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Resumen

Se reporta una sintesis nueva de 4,6-diaminopirimidinas 2a-j, analogas de citosina. Esta involucra una reaccion de
ciclizacion entre bencilidenomalononitrilos 1a-j (BMNS) con urea, asistida por base. Los compuestos 1la-j fueron
preparados mediante una reaccién de condensacion de Knoevenagel con benzaldehidos y malononitrilo a
temperatura ambiente, empleando EtOH como disolvente. También se reportan los resultados de la actividad

antimicrobiana de

las nuevas 4,6-diaminopirimidinas 2a-j frente a microorganismos Gram-positivos:

Staphylococcus aureus (ATCC 25923) y Bacillus cereus (ATCC 14579) y Gram-negativas: Escherichia coli
(ATCC 35218) y Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) y la levadura Candida tropicalis (MLDM 372). Los
resultados muestran que los productos 2c, 2e, 2f, 29, 2i y 2j son considerados de amplio espectro.

Palabras clave: Actividad antimicrobiana; bencilidenomalononitrilos (BMNSs); citosina; diaminopirimidina

(DAP); urea.

Abstract

A new synthesis of novel 4,6-diaminopyrimidines 2a-j, cytosine analogous, is described. This involves the base-
assisted cyclization reaction of benzylidenemalononitriles 1a-j (BMNs) with urea. Compounds la-j were prepared
by a Knoevenagel condensation reaction from benzaldehyde and malononitrile using EtOH as solvent at room
temperature conditions. The antimicrobial activity against Gram-positive microorganisms: Staphylococcus aureus
(ATCC 25923) and Bacillus cereus (ATCC 14579) and Gram-negative: Escherichia coli (ATCC 35218) and
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) and the yeast Candida tropicalis (MLDM 372) is also reported. The
compounds 2c, 2e, 2f, 2g, 2i and 2j are considered wide spectrum.

Keywords: Antimicrobial activity; Benzylidenemalononitriles (BMNs); Cytosine; Diaminopyrimidine; urea.

Introduccién

Las enfermedades flingicas y microbianas originan la
mayor morbilidad en cualquier especialidad médica y
frecuentemente también la mortalidad en pacientes
inmunosuprimidos. Segun la Organizacién Mundial de la
Salud (OMS), el 90% de las defunciones prematuras
especialmente en nifios y adultos jévenes son causadas por
seis enfermedades infecciosas mortales (neumonia,
tuberculosis, enfermedades diarreicas, malaria, sarampion
y VIH/SIDA). La creciente incidencia de infecciones son
causadas por el desarrollo rapido de resistencia a la

mayoria de los antibidticos conocidos por parte de los
microorganismos patdgenos y esto realmente se ha
convertido en un problema de salud muy serio. Las
infecciones causadas por microorganismos resistentes nc
responden al tratamiento ordinario, lo que trae comc
consecuencia una enfermedad prolongada y el riesgo de
morir. Cada afio se producen unos 440.000 casos NUevos
de tuberculosis multirresistente que causan al menos
150.000 muertes. La resistencia a los antimalaricos
disponibles es generalizada en la mayoria de los paises
donde la malaria es endémica. Un alto porcentaje de
infecciones hospitalarias se debe a bacterias muy



120

resistentes, como Staphylococcus aureus®®. Aunque
muchos factores pueden ser los responsables de las
mutaciones del genoma microbiano, se ha demostrado
ampliamente que el mal uso de los antibidticos puede
incrementar el desarrollo de genotipos resistentes*®. Esta
situacion ha incentivado la busqueda de nuevos
compuestos con potencial empleo clinico que sean mas
especificos y ofrezcan la menor cantidad de efectos
adversos al hospedador.

Hay una amplia diversidad de familias y grupos de
antimicrobianos de interés clinico, siendo la pirimidina uno
de los nucleos presentes en compuestos antimicrobianos.
La pirimidina tiene tres derivados que forman parte de los
acidos nucleicos que son timina, uracilo y citosina (figura
1). Los compuestos que contienen estos nucleos, exhiben
propiedades farmacoldgicas variadas, siendo estos agentes
citostaticos, antivirales, anticonvulsivantes, antimaléricos,
antituberculosos, analgésicos, anti-HIV y antimicrobia-
nos®™®. El mecanismo de accion de las pirimidinas y
analogos consiste en la inhibicion de la de la enzima
dihidrofolatoreductasa (DHFR) del microorganismo
invasor. La DHFR estd involucrada en la biosintesis del
ADN bacteriano, por lo que su inhibicion impide la
supervivencia del microorganismo™.

o
N o/
H

Citosina Uracilo Tlmlna

Fig. 1: Nucleos de pirimidinas presentes en los &cidos nucléicos

Entre los derivados de pirimidinas inhibidores de DHFR se
encuentran las diaminopirimidinas como iclaprin, trimetoprin,
pirimetamina y emtricitabina andloga de la citosina en el que
se incorpord un fluor y tetrahidrofuril en la posiciones Cs y Cq
respectivamente (figura 2)'"%. Estos antifolatos son utilizados
para la profilaxis y tratamiento de infecciones oportunistas en
pacientes con sistemas inmunolégicos debilitados como
resultado de la infeccion con el virus de inmunodeficiencia o
con terapias inmunosupresoras®™ %,

En la literatura especializada se encuentran diferentes
articulos de sintesis y actividad antimicrobiana de
diaminopirimidinas®?%’. Ahora bien, como parte de un
proyecto de investigacion para la sintesis de compuestos
heterociclos con potencial actividad antimicrobiana®, en
este trabajo se presentan los resultados de la sintesis y la
actividad antimicrobiana de una serie 4,6-diamino-5-

G Lobo et. al/Avances en Quimica 7(2), 119-128 (2012)

(bencilideno)-pirimidin-2-(5H)-ona, analogos a la citosing
de estructura general 2.

