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RESUMO

As doencas bacterianas tém sido um grande problema em nivel mundial, uma vez que
ocasionam inumeras mortes todos 0s anos e elevados custos relacionados a saude.
Além disso, a resisténcia bacteriana tem aumentado significativamente. Dessa forma,
é de grande importancia que sejam realizadas pesquisas voltadas ao desenvolvimento
de novas classes de antibacterianos. InUmeros estudos tém demonstrado que
compostos heterociclicos nitrogenados apresentam grande potencial biolégico, dentre
0s quais derivados pirazdlicos se destacam como promissores agentes
antimicrobianos. Assim teve-se como objetivo sintetizar sete derivados pirazélicos
inéditos  7-aril-2,3,6,7-tetra-hidro-5H-imidazo[1,2-c]pirazolo[4,3-e]pirimidin-5-tionas
1(a-g). As matérias-primas 5-amino-1-aril-1H-pirazol-4-carbonitrilas 3(a-g) e o0s
intermediarios-chave 5-amino-1-aril-4-(4,5-di-hidro-1H-imidazol-2-il)-1H-pirazéis 2(a-
g) foram obtidos com rendimentos de 47 a 71% e 24 a 88%, respectivamente. Os
produtos finais 1(a-g) foram sintetizados com rendimentos de 31 a 91% e
completamente caracterizados por Espectroscopia na regido do Infravermelho (FT-
IR), Espectrometria de Massas de Alta Resolugcdo (HRMS) e Espectroscopia de
Ressonancia Magnética Nuclear (RMN). Os compostos 1(a-g) estdo sendo avaliados
guanto a atividade antibacteriana, Concentracdo Minima Inibitéria (CMI) e
Concentracdo Minima Bactericida (CMB), contra as bactérias Staphylococcus aureus
e Escherichia coli, ndo sendo observada a capacidade de inibicdo bacteriana para
bactéria E. coli.



ABSTRACT

Diseases caused by bacteria have been a major problem worldwide since they are
responsible for many deaths every year around the world and high health-related
costs. In addition, the drug resistance has been raised significantly. Therefore, it is very
relevant the research in order to developing new classes of antibacterial. There are
many reports in the literature showing that heterocyclic compounds containing nitrogen
atom have great biological potential, specially pyrazole moiety, which has showed
remarkable antimicrobial activity. Thus, in this work aimed to synthesize new seven
pyrazole derivatives 7-aryl-2,3,6,7-tetrahydro-5H-imidazo[1,2-c]pyrazolo[4,3-
e]pyrimidine-5-thiones 1(a-g). The raw materials 5-amino-1-aryl-1H-pyrazole-4-
carbonitriles 3(a-g) and the key intermediates 5-amino-1-aryl-4-(4,5-dihydro-1H-
imidazole-2-yl)-1H-pyrazoles 2(a-g) were obtained in 47 to 71 % and 24 to 88% yields,
respectively. The final products 1(a-g) were synthesized in 31 to 91% yields and
completely characterized by Infrared Spectroscopy (FT-IR), High Resolution Mass
Sprectrometry (HRMS) and Nuclear Magnetic Resonance (NMR). The compounds
1(a-g) are being evaluted against Staphylococcus aureus and Escherichia coli through
Minimum Inhibitory Concentration (MIC) and Minimum Bactericidal Concentration

(MBC). These derivatives 1(a-g) did not show antibacterial activity against E. coli.
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1  INTRODUCAO
1.1 DOENCAS BACTERIANAS

As doencgas de origem bacteriana tém sido uma grande preocupacgéo durante
toda a histéria da humanidade. Apesar dos avancos que ocorreram no século XX,
guando inumeros antibacterianos foram desenvolvidos, nos ultimos anos se observa
uma diminuicdo de pesquisas na area, ao mesmo tempo que um aumento significativo
de casos de resisténcia bacteriana tem sido reportado (CUNHA; FONSECA,
CALADO, 2019).

As bactérias sdo organismos unicelulares pertencentes ao Dominio Bactéria.
Apresentam inumeras estruturas celulares que variam conforme as espécies e
condicdes ambientais. Suas células sdo procariéticas, uma vez que o material
genético ndo esta envolto por uma membrana e, em geral, ndo sdo observadas
organelas como cloroplasto, mitocondria e ndcleo. Possuem uma membrana
plasmatica que envolve o citoplasma onde sdo encontrados o0s ribossomos, inclusdes,
plasmideos e o nucle6ide (ARWYN-JONES; DE, 2019; MADIGAN et al., 2016;
TORTORA; FUNKE; CASE, 2017). A Figura 1 apresenta uma representacéo

simplificada da composicéo celular das bactérias.
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7 Fimbria
i \
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Figura 1. Estrutura celular simplificada de uma bactéria.
Adaptado de PARKER et al (2016).



1.1.1 Classificacdo das bactérias

As bactérias podem ser classificadas quanto a demanda de oxigénio, modo de
obtencado de energia, composicdo da parede celular e morfologia (ARWYN-JONES;
DE, 2019; MADIGAN et al., 2016; TORTORA; FUNKE; CASE, 2017).

1.1.1.1 Demanda de oxigénio

Quanto a demanda de oxigénio pode-se classificar as bactérias em (ARWYN-
JONES; DE, 2019; TRABULSI; ALTERTHUM, 2015):
o Aerobicas: utilizam oxigénio livre (O2) na respiracdo celular e ndo sobrevivem
sem ele.

o Anaerobicas estritas: ndo suportam a presenca de oxigénio livre, ou seja,

morrem nessa condicao.

o Anaerdbicas ndo-estritas: ndo utilizam o gas oxigénio, entretanto, 0 mesmo nao

€ toxico para as suas células.
o Facultativas: crescem em ambientes com a presenca ou auséncia de oxigénio

livre.
1.1.1.2 Obtencéo de energia

No que se refere a obtencdo de energia as bactérias sdo subdivididas em
(ARWYN-JONES; DE, 2019; TORTORA; FUNKE; CASE, 2017):
o Autotrdficas: empregam o gas carbdonico (COz2) ou ion bicarbonato (HCOz') para

sintetizar todos 0s compostos organicos necessarios para seu metabolismo e nutri¢cao.

o Heterotroficas: necessitam de fontes organicas de carbono para producao de

energia.

o Fototroficas: empregam pigmentos para conversdo de energia luminosa em

energia quimica.

o Quimiotrdéficas: usam reagdes de oxidacdo-reducdo de compostos organicos ou

inorganicos para a obtencao de energia.



1.1.1.3 Parede celular

A parede celular bacteriana apresenta diferentes composicbes entre as
variadas espécies, sendo que uma das formas de diferenciagéo foi desenvolvida em
1884, por Hans Christian Gram, possibilitando a classificacdo das bactérias em Gram-
positivas e Gram-negativas a partir de um método colorimétrico (Figura 2) (ARWYN-
JONES; DE, 2019; BOOTH; LEWIS, 2019; FISHER; MOBASHERY, 2020; SILHAVY;
KAHNE; WALKER, 2010).

Figura 2. Micrografias de bactérias Gram-positivas (a) e Gram-negativas (b).
Adaptado de TORTORA; FUNKE; CASE (2017).

A técnica (Figura 3) consiste basicamente no tratamento sucessivo de um
esfregaco bacteriano, inicialmente com o cristal violeta, corante utilizado para
possibilitar a coloracdo de todas as células, seguido de solucéo de lugol, um fixador.
Apds, utiliza-se o etanol para descoloracao das células e a safranina, outro corante,
com o objetivo de visualizacdo das células (TORTORA; FUNKE; CASE, 2017,
TRABULSI; ALTERTHUM, 2015).

M Cristal violeta

/ / // / / M lodo

, - ! ] Alcool
> —_— / — B safranina
[ ,..—...1;_»]‘ ,‘.—:,;—g /L s )= [.'s - & Gram-Positiva
o ° /,/ NG ,// \i o‘j // \ Iy ,,// Gram-Negativa
Aplicagéo de Adicéo de Lavagem Aplicacao de
corante lugol contracorante

Figura 3. Esquema do método colorimétrico de Gram.
Adaptado de TORTORA; FUNKE; CASE (2017).



As bactérias Gram-negativas s80 compostas majoritariamente  por
lipoproteinas, fosfolipideos, lipopolissacarideos e uma fina camada de
peptideoglicano (Figura 4) na estrutura da parede celular. Adquirem a cor
résea/avermelhada, quando submetidas ao método de Gram, pois ndo retém o
corante. Escherichia sp., Salmonella e Pseudomonas sp. sédo exemplos dessa classe
(ARWYN-JONES; DE, 2019; BOOTH; LEWIS, 2019; FISHER; MOBASHERY, 2020;
LIMA et al., 2020; SILHAVY; KAHNE; WALKER, 2010).

Polissacarideo O

Cerne polissacaridico

T e

) Partes do LPS

Proteina porina

(Polissacarideo O Lipoproteina
Lipopolissacarideo < Cemne polissacaridico
(LPS) { Lipideo A —_ ;
(Membrana externad 1} "iifcr di T e Fosfolipideo
Parede | { ) R/
celular

|_Peptideoglicano

Membrana | it
plasmatica

Figura 4. Representacdo da estrutura da parede celular"das bactérias Gram-negativas.
Adaptado de TORTORA; FUNKE; CASE (2017).

Ja as bactérias Gram-positivas apresentam a parede celular constituida por
acido teicoico, acido lipoteicoico e 70-75% de peptideoglicano (Figura 5), que torna a
estrutura rigida e espessa ocasionando a retencdo do corante. Dessa forma as Gram-
positivas exibem a coloracdo violeta/purpura, comportamento observado, por
exemplo, nas bactérias Staphylococcus sp. e Streptococcus sp. (ARWYN-JONES;
DE, 2019; BOOTH; LEWIS, 2019; FISHER; MOBASHERY, 2020; LIMA et al., 2020;
SILHAVY; KAHNE; WALKER, 2010; TRABULSI; ALTERTHUM, 2015).

Peptideoglicano @  N-acetilglicosamina (NAG)
S8  N-acetilmuramico (NAM)

Acido @ Cadeia lateral de aminoacido
@

lipoteicoico
Ponte cruzada de aminoacido

Proteina

Figura 5. Representacao da estrutura da parede celular das bactérias Gram-positivas.
Adaptado de TORTORA; FUNKE; CASE (2017).



1.1.1.4 Morfologia

As células bacterianas apresentam variadas formas e dividem-se em trés
grandes grupos (ARWYN-JONES; DE, 2019; BOOTH; LEWIS, 2019; TEESELING;
PEDRO; CAVA, 2017):

o Cocos: possuem estrutura esférica, mas podem ser achatados, alongados ou
ovais. Apos a divisdo celular, as células dos cocos podem permanecer unidas umas
as outras (Figura 6), surgindo cocos em forma de cadeia, 0s estreptococos, agrupados
em pares, chamados de diplococos, em forma de cachos, conhecidos como

estafilococos, e arranjos menos comuns tais como as tétrades e sarcinas.

s« B
e A
Sarcinas Estafilococos
Figura 6. Micrografias dos tipos de arranjos das bactérias da classe dos cocos.
Adaptado de TORTORA; FUNKE; CASE (2017).

o Bacilos: sdo observados em formato de bastdo e dividem-se somente ao longo
do seu curto eixo, apresentando um menor nimero de arranjos celulares (Figura 7).
Podem ser subdivididos em: bacilos Unicos, que representam a grande maioria da
classe e sdo bastonetes simples, os diplobacilos que aparecem aos pares, 0S
estreptobacilos observados em cadeias, e 0s cocobacilos com forma oval e

semelhante aos cocos.

@ 4 pm

Bacilo Unico e diplobacilos Estreptobacilos Cocobacilos

Figura 7. Micrografias dos tipos de arranjos das bactérias da classe dos bacilos.
Adaptado de TORTORA; FUNKE; CASE (2017).



o Espiraladas: podem exibir uma ou mais curvaturas (Figura 8). As bactérias que
sédo semelhantes a bastfes curvos sdo chamados de vibrides. Outras sdo conhecidas
como espiroquetas e tém forma helicoidal e flexivel. Ja o grupo dos espirilos apresenta

o corpo bem rigido e séao helicoidais, com forma semelhante a um “saca-rolha”.

Vibrido Espirilo Espiroqueta

- Ry

Figura 8. Micrografias dos tipos de arranjos das bactérias espiraladas.
Adaptado de TORTORA; FUNKE; CASE (2017).

1.1.2 Infec¢Bes bacterianas

As bactérias patogénicas sdo responsaveis por diversas doencas e estao
incluidas entre as 10 principais causas de mortalidade e morbidade no mundo, onde
as infeccdes do trato respiratério baixo ocasionam a morte de cerca de 2,4 milhdes de
pessoas todos os anos (MURDOCH; HOWIE, 2018; WANG et al., 2016).

No Brasil, um estudo feito por Pillonetto e colaboradores (2021), aponta que as
bactérias Staphylococcus aureus (S. aureus) e Escherichia coli (E. coli) destacam-se
por estarem presentes na maioria das cepas isoladas de pacientes nos hospitais
estudados e ocasionam uma gama de doencas (Figura 9) (GIACOMINI et al., 2021,
PILLONETTO et al., 2021).

Outras

E. coli (23,23%)

Enterococcus faecalis (3,34%) J
Klebisiella pneumoniae ssp ,‘
pneumoniae (4,03%) ’
Proteus mirabilis (4,9%)

Klebisiella pneumoniae (4

S. coagulase-negativa (7,29%) ) _\—

[ ==ai

S. aureus (12,29%)
P. aeruginosa (8,5%)

Figura 9. Bactérias frequentemente isoladas de pacientes em hospitais brasileiros.
Adaptado de PILLONETTO et al., 2021.



