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RESUMO

As doencas causadas por protozodarios afetam, segundo a OMS, 1 bilhdo de pessoas em 149
paises, com uma taxa de mortalidade superior a 500 mil casos anuais. Muitas dessas doencas
sdo consideradas negligenciadas devido ao baixo investimento na criacdo de estratégias
efetivas de controle e erradicacdo. Dentre as doengas negligenciadas destacam-se as
leishmanioses que, segundo a OMS, apresentam uma incidéncia de 1,3 milhdo de novos casos
por ano e sdo endémicas em 98 paises. O tratamento € complicado, prolongado, alguns
medicamentos tém alto custo e apresentam um grande numero de efeitos colaterais. A doenca
de Chagas é outra doenca negligenciada, sendo endémica em 21 paises latino-americanos.
Estima-se que entre 8 e 10 milhGes de pessoas estejam infectadas e 28 milhdes com risco de
infeccdo crénica. Os Unicos medicamentos disponiveis para tratamento sdo o benzonidazol e o
nifurtimox que apresentam muitos efeitos colaterais em aproximadamente 40% dos pacientes.
Nosso grupo de pesquisa tem planejado, sintetizado e avaliado diversos derivados
heterociclicos quanto a atividade antileishmania, principalmente sistemas hibridos
pirazéis/imidazolinas, dois sistemas de grande importancia na quimica medicinal e na
qguimioterapia de doencas protozoarias. Dessa forma, a partir dos bons resultados ja obtidos
pelo grupo e com as evidéncias de que o mecanismo de acdo seja semelhante tanto para
inibicdo de crescimento de Leishmania sp quanto T. cruzi, o objetivo principal desse trabalho
é sintetizar os derivados inéditos do sistema 1-aril-5-bromo-4-(4,5-di-hidro-1H-imidazol-2-
il)-1H-pirazdis 1(a-h) e 5-amino-1-aril-4-(4,5-di-hidro-1H-imidazol-2-il)-1H-pirazéis 2(a-h),
para avalid-los quanto as atividades antileishmania e antitripanossoma, respectivamente. Os
intermediarios-chave 5-amino-1-aril-1H-pirazol-4-carbonitrilas 4(a-h) foram obtidos com
rendimentos na faixa de 78 a 96% e os derivados 1-aril-5-bromo-1H-pirazol-carbonitrilas 3(a-
e) foram obtidos, assim como os subprodutos 1-aril-1H-pirazol-4-carbonitrilas 6(a-€). Na
ultima etapa, os produtos planejados 1-aril-5-bromo-4-(4,5-di-hidro-1H-imidazol-2-il)-1H-
pirazois 1(a,d) ndo foram obtidos a partir dos intermediarios 3(a,d), mas, sim, os derivados 1-
aril-4-(4,5-di-hidro-1H-imidazol-2-il)-1H-pirazéis 7(a,d), além dos produtos substituidos na
posicdo 5 do pirazol 8(a,d), cujas estruturas ndo foram elucidadas. Utilizando uma
metodologia alternativa, o derivado 1a foi obtido com rendimento bruto de 15%, abrindo uma
nova técnica para obter os demais produtos 1(b-h). Os derivados 2(a-h) foram sintetizados
com rendimentos entre 16 e 84%, sendo que, 2(a,c,e,g) foram avaliados quanto a
citotoxicidade em células VERO e mostraram altos valores de CCsg, todos acima de 500 uM,
exceto o derivado 2c, cujo valor foi de 338,86 uM.

Palavras-chave: leishmanioses, doenca de Chagas, heterociclos, pirazol, imidazolina



ABSTRACT

According to the WHO, diseases caused by protozoa affect 1 billion people in 149 countries,
with a mortality rate of over 500,000 cases a year. Many of these diseases are considered
neglected due to the low investment in the creation of effective control and eradication
strategies. Among the neglected diseases are leishmaniasis, which, according to the WHO,
present an incidence of 1.3 million new cases per year and are endemic in 98 counties. The
chemotherapy is complicated, exhaustive, some drugs are expensive and have a large number
of side effects. Chagas disease is another neglected disease, which is endemic in 21 Latin
American countries. It is estimated that between 8 and 10 million people are infected and 28
million are at risk of chronic infection. The only drugs available for treatment are
benzonidazole and nifurtimox, which have many side effects in approximately 40% of
patients. Our research group has planned, synthesized and evaluated several heterocyclic
derivatives for antileishmania activity, mainly pyrazole/imidazoline hybrid systems, two
systems of great importance in medicinal chemistry and in the chemotherapy of protozoal
diseases. Thus, based on the good results already obtained by the group and with the evidence
that the mechanism of action is similar both to growth inibition of Leishmania sp and T. cruzi,
the main objective of this work is to synthesize the novel derivatives of systems 1-aryl-5-
bromo-4-(4,5-dihydro-1H-imidazol-2-yl)-1H-pyrazoles 1(a-h) and 5-amino-1-aryl-4-(4,5-
dihydro-1H-imidazol-2-yl)-1H-pyrazoles 2(a-h), to evaluate them against leishmaniasis and
tripanosomiasis, respectively. The key intermediates 5-amino-1-aryl-1H-pyrazole-4-
carbonitriles 4(a-h) were obtained with yields from 78 to 96% and 1-aryl-5-bromo-1H-
pyrazole-4-carbonitriles 3(a-e) derivatives were synthesized, as well as byproducts 1-aryl-1H-
pyrazole-4-carbonitriles 6(a-e). In the last step, derivatives 1-aryl-4-(4,5-dihydro-1H-
imidazol-2-yl)-1H-pyrazoles 7(a,d) and the 5-substituted pyrazole byproducts 8(a,d), which
structures were not elucidated, were obtained from the intermediates 3(a,d), instead of the
target compounds 1-aryl-5-bromo-4-(4,5-dihydro-1H-imidazol-2-yl)-1H-pyrazoles 1(a,d).
Employing an alternative methodology, the compound 1a was obtained in 15% yield, offering
a new path to achieve the compounds 1(b-h). The target compounds 2(a-h) were synthesized
with yields from 16 to 84%. Derivatives 2(a,c,e,g) were evaluated with regard to citotoxicity
in VERO cells and showed high CCs, values, all above 500 uM, except 2c, which presented
338.86 uM.

Keywords: leishmaniasis, Chagas disease, heterocycles, pyrazole, imidazoline
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1 — Introducéo

As doencas causadas por protozoarios tém distribuicéo global e atingem, sobretudo, as
populacbes pobres de paises em desenvolvimento. Sdo consideradas doencgas negligenciadas
devido ao baixo interesse dos governos em criar estratégias efetivas de controle e erradicacéo.
Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), mais de 1 bilhdo de pessoas sdo afetadas
em 149 paises e mais de 500 mil mortes sdo registradas anualmente (ANDREWS; FISHER,;
SKINNER-ADAMS, 2014; LOZANO, 2012; WHO, 2015).

Muitas dessas doencas protozoarias fazem parte do grupo denominado doencas tropicais
negligenciadas (DTN’s). Segundo a OMS, tal grupo é formado por 17 doengas: raiva, tracoma
(conjuntivite granulomatosa), treponematose endémica, hanseniase (lepra), dracunculose
(doenca do verme da Guiné), filariose linfatica (elefantiase), oncocercose, dengue, Ulcera de
Buruli, teniase (cisticercose, equinococose e hidatidose), infeccBes por trematodeos
alimentares, helmintiases, esquistossomose, tripanossomiase africana (doenca do sono),
doenca de Chagas, leishmanioses cutanea (LC) e visceral (LV), sendo as cinco ultimas
causadas por protozoarios (WHO, 2015).

Dentre essas 17 doencas, pode-se destacar a Doenca de Chagas, causada pelo
Trypanosoma cruzi, que afeta 10 milhGes de pessoas, com mais de 10.000 mortes anualmente
e com maior incidéncia na América Latina e as Leishmanioses, causadas por protozoarios do
género Leishmania, com uma incidéncia anual aproximada de 1.300.000 casos com
distribuicdo global, sendo, no caso da LV, letal em mais de 90% dos casos quando ndo
tratada. Vale ressaltar que o Brasil é considerado endémico tanto para doenca de Chagas

quanto para leishmanioses (WHO, 2015).

1.1 — Leishmanioses

1.1.1 — Defini¢éo e manifestacgdes clinicas

As leishmanioses sdo doencas tropicais parasitarias, causadas por protozoarios do
género Leishmania e transmitidas ao homem e outros mamiferos por insetos fémeas de
flebotomineos. Estas doencas estdo entre as mais negligenciadas do mundo e afetam

sobretudo, a populagdo pobre de paises em desenvolvimento. O género Leishmania, que sdo



protozodarios tripanossomatideos, abrange mais de 20 espécies e subespécies, dentre as quais
destacam-se: L. amazonensis, L. arabica, L. braziliensis, L. donovani, L. infantum, L.
mexicana e L. tropica (PACE, 2014; WHO, 2015; WHO, 2010).

De acordo com as manifestacdes clinicas, as leishmanioses sao divididas em:
- LEISHMANIOSE VISCERAL OU KALA AZAR: caracterizada por surtos de febre
irregular, perda de peso, esplenomegalia, hepatomegalia e febre. E fatal quando n3o tratada.
- LEISHMANIOSE CUTANEA: é a forma mais comum e provoca Ulceras por todo o corpo,
deixando cicatrizes ao longo da vida.
- LEISHMANIOSE MUCOCUTANEA: as lesdes podem destruir parcial ou totalmente as
membranas mucosas do nariz, boca, garganta e tecidos circundantes.
- LEISHMANIOSE CUTANEA DIFUSA: doenca de evolucdo cronica progressiva, devido a
dificuldade de gerar uma resposta imunoldgica adequada. Aspecto muito semelhante a lepra
(NAGLE et al., 2014; WHO, 2015).

1.1.2 — Distribuicdo geogréfica

Segundo a OMS, 98 paises em 5 continentes sdo endémicos para leishmanioses, com
uma incidéncia de aproximadamente 1,3 milhdo de novos casos por ano, dos quais 300.000 de
LV e 1 milhdo de LC (WHO, 2015).

Os dados mais recentes disponibilizados pela OMS séo de 2013, mostrando que 90%
dos novos casos de LV ocorrem em 7 paises: Bangladesh, Brasil, Etidpia, india, Nepal, Sud&o
e Suddo do Sul (Figura 1). Nesses paises, no ano de 2013, o numero de novos casos
notificados foi superior a 1.000 (WHO, 2015). Na América Latina, a doenca ja foi descrita em
pelo menos 12 paises, sendo que 90% dos casos ocorrem no Brasil, sobretudo na regido
Nordeste (BRASIL, 2010b). A LC tem distribuicdo mais ampla no mundo, ocorrendo
principalmente no Afeganistdo, Arabia Saudita, Argélia, Brasil, Colémbia, Ird, Paquistdo,
Peru, Siria e Tunisia (Figura 2). Nesses paises, 0 nimero de novos casos notificados em 2013
foi superior a 5.000. J& a mucocutanea ocorre principalmente na Bolivia, Brasil e Peru
(WHO, 2015).
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Figura 1: Distribuicdo geogréfica da LV no mundo.
(Fonte: http://gamapserver.who.int/mapLibrary/Files/Maps/Leishmaniasis_2013 VL.png. Acesso em

10/06/2017).
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Figura 2: Distribui¢do geogréfica da LC no mundo.
(Fonte: http://gamapserver.who.int/mapLibrary/Files/Maps/Leishmaniasis_ 2013 CL.png. Acesso em
10/06/2017).

A distribuicdo das leishmanioses expandiu nas duas Ultimas décadas e o nimero de
casos reportados tem aumentado exponencialmente. Como a notificacdo dessas doencas é
obrigatoria em apenas 34% dos paises endémicos, a real ocorréncia permanece desconhecida.
Os fatores que facilitam a disseminacdo sdo: condicBes socioecondmicas precarias,
desnutricdo, alteracGes climaticas e ambientais, aumento da movimentacdo da populacéo,
conflitos, coinfecgdo pelo HIV e, em algumas areas, a rapida urbanizacdo (WHO, 2010).




1.1.3 — Transmisséo e ciclo de vida do protozoario

Os insetos fémeas hematdfagos dos géneros Phlebotomus (Velho Mundo) e Lutzomyia
(Novo Mundo) sdo os vetores responsaveis pela transmissdo das leishmanioses aos seres
humanos (PACE, 2014). Das quase 1000 espécies conhecidas de flebotomineos, 70 s&o
identificadas como vetores para as leishmanioses (BATES, 2008). Esses insetos séo
pequenos, medindo de 1 a 3 mm de comprimento, possuem o corpo revestido por pelos e séo
de coloracdo clara. Tem o hébito de voar em pequenos saltos e pousar com as asas
entreabertas, sendo conhecidos como asa dura, birigui, cangalhinha, mosquito palha e
tatuquira (BRASIL, 2010b; SILVA, 2015).

O ciclo bioldgico desses insetos compreende quatro fases: ovo, larva (com quatro
estagios), pupa e adulto. O desenvolvimento do ovo ao inseto adulto é de aproximadamente
30 a 40 dias (BRASIL, 2014; SILVA, 2015).

A atividade hematofagica dos flebotomineos é crepuscular e noturna e a longevidade da
fémea é estimada em 20 dias (BRASIL, 2014; SILVA, 2015). As formas aladas tendem a
permanecer préximas aos criadouros ou locais de abrigo, porém podem se afastar até 1 km
desses locais (BRASIL, 2010Db).

Os agentes etiologicos das leishmanioses sdo protozoarios do género Leishmania,
parasitas intracelulares obrigatérios, que apresentam em seu ciclo de vida uma forma
flagelada ou promastigota, encontrada no tubo digestivo do inseto vetor e outra aflagelada ou
amastigota, encontrada nos tecidos dos vertebrados (hospedeiros definitivos) (Figura 3)
(BRASIL, 2014; SILVA, 2015).
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Figura 3: Formas flageladas ou promastigotas e aflageladas ou amastigotas.
Fonte: Ministério da Saude, Manual de Vigilancia e Controle da Leishamniose Visceral, Brasilia: 2014



O ciclo de vida da Leishmania é mostrado na Figura 4. A infeccdo do vetor ocorre
quando as fémeas, ao sugarem o sangue de animais contaminados, aspiram macr6fagos com
formas amastigotas da Leishmania. No trato digestivo do inseto as formas amastigotas sdo
liberadas e se tornam promastigotas, que se multiplicam, colonizam o eséfago e a faringe do
vetor e tornam-se infectantes (promastigotas metaciclicas). Esse ciclo leva em torno de 72
horas e ap0s esse periodo, as fémeas infectantes, ao picarem um hospedeiro, transmitem as
formas promastigotas metaciclicas, que sdo fagocitadas por macrofagos, onde se diferenciam
em formas amastigotas e se multiplicam por divisdo binaria até rompimento dos macréfagos,

sendo entdo fagocitadas novamente e disseminadas para outros tecidos (BRASIL, 2014).
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Figura 4: Ciclo de vida da Leishmania. Adaptado de Esch, Petersen (2013).

1.1.4 — Quimioterapia

A quimioterapia de pacientes com leishmanioses é complicada, devido as diferentes
espécies causadoras e varias manifestacfes clinicas (BOECHAT; PINHEIRO, 2014; WHO,
2015). O acesso aos medicamentos nos paises pobres é um desafio. As principais dificuldades
na terapia sdo: periodo prolongado de tratamento, resisténcia da Leishmania a alguns
medicamentos, grande numero de efeitos colaterais e alto custo de determinados tratamentos
(SANTOS et al., 2011a).

Os farmacos de primeira linha sdo derivados antimoniais pentavalentes,
estibogluconato de sédio (Pentostam® - GSK) e antimoniato de meglumina (Glucantime® -

Sanofi-Aventis) (Figura 5), apesar de terem sido introduzidos no mercado na década de 1940



e provocarem diversos efeitos colaterais como mialgia, arritmia cardiaca e hepatite
(BOECHAT; PINHEIRO, 2014; NAGLE et al., 2014). O mecanismo de acao ainda ndo € bem
definido e a resisténcia de diversas espécies de Leishmania aos derivados antimoniais tem
aumentado significativamente nos altimos anos (LIMA; PORTO, 2007; SANTOS et al.,
2011b).
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Figura 5: Estruturas dos derivados antimoniais pentavalentes.