NH,
> OCHj3
)N\ NH,
X
HoN OCHs N OCHg
_ 0 |
Iclaprim X
HoN N OCH3

Cl

NH»

N| X
.

Pirimetamina

Emtricitabina

Fig. 2: Estructuras de diaminopirimidinas inhibidoras de DHFR

En estas nuevas estructuras, se introduce el grupc
bencilideno sustituido en la posicién Cs y otro grupo aminc
en la posicion Cg de la citosina, manteniendo el resto de |z
estructura (figura 3).

NH,

3INZ% 3

/k

Cltosma 2a-]

Fig. 3: Cambios estructurales realizados en las posiciones Cs
Cs de la citosina.

Parte experimental
Caracterizacion general

Los puntos de fusién de los productos obtenidos fueron
determinados en un aparato Fisher-Johns y se reportan sir
corregir. Los espectros de infrarrojo (IR) se tomaror
usando pastillas de KBr, en un espectrofotometrc
Shimadzu 470, las absorciones mas importantes sor
sefialadas y designadas en cm™ y se reportan los grupos
funcionales mas importantes. Los espectros de Resonancia
Magnética Nuclear de protones y carbono 13 (RMN-'H y
RMN-2C, respectivamente) fueron registrados en un
espectrometro JEOL Eclipse 270 Mhz. EI desplazamientc
quimico (9) esta reportado en ppm con relacion al CHCl3 C
DMSOds residual como referencia interna y las sefiales se
representan como singlete (s), singlete ancho (sa), doblete
(d), doblete de daoblete (dd), triplete (t), doblete de doblete
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de dobletes (ddd), doblete de tripletes (dt ), cuarteto (c) y
multiplete (m), constante de acoplamiento (J) y valor de la
constate de acoplamiento en hertz (Hz). Los espectros de
masas (EM) se registraron en un espectrometro Varian
Saturno 2000, la relacién m/z que se reportan corresponden
al i6n molecular (M") y el pico base correspondiente al
patron de fragmentacion de cada molécula. Los reactivos
quimicos fueron obtenidos de Aldrich Chemical Co. y
Riedel-de Haén. Los disolventes utilizados fueron
destilados y secos de la manera usual.

a) Parte quimica

Procedimiento general para la sintesis de los derivados
intermediarios bencilidenomalononitrilos (BMNs) 1a-j.

En un matraz balén se colocaron (2mmoles) del
benzaldehido  correspondiente,  (0,66g,  2mmoles)
malononitrilo y (40mL) de EtOH en ausencia de
catalizador. La mezcla de reaccion se mantuvo a
temperatura ambiente y bajo agitacién magnética en un
intervalo de tiempo comprendido de 8 y 12h. La formacion
de un sdlido indica la formacién del producto. El sélido
formado en cada caso, se filtra a vacio y se lava con una
pequefia cantidad EtOH frio. Los derivados BMNs pueden
recristalizarse de EtOH, pero la pureza de los productos
crudos es suficiente, que puede utilizarse en el paso
siguiente sin recristalizacion. El rendimiento (Rto.)
obtenido estd entre 80-90%. EIl andlisis de los datos
espectroscopicos de infrarrojo (IR), Resonancia magnética
de protones (RMN-'H), de carbono 13 (RMN-2C) y
espectros de masas (EM) se ajustan a las estructuras
esperadas para los productos la-j (figura 4)

Fig. 4: Estructura y esquema de asignacién de los datos de
RMN-'H y RMN-**Cde los intermediarios BMNs*! 1a-j.

4-dimetilamino-bencililidenomalonitrilo  (1a):  so6lido
anaranjado, 95%. P.F: 178-179°C. IR (KBr, cm™): 2224
(C=N); 2269 (C=C); 1580; 1460. RMN- 'H (270 MHz,
CDCly), 6: 3,0 (s, 6H, N(CHz),); 6,6 (dd, 2H, J = 8,91 y
1,88 Hz, Hys5); 7,7 (dd, 2H, 2H, J = 8,91 y 1.88 Hz, Hy.¢):
9,7 (s, 1H, =CH, H,). RMN-"C (67,5 MHz, CDCl) &:
81,0 (C-1); 40,2 (CHs).N); 1120 y 111,7 (2C=N);
116,0(C-Ar); 120,0 (2C-Ar); 133,8(2C-Ar); 155,0 (C-Ar) y
158,1 (C-2). EM, IE: (m/z, %): 198 (M" + 1, 10%); 197
(M, 60%); 196 (M" - 1, 100%).

4-metil-bencililidenomalonitrilo (1b): Sélido blanco, Rto.
90%, P.F: 140°C, IR (KBr, cm™): 2224 (C=N); 226S
(C=C); 1580; 1460. RMN- 'H (270 MHz, CDCly), &: 2,
(s, 3H, CH3); 7,3, (dd, 2H, J = 8,91 y 1,88 Hz, Hs.5); 7,7
(s, IH=CH, H,); 7,7 ((dd, 2H, J = 8,91 y 1,88 Hz, H,-¢).
RMN- ®C (65.7, CDCls), &: 21,7(CHs); 80,6 (C-1); 112,C
y 111,0 (2C=N); 129,0 (C-Ar); 130,7 (2C-Ar); 130,3 (2C-
Ar); 148,0 (C-Ar) y 158,0 (C-2). EM, IE (m/z, %): 16¢
(M*+ 1, 15%); 168 (M*, 50%); 167 (M"- 1, 100%).

