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RESUMO 

 

O aumento dos níveis de nucleotídeos cíclicos (GMPc e AMPc) nos enterócitos, 

desencadeia mecanismos intracelulares de secreção de íons e líquidos para o 

lúmen intestinal, caracterizando a diarreia secretória. Neste trabalho, doze novas 

moléculas derivadas de piridopirimidinas foram sintetizadas e avaliadas quanto 

seu efeito sob o acúmulo induzido de nucleotídeos cíclicos intracelular. Nossos 

resultados demonstram que todos os compostos não exercem efeito sob os 

níveis basais (ausência de estímulo exógeno) de nucleotídeos cíclicos e também 

em anéis aórticos pré-contraídos de coelhos. Tanto a atividade metabólica e 

viabilidade nas células, avaliadas pelos testes MTT e LDH, respectivamente, não 

foram afetadas pela incubação com os compostos (50 μM). O melhor composto 

em atividade, composto VI, quase aboliu o acúmulo de GMPc (94% de inibição) 

induzido pela toxina STa em células T84 e reduziu significativamente (69%) o 

acúmulo de AMPc induzido por Forscolina em células Jurkat. O composto VI foi 

avaliado em um modelo in vivo de diarreia em coelhos, onde demonstrou eficácia 

em inibir o acúmulo de líquidos induzido pela STa e redução nos danos e 

alterações morfológicas teciduais promovidas pela exposição à esta 

enterotoxina. O teste de estabilidade in vitro revelou que o composto VI é 

resistente à oxidação promovida pelo oxigênio atmosférico. 

 

Palavras-chave: Piridopirimidinas, diarreia, nucleotídeos cíclicos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

ABSTRACT 

 

The increased levels of cyclic nucleotides (cGMP and cAMP) in enterocytes 

trigger intracellular mechanisms of ion and fluid secretion into the lumen causing 

secretory diarrhea. Twelve novel pyridopyrimidines derived from 5-(3,5-

bistrifluoromethylphenyl)-1,3-dimethyl-5,11-dihydro-1H-

indeno[2,1:5,6]pyrido[2,3-d]pyrimidine-2,4,6-trione (FPIPP) were synthesized 

and evaluated on intracellular cyclic nucleotide accumulation. All compounds had 

no effect on either cyclic nucleotide basal levels or on pre-contracted aortic rings. 

The metabolic activity and viability in T84 cells, assessed by MTT and LDH 

assays respectively were not affected by incubation with the compounds (50 µM). 

Compound VI almost abolished cGMP accumulation (94% inhibition) induced by 

STa toxin in T84 cells and significantly decreased (69%) forskolin-induced cAMP 

accumulation in Jurkat cells. Compound VI was found to be active in an in vivo 

model for diarrhea in rabbits.   In vitro stability test revealed that compound VI is 

resistant to oxidation promoted by atmospheric oxygen. 

 

Keywords: Pyridopyrimidines, Diarrhea, Cyclic Nucleotides.  
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1. INTRODUÇÃO 
 

 Considerada uma das principais causas de mortalidade infantil nos 

países em desenvolvimento, a diarreia é um grave problema de saúde pública 

promovendo milhares de mortes anualmente (Guerrant et al., 2002; Kosek et al., 

2003; Morris et al., 2003; Collaborators, 2017). A etiologia da diarreia infecciosa 

é diversificada, sendo causada por bactérias, vírus e parasitas, entretanto, 60% 

das mortes associadas à diarreia são atribuídas a cepas de bactérias 

enterotoxigênicas, dentre elas a Escherichia coli (Qadri et al., 2005).  

Estas cepas são capazes de sintetizar inúmeras toxinas, como por 

exemplo, a enterotoxina “A” termoestável (STa) produzida pela Escherichia coli 

(ETEC), que se liga ao receptor de membrana das células do epitélio intestinal, 

Guanilato Ciclase tipo C (GC-C), induzindo a síntese de 3’-5’ monofosfato cíclico 

de guanosina (GMPc) a partir da guanosina trifosfato (GTP) (Field et al., 1978; 

Hughes et al., 1978; Vaandrager, 2002; Croxen e Finlay, 2010).  

A GC-C é uma proteína transmembrana com um domínio receptor 

extracelular e um domínio catalítico intracelular (Schulz et al., 1990) e através 

desta proteína, ligantes endógenos como guanilina e uroguanilina, regulam a 

secreção de sais e fluídos pelo intestino (Forte, 2004). A elevação nos níveis de 

GMPc induzida pela interação da STa com a GC-C, induz a ativação de um canal 

de cloreto, o regulador de condutância transmembranar de fibrose cística 

(CFTR), via fosforilação pela proteína quinase G tipo II (PKGII). A ativação do 

CFTR aumenta o efluxo de cloreto para o lúmen intestinal, acompanhado de 

acúmulo de água e íons sódio, desencadeando a diarreia secretória 

(Vaandrager, 2002).  

Independente da etiologia, o sintoma comum da diarreia, ou seja, a 

perda de fluídos, pode ser corrigida com terapia de reidratação oral na maioria 

dos casos. Esta abordagem não farmacológica consiste na reposição de 

eletrólitos (sódio, potássio) e glucose, favorecendo a absorção de água (De 

Hostos et al., 2011; Sigman e Luchette, 2012). É importante ressaltar que a 

terapia de reidratação oral continua sendo a abordagem não farmacológica 

recomendada pela Organização Mundial da Saúde (OMS) e pelo Fundo de 

Crianças das Nações Unidas desde a década de 70 (Victora et al., 2000). 
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Já o tratamento farmacológico dos quadros de diarreia secretória 

consiste principalmente na administração de antimicrobianos ou agentes 

redutores do peristaltismo. No primeiro caso, a administração de antimicrobianos 

em associação com a reidratação oral pode ser uma abordagem interessante em 

alguns casos específicos oriundos de agentes etiológicos bacterianos (como na 

diarreia induzida pelo V. cholerae). No caso da cólera, o volume fecal pode 

chegar a 250 mL/Kg/dia e o tratamento com antimicrobianos pode reduzir entre 

50-66% do volume fecal, além de encurtar a duração do quadro diarreico em até 

50% (Karchmer et al., 1970; Sigman e Luchette, 2012). Porém, em geral o 

tratamento indiscriminado dos quadros diarreicos com antimicrobianos 

apresenta consequências desfavoráveis ao usuário, como aumento na seleção 

de microrganismos resistentes (De Hostos et al., 2011). 

Agentes redutores do peristaltismo, especialmente agentes opióides, 

não são aconselhados em casos de diarreia secretória infecciosa uma vez que 

favorecem o acúmulo intestinal do patógeno, o que pode levar ao agravamento 

do quadro e gerar complicações importantes (De Hostos et al., 2011). Não há 

dúvidas de que o tratamento não farmacológico através de reidratação oral 

apresenta boa eficácia e baixo custo, entretanto, não se pode deixar de 

reconhecer que a diarreia secretória continua matando milhões de indivíduos a 

cada ano. Além disso, a adoção desta abordagem não farmacológica como 

padrão ouro no tratamento dos quadros diarreicos tem diminuído nos últimos 

anos em vários países em desenvolvimento (Ram et al., 2008), possivelmente 

pelo fato de que a reidratação oral em geral não promove um alívio rápido nos 

sintomas clínicos associados à diarreia secretória (de fato, na fase aguda da 

doença ocorre um aumento nas evacuações líquidas a medida que o indivíduo 

se reidrata), o que pode induzir uma descontinuação prematura do tratamento 

por parte do paciente (De Hostos et al., 2011). 