A pentamidina (Pentacarinat® - Aventis e Nebupent® - APP Pharmaceuticals) (Figura
6), desde 1952 tem sido eficaz no tratamento das leishmanioses visceral, cutanea e cutanea
difusa, porém sua eficécia tem diminuido gradualmente ao longo dos anos e efeitos adversos
graves como diabetes, nefrotoxicidade e taquicardia estdo associados a sua administragdo. O
mecanismo de acdo continua indefinido, mas estudos tém demonstrado que ocorre acimulo
no protozoario (CROFT; SUNDAR; FAIRLAMB, 2006). H& evidéncias de que a
pentamidina atue no DNA de cinetoplastos (mitocondrias especializadas), dificultando a
replicacdo e transcricdo do DNA e inibindo as topoisomerases, enzimas envolvidas na
replicacéo e empacotamento do DNA (COELHO et al., 2008; MISHRA; SAXENA; SINGH,
2007).
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Figura 6: Estrutura da pentamidina.

A anfotericina B (Figura 7), um antibiotico poliénico aminoglicosidico, tem
apresentado alta eficiéncia no tratamento de leishmanioses visceral e mucocutanea
(BOECHAT; PINHEIRO, 2014; CROFT; SUNDAR; FAIRLAMB, 2006; FILIPPIN;



SOUZA, 2006). Seu mecanismo de acao é através da interacdo com os esterdis presentes na
membrana celular (CROFT; SUNDAR; FAIRLAMB, 2006; LIMA; PORTO., 2007). Apesar
de a cura ocorrer em aproximadamente 97% dos casos e ainda ndo haver relato de resisténcia,
seu uso tem sido restrito devido a consideravel cardiotoxicidade e nefrotoxicidade. Mais
eficazes e menos tdxicas sdo as formulacBes associadas a lipidios: Ambisome® - Gilead
Sciences, Amphocil® - Zodiac e Abelcet® - Sigma Tau Pharmaceuticals (BOECHAT,;
PINHEIRO, 2014; LIMA et al., 2007). Apesar do melhor perfil de seguranca e aprovacao
pelo FDA, seu uso tem sido limitado a pacientes intolerantes a terapia convencional ou
mesmo resistentes, devido ao alto custo em relacdo a terapia convencional (FILIPPIN;
SOUZA, 2006; LIMA; PORTO, 2007). O preco médio da ampola de Abelcet® varia de R$
2019,01 a R$ 2193,44 enquanto a ampola de Glucantime® tem preco entre R$ 5,44 e R$ 5,91

(Referéncia: brasil.kairosweb.com).

Figura 7: Estrutura da anfotericina B.

A miltefosina (Figura 8) é administrada por via oral e foi inicialmente desenvolvida
como agente antineoplasico, mas mostrou alta atividade leishmanicida e foi registrada na
india para o tratamento da leishmaniose visceral. Os primeiros estudos clinicos demonstraram
uma taxa de cura de 94%, mas a eficicia é variavel dependendo da espécie de Leishmania.
Ela apresenta diversos efeitos colaterais como vomitos e diarreia, além de ser teratogénica
(BOECHAT; PINHEIRO, 2014). O mecanismo de a¢éo ainda ndo foi elucidado, mas sabe-se
que ocorre inibicdo da proteina quinase e da enzima Na’'-ATPase, presentes na membrana do
protozoario (CROFT; COOMBS, 2003).
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Figura 8: Estrutura da miltefosina.

Os derivados azolicos representam uma das mais importantes classes presentes em
farmacos antiparasitarios (SANTOS et al.,, 201la). O cetoconazol, o itraconazol e o
benzonidazol (Figura 9) tém sido utilizados para tratar a leishmaniose cutanea com taxas de
sucesso varidaveis (BOECHAT; PINHEIRO, 2014). A inibicdo da via de biossintese do
ergosterol, o principal esterol da membrana celular em fungos, bem como em Leishmania sp.,
é um alvo para alguns dos antifingicos mais importantes (LIMA; PORTO, 2007). A
similaridade entre as vias biossintéticas de fungos e Leishmania sp. explica o fato de azdis
apresentarem atividades fungicida e leishmanicida (BOECHAT; PINHEIRO, 2014).
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Figura 9: Estruturas de derivados az6licos com atividades fungicida e leishmanicida.



1.2 — Doenca de Chagas

1.2.1 — Defini¢édo e manifestacgdes clinicas

A Doenca de Chagas, também conhecida como Tripanossomiase americana, descrita
pela primeira vez pelo médico brasileiro Carlos Chagas em 1909, é uma doenca tropical
parasitaria causada pelo Trypanosoma cruzi e transmitida pela urina e fezes de insetos
hematofagos da subfamilia Triatominae, sendo o Triatoma infestans, Rhodnius prolixus e o
Triatoma dimidiata os mais importantes (FERREIRA; OLIVEIRA; ANDRICOPULO, 2016;
WHO, 2015).

O curso clinico da doenca de Chagas é caracterizado por duas fases clinicas. A fase
aguda inicial dura de um a dois meses e pode ser assintomatica ou com sintomas leves, como
febre, dor de cabeca, dor muscular, inflamacdo no local de inoculacdo e edema palpebral
unilateral (sinal de Romaria). O risco de mortalidade na fase aguda grave é de 0,2 a 0,5% dos
pacientes, enquanto que o desenvolvimento de miocardite grave ou menigoencefalite pode
ocorrer em até 1%. A fase crbnica, que persiste por toda a vida, é assintomética em cerca de
70% dos pacientes, mas pode estar associada a distdrbios digestivos e cardiacos. Entre 60 e
70% dos pacientes infectados se recuperam mesmo quando ndo tratados e nunca
desenvolverdo a doenca (FERREIRA; OLIVEIRA; ANDRICOPULO, 2016; PEREZ-
MOLINA et al., 2015; SBARAGLINI et al.,2016).

1.2.2 — Distribuicdo geogréfica

A distribuicdo da doenca de Chagas esta concentrada principalmente no continente
americano, devido a presenca de mais de 140 espécies de insetos vetores (DIAS, 2016). E
endémica em 21 paises latino-americanos: Argentina, Belize, Bolivia, Brasil, Chile,
Colémbia, Costa Rica, El Salvador, Equador, Guatemala, Guiana, Guiana Francesa,
Honduras, México, Nicardgua, Panamd, Paraguai, Peru, Suriname, Uruguai e Venezuela
(WHO, 2015).

Constitui um importante problema de saude pablica na América Latina, onde se estima
que entre 8 e 10 milhdes de pessoas estejam infectadas e 28 milhdes em risco de infecgédo
cronica e j& desperta preocupacdo em areas ndo endémicas, como Estados Unidos e Europa,

devido a migracédo internacional de pessoas que podem disseminar a doenca (FERREIRA,;
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OLIVEIRA; ANDRICOPULDO, 2016; PEREZ-MOLINA et al., 2015; PAUCAR; MORENO-
VIGURI, PEREZ-SILANES, 2016).
A Figura 10 mostra a distribuicdo dos casos da doenca de Chagas reportados pela

Organizacdo Mundial da Saude.
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Figura 10: Distribuicdo geografica da doenca de Chagas (Fonte: WHO, 2015).

1.2.3 — Transmissao e ciclo de vida do protozoario

A transmissdo da doenca de Chagas pode ocorrer por diferentes formas: vetorial
(durante ou ap6s o repasto sanguineo), oral (ingestdo de alimentos contaminados com T.
cruzi), transfusional (hemoderivados ou transplantes de 6rgdos), vertical (passagem da mae
gravida para o bebé) e acidental (contato de material contaminado com a pele lesada ou
mucosas) (BRASIL, 2010a).

Os insetos vetores sdo triatomineos hematdfagos de habitos noturnos, conhecidos
popularmente como barbeiros que vivem em fendas nas paredes e telhados de casas,
geralmente em areas rurais ou suburbanas (WHO, 2015).

O ciclo de vida compreende uma fase no inseto e outra no individuo infectado. O inseto
pica e defeca ao mesmo tempo as formas tripomastigotas, que entram nas células e passam a

formas amastigotas. Estas multiplicam-se assexuadamente e passam as formas



11

tripomastigotas, que destroem a célula, véo para o sangue e invadem novas células. O inseto
ao picar um individuo infectado ingere as tripomastigotas, que passam para amastigotas no
intestino do inseto, multiplicam-se, chegando a forma tripomastigota (Figura 11)
(CLAYTON, 2010).

No triatomineo No ser humano

Tripomastigotas metaciclicas presentes nas
fezes do triatomineo penetram na corrente
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vérias células onde passam as formas

amastigotas

e

b=

S
Multiplicam-se no intestino médio

Tripomastigotas Amastigotas se
podem infectar multiplicam por divisdo
células em outros  bindria nas células

~ . . locais e passam a
Ingestdo de tripomastigotas ) P
pelo inseto durante o repasto amastigotas. As
manifestacées

sanguineo

Passam amastigotas
no intestino médio /\_

, /@ A
A Estagio infeccioso r@ \—-/

A Estagio de diagnéstico Amastigotas passam as formas
tripomastigotas, rompem a célula

e entram na corrente sanguinea

clinicas podem
resultar deste
ciclo infeccioso

Figura 11: Ciclo de vida do Trypanosoma cruzi. Adaptado de Clayton, 2010.

1.2.4 — Quimioterapia

Assim como acontece para as demais doencas negligenciadas, a diversidade de
medicamentos disponiveis para o tratamento da doenca de Chagas € um grave problema. Os
unicos farmacos aprovados sd8o o Benzonidazol (Rochagan® - Roche), um derivado
nitroimidazolico descoberto em 1971, considerado primeira linha em varios paises e o
Nifurtimox (Lampit® - Bayer), um nitrofurano sintetizado em 1965 (Figura 12)
(BERMUDEZ et al., 2016; FERREIRA; OLIVEIRA; ANDRICOPULO, 2016; WHO, 2015).
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Benzonidazol Nifurtimox

Figural2: Estruturas dos farmacos benzonidazol e nifurtimox.

O tratamento com benzonidazol consiste em duas ou trés doses orais de 5 a 8 mg/kg/dia
durante 60 dias e para o nifurtimox a dose é de 8 a 10 mg/kg (até 15 mg/kg/dia para criangas)
por um periodo de 60 a 90 dias (DIAS et al., 2016; PEREZ-MOLINA et al., 2015).

Ambos os tratamentos séo efetivos na fase aguda e na transmissdo congénita, com taxas
de cura de 65 a 80%, mais tolerados por criangas e apresentam alta toxicidade para adultos, o
que motiva a interrupcdo do tratamento. O efeito parece diminuir em relacdo ao tempo
decorrido da infeccdo priméaria, por isso a importancia de um diagnostico precoce
(BERMUDEZ ¢t al., 2016; PEREZ-MOLINA et al., 2015; ; PAUCAR; MORENO-VIGURI,
PEREZ-SILANES, 2016).

O mecanismo de acdo do nifurtimox ocorre através da reducdo do grupo nitro para
radicais anidnicos instaveis, com formacdo de espécies reativas de oxigénio, que leva a
intoxicagdo do parasito. Ja para o benzonidazol, ocorre a formacgdo de radicais livres e
metabdlitos eletrofilicos gerados pela redugdo do grupo nitro em grupo amino pela acdo de
nitroredutases (RAJAO, et al, 2014). Acredita-se também que a acdo do farmaco envolva a
modificacdo covalente de biomoléculas (SBARAGLINI, 2016).

1.3 — Heterociclos

Heterociclos séo substancias que possuem pelo menos um atomo diferente de carbono
na composicdo de um sistema ciclico (STEFANI, 2009). Os mais comuns sdo aqueles com
anéis de 5 ou 6 membros que contém Oxigénio (O), Enxofre (S) ou Nitrogénio (N) (ARORA
et al., 2012). Exemplos de heterociclos sdo pirrol (A), pirazol (B), imidazol (C), furano (D),
tiofeno (E), piridina (F), pirimidina (G), indol (H), purina (1), entre outros (Figura 13).
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Figura 13: Estruturas de alguns heterociclos.

A quimica de heterociclos tem imensa importancia na descoberta de novas substancias
com atividade biologica, constituindo o principal grupo de compostos utilizado como
produtos farmacéuticos. Mais de 90% dos farmacos contém heterociclos em suas estruturas
(ARORA et al., 2012; SAINI et al., 2013; SINGH, 2014). Os compostos classificados como
heterociclos constituem, provavelmente, a maior e mais variada familia de compostos
organicos, sendo responsaveis por aproximadamente 55% da literatura de quimica organica
(ARORA et al., 2012; HOTE; BHOYAR, 2014).

Uma das razBes para o amplo uso dos heterociclos € a possibilidade de manipulacéo e
modificacdo de sua estrutura bem como a incorporacao de grupos funcionais. Essas variacoes
podem incluir diferencas de acidez e basicidade, polaridade, substituicdo ou mudanca de
posicdo de heteroatomos no ciclo (ARORA et al., 2012).

Os heterociclos estdo presentes na natureza e podem ser obtidos sinteticamente. Muitos
deles desempenham papel essencial no organismo, como as bases nitrogenadas pirimidinicas
(citosina e timina) e purinicas (adenina e guanina), componentes do DNA (Figura 14)
(ARORA et al., 2012; HOTE; BHOYAR, 2014; SAINI et al., 2013).

Oy N.__NH CHs W2 v
L AL vy MO
HN_. _~

N ° k\N N H,NT SN TN
Citosina Timina Adenina Guanina

Figura 14: Bases nitrogenadas do DNA.
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Devido a ampla gama de farmacos com heterociclos, suas aplicagdes sdo bem variadas:

- Hipocolesterolemiantes: compostos utilizados no controle da aterosclerose e
prevencdo de ataques cardiacos. As estatinas sdo as principais substancias empregadas e
possuem mecanismos de acdo semelhantes, inibindo a 3-hidroxi-3-metil-glutaril-coenzima A
(HMG Coa) redutase. A atorvastatina provém do pirrol, a rosuvastatina é derivada da
pirimidina e a fluvastatina do indol (Figura 15) (CASAR, 2010; JORGE et al., 2005; XIONG
etal., 2015).

Rosuvastatina

Fluvastatina

Figura 15: Estruturas das principais estatinas.

- Anti-hipertensivos: substancias utilizadas no controle da presséo arterial e prevencéo
de complicacdes cardiacas e cerebrais. Losartan (Aradois® - Biolab) — antagonista da acdo do
receptor da angiotensina Il, apresenta em sua estrutura dois heterociclos aromaticos
nitrogenados (azo6is): imidazol e tetrazol (Figura 16) (YAGUPOLSKII et al., 2001).

Figura 16: Estrutura do losartan.
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- Antifangicos: compostos empregados no tratamento e/ou prevencdo de micoses.
Fluconazol (Zoltec® - Pfizer), potente inibidor do citocromo P450, é um derivado
bistriazélico (Figura 17) (MELO et al., 2006; PORE et al., 2015).

F
I:HO ’/\lj\N
N/
_N
N\\_)
N

Figura 17: Estrutura do fluconazol.

- Antiprotozoarios: substancias que apresentam eficacia no tratamento de protozooses.
Metronidazol — (Flagyl® - Sanofi Aventis) é indicado para tratamento de tricomoniase,
amebiase, giardiase e doenca de Chagas. Apresenta o nucleo imidazélico (Figura 18) (LEVI,
NETO, 1970; MELO et al., 2006).

O

"
‘5
‘!

7\/N\/\OH

Figura 18: Estrutura do metronidazol.

- Antibacterianos: compostos que interferem na célula bacteriana, causando morte ou
inibicdo de crescimento. Penicilinas em geral inibem a formacao da parede celular bacteriana.
Essas substancias sdo derivadas da azetidinona, uma lactama ciclica, que contém 2

heterociclos formando um anel p—lactamico (Figura 19) (GUIMARAES; MOMESSO; PUPO,
2010; MELO et al., 2006).
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Figura 19: Estrutura geral das penicilinas.
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- Ansioliticos: compostos usados no controle da ansiedade e tensdo. Bromazepam
(Lexotan® - Roche) e Diazepam (Valium® - Roche) sdo compostos da classe dos
benzodiazepinicos. Atuam como moduladores dos receptores GABA (Figura 20)
(CALCATERRA; BARROW, 2014; STEFANI, 2009).

H\{ H3CNKO
Br =N Cl O —N
N=
\/ O
Bromazepam Diazepam

Figura 20: Estruturas dos benzodiazepinicos bromazepam e diazepam.

1.3.1 — Pirazois

1.3.1.1 — Caracteristicas do sistema

Os pirazdis sdo compostos aromaticos, pertencentes a familia dos azois e caracterizados
por um anel com trés atomos de carbono e dois atomos de nitrogénio adjacentes (posicoes 1 e
2), duplamente insaturado, com excesso de elétrons ze ligacdes polarizadas, o que resulta em

elevada reatividade quimica (Figura 21).
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Figura 21: Estrutura do pirazol.