A bactéria S. aureus € um estafilococo Gram-positivo e é observada em
infeccdes de peles e tecidos moles, bacteremia, gastrite, pneumonia e meningite (LI,
2018). Lee e colaboradores (2020) em um trabalho recente publicaram que a
incidéncia dessa bactéria em infeccfes de pele corresponde a mais de 100 casos por
100 mil pessoas, gerando um gasto de US $ 4 bilhdes nos Estados Unidos.

A E. coli € um bacilo Gram-negativo que normalmente coloniza o trato intestinal.
E responsavel por gastroenterites e doencas do trato urinério, sendo um patégeno
formador de biofilme, o que dificulta seu tratamento (SHARMA et al., 2016). Estima-
se que ocasione mais de 2 milhdes de mortes por ano e que acarrete 400 mil mortes
anuais, especialmente em criangas com idade inferior a cinco anos que residem em
locais com baixas condi¢Bes socioecondmicas e de saneamento. Além disso, cerca
de 900 mil casos, 90% devido a cateteres urinarios, sdo associados a infeccbes
urinarias ocasionadas principalmente pela E. coli (JANG et al., 2017; TORTORA;
FUNKE; CASE, 2017; TRABULSI; ALTERTHUM, 2015).

1.1.3 Quimioterapia

A introducdo de compostos quimicos no combate a infeccGes bacterianas €
creditada a Paul Ehrlich, considerado o pai da quimioterapia, responsavel pelo
desenvolvimento do primeiro composto sintético com propriedades antimicrobianas: o
salvarsan (Figura 10). Em 1909, Erlich iniciou uma pesquisa com diversos derivados,
sendo o composto 606 (salvarsan) o que apresentou melhor atividade antimicrobiana.
Assim, o salvarsan comecou a ser utilizado contra sifilis e 0 seu uso foi descontinuado
em 1945. Outro marco ocorreu em 1928, quando Alexander Fleming descobriu um
novo agente antibacteriano, a penicilina G (Figura 10), isolado posteriormente por
Floryy e Chain do fungo Penicillium chrysogenum (AMINOV, 2017; GAYNES, 2017;
PATRICK, 2013; TORTORA; FUNKE; CASE, 2017).
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Figura 10. Estruturas dos farmacos salvarsan e penicilina G.



Ao longo dos anos novas classes de compostos foram desenvolvidas, como
por exemplo, B-lactamicos, sulfonamidas, aminoglicosideos, tetraciclinas
polipeptideos, macrolideos, glicopeptideos, rifamicinas, polimicinas, quinolonas
oxazolidinonas e lincosaminas. Vale ressaltar que atualmente tem-se empregado
terapias combinadas envolvendo diversos farmacos pertencentes as classes
supracitadas.

Dentre as varias classes de antibacterianos disponiveis no mercado, destacam-
se as penicilinas, as cefalosporinas, os macrolideos, as tetraciclinas e as quinolonas,
devido a ampla utilizacdo no mundo, conforme pode-se observar na Figura 11, a qual
apresenta as categorias de farmacos antibacterianos mais utilizadas em alguns paises
no ano de 2015 (BEGUM et al., 2021).
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Brasil Canada China India Russia Africa do Reino Unido Estados
Sul Unidos
Penicilinas de amplo espectro Cefalosporinas
@ Fluoroquinolonas Macrolideos

@ Tetraciclinas

Figura 11. Uso de antibacterianos em alguns paises em 2015.
Adaptado de CDDEP (Center for Disease Dynamics, Economics & Policy).

1.1.3.1 B-lactamicos

Os antibacterianos B-lactamicos sédo um grupo de compostos bactericidas que
possuem como estrutura basica o anel B-lactamico, uma lactama de 4 membros,
podendo ser obtidos de forma natural ou sintética. Podem ser subdivididos em:
penicilinas, cefalosporinas, monobactamas, penens e carbapenens (Figura 12)
(BEGUM et al., 2021; FAIR; TOR, 2014; ZANGO et al., 2019).
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Figura 12. Representacdes gerais das estruturas de compostos B-lactamicos.

Os principais representantes -lactamicos sdo as penicilinas e as
cefalosporinas, possuindo grande importancia médica, devido a eficacia, excelente
perfil de seguranca e amplo espectro de atividade atuando contra bactérias Gram-
negativas e Gram-positivas bem como anaerobicas e aerdbias, sendo a classe de
antibacterianos mais prescrita no mundo (BEGUM et al., 2021; FAIR; TOR, 2014;
GUIMARAES; MOMESSO; PUPO, 2010). No Brasil, dois farmacos B-lactamicos,
amoxicilina e cefalexina, correspondem a 62,5% dos antibacterianos mais consumidos
entre os anos de 2013 e 2016 (Figura 13) (CASTRO et al., 2020).

Y

m Amoxicilina m Cefalexina Azitromicina ® Trimetropim = Sulfametoxazol

Tetraciclinas m Claritromicina = Eritromicina Ciprofloxacina Levofloxacina

Figura 13. Antibacterianos mais consumidos no Brasil entre 2013 - 2016.
Adaptado de CASTRO et al. (2020).

a- Penicilinas:

As penicilinas sdo compostos que apresentam um anel 3-lactamico fundido a um
anel tiazolidinico. Apesar do primeiro composto da classe, a benzilpenicilina -
penicilina G (Figura 10), ter sido descoberto em 1928, a producéo e a distribuicéo de

compostos penicilinicos teve inicio apenas anos mais tarde. Com a identificagdo do
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acido 6-aminopenicilanico por cientistas do laboratorio de pesquisa Beechan e com a
elucidacdo da estrutura da penicilina em 1945, por Dorathy Hodgkin foi possivel o
desenvolvimento das penicilinas semissintéticas (AMINOV, 2017; BEGUM et al.,
2021; FAIR; TOR, 2014; GAYNES, 2017; PARKER et al., 2016).

As primeiras modificagOes levaram a inclusdo de grupos volumosos na posicao
orto do anel benzénico da molécula da penicilina, acarrentando um impedimento
estérico e possibilitando a protegao do anel B-lactamico contra a destruicdo enzimatica
realizada pelas B-lactamases. Um exemplo desses compostos é a meticilina, a qual
possuia estabilidade frente a desativagdo hidrolitica das B-lactamases devido a
presenca de dois grupos metoxi na posi¢cado orto do anel benzénico (Figura 14) (LIMA
et al, 2020; PARKER et al., 2016).

Com o objetivo de ampliar o espectro de acdo bem como melhorar as
propriedades farmacodinamicas dos compostos penicilinicos adicionou-se um grupo
amino (—NH2) a estrutura da penicilina G, o que possibilitou a maior difusdo do
composto através das porinas na maioria das membranas externas das Gram-
negativas, ocasionando maior acao nesses organismos. Dessa forma, desenvolveu-
se a subclasse denominada aminopenicilinas, tendo como representantes farmacos
amplamente empregados atualmente, como a ampicilina e a amoxicilina (Figura 14).
No caso da amoxicilina a inser¢gdo de uma hidroxila ao anel benzénico melhorou a
absorcao e a estabilidade frente a acidos (LIMA et al., 2020; LOBANOVSKA; PILLA,
2017; PARKER et al., 2016).

Por fim, as ureidopenicilinas sdo uma subclasse mais recente de penicilinas, as
quais foram obtidas a partir da insercdo de um grupo ureido, como por exemplo, na
mezlocilina (Figura 14) (LIMA et al., 2020; LOBANOVSKA; PILLA, 2017; TORTORA,
FUNKE; CASE, 2017; ZAFFIRI, GARDNER, TOLEDO-PEREYRA, 2012).
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Figura 14. Estruturas de alguns compostos penicilinicos.

b- Cefalosporinas:

Esta classe de antibacterianos apresenta estrutura e modo de acdo semelhante
as penicilinas, exibindo o acido 7-aminocefalosporanico como estrutura basica. O
primeiro composto dessa classe, a cefalosporina C (Figura 15), foi isolado do fungo
Cephalosporium acremonium, em 1948 por Guiseppe Brotzu (BEGUM et al., 2021;
PATRICK, 2013; LIMA et al., 2020; ZANGO et al., 2019).

Os derivados cefalosporinicos podem ser subdivididos em 5 geracfes, de
acordo com a contribuicdo para o espectro de acao, sendo alguns desses compostos
representados na Figura 15. A primeira geragdo atuava contra Gram-positivas e um
limitado numero de Gram-negativas, possuindo menor atividade do que as penicilinas,
como a cefalexina (Figura 15) (CHAUDHRY; MICHAEL; WAGNER, 2019; LIMA et al.,
2020; ZANGO et al., 2019).

As geracdes posteriores sofreram modificagdes estruturais visando a
ampliacdo e a poténcia do espectro de atividade contra patégenos Gram-negativos, a
partir do aumento da penetracdo celular bem como a resisténcia as lactamases.
Exemplos desses compostos sdo o cefaclor (22 geracdo), ceftazidima (32 geracao) e
cefpiroma (42 geragao) (Figura 15). Por fim, na quinta geragdo tem-se compostos
cefalosporinicos com maior espectro de acéo e atividade contra cepas resistentes,
como por exemplo, a ceftarolina (Figura 15) (CHAUDHRY; MICHAEL; WAGNER,
2019; FAIR; TOR, 2014; LIMA et al., 2020; PARKER et al., 2016; ZANGO et al., 2019).
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Figura 15. Exemplos de farmacos cefalosporinicos de 12 a 52 geracdes.

1.1.3.2 Macrolideos

O primeiro composto da classe — eritromicina (Figura 16), foi isolado do fungo
Streptomyces erytheas em 1952, por James M. McGuire (BEGUM et al., 2021). Possui
como estrutura basica lactonas macrociclicas de 14, 15 ou 16 membros ligados a
unidades glicosidicas (AMINOV, 2017; VAZQUEZ-LASLOP; MANKIN, 2018).

Os farmacos macrolideos séo bacteriostaticos e possuem amplo espectro,
porém exibem uma reduzida eficiéncia contra bactérias Gram-negativas
(GUIMARAES; MOMESSO; PUPO, 2010). Atuam inibindo a sintese proteica, ligando-
se ao RNA ribossomal 23S da subunidade 50S, intervindo na elongacédo da cadeia
peptidica e bloqueando a sintese de proteinas bacterianas (SINGH; YOUNG; SILVER,
2017; VAZQUEZ-LASLOP; MANKIN, 2018).

Os derivados macrolideos apresentam grande importancia clinica contra
infeccdes respiratorias e de pele, sendo a azitromicina e a claritromicina (Figura 16),

frequentemente empregadas, visto que possuem maior espectro antimicrobiano


https://www.cell.com/trends/biochemical-sciences/fulltext/S0968-0004(18)30128-2?_returnURL=https%3A%2F%2Flinkinghub.elsevier.com%2Fretrieve%2Fpii%2FS0968000418301282%3Fshowall%3Dtrue
https://www.cell.com/trends/biochemical-sciences/fulltext/S0968-0004(18)30128-2?_returnURL=https%3A%2F%2Flinkinghub.elsevier.com%2Fretrieve%2Fpii%2FS0968000418301282%3Fshowall%3Dtrue
https://www.cell.com/trends/biochemical-sciences/fulltext/S0968-0004(18)30128-2?_returnURL=https%3A%2F%2Flinkinghub.elsevier.com%2Fretrieve%2Fpii%2FS0968000418301282%3Fshowall%3Dtrue
https://www.cell.com/trends/biochemical-sciences/fulltext/S0968-0004(18)30128-2?_returnURL=https%3A%2F%2Flinkinghub.elsevier.com%2Fretrieve%2Fpii%2FS0968000418301282%3Fshowall%3Dtrue
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(BEGUM et al., 2021; GUIMARAES; MOMESSO; PUPO, 2010; SINGH; YOUNG;
SILVER, 2017; TORTORA,; FUNKE; CASE, 2017).

Eritromicina Azitromicina Claritromicina

Figura 16. Estruturas dos derivados macrolideos de importancia clinica.

1.1.3.3 Sulfonamidas

As sullfonamidas foram introduzidas em 1935, por Gerhard Domagk, sendo o
prontosil o precursor dos antibacterianos desta classe, a qual € composta por um
grupo sulfonamida ligado a um anel benzénico ou um heterociclo (APAYDIN; TOROK,
2019; HASSANEIN, 2019; TACIC et al., 2017).

Os derivados sulfonamidicos sdo uma das primeiras classes de
antimicrobianos sintéticos a serem comercializados em ampla escala. Apresentam-se
como farmacos bacteriostaticos de amplo espectro, sendo efetivos contra bactérias
Gram-positivas e certas bactérias Gram-negativas, tais como: Escherichia coli,
Klebsiella, Salmonella, Shigella e Enterobacter (TACIC et al., 2017; ZAFFIRI;
GARDNER; TOLEDO-PEREYRA, 2012).

O mecanismo de acdo da classe é baseado na inibicdo da sintese da enzima
di-hidropteroato sintetase, pois atuam como andlogo do acido p-aminobenzoico
(PABA), ocasionando o bloqueio de uma etapa do metabolismo do acido félico
(APAYDIN; TOROK, 2019; HASSANEIN, 2019; TACIC et al., 2017; ZAFFIRI;
GARDNER; TOLEDO-PEREYRA, 2012).