Diferente dos principais agentes antidiarreicos disponíveis, que se 

baseiam na diminuição da motilidade intestinal e eliminação do agente 

infeccioso, nossa proposta visa o desenvolvimento de uma nova geração de 

compostos, a partir de relatos da literatura (Kots et al., 2008; Tanifum et al., 2009; 

Toropov et al., 2013), que atuem promovendo a redução no volume de água 

perdida no processo secretório estimulado pelos agentes etiológicos causadores 
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do quadro. Isto não acarretaria, necessariamente, em uma redução da 

eliminação do agente infeccioso.                                                                                                      

Diante desta realidade, este estudo teve como objetivo primário o 

desenvolvimento de uma nova classe de medicamentos que module a cascata 

bioquímica responsável pelo processo fisiológico da diarreia e desta forma 

pudesse ser utilizada não apenas em quadros diarreicos de etiologia infecciosa, 

mas também em pacientes com doenças inflamatórias intestinais (Doença de 

Crohn e a retocolite ulcerativa), onde a diarreia é um dos principais sintomas de 

caráter crônico e autoimune (Randall et al., 2012), bem como em pacientes com 

HIV que encontram no tratamento com antirretroviral a diarreia crônica como um 

dos principais efeitos colaterais (Chordia e Macarthur, 2013), além de outros 

casos onde a diarreia esteja associada. 

 
2. OBJETIVOS 

 
a) Delinear e sintetizar novas moléculas derivadas de piridopirimidinas 

inibidoras do acúmulo de nucleotídeos cíclicos; 

b) Avaliar o efeito destes compostos sob o acúmulo de GMPc e AMPc 

em modelo celular; 

c) Avaliar a eficácia antidiarreica in vivo dos compostos selecionados. 

 
 

3. METODOLOGIA 
 

3.1.  SÍNTESE DOS COMPOSTOS DERIVADOS DE PIRIDOPIRIMIDINAS 
 

Os compostos I-XII foram sintetizados de acordo com a rota sintética 

descrita na Figura 1, com posições variáveis em R1, R2 e X correspondendo às 

estruturas finais descritas na Figura 14.  O procedimento de síntese foi baseado 

na síntese da dihidropiridina de Hantzsch (Hantzsch, 1881; Agarwal e Chauhan, 

2004; Tanifum et al., 2009).  

Em resumo, a reação das aminas primárias (c), sintetizadas quando não 

disponíveis comercialmente com aldeídos (b), sintetizadas quando não 

disponíveis comercialmente e 1,3-indandiona (a) em ácido acético possibilitou a 

formação dos compostos I-XII.  
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Figura 1a. Procedimento geral para a síntese dos compostos I-XII: (i) 
CH3COOH, submetido a refluxo sob N2 durante 8 horas.  
 

Figura 1b: Rota de síntese dos intermediários 3b e 3c. 
 

3.1.1 Síntese do composto I 

 

Síntese de 5-(trifluormetil)tiofeno-3-carbaldeído  

O composto foi obtido de acordo com procedimentos previamente 

descritos na literatura (Binder et al., 1985). Em resumo, 20 mL de uma solução 

DIBAL 20% em n-hexano foi adicionado em gotas durante 30 minutos em 

temperatura abaixo de -45° C sob atmosfera de N2 em uma solução de 3.1 g 

(17.5 mmol) de 5-(trifluormetil)tiofeno-3-carbonitrila em 32.0 mL de éter anidro. 

A mistura foi então agitada por 45 minutos à -30° C e sucessivamente uma 

solução de H2SO4 5% (3.0 mL) foi adicionada três vezes e a fase aquosa extraída 

com éter dietílico. A fase orgânica combinada foi seca sobre MgSO4. O solvente 
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foi evaporado para obtenção do composto desejado como um óleo sem 

necessidade de purificação.  

 

Síntese de 5-(4-trifluormetiltiofeno)-1,3-dimetil-5,11-dihidro-1H-indeno-

[2',1':5,6]pirido[2,3-d]pirimidina-2,4,6-triona 

Em um frasco de fundo redondo contendo 15 mL de ácido acético foram 

adicionados 6-amino-1,3-dimetiluracil (0.5 g, 3.22 mmol), 1,3-indandiona (0.56 g, 

3.87 mmol) e 5-(trifluormetil)tiofeno-3-carbaldeído (0.697 g, 3.87 mmol). A 

mistura foi aquecida em refluxo sob atmosfera de nitrogênio por 8 horas e na 

sequência refrigerada à 0° C. O precipitado resultante foi filtrado e lavado com 

água fria para obtenção do produto bruto. Purificação em coluna de sílica gel 

(CH2Cl2/CH3OH, 9.5/0.5, v/v) deu origem ao composto I (Figura 2).  

 
Figura 2. Síntese do composto 5-(4-trifluormetiltiofeno)-1,3-dimetil-5,11-dihidro-
1H-indeno-[2',1':5,6] pirido[2,3-d]pirimidina-2,4,6-triona. 
 

3.1.2 Síntese do composto II 

Síntese de 6-amino-1,3-dimetil-2-tioxo-2,3-dihidropirimidina-4(1H)-ona 

O composto foi obtido seguindo procedimentos previamente descritos na 

literatura (Hu et al., 2012). Em solução sob agitação constante de 1,3-dimetiluréia 

(1.83 g, 17.6 mmol) em ácido acético anidro (30 mL) foi adicionado ácido 

cianoacético (1.5 g, 17.6 mmol), sendo a mistura resultante agitada “overnight” 

à 70° C.  

A mistura foi então concentrada e o resíduo oleoso resultante foi diluído 

em H2O (40 mL) e tratado com NaOH 5N (15 mL). Na sequência o precipitado 

formado foi coletado por filtração, lavado em água fria e purificado por 

recristalização de MeOH/H2O para dar origem à 2.65 g de 6-amino-1,3-dimetil-

2-tioxo-2,3-dihidropirimidina-4(1H)-ona. 
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Síntese de 5-(4-trifluormetiltiofeno)-1,3-dimetil-5,11-dihidro-1H-indeno-

[2',1':5,6] pirido[2,3-d]pirimidina-2-tioxo-4,6-diona 

 

O composto foi obtido de acordo com os mesmos procedimentos 

descritos para o composto I, pela reação de 1,3-indandiona (170 mg, 1.16 mmol), 

5-(trifluormetil)tiofeno-3-carbalbeído (209 mg, 1.16 mmol) e 6-amino-1,3-dimetil-

2-tioxo-2,3-dihidropirimidina-4(1H)-ona (166 mg, 0.97 mmol) (Figura 3). 

 

 
Figura 3. Síntese do composto 5-(4-trifluormetiltiofeno)-1,3-dimetil-5,11-dihidro-
1H-indeno-[2',1':5,6] pirido[2,3-d]pirimidina-2-tioxo-4,6-diona. 
 

3.1.3 Síntese do composto III 

 

O composto foi obtido de acordo com os mesmos procedimentos 

descritos para o composto I, pela reação de 1,3-indandiona (1.11 g, 7.61 mmol), 

3-fluor-5-trifluormetilbenzaldeído (1.46 g, mmol 7.61) e 6-amino-1,3-dimetil-2-

tioxo-2,3-dihidropirimidina-4(1H)-ona (1.08 g, 6.34 mmol) (Figura 4). 

 
 
 
 

 
Figura 4. Síntese do composto 5-(3-fluor-5-trifluormetolfenil)-1,3-dimetil-5,11-
dihidro-1h-indeno-[2',1':5,6]pirido[2,3-d]pirimidina-2-tioxo-4,6-diona. 
 



19 

 

3.1.4. Síntese do composto IV 

Síntese de 6-amino-1-etil-3-metilpirimidina-2,4(1H,3H)-diona  

 

O composto foi obtido seguindo procedimentos previamente descritos na 

literatura e oportunamente modificados (Hu et al., 2012). Em uma solução sob 

constante agitação de 1-etil-3-metiluréia (1.36 g, 13.3 mmol) em ácido acético 

anidro (30 mL) foi adicionado ácido cianoacético (1.13 g, 13.3 mmol), sendo a 

mistura resultante agitada “overnight” à 70°C. A mistura foi concentrada e o 

resíduo oleoso resultante diluído com H2O (40 mL) e tratado com NaOH 5N (15 

mL). O precipitado formado foi então coletado por filtração, lavado com água fria 

e purificado por recristalização de MeOH/H2O para formar 1.91 g de 6-amino-1-

etil-3-metilpirimidina-2,4(1H,3H)-diona.  

