4,5-trimetoxibenzilideno)hidrazinil)pirimido[5, 4-d]pirimidin-4-ilJamino)fenoxi)propan-1-

ol 79p
©/O\/\/OH
HN N ~

A: 67i (0,15 g; 0,46 mmol); 3 mL de EtOH; 1,2 eq. de 3,4,5-
trimetoxibenzaldeido 68p; H2SO04 (cat.); 30°C durante 42 min. O
produto foi precipitado por adicdo 10 mL de H20 e isolado por
filtracdo. O solido laranja claro foi lavado com H20 e identificado como

79p (0,23 g, 0,45 mmol, 99%) de acordo com os seus dados fisicos

e espetroscopicos.

(E)-4-((2-(8-((3-(3-hidroxipropoxi)fenil)amino)pirimido[5,4-d]pirimidin-4-il)hidrazono)metil)-2,6-

dimetoxifenol 79q

A: 67i (0,15 g; 0,46 mmol); 5 mL de EtOH; 1,2 eq. de 3,5-dimetoxi-
4-hidroxibenzaldeido 68q; H2S04 (cat.); 30°C durante 42 min. O
produto foi precipitado por adicdo 10 mL de H20 e isolado por
filtracdo. O solido laranja claro foilavado com H,0 e identificado como
79q (0,20 g, 0,40 mmol, 88%) de acordo com os seus dados fisicos

e espetroscopicos.
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(E)-4-((2-(8-((4-(3-hidroxipropoxi)fenil)amino)pirimido[5,4-d]pirimidin-4-il)hidrazono)metil)fenol 80j

0”7 >""0OH
HN_ _N

j/j?
NN
lkN/ NEEARN

H

OH

A: 67m (0,20 g; 0,60 mmol); 0,5 mL de DMSO; 1,02 eq. de 4-
hidroxibenzaldeido 68j; H2SOa4 (cat.); 30°C durante 21 min. O
produto foi precipitado por adicdo 10 mL de H20 e isolado por
filtracdo. O sélido laranja foi lavado com H20 e identificado como 80j
(0,19 g, 0,45 mmol, 76%) de acordo com os seus dados fisicos e

espetroscopicos.

(E)-4-((2-(8-((4-(3-hidroxipropoxi)fenil)amino)pirimido[5,4-d]pirimidin-4-il) hidrazono)metil)benzeno-1,2-

diol 80k

OH

A: 67m (0,19 g; 0,59 mmol); 0,5 mL de DMSO; 1,02 eq. de 3,4-
dihidroxibenzaldeido 68k; H2S04 (cat.); 30°C durante 10 min. O
produto foi precipitado por adicdo 10 mL de H20 e isolado por
filtracdo. O solido laranja claro foi lavado com H20 e identificado como
80k (0,23 g, 0,50 mmol, 86%) de acordo com os seus dados fisicos

e espetroscopicos.

(E)-5-((2-(8-((4-(3-hidroxipropoxi)fenil)amino)pirimido[5,4-d]pirimidino-4-il)hidrazono)metil)benzeno-

1,2,3-triol 801
HN. _N
Y OH
N _N OH
|
kN/ NEARN OH
H

A: 67m (0,16 g; 0,50 mmol); 0,5 mL de DMSO; 1,02 eq. de 3,4,5-
trinidroxibenzaldeido 68l; H2SO4 (cat.); 25°C durante 40 min. O
produto foi precipitado por adicdo 10 mL de H20 e isolado por
filtracdo. O sélido laranja foi lavado com H20 e identificado como 80l

(0,20 g, 0,42 mmol, 85%) de acordo com os seus dados fisicos e

espetroscopicos.
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(E)-4-((2-(8-((4-(3-hidroxipropoxi)fenil)amino)pirimido[5,4-d]pirimidin-4-il) hidrazono) metil)-2-metoxifenol

80m

OH

A: 67m (0,06 g; 0,12 mmol); 2 mL de EtOH; 1,2 eq. de 3-hidroxi-4-
metoxibenzaldeido 68m; H2S04 (cat.); 30°C durante 1 h. O produto
foi precipitado por adicdo 10 mL de H20 e isolado por filtracdo. O
sélido laranja claro foi lavado com H20 e identificado como 80m

(0,08 g, 0,17 mmol, 93%) de acordo com os seus dados fisicos e

espetroscopicos.