Apesar da diminuig&o do uso de farmacos sulfonamidicos nas ultimas décadas,
o sulfametoxazol (Figura 17), em conjunto com o trimetoprim, tem sido amplamente
utilizado no tratamento de infec¢des do trato urinario, visto que, amplia o espectro de
acdo e leva a diminuicao significativa de possiveis linhagens resistentes. Outra

substancia sulfa ainda empregada no controle de infec¢cdes por queimaduras é a


https://pt.wikipedia.org/wiki/Gerhard_Domagk
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sulfadiazina de prata (Figura 17) (HASSANEIN, 2019; TACIC et al., 2017; TORTORA;
FUNKE; CASE, 2017).
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Figura 17. Estruturas de compostos sulfonamidicos e trimetoprim.

1.1.3.4 Tetraciclinas

As tetraciclinas séo farmacos bacteriostaticos de amplo espectro que atuam na
célula bacteriana interferindo na ligacdo do RNA transportador, pois se fixam a
subunidade ribossomal 30S, impedindo a adicdo dos aminoacidos a cadeias
polipeptidicas que estdo sendo formadas (BEGUM et al., 2021; SINGH; YOUNG;
SILVER, 2017; TORTORA; FUNKE; CASE, 2017).

A primeira tetraciclina - clortetraciclina (Figura 18), foi obtida por Benjamin
Duggar, em 1945, a partir da bactéria Streptomyces aureofaciens (AMINOV, 2017;
BEGUM et al., 2021). Possuem a capacidade de difundir-se no interior das células do
hospedeiro e, portanto, sdo eficazes no tratamento de infec¢des urinarias, intestinais
e de pele, pneumonia por micoplasma, gonorreia e infec¢cdes por clamidias e
rickettsias intracelulares (AMINOV, 2017; TORTORA; FUNKE; CASE, 2017).

Com o crescimento da resisténcia a classe, o uso dos farmacos de primeira e
segunda geracgOes de tetraciclinas, como por exemplo, a tetraciclina, metaciclina e
doxiciclina (Figura 18), vem se enfraquecendo. Entretanto, a 32 geracéo apresenta o
farmaco semissintético tigeciclina (Figura 18), o qual exibe potencial de inibicdo das
bombas de efluxo, um dos mecanismos de resisténcia bacteriana, e vem promovendo
o continuo interesse do uso clinico dessa classe de antimicrobianos (SINGH; YOUNG;
SILVER, 2017; GUIMARAES; MOMESSO; PUPO, 2010).
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Figura 18. Estruturas de algumas tetraciclinas de 12, 22 e 32 geracdes.

1.1.3.5 Quinolonas e fluoroquinolonas

O inicio do desenvolvimento das quinolonas foi baseado na descoberta realizada
pelo quimico George Lesher, em 1962, que obteve acidentalmente, como subproduto
da sintese do composto antimalarial cloroquina, o acido nalidixico (Figura 19). As
quinolonas atuam inibindo as enzimas bacterianas DNA girase e a topoisomerase IV,
ocasionando o bloqueio da sintese dos acidos nucleicos (AMINOV, 2017; BEGUM et
al., 2021; DHIMAN et al., 2019; PHAM; ZIORA; BLASKOVICH, 2019).

Os antibacterianos quinolénicos sdo bactericidas de amplo espectro e vem
sendo empregados no tratamento de infec¢Bes do trato urinario, gastrointestinal e
respiratério, destacando-se a ciprofloxina e a levofloxacina (Figura 19) como farmacos
de escolha. Os farmacos da classe podem ser divididos em 4 geracdes de acordo com
0 espectro de atividade (AMINOV, 2017; DHIMAN et al.,, 2019; PHAM; ZIORA,
BLASKOVICH, 2019).

A 12 geragdo possuia agdo antibacteriana restrita apenas as Gram-negativas.
Dessa forma, novos compostos foram desenvolvidos a partir de estudos de relacéo
estrutura-atividade do nucleo quinolénico visando a ampliagdo do espectro de acao
(PHAM; ZIORA; BLASKOVICH, 2019; SINGH; YOUNG,; SILVER, 2017).
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Figura 19. Estruturas do acido nalidixico, ciprofloxacina e levofloxacina.

Na 22 geracdo de compostos quinolénicos, denominadas fluoroquinolonas, fez-
se modificagcfes estruturais como a adicdo de um atomo de flior na posicao 6 do anel
quinolénico e a insercao do anel piperidinico na posicao 7, possibilitando a ampliacao
da poténcia e espectro de acgdo. Entretanto, apenas com a inclusdo do anel
piperidinico alquilado na posi¢do 7 obteve-se acdo contra bactérias Gram-positivas.
Como exemplos, tém-se a lomefloxacina e a enofloxacina (Figura 20). Nas 32 e 42
geracdes de quinolonas expandiu-se o0 espectro de acdo contra Gram-positivas e
microrganismos anaerobicos. Como representantes tem-se a gatifloxacina e a
moxifloxacina (Figura 20) (DHIMAN et al., 2019; PHAM; ZIORA; BLASKOVICH, 2019).
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Figura 20. Representantes de farmacos quinoldnicos de 22 a 42 geragdes.

1.1.4 Resisténcia bacteriana

A resisténcia bacteriana é um fendmeno natural intrinseco, relacionada a vasta
capacidade adaptativa das bactérias, tendo em vista que podem sofrer mutacdes e
alteracbes genéticas como resposta ao ambiente ou adquirir via alteracdes
cromossomais e transferéncia horizontal (GIACOMINI et al., 2021; HAMDANI et al.,
2020).
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Entretanto, nos ultimos anos tem-se se observado um aumento no nimero de
cepas resistentes, conforme pode ser observado na Figura 21, onde séo apresentados
mapas comparativos com as porcentagens de resisténcia bacteriana no mundo nos
anos de 2005 e 2015 (BEGUM et al., 2021; GIACOMINI et al., 2021; HAMDANI et al.,
2020).
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Figura 21. Dados sobre a resisténcia bacteriana nos anos de 2005 e 2015.

Adaptado de OECD (Organization for Economic and Co-operation and Development).

Dessa forma, um grande problema de saude publica surge, visto que a
resisténcia bacteriana acarreta a diminuicdo da eficacia dos antibiéticos, pois as
bactérias utilizam varios mecanismos celulares (Figura 22) que ocasionam a inibicao
da acdo dos farmacos (BEGUM et al., 2021; GIACOMINI et al., 2021; HAMDANI et al.,
2020).

Impermeabilizagéo
Bombade efluxo P ¢

da membrana

Inativagdo/ modificagéo Modificagéo da
do antibiotico Molécula-alvo

Figura 22. Mecanismos de resisténcia aos antibacterianos.

Dentre os fatores que contribuem para a ampliacdo da resisténcia bacteriana

destacam-se 0 uso incorreto e o consumo excessivo de antibacterianos, prescricoes
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inadequadas que variam entre 30-50% das terapias com antibacterianos e uso
extensivo de antimicrobianos na agricultura (ASLAM et al., 2018; BEGUM et al., 2021;
GIACOMINI et al., 2021).

Estima-se que anualmente ocorrem 23 mil mortes na América do Norte e 33 mil
na Europa em consequéncia de infecgcbes causadas por bactérias resistentes,
ocasionando o aumento da morbidade e de gastos com a salude que totalizam mais
de 1,5 bilhdo de dolares por ano na Europa. Além disso, calcula-se que em 2050 a
resisténcia a antimicrobianos sera responsavel pelo 6bito de 10 milhées de pessoas
por ano (CUNHA; FONSECA; CALADO, 2019; GIACOMINI et al., 2021, SINGH;
YOUNG,; SILVER, 2017).

Com numeros tdo alarmantes, evidencia-se a necessidade de pesquisas
voltadas ao desenvolvimento de novas classes de farmacos. Todavia, uma diminui¢ao
de pesquisa e desenvolvimento de novas moléculas com ag¢do antimicrobiana tem
sido observada nos ultimos anos, resultado da reducdo do investimento de industrias
farmacéuticas. Ciabuschi e Lindahl, em 2018, relataram que fatores como o alto custo
e risco envolvido em pesquisas e desenvolvimento de novos antibacterianos, o
dinamismo do mercado, baixa da lucratividade e declinio das taxas de sucesso nas
fases finais de testes tém direcionado as pesquisas para outros segmentos, como por
exemplo, tratamento de doencas cronicas destacando-se as oncologicas e
cardiovasculares (CUNHA; FONSECA; CALADO, 2019).

Dados apresentados por Cunha e colaboradores, em 2019, apontam para o
reduzido nimero de candidatos a antibacterianos que chegaram a Ultima fase (fase 4)
entre os anos de 2014-2019 (Figura 23). Além disso, nos ultimos seis anos apenas
dois antibacterianos foram, em média, aprovados por ano, um nimero pequeno e
alarmante, demonstrando a necessidade de estimulo a pesquisas e desenvolvimento
de novos antibacterianos (CIABUSCHI; LINDAHL, 2018). Dentre os varios compostos
que vem sendo avaliados quanto a atividade antibacteriana, sistemas heterociclicos
merecem destaque pois estdo presentes em diversas classes de antibacterianos,

como os B-lactamicos, macrolideos, sulfonamidas e quinolonas.
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Figura 23. Representacdo da quantidade de candidatos a farmacos antibacterianos nos ultimos 6
anos e as etapas para a sua aprovagao.

Adaptado de Cunha, Fonseca e Calado (2019).

1.2 HETEROCICLOS

Os heterociclos sdo compostos ciclicos que possuem pelo menos um atomo
diferente de carbono em sua composi¢do. Os heterodtomos comumente encontrados
sdo oxigénio, nitrogénio e enxofre, entretanto outros atomos também podem ser

encontrados (Figura 24).

=~y N7 X N\
A B Cc D E F

Figura 24. Representagdes estruturais de alguns heterociclos.

Os compostos heterociclicos possuem aplicacdes diversificadas encontrando-se
presentes em polimeros, corantes, agroquimicos e, principalmente, em farmacos e
compostos bioativos. Estima-se que cerca de 85% das moléculas biologicamente
ativas encontradas na natureza apresentam ao menos um heterociclo (JAMPILEK,
2019; KERRU et al., 2020; HAIDER, 2017).

Vale destacar que inUmeros farmacos contendo a porgcao heterociclica estao
entre os mais vendidos no mundo, sendo alguns representados na Figura 25
(CABRELE; RAISER, 2016; KERRU et al., 2020; HAIDER, 2017):
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e 0 antiviral sofosbuvir (Sovaldi® - Gilead) que apresenta os heterociclos tetra-

hidrofurano (furanose) e pirimidin-2,4(1H,3H)-diona em sua estrutura.

e 0 sildenafil (Viagra® - Pfizer), um farmaco empregado no tratamento da
disfuncéo erétil, tem em sua estrutura uma piperazina e um pirazol fundido a um

derivado pirimidinico gerando o sistema 7H-pirazolo[4,3-d]pirimidin-7-ona.

e 0 esomeprazol (Nexium® - AstraZeneca), um antiulcerante contendo os

ndcleos benzoimidazol e piridina.

e 0 antipsicético aripiprazol (Abilify® - Bristol-Myers), apresentando uma
piperazina e o ciclo 1H-3,4-di-hidroquinolin-2-ona.

e 0 antineoplasico imatinib (Gleevec® - Novartis), constituido por 3 heterociclos:

piperazina, pirimidina e piridina.

e a sitagliptina (Januvia® - Merck), usada no tratamento do diabetes melliitus tipo

2, possui o sistema triazolo[3,4-c]pirazina.

e 0 diazepam (Valium® - Roche), utilizado no tratamento de insdnia, ansiedade

e espasmos musculares, que contém um nucleo 1,4-diazepin-2-ona.

e a rosuvastatina (Crestor® - AstraZeneca), que possui o nlcleo pirimidina,
sendo empregada como inibidora da sintese do colesterol LDL (lipoproteina de baixa

densidade do inglés low density lipoprotein).

Outra observacao importante é que grande parte dos farmacos heterociclicos
sdo nitrogenados, representando aproximadamente 75% de novos compostos
aprovados pela FDA (Administracéo de alimentos e drogas, do inglés: Food and Drug
Administration) (KERRU et al., 2020; HAIDER, 2017). Dessa forma, muitos grupos de
pesquisa tém direcionado suas investigacdes para heterociclos nitrogenados,

principalmente da classe dos azais.
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Figura 25. Exemplos de farmacos contendo heterociclos.

Os azbis sdo um grupo de compostos aromaticos de 5 membros que contém
pelo menos um atomo de nitrogénio, sendo que 0s principais representantes sao:
pirrol (A), pirazol (B), imidazol (C),1,2,3-triazol (D), 1,2,4-triazol (E), tetrazol (F), oxazol
(G) e tiazol (H) (Figura 26).
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Figura 26. Representantes da classe dos azdis.

Os compostos azélicos possuem ampla atividade biol6gica e destacam-se por
estarem presentes em muitos antimicrobianos, como por exemplo, na cefpiroma,
ceftarolina, ceftazidima e no sulfametoxazol (Figuras 15 e 17), ja apresentados no item
1.1.3.
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1.2.1 Pirazois

Conforme relatado anteriormente, o pirazol (Figura 27) é um sistema
heterociclico de 5 membros pertencente a classe dos azois, formado por 2 atomos de
nitrogénio adjacentes e 3 atomos de carbono. Vem sendo extensamente estudado
devido as diversas aplicacfes, principalmente na quimica medicinal (FAISAL et al.,
2019; KARROUCHI et al., 2018; SECRIERU; O'NEILL; CRISTIANO, 2020).