Os piraz6is ndo substituidos nos atomos de nitrogénio sofrem tautomerismo
prototropico, que é a rapida transferéncia de atomos de hidrogénio entre os atomos de
nitrogénio do anel, conforme Figura 22. Quando existem substituintes nos &tomos de carbono,
as duas formas tautoméricas nao sdo equivalentes e podem ser detectadas por espectroscopia
de RMN *C e RMN 'H (SCHMIDT; DREGER, 2011; STEFANI, 2009; SZAB, 2001).

R R
4/ \3 H
5 N> 3& _NH
N, N
| 2
H
3-substituido-1H-pirazol 5-substituido-1H-pirazol

Figura 22: Tautomerismo prototropico de um derivado pirazélico.

O atomo de nitrogénio 1 é denominado de “pirrélico” e possui 1 par de elétrons ndo
ligante que participa da ressonéncia do anel. J& o 4&tomo de nitrogénio 2 é chamado de
“piridinico” e seu par de elétrons, por estar em orbital ndo ligante, perpendicular ao plano do
sistema =, ndo participa da ressonancia do anel. A diferenca entre os atomos de nitrogénio
permite que os pirazéis tenham comportamento anfétero, podendo atuar como acido ou base

dependendo do meio (Figura 23).

.0

HsO" /\—\ B /\_\

Hzo + /../\N\ = /°'/\N = /--/\N + B'H
Ve H N No ™

H H

Figura 23: Comportamento do pirazol em meio &cido e meio basico.
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A molécula do pirazol é plana e apresenta 5 possiveis contribuintes de ressonancia

(formas candnicas) (Figura 24).

. oY
n N, DN D N:
N N N
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H H H
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Figura 24: Contribuintes de ressonancia do pirazol.

E importante destacar que a estrutura A é a que mais contribui por ser aromatica e ndo
gerar separacao de cargas. As estruturas C, D e E mostram que o atomo de nitrogénio pode
interagir com acidos e eletrofilos, a0 mesmo tempo em que a estrutura B mostra que a posi¢do

4 é a mais reativa via substituicdo eletrofilica aromatica.

1.3.1.2 — Meétodos de obtencéo

A pesquisa sobre a sintese de pirazois tem recebido especial atencdo nos ultimos anos
devido a grande importancia desse sistema heterociclico, sobretudo na area farmacéutica. Eles
podem ser sintetizados através de diferentes metodologias, a maioria derivada dos métodos de
Knorr e Pechmann (STEFANI, 2009). Muitos métodos vem sendo desenvolvidos, com énfase
na regiosseletividade (LI; ZHAO, 2014; YOON; LEE; SHIN, 2011).

1.3.1.2.1 — Método de Knorr (ciclocondensacéo de hidrazinas)

Nesse método, a formacdo do pirazol ocorre atraves da reacdo entre hidrazina e

compostos 1,3-dicarbonilicos, na presenca de um catalisador. Uma limitacdo desse método &
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que compostos 1,3-dicarbonilicos ndo simétricos geram mistura de produtos, muitas vezes
dificeis de serem separados (KNORR, 1883; YOON; LEE; SHIN, 2011).

A reacdo se inicia com a protonacdo do oxigénio carbonilico, seguido por ataque
nucleofilico do atomo de nitrogénio da hidrazina ao &tomo de carbono de uma das carbonilas,

ciclizacdo e finalmente a formac&o de pirazois distintos, se Ry # Rs, conforme Esquema 1.

N Ry AN

N R3
R, |

Esquema 1: Método de Knorr.

No trabalho publicado por Cheng e Robins em 1956, diversos aminopirazéis foram
sintetizados com rendimentos entre 40 e 86%, utilizando metodologia derivada do método de
Knorr. Nesse método, hidrazinas monossubstituidas aromaticas ou alifaticas reagem com
etoximetilenomalononitrila em etanol, sob refluxo, através de reacdo de condensacdo, seguida
de ciclizacdo, conforme Esquema 2 (CHENG; ROBINS, 1956).

CN

CN / \
\/O\/\CN N
RNHNH, . \N NH,

EtOH, refluxo |

Esquema 2: Metodologia derivada do método de Knorr utilizando hidrazinas e etoximetilenomalononitrila.

A utilizacdo de micro-ondas vem sendo muito empregada na sintese organica, com
bons resultados e menor tempo reacional. Pirazdis foram sintetizados a partir de hidrazinas e
pentano-2,4-dionas. Utilizando a metodologia convencional, o rendimento ficou na faixa de
40% a 70%. Quando a reacdo foi submetida a radiagao de micro-ondas, o rendimento oscilou
entre 94 e 99% (Esquema 3) (VADDULA; VARMA,; LEAZER, 2013).
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R, =H, Cl, Et

Esquema 3: Método de Knorr com utilizacdo de micro-ondas.

1.3.1.2.2 — Método de Pechmann

A formacdo do pirazol ocorre através de uma reacao de cicloadi¢do 1,3-dipolar, tipo
[3+2], entre acetileno (dipolardfilo) e diazometano, um composto 1,3-dipolar (Esquema 4)
(PECHMANN,1898).

H

A

Esquema 4: Método de Pechmann.

H

Metodologias alternativas derivadas do método de Pechmann envolvem outras reacdes
entre diazoalcanos e alcinos. Assim como no método de Knorr, hé possibilidade de mistura de
produtos se o alcino utilizado possuir grupos distintos ligados aos atomos de carbono sp
(STEFANI, 2009; YOON; LEE; SHIN, 2011).

Jishkariani e colaboradores estabeleceram uma sintese regiosseletiva de pirazdis,
mediada por Cu,Br, através de cicloadicdo envolvendo alcinos e 1,2,4-triazdis. Os
rendimentos com utilizag&o de alcinos terminais ficaram entre 62 e 78% e com alcinos nao

terminais a reagdo néo ocorreu (Esquema 5) (JISHKARIANI et al., 2012).
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N@ Piridina, DCM N
\ Ar \N _

/N o Ar
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R = Benzil, Me, n-Bu,
LG = Tosilato (Ts), NO,, Nosilato (Ns)
Ar= Ph, 4-OMe-Ph, 4-Me-Ph

Esquema 5: Metodologia derivada de Pechmann utilizando Cu,Br», piridina e DCM.

1.3.1.3 — Aplicacdes

Os pirazois apresentam aplicacfes nas mais variadas areas das inddstrias quimicas e

farmacéuticas. Na medicina, sdo encontrados em diversos farmacos, podendo-se destacar
(KETER; DARKWA, 2012; WOJCICKA; BECAN, 2015; YOON; LEE; SHIN, 2011):
- Anti-inflamatorios: Celecoxib (Celebra® - Pfizer) € um inibidor seletivo da COX-2 com
menos efeitos colaterais que outros anti-inflamatdrios ndo esteroidais (NSAID’s) (Figura 25)
(ALAM, et al., 2015). Fenilbutazona (Butazona® - Boehringer-Ingelheim) é um outro
derivado pirazolico com atividade anti-inflamatoria ndo esteroidal, atuando na inibicdo das
COX-1 e COX-2 (FERREIRA; VANE, 1974).

Celecoxib Fenilbutazona

Figura 25: Estruturas dos anti-inflamatérios celecoxib e fenilbutazona.

- Analgésico: Dipirona (Novalgina® - Sanofi Aventis) tem efeito redutor e supressor da dor.
Acredita-se que ocorra inibicdo da ativacdo da adenilciclase e blogueio da entrada de célcio
nos nociceptores e/ou acdo de metabdlitos sobre prostaglandinas no sistema nervoso central
(Figura 26) ( SAKATA; NUNES, 2014; SHIMADA; OTTERNESS; STITT, 1994).
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Figura 26: Estrutura da dipirona.

- Estimulante sexual: Sildenafil (Viagra® - Pfizer) é um inibidor das fosfodiesterases e sua
acdo erétil, apos estimulo sexual, deve-se ao relaxamento da musculatura lisa seguida de
aumento do volume sanguineo (Figura 27) (MOURA; CERESER, 2002).

Figura 27: Estrutura do sildenafil.

- Auxiliar na reducdo de peso: Rimonabant (Acomplia® - Sanofi-Aventis) atua em nivel
cerebral, no sistema endocanabindide, inibindo o receptor CB1 (Figura 28). Promove a
diminuicdo da fome e aumento da saciedade, além de estimular a quebra de gorduras

(PADWAL; MAJUMDAR, 2007).

Figura 28: Estrutura do rimonabant.
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1.3.2 — Imidazolinas

1.3.2.1 — Caracteristicas do sistema

As imidazolinas (di-hidroimidazdis) sdo compostos heterociclicos de 5 membros, com
atomos de nitrogénio nas posicbes 1 e 3. Sdo obtidas atraves da hidrogenacdo parcial do
imidazol, enquanto a hidrogenagéo total gera as imidazolidinas (Figura 29). O pirazol e o
imidazol sdo aromaticos, pois obedecem a regra de Huckel (4n+2 = 6e'n; n=1), enquanto a
imidazolina ndo apresenta aromaticidade (JUNEJO et al., 2011; L1U; DU, 2009).

[ . [N e

HN\7N NVNH HN\/NH

Imidazol 2-Imidazolina Imidazolidina

Figura 29: Estruturas do imidazol, imidazolina e imidazolidina.

De acordo com a posicao da dupla ligacdo, as imidazolinas podem ser representadas
como 3 isdmeros: 2-imidazolina, 3-imidazolina ou 4-imidazolina (Figura 30) (LIU; DU,
2009).

— — T\ —
NVNH HNVN N\/NH HN\/NH
2-Imidazolina 3-Imidazolina 4-Imidazolina

Figura 30: Estruturas dos isdmeros de posi¢do da imidazolina.

No caso da 2-imidazolina ocorre o tautomerismo prototropico (Figura 31), que é a
rapida transferéncia do atomo de hidrogénio entre os atomos de nitrogénio (REMKO; VAN
DUIJNEN; SWART, 2003).
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Figura 31: Tautomerismo prototrdpico da 2-imidazolina.

A 2-imidazolina apresenta um par de elétrons do tipo “piridinico” que nédo participa da

ressonancia, o que confere um carater basico ao sistema (Figura 32).

© [\ [\ o [\
tN_IN, == NN <= :N__
N ‘I N

Figura 32: Contribuintes de ressonancia da 2-imidazolina.

1.3.2.2 — Métodos de obtencéo de 2-imidazolinas

Os métodos mais utilizados para sintese de 2-imidazolinas envolvem ciclizacdo de
nitrilas e derivados com 1,2-diaminas (L1U; DU, 2009).

Desde 1888, quando foi publicado o primeiro trabalho de obtengédo de 2-imidazolinas,
varios métodos de sintese tém sido desenvolvidos. No entanto, muitos apresentam
desvantagens, como a necessidade de condicdo anidra, tempo prolongado de reacdo e
reagentes caros (FERM; RIEBSOMER, 1954; GOGOIl; KONWAR, 2006). Os métodos

tradicionais tém sido modificados para melhorar sua eficiéncia (L1U; DU, 2009).

1.3.2.2.1 — Sintese a partir de nitrilas

As nitrilas s8o as principais matérias-primas para obtencdo de 2-imidazolinas. O
método consiste em utilizar nitrilas com diferentes substituintes, 1,2-diaminas e catalisadores,
geralmente &cido de Lewis. Foi o primeiro metodo desenvolvido (Esquema 6) (LIU; DU,
2009).
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[\

/\/ NH, catalisador N \
RCN  +  H,N \(

R

Esquema 6: Sintese de imidazolinas a partir de nitrilas.
Mirkhani e colaboradores citam alguns catalisadores utilizados na sintese de 2-
imidazolinas e apontam suas desvantagens, o que justifica a busca por métodos mais

eficientes (Tabela 1) (MIRKHANI et al., 2006).

Tabela 1: Catalisadores utilizados na sintese de 2-imidazolinas a partir de nitrilas e suas desvantagens.

Catalisadores Desvantagens
Sem catalisador Altas temperaturas (>150°C)
H,S Muito tempo de reacdo (4 dias)
HCI/EtOH Baixo rendimento, tempo razoavel de reacédo (12-24h), varias etapas de sintese
Baixo rendimento, muito tempo de reacéo, precisa de grande quantidade de
CuCliMeOH catalisador
La(Otf); Altas temperaturas, tempo de reacao relativamente alto (aprox.24h)
CS, Baixo rendimento, altas temperaturas

A adicdo de sulfeto de hidrogénio tem proporcionado bons rendimentos, apesar do
tempo da reacdo. No trabalho de Crouch, benzonitrila foi misturada com excesso de 3 vezes
de 1,2 etanodiamina e a mistura foi saturada com H,S a 0°C. Apds 4 dias a temperatura

ambiente, a 2-fenil-2-imidazolina foi obtida com rendimento de 82% (Esquema 7)
(CROUCH, 2009).

/\/NHz H,S N\ NH
Ph——CN + HoN B
4 dias
Ph

Esquema 7: Sintese de 2-fenil-2-imidazolina utilizando H,S como catalisador.

Uma metodologia que tem sido bastante utilizada consiste na substituicdo do H,S pelo
dissulfeto de carbono (CS;). No trabalho de Crouch, benzonitrila foi misturada com 4

equivalentes de 1,2 etanodiamina e CS; (10%mol), sob radiagdo de 100 W por 150 segundos
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para produzir 2-fenil-2-imidazolina com 80% de rendimento. A mesma reagdo com
aquecimento (120°C) por 35 minutos e sem radia¢do proporcionou um rendimento de 75% do
produto desejado (Esquema 8) (CROUCH, 2009).

[\

/\/NHz Cs, N
Ph——CN + HoN S

Ph

MW: 100 W, 150 segundos 80%
T: 120°C, 35 minutos 75%

Esquema 8: Sintese em reator de micro-ondas de imidazolina na presenca de CS..

1.3.2.2.2 — Sintese a partir de ésteres

Os derivados dos &cidos carboxilicos, como os ésteres, também sdo utilizados para
obtencdo de 2-imidazolinas, com rendimentos bem melhores do que o &cido carboxilico como
substrato. Crouch em 2009 reportou que a mistura de 3-fenil-3-(piridin-2-il) propanoato de
etila com 1,2-etanodiamina ap6s aquecimento por 48 horas forneceu um rendimento de 73%
(Esquema 9) (CROUCH, 2009).

Essa reacdo provavelmente ocorre atraves da formag&o inicial da amida, seguida de

perda de agua e ciclizacao para imidazolina.

Ph (0] Ph N/>
N \
N
N
H

NH; refluxo
9y N/\/ =

2
48 h

~ N

o
m

Esquema 9: Sintese de imidazolinas a partir de éster.
1.3.2.3 — Aplicacodes

As imidazolinas tém grande importancia devido a versatilidade biol6gica e

propriedades farmacologicas. A 2-imidazolina é a que atrai mais atengdo, devido a sua ampla
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aplicacdo. E encontrada em alguns produtos farmacéuticos, intermediarios na sintese
organica, catalisadores homogéneos, entre outros. Dentro da industria farmacéutica, o ndcleo
2-imidazolina pode ser encontrado em anti-inflamatorios, antihipertensivos, antidepressivos,
hipoglicemiantes e hipocolesterolémicos (GIORGIONI et al., 2010; LIU; DU, 2009). Como
exemplos de fA&rmacos com o grupo imidazolina tem-se:

- Anti-hipertensivo: Clonidina (Atensina® - Boehringer-Ingelheim) (Figura 33) é um agonista

adrenérgico, que estimula alguns receptores cerebrais, responsaveis pela vasodilatacdo

(FRISHMAN; YU, 1996).
Cl
H\\\(//n
)
cl

Figura 33: Estrutura da clonidina.

- Descongestionante nasal: Nafazolina (Sorine® - Aché) (Figura 34) é um farmaco

simpaticomimético que possui acdo vasoconstritora e descongestionante (HIGGINS et al.,

1991).
B

Figura 34: Estrutura da nafazolina.

- Medicamento para disfuncdo erétil: Fentolamina (Vigamed® - Cimed) (Figura 35) é um
bloqueador a-adrenérgico que promove o relaxamento da musculatura lisa, dilatacdo das
artérias penianas e, por conseguinte, o aumento de fluxo sanguineo para 0 pénis
(BAVADEKAR et al., 2008).
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Figura 35: Estrutura da fentolamina.