 

Síntese de 5-(3-fluor-5-trifluormetilfenil)-1-etil-3-metil-5,11-dihidro-1H-

indeno-[2',1':5,6] pirido[2,3-d]pirimidina-2,4,6-triona 

 

O composto foi obtido de acordo com os mesmos procedimentos 

descritos para o composto I, pela reação de 1,3-indandiona (970 mg, 6.64 mmol), 

3-fluor-5-trifluormetilbenzaldeído (1.27 g, 6.64 mmol) e 6-amino-1-etil-3-

metilpirimidina-2,4(1H,3H)-diona (936 mg, 5.53 mmol) (Figura 5). 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 5. Síntese do composto 5-(3-fluor-5-trifluormetilfenil)-1-etil-3-metil-5,11-
dihidro-1H-indeno-[2',1':5,6] pirido[2,3-d]pirimidina-2,4,6-triona. 
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3.1.5. Síntese do composto V  

 

O composto foi obtido de acordo com os mesmos procedimentos 

descritos para o composto I, pela reação de 1,3-indandione (503 mg, 3.44 mmol), 

3,5-bistrifluormetilbenzaldeído (833 mg, 3.44 mmol) e 6-amino-1,3-dimetil-2-

tioxo-2,3-dihidropirimidina-4(1H)-ona (490 mg, 2.87 mmol) (Figura 6). 

 
Figura 6. Síntese do composto 5-(3,5-bistrifluormetilfenil)-1,3-dimetil-5,11-
dihidro-1h-indeno-[2',1':5,6]pirido[2,3-d]pirimidina-2-tioxo-4,6-diona. 
 
 

3.1.6. Síntese do composto VI 

 

O composto foi obtido de acordo com os mesmos procedimentos 

descritos para o composto I, pela reação de 1,3-indandiona (708 mg, 4.85 mmol), 

3,5-bistrifluormetilbenzaldeído (1.17g, 4.85 mmol) e 6-amino-1-etil-3-

metilpirimidina-2,4(1H,3H)-diona (683 mg, 4.04 mmol) (Figura 7). 

 

 
Figura 7. Síntese do composto 5-(3,5-bistrifluormetilfenil)-1-etil-3-metil-5,11-
dihidro-1h-indeno-[2',1':5,6]pirido[2,3-d]pirimidina-2,4,6-triona. 

 

 



21 

 

3.1.7. Síntese do composto VII 

 

Síntese de 2,3-(metilenodioxi)benzaldeído  

O composto foi sintetizado de acordo com procedimentos previamente 

descritos(Morin Deveau e Macdonald, 2004) Em um balão equipado com 

condensador de refluxo foi adicionado 2,3-dihidroxibenzaldeído (1 g; 7.24 mmol), 

DMF (seco, 30 mL) e carbonato de césio (1.5 eq).  Após homogeneização, foi 

adicionado dibromometano (1.5 eq) através de seringa. A mistura foi aquecida à 

110° C por 2 horas e posteriormente resfriada em temperatura ambiente. Após 

filtração o filtro foi lavado com acetato de etila.  

O filtrado orgânico resultante foi concentrado, diluído com água e 

extraído três vezes com acetato de etila.  As fases orgânicas combinadas foram 

lavadas com água, secas sobre MgSO4 e concentradas para formação de um 

óleo bruto. 

A purificação deste óleo bruto foi realizada por cromatografia e 

destilação de “kugelrohr”, dando origem ao aldeído desejado (cristal incolor e 

translúcido).  

 

Síntese de 5-(benzo[d][1,3]dioxol-4-il)-1,3-dimetil-5,11-dihidro-1H-indeno-

[2',1':5,6] pirido[2,3-d]pirimidina-2,4,6-triona  

O composto foi obtido de acordo com os mesmos procedimentos 

descritos para o composto I, pela reação de 1,3-indandiona (1.61 g, 11.06 mmol), 

2,3-(metilenodioxi)benzaldeído (1.66g, 11.06 mmol) e 6-amino-1,3-dimetiluracil 

(1.43 g, 9.22 mmol) (Figura 8). 

 

 
Figura 8. Síntese do composto 5-(benzo[d][1,3]dioxol-4-il)-1,3-dimetil-5,11-
dihidro-1H-indeno-[2',1':5,6] pirido[2,3-d]pirimidina-2,4,6-triona. 
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3.1.8. Síntese do composto VIII 

 

O composto foi obtido de acordo com os mesmos procedimentos 

descritos para o composto I, pela reação de 1,3-indandiona (535 mg, 3.66 mmol), 

2,3-(metilenodioxi) benzaldeído (549 mg, 3.66 mmol) e 6-amino-1,3-dimetil-2-

tioxo-2,3-dihidropirimidina-4(1H)-ona (521 mg, 3.05 mmol) (Figura 9). 

 

 
Figura 9. Síntese do composto 5-(benzo[d][1,3]dioxol-4-il)-1,3-dimetil-5,11-
dihidro-1h-indeno-[2',1':5,6]pirido[2,3-d]pirimidina-2-tioxo-4,6-diona. 
 

3.1.9. Síntese do composto IX 

 

Síntese de 3,4-(metilenodioxi)benzaldeído   

O composto foi sintetizado de acordo com procedimentos previamente 

descritos (Poli e Giambastiani, 2002). Para uma solução de álcool piperonil (10 

g, 65.72 mmol) em CH2Cl2 (250 mL), foi adicionado MnO2 (49.3 g, 567.2 mmol). 

A suspensão resultante foi agitada em temperatura ambiente por 24 horas, então 

3filtrada em bloco de celite e lavada com CH2Cl2. O solvente foi removido à vácuo 

e o sólido resultante (cristal sólido amarelado) foi utilizado para purificação.  

 

Síntese de 5-(benzo[d][1,3]dioxol-5-il)-1,3-dimetil-5,11-dihidro-1H-indeno-

[2',1':5,6] pirido[2,3-d]pirimidina-2,4,6-triona  

O composto foi obtido de acordo com os mesmos procedimentos 

descritos para o composto I, pela reação de 1,3-indandiona (203 mg, 1.39 mmol), 

3,4-(metilenodioxi)benzaldeído (209 mg, 1.39 mmol) e 6-amino-1,3-dimetiluracil 

(180 mg, 1.16 mmol) (Figura 10). 
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Figura 10. Síntese do composto 5-(benzo[d][1,3]dioxol-5-il)-1,3-dimetil-5,11-
dihidro-1H-indeno-[2',1':5,6] pirido[2,3-d]pirimidina-2,4,6-triona. 

 

3.1.10. Síntese do composto X 

 

Síntese de 2,1,3-benzotiadiazol-4-carboxaldeído 

O composto foi sintetizado de acordo com procedimentos previamente 

descritos (Vanelle et al., 1997). Sal de lítio de 2-nitropropano (2.48 g, 279 mmol) 

foi adicionado para uma solução de 4-bromometil-2,1,3-benzotiadiazol (5.82 g, 

25.4 mmol) em metanol (60 mL). Após agitação em temperatura ambiente por 

24 horas, o metanol foi destilado em um evaporador rotatório sob pressão 

reduzida. O resíduo foi dissolvido em diclorometano e o solvente lavado com 

água, seco sobre sulfato de magnésio anidro e evaporado à vácuo. Após 

purificação por recristalização de ciclohexano foi obtido o 2,1,3-benzotiadiazol-

4-carboxaldeído (amarelo sólido). 