4-nitro-bencililidenomalonitrilo (1c): Sélido dorado, Rto.
99%, P.F: 159-160°C, IR (KBr, cm™): 2224 (C=N); 226S
(C=C); 1580; 1460. RMN- ‘H (270 MHz, CDCl,), &: 7,¢
(s, IH,=CH, Hy); 8,1 (dd, 2H, J = 8,91 y 2,44 Hz Hs: 5).
8,4 (dd, 2H, J = 8,91 y 2,44 Hz, H,¢). RMN- ¥*C (67.5.
MHz, CDCly), &: 82,0 (C-1); 112,00 y 111,73 (2 C=N);
120,00 (C-Ar); 125,00 (2C-Ar); 132,0 (2C-Ar); 158,0 (C-
Ar); 164,0 (C-2). EM, IE (m/z, %): 200 (M* + 1, 10%); 9¢
(M*, 40%); 198 (M" - 1, 100%).

4-metoxi-bencililidenomalonitrilo (1d): Soélido amarillo,
Rto. 85%, P.F: 113-116°C, IR: (KBr, cm™): 2224 (C=N);
2269 (C=C); 1580; 1460. RMN- *H (270 MHz, CDCls), &:
3,80 (s, 3H, OCHy); 6,9 (dd, 2H, J = 891 y 1,98 Hz,
Hs 5); 7,64 (s, IH,=CH, H,); 7,86 (dd, 2H, J = 8,91y 1,9€
Hz, H,.¢). RMN-"3C (67,5 MHz, CDCly), 8: 53,9 (OCH,);
80,64 (C-1); 112,0 y 111,7 (2 C=N); 116,00 (2C-Ar);
125,1 (C-Ar); 133,0 (C-Ar); 154,3 (C-Ar); 160,0 (C-Ar).
165,0 (C-2). EM, IE (m/z, %): 185 (M" + 1, 5%); 184 (M"
60%); 183 (M" - 1, 100%).

4-fluor-bencililidenomalonitrilo (1e): Sélido blanco, Rto.
80%, P.F: 123-124°C, IR (KBr, cm™): 2224 (C=N); 2269
(C=C); 1580; 1460. RMN- ‘H (270 MHz, CDCly), &: 7,22
(td, 2H, J =5.20, 520 y 6,49 Hz, F, Hss); 7,75(s
IH,=CH, Hy), 7,95 (dd, 2H, J = 5,20, 5,20 y 6,49Hz, F
H,¢). RMN-C (67,5 MHz, CDCls), &: 80,6 (C-1); 112,C
y 111,7 (2 C=N); 116,0 (2C-Ar); 128,0 (C-Ar); 133,3 (2C-
Ar); 154,3 (C-Ar); 164,0 (C-2). EM, IE (m/z, %): 173 (M’
+ 1, 10%); 174 (M", 20%); 175 (M*- 1, 100%).

4-hidroxi-bencililidenomalonitrilo (1f): Sélido blanco, Rto.
89%, P.F: 186-188°C, IR (KBr, cm™): 3328 (OH); 2224
(C=N); 1612 (C=C); 1580; 1460. RMN- 'H (270 MHz
CDCly), 6: 5,8 (s, 1H, OH); 6,9 (dd, 2H, J = 9,01 y 1,9¢
Hz, Hs.5); 7,6 (s, 1H, =CH); 7,89, (dd, 2H, J = 8,78 y
2,00 Hz, Hy.¢). RMN-"C (67.5 MHz, CDCl5), 5: 81,0 (C-
1); 111,7 (2C=N); 116,0 (2C-Ar); 124,8 (C-Ar); 133,
(2C-Ar); 154,3 (C-Ar); 164,2 (C-2). EM, IE (m/z, %): 171
(M + 1, 5%); 170 (M*, 40%); 169 (M- 1, 100%).

4-cloro-bencililidenomalonitrilo  (1g): Solido amarillo,
Rto. 98%, P.F: 150-151°C, IR (KBr, cm™): 2224 (C=N);
2269 (C=C); 1580; 1460. RMN- ‘H (270 MHz, CDCls), &:
7,5(dd, 2H,J=9,01y 1,98 Hz, Hyx); 7,7 (s, 1H, =CH)
7,8 (dd, 2H, J = 8,78 y 1,99 Hz, H,. ). RMN- **C (67.5
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MHz, CDCly), &: 80,4 (C-1); 111,7 (2C=N)); 130,4 (2C-
Ar); 132,3 (C-Ar); 133,3 (2C-Ar); 154,3 (C-Ar); 164,0 (C-
2). EM, IE (m/z, %): 190 (M* + 2, 38%); 189 (M* + 1,
10%); 188 (M", 50%); 187 (M+ - 1, 100%).

2-metoxi-bencililidenomalonitrilo (1h): Soélido amarillo,
Rto. 90%, P.F: 113-116°C, IR (KBr, cm™): 2224 (C=N);
2269 (C=C); 1580; 1460. RMN- 'H (270 MHz, CDCls), &:
3,85 (s, 3H, OCHy); 6,9 (dd, 1H, J =8,02 'y 1,98 Hz); 7,2
(ddd, 1H, J = 8,01; 7,07 y 1,98 Hz, H3.) 7,2 (ddd, 1H, J =
8,01; 7,07 y 1,98 Hz, H,); 7,8 (dd, 1H, J =10,00 y 2,02
Hz, Hs); 8,0 (s, 1H, =CH). RMN-C (67,5 MHz, CDCly),
8: 55,7 (OCHs); 76,0 (C-1); 111,7 (2 C=N); 115,0 (C-Ar);
120,0 (C-Ar); 121,9 (C-Ar); 130,0 (C-Ar); 133,9 (C-Ar);
158,2 (C-Ar); 164,3 (C-2). EM, IE (m/z, %): 185 (M" + 1,
12%):; 184 (M, 60%); 183 (M" - 1, 100%).