3 4

2N/®5

1N
H

Figura 27. Estrutura do pirazol.

Os atomos de nitrogénio que compdem o pirazol exibem diferentes
comportamentos. O atomo de nitrogénio na posi¢cao 1 € do tipo “pirrdlico” (N1),
possuindo um par de elétrons comprometido com a ressonancia e o atomo de
hidrogénio ligado a N1 possui certa acidez com pKa préximo a 14,2. O atomo de
nitrogénio tipo “piridinico” (N2) apresenta um par de elétrons em um orbital ndo-ligante
perpendicular ao plano, com hibridizacéo sp?, ndo participando da ressonancia, o que
possibilita que esse atomo atue como uma base, cujo pKa do acido conjugado € de
2,5 (FAISAL et al.,, 2019; KARROUCHI et al., 2018; SECRIERU; O'NEILL;
CRISTIANO, 2020).

Quanto as estruturas de ressonancia, o pirazol exibe 4 formas candnicas a
partir do nitrogénio “piridinico” e 5 estruturas candnicas iniciando a ressonancia pelo

nitrogénio “pirrolico” (Figura 28).

Ressonancia a partir do nitrogénio tipo "piridinico":
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Figura 28. Estruturas de ressonancia do pirazol.
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O pirazol é um sistema heterociclico aromatico ja que segue a regra de Huckel
e possui 6 elétrons 1T deslocalizados por todo o anel. Conforme pode ser observado
nas estruturas de ressonancia (Figura 28), as substituicOes eletrofilicas aromaticas
ocorrem preferencialmente na posicao 4, devido a maior densidade eletronica, e 0
ataque nucleofilico, que raramente ocorre, nas posicoes 3 e 5 (FAISAL et al., 2019;
KARROUCHI et al., 2018; SECRIERU; O'NEILL; CRISTIANO, 2020).

Uma caracteristica estrutural dos derivados pirazolicos € o tautomerismo
prototrépico, que é a transferéncia rapida de um proéton para outro atomo da mesma
molécula, levando a um equilibrio de dificil separacdo dos tautbmeros. Para pirazois
ndo substituidos sdo possiveis 3 formas tautoméricas (Figura 29), sendo a primeira
prevalente, jA que € aromatica e, portanto, a mais estavel. No caso de pirazois
monossubstituidos, a principio 5 tautémeros podem existir. (FARIA et al., 2017,
SECRIERU; O'NEILL; CRISTIANO, 2020).

)y
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Figura 29. Estruturas tautoméricas de pirazéis ndo substituidos e monossubstituidos.

1.2.1.1 Métodos de obtencéao

O principal método de obtencéo de pirazdis envolve a ciclocondensacao entre
hidrazinas e compostos 1,3-dicarbonilicos publicado pela primeira vez por Ludwig
Knorr, em 1883 (Esquema 1). A metodologia vem sendo empregada como rota
sintética viavel, entretanto a utilizacdo de compostos carbonilicos ndo simétricos, gera
uma mistura de isbmeros, tornando a sintese muitas vezes inviavel devido a dificil
separacao dos produtos. Dessa forma, inUmeras variagdes no método vem sendo
realizadas com foco na sintese regiosseletiva (KARROUCHI et al., 2018; KNORR,
1883; LI, 2014).
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Esquema 1. Método de Knorr para a obtencao de pirazéis.

Em 2017, Silva e colaboradores realizaram uma modificacdo na sintese de
Knorr e obtiveram os derivados 3,5-dissubstituidos-4-formil-N-arilpirazol com
regiosseletividade controlada a partir da reacdo entre [B-enaminodicetonas e
fenilhidrazinas, em refluxo, durante 1 hora (Esquema 2). Além disso, foi utilizado como
agente ativante da carbonila o acido de Lewis eterato dietilico de trifluoreto de boro
(BF3.OEt2) em acetonitrila (SILVA et al., 2017).

O O

RHJ\kaOZEt ArNHNH, OHEE_KCOZH
NH BF3.0Et, (1,5 eq.) RN
/}\ MeCN,rf,1h Ar
3 68-95%

R4=p-F-CgHy; p-Cl-CgHy; p-Br-CgHy; p-NO,CgHy; p-MeCgHy; p-MeO-CgHy.
Ar= C6H4; p-Cl-C6H4; p-N02-06H4.

Esquema 2. Reacgdo de obtencado dos derivados 3,5-dissubstituidos-4-formil-N-arilpirazol.

Nosso grupo de pesquisa tem sintetizado compostos pirazolicos 4,5-
dissubstituidos baseando-se na reacao desenvolvida por Cheng e Robins (1956), a
qual é considerada uma modificacdo do método de Knorr (CHENG; ROBINS, 1956;
DOS SANTOS et al.,, 2011). Para a obtencdo dos pirazois, Cheng e Robins
empregaram como reagentes etoximetilenomalononitrila, o qual atua de maneira
analoga ao aduto 1,3-dicarbonilico, e hidrazinas monosubstituidas, empregando
etanol como solvente. A reagéo deve ser mantida sob refluxo por 30 minutos. Diversos
derivados 5-amino-1H-pirazol-4-carbonitrila (Esquema 3) foram obtidos com
rendimentos na faixa 40 a 86% (CHENG; ROBINS, 1956).
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CN
H
N. N CN EtOH, refluxo //_X\
R NHy 7 O/\/ , N NH
CN 30 min N 2
R4
40-86%
R4= CHs; p-Br-CgHy4; CH,CHL0H; 0-Cl-CgHy; CgHs; p-NO5»-CgHy; p-Cl-CgHy; p-CH3-CgHy

Esquema 3. Reac¢do de obtencado de derivados 5-amino-1H-pirazol-4-carbonitrila.

Outro método em destaque na literatura foi descrito por Pechmann em 1898,
onde a formagé&o do pirazol ocorre via cicloadi¢ao [3+2] entre um diazometano e um
derivado acetilénico, gerando o 3H-pirazol que, apds um rearranjo 1,3-sigmatrépico,
leva & aromatizacdo do sistema, ou seja, o isbmero 1H-pirazol é formado (Esquema
4) (LI, 2014; KARROUCHI et al., 2018; PECHMANN, 1898).

H H
® O H R
>:N:N a N Rearranjo 1,3 2
R,—= R, H R \l\\l\’ sigmatrépico i \N
R1 N/
R Y

Esquema 4. Reagdo de obtencao de pirazéis pelo método de Pechmann.

No trabalho publicado por He e colaboradores, em 2009, diversos compostos
pirazolicos 3,5-dissubstituidos (Esquema 5) foram obtidos a partir do método de
Pechmann. Eles utilizaram compostos acetilénicos e diazoésteres que reagiram na
presenca do catalisador trifluorometanossulfonato (triflato) de zinco anidro e
trietilamina. A mistura reacional foi agitada por 8 horas a 100 °C e os produtos foram
obtidos com rendimentos entre 28-89% (HE et al., 2009; KARROUCHI et al., 2018).

H
Zn(0TH), N
R—== + N,CHCO,R, - . N )~ CORe
NEts, 100°C
R1
28-89%

R4= Si(CHs3)s; p-CH3CgHy; p-BrCgHy,; p-NO,CgHy; 2-etinilpiridina, CgHs; difeniletino;
CH202H5, CH20H20H202H5, CH20C2H5, CHzoCHchCHz, CHzoC(O)Ph, C(CH3)20H
R,= Et, t-Bu, Bn

Esquema 5. Sintese de compostos pirazolicos 3,5-dissubstituidos.
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Outro método para obtencao de pirazéis foi descrito por Fahmy e colaboradores
que, em 2016, sintetizaram o derivado 4-formilpirazol substituido a partir da reagéo de
formilacdo de semicarbazona, via Vilsmeier—-Haack, com rendimento de 70%
(Esquema 6) (FAHMY et al., 2016).

Br 1. POCl, DMF Br o
80°C, 1h 30 min -
N = ‘

"NH 2. Etl, K,CO3, DMF

%I‘\ 12h

07 "NH,

70%

Esquema 6. Reacéo de obtencéo do derivado 4-formilpirazol substituido.

Vale ressaltar que o nucleo pirazdlico estimulou o desenvolvimento de
inimeras metodologias além daquelas relatadas ao longo deste trabalho. Existem
diversas publicag6es de revisdo envolvendo metodologias de sinteses de pirazois
(BROWN, 2018; FAISAL et al., 2019; FUSTERO; SIMON-FUENTES; SANZ-
CERVERA, 2009; KARROUCHI et al., 2018; SAPKAL; KAMBLE, 2020; SINGH,;
NATH, 2019).

1.2.1.2 Aplicacdes

Os pirazéis sdo compostos que contém um amplo perfil farmacodinamico
possuindo uma vasta aplicacdo na area medicinal. O nucleo pirazdlico pode ser
encontrado em derivados empregados como analgésico, antitérmico, antimicrobiano,
antifangico, antineoplasico, anticonvulsivo, antimalarial, antiviral e antidepressivo
(ANSARI; ALl; SHAMSUZZAMAN, 2017; FAISAL et al., 2019; KARROUCHI et al.,
2018).

O primeiro composto pirazélico natural com aplicacdo bioldgica foi a p-(1-
pirazolil)alanina (Figura 30), encontrado na semente da melancia (Citrullus vulgaris),
o qual tem sido usado no tratamento da diabetes. Outras substancias naturais com
propriedades bioldgicas como o withasomnine (analgésico e anti-inflamatério) e
pirazofurina (antitumoral e antiviral) também apresentam o anel pirazolico (Figura 30)
(ANSARI; ALI; SHAMSUZZAMAN, 2017).


https://chemistry-europe.onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorRaw=Sapkal%2C+Aboli
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Figura 30. Exemplos de compostos pirazélicos naturais com propriedades bioldgicas.

Inimeros farmacos contendo a porcdo pirazélica tém sido aprovados e
utilizados pela indastria farmacéutica. Dentre os farmacos comercializados, o
anticoagulante apixabana (Figura 31) é um composto que atua inibindo o fator Xa e
previne a formacdo de coagulos sanguineos (BROWN, 2018). O ibrutinibe
(Imbruvica® - Abbvie) (Figura 31) é um farmaco antineoplasico empregado no
tratamento da leucemia linfocitica crénica e que tem como alvo o receptor de antigeno
de células B. Outro composto € o rimonabant (Acomplia® - Sanofi) (Figura 31) o qual
auxilia na reducéo do peso pois age em nivel cerebral, inibindo o receptor canabindide
CB1, promovendo a saciedade e diminuicdo da fome (BROWN, 2018; KARROUCHI
et al., 2018).

Os farmacos pirazolicos celecoxib (Celebra® - Pfizer) e lonazolac (Figura 31)
atuam como anti-inflamatorios ndo-esteroidais e inibem as enzimas da classe ciclo-
oxigenase. Quanto a dipirona (Novalgina® - Sanofi) (Figura 31), suas acoes
antiespasmadica, antipirética e analgésica ocorrem pela inibicdo da sintese de
prostaglandina (FAISAL et al., 2019; KARROUCHI et al., 2018).
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Figura 31. Estruturas de alguns farmacos contendo o nucleo pirazoélico.
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OBJETIVOS

OBJETIVOS GERAIS

Sintetizar sete derivados inéditos 7-aril-2,3,6,7-tetra-hidro-5H-imidazo[1,2-

c]pirazolo[4,3-e]pirimidin-5-tionas 1(a-g) (Figura 32);

N N
i w
B CN NH L
NHNH; CI /—/g/ 7\ N I\
N, ) NH, TTNH €S2 NG PSNH, O e N 7N S

= i, i N 2 7 N H

| 2 x X A
R | | |\
Y /\R ,\R

R
Ha-g) 3(a-g) 2(a-g) 1(a-g)

i) acetato de sddio, etanol, 30 min, refluxo; ii) etoximetilenomalonitrila, 1h 30 min, refluxo;
R= a: 4-Cl; b: 4-F; c: 4-OCH3; d: 3-Cl; e: 3-Br; f: 3-F; g: 3,4-diCl.

Figura 32. Rota de obtencéo dos derivados 1(a-g).

Avaliar a atividade antibacteriana dos derivados 1(a-g) contra as bactérias

Staphylococcus aureus e Escherichia coli.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Sintetizar os intermediarios-chave 5-amino-1-aril-4-(4,5-di-hidro-1H-imidazol-2-

il)-1H-pirazois 2(a-g) (Figura 32);

Sintetizar as matérias-primas 5-amino-1-aril-1H-pirazol-4-carbonitrilas 3(a-g)
(Figura 32);

Caracterizar as matérias-primas 3(a-g) e os intermediarios-chave 2(a-g)
utilizando a Espectroscopia na Regido do Infravermelho com Transformada de

Fourier (FT-IR) e a determinacéo do ponto de fuséo;

Caracterizar os produtos finais 1(a-g) a partir das técnicas descritas acima, além
da Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) de Hidrogénio (*H
RMN) e de Carbono (*3C RMN), e Espectrometria de Massas de Alta Resolugéo
(HRMS);

Determinar a concentragdo minima inibitoria (CMI) e a concentragdo minima

bactericida (CMB) do crescimento bacteriano para os compostos 1(a-g).
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3 JUSTIFICATIVAS

As doencas de origem bacteriana tém sido um grave problema de saude
publica durante toda a histéria da humanidade. Nas ultimas décadas, inUmeros
antibacterianos foram desenvolvidos, o que ocasionou 0 aumento da qualidade e da
expectativa de vida. Entretanto, as doencas bacterianas ainda estdo incluidas entre
as 10 principais causas de mortalidade e morbidade no mundo (CUNHA; FONSECA,;
CALADO, 2019; MURDOCH; HOWIE, 2018, WANG et al., 2016).