 

Síntese de 5-(2,1,3-benzotiadiazol-4-il)-1,3-dimetil-5,11-dihidro-1H-indeno-

[2',1':5,6] pirido[2,3-d]pirimidina-2,4,6-triona  

O composto foi obtido de acordo com os procedimentos previamente 

descritos para o composto I, pela reação de 1,3-indandiona (420 mg, 2.87 mmol), 

2,1,3-benzotiadiazol-4-carboxaldeído (471 mg, 2.87 mmol) e 6-amino-1,3-

dimetiluracil (359 mg, 2.39 mmol) (Figura 11). 
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Figura 11. 5-(2,1,3-benzotiadiazol-4-il)-1,3-dimetil-5,11-dihidro-1H-indeno-
[2',1':5,6] pirido[2,3-d]pirimidina-2,4,6-triona. 
 

3.1.11. Síntese do composto XI 

 

Síntese de 2,1,3-benzotiadiazol-5-carboxaldeído 

O composto foi sintetizado de acordo com procedimentos previamente 

descritos (Carroll et al., 2004). 5-Hidroxi-metilbenzo-2,1,3-tiadiazol (2.6 g, 16 

mmol) e MnO2 (5.6 g, 64 mmol) em CHCl3 (150 mL) foram agitados em 

temperatura ambiente “overnight”. A mistura foi filtrada e o filtrado evaporado.  

O resíduo bruto foi purificado por cromatografia em sílica gel para 

formação de 1.9 g de 2,1,3-benzotiadiazol-5-carboxaldeído.  

 

Síntese de 5-(2,1,3-benzotiadiazol-5-il)-1,3-dimetil-5,11-dihidro-1H-indeno-

[2',1':5,6] pirido[2,3-d]pirimidina-2,4,6-triona 

O composto foi obtido de acordo com os mesmos procedimentos 

descritos para o composto I, pela reação de 1,3-indandiona (468 mg, 3.20 mmol), 

2,1,3- benzotiadiazol-5-carboxaldeído (525 mg, 3.2 mmol) e 6-amino-1,3-

dimetiluracil (415 mg, 2.67 mmol) (Figura 12). 

Figura 12. Síntese do composto 5-(2,1,3-benzotiadiazol-5-il)-1,3-dimetil-5,11-
dihidro-1H-indeno-[2',1':5,6]pirido[2,3-d]pirimidina-2,4,6-triona. 
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3.1.12. Síntese do composto XII 

 

O composto foi obtido através dos mesmos procedimentos descritos 

para o composto I, pela reação de 1,3-indandiona (456 mg, 3.12 mmol), 2,1,3-

benzotiadiazol-5-carboxaldeído (512 mg, 3.12 mmol) e 6-amino-1,3-dimetil-2-

tioxo-2,3-dihidropirimidina-4(1H)-ona (445 mg, 2.60 mmol) (Figura 13). 

 
 

 
Figura 13. Síntese do composto 5-(2,1,3-benzotiadiazol-5-il)-1,3-dimetil-5,11-
dihidro-1h-indeno-[2',1':5,6]pirido[2,3-d]pirimidina-2-tioxo-4,6-diona. 
 

3.2. PROTOCOLO PADRÃO DE CULTURA CELULAR 
 

Células da linhagem de carcinoma colorretal humano, ou T84, foram 

adquiridas diretamente da American Type Culture Collection (n. CCL248) e 

cultivadas em meio de cultura Dulbecco F-12 Ham (Sigma-Aldrich, D8900) 

suplementado com 10% de soro fetal bovino (Gibco, # 12657029) e penicilina-

estreptomicina (Gibco, n. 15140122) em uma atmosfera umidificada de 5% de 

CO2 a 37° C.  

As células da linhagem Jurkat E6-01 foram adquiridas do Banco de 

Células do Rio de Janeiro (n. 0125) e foram cultivadas em meio RPMI 1640 

(Gibco, n. 61870-036) suplementado com 10% de soro fetal bovino (Gibco, 

n.12657029) e penicilina-estreptomicina (Gibco, n. 15140122) numa atmosfera 

umidificada de 5% de CO2 a 37° C. 
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3.3. ENSAIO DE ACÚMULO DE GMPc INTRACELULAR 
 

As células T84 cresceram até confluência de 85-95% em placas de 12 

poços (Santa Cruz Biotechnology, n. sc-204444) e foram lavadas três vezes com 

DPBS (pH 7.4). As células foram tratadas com veículo (DPBS com DMSO 

[Sigma-Aldrich, n. D2650], 0.1%, 0.5 mL por poço) ou compostos (50 μM) em 

DPBS durante 10 minutos. Em seguida, o acúmulo de GMPc foi estimulado com 

enterotoxina de E. Coli (STa, 1 M [Bachem, n. 404429]) durante 10 minutos.  

O meio líquido foi aspirado e o GMPc foi extraído com adição de 0.1 M 

de HCl (0.3 mL por poço) e mensurado por ELISA (protocolo de acetilação, 

Cayman Chemical, n. 581021). 

 

3.4. ENSAIO DE ACÚMULO DE AMPc INTRACELULAR 

 

As células da linhagem Jurkat E6-01 foram cultivadas numa 

concentração de 5 milhões de células/mL em frasco de cultura de 75 cm2 (Santa 

Cruz Biotechnology, n. sc-200263). Na sequência, foram centrifugadas a 3000 x 

g durante 5 minutos e lavadas três vezes com DPBS (pH 7.4). Posteriormente, 

as células (0.1 mL) foram tratadas com veículo (DPBS com DMSO 0,1% [Sigma-

Aldrich, n. D2650], 0.9 mL por frasco) ou compostos (50 μM) em DPBS durante 

10 minutos. Em seguida, o acúmulo de AMPc foi estimulado com Forscolina (100 

M) (Sigma-Aldrich, n. F6886) durante 10 minutos. O AMPc intracelular foi 

extraído com HCl 0.2 M (0.1 mL por frasco) e agitação suave num agitador orbital 

durante 20 minutos à temperatura ambiente.  

Por fim, as células foram centrifugadas a 3000 x g durante 5 minutos e 

o sobrenadante congelado a -20° C, sendo o AMPc mensurado por ELISA 

(protocolo de acetilação, Cayman Chemical, n. 581001). 

 

3.5. ENSAIO DE ATIVIDADE METABÓLICA CELULAR POR [3-(4,5-

DIMETILTIAZOL-2-IL)2,5-DIFENIL BROMETO DE TETRAZOLIUM (MTT) 

 

Usando placas de 96 poços, as células T84 foram cultivadas por 48h de 

acordo com o descrito acima. O meio foi aspirado e substituído por meio de 
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cultura padrão livre de proteína (100 μl/poço). Os compostos (50 M) e o veículo 

(DPBS com DMSO 0.1% [Sigma-Aldrich, n. D2650]) foram incubados durante 1 

hora.  

Após a incubação, o meio foi aspirado e substituído por solução de MTT 

(Sigma-Aldrich, n. M2128) (concentração final de 0.45 mg/mL). As placas foram 

incubadas durante 2 a 4 horas a 37° C e o meio aspirado e substituído por 100 

μl de solução de solubilização (isopropanol acidificado), misturado por 15 

minutos com posterior leitura de absorvência a 570 nm. 

 

3.6. ENSAIO DE CITOTOXICIDADE POR LIBERAÇÃO DE LACTATO 

DESIDROGENASE (LDH) 

 

A citotoxicidade foi avaliada utilizando o Kit de Ensaio LHD 

CaymanChem (n. 601170). Em resumo, as células T84 foram cultivadas numa 

placa de 96 poços à densidade ótima previamente determinada em 200 μl de 

meio de cultura. Triton X-100 (10%; 20 μl) foi adicionado aos poços contendo 

células para obter a libertação máxima de LDH. O tampão de ensaio (20 μl) foi 

adicionado para obter liberação espontânea e o LDH (20 μl) foi adicionado aos 

respectivos poços como controle positivo.  