3,4-diclorobencililidenomalonitrilo (1i): sélido amarillo.
Rto. 95%, P.f: 170°C, IR (KBr) cm™: 2224 (C=N); 2269
(C=C); 1580; 1460. 'H RMN (270 MHz, CDCly), &: 7,58
(dd, 1H, J =10.8 y 1,98); 7,76, (d, 1H, J = 2,23); 7,96, (d,
1H, J = 9,41 Hz); 8,04, (s, 1H). ®C RMN (270 MHz,
CDCly): 80,64 (C(CN)y); 111,73 (2C=N); 128,66 (C-Ar);
129,10(C-Ar); 130,00 (C-Ar); 131,45(C-Ar); 134,16(C-
Ar); 136,00(C-Ar); 165,00 (Cy). EM, IE (m/z, %): 227 (M*
+ 4, 38%); 125 (M" + 2, 20%); 224 (M" + 1, 16%); 223
(M, 21%); 222(M" - 1, 100%)

3,4,5-trimetoxibencililidenomalonitrilo (1j): sélido amari-
llo. Rto. 98%, P.F:136-138°C. IR (KBr) cm™: 2224 (C=N);
2269 (C=C); 1580; 1460. '"H RMN (270 MHz, CDCls), &:
6,55 (s, 2H, Ha:6); 6,1 (s, 1H, =CH); 3,75 (s, 6H, 20CHy);
3,65 (s, 3H, OCHs). *C RMN (270 MHz, CDCls), &: 50,30
(20CHg); 60,90 (OCHg); 80,64 (C-2); 110,20 (2C-Ar);
112,00 y 111,73 (2CN); 128,70 (C-Ar); 146,86 (C-2);
151,00 (C-Ar), 154,28 (2C-Ar); 158,15 (C-Ar). EM, IE
(M/z, %): 245 (M" + 1, 10%); 244 (M*, 50%); 243 (M" - 1,
100%)

Procedimiento general para la sintesis de los derivados de
diaminopirimidinas anélogos de citosina 2a-j.

El BMN (la-j) correspondiente se disolvi6 en MeOH
(40mL) (1,29mmoles), urea (0,14g, 2,33mmoles) y K,CO;
(0,209, 1,17mmoles). La mezcla de reaccion se mantuvo
bajo agitacién a temperatura de reflujo del EtOH por 24h.
Se dejo enfriar la mezcla y la formacion de un sélido
indicd la formacion del producto. El solido formado en
cada caso, se filtré a vacio y se lava con una pequefia
cantidad agua. Todos los sélidos se recristalizan en una
mezcla de etanol, DMF y agua en caliente. Los cristales
obtenidos se filtraron al vacio se lavaron con suficiente
agua y se secaron en la estufa al vacio. El rendimiento
(Rto.) estuvo entre 60-90%. El andlisis de los datos
espectroscopicos de IR, RMN-"H, RMN- *C RMN y EM
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concuerdan con las estructuras de las diaminopirimidinas
analogas a la citosina esperadas 2a-j (Figura 5).

Fig. 5: Esquema de asignacién de los datos de RMN-'H y RMN:-
3Cde las diaminopirimidinas anélogas a la citocina 2a-j.

4,6-diamino-5-(4-dimetilaminobencilideno) pirimidin-2(5H)-
ona (2a): solido verde, Rto.: 95%. P.f: 210-212 °C. IR (KBr
cm™): 3500-3400 (NH,); 1780 (C=0), 1651 (C=N). 'H RMN
(270 MHz, DMSO-dg), &: 3,07 (s, 6H, N(CHs3),); 4,91 (sa
4H, 2NH,); 6,83 (dd, 2H, J =8,90y 2,00 Hz', H35"); 7,94 (s
1H, =CH); 8,06 (dd, 2H, 2H, J = 8,90 y 2,00 Hz, H,¢); *C
RMN (270 MHz DMSO-dg), 6: 40,79 (CHs),N); 121,43 (C-
Ar); 129,00; 129,02 (2C-Ar); 130,64 (2C-Ar); 139,4C
(carbono olefinico);148,82 (C-Ar); 161,80(C—NH,, C,
Cs); 166,43 (C=0). EM (m/z, %): 258 (M" + 1, 10%); 257
(M7, 25%); 197 (M" - 2NH, — CO, 100%).

4,6-diamino-5-(4-metilbencilideno)  pirimidin-2(5H)-one
(2b): sélido anaranjado, Rto.: 80%. P.f: 172-175°C. IR
(KBr, cm™): 3500-3400 (NH,), 1780 (C=0); 1651 (C=N).
'H RMN (270 MHz, CDCly), &: 2,30 (s, 3H, CHs); 5,0C
(sa, 4H, 2NH,); 6,74 (dd, 2H, J=8,9 y 2,0 Hz, H; s).
7,93(dd, 2H, J=8,9y 2,0 Hz, H,-¢); 8,07 (s, 1H, =CH). ®*C
RMN (270 MHz CDCly), 6: 21,17 (CHs3); 127,01 (C-Ar);
128,16); 130,89 (2C-Ar); 132,28 (2C-Ar); 139,07 (C-
olefinico); 144,07 (C-Ar); 156,61 (C—NH,, C, y Co).
160,02 (C=0). EM, IE (m/z, %): 213 (M" - CH3, 70%),
229 (M*- 1, 20%); 228 (M*, 29%); 227 (M" - 1, 50%); 16¢
(M* - 2NH, — CO, 100%).