- Compostos com atividade antiprotozoaria: Mayence e colaboradores (2004) sintetizaram e
avaliaram a atividade antileishmania de 1,4-diarilpiperazinas (Figura 36). Os derivados
apresentaram alta atividade in vitro contra o parasito, sendo o segundo derivado mais potente
do que a pentamidina (ICso — L. donovani = 2,9 uM £ 0,4) e com acdo semelhante a
anfotericina B (ICso — L. donovani = 0,14 uM £ 0,03).

OO0~

1,4-bis(4-(4,5-diidro-1H-imidazol-2-il)fenil)piperazina

ICso — L. donovani = 6,7 uM £ 2,5

OO0~

1,4-bis(4-(1H-benzo[d]imidazol-2-il)fenil)piperazina

ICso — L. donovani = 0,41 uM + 0,07

Figura 36: Estruturas dos derivados 1,4-diarilpiperazinas.
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2 — ODbjetivos
2.1 — Gerais

- Sintetizar os derivados inéditos do sistema 1-aril-5-bromo-4-(4,5-di-hidro-1H-imidazol-2-
il)-1H-pirazdis 1(a-h) (Figura 37);

N\/>
N
H
Jo) )
\N Br a. 4-Br
b. 4-OCH;
c. 3,5-diCl
d. 4-Cl
Z e. 4-F
’ f. 3-Cl
X \ g. 3-Br
R h.H
1(a-h)

Figura 37: Estrutura dos derivados inéditos propostos 1(a-h).

- Sintetizar os derivados do sistema 5-amino-1-aril-4-(4,5-di-hidro-1H-imidazol-2-il)-1H-

pirazois 2(a-h) (Figura 38);

N/>
\ R
N
.4-B
N//_{ ?) 4-OrCH3
AN NH, c. 3,5-diCl

N d. 4-Cl

e. 4-F
f. 3-Cl
Z ‘ g.3-Br
h.H
XN \
R

2(a-h)

Figura 38: Estrutura dos derivados propostos 2(a-h).
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- Realizar testes preliminares de atividade antileishmania e antitripanossoma.
2.2 — Especificos

- Sintetizar os intermediarios 1-aril-5-bromo-1H-pirazol-4-carbonitrilas 3(a-h) e caracteriza-
los, através de analise de Pontos de Fusdo, Espectroscopia da Regido do Infravermelho (FT-
IR), espectroscopias de RMN-'H e RMN-*C e cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (CG-EM);

- Sintetizar os intermediarios 5-amino-1-aril-1H-pirazol-4-carbonitrilas 4(a-h) e caracteriza-
los através de analise de Pontos de Fusdo e Espectroscopia na Regido do Infravermelho (FT-
IR);

- Utilizar todas as técnicas supracitadas para caracterizar os produtos finais 1(a-h) e 2(a-h).
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3 — Justificativas

3.1 — Planejamento sintético para avaliacdo da atividade

antileishmania

As leishmanioses estdo entre as doencas mais negligenciadas do mundo, um entrave
ao desenvolvimento socioeconémico e um grande problema de saude publica, devido a ampla
distribuicdo e elevada prevaléncia (FARIA et al., 2013). Estima-se que 350 milhdes de
pessoas estejam expostas ao risco e que 1,3 milhdo de novos casos surjam a cada ano. Apesar
dos avancos cientificos na UGltima década, as taxas de mortalidade e morbidade vém
crescendo, 0 que indica a ineficiéncia de programas de controle criados pelos governos
(WHO, 2010).

Os derivados antimoniais pentavalentes, compostos desenvolvidos na década de 1940
continuam como farmacos de primeira linha no tratamento das leishmanioses, apesar dos
graves efeitos colaterais como mialgia, arritmia cardiaca e hepatite. Além disso, tem-se
observado um aumento nas taxas de resisténcia a esses medicamentos em varios lugares do
mundo durante os Gltimos 50 anos (CROFT, 2001; PACE, 2014; TIUMAN et al., 2011).
Dessa maneira, com a ineficiéncia no tratamento das leishmanioses, a pesquisa e 0
desenvolvimento de novas substancias, menos toxicas, mais baratas e mais eficientes tém sido
explorados por muitos pesquisadores.

Os derivados azolicos, desenvolvidos como antifingicos, como por exemplo o
cetoconazol, o benzonidazol e o itraconazol tém sido muito utilizados no tratamento das
leishmanioses devido a similaridade entre as vias biossintéticas de ergosterol, o principal
esterol presente nas membranas celulares de fungos e Leishmania sp (BOECHAT;
PINHEIRO, 2014; CROFT; BARRETT; URBINA, 2005).

Nesse sentido, nosso grupo de pesquisa tem sintetizado e avaliado a atividade
antileishmania de diversos sistemas azolicos contendo os nucleos pirazolico e imidazolinico
(amidina ciclica). No primeiro trabalho, os derivados I(a-e), que sdo hibridos pirazdis-
amidinas aciclicas, ndo apresentaram bons resultados contra L. amazonensis. Os melhores
resultados foram com o substituinte bromo na posi¢éo 4 do anel benzénico (ICsp = 105 pM+
45 uM); contudo muito maior do que para o composto de referéncia, a pentamidina (ICso =
3,6 UM £ 1,6 uM) (Figura 39) (SANTOS et al., 2011a).
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NH
/ \ NH,
N
R
\N
a. H
= E jﬁg ICso — L. amazonensis
‘ d. 4-OMe I-b = 105 UM + 45 UM
\\ e. 2,6-diCl Pentamidina = 3,6 pM + 1,6 pM
R
I(a-e)

Figura 39:Estrutura dos derivados 1-aril-1H-pirazol-4-carboximidamidas I(a-€).

No trabalho posterior, 0 planejamento foi feito modificando o grupo amidina aberta,
presente nos derivados I(a-e) pelo grupo 2-imidazolina (amidina ciclica), gerando o0s
derivados 1-aril-4-(4,5-di-hidro-1H-imidazol-2-il)-1H-pirazo6is 1l(a-g) e 5-amino-1-aril-4-
(4,5-di-hidro-1H-imidazol-2-il)-1H-pirazois 111(a-g) (Figura 40) (SANTOS et al., 2011b). Os
resultados de atividade contra L. amazonensis sdo mostrados na Tabela 2.

Comparando o produto I-b com o andlogo Il-g, houve uma reducdo de
aproximadamente 3 vezes no valor do ICs, (Tabela 2). Portanto, o sistema Il com a

imidazolina aumentou significativamente a atividade antileishmania quando comparado ao

sistema |.
N\/> N\/>
N N R
I 'S o ac
Ny Ny NH; c. 34-diCl
d. 3,5-diCl
= 7 e. 3-F |
‘ ‘ f. 3-Br ICs, — L. amazonensis
X O 9. 4-Br 11-g.= 30 iM £ 5,5 uM
11(a-g) 11(a-g) Pentamidina = 3,6 pM = 1,6 uM

Figura 40: Estruturas dos derivados 1-aril-4-(4,5-di-hidro-1H-imidazol-2-il)-1H-pirazéis 11(a-g) e 5-amino-
1-aril-4-(4,5-di-hidro-1H-imidazol-2-il)-1H-pirazois 111(a-g).

Os derivados ll(a-g) e Il1(a-g) apresentaram menor toxicidade do que a pentamidina.
O melhor resultado obtido foi para o derivado I11d, com 1Cso de 15,5 uM % 6,8 uM (Tabela
2). A eficécia terapéutica do derivado I11d foi avaliada in vivo. Camundongos infectados com
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L. amazonensis receberam doses orais do derivado (29 mg/kg/dia) e outros receberam a droga
de referéncia, cetoconazol (50 mg/kg/dia). Observou-se que o didmetro da leséo cuténea foi
muito menor do que nos animais ndo tratados e muito proximo dos animais tratados com

cetoconazol.

Tabela 2: Atividade antileishmania de derivados hibridos pirazéis/amidinas ciclicas I1(a-g) e l11(a-g).

Substancia L. amazonensis Substancia L. amazonensis
1Cso (M) 1Cso (UM)
Ila 43142 Il a 365+3,5
Ilb 60+3,2 Il b >500
llc 297+6,0 Illc 381+29
Id >500 I d 15,5+6,8
Ile 54 e >500
Il f >500 1 f 31,354
g 30+5,5 g >500
Pentamidina 104,44 Pentamidina 10+4,44

Além dos bons resultados ja obtidos pelo nosso grupo de pesquisa a partir de hibridos
pirazol/imidazolina, diversos estudos tém demonstrado que a presenca do atomo de bromo,
em muitos compostos, aumenta a atividade antiprotozoaria (ANDRZEJEWSKA et al., 2002;
BRETNER et al., 2005).

Nesse sentido, o planejamento foi feito mantendo os nucleos pirazol e 2-imidazolina,
inserindo o atomo de bromo na posi¢do 5 do pirazol e utilizando os mesmos R’s empregados
para ll(a-g) e Ill(a-g), exceto 3-F e 3,4-diCl, além de adicdo de grupo ativante do anel (4-

OCHpg) e adicdo de 4-Cl e 4-F, para avaliar a atividade antileishmania (Esquema 10).

Nucleo 2-imidazolina  °
mantido

R i aclko pirazolico ..

a. H E mantido R

b. 3-Cl = a. 4-Br

c. 3,4-diCl b. 4-OCHj,4
d.3,5-diCl | =~ e c. 3,5-diCl
e. 3-F Substitui¢do de H e NH, d. 4-Cl

f. 3-Br por Br e. 4-F

g. 4-Br f. 3-Cl

g. 3-Br

R, = H, NH, I(a-g) / ITI(a-g) 1(a-h) h. H

Esquema 10: Planejamento dos derivados inéditos propostos 1-aril-5-bromo-4-(4,5-di-hidro-1H-imidazol-2-il)-
1H-pirazéis 1(a-h).
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3.2 — Planejamento sintético para avaliacdo da atividade

antitripanossoma

A Doenca de Chagas continua a ser um grave problema de saude publica principalmente
na Ameérica Latina. De acordo com a OMS, o numero de pessoas infectadas vem caindo nos
ultimos anos, mesmo assim, 108 anos depois da descoberta pelo médico brasileiro Carlos
Chagas, a falta de acesso ao diagndstico e ao tratamento séo fatores que dificultam o controle
da doenca (PAUCAR; MORENO-VIGALLI; PEREZ-SILANES, 2016; DIAS et al, 2016).

Os Unicos farmacos disponiveis para o tratamento, o nifurtimox e o benzonidazol sdo
eficazes apenas na fase aguda da doenca, apresentando taxas de cura entre 10 e 20 % na fase
cronica. Os efeitos colaterais, frequentes em aproximadamente 40% dos pacientes, constituem
outra limitagdo do tratamento (PAUCAR; MORENO-VIGALI; PEREZ-SILANES, 2016;
SBARAGLINI et al., 2016).

A partir dos resultados promissores de atividade antileishmania dos derivados 5-amino-
1-aril-4-(4,5-di-hidro-1H-imidazol-2-il)-1H-piraz6is 1l11(a-g) no trabalho de Santos, et al.,
2011b, conforme discorrido no item 3.1 e de evidéncias de que o mecanismo de acdo seja
semelhante, tanto para inibicdo de crescimento de Leishmania sp quanto T. cruzi, decidiu-se
sintetizar esses derivados (Figura 41) , com os substituintes 4-OCHgs, 4-Cl, 4-F, além dos
substituintes utilizados no trabalho: 4-Br, 3-Cl, 3-Br, H e 3,5-diCl.

N\/>
N
/ H
N_ \ R
N NHz a. 4-Br
b. 4-OCH,
= c. 3,5-diCl
| d. 4-Cl
\ \ e. 4-F
R f. 3-Cl
g. 3-Br
2(a-h) h. H

Figura 41: Estrutura dos derivados 5-amino-1-aril-4-(4,5-di-hidro-1H-imidazol-2-il)-1H-piraz6is 2(a-h).
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4 — Metodologias

4.1 — Metodologias de sintese

4.1.1 — Analise retrossintética

Os derivados ineditos 1-aril-5-bromo-4-(4,5-di-hidro-1H-imidazol-2-il)-1H-pirazoéis
1(a-h) foram planejados a partir da interconverséo de grupo funcional (IGF) dos derivados 1-
aril-5-bromo-1H-pirazol-4-carbonitrilas 3(a-h). Uma nova IGF remete aos intermediarios 5-
amino-1-aril-1H-pirazol-4-carbonitrilas 4(a-h), que por desconexdes de ligacdes N»-C3 e N;-
Cs originam as arilhidrazinas 5(a-h), utilizadas como matérias-primas. Os derivados 5-amino-
1-aril-4-(4,5-di-hidro-1H-imidazol-2-il)-1H-piraz6is 2(a-h) foram planejados a partir da IGF

dos intermediarios 5-amino-1-aril-1H-pirazol-4-carbonitrilas 4(a-h) (Esquema 11).

i
N CN CN
s U2
N Br N Br SN TNH, NHNH
IGF IGF ‘ ?
~ R \\R \\R N\
R
1(a-h) 3(a-h) 4(a-h) 5(a-h)
HIGF
R N\/>
a. 4-Br N
b. 4-OCH, I
c. 3,5-diCl N
d. 4-Cl NN,
e. 4-F
f. 3-Cl Z |
g. 3-Br
h.H N
2(a-h)

Esquema 11: Analise retrossintética para as sinteses dos derivados 1(a-h) e 2(a-h).
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4.1.2 — Sintese dos derivados 1-aril-5-bromo-4-(4,5-di-hidro-1H-imidazol-2-
il)-1H-pirazéis 1(a-h)

4.1.2.1 — Primeira etapa: Sintese dos derivados 5-amino-1-aril-1H-pirazol-4-

carbonitrilas 4(a-h)

Em um baldo de 100 mL, adaptado com condensador de refluxo, adicionou-se 0,01
mol de cloridrato de arilhidrazina 5(a-f), 0,02 mol de acetato de sédio e 20 mL de etanol 95%
(Esquema 12). A mistura foi submetida a agitacdo magnética e aquecimento até entrar em
refluxo. Apdés 30 minutos do inicio do refluxo adicionou-se 0,01 mol de
etoximetilenomalononitrila. A mistura foi mantida em refluxo por aproximadamente 1 hora e
30 minutos. Apos o término da reacdo, evidenciado por CCF, verteu-se o conteldo para um
béquer com aproximadamente 150 mL de &gua gelada que foi filtrado a vacuo e lavado com
aproximadamente 250 mL de agua gelada (SANTOS et al., 2011a). Os derivados 4g e 4h

foram sintetizados por outros integrantes do grupo de pesquisa.

CN
NHNH;* CI o / \
Ay Aows e R
2
’ refluxo/30 minutos N
>
X \ /\o“\( N =
R 2) CN ‘
refluxo/1h30min N \
R
S(a-h) 4(a-h)
R: a.4-Br; b.4-OCHeg; ¢.3,5-diCl; d.4-Cl; e.4-F; £.3-Cl; ¢.3-Br; h.H.

Esquema 12: Sintese dos derivados 5-amino-1-aril-1H-pirazol-4-carbonitrilas 4(a-h).
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4.1.2.2 — Segunda etapa: Sintese dos derivados 1-aril-5-bromo-1H-pirazol-4-

carbonitrilas 3(a-h)

Metodologia A: Nitrito de isobutila, bromoférmio e aquecimento

Em um bal&o de 100 mL, adaptado com condensador de refluxo, adicionou-se 1,7 mL
de nitrito de isobutila, 7 mL de bromoférmio e 0,0023 mol do derivado 5-amino-1-aril-1H-
pirazol-4-carbonitrila 4(a-e) (Esquema 13). A mistura foi submetida a agitacdo magnética e
aquecimento (95°C) e mantida por aproximadamente 5 horas. Apds o término da reacédo,
evidenciado por CCF, o baldo foi levado ao rotaevaporador para retirar 0 excesso de
bromoformio e nitrito de isobutila. Em seguida, solubilizou-se o contetdo do baldo com
etanol 95% e verteu-se 0 mesmo para um béquer com aproximadamente 100 mL de agua
gelada. O precipitado foi filtrado a vacuo e lavado com aproximadamente 300 mL de agua
gelada. A recristalizacdo foi feita com uma mistura apropriada de &gua/etanol (KHAN;
FREITAS, 1982).

CN
CN CN
L) \ \
\N NH, ‘ O\NéO N//_i N//_i
\N Br \N H
> +
CHBr; 95°C, 5 horas
/ 3, >
’ = =
R X \ X \
R R
4(a-h) 3(a-h) 6(a-h)
R: a.4-Br; b.4-OCHg; ¢.3,5-diCl; d.4-Cl; e.4-F;
.3-Cl; g.3-Br e h.H néo sintetizados

Esquema 13: Sintese dos derivados 1-aril-5-bromo-1H-pirazol-4-carbonitrilas 3(a-h): metodologia A.