Os compostos (50 μM) ou o seu veículo foram adicionados (20 l) e a 

placa foi incubada numa incubadora de 5% de CO2 a 37° C. Em seguida, as 

placas foram centrifugadas a 400 x g durante 5 minutos e 100 μl de sobrenadante 

foram transferidos para uma nova placa de ensaio de 96 poços, onde foi 

adicionado 100 μl de solução de reação a cada poço. As placas foram incubadas 

com agitação suave num agitador orbital durante 30 minutos à temperatura 

ambiente e a absorbância lida a 490 nm. 

 

3.7.  ENSAIO SOBRE ATIVIDADE DE PDE5A1 
 

A investigação foi realizada utilizando kit de fluorescência polarizada, de 

acordo com as instruções do fabricante que constam na bula do kit 

BPSBioscience (#60351). Em resumo, após o preparo de cada reagente, foi feita 

a incubação do composto VI juntamente com a enzima e seu respectivo 
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substrato, em solução de reação. Após 2 horas de incubação, foi adicionado o 

agente de ligação e incubado por mais 30 min. Ao término, o ensaio foi 

quantificado através de leitor de fluorescência polarizada em excitação entre 

475-495 nm e emissão entre 518-538 nm. 

 

3.8.  EFEITO VASCULAR EM AORTA DE COELHOS 
 

Os coelhos machos (3 Kg) foram anestesiados com quetamina (50 

mg/kg) e isoflurano (2%), com posterior exanguinação. A aorta torácica foi 

isolada e colocada em solução de Krebs (pH 7.4). A composição da solução de 

Krebs foi: NaCl (139.9 mM), KCl (2.7 mM), CaCl2 (1.8 mM); MgSO4 (0.6 mM); 

NaHCO3 (25 mM), KH2PO4 (0.5 mM) e Glucose (11.5 mM). O tecido foi dissecado 

e cortado em anéis aórticos (3 mm) e cada anel foi tensionado para 20 mN 

durante 45 minutos para estabilização.  

Após o período de estabilização, a ausência de endotélio foi avaliada na 

presença de acetilcolina (1 μM) em anéis pré-contraídos com fenilefrina (1 μM). 

Após lavagem, os anéis foram pré-contraídos com uma solução de 

hiperpolarização de KCl (60 mM) e os efeitos dos compostos sobre o tecido 

foram avaliados. 

 
3.9. AVALIAÇÃO DA EFICÁCIA IN VIVO EM MODELO ANIMAL 
 

3.9.1. Procedimento para clampeamento e tratamento do íleo 
 

Os coelhos machos da variedade Nova Zelândia, com idade entre 8-12 

meses e 3-4 Kg foram individualmente pesados e acomodados em 2 animais por 

gaiola, com jejum prévio de alimento 12 horas antes do procedimento e água ad 

libitum. Posteriormente, foram anestesiados com quetamina (60-80 mg/kg) e 

xilazina (5-10 mg/kg), administradas por via intramuscular e uma incisão 

abdominal para expor o intestino delgado foi realizada.  

O íleo foi lavado com auxílio de agulha com 10 mL de solução fisiológica 

(pH 7.4) e com auxílio de fio cirúrgico, o íleo foi clampeado em forma de alças 

de 4 cm, intervalados por 1 cm entre si, com amarração dupla (sem interromper 

o fluxo sanguíneo).  
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Cada alça controle foi injetada intraluminal com uma solução de 0.5 mL 

de solução fisiológica com 20 g/mL de toxina STa de E. coli. Após 10 minutos, 

estas alças foram injetadas com 0.5 mL de solução fisiológica.  

Cada alça teste dos compostos foi injetada intraluminal com uma solução 

de 0.5 mL de solução fisiológica com 20 g/mL de toxina STa de E. coli. Após 

10 minutos, estas alças foram injetadas com 0.5 mL de cada composto (1 

mg/Kg). Por fim, o íleo foi realocado na cavidade abdominal e esta suturada e 

fechada. Os coelhos foram mantidos sob anestesia geral até eutanásia 5 horas 

depois.  

 

3.9.2. Procedimento para quantificação do volume de líquido intraluminal 
 

Após 5h de incubação, os segmentos ileais ligados foram removidos. O 

comprimento de cada segmento ileal foi medido. O líquido intraluminar foi 

extraído de cada alça e quantificado, sendo corrigido por cálculo da relação entre 

volume x área foi (mililitros por centímetro por alça). O conteúdo líquido de cada 

alça foi analisado microscopicamente e qualitativamente (cor, opacidade, 

aspecto mucoide, seroso, hemorrágico, purulento). 

 

3.9.3. Preparação do tecido para análise histopatológica 
 

Com a remoção do conteúdo luminar das alças de cada íleo, o tecido foi 

coletado em cassetes de histologia e mergulhado em solução de formalina 10% 

por 24 horas. Na sequência, os cassetes foram enxaguados sob água da torneira 

durante 10 min, depois colocados em etanol a 70% até o processamento.  

As amostras foram incorporadas em blocos de parafina e cortadas em 

secções de 3 a 5 μm para cada região. Cada seção foi montada sob lâminas e 

corada pela técnica de Hematoxilina e Eosina. Os achados histopatológicos 

foram categorizados numa escala de pontos definidas de acordo com Bang & 

Lichtenberger (2016). 

   
3.10. AVALIAÇÃO DA ESTABILIDADE QUÍMICA DO COMPOSTO VI 
 

Para avaliar a estabilidade química do composto VI, o procedimento foi 

executado da seguinte forma: 
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(a) Composto VI em estado sólido 

 

Duas amostras do mesmo lote do composto VI foram preparadas: (I) 

Amostra A, 10 mg, armazenada a 4° C sob atmosfera de nitrogênio; (II) Amostra 

B, 10 mg, temperatura ambiente, frasco aberto. Após 4 semanas, as amostras A 

e B foram comparadas por inspeção visual, RP-HPLC (Cromatografia líquida de 

Fase Reversa) e ESI-MS (Espectrometria de Massa Ionização de Eletrospray). 

 

(b) Composto VI em solução metanólica 

 

Duas amostras do mesmo lote do composto VI foram preparadas: (I) 

Amostra C, 1 mg, diluída em 1 mL de MeOH, armazenada a 4° C sob atmosfera 

de nitrogênio; (II) Amostra D, 1 mg, diluída em 1 mL de MeOH, temperatura 

ambiente, frasco aberto. Após 4 semanas, as amostras A e B foram comparadas 

por inspeção visual, RP-HPLC (Cromatografia Líquida de Fase Reversa) e LC-

HRMS (Cromatografia Líquida de Alta Resolução/Espectrometria de Massa). 

 

4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

4.1. Síntese dos derivados de piridopirimidina 

 

Os compostos I-XII foram preparados seguindo a rota de síntese 

representados na Figura 4. O procedimento sintético baseou-se na técnica de 

ciclização dihidropiridina de Hantzsch (Hantzsch, 1881; Agarwal e Chauhan, 

2004; Tanifum et al., 2009). Em particular, a reação de 1,3-indandiona (1) com 

os aldeídos (2a-g) e as aminas primárias oportunas (3a-c) em ácido acético 

proporcionou os compostos (I-XII) desejados. 

Os aldeídos 2a-2c estão comercialmente disponíveis, enquanto que os 

aldeídos 2d-2g foram sintetizados segundo literatura (Vanelle et al., 1997; Poli e 

Giambastiani, 2002; Carroll et al., 2004; Morin Deveau e Macdonald, 2004). O 

intermediário 3a também está comercialmente disponível, enquanto que os 

intermediários 3b e 3c foram preparados de acordo com o descrito na Figura 18, 

com modificações, conforme descrito anteriormente (Hu et al., 2012). A estrutura 

molecular de cada composto é apresentada na Figura 14. 
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Figura 14. Estrutura molecular dos compostos derivados de piridopirimidinas, 
inibidores da síntese de nucleotídeos cíclicos derivados de piridopirimidinas.  