4,6-diamino-5-(4-nitrobencilideno)  pirimidin-2(5H)-ona
(2c): sélido amarillo, Rto. 90%. P.f: 132-133°C. IR (KBr
cm™): 3360 (NH,), 1780 (C=0); 1651 (C=N). ‘H RMN
(270 MHz, CDCly), 8: 4,90 (sa, 4H, 2 NH,); 6,92 (dd, 2H
J=8,1y 1,99 Hz, H;5); 7,38 (dd, 2H, J=8,1 y 1,99 Hz,
Hy.¢); 7,64 (s, 1H, =CH). *C RMN (270 MHz, DMSO-
dg), 8: 121,46 (C-Ar); 125,03, 127,00 (2C-Ar); 139,07 (2C-
Ar); 150,21(C-Ar); 156,61 (C—NH,, C, y Ce); 162,41
(C=0). EM, IE (m/z, %): 260 (M* + 1, 10%); 259 (M"
25%); 258 (M" - 1, 5%); 203 (M*- 2NH, — CO, 100%).

4,6-diamino-5-(4-metoxibencilideno)  pirimidin-2(5H)-ona
(2d): solido amarillo, Rto. 90%. P.f: 172-175°C. IR (KBr, cm
1: 3360 (NH,), 1780 (C=0); 1651 (C=N). '"H RMN (27C
MHz, CDCl,), &: 3,95 (s, 3H, OCHs); 5,10 (s, 4H, 2NH,);
6,93 (dd, 2H, J=8,91y 1,98 Hz, H;- 5); 7,37 (dd, 2H, J=8,91 y
1,98 Hz, H,.5); 7,64 (s, 1H, =CH). *C RMN (270 MHz
CDCl,), 8: 55,56 (OCHs); 116,00 (2C-Ar); 125,25; 128,0 (C-
Ar); 132,02 (2C-Ar); 140,00 (C-Ar); 154,41(C—NH,, C4 Y
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Ce); 176,00 (C=0). EM, IE (m/z, %): 243 (M" - 1, 10%); 244
(M*); 245 (M* + 1); 184 (M*- 2NH, — CO, 100%).

4,6-diamino-5-(4-fluorbencilideno)  pirimidin-2(5H)-ona
(2e): sélido blanco, Rto 98%. P.f: 185°C desc. IR (KBr,
cm™): 3360 (NH,), 1780 (C=0); 1651 (C=N). '"H RMN
(270 MHz, DMSO-d8), &: 5,90 (s, 4H, 2NH,); 7,30 (dd,
2H; J=8,91 y 1,98 Hz, H,¢); 7,38 (s, 1H, =CH); 7,58
(ddd, 2H, J=7,59; 6,67y 3,64 Hz, Hs5). ®C RMN (270
MHz, DMSO-d6). &: 115,94 (C-Ar); 116,24 (C-Ar);
129,00; 131,02 (2C-Ar) y 131,55 (2C-Ar); 159,35
(C—NH,, C4 y Ce); 166,28 (C=0). EM, IE (m/z, %): 231
(M* + 1); 230 (M", 50%); 229 (M" - 1, 8%); 172 (M"-
2NH, — CO, 100%).

4,6-diamino-5-(4-hidroxibencilideno) pirimidin-2(5H)-ona
(2f): sdlido blanco, Rto: 60%. P.f: 265-266°C. IR (KBr,
cm™): 3400 (OH); 3360 (NH,), 1780 (C=0); 1651 (C=N).
'H RMN (270 MHz, CDCly), 8: 5,62 (sa, 5H, NH,, OH);
8,07 (s, 1H, =CH); 8,36 (dd, 2H, J=8,90 y 1,99 Hz, H; s);
8,38 (dd, 2H, J= 8,90 y 1,99 Hz, H,¢). *C RMN (270
MHz, CDCly), 8: 111,07 (2C-Ar); 125,25 (C-Ar); 129,00;
132,02 (2C-Ar); 142,00; 154,41 (C—NH,, C,; y Cy);
160,30 (C=0); 166,68 (C-Ar). EM, IE (m/z, %): 229 (M*
+ 1, 10%); 228 (M%, 50%); 227 (M* - 1, 5%);
213 (M* - H,0); 170 (M*- 2NH, — CO, 100%).

4,6-diamino-5-(4-clorobencilideno)  pirimidin-2(5H)-ona
(29): so6lido anaranjado, Rto: 90%. P.f: 187-188°C. IR
(KBr, cm™): 3360 (NH,), 1780 (C=0); 1651 (C=N). RMN-
'H (270 MHz, DMSO-d6), 8: 4,91 (s, 4H, 2NH,); 6,69
(dd, 2H J= 10,8 y 1.99 Hz, Hy.5); 7,73 (dd, 2H J= 10,8 y
1,99 Hz, Hyg); 9,72(s, 1H, =CH). *C RMN (270 MHz,
DMOSO0-d6), &: 129,00; 130,73 (2C-Ar); 132,00 (2C-Ar);
133,73 (C-Ar); 135,60 (C-Ar); 139,40; 156,55 (C—NH,,
Cs Yy Co); 161,85 (C=0). EM, IE (m/z, %): 249 (M* + 1,
5%); 248 (M*, 50%); 247 (M" - 1, 10%); 188 (M*- 2NH, —
CO, 100%).