Além disso, um aumento significativo de casos de resisténcia bacteriana tém
sido reportado recentemente, conforme apresentado no tépico 1.1.4. Com isso, a
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) criou em 2019 um documento sobre
resisténcia antimicrobiana - AMR (do inglés, antimicrobial resistance), alertando sobre
a necessidade de pesquisas voltadas ao desenvolvimento de novas classes de
farmacos (AMR, 2019; CUNHA; FONSECA; CALADO, 2019).

Nesse cenario, 0s compostos nitrogenados de 5 membros, dentre eles
derivados pirazolicos, tém se destacado por apresentarem amplo espectro de
atividade bioldgica, inclusive antibacteriana contra diversas espécies de bactérias
(ANSARI; ALI; SHAMSUZZAMAN, 2017; FARIA et al., 2017; FAISAL et al., 2019).

Dessa forma, o desenvolvimento de novos farmacos antimicrobianos contendo
derivados pirazélicos se torna uma promissora area de estudo. Portanto, nesse
trabalho, planejou-se a sintese de derivados pirazdlicos 7-aril-2,3,6,7-tetra-hidro-5H-
imidazo[1,2-c]pirazolo[4,3-e]pirimidin-5-tionas 1(a-g) (Figura 32) a fim de avaliar a
eficacia em modelos de infec¢des bacterianas in vitro, ocasionadas por S. aureus e E.
coli, uma vez que essas cepas tém destaque no cenario brasileiro por sua viruléncia
bem como a presenca em grande parte das doencas bacterianas brasileiras, como
mencionado no tépico 1.1.2.
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4 METODOLOGIAS
4.1 METODOLOGIAS DE SINTESE

4.1.1 Sintese dos produtos finais 7-aril-2,3,6,7-tetra-hidro-5H-imidazo[1,2-

c]pirazolo[4,3-e]pirimidin-5-tionas 1(a-Q)

4.1.1.1 Primeira etapa: Sintese das matérias-primas 5-amino-1-aril-1H-pirazol-4-
carbonitrilas 3(a-g)

A um baldo de fundo redondo, acoplado com condensador de refluxo, foram
adicionados 16 mmol de cloridrato de 4-clorofenilhidrazina 4a, 32 mmol de acetato de
sédio e 50 mL de etanol 95% (Esquema 7). Manteve-se a mistura sob agitacéo
magnética e aquecimento até entrar em refluxo. Aguardou-se 30 minutos e foram
colocados 16 mmol de etoximetilenomalononitrila. Apés 1 hora e 30 minutos,
evidenciou-se o final da reacdo por cromatografia em camada delgada (CCD), usando
diclorometano como eluente. O produto foi vertido em cerca de 150 mL de agua
gelada, filtrado a vacuo e lavado com aproximadamente 100 mL de agua gelada (DOS
SANTOS et al., 2011). Os derivados 3(b-g) foram obtidos de maneira similar, a partir

das respectivas arilhidrazinas 4(b-g).

CN
NHNH; CI ) © N \;
)LO_NaJr,/\oH, 30 min, rf. "N” NH2
X r
| o 2) CN . N
24 \/o\/\CNﬂ h e 30 min, rf. | -
R
4(a-g) 3(a-g)
R= a: 4-Cl; b: 4-F; c: 4-OCHg; d: 3-Cl; e: 3-Br; f: 3-F; g: 3,4-diCl.

Esquema 7. Sintese das matérias-primas 5-amino-1-aril-1H-pirazol-4-carbonitrilas 3(a-g).

4.1.1.2 Segunda etapa: Sintese dos intermediarios-chave 5-amino-1-aril-4-(4,5-di-

hidro-1H-imidazol-2-il)-1H-pirazois 2(a-g)

A sintese dos intermediarios 2(a-g) foi realizada a partir da reacéo entre 2 mmol
das matérias-primas 3(a-g), 3 mL de etilenodiamina e 2 mmol de dissulfeto de

carbono, empregando-se duas metodologias, conforme mostrado no Esquema 8. Na
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metodologia A, foi utilizada a técnica de micro-ondas, onde a mistura reacional foi
irradiada a 70 W por 30 minutos enquanto que, na metodologia B, foi usado o método

de aquecimento convencional, em refluxo, por 20 horas.

N
oN >

/’_j N
I\ I
N\~ ~NH, )

N A NH, _ Método A N~ ~NH,
*  H,N - >
| N 2 Método B N
/\R /\/R
3(a-g) 2(a-g)

R= a: 4-CI; b: 4-F; c: 4-OCHj3; d: 3-Cl; e: 3-Br; f: 3-F; g: 3,4-diCl.

Esquema 8. Sintese dos intermediarios-chave 5-amino-1-aril-4-(4,5-di-hidro-1H-imidazol-2-il)-1H-

pirazois 2(a-g).

METODOLOGIA A:

A um baldo de fundo redondo, 2,36 mmol de 5-amino-1-(4-clorofenil)-1H-
pirazol-4-carbonitrila 3a e 4 mL de etilenodiamina foram adicionados sob agitacdo. Em
seguida, colocou-se 2,36 mmol (0,6 mL) de dissulfeto de carbono. O bal&o foi levado
ao micro-ondas, acoplado a um condensador de refluxo e a mistura foi irradiada
durante 30 minutos, na poténcia de 70 W. Acompanhou-se a rea¢ao por CCD e como
eluente foi usada uma mistura de NH4OH/acetato de etila (10% v/v). ApOs o término
da reacéo, verteu-se a mistura em agua gelada com agitacdo constante e realizou-se
uma filtracdo a vacuo. O solido foi lavado com cerca de 100 mL de agua destilada
gelada (ROSA et al, 2019). Os derivados 2(b,d-g) foram obtidos de forma similar,
partindo das matérias-primas 5-amino-1-aril-1H-pirazol-4-carbonitrilas 3(b,d-g)

correspondentes.

METODOLOGIA B:

A um balédo de fundo redondo, acoplado a um condensador de refluxo, foram
adicionados 2,71 mmol de 5-amino-4-clorofenil-1H-pirazol-4-carbonitrila 3a, 4 mL de
etilenodiamina e 2,71 mmol (0,7 mL) de dissulfeto de carbono sob agitacdo magnética.
A reacédo foi mantida em refluxo por 20 horas e o progresso foi acompanhado por

CCD, onde empregou-se acetato de etila como eluente. O produto foi isolado em
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aproximadamente 80 mL de &gua gelada com agitacdo constante e, em seguida,
filtrado a vacuo. O sdlido foi lavado com cerca de 100 mL de 4gua destilada gelada.
Os derivados 2(c-f) foram obtidos baseando-se no procedimento acima citado e
partindo das matérias-primas 5-amino-1-aril-1H-pirazol-4-carbonitrilas  3(c-f)

correspondentes.

4.1.2.3 Sintese dos derivados 7-aril-2,3,6,7-tetra-hidro-5H-imidazo[1,2-c]pirazolo[4,3-

e]pirimidin-5-tionas 1(a-g)

Para a sintese do derivado la, adicionou-se a um baldo de fundo redondo,
0,191 mmol do intermediario 2a e 2 mL de piridina (Esquema 9), mantendo-se a
mistura sob agitacdo magnética. Em seguida, adicionou-se, gota a gota, 16,5 mmol (1
mL) de dissulfeto de carbono. O baléo foi levado ao micro-ondas onde acoplou-se a
um condensador de refluxo. A mistura foi irradiada por 45 minutos a uma poténcia de
150 W. Acompanhou-se a reag¢do por CCD, onde foi usada uma solucdo de
NH4OH/acetato de etila (10% v/v) como eluente. Verteu-se a mistura em cerca de 7
mL de metanol gelado e o solido formado foi filtrado, lavado com 10 mL de metanol e
levado ao dessecador (FARGHALY; EL-KASHEF, 2006).

N N
/—ﬁl\/'} l/l\>
SN
Cs
NN TN ’ i RV )

N

@ 45-70 min, 150 W @
/\’R /\/R

2(a-g) 1(a-9)

R=a: 4-Cl; b: 4-F; c: 4-OCHj3; d: 3-Cl; e: 3-Br; f: 3-F; g: 3,4-diCl.

Esquema 9. Sintese dos derivados finais 7-aril-2,3,6,7-tetra-hidro-5H-imidazo[1,2-c]pirazolo[4,3-
e]pirimidin-5-tionas 1(a-g).

Os demais derivados 1(b-g) foram obtidos partindo dos intermediarios-chave
2(b-g) correspondentes. O tempo de reacdo variou de 45 a 70 min, conforme

apresentado na Tabela 1.
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Tabela 1. Tempo de reagéo para a sintese dos derivados 1(a-g).

Derivado Tempo (min)
la 4-Cl 45
1b 4-F 45
1c 4-OCHs 45
1d 3-Cl 70
le 3-Br 60
1f 3-F 60
1g 3,4-diCl 45

*poténcia fixa de 150 W.
4.2 CARACTERIZACAO DAS SUBSTANCIAS

4.2.1 Determinacdao das faixas de fuséo

As faixas de fusdo foram determinadas no aparelho Allerbest, sem modelo,
acoplado a um termémetro analdgico, do Laboratdrio de Sintese de Sistemas

Heterociclicos (LaSSH/UNIFEI), sem correcdo da temperatura e em duplicata.

4.2.2 Espectroscopia na regido do infravermelho (FT-IR)

Os espectros na regido do infravermelho foram obtidos no equipamento
Spectrum 100, PerkinElmer, por refletancia atenuada (ATR), com cristal de diamante-
ZnSe e empregando-se 16 varreduras com resolucdo de 4 cm, a temperatura

ambiente, no Laborato6rio de Espectroscopia (UNIFEI).

4.2.3 Espectrometria de massas de alta resolucéo (HRMS)

As andlises foram realizadas em um espectrometro de massas Q-TOF ZQ-4000
Micromass/Waters de alta resolugéo, com cone 30,0 V, capilar 3,0 kV, lente RF 1,0 V,
extrator 1 V, temperatura da fonte 150 °C, temperatura de dessolvatacao 300 °C, com

ionizacao por eletrospray (ESI-MS), na Central Analitica da FIOCRUZ-RJ.
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4.2.4 Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN)

As andlises de Ressonancia Magnética Nuclear de H e 3C foram executadas
no equipamento BRUKER Avance 400 MHz na Central Analitica da FIOCRUZ-RJ ou
no laboratério de Ressonancia Magnética Nuclear no aparelho BRUKER Avance 300
MHz da Universidade Federal de Alfenas (UNIFAL). Utiliza-se tetrametilsilano (TMS —
Si(CH3)s) como padrdo interno e dimetilsulféxido deuterado (DMSO-ds) como

solvente.

4.3 ENSAIOS BIOLOGICOS

4.3.1 Concentragdo Minima Inibitdria (CMI)

O procedimento para a analise bioldgica esta sendo realizado de acordo com o
proposto por André e colaboradores (2020) onde utiliza-se as cepas Staphylococcus
aureus (ATCC 25923), Staphylococcus aureus MRSA - HU25 (cepa clinica resistente
a meticilina isolada no Hospital Universitario Clementino Fraga Filho) e Escherichia
coli (ATCC 25922). A bactéria E. coli foi semeada em uma placa de Tryptic Soy Agar
- TSA e incubada por 24 h a 37 °C. Apos, adicionou-se de 3 a 5 col6nias de S. aureus
do repique em 5 mL de solugéo salina (cloreto de sodio 0,9% estéril) até adquirir a
turbidez de 0,5 na escala de McFarland (Figura 33).

- | Adiggo de
.\ colbnias

——l 5mL
solucéo

24 h, 37°C
—

- R
2’ ‘,:‘ salina
N
Cepas sdo semeadas Estufa Colonias Solucéo 0,5
em BHI bacteriolégica isoladas McFarland

Figura 33. Sequéncia de preparacéo da solucdo 0,5 na escala McFarland.

Em uma placa estéril de 96 pocos, adicionou-se 180 pL de meio BHI nos pogos
1,2,3,5 6,7 e 12 da fileira A, completando-se as respectivas colunas com 100 pL
do meio. Na coluna 11, foi colocada uma aliquota de 100 pL de BHI nos pogos A, B,
CeD.NospocosE, F, G e H, foram aplicados 90 pL de BHI e 10 pyL de dimetilsulféxido
(DMSO). Em toda a coluna 9 adicionou-se 100 uL de BHI (Figura 34).
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Figura 34. Sequéncia de preparacao da placa de CMI.

As substancias testadas 1(a-g) foram preparadas diluindo-se 2,5 mg de cada
composto em 250 pL de DMSO, usando-se o vortex e obteve-se uma solugdo com
concentracdo de 10 mg/mL. Em seguida, 20 pL do composto la diluido foram
colocados nos pocos 1A, 2A e 3A, tendo como concentragao final no primeiro poco
512 ug/mL. Apds, realizou-se uma diluicdo seriada transferindo 100 pL dos pocos 1A,
2A e 3A para os pocos 1B, 2B e 3B, repetindo o procedimento sucessivamente até a
linha H, descartando os ultimos 100 pL, dessa forma a concentracdo nos pogos variou
de 512 pg/mL a 4 pg/mL. Para o composto 1b, o procedimento foi repetido nos pogos
5A, 6A e 7A (Figura 34).