 

4.2. Avaliação dos derivados de piridopirimidina como inibidores do  

acúmulo de GMPc e AMPc 

 

A atividade do composto foi determinada medindo a concentração 

intracelular de AMPc ou GMPc antes e depois da estimulação com STa ou 

Forscolina, respectivamente (Figura 15). Os níveis basais de AMPc em células 

Jurkat foram 16 ± 1 e 140 ± 8 pmol/10 min/mg após estimulação por Forscolina. 

Ademais, nenhum dos compostos modificaram os níveis basais de AMPc nestas 

(I) (II) (III) 

(IV) (V) (VI) 

(VII) (VIII) (IX) 

(X) (XI) (XII) 
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células, enquanto que todos os compostos inibiram significativamente, em maior 

ou menor nível, o acúmulo induzido por Forscolina.  

Na ausência da toxina STa, os níveis de GMPc em células T84 foram 7 

± 1 pmol/10 min/mg e na presença 471 ± 11 pmol/10 min/mg. Nenhum composto 

alterou os níveis basais de GMPc, enquanto que à exceção do composto VII, 

todos os demais inibiram o acúmulo induzido de GMP. Uma curva concentração 

resposta foi realizada para os compostos mais ativos (I, II, IV, VI e XI) como pode 

ser observado na Figura 16. 

 

 

  

   

  

  

   

  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 15. Efeito dos compostos sob o acúmulo de AMPc e GMPc intracelular.  
Células foram pré-tratadas com os compostos (50 M) ou veículo (DPBS com 
0.1% de DMSO) por 10 minutos e estimuladas com Forscolina (100 M) ou STa 
(1 M). n= 3-5. ANOVA complementada pelo teste de Tukey. * p<0.05 
comparado ao grupo Forscolina ou STa; # p<0.05 comparado ao grupo Basal. 
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Tabela I.   Estrutura química dos derivados de piridopirimidinas (I-XII) e seus 
efeitos sobre o acúmulo de GMPc induzido por STa em células T84 e de 
AMPc induzido por Forscolina em células Jurkat. 

Estrutura GMPc  
(%) 

AMPc 
(%) 

  
 Estrutura GMPc  

(%) 
AMPc 

(%) 
 

I 

 

 

(69±3) (84±3)  

 

VII 

 

 

(17±7)  (37±4) 

 

II 

  

 

(70 ± 5) (82±3)  

 

VIII 

 

  

(49±4)  (45±6) 

 

III 

   

(51±3) (88±3)  

 

IX 

 

   

(25±9)  (35±6) 

 

IV 

  

(78±4)  (86±3)  

 

X 

 

  

(33±8) (45±4) 

 

V 

 
  

(51±4)  (86±3)  

 

XI 

 

 

(71±4)  (4±2) 

 

VI 

 

  

(94±2) (69±2)  

 

XII 

 

  

 

(65±4) (80±2) 

As células T84 e/ou Jurkat foram pré-tratadas durante 10 minutos com 
compostos a 50 M ou veículo (DPBS com 0.1% de DMSO) e depois tratados 
com a toxina STa (1 μM) ou Forscolina (100 μM) por 10 minutos. Os dados 
são médias + EPM de 3-5 experimentos independentes testados em 
duplicata. 
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Os resultados sobre o acúmulo induzido de nucleotídeos cíclicos 

permitiram algumas considerações preliminares de relação estrutura-atividade.  

Um substituinte eletronegativo na posição meta do anel fenil (carbono 5) 

é essencial para a atividade inibitória dos compostos. Quando esta característica 

não estava presente, observou-se uma diminuição severa na atividade 

(compostos VII-X), tanto para GMPc quanto para inibição de AMPc. Além disso, 

a presença de grupos aromáticos bicíclicos na posição 5 (compostos VII-XII) 

promoveu perda de atividade quando comparada ao composto percursor 

(BPIPP). A substituição do grupo metil com um grupo etil com maior impedido 

estérico na posição N1 aumentou a atividade (compostos IV e VI).  

Finalmente, a substituição isostérica de um oxigênio por um átomo de 

enxofre na posição 2 provou não estar diretamente ligada à atividade inibitória. 

De fato, quando esta modificação química foi incluída, gerou compostos com 

uma atividade sobreposta (compostos I e II), ou com melhor efeito inibitório para 

o composto que contém o átomo de enxofre (VIII> VII) ou compostos com efeito 

diminuído (ou seja, XII< XI). As considerações acima relatadas concordaram 

com as já publicadas na literatura sobre derivativos analógicos (Tanifum et al., 

2009). 

Com base nos resultados obtidos, um mecanismo farmacológico de ação 

dos compostos sintetizados foi postulado preliminarmente. É sabido que quando 

a STa ou mediadores endógenos (guanilina e uroguanilina) interagem com o 

receptor GC-C induzindo uma alteração conformacional na porção extracelular 

do complexo GC-C, dois domínios catalíticos intracelulares dimerizam e formam 

duas fissuras catalíticas ativas.  

Este mecanismo de ativação no intestino resulta em estimulação da 

secreção de Cl- e HCO3 (pela abertura dos canais apicais de Cl-, CFTR) e 

inibição da absorção de Na+2 (bloqueando o permutador Na+/H+) (Vaandrager, 

2002). É possível que a diminuição da síntese de GMPc observada possa estar 

relacionada a qualquer dos seguintes eventos: (i) dessensibilização/modificação 

alostérica do receptor GC-C ou (ii) modulação da atividade de PDE5, (iii) outros 

mecanismos. 

A exposição prolongada das células T84 à STa induz mecanismos 

intracelulares que promovem a dessensibilização do receptor GC-C, resultando 

em um bloqueio significativo na síntese GMPc (Bakre e Visweswariah, 1997).  
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Vários compostos foram descritos como inibidores da atividade GC-C, 

mesmo quando expostos por períodos mais curtos, semelhantes e inferiores aos 

empregados em nossos protocolos (Dreyfus et al., 1984; Gazzano et al., 1991; 

Katwa et al., 1992; Vaandrager et al., 1993; Parkinson e Waldman, 1996). Assim, 

seria possível que os compostos aqui descritos pudessem estimular esses 

mecanismos responsáveis pela dessensibilização do receptor, especialmente 

por ter havido um alto estímulo pela toxina STa.  

Além disso, sabe-se que quando o STa ativa a GC-C, o substrato (GMP) 

liga-se primeiro ao sítio regulador do receptor e, enquanto esta ligação é 

necessária para a subsequente ligação do substrato ao local catalítico, não afeta 

a afinidade do site catalítico (Katwa et al., 1992). Por isso, a ligação destes 

compostos ao sítio regulador da GC-C, de forma semelhante ao que pode ser 

observado para outros compostos (Dreyfus et al., 1984; Parkinson e Waldman, 

1996; Parkinson et al., 1997) poderia inibir a sua atividade. 

Ademais, a enzima fosfodiesterase 5 (PDE5) que é altamente expressa 

em células T84 (Bakre et al., 2000) é caracterizada por uma especificidade 

relativa para hidrólise de GMPc em baixos níveis de substrato e pela presença 

de locais de alta afinidade para GMPc (Bender e Beavo, 2006). Esses locais de 

ligação são agora conhecidos como domínios GAF regulatórios N-terminais da 

enzima. A ligação de GMPc ao domínio GAF-A PDE5 estimula a atividade 

enzimática 9 a 11 vezes e o bloqueio dessa ligação inibe a atividade de PDE5 

(Bender e Beavo, 2006).  