(E)-5-((2-(8-((4-(3-hidroxipropoxi)fenil)amino)pirimido[5,4-d]pirimidin-4-il) hidrazono)metil)-2-metoxifenol

80n
07 >"0H A: 67m (0,20 g; 0,61 mmol); 2 mL de DMSO; 1,2 eq. de 3,4
dimetoxibenzaldeido 68n; H2S04 (cat.); 30°C durante 50 min. O
produto foi precipitado por adicdo 5 mL de H20 e isolado por filtracao.
AN | Nﬁ OH | 0 solido laranja claro foi lavado com H20 e identificado como 80n
Nkj/\/EN © (0,08 g, 0,17 mmol, 28%) de acordo com os seus dados fisicos e
N" ”’N\ espetroscopicos.
(E)-3-(4-((8-(2-(3,4-dimetoxibenzilideno)hidrazinil) pirimido[5,4-d]pirimidin-4-il)amino)fenoxi)propan-1-ol
800
07> 0H A: 67m (0,20 g; 0,61 mmol); 2 mL de DMSO; 1,2 eq. de 3,4-
dimetoxibenzaldeido 680; H2SO4 (cat.); 30°C durante 40 min. O
produto foi precipitado por adicdo 5 mL de H20 e isolado por filtracao.
HN | Nﬁ 0] | 0 solido laranja claro foi lavado com H20 e identificado como 800
htj/iN © (0,09 g, 0,18 mmol, 30%) de acordo com os seus dados fisicos e
N/ N&

espetroscopicos.
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(E)-3-(4-((8-(2-(3,4,5-trimetoxibenzilideno)hidrazinil)pirimido[5,4-d]pirimidin-4-ilJamino)fenoxi)propan-1-

A: 67m (0,15 g; 0,46 mmol); 2 mL de EtOH; 1,2 eq. de 3,4,5-
trimetoxibenzaldeido 68p; H2S04 (cat.); 25:C durante 30 min. O
produto foi precipitado por adicdo 5 mL de H20 e isolado por filtrac&o.
0 solido laranja claro foi lavado com H20 e identificado como 80p
(0,15 g, 0,30 mmol, 66%) de acordo com os seus dados fisicos e

espetroscopicos.

(E)-4-((2-(8-((4-(3-hidroxipropoxi)fenil)amino)pirimido[5,4-d]pirimidin-4-il)hidrazono)metil)-2,6-

dimetoxifenol 80q

B: 65m (0,18 g; 0,56 mmol); 3 mLde EtOH; 1,2 Eq. de 3,5-dimetoxi-
4-hidroxibenzaldeido 68q; durante 10 min. Adicionou-se 2,0 eq. de
piperina; 80°C durante 4 h e 30 min. O produto foi isolado por
filtracdo. O solido amarelo foi lavado com H20 e Et20 e identificado
como 80q (0,13 g, 0,28 mmol, 66%) de acordo com os seus dados

fisicos e espetroscopicos.