No poco 12A, foram colocados 20 pL do controle, uma solucdo de
ciprofloxacina (cipro B). A ciprofloxacina foi preparada previamente partindo de uma
solucéo estoque, denominada cipro A, onde tem-se 1 mg de ciprofloxacina em 1.000
UL de DMSO. A obtencdo da cipro B, foi feita retirando uma aliquota de 80 pL e
adicionada a um tubo contendo 420 uL de DMSO, onde a concentracao final obtida
foi de 16 pg/mL. Dessa solucdo foram transferidos 20 pL para o pogo A. Apods,

realizou-se uma diluicdo seriada transferindo 100 pL do pogo 12A para o pogo 12B e
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assim sucessivamente para os poc¢os de 12C-H, descartando-se os ultimos 100 pL

(Figura 35). A concentracao da substancia controle variou de 8 pg/mL a 0,0625 pg/mL.

x B . Diluigao
R | \ seriada

Adicdo de 20 pL de
ciprofloxacina e diluicio seriada

A\

i 578 T8 Y0112 T 2 3 s w2 \
N X X 1@ OO0 « ) rOOO®OB( OO L 3\ ¥
B O OLIIOL BO®O®® O OLIIOK /
(@ @@ OO ( CO OO @@l @]
DK )(C OO D@ ‘@ @]®@)

EQC OC COONO | _9 E@O@O®ODCOODON
Fi& C OO F ( ) IC OO
GIO( K_/""“'\'/‘\’ GO« &/ ( OO
HOCOC OO0 HOLC OO( YOO

AL} 3 | .
\ -GN
) ! b
v A | V i
? Ap———— 56 7890 I g §TE T E 9 0T Y |

4 1 4 /.
) OO L A® ) O @ ( OLOLCK (
B8 t b t t> ( Estufa BOO®®OODC DO f
H c ® OO« OO . 24h,37°C C 0@« O g
D e O DI ‘ D@ C OO
E@®E @1 @] OO h E@O@@®C OOOO J
FO( C OO0 | E C OO0
cOLCOO( Qelalclay Jalalale) ONO
‘ HOCOO! YOOL HOC OO OO /

Preparacéo do teste de CMB
e adicédo de 10 pL de
resarzurina

Adicao de 100 pL da solucéo
0,5 McFarland nas fileiras 1,
2,3,5,6,7,11, 12

Figura 35. Sequéncia do procedimento de diluicdo e adi¢cdo de bactéria.

Nas colunas 1, 2, 3, 5, 6, 7, 11 e 12 foram aplicados 100 pL do inéculo. Em
seguida, a placa foi levada a estufa, a 37 °C, por 24 h. Apés esse periodo, antes de
se aplicar 10 pL de resazurina diluida com concentracdo de 0,1 mg/mL em cada poco

e se levar novamente a estufa por 1 h, preparou-se a placa para o protocolo de
concentragdo minima bactericida como segue no topico 4.3.2 (Figura 35).

4.3.2 Concentracdo Minima Bactericida (CMB)

Para a avaliagdo da CMB, utilizou-se uma placa de Petri contendo agar TSA,
para cada farmaco a ser testado. A placa foi dividida em 9 partes e em cada uma
anotou-se a diluicdo correspondente. Foram aplicados 10 pL no campo referente a

diluicdo anotada (de acordo com aquelas analisadas na CMI) e a placa foi levada a
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estufa, a 37°C, por 24 h. ApoOs esse intervalo, observou-se se houve ou nao

crescimento bacteriano e qual a concentracao correspondente.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 SINTESE E CARACTERIZACAO DAS SUBSTANCIAS

5.11 Sintese dos derivados 7-aril-2,3,6,7-tetra-hidro-5H-imidazo[1,2-

c]pirazolo[4,3-e]pirimidin-5-tionas 1(a-Q)
5.1.1.1 Primeira etapa: Sintese das matérias-primas 5-amino-1-aril-1H-pirazol-4-
carbonitrilas 3(a-g)

As matérias-primas 5-amino-1-aril-1H-pirazol-4-carbonitrilas 3(a-g) foram
sintetizadas a partir da reacdo de cloridatos de arilhidrazina 4(a-g), acetato de sodio
em etanol, seguida por adicdo de etoximetilenomalononitrila, conforme metodologia

apresentada no item 4.1.1.1. Os derivados obtidos estdo apresentados na Figura 36.

CN CN CN CN
Il \S 7l \S 1l \S F\j\
N
\N NH2 N‘N NH2 N‘N NH2 N\N NH2

¢ ¢ P O
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3a 3b 3c 3d
CN CN CN

7\ /! \§ 4 \;
N\N NH2 N‘N NH2 N‘N NH
CL& @F ©C.

Cl

2

3e 3f 3g

Figura 36. Representacfes estruturais das matérias-primas 3(a-g).

O mecanismo proposto para a reacéo de obtenc¢ao dos derivados 3(a-g) ocorre
em varias etapas. Inicialmente acontece a desprotonac¢ao do cloridrato de arilhidrazina
pelo acetato de sodio, gerando acido etanoico (acido acético) e arilhidrazina. Em

seguida, ao adicionar o etoximetilenomalononitrila ao sistema, ocorre uma reacao de



39

adicdo tipo Michael, onde o par de elétrons do nitrogénio (N2) da arilhidrazina adiciona
ao carbono 3 do etoximetilenomalononitrila e, apds equilibrio 4cido-base, seguido de
eliminacao de etanol, tem-se a adicao nucleofilica do par de elétrons nao-ligante do
nitrogénio (N1) a um carbono de um dos grupos ciano, promovendo a ciclizacdo. Por
fim, o pirazol é gerado a partir de um tautomerismo imina/enamina, sendo que a forma
enamina é favorecida uma vez que forma o sistema aromatico (Esquema 10) (DOS
SANTOS, 2009).
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Esquema 10. Mecanismo de obtencdo das matérias-primas 3(a-g).

Os rendimentos e as faixas de fusdo das matérias-primas 3(a-g) estdo na
Tabela 2. Os derivados foram obtidos com rendimentos de 47-71%, os quais podem

ser considerados regulares a bons. As faixas de fuséo variaram de 1 a 4 °C.
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Tabela 2. Rendimentos e faixas de fusdo dos compostos 3(a-g).

Faixas de Fusdo (°C)

. Rendimento
Derivado R (%)

Experimental Literatura
3a 4-Cl 60 180 — 182 167 — 167,52/ 168 — 170P
3b 4-F 55 183 - 184 183 — 185P/ 172 — 173¢
3c 4-OCHs 52 128 — 132 128 —131¢/ 135 - 1364
3d 3-Cl 65 160 — 164 164 — 165¢/181-1824
3e 3-Br 71 191 -193 175 -176¢/ 180 — 1824
3f 3-F 55 160 — 164 157- 1584
30 3,4-diCl 47 188 — 189 N&o consta na literatura

CHENG, 1956%, HARDEN et al., 1991°, FAIOES et al., 2014°, DOS SANTOS, 2009¢

As matérias-primas 3(a-g) foram analisadas a partir da Espectroscopia de
Infravermelho com Transformada de Fourier (FT-IR). Para o derivado 3a (Figura 37)
evidenciou-se a presenca de bandas em 3300 cm? e 3177 cm relativas aos
estiramentos assimétrico (vas) e simétrico (vs), respectivamente, do grupo amino. A
banda em 1664 cm™ é associada a deformacéo angular do grupo amino, confirmando

assim sua presenc¢a no composto. Em 2230 cm pode-se identificar a banda referente
ao estiramento da ligacdo C=N. As bandas entre 1599 e 1434 cm sdo relativas aos

estiramentos das ligagdes C=N e C=C dos anéis aromaticos. A banda em 3129 cm

é associada aos estiramentos da ligagdo C-H (Csp?).
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Figura 37. Espectro de absor¢éo no infravermelho do derivado 3a.

Para os demais derivados, os espectros mostraram similaridades em relagao

ao composto 3a. As principais absorcdes estdo apresentadas na Tabela 3. Os

espectros encontram-se no Anexo A — Espectros 1-7.

Tabela 3. Principais absor¢des na regido do Infravermelho para os derivados 3(a-g).

Grupos/ Ligacéao
quimica

Movimentos

vibracionais
3a 4-Cl
3b 4-F
3c 4-OCHzs
3d 3-Cl
3e 3-Br
3f 3-F
39 3,4-diCl

NH2

3301 - 3177
3300 — 3181
3355 - 3166
3456 — 3190
3455 — 3183
3316 — 3230
3334 - 3201

C-H(sp?

3129
3129
3118 — 3000
3130 - 3079
3126 — 3071
3191
3123 - 3068

C=N

<

2230
2227
2217
2239
2241
2221
2229

c=cC/

NH> C=N
o Y

1664 1600 — 1434
1664 1607 — 1438
1662 1614 — 1445
1638 1594 — 1444
1637 1591 — 1442
1655 1614 — 1439
1655 1599 - 1477

5.1.1.2 Segunda etapa: Sintese dos intermediarios-chave 5-amino-1-aril-4-(4,5-di-

hidro-1H-imidazol-2-il)-1H-pirazois 2(a-g)

Os

intermediarios-chave 5-amino-1-aril-4-(4,5-di-hidro-1H-imidazol-2-il)-1H-

pirazois 2(a-g) foram sintetizados a partir da reacdo entre os derivados 3(a-g),
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etilenodiamina e dissulfeto de carbono, conforme descrito no item 4.1.1.2. Os produtos

obtidos sao apresentados na Figura 38.
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Figura 38. Representacdes estruturais dos derivados 2(a-g).

Os rendimentos e as faixas de fusdo dos intermediarios 2(a-g) estao
organizados na Tabela 4. Os derivados foram obtidos com uma faixa de rendimento

de 24-88% e a faixa de fusdo variou de 2 a 5°C.

Tabela 4. Rendimentos e faixas de fusdo dos compostos 2(a-g).

Faixas de Fusdo (°C)

Derivado R Rendimento (%)

Experimental Literatura
2a 4-Cl 76 197 — 200 179 — 1812
2b 4-F 24 168 — 171 164 — 1662
2c 4-OCHgs 66 184 — 186 171 -173#
2d 3-Cl 88 162 — 165 160 — 1622
2e 3-Br 79 86-91 88 — 922
2f 3-F 50 170 -173 164 — 1662
29 3,4-diCl 67 231 -235 197 — 1992

3Rosa et al., 2019.

O mecanismo proposto para a obtencdo dos derivados 2(a-g) é dividido em
varias etapas. Inicialmente um dos atomos de nitrogénio da etilenodiamina faz uma

adicao nucleofilica ao carbono do dissulfeto. Apos, ha um tautomerismo prototropico
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seguido de um ataque nucleofilico, o qual leva a ciclizagdo do sistema. Novamente
ocorre um tautomerismo prototropico e eliminagéo do sulfeto de hidrogénio (Esquema
11) (FERREIRA, 2020).

H, H
/\ N S /\/N s
/\/NHZ + s:cis HoN /\/@)\f HoN \’%
HN :S: SH
5

Hy H
H N .0 N N
HZN/\/N\"ZS ®>\\\\§: s N—sH
\_/ SH ) 77 Nsh -
SH N ’N N®
H H \
H H
N

[ N N

/ SH

N® ~ / " +  HSg °
\ N N
H H

C

Esquema 11. Mecanismo de formacao do sulfeto de hidrogénio.

O sulfeto de hidrogénio formado na primeira etapa realiza um ataque
nucleofilico ao carbono do grupo nitrila da matéria-prima 3(a-g). Apds, ocorre um
equilibrio &cido-base seguido de equilibrio imina/tioamida, que leva a formacao do
intermediario tioamida. Em seguida, a etilenodiamina faz uma adi¢&o nucleofilica ao
carbono da tioamida. Posteriormente, um tautomerismo prototropico ocorre e amdnia
é liberada. Na ultima etapa, ha a ciclizacédo do sistema que, ap6s um tautomerismo
prototropico, forma o produto e libera sulfeto de hidrogénio (Esquema 12) (FERREIRA,
2020).
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Esquema 12. Mecanismo de obtencao dos intermediarios-chave 2(a-g).

Os intermediarios-chave 2(a-g) foram analisados a partir da Espectroscopia na
regido do Infravermelho com Transformada de Fourier (FT-IR). Para o derivado 2a
(Figura 39) a principal evidéncia de reacdo é a auséncia da banda em 2230 cm™.
Evidenciou-se a presenca de bandas em 3388 cm? a 3115 cm? as quais séo
associadas aos estiramentos das ligacées N-H. A banda em 1605 cm™ é relativa a
deformagéo axial C=N do anel imidazolinico. Entre 1568 e 1432 cm tem-se bandas
referentes aos estiramentos das ligagcbes C=N e C=C dos anéis arométicos. As
bandas em 2933 e 2854 cm sdo relativas aos estiramentos das ligacdes C-H (Csp?)
e sdo associadas a formacéo do anel imidazolina. As bandas préximas a 1600cm

sao referentes ao estiramento da ligagdo C=N do anel imidazolina.
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Figura 39. Espectro de absorg&o no infravermelho do intermediario 2a.

Os demais derivados apresentaram bandas com valores analogos aos do

composto 2a e as principais absor¢cdes estdo apresentadas na tabela 5. Os espectros

encontram-se no Anexo B — Espectros 8-14.

Tabela 5. Principais absor¢des na regido do Infravermelho para os derivados 2(a-g).