4,6-diamino-5-(2-metoxibencilideno) pirimidin-2(5H)-ona
(2h): solido marron, Rto: 89%. P.f: 260-262°C. IR (KBr,
cm™): 3360 (NH,), 1780 (C=0); 1651 (C=N). ‘H RMN
(270 MHz, DMSO-d6), &: 3,95 (s, 3H, OCHy); 4,91 (sa,
4H 2NH,); 7,48 (m, 1H, H¢); 7,56 (m, 1H, H3) 7,76 (m,
1H, Hy); 7,95 (m, 1H, Hs); 8,04 (s, 1H, =CH). *C RMN
(270 MHz, DMSO-d6), &: 55,26 (OCHj3); 112,05 (C-Ar);
112,81 (C-Ar), 122,42 (C-Ar); 122,03 (C-Ar); 128,06;
126,56 (C-Ar); 134,28 (C-Ar); 139,33; 159,90 (C—NHy);
166,43 (C=0). EM, IE (m/z, %): 245 (M" + 1, 5%); 244
(M*, 70%); 243 (M* - 1, 10%); 184 (M*- 2NH, — CO,
100%).

4,6-diamino-5-(3,4-diclorobencilideno)  pirimidin-2(5H)-
ona (2i): solido beige, Rto.: 90%. P.f: 133-135°C. IR (KBr,
cm™): 3360 (NH,), 1780 (C=0); 1651 (C=N). ‘H RMN
(270 MHz, DMSO-d6), 3: 6,94 (d, 1H, J=10,8, Hy); 4,91

(sa, 4H, NH,); 6,94 (dd, 1H, J=10,8 y 1,99 Hz, Hy); 7,62
(s, 1H, =CH); 7,64 (d, 1H, J=1,99 Hz, H,). *C RMN (27¢
MHz, DMSO-d6), &: 126,55 (Ar); 130,00 (Ar); 131,9¢
(Ar); 132,00 (Ar); 133,50 (Ar); 134,00 (Ar); 135,6:
140,00; 156,61 (C—NI,); 166,43 (C=0). EM, IE (m/z.
%): 284 (M* + 1, 10%); 283 (M*, 50%); 282 (M* - 4,5%):
223 (M*- 2NH, — CO, 100%).

4,6-diamino-5-(3,4,5-trimetoxibencilideno)pirimidin-2(5H)
-ona (2j): sélido amarillo, Rto.: 90%. P.f; 223-225°C. IR
(KBr, cm™): 3360 (NH,), 1780 (C=0); 1651 (C=N). 'H
RMN (270 MHz, DMSO-d6), 3: 3,68 (s, 3H, OCHy); 3,75
(s 6H, 20CHy); 4,99 (s, 4H, 2 NHy); 6,72 (s, 2H, Ha4).
6,5, (s, 1H, =CH). ®°C RMN (270 MHz, DMSO-d6), &
60,96 (OCHs); 107,00 (C-Ar), 129,00 (C-Ar); 131,74 (C-
Ar); 141,00(C-Ar); 150 (C-Ar); 154 (C-Ar); 156 (C—NH,,
Csy Cs); 167,00 (C=0). EM, IE (m/z, %): 305 (M" + 1
10%); 304 (M", 70%); 303 (M" - 1, 12%); 244 (M*- 2NH;
— CO, 100%);

b) Actividad antimicrobiana

Los compuestos sintetizados se muestran en la tabla 1 cor
las caracteristicas fisicas mas importantes. Los ensayos
bioldgicos se realizaron utilizando el método de difusior
sobre placas de agar®. Se prepar6 una suspension de cada
compuesto en la mezcla de solventes DMSO/Acetona/H,C
25:25:50 (C= 2-3mg/ml, 5pl). Las referidas suspensiones
fueron colocadas en discos de papel absorbente (@ =
5mm). La actividad biolégica se evalud contra los
microorganismos Gram-positivos: Staphylococcus aureus
(American Type Culture Collection [ATCC] 25923) y
Bacillus cereus (ATCC 14579), los microorganismos
Gram-negativos: Escherichia coli (ATCC 35218)
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), y la levadura
Candida tropicalis (Micoteca Lorenzo De Montemayol
(USB) [MLDM] 372). P. aeruginosa y C. tropicalis fueror
incubados a 30°C, mientras que E. coli y S. aureus fueror
incubados a 37°C. Como controles positivos se utilizaror
los antibioticos comerciales: Amikacina (AM), Ampicilina
(AN), Norfloxacina (N) y Nistatina (Ny) (BBL-Sensi-
Disc); como control negativo se empled la mezcla de
solventes utilizada para suspender los derivados
preparados. 0,1ml de los cultivos microbianos crecidos er
placas LB preparado en el laboratorio®, y ajustados en
solucion salina  (0,85% v/v) a la concentracidr
correspondiente al Standard de McFarland N° 1, fueron
sembrados en superficie en agar Mueller-Hinton (Merck
1.05437). Sobre el césped bacteriano se colocaron los
discos de papel de filtro con las diferentes muestras.