(E)-N-(3-((8-(2-(3,4-dihidroxibenzilideno)hidrazinil)pirimido[5,4-d]pirimidin-4-

ilJamino)fenil)isonicotinamida 8 1k

=
H )
N ™

O

HN. _N
) on
N| [ \/@E
kN/ NS OH
H

B: 650 (0,15 g; 0,39 mmol); 0,2 mL de DMSO; 1,2 eq. de 3,4-
dihidroxibenzaldeido 68k; durante 17 min. Adicionou-se 2,0 eq. de
piperina; 80°C durante 20 min. O produto foi precipitado por adicdo
de 5 mL de CH3CN e isolado por filtracdo. O sélido amarelo foi lavado
com H20 e Et20 e identificado como 81k (0,15 g, 0,30 mmol, 76%)

de acordo com os seus dados fisicos e espetroscopicos.
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(E)-N-(3-((8-(2-(3,4,5-trihidroxibenzilideno)hidrazinil)pirimido[5,4-d]pirimidin-4-

ilJamino)fenil)isonicotinamida 811

=
i )
N

:’]: _ NN
O
HN. N
| 7\1 T OH
(. T
kN/ NS OH
H

A: 670 (0,14 g; 0,38 mmol); 1 mL de DMSO; 1,02 eq. de 3,4,5-
trihidroxibenzaldeido 68l; H2SO4 (cat.); 30°C durante 30 min. O
produto foi precipitado por adicdo 10 mL de H20 e isolado por
filtracdo. O solido laranja claro foi lavado com H20 e identificado como
811 (0,19 g, 0,37 mmol, 97%) de acordo com os seus dados fisicos

e espetroscopicos.

(E)-N-(3-((8-(2-(3,4-dihidroxibenzilideno)hidrazinil)pirimido[5,4-d]pirimidin-4-ilJamino)fenil)nicotinamida

82k

~_N

o

HN. _N
L on
N| [ \/@E
kN/ NS OH
H

et

A: 67p (0,17 g; 0,45 mmol); 2 mL de DMSO; 1,05 eq. de 3,4-
dihidroxibenzaldeido 68k; H2SO4 (cat.); 30°C durante 30 min. O
produto foi precipitado por adicdo 10 mL de H20 e isolado por
filtracdo. O solido laranja claro foi lavado com H20 e identificado como
82k (0,21 g, 0,43 mmol, 96%) de acordo com os seus dados fisicos

e espetroscopicos.

(E)}-N-(3-((8-(2-(3,4,5-trihidroxibenzilideno)hidrazinil)pirimido[5,4-d]pirimidin-4-

ilJamino)fenil)nicotinamida 82l

; N =~ _N
O
HN_ N
| j\l T OH
(. T
kN/ NEEARN OH
H

A: 67p (0,15 g; 0,39 mmol); 2 mL de DMSO; 1,05 eq. de 3,4,5-
trihidroxibenzaldeido 68I; H2S04 (cat.); 30°C durante 30 min. O
produto foi precipitado por adicdo 10 mL de H20 e isolado por
filtracdo. O solido laranja claro foi lavado com H20 e identificado como
821 (0,20 g, 0,39 mmol, 99%) de acordo com os seus dados fisicos

e espetroscopicos.
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5.1.7. Triazinopirimidopirimidinas 84

Procedimento Geral

A uma suspensdo de 65 no(s) solvente(s) indicados adicionou-se 2 eq. de 62. Lentamente, adicionou-

se 10 eq. de acido acético (CH3COOH) e deixou-se a mistura sob agitacdo a 45°C. Quando o TLC

mostrou a auséncia de reagente de partida o produto 84 foi isolado por filtracdo e lavado com o(s)

solvente(s) indicado(s).

4-(piridin-3-ilamino)-10H-pirimido[5',4":4,5]pirimido[1,6-b][1,2,4]triazin-10-ona 84 g

65g (0,18 g; 0,69 mmol); 2 mLde DMSO/EtOH (1:1); 2,0 eq. de etil
2-oxoacetato 62¢; CH3COOH (10 eq.); 40°C durante 2h. O produto
foi precipitado por adicdo 1 mL de CH3CN e isolado por filtracdo. O
solido verde foi lavado com CH3CN, H20 e Et20 e identificado como
84¢g (0,17 g, 0,57 mmol, 83%) de acordo com os seus dados fisicos

e espetroscopicos.