Como discutido adiante, no item 5.2.1, as analises de CG/EM mostraram que
obtiveram-se os produtos 3(a-e), além dos subprodutos 1-aril-1H-pirazol-4-carbonitrilas 6(a-

e).
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Na tentativa de purificagdo, a recristalizagio ndo teve éxito e, por coluna
cromatogréfica, a proximidade dos Rf’s com duas manchas na forma de “8” inviabilizou a
separacdo. Como as quantidades dos subprodutos 6(a-e) foram inferiores as dos produtos
desejados 3(a-€), decidiu-se tentar a 3% etapa, descrita no item 4.1.2.3.

Simultaneamente a sintese dos derivados 3(a-e), realizou-se a tentativa de obtengéo
dos derivados 1-aril-5-bromo-4-(4,5-di-hidro-1H-imidazol-2-il)-1H-piraz6is 1(a-e). No
entanto, as analises de CG/EM de tais derivados mostraram que o atomo de bromo néo estava
presente na molécula, conforme discutido no item 5.2.1, por isso os derivados 3(f-h) nao

foram sintetizados.

Metodologia B: Brometo cuproso, Acetonitrila, Nitrito de isobutila

Na tentativa de obter os derivados 3(a-h) sem a presenca dos produtos laterais 6(a-h),
decidiu-se tentar uma metodologia alternativa.

Em um baldo de 100 mL, adaptado com condensador de refluxo, adicionou-se 0,002
mol do derivado 5-amino-1-(4-fluorofenil)-1H-pirazol-4-carbonitrila 4e, 0,0024 mol de
brometo cuproso, 4 mL de acetonitrila como solvente e 1,5 mL de nitrito de isobutila
(Esquema 14).

A mistura foi submetida a agitacdo magnética e refluxo por 15 horas. O término da
reacdo foi evidenciado por CCF e o baldo foi colocado no rotaevaporador para retirar o
solvente e 0 excesso de nitrito de isobutila.

Adicionou-se etanol ao baldo para retirar o produto que estava aderido e o conteddo
foi vertido em um béquer com &gua gelada, sendo entdo filtrado a vacuo. O produto foi
recristalizado com uma mistura de agua/etanol (50/50).

Conforme discutido no item 5.2.2 o produto desejado 3e foi obtido; todavia, os demais

derivados ndo foram sintetizados por essa metodologia.
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CN CN CN

/ 7\ 7o\
Ny NH, CuBr,xn;/N\\o Ny Br Ny H

H4CCN, refluxo, 15 h

F F F
4e 3e 3e

Esquema 14: Sintese do derivado 5-bromo-1-(4-fluorofenil)-1H-pirazol-4-carbonitrila 3e: metodologia B.

4.1.2.3 — Terceira etapa: Sintese dos derivados 1-aril-5-bromo-4-(4,5-di-
hidro-1H-imidazol-2-il)-1H-pirazois 1(a-h)

a) A partir dos derivados 1-aril-5-bromo-1H-pirazol-4-carbonitrilas 3(a,d)

Em um baldo de 50 mL, adaptado com condensador de refluxo, adicionou-se 0,0016
mol dos derivados 1-aril-5-bromo-1H-pirazol-4-carbonitrilas 3(a,d), obtidos através da
metodologia A, descrita no item 4.1.2.2 (nitrito de isobutila e bromoférmio a 95°C), 3 mL de
etilenodiamina e 8 gotas de dissulfeto de carbono (CS;). Ap6s aproximadamente 16 horas, 0
término da reacdo foi evidenciado através de CCF (Esquema 15). O contetdo do baldo foi
vertido em &gua gelada e realizou-se a filtragdo a vacuo. Foram feitas, em alguns casos,
tentativas de recristaliza¢cdo com mistura adequada etanol/agua.

As analises mostraram que os derivados propostos 1(a,d) ndo foram obtidos e, sim, 0s
compostos 7(a,d) e 8(a,d), onde o substituinte R; nos derivados 8(a,d), néo foi identificado.

Sendo assim, ndo se deu continuidade nas tentativas de sintese dos produtos finais 1(b,c,e-h).
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N
\
N
H
I
\N Br
—_— >
7
CN \ \|R
N/ \ 1(a,d)
Ny Br NG planejados, ndo obtidos
/ CS, /refluxo, 16 h
S D
N \ \
N N
/ /)
3(a,d) N\N \ H N\N Ry
7 Z |
R: a.4-Br; d.4-Cl N \|R XL
7(a,d) 8(a,d)
nao planejados, obtidos

Esquema 15: Sintese dos derivados 1-aril-5-bromo-4-(4,5-di-hidro-1H-imidazol-2-il)-1H-pirazéis 1(a,d).

b) A partir dos derivados 5-amino-1-aril-4-(4,5-di-hidro-1H-imidazol-2-il)-
1H-pirazdis 2(a-h)

Na tentativa de sintetizar os produtos finais 1-aril-5-bromo-4-(4,5-di-hidro-1H-
imidazol-2-il)-1H-pirazéis 1(a-h), outra metodologia foi empregada. Esta consiste na sintese
dos intermediarios 5-amino-1-aril-4-(4,5-di-hidro-1H-imidazol-2-il)-1H-pirazéis 2(a-h) a

partir dos derivados 5-amino-1-aril-1H-pirazol-4-carbonitrilas 4(a-h).

b.1) Sintese dos derivados 5-amino-1-aril-4-(4,5-di-hidro-1H-imidazol-2-il)-
1H-pirazois 2(a-h)

Em um baldo de 50 mL, adaptado com condensador de refluxo, adicionou-se 0,002
mol dos derivados 5-amino-1-aril-1H-pirazol-4-carbonitrilas 4(a-h), 3 mL de etilenodiamina e

10 gotas de dissulfeto de carbono (Esquema 16).
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O sistema foi submetido a agitacdo magnética e aquecimento sob refluxo em banho de
glicerina por 14 horas. Devido ao tempo reacional, apenas o derivado 2c foi sintetizado por
essa metodologia. Para os demais derivados, o sistema foi colocado no reator de micro-ondas
marca CEM, modelo Discover, a poténcia utilizada foi de 30 watts, método poténcia fixa, 1
pulso de 20 minutos, agitacdo e temperatura de seguranca de 150°C. O término da reacéo foi
evidenciado por CCF e o conteudo do baldo foi vertido em aproximadamente 40 mL de &gua
gelada e depois filtrado a vacuo. A recristalizacdo, quando necessaria, foi feita com mistura de

etanol/agua.

Y \ VR R
\ \
a. 4-Br
b. 4-OCHjs
CS,, MW, 30W, 20 min c. 3,5-diCl
X N d. 4-Cl
‘ ‘ e. 4-F
f. 3-Cl
g.3-Br
h.H
4(a-h) 2(a-h)

Esquema 16: Sintese dos derivados 5-amino-1-aril-4-(4,5-di-hidro-1H-imidazol-2-il)-1H-pirazois 2(a-h).

b.2) Sintese dos derivados 1-aril-5-bromo-4-(4,5-di-hidro-1H-imidazol-2-il)-
1H-pirazdis 1(a-h)

Em um baldo de 50 mL, adaptado com condensador de refluxo, adicionou-se 0,001
mol dos derivados 5-amino-1-(4-bromofenil)-4-(4,5-di-hidro-1H-imidazol-2-il)-1H-pirazois
2a, 0,002 mol de nitrito de isobutila, 0,002 mol de brometo cuproso (CuBr) e 5 mL de
acetonitrila. A mistura foi submetida a aquecimento, agitacdo magnética e refluxo por um
periodo de 15 horas (Esquema 17).

Apos o fim da reacgdo, evidenciado por CCF, o contetdo do baldo foi vertido em
aproximadamente 50 mL de agua gelada e filtrado a vacuo. Quando necesséaria, a
recristalizacdo foi feita com mistura adequada de agua/etanol. Conforme discutido no item

5.3.b.2, as reagcdes com os demais produtos de partida 2(b-h) ndo foram realizadas.
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Esquema 17: Sintese do derivado 5-bromo-1-(4-bromofenil)-4-(4,5-di-hidro-1H-imidazol-2-il)-1H-pirazol 1a.

4.2 — Elucidacao estrutural

As caracterizagdes das substancias sintetizadas foram realizadas através das seguintes
anélises:
- Determinacdo do Ponto de Fusao: realizada em duplicata no aparelho da marca Fisatom,
modelo 431, no Laboratério de Sintese de Moléculas Bioativas (LASIMBIO) e Laboratorio
de Sintese Orgéanica (LABSINTO) instalados no CEIIMB / UNIFEI — Itajuba.

- Espectroscopia na Regido do Infravermelho (FT/IR): utilizando o aparelho Spectrum 100
da PerkinElmer, com sistema ATR (diamante-ZnSe) no Laboratério de Espectroscopia do
CEIIMB e na Central Analitica, ambos na / UNIFEI — Itajuba.

- Espectrometria de Massas: analises realizadas no equipamento Micromass/Waters, através

de infus&o direta, com ionizacao por eletrospray (ESI), na Central Analitica da FIOCRUZ/RJ.

- Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN): as espectroscopias de 'H-
RMN (400 e 500 MHz) e *C-RMN (100 e 125 MHz) e DEPT-135 foram realizadas
utilizando instrumento BRUKER Advance, na Central Analitica da FIOCRUZ/RJ e na
UNIFAL — Alfenas.
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- Cromatografia Gasosa Acoplada a Espectrometria de Massas: através de um
instrumento marca Agilent, modelo 7890A. A coluna utilizada foi HP-5 com 30 m de
comprimento, 0,25 mm de didmetro interno e espessura do filme de 0,25 pum. A injecédo da
amostra foi de 1pL, a temperatura de 20°C e split na razdo de 20:1. A temperatura inicial do
forno no primeiro minuto foi de 60°C, com rampa de 13°C/minuto até atingir 300°C. As
andlises foram realizadas na Central Analitica/UNIFEI — Itajub& e na Central Analitica da
FIOCRUZ/RJ.
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5 — Resultados e discussao

5.1 — Primeira etapa: Sintese dos derivados 5-amino-1l-aril-1H-
pirazol-4-carbonitrilas 4(a-h)

A primeira etapa consiste na reagdo entre cloridratos de arilhidrazinas 5(a-h) com
acetato de sodio em etanol, seguida por adicdo de etoximetilenomalononitrila, conforme
detalhado no item 4.1.2.1. As estruturas dos derivados sintetizados sdo mostradas na figura
42.

CN CN CN CN
N//i N/ \ N/ \ N//i
\N NH; \N NH, \N NH, \N NH>
i C/Ei\c ©
Br /o cl
4a 4b 4c 4d
CN CN CN CN
A o, o o
\N NH> \N NH, \N NH> \N NH>
Cl ©\Br @
F
4e 4f 4g 4h

Figura 42: Estruturas dos derivados 5-amino-1-aril-1H-pirazol-4-carbonitrilas 4(a-h).
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O mecanismo proposto para a reacdo ocorre em Vvarias etapas. Inicia-se com a
desprotonacao do cloridrato de arilhidrazina pelo acetato de sddio. A arilhidrazina realiza uma
adicdo nucleofilica ao &tomo de carbono B do etoximetilenomalononitrila, numa reagdo do
tipo Michael, e o produto de condensacdo é formado apds a saida de etanol. A ciclizagédo
ocorre pela adicdo nucleofilica do &tomo de nitrogénio da arilhidrazina, ligado diretamente ao
anel aromaético, ao &omo de carbono do grupo ciano. Na Ultima etapa ocorre um

tautomerismo imina/enamina gerando o pirazol aromatico (Esquema 18).
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Esquema 18: Mecanismo da reacdo de obtencdo dos derivados 5-amino-1-aril-1H-pirazol-4-carbonitrilas 4(a-h).

Os espectros na regido do Infravermelho (FT/IR) (Anexo A — Espectros 1 a 8) foram
obtidos para os derivados 4(a-h) e as principais absor¢des sdo apresentadas na tabela 3.

O estiramento assimétrico (v,s) associado ao grupo amino (NH,) gerou uma banda na
faixa de 3454 a 3296 cm™; ja o estiramento simétrico (vs) associado ao mesmo grupo foi
identificado como uma banda entre 3327 e 3170 cm™. Os valores entre 2240 e 2213 cm™ sdo
relativos ao estiramento (v) do grupo ciano (C=N). A deformacgdo angular no plano (3)

relativa ao grupo NH, foi identificada como uma banda entre 1664 e 1637 cm™. Para o0s
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estiramentos (v) referentes as ligagdes C=C e C=N, os valores obtidos ficaram entre 1621 e
1478 cm™. As bandas entre 857 a 761 cm™ foram atribuidas & deformacéo angular fora do

plano (y) de C-H do anel benzénico, dependendo do grau de substituicdo do anel benzénico.

Tabela 3: Principais absor¢des no espectro de Infravermelho (FT/IR) dos derivados 4(a-h).

Grupo/ )
Lig:ggo Movimento | 4a 4b 4c 4d 4 | 4f | 49 | 4n
quimica vibracional (4-Br) (4-OCHg) (3,5-diCl) (4-CI) (4-F) (3-Cl) | (3-Br) (H)
Estiramento
NH, assimétrico | 3336 3352 3392 3296 | 3296 | 3453 | 3454 | 3322
(v
NH, Estiramento | 4,99 3170 3327 3185 | 3185 | 3310 | 3298 | 3223
simétrico (vs)
C=N ESt"?V”)’e”to 2230 2213 2213 2228 | 2223 | 2238 | 2240 | 2223
NH, Def. angular | o) 1661 1649 1664 | 1661 | 1638 | 1637 | 1638
no plano (d)
c—c/ Estiramento | 1584 1613 1621 1585 | 1568 | 1595 | 1590 | 1600
C=N (V) a a a a a a a a
1488 1510 1532 1492 | 1504 | 1482 | 1478 | 1492
C-H Def. angular
foradoplano | 821 829 857 827 | 832 | 785 | 795 | 761
(benzeno) o)

Os rendimentos dos produtos sintetizados ficaram na faixa de 78 a 96% (Tabela 4). Os
pontos de fusdo desses derivados também estdo na tabela 4. As faixas de fusdo dos derivados
4(a,c,e-h) variaram até 2°C mostrando alta pureza para esses compostos. Alguns derivados
tiveram os pontos de fusdo bem préximos aos reportados na literatura enquanto outros nao, o

que pode ser justificado pela metodologia empregada na purificacdo do produto.

Tabela 4: Rendimentos e pontos de fusdo dos derivados 4(a-h).

o Rendimento Ponto de Fuséo (°C)
Substancia R (%) Experimental Relatado na literatura
4a 4-Br 94 163-165 168-170°/ 178-180° / 168-170°
4b 4-OCH, 89 136-139 128-131°/135-136°
4c 3,5-diCl 96 145-147 210-211*/ 166-168°
4d 4-Cl 87 159-162 139-140%/ 167-167,5° / 168-170°
4e 4-F 88 172-174 172-173%/ 183-185"
4f 3-Cl 95 166-168 164-165°
49 3-Br 78 174-176 175-176°
4h H 90 135-136 140° / 135-136°

a. Faioes, V.S. et al.Chem.. Biol. Drug Des. 2014, 83, 272. b. Cheng, C.C.; J. Org. Chem. 1956, 21, 1240.
c. Gupta, S.; etal., Eur. J. Med. Chem. 2008, 43, 771. d. Harden, F.A.; etal., J. Med. Chem. 1991, 34, 2892.
e. Santos, M.S. et al. J. Braz. Chem. Soc. 2011, 22, 352.
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5.2 — Segunda etapa: Sintese dos derivados 1-aril-5-bromo-1H-

pirazol-4-carbonitrilas 3(a-h)
5.2.1 — Metodologia A (Nitrito de isobutila, bromoformio e aguecimento)

Na segunda etapa de sintese, a primeira metodologia utilizada para obtencdo dos
derivados 1-aril-5-bromo-1H-pirazol-4-carbonitrilas 3(a-€) foi feita a partir dos intermediarios
4(a-e), nitrito de isobutila e bromoférmio. Os intermediarios 3(f-h) ndo foram sintetizados
através desta metodologia, conforme ja citado no item 4.1.2.2. Na terceira etapa, discutida no
item 5.3a, que consistiu na tentativa de obtencdo dos produtos finais 1(a,d) a partir dos
derivados 3(a,d), o atomo de bromo néo foi identificado nos produtos desejados. Como 0s
produtos desejados 1(a,d) ndo foram obtidos, ndo realizou-se a terceira etapa a partir dos
intermediarios 3(b,c,e).