Grupos/ Ligagdo quimica

Movimentos vibracionais

2a
2b
2c
2d
2e
2f

2g

4-Cl
4-F
4-OCHs
3-Cl
3-Br
3-F
3,4-diCl

NH / NH,

Vv

3389 - 3116
3361 — 3259
3326 — 3252
3382 - 3161
3392 - 3164
3370 -3114
3418 — 3253

C-H (sp®)

Vv

2933 — 2854
2943 — 2873
2936 — 2867
2924 — 2877
2928 — 2872
2935 — 2862
2945 — 2873

C=N

Y
imidazolina

1605
1600
1600
1609
1609
1601
1612

C=C/C=N

\

1568 — 1432
1561 — 1433
1560 — 1442
1594 — 1433
1588 — 1443
1567 — 1445
1596 — 1428
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5.1.1.3 Sintese dos derivados 7-aril-2,3,6,7-tetra-hidro-5H-imidazo[1,2-c]pirazolo[4,3-

e]pirimidin-5-tionas 1(a-g)

Os produtos finais 1(a-g) estdo representados na Figura 40. A metodologia
empregada para a obtencéo de tais derivados baseia-se na reacao dos intermediarios

2(a-g) e dissulfeto de carbono, em piridina, como descrito no item 4.1.2.3.

/§
/ ! #S /—ﬁ\)is N\ /&S / \ /&S

Q0 S

OCHjs

1a 1b 1c 1d

/ \ /&s N/{\\A\S N /&S

Cl

1e 1f 19

Figura 40. Representacdes estruturais dos produtos finais 1(a-g).

Os rendimentos e os pontos de fusdo dos produtos finais 1(a-g) estao
organizados na Tabela 6. Os rendimentos variaram de 31-91%. Nao foi possivel
determinar o ponto de fusédo dos derivados 1(a,b,d-g) porque a temperatura maxima
atingida pelo equipamento é de 350°C e mesmo nessa temperatura ndao foram
observadas variacdes no aspecto do solido. Determinou-se a faixa de fusdo de 1c
(308 - 310°C) entretanto, como o composto é inédito, ndo ha dados apresentados na

literatura.
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Tabela 6. Rendimentos e faixas de fusao dos derivados finais 1(a-g).

Faixa de Fusdo (°C)

Derivado R Rendimento (%)

Experimental Literatura
1a 4-Cl 32 ND Inédito
1b 4-F 31 ND Inédito
1c 4-OCH3s 91 308-310 Inédito
1d 3-Cl 37 ND Inédito
le 3-Br 60 ND Inédito
1f 3-F 33 ND Inédito
1g 3,4-diCl 70 ND Inédito

O mecanismo proposto (Esquema 13) para a reacdo baseia-se na adicao
nucleofilica do nitrogénio ao carbono do dissulfeto. Em seguida, ocorre um
tautomerismo prototropico, seguido de um ataque nucleofilico do nitrogénio
imidazolinico ao atomo de carbono da tiocarbonila, levando a ciclizacdo do composto.
Apds uma sequéncia de tautomerismos prototropicos, ocorre a liberacao de dissulfeto
de hidrogénio, ocasionando a formacéo do produto. E importante ressaltar que n&o ha
publicacdo sobre o mecanismo em questao. A proposta foi baseada no fato da amina
primaria em geral ser mais reativa. Contudo, analises computacionais seriam uma

importante ferramenta para confirmar o mecanismo proposto.

|
NH NH NH N
/_\ —_— N/ \ ® N/ \ NH ©
% > NH N — /| S
NH S=C3$ . (S A N
N 2 S)\s R A< ‘NT N SH
R S\) SH R
N N N
i > »
7\ 1S — 1 SH I\
N N)\SH Now” N sH N NS
| H | H ) H
R R R

Esquema 13. Mecanismo proposto para obten¢éo dos derivados 1(a-g).

Os produtos finais 1(a-g) foram analisados a partir da Espectroscopia na regiao
do Infravermelho com Transformada de Fourier (FT-IR). Para o derivado la (Figura
41), observou-se a banda em 1671 cm que pode ser atribuida a ligacdo C=N do anel

imidazolinico. Além disso, as bandas na regido entre 2977-2779 cm confirmam a

presenca de ligacdes C-H (Csp®). As bandas entre 1585 e 1431 cm™ séo referentes
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aos estiramentos das ligagdes C=N e C=C dos anéis aromaticos. Bandas associadas
aos estiramentos da ligacdo C=S foram identificadas na regido de 1247 e 1093 cm™.
A presenca de bandas na regido préxima a 2700 cm™? sdo associadas aos

estiramentos da ligacdo S-H, indicando a possibilidade de tautomerismo (Figura 42).
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Figura 41. Espectro de absor¢éo no infravermelho do derivado 1a.

0 D
N N
N{ﬁ\ﬁ#s — VP
NT N
|
R

|
R

Figura 42. Tautomerismo presente nos compostos 1(a-g).

Para os demais derivados 1(b-g) foram observadas bandas com valores
semelhantes aos do derivado la, as quais estdo apresentadas na Tabela 7. Os

espectros encontram-se no Anexo C — Espectros 15-21.
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Tabela 7. Principais absor¢des na regido do Infravermelho para os derivados finais 1(a-g).

Grupos/ Ligacdo

.. C-H (sp?) C=S N-C=S C=N C=C/C=N
quimica

Movimentos \Y \; vV v

vibracionais imidazolina v
1a 4-Cl 2977 —-2775 1247 1093 1671 1586 — 1432
1b 4-F 2966 — 2785 1235 1082 1671 1544 — 1440
1c 4-OCHs 2992 -2770 1243 1083 1667 1592 - 1441
1d 3-Cl 2921 — 2886 1246 1082 1673 1576 — 1436
le 3-Br 2963 — 2788 1244 1075 1668 1590 - 1450
1f 3-F 2967 — 2785 1246 1093 1672 1611 - 1453
1g 3,4-diCl 2968 — 2790 1255 1087 1680 1589 - 1433

As andlises por Espectrometria de Massas de Alta Resolucdo (HRMS) dos
derivados 1(a-g) mostraram que as massas encontradas estdo condizentes com 0s
valores teoricos, com erros na faixa de 0 a 2,8 ppm (Tabela 8), os quais foram
calculados empregando a equacdo 1, onde Vi = Valor teérico e Vexp = Valor

experimental.

Vt—Vex
E = Tpx100% Eq. 1

Todos os espectros obtidos estdo no Anexo D — Espectros 22-28, sendo esses

resultados resumidos na Tabela 8.

Tabela 8. Dados da espectrometria de massas para os derivados 1(a-Q).

miz miz m/z m/z tedrico
Derivado R experimental tedrico Ef0 — experimental [M+Na]* Erro
[M+H]* [M+H]* (ppm) [M+Na]* (ppm)
la 4-Cl 304,0418 304,0424 2,0 326,0236 326,0243 2,1
1b 4-F 288,0727 288,0719 2,8 310,0547 310,0539 2,6
1c 4-OCHzs 300,0913 300,0919 2,0 322,0733 322,0739 1,9
1d 3-Cl 304,0419 304,0424 1,6 326,0237 326,0243 1,8
le 3-Br 349,9891* 349,9998 2,0 371,9711 371,9718** 1,9
1f 3-F 288,0723 288,0719 14 310,0542 310,0539 1,0

19 3,4-diCl  338,0034  338,0034 0 359,9851 359,9853 0,6
*Marcado [M+2+H]*= 349,9898 (tedrico) no espectro. *Marcado [M+2+Na]*= 371,9718 (tedrico) no espectro.
Para o composto la o pico base detectado € referente a molécula protonada
[M+H]*, entretanto pode-se observar o pico referente a molécula cationizada com
sédio [M+Na]*, conforme é apresentado na Figura 43. Para os demais derivados 1(b-
g) ambos os picos [M+H]* e [M+Na]* foram observados.
No espectro do composto monoclorado la identificou-se o pico [M+2+H]* com

intensidade de aproximadamente 1/3 em relag&o ao pico [M+H]*, conforme esperado
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para um derivado monoclorado. Tal fato € observado pelo fato do atomo de cloro
possuir 2 isétopos, 3*Cl e 3Cl, com abundancia isotépica 75,76% e 24,24%,
respectivamente. No caso do composto diclorado 1g, o pico [M+2+H]* apresentou
intensidade de cerca de 2/3 em relacédo ao [M+H]*, uma vez que possui dois atomos
de cloro na sua estrutura.

Para o derivado bromado 1e identificou-se o pico [M+2+H]* com intensidade de
aproximadamente 97% em relacéo ao pico [M+H]*, o que é observado pelo fato da
existéncia dos isétopos °Br e 8'Br com 50,69% e 49,31%, de abundancia isotépica,
respectivamente. Em alguns espectros também foi possivel observar picos referentes
a impurezas contidas no equipamento, tais como: triton (381,2971 e 353,2676) e
trifluoroacetato (158,9640) (KELLER, 2008).
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Figura 43. Espectro de massas do composto la.

Andlises dos espectros de *H-RMN:

Na Figura 44 esta representada a estrutura geral dos derivados 1(a-g) com os
atomos de hidrogénio numerados para facilitar a discussdo dos resultados obtidos e
os espectros de 'H-RMN se encontram no Anexo E — Espectros 29-35. Todos os

dados se encontram na tabela 9.
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Figura 44. Estrutura geral dos derivados 1(a-g) com os atomos de hidrogénios numerados.

Para os derivados 1(a-c,e,g) os sinais referentes aos hidrogénios Hz e Hs foram
identificados na faixa de 6 3,89 — 3,92 ppm e 4,36 — 4,38 ppm, respectivamente, sendo
ambos tripletos. Para os compostos 1d e 1f observou-se pseudotripletos e dessa
forma a constante de acoplamento foi calculada a partir da média dos valores obtidos.
O &tomo de hidrogénio do anel pirazélico He gerou um simpleto na faixa de © 8,03 a
8,51 ppm, entretanto esse sinal ndo foi observado para o composto 1f o que pode ser
explicado por uma possivel sobreposicéo de sinais ja que a integral mostra a presenca
de 3 hidrogénios na regido, conforme esperado. Para os compostos 1(a, c-e) foi
possivel visualizar um sinal alargado referente ao He préximo a & 10 ppm.

Para o derivado diclorossubstituido 1g, o simpleto presente em & 8,10 ppm é
referente ao Hz2'. O dupleto observado em & 7,80 com 3J = 8,85 é associado ao atomo

de hidrogénio Hs’. Para He' um multipleto pode ser atribuido em & 8,21-8,24.

. Derivados para-substituidos 1a (R=4-Cl), 1b (R=4-F) e 1c¢ (R=4-OCHp3)

Para o produto para-substituido 1a identificou-se dois dupletos com 3J = 8,9 Hz,
caracteristico de acoplamento orto, referentes aos atomos de hidrogénio do anel
benzénico, com & 7,60 ppm para H2’ e He' e & 8, 22 ppm para Hs’ e Hs'.

O mesmo padréao foi observado para o derivado para-substituido 1c, com & 7,95
ppm para Hs' e Hs’ com 3J = 8,9 Hz e & 7,06 ppm para H2' e He’ com 3J = 8,9 Hz. No
espectro de 1c ainda foi observado um sinal simpleto, com & 3,79 ppm, o qual é
associado aos atomos de hidrogénio do grupo metédxi (OCHs).

Com relacdo ao derivado 1b, ocorre um acoplamento entre os atomos de
hidrogénio do anel benzénico com o &tomo de flior, ocasionando uma multiplicidade
diferente dos demais compostos para-substituidos, apresentando um tripleto com &

7,37 ppm e 3J = 8,82 Hz referente aos atomos de hidrogénio Hs' e Hs' e um dupleto de
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dupletos com & 8,14 ppm relativo aos atomos de hidrogénio H2’/He’ com 3J =8,9 e 4J

= 4,9 Hz, os quais sdo de J tipicos de acoplamento orto e meta, respectivamente.

. Derivados meta-substituidos 1d (R=3-Cl), 1e (R=3-Br) e 1f (R=3-F)

No espectro do derivado meta-substituido 1d foi identificado um simpleto em &
8,29 ppm o qual esté associado a H2'. Os demais sinais se apresentaram multipleto
em 0 7,35 a 7,57 associados a Hs’ e He’ e 8 8,07 a 8,17 referente aos hidrogénios H2’
e Hs'.

Para o derivado le identificou-se um multipleto em & 7,45-7,50 ppm o qual é
referente aos sinais de Hs’ e He'. Para H4' pode-se associar o dupleto em & 8,20 ppm
e com 3J = 6,7 Hz. O simpleto em & 8,09 é relacionado ao H>'.

Para o composto 1f observou-se um multipleto referente a Hs com & 7,12 —
7,18 ppm. Para os hidrogénios H2'/He’ e Ho foi observado um multipleto em & 8,03 -
8,11 ppm e para H4' um multipleto em 7,52 -7,59.

Tabela 9. Dados de RMN-'H (300 MHz ou 400 MHz, DMSO-d6, & em ppm, J em Hz) obtidos para os
derivados 1(a-g).