Resultados y discusién
a) Quimica

La estrategia disefiada para la obtencion de los derivados
con el nicleo de pirimidina analogos a la citosina 2a-j se
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fundamentd en un proceso de sintesis lineal de dos pasos.
Dicha estrategia permitio la preparacion de 10 derivados y
el procedimiento es clave para futuras sintesis de
heterociclos nuevos. En el primer paso se prepararon
varios BMNs (la-j) por reaccién de adicion del
malononitrilo al carbonilo del benzaldehido sustituido
seguido de deshidratacion en metanol sin base y a
temperatura ambiente (esquema 1). Los datos espectrales
de los BMNs confirmaron su estructura. En los espectros
de IR una banda a 2224cm™ y 2269cm™ corresponde a las
vibraciones de enlace C—N del grupo nitrilo (C=N) y al
grupo (C=C) respectivamente. En los RMN-H', ademéas de

X0

|
R I

P + CH,CN, —MeoH
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mostrar todas las sefiales correspondientes a los patrones
de sustitucion dependiendo de los sustituyentes en el anillc
aromatico, revelaron un singlete comin para todos los
derivados que integrdé para un proton con ur
desplazamiento quimico alrededor de 6,17-9,72ppm que
fue asignado al proton olefinico (=CH)' en los espectros
de RMN-C, los picos comunes en todos los compuestos
emergieron a 112,00 y 111,73ppm y fueron asignados a los
dos grupos nitrilo; los picos alrededor de 79,99-82,00pprr
fueron asignados al carbono olefinico (=CH) y otro picc
comun entre 158,00-164,02ppm fue asignado al carbonc
que tiene unido los dos grupos nitrilos (=C(CN),)

CN
I XN
| _— CN + HZO

la-j

R

R: a=N(Me),; b=4.Me; c=4-NO,; d=4-OMe; e=4-F; f=4-OH; g=CI; H=2-OMe; i=3,4-Cl; J=3,4,5-OMe
Esquema 1: Sintesis de BMNs (1a-j)

Para la asignacion de los grupos nitrilos y el carbono que los
contiene, comparamos los valores con los obtenidos en
estudios previos y reportes encontrados en la literatura para
compuestos con estos grupos®>*. En el espectro de masas, en
todos los derivados de BMNs aparecieron los picos
correspondiente a (M* -1, 100%) pico base y otros dos picos
correspondientes al i6n molecular (M) y (M* + 1)
respectivamente.

La segunda etapa de la sintesis consistié en hacer reaccionar
los derivados BMNSs (1a-j) con urea utilizando K,CO3; comc
base en metanol bajo reflujo para producir las 4,6-diamino-5-
Benciliden-pirimidinas analogas a la citosina (DABPs) 2a-j
(esquema 2).

N 0}
i 1
—R >
S¥ MeOH, K,CO,, A , 24h

la-j

Ahora bien, en base a la estructura del BMNSs (1a-j) se podria
esperar que la reaccién proceda via adicion Michael seguida
de una ciclacion intramolecular segin el mecanismo
mostrado (Esquema 3), propuesto en la literatura para
reacciones analogas en un solo paso con los tres componentes
juntos®**®, es decir, el compuesto con metileno activo
(H2C(CN),, el benzaldehido sustituido y urea en este caso y
los productos serian derivados de pirimidinacarbonitrilo
(PCN).

Sin embargo, las evidencias espectroscopicas derivadas de
2a-j confirman la estructura esperada en cada caso. El
espectro de RMN-'H de todos los derivados mostré la
presencia de un singlete que integro para un proton alrededor
de 7,33-6,17 ppm asignado al proton olefinico que aun se

2a-]
Esquema 2: Sintesis de 4,6-diamino-5-(bencilideno)-pirimidinas andlogos de citosina (DAMPS) 2a-j.

mantiene, demostrando que la adicion Michael no ocurric
primordialmente.

CN X CN
N P,0, EtOH e
Ar-CHO + _— > Ar CH—C\
on HNT ONH, A CN
X=S/0 /*
HoN___NH,

!

Ar Ar r
CN H CcN H H
N N SN CN
AN AL A
HX” N N NH, X/l}l NH
) ) )

NH, X
PCN

Esquema 3: Mecanismo propuesto en la literatura®



G Lobo et. al/Avances en Quimica 7(2), 119-128 (2012)

Por lo que en la posicibn Cs estd unido el grupo
bencilideno sustituido. Un singlete ancho que integré para
cuatro protones a alrededor de 5,90-4,91ppm fueron
asignados a los dos grupos aminos unidos a los carbonos
C, y Cg del nacleo diaminopirimidina. Estos hechos
corroboran que el dinucledfilo (urea) se adicion6 al los
grupos nitrilos principalmente del BMN correspondiente.
En el IR, la presencia de una banda a 3500-3400cm™ son
asignadas a las vibraciones de alargamiento N—H de
amina primaria, confirmando la ciclacion segin el
mecanismo propuesto en el esquema 4. Por otra parte, la
banda a 1780cm™ corresponde al grupo carbonilo presente
en la molécula y especialmente la ausencia de la banda
caracteristica de grupo C=N en el IR, es otra evidencia
importante que indica la adicion a los grupos nitrilos en
1la-j por los grupos aminos de la urea. En el RMN-**C
aparecen todos los picos correspondientes al nimero de
carbonos presentes en cada molécula y los picos comunes
aparecen a 154-156ppm asignados a los carbonos que
contienen los grupos aminos es decir los carbonos C4 y Cg;
los picos que surgen entre 160-167ppm son asignados al
grupo carbonilo de la amida ciclica. En el EM, se
evidencia un pico base (M*-60, 100%); cuyo valor del m/z
depende del sustituyente en el anillo aromatico presente en
2a-j que corresponde a la pérdida de tres fragmentos
(2HN, y CO) en todos los derivados.