As analises de espectroscopia na regido do Infravermelho mostraram que a reacéo de
desaminagdo aprética ocorreu. De acordo com as analises de CG/EM, os derivados gerados
foram 3(a-e) e os subprodutos 6(a-€) (Figura 43), cujas areas relativas foram de 77,2 a 98,5%

para 3(a-e), e 1,5 a 22,8% para 6(a-€), como mostra a tabela 6.
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Derivados planejados e obtidos
CN CN CN CN CN
'S 7\ 7 7\ 7\
\N Br \N Br \N Br \N Br \N Br
© C/Cj\c © ©
Br /o cl F
3a 3b 3¢ 3d 3e
Subprodutos
CN CN CN CN CN
'S 7N 7N 7\ 7\
\N H \N \N H \N H \N H
© C/ij\c © ©
Br /o Cl F
6a 6b 6¢c 6d 6e

Figura 43: Estruturas dos derivados 1-aril-5-bromo-1H-pirazol-4-carbonitrilas 3(a-e) e subprodutos 1-
aril-1H-pirazol-4-carbonitrilas 6(a-€): metodologia A.

A primeira etapa da reacdo € a formacdo do sal de diaz6bnio. Com o0 aquecimento,
ocorre a cisdo heterolitica da ligacdo entre os &tomos de nitrogénio e oxigénio do nitrito de
isobutila, com formacdo do anion isobutoxido e do cation nitrosénio (‘N=0). O par de
elétrons ndo ligante do 4&tomo de nitrogénio do grupo amino faz um ataque nucleofilico ao
nitrosbnio e, apoOs sucessivos equilibrios acido-base e saida de H,O, forma-se o sal de

diaz6nio (Esquema 19).
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Esquema 19: Mecanismo de formagdo do sal de diazdnio, via nitrito organico, na sintese dos derivados 1-aril-5-
bromo-1H-pirazol-4-carbonitrilas 3(a-h).

O mecanismo da segunda etapa ndo é bem descrito na literatura. A proposta
mecanistica é a seguinte: ocorre uma cisao homolitica da ligacdo entre 0 &tomo de nitrogénio
do diazonio e o 4&tomo de carbono do anel pirazolico, com formagéo de radicais livres. O
radical formado no anel pirazolico abstrai 0 &tomo de hidrogénio (caminho 1) ou o atomo de
bromo (caminho 2) do bromoférmio. Em seguida, os radicais livres formados transferem o
elétron para o cation-radical (*"N=N) gerando cations e liberacdo de N,. O isobutdxido realiza
um ataque nucleofilico aos cations gerados a partir do bromoférmio com formacao dos éteres

correspondentes (Esquema 20).
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Esquema 20: Proposta de mecanismo da reacdo de obtencéo dos derivados 1-aril-5-bromo-1H-pirazol-4-
carbonitrilas 3(a-h).

Nos espectros de absorcdo na regido do Infravermelho (FT/IR) (Anexo B — Espectros
9 a 13) (Tabela 5) ndo se observaram as absorcdes relativas aos movimentos vibracionais
associados ao grupo NH,: estiramentos assimétrico (vas) e simétrico (vs) e deformacédo angular
no plano (3), confirmando que a reacdo ocorreu. As bandas atribuidas aos estiramentos (v) da
ligacdo C-H (Csp?) ficaram entre 3154 e 3073 cm™; bandas associadas ao estiramento (v) do

grupo ciano (C=N) foram observadas entre 2240 e 2233 cm™ e associadas ao estiramento (v)
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das ligagdes C=C e C=N oscilaram entre 1593 e 1469 cm™. Os valores encontrados referentes
as deformacdes angulares fora do plano (y) das ligacdes C-H (Csp?) do anel benzénico foram

identificados entre 852 e 791 cm™, confirmando o grau de substituicdo correspondente.

Tabela 5: Principais absorc¢des na regido do Infravermelho (FT/IR) dos derivados 3(a-e),
sintetizados pela metodologia A.

(I_Sig;ggé Movimento 3a 3b 3c 3d 3e
quimica vibracional (4-Br) (4-OCHs,) (3,5-diCl) (4-ClI) (4-F)
» | Estiramento | 3126e | 31443114, | 3124,3089, | >4 | 3154,
C-H (Csp) v) 3097 3073 3078 3128, | 3129,
3101 3078
C=N Es“r?vr;‘e”to 2240 2233 2238 2240 | 2233
e Estiramento 1588 a 1548a | 1547 a
C=C/C=N ) 1491 154531515 | 1593 a 1530 1496 1469
C-H Def. angular
fora do plano 791 827 852 825 834
(benzeno) )

A Cromatografia em Camada Fina (CCF) dos produtos, ap6s isolamento, mostrou que
havia uma mancha em formato de “8” para os derivados 3b e 3e e apenas uma mancha para 0s
demais, mesmo com eluentes de polaridades distintas: CHCI3, acetato de etila e metanol.
Portanto, a separacdo por cromatografia em coluna ndo foi vidvel. As analises de
Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (CG/EM) mostraram que tanto
0s produtos desejados 3(a-e) quanto os subprodutos 6(a-e) foram formados (Anexo C —
Cromatogramas 1 a 5 / Espectros 14 a 18) e que as polaridades sdo muito semelhantes, uma
vez que os tempos de retencdo foram muito proximos. Por exemplo, o derivado 6c foi
identificado como um pico com area pequena, com tempo de retencdo de 14,596 minutos,
enquanto que o 3c foi identificado como um pico com &rea maior e tempo de retencdo de
15,260 minutos. Os valores encontrados para a relagdo massa-carga (m/z) de todos os
derivados e subprodutos obtidos por esta metodologia sdo proximos aos valores tedricos
(Tabela 6). Optou-se por purificar os produtos obtidos através da recristalizacdo antes de

realizar a ultima etapa, porém nao se conseguiu uma metodologia adequada para tal.



Tabela 6: Resultados de analise CG/EM dos derivados 3(a-€) e 6(a-€),

empregando a metodologia A.
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_ m/z
Substancia R m/z toeorlco experimental area % area
(%0) 0
(%)
326,9 (100) 326,9 (100)
2 324,9 (51,4) 324,9 (51) 142223829 92,1
329,0 (48,8) 329,0 (49)
4-Br
247,0 (100) 247,0 (100)
6a 2490 (97,4) 249,0 (97) 12196565 79
277,0 (100) 277,0 (100)
3b 279,0 (97.3) 279,0 (97) 14089653 72
4-OCHj
ab 199,1 (100) 199,1 (100) 4155307 22,8
316,9 (100) 317,0 (100)
- 314,9 (62) 315,0 (62) 8635005 98,5
318,9 (45) 319,0 (45)
3,5-diCl
237,0 (100) 237,0 (100)
6 239,0 (63,9) 239,0 (64) 135466 15
282,9 (100) 283,0 (100)
3d 280,9 (77,4) 281,0 (77) 17231760 928
4-Cl
203,0 (100) 203,1 (100)
6d 205,0 (32) 205,1 (32) 1338334 7.2
264.9 (100) 265,0 (100)
3¢ 266,9 (97,3) 267,0 (97) 7004068 9.5
4-F
6o 187,0 (100) 187,1 (100) 327574 45
3f
6f 3-Cl
39 3F ndo sintetizados
69
3h
6h H

As andlises de RMN 'H foram feitas para os produtos obtidos a partir dos

intermediarios 4c e 4e, confirmando a formacéo dos derivados propostos 3c e 3e, assim como
0s subprodutos 6¢ e 6e (Figura 45) (Anexo D — Espectros 19 e 20) (Tabela 7).
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Figura 44: Estruturas dos derivados 3(c,e) e 6(c,e).
Derivados 3(c,e)

O atomo de hidrogénio Hs, foi identificado como simpleto com deslocamento quimico
(8) em 8,18 ppm para 3c e 8,15 ppm para 3e. Nao foi identificado &tomo de hidrogénio Hs,
que seria ligado ao carbono 5 do anel pirazélico, corroborando com os resultados de CG/EM,
que indicaram a entrada do atomo de bromo na posic¢do 5 do anel pirazélico. Os &omos de
hidrogénio do nudcleo benzénico, H’,a/H’sa € H’4,, do derivado 3c foram assinalados como
simpleto com &= 7,69 ppm. No derivado 3e, H’,./H’s, (equivalentes) gerou um sinal dupleto
de dupletos com 6= 7,61 ppm, J= 8,8 e 4,5 Hz, proveniente do acoplamento orto com
H’;3H’s, € meta com o a&tomo de fldor. Os &tomos H’3./H’s, (equivalentes) foram assinalados

como tripleto com 6=7,33 ppm e J= 8,6 Hz, devido ao acoplamento com H’,,/H’s, € flUor.

Derivados 6(c,e)

Os derivados 6(c,e) também foram confirmados através de RMN *H. O 4tomo de
hidrogénio Hs foi identificado como simpleto com 6= 9,03 ppm para 6¢ e 8,88 ppm para 6e.
O atomo de hidrogénio Hz também foi assinalado como simpleto com 3= 8,14 ppm e 8,10
ppm para 6¢ e 6e, respectivamente. Com rela¢do aos atomos de hidrogénio do anel benzénico,
no derivado 6c¢, H’,/H’s (equivalentes) foram atribuidos ao sinal dupleto com 6= 7,90 ppm, J=

1,7 Hz, e H"4 como tripleto com 6= 7,50 ppm e J= 1,7 Hz. As mesmas multiplicidades dos
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atomos de hidrogénio benzénicos observadas para o derivado 3c foram observadas para o
subproduto 6¢. H’»/H’s (equivalentes) foram assinalados como dupleto de dupletos com &=
7,83 ppm, J=8,9 e 4,5 Hz, e H’3/H’s (equivalentes) como tripleto com 6= 7,27 ppm e J=8,7
Hz.

Tabela 7: Dados de RMN *H (400MHz), em MeOD, relativos ao TMS, & (ppm), J (Hz), dos derivados 3c/6c e
3e/6e, obtidos pela metodologia A.

Subst R H3a/H3 H5 H’Za/H’g H’3a/H’3 H’4a/H’4 H’5a/H’5 H’ea/H’e
8.18()/ 7,69(s)/ 7,69(s)/ 7,69(s)/
3c6c | 35-diCl | g | 9.03(9) 7,90(d) 7,50(t) 7,90(d)
’ (1,7 Hz) (1,7 Hz) (1,7 Hz)
7,61(dd) 7,33(t) 7,33(t) 7,61(dd)

2e/6e LE 8,15(s)/ (8,8:4,5Hz)/ | (8,6 Hz)/ (8,6 Hz)/ | (8,8:4,5Hz)/
8,10(s) | 888(s) | 7,83(dd) 7.27(t) 7.27(t) 7,83(dd)

(8,9:4,5Hz) | (8,7 Hz) (8,7Hz) | (8,9:4,5Hz)

5.2.2 — Metodologia B (Brometo cuproso, Acetonitrila, Nitrito de isobutila)

Nesta metodologia, o objetivo foi tentar obter exclusivamente os derivados propostos
3(a-e), uma vez que, na metodologia A descrita anteriormente, houve a formacdo de
subprodutos 6(a-€) de dificil separacdo. A tentativa foi feita utilizando como matérias-primas
o intermédiario 5-amino-1-(4-fluorofenil)-1H-pirazol-4-carbonitrila 4e, nitrito de isobutila,
brometo cuproso e acetonitrila como solvente, conforme metodologia descrita no item 4.1.2.2.

As analises que serdo mostradas e discutidas adiante mostraram que, além do derivado
planejado 3e, houve também a formacdo do subproduto 6e (Figura 45), assim como ocorreu

na metodologia A.
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CN CN
\ N Br \ N H
F F
3e 6e
produto planejado e obtido subproduto

Figura 45: Estruturas do produto planejado 3e e subproduto 6e.

Como nos derivados 3(a-e) obtidos pela metodologia A, no espectro de absorcéo na
regido do Infravermelho (FT/IR) do derivado 3e obtido via metodologia B (Anexo E —
Espectro 21), ndo foram observadas absorcGes relativas aos movimentos vibracionais
associados ao grupo NH,: estiramentos assimétrico (v,s) € simétrico (vs) e deformacéo angular
no plano (), o que é um indicativo da ocorréncia da desaminacao.

Os estiramentos (v) associados as ligacdes C-H (Csp?) foram atribuidos como bandas
entre 3134 e 3068 cm™, enquanto que o estiramento (v) relativo ao grupo ciano (C=N) foi
identificado como uma banda em 2233 cm™; os estiramentos relacionados as ligacdes C=C e
C=N variaram entre 1547 e 1512 cm™. O valor encontrado para a deformacéo angular fora do
plano (y) associado & ligacdo C-H (Csp?) do anel benzénico foi observado em 837 cm™,
confirmando o padrdo para substituido.

Na tabela 8 sdo mostrados os resultados da Cromatografia Gasosa Acoplada a
Espectrometria de Massas (CG/EM) (Anexo F — Cromatograma 6 / Espectro 22).
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Tabela 8: Resultados de analise CG/EM 3e/6e, com as respectivas areas, empregando a metodologia B.

. m/z tedrico miz . Area
Substancia o experimental Area o
(%) (%) (%)
264,9 (100) 265,0 (100)
3e 266,9 (97,3) 267,0 (97) 12541171 43,9
6e 187,0 (100) 187,1 (100) 16051657 56,1

O subproduto 6e foi majoritario, de acordo com as areas obtidas na CG/EM. Por esse
motivo, os demais derivados ndo foram sintetizados, ja que a metodologia se mostrou menos

eficiente na sintese do derivado planejado 3e.

5.3 — Terceira etapa: Sintese dos derivados 1-aril-5-bromo-4-(4,5-
di-hidro-1H-imidazol-2-il)-1H-pirazois 1(a-h)

a) A partir dos derivados 1-aril-5-bromo-1H-pirazol-4-carbonitrilas 3(a-h)

Na terceira etapa da sintese, os derivados 3(a-h) reagem com etilenodiamina e
dissulfeto de carbono (CS;) em refluxo, conforme metodologia descrita no item 4.1.2.3.a.
Foram realizadas tentativas de sintese a partir dos derivados 3(a,d) obtidos através da
metodologia A. As analises de CG/EM e espectrometria de massas de infusdo mostraram que
0 4tomo de bromo ndo esta na posicdo 5 do pirazol. Dados de RMN *H sugerem a formacéo
dos derivados 1-aril-4-(4,5-di-hidro-1H-imidazol-2-il)-1H-pirazéis 7(a,d) e um produto cuja
estrutura precisa ser elucidada 8(a,d) (Esquema 21). As tentativas de sintese dos derivados
1(b,c,e,f,g,h) ndo foram realizadas, uma vez que os resultados obtidos para os derivados

1(a,d) ndo mostraram a formacéo dos produtos desejados.
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Esquema 21: Sintese dos derivados planejados 1(a,d), porém obtidos 7(a,d) e 8(a,d).

Nos espectros de absorcdo na regido do Infravermelho (FT/IR) (Anexo G — Espectros
23 e 24) dos derivados obtidos a partir dos derivados 3(a,d) sintetizados via metodologia A,
ndo foram observadas as bandas relativas ao estiramento (v) do grupo C=N. Em ambos o0s
espectros, observou-se uma banda larga na regido de aproximadamente 3100 cm™ atribuida
aos estiramentos (v) da ligagdo N-H. Os estiramentos assimétrico (vas) € simétrico (vs)
relacionados a ligagdo CH (Csp®) foram identificados entre 2996 e 2861 cm™. Para o
estiramento (v) da ligacdo C=N do anel imidazolinico atribuiu-se as bandas na faixa de 1615 e
1609 cm™. Os estiramentos relacionados as ligagdes C=C e C=N dos anéis arométicos foram
identificados como bandas entre 1591 a 1489 cm™ (Tabela 9).



Tabela 9: Principais absor¢des na regido do Infravermelho (FT/IR) dos derivados 1(a,d).

(I_Siripgé Movimento la 1d
gag vibracional (4-Br) (4-Cly
guimica
N-H Estiramento (v) 3100 3100
Estiramentos
3 assimétrico e
CH (Csp?) simétrico 2996 e 2892 2932 e 2861
(Vas € Vas)
C=N Estiramento (v) 1615 1609
C=C/C=N .
(aromético) Estiramento (v) 1571 1591 a 1489
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As analises dos espectros de massas por infusdo (Anexo H — Espectros 25 e 26,

cromatograma 7) dos derivados obtidos mostram que as massas encontradas correspondem

aos derivados 7a e 7d, ou seja, ndo foram identificados os derivados propostos 1a e 1d, assim

como os subprodutos 8a e 8d, sendo estes detectados por RMN *H (Tabela 10). No espectro

do derivado 7a, obtido pela técnica CG/EM, a relacdo m/z foi idéntica ao valor tedrico. A

presenca do atomo de bromo foi confirmada pelo pico [M+2] com intensidade proxima ao

pico relativo ao ion molecular. Para o derivado 7d, a técnica utilizada foi infusdo/ESI,

obtendo-se a relacdo m/z igual a 247,4, para a espécie [M+H], valor proximo ao teérico (erro

= 0,12%). O pico [M+H+2] apresentou intensidade de aproximadamente 1/3 do pico do ion

molecular, confirmando a presenca de um atomo de cloro.