4-((3-metoxifenil)amino)-10H-pirimido[5',4":4,5]pirimido[1,6-b][1,2,4]triazin-10-ona 84c¢

O\
HN_ _N

B
N
§

65c¢ (0,06 g; 0,20 mmol); 5 mLde EtOH; 2,0 eq. de etil 2-oxoacetato
62c; CH3COOH (10 eq.); 40°C durante 4h. O produto foi isolado por
filtracao. O solido verde foi lavado com H20 e Et20 e identificado como
84c (0,03 g, 0,09 mmol, 47%) de acordo com os seus dados fisicos

e espetroscopicos.

4-((4-hidroxifenil)amino)-10H-pirimido[5',4":4,5]pirimido[1,6-b][1,2,4]triazin-10-ona 84b

OH
HN_ _N

)
NN
§

65b (0,17 g; 0,64 mmol); 2 mL de DMSO/EtOH (1:1); 2,0 eq. de etil
2-oxoacetato 62c¢; CH3aCOOH (10 eq.); 40°C durante 2h. O produto
foi precipitado por adicdo 5 mL de H20 e isolado por filtracéo. O sélido
verde foi lavado com CH3CN, H20 e Et20 e identificado como 84b
(0,11 g, 0,26 mmol, 57%) de acordo com os seus dados fisicos e

espetroscopicos.
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5.2. Avaliacao biologica

5.2.1. Ensaios de rastreio de moléculas em L. infantum (promastigotas) e 7. brucei

Este protocolo descreve um ensaio ndo automatizado de viabilidade parasitaria baseada num
processo de fluorescéncia [63,64]. O objetivo do ensaio é determinar a atividade antiparasitaria de
compostos quimicos contra as formas promastigotas de L. infanfum ou formas sanguineas de 7. brucei.
Os dados de viabilidade sao obtidos por medicdo da fluorescéncia da resorufina (metabolito da

rezasurina) em parasitas metabolicamente ativos.

Ensaio de viabilidade de formas promastigotas L. infantum ou formas sanguineas de 7.
brucei

Os compostos sdo avaliados com base na viabilidade parasitaria apos 3 dias de exposicdo medida
por fluorescéncia, resultado da metabolizacdo mitocondrial da rezasurina.

Em primeiro lugar, a uma placa de 96 pocos adicionou-se 100 uL do(s) composto(s) de interesse no
dobro da concentracao final desejada em Schneider e HMI-9, dependendo o parasita usado, cuja
concentracao final de DMSO dentro do poco nao devera exceder 0,5%. Para os controlos positivos de
100% de atividade antiparasitaria usou-se Miltefosina (25 uM) ou Pentamidina (1nM), para L. infantum
e 7. brucei, respetivamente.

De seguida, preparou-se uma suspenséo de formas promastigotas de L. infanturn (108 células/mL)
ou formas sanguineas de 7. brucei (10* células/mL) em Schneider e HMI-9, respetivamente e adicionou-
se 100 yL da suspensao a cada poco da placa ja com os compostos. Para 7. bruce/incubou-se a placa
por 72 horasa 37°C, 5% CO2. Enquanto que, para L. infantum a placa foi selada com parafiime e deixada

a incubar 72h a 27°C.

Revelacao do ensaio

Para a revelacdo do ensaio adicionou-se 20 uL de uma solucao de rezasurina em HMI-9 ou Schneider
para uma concentracao final no poco de 45,5 uM. Para 7. brucei, deixou-se incubar por 4 h a 37°C, 5%
COo2. Para L. infantum, a placa foi novamente selada com parafilme e deixada a incubar 4h a 27°C.

Apds o tempo de incubacéo transferiu-se 190 uL do contelido de cada poco para uma placa preta de
96 pocos de fundo transparente e leu-se a placa no Synergy 2 (Biotek). A leitura é efetuada no modo
“endpoint” em comprimento de onda de excitacao e emissaoa 544 e 590 nm, respetivamente.