Derivado H> Hs He Ho H,’ Hs’ Hs' Hs’ He'
1a 4-Cl 3,92 4,38 10,14 8,10 7,60 8,22 - 8,22 7,60
(t,9,6) (t, 7,19) (br) (s) (d, 8,9) (d,8,9) (d, 8,9) (d, 8,9)
1b 4-F 3,90 4,37 - 8,06 8,14 7,37 - 7,37 8,14
(t,9,7) (t,9,7) (s) (dd, (t, 8,9) (t, 8,9 (dd, 8,9;
8,9; 4,9)
4,9)
1c 4-OCHs 3,89 4,36 10,05 8,03 7,06 7,95 - 7,95 7,06
(t,9,5) (t,9,4) (br) (s) (d, 8,9) (d,8,9) (d, 8,9) (d, 8,9)
id 3-Cl 3,89 4,36 10,13 8,29 8,07- - 8,07- 7,35- 7,35-7,57
(pt, 8,6) (pt, 8,6) (br) (s) 8,17 8,17 7,57 (m)
(m) (m) (m)
le 3-Br 3,90 4,37 10,13 8,42 8,10 - 8,20 7,45- 7,45-7,50
(t,9,6) (t,9,6) (br) (s) (s) (d, 6,7) 7,50 (m)
(m)
1f 3-F 3,90 4,37 - 8,03- 8,03- - 7,52- 7,12- 8,03-8,11
(pt, 8,6)  (pt, 8,6) 811 811 7,59 7,18 (m)
(m) (m) (m) (m)
1g 3,4-diCl 3,90 4,36 - 8,51 8,10 - - 7,80 8,21-8,24

(t, 8,8) (t, 8,8) (s) (s) (d, 8,8) (m)
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Andlises dos espectros de C-RMN:

Na Figura 45 esta representada a estrutura base dos derivados 1(a-g) com os
atomos de carbono numerados com o objetivo de facilitar a discusséo dos resultados
obtidos. Os dados das andlises de *C-RMN dos compostos 1(a-g) estdo organizados

na tabela 10 e os espectros se encontram no Anexo F — Espectros 36 - 42.

N/Cz

Figura 45. Estrutura geral dos derivados 1(a-g) com os atomos de carbono numerados.

Os sinais apresentados no espectro com deslocamento entre 42,0 e 42,7 bem
como 50,1 e 50,5 ppm séo referentes aos atomos de carbono C2 e Csg,
respectivamente. Os sinais referentes aos atomos de carbono do anel benzénico
foram identificados na regido tipica de aromatico: 132,0 a 140,5 (C1’), 107,7 a 122,0
(C2"), 123,0 a 164,1 (C3’), 113,02 158,2 (C4’), 123,12 131,6 (Cs') e 114,92 122,2 (C¢').

Os sinais atribuidos a C6a, C9 e C9a foram observados entre & 134,9 a 136,9,
0 152,2 a 153,2 e 6 93,2 a 93,8 ppm, respectivamente. O sinal entre 6 174,9 a 176,0
ppm é associado ao Cs e o sinal identificado na faixa de 154,0 a 154,7 ppm é
relacionado ao C9b. No espectros do derivado fluorado 1f foram identificados o
acoplamento entre os atomos de carbono do anel benzénico e o atomo de flaor: 1J
243,3 Hz (C4’), 2J 26,7 Hz (C2'), 2J 21,1 Hz (C4’), 3J 8,7 Hz (Cs’) para 1f.
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Tabela 10. Dados de RMN-13C (75 MHz ou 100 MHz, DMSO-d6, & em ppm, J em Hz) obtidos para os
derivados 1(a-g).

Derivado C G Cs Cea GCo Coa Cop Gy (o7} 0y Cs Cs’ Cé’
4-Cl 42,0 50,1 175,0 135,4 152,2 93,2 154,0 137,6 122,0 129,1 130,1 129,1 122,0

4-F 42,5 50,5 175,3 135,5 152,7 93,4 154,2 - 116,4 123,2 - 123,1 116,1
4-OCHs 42,7 50,5 174,9 134,9 153,2 93,4 - 132,0 114,9 123,1 158,2 123,1 114,9
3-Cl 42,5 50,5 175,6 136,1 152,6 93,8 154,7 140,4 119,2 133,8 126,2 131,3 120,2

3-Br 42,5 50,5 175,6 136,1 152,7 93,7 154,7 140,5 119,6 123,0 129,2 131,6 122,2

107,7 162,5 113,0 1314
3-F 42,5 50,5 175,7 136,0 152,7 93,8 154,7 140,5 (d (d (d (d 9"2) 116,5

1g

26,7) 2433) 21,1)

3,4-diCl 42,6 505 176,0 136,9 152,8 93,8 1544 139,3 120,4 131,6 128,7 131,9 122,1

*também identificado um sinal com & 56 (OCHp3).
Andlises biolégicas:

Os derivados 1(a-g) foram avaliados quanto a atividade antibacteriana,
conforme a metodologia descrita no item 4.3. Observou-se que todos 0s compostos
apresentaram boa solubilidade em dimetilsulféxido, entretanto para completa
solubilizac&o foi necessario o uso de um aparelho vortéx com um tempo variando entre
30 segundos a 3 minutos. Além disso, quando os compostos foram adicionados ao
meio de cultivo BHI pode-se constatar pequena tubidez, entretanto ndo houve
precipitacdo dos derivados estudados.

Para melhorar a solubilidade dos derivados em BHI, inicialmente optou-se por
levar a solucéo do poco A (180 uL de BHI + 20 uL do derivado estudado), ao vortex,
antes de sua adicdo na placa, para melhor homogeneizacdo. Num primeiro momento
também substituiu-se a estufa de cultivo por uma incubadora com agitacéo e controle
de temperatura para que a solucdo permanecesse homogénea. Em uma segunda
analise realizou-se o teste empregando a estufa convencional de crescimento
bacteriano e conclui-se que a homogeneizacdo dos derivados em BHI néo
influenciava na inibicdo, visto que o resultado foi semelhante para ambas as
metodologias.

Com os ensaios pode-se concluir que os derivados apresentaram uma CMI
superior a 512 mg/mL para a bactéria E. coli, uma vez que a coloragédo rosa foi
visualizada ap0s a adicdo do corante em todos 0s pog¢os contendo 0s compostos
estudados, o que indica a presenca de viabilidade celular bacteriana. Vale destacar
gue néo foram observadas contaminagdes (coloracdo azul em toda a coluna 9 que

contém apenas BHI), o que é observado quando ndo ha a presenca de bactérias com
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células viaveis e que houve inibicdo pelo controle empregado (ciprofloxacina) (Figura
46), uma vez que também foi observada a coloracdo azul. Os testes para as bactérias

S. aureus (ATCC 25923) e S. aureus HU25 estédo sendo realizados.
1b

Tc

Figura 46. Resultados dos ensaios bioldgicos de CMI para a bactéria E. coli.
Também realizou-se os ensaios de CMB e todos 0s compostos apresentaram
um valor maior que 512 mg/mL frente a bactéria E. coli (Figura 47). Tais resultados

indicam que os derivados ndo tém acdo sobre essas espécies de bactérias.
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Figura 47. Resultado do ensaio biolégico de CMB para a bactéria E. coli.

Com os resultados obtidos pode-se observar que inicialmente os compostos
ndo apresentam atividade antibacteriana contra a bactéria E. coli. Entretanto
procedimentos podem ser feitos com o objetivo de melhorar o potencial biol6gico
através da transformacdo dos compostos em seus respectivos cloridratos para
aumento da solubilidade bem como realizar modificagbes no anel aromatico,
adicionando grupos como nitro, metila, diclorados, dibromados ou difluorados, os

guais podem levar a uma possivel inibicdo do crescimento bacteriano.
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6 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Foram sintetizados 7 compostos 5-amino-1-aril-1H-pirazol-4-carbonitrilas 3(a-g)
com rendimento na faixa de 47-71% e 7 derivados 5-amino-1-aril-4-(4,5-di-hidro-1H-
imidazol-2-il)-1H-pirazéis 2(a-g) com rendimento de 24-88%.

Os 7 produtos finais 7-aril-2,3,6,7-tetra-hidro-5H-imidazo[1,2-c]pirazolo[4,3-
e]pirimidin-5-tionas 1(a-g) foram sintetizados com rendimentos variando de regulares
a excelentes, na faixa de 31-91%, sendo todos os derivados sintetizados inéditos. As
analises de massas de alta resolucdo (HMRS) de todos 0s 7 compostos mostraram
que as massas estdo condizentes como 0 esperado. A partir das andlises de
Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) foi possivel confirmar que as estruturas dos
derivados 1(a-Q).

Os ensaios biolégicos de CMI e CMB mostraram que os derivados 1(a-g) néo
apresentam acao contra a cepa E. coli estudada no presente trabalho. Estudos com
as bactérias S. aureus (ATCC29523) e S. aureus HU25 estéo sendo realizados.

Como perspectivas, serao realizados estudos com novos substituintes e novos

planejamentos estruturais a fim de investigar a atividade antibacteriana.
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8. Anexos

Anexo A- Espectros de absorcao naregiao do

iInfravermelho das matérias-primas 3(a-q)
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Anexo B - Espectros de absorcao naregiao do

Infravermelho dos intermediarios-chave 2(a-q)
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Anexo C - Espectros de absorcao naregiao do
Infravermelho dos produtos finais 1(a-g)
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Anexo D - Espectros de Massas de Alta
Resolucao dos produtos finais 1(a-g)

88



89

Espectro 22. Espectro de Massas de Alta Resolu¢éo do derivado 1la.

Intens, +MS, 0.2-0.5min #9-27
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N
] |
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20
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381.2971
G,Cld - —— e ‘lLl — "!LL{L,{L l - o
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Espectro 23. Espectro de Massas de Alta Resolu¢éo do derivado 1b.
Intens, +MS, 0.1-0.3min #5-18)
x108
N
Nf Ill N/k:S
NTOH
06 310.0547
F
0.4
m/z tedrico: 288.0727
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021 [M+Na]*: 310,0539
3532676
2269522 | | l
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Espectro 24. Espectro de Massas de Alta Resolu¢éo do derivado 1c.

Intens., +M3, 0.1-0.Bmin #8-32
x106
125 300.0913
N”>
|
M
1.00 Nf \ \ /Es
N H
0.75
OCH;
050, 322.0733
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0,25 [M+Na]*: 322,0739
0 00 226.|9510 1 Ll |.| |. L || il 430-?135 I L |
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Espectro 25. Espectro de Massas de Alta Resolu¢&o do derivado 1d.
Intens. +MS, 0.1-0.3min #3-19
%109
s 3260237
N">
|
M
4
N'f \l. }:5
\N E
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3
Cl
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+.
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Espectro 26. Espectro de Massas de Alta Resolu¢éo do derivado le.

Intens. | +MS, 0.1-0.4min #7-286
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1.0 N '
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0.8 N ﬁ
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0.0 . L . 249'381? | |. |J|“ ”M L |."d_ll|.|_l_” wibill \ I ! L 1
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Espectro 27. Espectro de Massas de Alta Resolucéo do derivado 1f.
Intens. +MS, 0.2-0.6min #10-36
x10%
4
N
|
N
3 N J=s 3100542
‘N M
H
2 F
m/z tedrico:
[M+H]*: 288,0719 2880723
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Espectro 28. Espectro de Massas de Alta Resolu¢éo do derivado 1g.

Intens. +MS, 0.1-0.3min #7-18)
x10%
2.5] 3509851
N’/>
|
2.0 N
Ni ‘l N}:—\\S
NToy
1.5
cl 338,0034
Cl
1.0 )
m/z teorico:
[M+H]*: 338,0034 2269519
0.5 [M+Na]*: 359,9853 381.2979
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. 566.8917
158.|9640 264 0380 ‘ m ‘ 4554007 498.9018
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Anexo E - Espectros de'H-RMN dos produtos
finais 1(a-q)
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Espectro 29. Espectro de Ressonancia Magnética Nuclear — 'H (400 MHz) do produto final 1a.
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Espectro 30. Espectro de Ressonancia Magnética Nuclear — 'H (300 MHz ) do produto final 1b.
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Espectro 31. Espectro de Ressonancia Magnética Nuclear — 'H (300 MHz) do produto final 1c.
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Espectro 32. Espectro de Ressonancia Magnética Nuclear — H (300 MHz) do produto final 1d.
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Espectro 33. Espectro de Ressonancia Magnética Nuclear — H (300 MHz) do produto final 1e.
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Espectro 34. Espectro de Ressonancia Magnética Nuclear — H (300 MHz) do produto final 1f.
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Espectro 35. Espectro de Ressonancia Magnética Nuclear — H (300 MHz) do produto final 1g.

008F'2—

80/8€
SO06'E-L
Lze6'e”
ZIEE b,
€29E v
LEBE

Cl

Cl

0.8, ) -
S006'€— < Fsozr 3§
(zesss -

o
ZIEE b, ) i
£795'p— - Fsoz] + &
te6epy +

™~

[y
BPRL'L~ -

4

V.

hooz |
~S0T

10.5 10.0 9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.9 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0
ppm

11.0

100



101

Anexo F - Espectros de*C-RMN dos produtos
finais 1(a-g)



Espectro 36. Espectro de Ressonancia Magnética Nuclear — 3C (100 MHz) do produto final 1a.
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Espectro 38. Espectro de Ressonancia Magnética Nuclear — 13C (75 MHz) do produto final 1c.
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Espectro 39. Espectro de Ressonancia Magnética Nuclear — 13C (75 MHz) do produto final 1d.
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Espectro 40. Espectro de Ressonancia Magnética Nuclear — 13C (75 MHz) do produto final 1e.
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Espectro 41. Espectro de Ressonancia Magnética Nuclear — 13C (75 MHz) do produto final 1f.
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Espectro 42. Espectro de Ressonancia Magnética Nuclear — 13C (75 MHz) do produto final 1g.
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