Além disso, quando os níveis de GMPc são elevados (como após o 

estímulo por STa) e o GAF-A já está ocupado pelo GMPc, a PKA também pode 

fosforilar este site (Bender e Beavo, 2006), estabilizando o aumento da atividade 

catalítica ao aumentar a afinidade da ligação GMPc ao domínio GAF (Corbin et 

al., 2000).  

No entanto, quando incubamos nossos compostos em células T84, 

previamente tratadas com 3-isobutil-1-metilxantina (IBMX), um inibidor de PDE 

não específico, e avaliamos o efeito em enzima (PDE5) isolada, os compostos 

ainda foram capazes de bloquear, em menor extensão, o acúmulo de GMPc 

(Figura 24), de forma semelhante aos resultados descritos para BPIPP (Kots et 

al., 2008). 
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4.3. Avaliação da atividade metabólica (MTT) e citotoxicidade (LDH) 

 

Todos os compostos avaliados neste estudo mostraram algum efeito 

sobre síntese estimulada de GMPc e AMPc. Portanto, para investigar a 

possibilidade de nossos resultados serem derivados apenas da atividade 

intrínseca de cada composto, e não por um efeito tóxico nas células, como 

alterações metabólicas ou perda de viabilidade, o MTT e o ensaio LDH (lactato 

desidrogenase) foram utilizados, respectivamente.  

O ensaio MTT requer células que possam ativamente metabolizar o 

brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazólio (MTT) num precipitado 

de formazan insolúvel (Ehrich e Sharova, 2001). Para investigar mudanças na 

atividade metabólica, os compostos foram incubados durante 1 hora em meio de 

cultura padrão livre de proteína. Os resultados não demonstram alterações no 

metabolismo celular (atividade mitocondrial), sugerindo a ausência de 

interferência na atividade metabólica das células T84 e excluindo a possibilidade 

de interferência metabólica nas células durante o ensaio de estimulação com 

STa (Tabela 2). 

 

 
Resultados são médias + EPM de 3 experimentos independentes realizados em duplicata. 
ANOVA complementada pelo teste de Tukey. * p<0.05 comparado ao grupo Veículo. 

Tabela II. Efeito dos compostos na atividade metabólica celular (MTT) e 
citotoxicidade (LDH). 
 

MTT  LDH 
Tratamento %  Tratamento % 

Veículo (DPBS) 100 ± 5  Veículo (DPBS) 1.7 ± 1 
Triton-X100 (1%) 10 ± 1*  LDH (controle) 36 ± 0.5* 
STa (1 M) 93 ± 2  STa (1 M) 1 ± 0.5 
Composto I 86 ± 2  Composto I 1.7 ± 0.1 
Composto II 85 ± 4  Composto II 1.6 ± 0.5 
Composto III 107 ± 2  Composto III 1 ± 0.4 
Composto IV 99 ± 2  Composto IV 2.6 ± 0.5 
Composto V 104 ± 3  Composto V 1.5 ± 0.6 
Composto VI 112 ± 2  Composto VI 2.8 ± 0.4 
Composto VII 79 ± 2  Composto VII 1.4 ± 0.2 
Composto VIII 80 ± 2  Composto VIII 2 ± 0.2 
Composto IX 76 ± 1  Composto IX 1.4 ± 0.5 
Composto X 78 ± 4  Composto X 1 ± 0.5 
Composto XI 78 ± 6  Composto XI 4.2 ± 1.3 
Composto XII 76 ± 2  Composto XII 2.7 ± 0.6 
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Um dos principais processos envolvidos na morte celular e que são 

facilmente mensurados, consiste na liberação de enzimas intracelulares que 

ocorre geralmente após danos à membrana celular, portanto, quanto maior a 

taxa de liberação de enzima, maior a extensão da morte/dano celular ocorrida 

nesse período (Racher et al., 1990). Com relação a citotoxicidade induzida pelos 

compostos, nossos resultados mostraram que nenhum dos compostos foi capaz 

de induzir toxicidade celular no protocolo utilizado, de forma semelhante aos 

resultados já demonstrados com a molécula precursora (Kots et al., 2008). 

 

4.4. Avaliação do efeito vascular em aorta de coelhos 

 

Estudos funcionais em aorta isolada de coelho foram realizados para 

avaliar o relaxamento do músculo liso induzido pelos compostos I-XII. Embora 

todos os compostos sintetizados neste estudo tenham sido capazes de bloquear 

o acúmulo de GMPc e AMPc quando estimulados por toxinas ou agentes 

farmacológicos, nenhum deles induziu alterações nos níveis basais desses 

nucleotídeos cíclicos. Esta ausência de efeito sobre os níveis basais é 

extremamente importante, considerando que pequenas mudanças nos níveis de 

AMPc ou GMPc podem promover efeitos fisiológicos significativos devido à 

importância desta via de sinalização intracelular, especialmente no sistema 

cardiovascular (Polson e Strada, 1996; Maurice et al., 2003). 

Além disso, devemos considerar aqui a semelhança estrutural parcial de 

nossos compostos com bloqueadores de cálcio tipo diidropiridina, como a 

amlodipina, amplamente utilizada na clínica como ferramenta para controlar a 

pressão arterial. Estes compostos derivados de diidropiridina agem inibindo o 

influxo de cálcio através de canais "lentos" nas células do músculo liso periférico 

vascular e coronário, produzindo vasodilatação acentuada em leitos vasculares 

periféricos e coronários (Murdoch e Heel, 1991). Assim, consideramos 

importante avaliar o efeito dos compostos aqui apresentados no tecido vascular.  

Quando incubada sem células T84, amlodipina, nifedipina e nimodipina 

não induziram alterações no acúmulo de GMPc induzido por STa (319 ± 11, 328 

± 29 e 273 ± 11 pmol/10 min/mg, respectivamente, em comparação com STa 

348 ± 20 pmol/10 min/mg) (Figura 18).  
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Figura 17. Ensaio enzimático para PDE5A1. Os resultados são apresentados 
como média + EPM. n= 3. One-Way ANOVA seguido do teste de Tukey;   
* p<0.05 em comparação com o grupo atividade total. 

 

 

 

 

 
Figura 18. Avaliação da resposta celular (células T84) a inibidores de canais 
de cálcio da classe dihidropiridina. Os resultados são apresentados como 
média + EPM. n= 3. One-Way ANOVA seguido do teste de Tukey; * p<0.05 
em comparação com o grupo STa. # p<0.05 em comparação com o grupo 
basal. 
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4.5. Avaliação da eficácia in vivo em modelo animal 

 

A fim de investigar a eficácia do composto VI na redução da diarreia 

induzida por toxina bacteriana (dependente da ativação das vias GMPc e/ou 

AMPc) in vivo, bem como a possibilidade de modulação do processo inflamatório 

e lesões celulares induzidas por esta toxina, utilizamos a técnica anteriormente 

descrita por Alcantara et al. (2005). 

Os dados apresentados na Figura 20 mostram que tanto o composto VI 

quanto o FPIPP são eficazes na redução do acúmulo de fluídos no lúmen 

intestinal quando estimulado pela toxina STa. Estatisticamente, assim como 

previamente observado in vitro, ambos os compostos não diferem entre si em 

termos de efetividade. 

 

 

 
Figura 20. Acúmulo de líquido após injeção intraluminal do composto VI e/ou 
FPIPP (1 mg/alça) em alças de íleo de coelhos tratados com toxina STa (20 
μg/mL). * p<0.05 (SHAM vs. STa; SHAM vs. FPIPP); #p<0,05 (STa vs. 
composto VI; STa vs. FPIPP). One-way ANOVA, complementado pelo teste 
de Tukey. 