Para o calculo da atividade é determinada a média dos valores dos controlos positivos (EC100 da

Miltefosina ou Pentamidina) (Mean Pos), a média dos valores dos controlos negativos (Mean Neg) e por
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fim a % atividade antiparasitaria é calculada de acordo com a formula seguinte:

% Atividade antiparasitaria = [1-( (Test Value- Mean Pos))/(Mean Neg — Mean Pos))) x 100]

Validacao dos resultados - Curva Dose-resposta ICso (DRC)

Com os dados obtidos, a extrapolacdo dos ICso das diferentes moléculas foi feita a partir do GraphPad
Prism 8. Assim, sdo tracadas as respetivas curvas de dose resposta (DRC) de acordo com o modelo
logistico de 4 parametros. Neste, a atividade é dada pelo y, x é a concentracado correspondente e caso
se justifique certos outliers podem ser removidos para ajuste da DRC.

A equacao correspondente para este modelo é:
{f,-::'p - .E:'-::-.ﬁ}

v=hat+ —
14{ 210, Y™

5.2.2. Ensaios de citotoxicidade em macrdfagos da linha celular THP1

Este protocolo descreve um ensaio ndo automatizado de viabilidade celular. O objetivo do ensaio é
determinar a citotoxicidade de compostos quimicos em macrofagos da linha celular THP1 [63,64]. Os
dados de viabilidade sao obtidos usando valores de absorcdo de um metabolito do MTT (formazan)

guando as células estdo metabolicamente ativas.

Ensaio de citotoxicidade em macréfagos da linha celular THP1

Os compostos sao avaliados com base na viabilidade celular apds 3 dias de exposicdo medida por
absorcdo de um metabolito do MTT, resultado da sua reducao mitocondrial.

Em primeiro lugar, é necessario semear e diferenciar as células (THP1). Para isso, preparou-se uma
suspensdo de monocitos THP1 em RPMIc e adicionou-se PMA (1:25000). Semeou-se as células a 1 x
10° células por poco para um volume final de 100 yL numa placa de 96 pocos de fundo raso. Estas
foram deixadas a diferenciar por 18ha 37°C, 5% CO2. Apos a diferenciacéo, renovou-se o meio de cultura
substituindo-o com mais 100 pyL RPMIc para remover totalmente o PMA e deixou-se as células nas
mesmas condicdes. Ao fim de 24h removeu-se 0 meio e adicionou-se 100 uL do(s) composto(s) de
interesse na concentracao final desejada em RPMIc as células THP1. A concentracao final de DMSO

dentro do poco ndo devera exceder 1%. Incubou-se a placa por 72 horas a 37°C, 5% COo.

Revelacao do ensaio

Para a revelacdo do ensaio removeu-se 0 meio e adicionou-se 200 uL de uma solucdo de MTT (0,5
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mg/mL) em RPMI base acabada de fazer. Esta solucdo é também adicionada a 4 pocos sem células
para funcionarem como brancos. A placa foi deixada a incubar 4h a 37°C, 5% CO2. Apds a incubacao,
removeu-se cuidadosamente 160 L de cada poco e adicionou-se 160 uL de isopropanol. Tendo-se
homogeneizado bem a placa esta foi lida no Synergy 2 (Biotek) a 570nm.

Para o calculo da atividade é determinada a média dos valores dos controlos negativos (Mean Neg) e
por fim a % de viabilidade é calculada de acordo com a formula seguinte usando os valores com o0s
brancos subtraidos:

% viabilidade= [((Test Value)/(Mean Neg)) x 100]

5.2.3. Ensaios de rastreio de moléculas em amastigotas intramacrofagicos

Este protocolo descreve um ensaio nao automatizado de viabilidade parasitaria baseada num
processo de luminescéncia [63,64]. O objetivo do ensaio é determinar a atividade antiparasitaria de
compostos quimicos contra formas de amastigotas de L. /infanturm intramacrofagicos (principal causa de
leishmaniose visceral). Os dados de viabilidade sao obtidos usando valores de luminescéncia em bruto
(contagens por minuto, C.P.M.) por leitura da radiacdo gerada quando a luciferina € monooxigenada pela

enzima luciferase de parasitas metabolicamente ativos na presenca Mg?*, ATP e O2.