Por todas las evidencias que confirman la estructura del los
compuestos  obtenidos, se propone el mecanismo
representado en el esquema 4. En metanol y calor, el BMN
reacciond con urea mediante una cicloadicion intermolecular
y luego por recristalizaciones sucesivas se obtuvieron las 4,6-
diamino-(bencilideno)-pirimidinas DABPs (2a-j) analogas a
la citosina esperadas. En la tabla 1 se resume las
caracteristicas mas resaltantes del IR, RMN-'H y RMN-*C
que corroboran la estructura esperada.

‘N\ NH,

X
\_/ = NZ =
NH, R—s /I\ _
Py Il 07 N7 NH,
07 “NH, N

la-j 2a-]
Esquema 4: Mecanismo propuesto para la sintesis de DABPs
anélogas de citosina 2a-j.

b) Actividad antimicrobiana

Los resultados obtenidos de los bioensayos de DABPs (2a-
J) se muestran en la figura 6. De ellos se desprende que
ninguno de los microorganismos gran positivos y gran
negativos muestra sensibilidad frente a la mezcla de
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solventes, excepto la levadura C. tropicalis, mostrando una
pequefia sensibilidad, por lo que se considera que los
compuestos 2a, 2i y 2j presentan moderada actividac
contra la levadura, mientras que los compuestos 2e, 2f, y
2g presentan buena actividad contra la misma.

Tabla 1: Caracteristicas fisicas DABPs (2a-j) analogas a la citosine
sintetizados y evaluados.

RMN-'H RMN- IR (v, cm™)
2 R Bc

(=CH) NH, (C=0) (C=0) NH,
a 4-N(CH;), 7,94 491 166,43 1780 3360
b 4Me 807 500 160,02 1780 3360
¢ 4NO, 7,64 490 162,41 1780 3360
d 4-OMe 7,64 510 176,00 1780 3360
e 4F 7,38 590 166,28 1780 3360
f 4-OH 807 562 160,30 1780 3400(OH), 3360
g 4<Cl 9,72 4,91 161,85 1780 3360
h 2-OMe 7,56 4,90 166,43 1780 3360
i 34-Cl 762 491 166,43 1780 3360
j 345-OMe 6,72 4,99 160,02 1780 3360

Los compuestos 2e, 2f y 2g son activos contra todos los
microorganismos probados, es decir que pueder
considerarse de amplio espectro, incluyendo a la levadure
C. tropicalis, siendo més activos contra las bacterias Grarr
positivas que contra las Gram negativas, y presentandc
valores de actividad comparables a los que han mostradc
los antibidticos comerciales utilizados en este estudio.
También es de resaltar la actividad que todos estos
compuestos muestran contra P. aeruginosa, la cual es ung
bacteria Gram negativa sumamente resistente a grar
cantidad de antibi6ticos comerciales, presentando en este
estudio una actividad comparable al de la Norfloxacina y
ligeramente por debajo de la Amikacina.

Los compuestos 2c, 2i, y 2j también pueden considerarse
de amplio espectro, ya que muestran moderada actividac
contra organismos Gram positivos y Gram negativos,
destacandose el compuesto ¢ por su actividad contra P
aeruginosa y el compuesto 2j por su actividad contra S.
aureus.
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Microorganismo Controles
AN AM N Ny S
B. cereus (G+) 28 - 30 - -
S. aureus (G+) 27 35 35 - -
E. coli (G-) 18 18 31 - -
P. aeruginosa (G-) | 31 - 28 - -
C. tropicalis - - - 29 8

Diametro de inhibicion expresado en mm a C = 2-3 mg/mL; (-) = No inhibicion

Fig. 6: Actividad microbiana de los compuestos evaluados en 2a-j.

Los compuestos 2e, 2f y 2g son activos contra todos los
microorganismos probados, es decir que pueden
considerarse de amplio espectro, incluyendo a la levadura
C. tropicalis, siendo més activos contra las bacterias Gram
positivas que contra las Gram negativas, y presentando
valores de actividad comparables a los que han mostrado
los antibidticos comerciales utilizados en este estudio.
También es de resaltar la actividad que todos estos
compuestos muestran contra P. aeruginosa, la cual es una
bacteria Gram negativa sumamente resistente a gran
cantidad de antibidticos comerciales, presentando en este
estudio una actividad comparable al de la Norfloxacina y
ligeramente por debajo de la Amikacina.

Los compuestos 2c, 2i, y 2j también pueden considerarse
de amplio espectro, ya que muestran moderada actividad
contra organismos Gram positivos y Gram negativos,
destacandose el compuesto ¢ por su actividad contra P.
aeruginosa y el compuesto 2j por su actividad contra S.
aureus.

Conclusiones

Se lograron sintetizar diez derivados nuevos de
diaminobencilidenopirimidinas DABPs  (2a-j) en dos
pasos de reaccion. Se obtuvieron compuestos cuya

actividad antimicrobiana puede considerarse de amplic
espectro, incluyendo a la bacteria oportunista gran negativa
P. aeruginosa, la cual es sumamente resistente a Iz
mayoria de los antibi6ticos comerciales. EI método de
sintesis presenta un gran potencial de aplicacion para |
sintesis de una gran serie de nuevos derivados de 5-
bencilideno-pirimidinas en futuros proyectos ya que
nitrilos activados son Utiles para la sintesis de nuevos
heterociclos. Este hecho constituye una motivacion mas
para seguir diseflando nuevas estructuras con el nuclec
pirimidinico como potenciales agentes antimicrobianos.
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