 

 

No entanto, os achados histopatológicos (Figura 21) apontam para uma 

diferença biológica relevante entre os dois compostos. De acordo com esses 

resultados, o tratamento com o composto VI reduz drasticamente as alterações 

microscópicas no tecido intestinal, preservando sua arquitetura. 
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Já o tecido de animais tratados com STa e FPIPP, no entanto, 

demonstraram um padrão microscópico muito semelhante ao tecido tratado 

apenas com a toxina STa, com uma perda intensa de arquitetura de tecido com 

características de necrose moderada e/ou agregados inflamatórios acentuados.  

De forma mais detalhada, o estudo histopatológico do tecido intestinal 

dos coelhos tratados permitiu a observação das modificações teciduais 

elencadas na sequência, classificadas de acordo com o escore antiinflamatório 

descrito por Bang e Lichtenberger (2016). 

 

(a) Animais não tratados (SHAM) 

 

A avaliação histopatológica revelou arquitetura de tecidual preservada, 

destacando-se leve edema da mucosa e deposição de material secretor 

superficial. Na submucosa e na camada muscular foram observados focos 

discretos de congestionamento vascular e edema das fibras de colágeno. Em 

resumo foram observados padrões de intestino preservado sem alterações 

patológicas significativas, com pontuação inflamatória de grau 0 (tecido 

preservado ausente da celularidade inflamatória e necrose). 

 

(b) Animais tratados com a toxina STa e pós-tratados com veículo 

 

A avaliação histopatológica revelou uma discreta deposição de material 

serocelular, com hiperplasia epitelial moderada das vilosidades, dilatação difusa 

da mucosa. No meio da camada epitelial foi observado um infiltrado inflamatório 

linfoplasmacítico multifocal misturados aos traços supurativos e exsudativos no 

meio da transição da mucosa. Na região submucosa, edema moderado do 

tecido, com espaçamento das fibras de colágeno e dilatação linfática. Em resumo 

foram observados padrões de enterite linfoplasmocitária difusa severa, 

associada a traços exsudativos, com escore inflamatório de grau 4 (perda de 

arquitetura do tecido com características de necrose moderada e/ou agregados 

inflamatórios acentuados). 
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(c) Animais tratados com a toxina STa e pós-tratados com o composto VI 

 

A avaliação histopatológica revelou arquitetura do tecido preservada, 

destacando-se a hiperplasia leve da mucosa, associada à deposição de material 

mucoide e foco cemático frequente.   

No meio da mucosa, padrão inflamatório discreto, representado por 

linfócitos, plasmócitos e eosinófilos raros. A submucosa e a lâmina própria 

estavam preservadas, com edema leve e dilatação linfática. Em resumo foram 

observados padrões de hiperplasia da mucosa intestinal associada a agregados 

linfoplasmocitários, com escore inflamatório de grau 2 (desorganização 

moderada do tecido com esboços de necrose e/ou agregado de infiltrado 

inflamatório discreto). 

 

(d) Animais tratados com a toxina STa e pós-tratados com FPIPP 

 

A avaliação histopatológica revelou uma discreta deposição de material 

serocelular, com hiperplasia epitelial moderada das vilosidades e dilatação 

difusa da mucosa.  

No meio da camada epitelial, infiltrado inflamatório linfoplasmacítico 

multifocal. Na região submucosa, edema de tecido moderado, com espaçamento 

das fibras de colágeno e dilatação linfática. Em resumo foram observados 

padrões de enterite linfoplasmocitária difusa severa, associada a traços 

exsudativos, com escore inflamatório de grau 4 (perda de arquitetura do tecido 

com características de necrose moderada e/ou agregados inflamatórios 

acentuados). 

 

4.6. Avaliação da estabilidade da exposição ao ar para o composto VI 

 

Para avaliar a estabilidade química do composto VI, identificado como o 

composto mais ativo na inibição do acúmulo induzido de GMPc, realizamos 

ensaios para avaliar sua resistência contra a oxidação do ar, tanto em estado 

sólido como em solução de álcool metílico, conforme detalhado na respectiva 

seção metodológica.   
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No caso onde o composto VI foi avaliado em seu estado sólido, após um 

período de 4 semanas, as amostras A e B foram comparadas por técnicas 

cromatográficas e de acordo com os resultados, não houve oxidação do 

composto. 

No entanto, no ensaio utilizando o composto VI em álcool metílico por 4 

semanas, os resultados analíticos evidenciaram que o armazenamento 

prolongado desta solução à temperatura ambiente sob exposição ao ar permitiu 

a formação de uma pequena quantidade de dois subprodutos, denominados "a" 

e "b". O composto "a" revelou um peso molecular de 538.1189 gramas, 

correspondente a uma molécula com uma fórmula geral de C25H18O4N3F6. O 

composto "b", foi caracterizado por um peso molecular de 520.1081 gramas e 

identificado como um derivado de piridina, obtido por oxidação do composto VI.  

 

6. CONCLUSÕES 
 

Os resultados da pesquisa relatados neste trabalho permitiram a 

identificação de novos derivados de piridopirimidinas postulados como uma nova 

e promissora classe de agentes antidiarreicos. As moléculas sintetizadas foram 

obtidas por uma metodologia sintética que se mostrou como uma boa estratégia 

para obter todos os compostos com alto rendimento e pureza. Os derivados mais 

notáveis foram representados pelos compostos VI e IV, com uma seletividade 

parcial para GMPc e AMPc, respectivamente.  

Ensaios in vitro demonstraram que nenhum dos compostos sintetizados 

afetou o tônus vascular de anéis aórticos pré-contraídos quando comparado à 

amlodipina. Além disso, a atividade metabólica e a viabilidade celular não foram 

afetadas pelos compostos I-XII. 

O composto VI foi então selecionado para uma visão específica in vivo, 

focada na avaliação de sua atividade antidiarreica em modelo animal. Os 

experimentos realizados em ligaduras de íleo de coelho evidenciaram um efeito 

potente do composto VI e do FPIPP.  

Isso nos levou a realizar uma análise microscópica histopatológica de 

tecidos intestinais voltados para a avaliação da arquitetura de tecido. As imagens 

permitiram revelar que apenas o composto VI preserva o intestino, sem 
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mudanças patológicas significativas e com um padrão inflamatório diminuído em 

relação ao FPIPP.  

Ademais, tendo em vista que as diidropiridinas são relatadas na literatura 

por serem convertidas por oxigênio do ar em seus correspondentes análogos de 

piridina, o composto VI foi investigado por sua estabilidade química e revelou-se 

adequado para um armazenamento prolongado em estado sólido. Este 

composto, portanto, foi apontado como "composto ouro" desta classe de 

piridopirimidinas, um andaime interessante para a geração de moléculas para 

possível uso como drogas antidiarreicas eficientes. 

Por fim, é importante ressaltar que o mecanismo farmacodinâmico 

destes compostos necessita de estudos complementares para sua elucidação, 

o que pode impactar imensamente no avanço dos estudos com estas moléculas. 

Também seria interessante a realização de estudos farmacocinéticos para 

avaliar se há e em qual extensão uma biodisponibilidade absoluta destes 

compostos após administração por via oral, pois, a probabilidade de efeitos 

adversos sistêmicos poderia ser facilmente reduzida através de técnicas 

farmacotécnicas como uma formulação de liberação cólon específica e/ou 

controlada. 
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8.3. Espectrogramas dos compostos I-XII  

Apêndice 3. Representação do espectrograma (RMN) do composto I. 
  

 
Apêndice 4. Representação do espectrograma (RMN) do composto II. 
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Apêndice 5. Representação do espectrograma (RMN) do composto III. 
 

 
Apêndice 6. Representação do espectrograma (RMN) do composto IV. 
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Apêndice 7. Representação do espectrograma (RMN) do composto V. 
 

 

 
Apêndice 8. Representação do espectrograma (RMN) do composto VI. 
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Apêndice 9. Representação do espectrograma (RMN) do composto VII. 
 

 

 
Apêndice 10. Representação do espectrograma (RMN) do composto VIII. 
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9. ANEXOS 
 

9.1. Registro de patente dos compostos 
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