Tabela 10: Resultados de espectrometria de massas dos derivados 1(a,d), 7(a,d) e 8(a,d).

m/z teérico m/z
Substancia R (%) experimental Alguns contaminantes
[M + H]
369,9 (100%)*
la 367,9 (51,1%) ndo detectado
A-Br 371,9 (48,4%) i
7a 290,0 (100%) 290,0 (100%)
292,0 (97,3%) 292,0 (97,3%)
8a - ndo detectado
325,0 (100%) «
1d 327,0(98,206) | a0 detectado 119,4; 137,4 (DMSO)
2d 4-Cl 247,1 (100%) 247,4 (100%) 214,5 (n-BBS)
249,1 (32%) 249,4 (32%) 279,4; 339,4 (Triton)
8d - ndo detectado

* O m/z tedrico corresponde ao pico [M], pois foi analisado por CG/EM.

Keller, B.O., et al., Anal. Chim. Acta.2008, 627, 71.

Os resultados das analises de RMN *H dos derivados 7a/8a e 7d/8d (Figura 46)
(ANEXO I — Espectros 27 e 28) sdo mostrados na tabela 11.
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Figura 46: Estruturas dos derivados 7(a,d) e 8(a,d).

As anélises de RMN *H mostraram que existem 2 produtos, de acordo com os valores
de integracdo. Para os derivados 7a e 7d, o atomo de hidrogénio Hs foi identificado como
simpleto, com & em 8,34 e 8,33 ppm, respectivamente. O atomo de hidrogénio Hs foi
atribuido como simpleto com & em 7,96 ppm para ambos os derivados. Foram observados
sinais tipicos de compostos benzénicos para substituidos, com os atomos H’,/H’g
(equivalentes) e H’s/H’s (equivalentes) apresentando padrdes de acoplamento orto, com J=
8,5 Hz. Observou-se também um simpleto com & em 3,77 ppm, tanto para o 7a quanto para o
7d, relativo aos quatro atomos de hidrogénio do grupo imidazolinico.

Com relacdo aos derivados 8a e 8d, observou-se um sinal simpleto referente ao atomo
de hidrogénio pirazélico (Hsa), com & em 7,78 ppm (8a) e 7,80 ppm (8d). Néo foi identificado
o sinal referente a0 Hs,, indicando que tais compostos apresentam um substituinte néo
identificado na posicdo 5. Os padrGes de acoplamento orto foram observados para H’,./H’s,
(equivalentes) e H’3a/H’s, (equivalentes), assim como foram identificados nos produtos 7a e
7d. Observou-se ainda um simpleto com 4 atomos de hidrogénio em 3,82 ppm e 3,91 ppm,
para 8a e 8d, respectivamente, indicando a presenca do grupo imidazolinico.
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Tabela 11: Dados de RMN-"H (500MHz), em CDCls, relativos ao TMS, & (ppm), J (Hz),
dos derivados 7(a,d) e 8(a,d).

Subst R H3/ Hga H5 H,Z/H’Za H’g /H’ga H’5/H’5a H’G/H’Ga CH2
7,63(d) 7,44(d) 7,44(d) 7,63(d)
7a 7,96(s) 8,34(s) (8.5) (8.5) (8.5) (8,5) 3,77 (s)
4-Br
7,89(d) 7,41(d) 7,41(d) 7,89(d)
8a 7,78(s) (8.5) (8.5) (8.5) (8.5) 3,82 (s)
7,63(d) 7,44(d) 7,44(d) 7,63(d)
7d 7,96(s) | 8,33(s) (8.5) (8.5) (8.5) (8.5) 3,77 (s)
4-Cl
7,89(d) 7,41(d) 7,41(d) 7,89(d)
8d 7,80(s) (8.5) (8.5) (8.5) (8,5) 3,91 (s)

Como foi constatado que o atomo de bromo ndo estava presente nos produtos
sintetizados, ou seja, os derivados planejados la e 1d ndo foram obtidos, optou-se pela
tentativa de uma metodologia inédita para sintese dos produtos 1(a-h) a partir dos derivados
5-amino-1-aril-4-(4,5-di-hidro-1H-imidazol-2-il)-1H-pirazois 2(a-h), como descrito no item b

abaixo.

b) A partir dos derivados 5-amino-1-aril-4-(4,5-di-hidro-1H-imidazol-2-il)-
1H-pirazois 2(a-h)

Uma metodologia inédita foi utilizada na intencdo de se obter os produtos propostos
1(a-h). A partir dos derivados 4(a-h), sintetizou-se os intermediarios 2(a-h), que serviram de

matérias-primas para sintese dos derivados 1(a-h).

b.1) Sintese dos derivados 5-amino-1-aril-4-(4,5-di-hidro-1H-imidazol-2-il)-
1H-pirazois 2(a-h)

Os derivados 5-amino-1-aril-4-(4,5-di-hidro-1H-imidazol-2-il)-1H-pirazbis 2(a-h)
(Figura 47) foram sintetizados a partir dos derivados 5-amino-1-aril-1H-pirazol-4-
carbonitrilas 4(a-h) com etilenodiamina e dissulfeto de carbono em reator de micro-ondas,

conforme descrito no item 4.1.2.3.b.
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Figura 47: Estruturas dos derivados 2(a-h) sintetizados.

Na primeira etapa da reacdo, a etilenodiamina realiza uma adi¢do nucleofilica ao

atomo de carbono do dissulfeto de carbono. Apds, ocorre a ciclizagdo seguida pela eliminagéo

de sulfeto de hidrogénio gasoso e formacé&o da tioureia ciclica (Esquema 22).
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Esquema 22: Mecanismo de sintese dos derivados 5-amino-1-aril-4-(4,5-di-hidro-1H-imidazol-2-il)-1H-pirazois
2(a-h) — 12 etapa.

O sulfeto de hidrogénio gerado na 1?2 etapa faz uma adicdo nucleofilica ao atomo de
carbono do grupo ciano e ap6s equilibrio acido-base gera o intermediario tioamida. Em
seguida a EDA faz uma reacdo de adigcdo nucleofilica ao 4&tomo de carbono da tioamida e,
apos eliminacdo da amonia gera N-2-(aminoetil) tioamida. Na ultima etapa a eliminacdo de
H.S produz os derivados 5-amino-1-aril-4-(4,5-di-hidro-1H-imidazol-2-il)-1H-piraz6is 2(a-h)
(Esquema 23).

HaN /—/
S
q
-NH;(q)
!

'S
Ny
|
R
s /_/ HN/w HN/w Nm
Q 4 & \ b, HSA\C;NH NH
I\ I I AP
~y 2 \N NH, \N NH, T
| | | R
R R R

Esquema 23: Mecanismo de sintese dos derivados 5-amino-1-aril-4-(4,5-di-hidro-1H-imidazol-2-il)-1H-pirazois
2(a-h) — etapas posteriores.

Nos espectros de absor¢do na regido do Infravermelho (FT/IR) (Anexo J — Espectros

29 a 36) dos derivados obtidos ndo foram observadas as bandas relativas ao estiramento (v)
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do grupo C=N, o que ¢ um indicativo que a reacdo se processou. Para o grupo amino (NHj)
foram associadas as bandas correspondentes ao estiramento assimétrico (vas) entre 3425 e
3321 cm™; o estiramento simétrico (vs) entre 3283 e 3249 cm™. A formacdo do anel
imidazolinico é evidenciada pela presenca das bandas referentes ao v da ligacdo C=N, na
faixa de 1620 a 1595 cm™. Os estiramentos relacionados as ligagdes C=C e C=N dos anéis
aromaticos foram identificados como bandas entre 1594 e 1475 cm™. As bandas entre 855 e
756 cm™ foram atribuidas & deformacéo angular fora do plano (y) da ligagdo C-H do anel

benzénico, dependendo do grau de substituicdo (Tabela 12).

Tabela 12: Principais absor¢des no espectro de Infravermelho (FT/IR) dos derivados 2(a-h).

Srl;pgé Movimento | 2a 2b 2 2d 2 of 2 2h
gac vibracional | (4-Br) | (4-OCHs) | 35-dicl) | 4-cy | @F) | Gcnp | 3B | (H)
quimica
Estiramento
NH, assimétrico 3387 3376 3424 3391 3362 3376 | 3321 3351
_(Vas)
NH, Estiramento | 5060 | 3274 3283 | 3264 | 3279 | 3280 | 3249 | 3264
simétrico (vs)
_C=N Estiramento | che | 1601 1620 | 1605 | 1611 | 1609 | 1614 | 1595
(imidazolina) (v)
Cc=C/ Estiramento 15a66 1526 e 1582 e 15a67 1567 a 15a94 15:2 1567 a
C=N v) Lago | 1512 1568 | 1,00 | 1483 | o0 | 147 | 1489
C-H Def. angular
(benzeno) fora d(c;()plano 815 833 855 830 828 784 772 756

Os rendimentos e os pontos de fus@o para os produtos 2(a-h), sdo mostrados na Tabela

13.
Tabela 13: Rendimentos e pontos de fusdo dos derivados 2(a-h).
Substancia R Rem(j‘i/:;ento Experimental i deISeL:Zg':gd(;?a literatura
2a 4-Br 84 184-186 189-191
2b 4-OCHg; 38 192-194 inédito
2c 3,5-diCl 72 104-106 109-111
2d 4-Cl 70 180-182 inédito
2e 4-F 66 164-166 inédito
2f 3-Cl 16 92-94 127-128
29 3-Br 47 88-90 143-145
2h H 35 134-136 135-136

Santos, M.S. et al.Bioorg. Med. Chem. Lett. 2011, 21, 7451.
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Os rendimentos dos derivados obtidos ficaram na faixa de 16 a 84%. Os pontos de
fusdo aferidos para os derivados 2(a,c,h) foram muito semelhantes aos reportados na
literatura, enquanto que para os derivados 2(f,g) os valores encontrados foram
consideravelmente inferiores a literatura, o que pode ser justificado por diferencas nas
metodologias para purificagdo. Os derivados 2(b,d,e) sdo inéditos.

As andlises dos dados obtidos através da Cromatografia Gasosa Acoplada a
Espectrometria de Massas (CG/EM) (Anexo K — Cromatogramas 8 a 15/Espectros 37 a 44)
mostram que todos os derivados 2(a-h) foram obtidos. O produto 2b estava contaminado, pois
3 picos foram identificados: o primeiro pico corresponde ao produto esperado, com area
429520 (24%), o segundo corresponde a matéria-prima 4b, com &rea 653337 (37%) e o
ultimo, com area 704192 (39%) nao foi identificado.

Para todos os produtos, o m/z experimental foi muito semelhante ao tedrico, o que

confirma a formagéao de tais derivados (Tabela 14).

Tabela 14: Resultados de analise CG/EM dos derivados 2(a-h).

A m/z tedrico m/z experimental
Substancia R (%) Fz%)
305,03 (100%) 305,0 (100%)
2a 4-Br 307,03 (98,3%) 307,0 (98%)
306,03 (13,1%) 306,0 (13%)
257,13 (100%) 257,1 (100%)
2b 4OCHs | 55813 (14,3%) 258.1 (14%)
295,04 (100%) 295,04 (100%)
2c 3,5-diCl 297,04 (64,2%) 297,04 (64,2%)
296,04 (14,8%) 296,04 (14,8%)
261,08 (100%) 261,1 (100%)
2d 4-Cl 263,08 (33%) 263,1 (33%)
262,08 (15%) 262,1 (15%)
%6 A-F 245,11 (100%) 245,1 (100%)
246,11 (13,1%) 246,1 (13%)
261,08 (100%) 261,1 (100%)
2f 3-Cl 263,08 (33%) 263,1 (33%)
262,08 (15%) 262,1 (15%)
305,03 (100%) 305,0 (100%)
29 3-Br 307,03 (98,3%) 307,0 (98%)
306,03 (13,1%) 306,0 (13%)
oh H 227,12 (100%) 227,1 (100%)
228,12 (13,1%) 228,1 (13%)

Os resultados das analises de RMN *H dos 7 derivados 2(a,c-h) (Figura 48) (ANEXO
L — Espectros 45 a 51) sdo mostrados na tabela 15.
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Figura 48: Estruturas dos derivados 2(a-h).

Em todos os derivados analisados, o &tomo de hidrogénio pirazélico H; foi identificado como
um sinal simpleto, com & na faixa de 7,68 e 7,72 ppm. Foi observado também um sinal simpleto
relativo aos quatros &tomos de hidrogénio metilénicos CH, do anel imidazolinico, na regido de & entre
3,64 e 3,69 ppm. No espectro do produto para-substituido 2a, foi possivel identificar os dois dupletos
relativos aos acoplamentos orto entre H’,/H’ (equivalentes) e H’s/H’s (equivalentes), com 6= 7,48 e
7,68 ppm, respectivamente, com J= 8,7 Hz. No entanto, 0 mesmo padrdo ndo foi observado para o
derivado para-substituido 2d, onde os quatro atomos de hidrogénio H’,/H’s e H’3/H’s foram
assinalados como simpleto, com 6= 7,55 ppm, cuja integracdo € quatro vezes maior do que do sinal
relativo ao Hs. O terceiro derivado para-substituido, 2e, possui um atomo de fldor, 0 que gera
acoplamentos com os atomos de hidrogénio. Os sinais referentes aos atomos de hidrogénio H’,/H’ €
H’;/H’s foram dupleto de dupletos (J= 9,0; 4,5 Hz), com 6= 7,55 ppm, e tripleto (J= 9,0 Hz), com 6=
7,28 ppm, respectivamente. As multiplicidades esperadas para os atomos de hidrogénio H’,/H’s ¢ H’,
do derivado 2c foram observadas no espectro: dupleto com 6= 7,61 ppm, para H’,/H’, e tripleto, 6=
7,72 ppm, para H’,, ambos com J= 1,8 Hz, tipico de acoplamento meta. Nos espectros dos derivados
meta-substituidos 2f e 2g, foi possivel identificar o sinal tripleto referente a H’,, com 8= 7,61 ppm (J=
1,5 Hz) e 7,76 ppm (J= 1,8 Hz), respectivamente. Os demais d&tomos de hidrogénio do anel benzénico
no derivado 2f foram assinalados como multipleto na faixa de 6= 7,42 a 7,53 ppm. No caso do
derivado 2g, H’s foi identificado como tripleto com &= 7,45 ppm e J= 8,0 Hz, enquanto H’, e H’;
como multipleto na regido de 6=7,55 a 7,60 ppm. Por fim, no espectro do derivado 2h, todos os 0s
cinco 4tomos de hidrogénio do nucleo benzénico foram identificados como multipletos em 2 regides:
7,42 a 7,45 ppme 7,53 a 7,54 ppm.



dos derivados 2(a,c-h).
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Tabela 15: Dados de RMN-"H (400 MHz e 500 MHz), em MeOD, relativos a0 TMS, & (ppm), J (Hz),

i R Hs H’, H’; H’, H’s H’ CH,
2a 4-Br 769 | 7.48(d) 7,68 (d) - 768(d) | 7.48(d) | 3,65(s)
(s) (8.7) (8.7) (8.7) (8.7) (4H)
2c 35-diCl | 7,72 | 7,61(d) - 7,50 (1) - 761(d) | 3,69()
(s) (1.8) (1,8) (1.8) (4H)
2d 4-Cl 7,69 7,55 7,55 - 7,55 7,55 3,65 (5)
(s) () () () () (4H)
2e 4-F 768 [ 755(dd) [ 7.28(t) 7.28(t) | 7,55(dd) | 3,64 (s)
(s) | (9,0:45) (9.0) (9,0) (9,0;4,5) (4H)
2 3Cl 7(';0 7'&15?) ) 7,42-7,45 (m) e 7,51-7,53 (m) 3'&5'4()5)
29 3-Br 769 | 7.76 (1) 7,55-7,60 | 745(t) | 7,55-7,60 | 3,65 (s)
(s) (1.8) (m) (8.0) (m) (4H)
2h H 7('39 7,42 7,45 (m) e 7,53 - 7,54 (m) 3’&5'_|()5)

Nas anélises de RMN **C dos 7 derivados 2(a,c-h) (Tabela 16) (Anexo M — Espectros
52 a 58) os atomos de carbono da ligagdo C=N do nucleo imidazolinico foram assinalados
com & entre 162,4 e 162,8 ppm. Os atomos de carbono metilénicos ndo foram identificados,
pois os sinais foram sobrepostos pelo sinal relativo ao solvente empregado, no caso metanol
deuterado. Todavia, nas anélises de DEPT-135 foi possivel identificar tais carbonos na regido
de & 49,0 a 49,7 ppm. Os atomos de carbono do anel pirazélico, C3, C4 e Cs, foram
identificados através dos sinais com 6=140,0 a 141,5 ppm (C3), 95,6 a 96,0 ppm (C,) e 148,9
a 149,5 ppm (Cs). Os sinais relativos aos atomos de carbono do anel benzénico foram
observados na regido tipica de carbono aromético: 133,2 a 139,3 ppm (C’;), 123,7 a 127,9
ppm (C’;), 117,5 a 141,2 ppm (C’3), 122,5 a 134,9 ppm (C’4), 117,5 a 141,2 ppm (C’s) e
123,7 a 127,2 ppm (C’%). No espectro do derivado fluorado 2e, foram observados os
acoplamentos entre os 4tomos de carbono e flor: *Jc.r= 244 Hz (C’4), YJc.= 24 Hz (C’3/ C’s)
e 3Jc.= 8 Hz (C’5/ C’). Todos os &tomos de carbono sp? ligados a um &tomo de hidrogénio

foram confirmados nos espectros de DEPT-135.
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Tabela 16: Dados de RMN-"*C (100 MHz e 125 MHz), em MeOD, relativos ao TMS, & (ppm), dos derivados

2(a,c-h).