Limitacoes do ensaio
Este ensaio deteta compostos ativos contra as formas de amastigotas de L. /nfantum, porém nao
deteta nem mede a citotoxicidade nas células hospedeiras (macrofagos da linha celular THP1) sendo

necessario recorrer ao ensaio anterior para avaliar essa particularidade.

Ensaio de viabilidade de formas amastigotas intramacrofagicos Luc+

Os compostos sao avaliados com base na viabilidade parasitaria apos 3 dias de exposicdo medida
por quimiluminescéncia, resultado da acao da luciferase. Em primeiro lugar, & necessario, a semelhanca
do ensaio anterior, semear e diferenciar as células hospedeiras (THP1). Para isso, preparou-se uma
suspensao de THP1 em RPMIc e adicionou-se PMA (1:25000). Semeou-se as células a 1 x 10° células
por poco para um volume final de 100 uL numa placa de 96 pocos. Estas foram deixadas a diferenciar
por 18h a 37°C, 5% CO2.

Apos a diferenciacdo, renovou-se 0 meio de cultura substituindo-o com mais 100 uL RPMIc para
remover totalmente o PMA e deixou-se as células nas mesmas condicdes. Ao fim de 24h, removeu-se 0

meio e adicionou-se a suspensdo dos parasitas Luc* L. infantum com cerca de 4/5 dias com racio
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célula:parasita de 1:20 previamente preparada para um volume final dentro do poco de 100 pL. Incubou-
se por 4h a 37°C, 5% CO2 de maneira a permitir infecdo das células pelos parasitas.

Por fim, lavou-se as células infetadas 3-5x com RPMI e adicionou-se 100 pL do(s) composto(s) de
interesse na concentracéo final desejada em RPMIc as células THP1 infetadas. A concentracéo final de
DMSO dentro do poco ndo deverd exceder 1%. Para os controlos positivos de 100% de atividade

antiparasitaria usou-se Miltefosinaa 10 uM em RPMiIc. Incubou-se a placa por 72 horas a 37°C, 5% CO2.

Revelacao do ensaio

Para a revelacdo do ensaio lavou-se os po¢os 2x com PBS deixando na ultima lavagem 100 L de
PBS em cada poco. Adicionou-se 25 L do tampao de lise e agitou-se a placa a t.a. durante 10 min. De
seguida, adicionou-se 30 L da solucao do substrato (luciferina) e agitou-se durante 15 min a t.a. no
escuro. Apos o tempo de incubacao transferiu-se 100 uL do conteldo de cada poco para uma placa
branca de 96 pocos de fundo opaco. Por fim, a leitura da luminescéncia produzida pela luciferase foi
detetada no Synergy 2 (Biotek). A leitura é efetuada no modo “endpoint” com sensibilidade de 175.

Para o calculo da atividade é determinada a média dos valores dos controlos positivos (EC100 da
Miltefosina) (Mean Pos), a média dos valores dos controlos negativos (Mean Neg) e por fim a % atividade

antiparasitaria é calculada de acordo com a formula seguinte:

% Atividade antiparasitaria = [1-( (Test Value- Mean Pos))/(Mean Neg — Mean Pos))) x 100]

Validacao dos resultados - Curva Dose-resposta ICs, (DRC)

Com os dados obtidos, sdo tracadas as respetivas curvas de dose resposta (DRC) de acordo com o
modelo logistico de 4 parametros. Neste, a atividade é dada pelo y, x é a concentracdo correspondente
e caso se justifique certos outliers podem ser removidos para ajuste da DRC.

A equacao correspondente para este modelo é:
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