Subst R Cs Cy Cs C’; C’, C’; C, C’s C’ C=N CH,*
140,4 | 95,7 | 148,9 | 138,5 | 127,5 | 1339 | 122,5 | 1339 | 127,5 | 1625 | 49,7

2a 4-Br
35- | 1415 | 955 | 1495 | 137,0 | 123,7 | 141,2 | 128,8 | 141,2 | 123,7 | 1624 | 49,1

¢ | dgicl
1405 | 95,8 | 149,1 | 138,2 | 126,9 | 130,9 | 134,9 | 130,9 | 126,9 | 162,7 | 49,0

2d 4-Cl
) AF 140,0 | 95,6 | 149,0 | 137,9 | 1279 | 117,5 | 163,6 | 117,5 | 1279 | 162,6 | 49,0

e -

of 3-Cl 140,7 | 96,0 | 149,1 | 136,2 | 1253 | 132,1 | 125,3 | 129,1 | 123,4 | 162,7 | 49,0
140,6 | 95,8 | 149,0 | 138,4 | 123,8 | 132,2 | 132,0 | 128,2 | 123,8 | 1625 | 49,0

29 3-Br
oh H 140,1 | 95,6 | 148,9 | 139,3 | 125,7 | 130,9 | 129,4 | 130,9 | 125,7 | 162,8 | 49,1

* valores conforme espectro DEPT-135.

b.2) Sintese dos derivados 1-aril-5-bromo-4-(4,5-di-hidro-1H-imidazol-2-il)-

1H-pirazois 1(a-h)

No intuito de obter os produtos propostos 1(a-h), outra metodologia foi utilizada. Esta

consiste na reacdo dos derivados 5-amino-1-aril-4-(4,5-di-hidro-1H-imidazol-2-il)-1H-

pirazois 2(a-h) com brometo cuproso e nitrito de isobutila na presenca de acetonitrila em

reator de micro-ondas, conforme metodologia descrita no item 4.1.2.3.b.2. A tentativa de

sintese foi feita a partir do intermediario 2a e o produto desejado foi obtido de acordo com a

analise de espectrometria de massas de infusdo/ESI (Figura 49). O rendimento bruto da reacédo
foi de 15%.
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Figura 49: Estrutura do produto final 1a.

O espectro de absorcdo na regido do Infravermelho (FT/IR) (Anexo N — Espectro 59)
do produto obtido mostra o estiramento (v) atribuido & ligagdo N-H na regido de 3407 cm™.
Os estiramentos assimétricos (vas) e simétricos (vs) relacionados a ligagdo CH (Csp®) foram
identificados entre 2964 e 2888 cm™. Os estiramentos (v) do grupo C=N foram atribuidos as
bandas em 1671 e 1613 cm™. Os estiramentos relacionados as ligagdes C=C foram
identificados como bandas entre 1585 a 1492 cm™.

A andlise do Espectro de Massas (Anexo N — Espectro 60) do derivado 1a mostrou a
relacdo m/z experimental idéntica a tedrica para a espécie [M+H], incluindo as intensidades
relativas a cada pico (Tabela 17). Os demais derivados ndo foram sintetizados, pois a nova
metodologia utilizada foi testada no final do trabalho experimental. As analises de RMN estao

em andamento.

Tabela 17: Resultados de espectrometria de massas do derivado la.

m/z tedrico
Substancia R (%) m/z experimental Outros
[M +H]
370,9 (100%) 370,9 (100%)
la 4Br | 3689 (51,1%) 368,9 (51%) - 3_32{)7(55% ton)
372,9 (48,4%) 372,9 (48%) e
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5.4 — Testes de atividade antiprotozoaria

5.4.1 — Atividade antitripanossoma

A citotoxicidade foi avaliada em células VERO, provenientes do rim de macaco verde
(ATCC®CCL81™), em triplicata, Laboratério de Ultraestrutura Celular. Os valores de CCs
para os derivados 2(a,e,g) foram maiores que 500 uM, ao passo que, para o produto 2c, o
CCs foi igual a 338,86 uM. O farmaco de referéncia utilizado foi o benzonidazol, cujo valor
de CCso foi maior do que 500 uM (Tabela 18). Os resultados para todos os derivados
analisados mostraram uma baixa citotoxicidade, o que é desejavel para um farmaco. No
entanto, experimentos de 1Cso estdo em andamento para avaliar a atividade antitripanossoma

e, consequentemente, o indice de seletividade (SI).

Tabela 18: Valores de CCsq para 0s derivados 2(a,c,e,q).

A CCsy (UM) - Células VERO
Substancia R 12 analise 22 analise 32 analise Média
2a 4-Br >500 >500 >500 >500
2c 3,5-diCl 319,83 338,58 358,17 338,86
2e 4-F >500 >500 >500 >500
29 3-Br >500 >500 >500 >500
Benzonidazol >500 >500 >500 >500
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6 — Conclusoes e perspectivas

Os intermediarios gerados na primeira etapa, 5-amino-1-aril-1H-pirazol-4-
carbonitrilas 4(a-h) foram obtidos com rendimentos na faixa de 78 a 96%. Os derivados 1-
aril-5-bromo-1H-pirazol-carbonitrilas 3(a-e) foram obtidos pela metodologia A, assim como
0s subprodutos 1-aril-1H-pirazol-4-carbonitrilas 6(a-e). Na tentativa de obter apenas o0s
derivados planejados, a metodologia B foi utilizada a partir do derivado 4e, porém a
quantidade dos subprodutos 6e foi superior ao 3e, 0 que inviabilizou 0 uso da mesma. Na
ultima etapa, as analises mostraram que os produtos 1-aril-5-bromo-4-(4,5-di-hidro-1H-
imidazol-2-il)-1H-pirazéis 1(a,d) ndo foram obtidos a partir dos intermediarios 3(a,d), mas,
sim, os derivados 1-aril-4-(4,5-di-hidro-1H-imidazol-2-il)-1H-piraz6is 7(a,d), além dos
produtos substituidos na posicéo 5 do pirazol 8(a,d), cujas estruturas ndo foram elucidadas.

Visando obter os derivados inéditos 1(a-h), utilizando uma outra rota sintética, o0s
derivados  5-amino-1-aril-4-(4,5-di-hidro-1H-imidazol-2-il)-1H-pirazéis  2(a-h)  foram
sintetizados com rendimentos entre 16 e 84%, sendo os produtos 2b, 2d e 2e inéditos. O
derivado 2a foi utilizado como matéria-prima para sintese do produto final 1a, com 15% de
rendimento, de modo que as andlises de CG/EM mostraram a obtencdo de tal produto,
contudo, experimentos de RMN *H e *3C devem ser feitos de modo a confirmar a estrutura
proposta.

Os derivados 2(a,c,e,g) foram avaliados quanto a citotoxicidade em células VERO e
mostraram altos valores de CCs, todos acima de 500 pM, exceto o derivado 2c, cujo valor foi
de 338,86 uM. Embora experimentos de ICsy estejam em andamento, os valores de CCsy
obtidos se encaixam no perfil desejavel de um farmaco. Os demais derivados da série 2 ainda
estdo sendo avaliados.

Como perspectivas, pretende-se obter os derivados 1(b-h) e testar todos da série em
questdo quanto a atividade antileishmania. Espera-se que 0s compostos das séries 1(a-h) e
2(a-h) gerem resultados promissores quanto as atividades antileishmania e antitripanossoma,

respectivamente, e sirvam como protétipos para novas modificagdes moleculares.
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ANEXO A

Espectros de absorc¢do na regido do infravermelho (FT/IR) dos derivados 4(a-h).



Espectro 1 — Espectro de absor¢éo na regido do infravermelho (FT/IR) do derivado 4a.
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Espectro 2 — Espectro de absor¢do na regido do infravermelho (FT/IR) do derivado 4b.
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Espectro 3 — Espectro de absor¢do na regido do infravermelho (FT/IR) do derivado 4c.
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Espectro 4 — Espectro de absor¢édo na regido do infravermelho (FT/IR) do derivado 4d.
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Espectro 5 — Espectro de absor¢édo na regido do infravermelho (FT/IR) do derivado 4e.
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Espectro 6 — Espectro de absor¢do na regido do infravermelho (FT/IR) do derivado 4f.
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Espectro 7 — Espectro de absor¢do na regido do infravermelho (FT/IR) do derivado 4g.
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Espectro 8 — Espectro de absor¢édo na regido do infravermelho (FT/IR) do derivado 4h.
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ANEXO B
Espectros de absor¢édo na regido do infravermelho (FT/IR) dos derivados 3(a-e):

Metodologia A.



Espectro 9 — Espectro de absor¢édo na regido do infravermelho (FT/IR) do derivado 3a:

Metodologia A.
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Espectro 10 — Espectro de absorcédo na regido do infravermelho (FT/IR) do derivado 3b:
Metodologia A.
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Espectro 11 — Espectro de absorcédo na regido do infravermelho (FT/IR) do derivado 3c:
Metodologia A.
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Espectro 12 — Espectro de absorcédo na regido do infravermelho (FT/IR) do derivado 3d:
Metodologia A.
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Espectro 13 — Espectro de absorcdo na regido do infravermelho (FT/IR) do derivado 3e:
Metodologia A.
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ANEXO C

Cromatogramas e espectros de massas dos derivados 3(a-e) e 6(a-e): Metodologia A.



Cromatograma 1 — Cromatograma dos derivados 3a/6a: Metodologia A.
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Espectro 14 — Espectro de massas do derivado 6a: Metodologia A.
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Espectro 14a — Espectro de massas do derivado 3a: Metodologia A.
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Cromatograma 2 — Cromatograma dos derivados 3b/6b: Metodologia A.
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Espectro 15 — Espectro de massas do derivado 6b: Metodologia A.
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Espectro 15a — Espectro de massas do derivado 3b: Metodologia A.

8 [1] Average of 15.013 to 15.039 min.: G5204-03-03-16.D\data.ms

[E=8 EoR [

ibundance

700004
E0000
500004
40000
300004

200004

im.o 1561

770 1281

10000
] ‘118-1 1431
o L T | T
Uyl Bl gl

1831

2770

P4

/\

Br

OCHs

4289

160

miz-> B0 a0 100 120 140

180

320 360

380

Il A 3950 311 3561
i
0 420

00



Cromatograma 3 — Cromatograma dos derivados 3c/6¢: Metodologia A.
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Espectro 16 — Espectro de massas do derivado 6¢: Metodologia A.
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Espectro 16a — Espectro de massas do derivado 3c: Metodologia A.
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Cromatograma 4 — Cromatograma dos derivados 3d/6d: Metodologia A.
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Espectro 17 — Espectro de massas do derivado 6d: Metodologia A.
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Espectro 17a — Espectro de massas do derivado 3d: Metodologia A.
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Cromatograma 5 — Cromatograma dos derivados 3e/6e: Metodologia A.
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Espectro 18 — Espectro de massas do derivado 6e: Metodologia A.
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Espectro 18a — Espectro de massas do derivado 3e: Metodologia A.
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ANEXO D

Espectros de RMN *H dos derivados 3(c,e) e 6(c,e): Metodologia A.



Espectro 19 — Espectro de RMN *H (400MHz, MeOD) dos derivados 3c/6c.
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Espectro 20 — Espectro de RMN *H (400MHz, MeOD) dos derivados 3e/6e.
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ANEXO E

Espectro de absorcdo na regido do infravermelho (FT/IR) do derivado 3e/6e: Metodologia B.



Espectro 21 — Espectro de absorgéo na regido do infravermelho (FT/IR) do derivado 3e/6e:
Metodologia B.
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ANEXO F

Cromatograma e espectros de massas dos derivados 3e e 6e: Metodologia B.



Cromatograma 6 — Cromatograma dos derivados 3e/6e: Metodologia B.
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Espectro 22 — Espectro de massas do derivado 6e: Metodologia B.
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Espectro 22a — Espectro de massas do derivado 3e: Metodologia B.
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ANEXO G

Espectros de absor¢do na regido do infravermelho (FT/IR) dos derivados obtidos 7(a,d) e
8(a,d), durante a tentativa de sintese dos derivados propostos 1(a,d).



Espectro 23 — Espectro de absorgdo na regido do infravermelho (FT/IR) dos derivados 7a/8a.
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Espectro 24 — Espectro de absorcéo na regido do infravermelho (FT/IR) dos derivados 7d/8d.
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ANEXO H

Cromatograma do derivado 7a e espectros de massas dos derivados obtidos 7(a,d), durante a
tentativa de sintese dos derivados propostos 1(a,d).



Cromatograma 7 - Cromatograma do derivado 7a.
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Espectro 25 — Espectro de massas do derivado 7a.
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Espectro 26 — Espectro de massas de infusao/ESI do derivado 7d.
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ANEXO |

Espectros de RMN *H dos derivados 7(a,d)/8(a,d), obtidos durante a tentativa de sintese dos
derivados propostos 1(a,d).



Espectro 27 — Espectro de RMN *H (500MHz, CDCls) dos derivados 7a/8a.
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Espectro 28 — Espectro de RMN *H (500MHz, CDCls) dos derivados 7d/8d: metodologia A.
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ANEXO J

Espectros de absor¢do na regido do infravermelho (FT/IR) dos derivados 2(a-h).



Espectro 29 — Espectro de absorcéo na regido do infravermelho (FT/IR) do derivado 2a.
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Espectro 30 — Espectro de absorcéo na regido do infravermelho (FT/IR) do derivado 2b.
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Espectro 31 — Espectro de absorcéo na regido do infravermelho (FT/IR) do derivado 2c.
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Espectro 32 — Espectro de absorcéo na regido do infravermelho (FT/IR) do derivado 2d.
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Espectro 33— Espectro de absorcdo na regido do infravermelho (FT/IR) do derivado 2e.
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Espectro 34 — Espectro de absorcéo na regido do infravermelho (FT/IR) do derivado 2f.
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Espectro 35 — Espectro de absorcéo na regido do infravermelho (FT/IR) do derivado 2g.
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Espectro 36 — Espectro de absorcéo na regido do infravermelho (FT/IR) do derivado 2h.

50,0

2800 2400 20000 1 B 1600 1400 1200 1000
cmel

3200

3600

&
=
-4
_ g 3%
2 g
o g
&
=
*
-
= - E
x 1;.
—_— g =
— " W
E -
—_—— =% = %
5%
=&
3
'
(-3
(2]
£
%
1 1 1 1 1 1 1 1 1
w8 ¥ % =® & & 8 3

By

S0MMD 0



ANEXO K

Cromatogramas e espectros de massas dos derivados 2(a-h).



Cromatograma 8 — Cromatograma do derivado 2a.
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Espectro 37 — Espectro de massas do derivado 2a.
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Cromatograma 9 — Cromatograma dos derivados 2b/4
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Espectro 38 — Espectro de massas do derivado 2b.
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Espectro 38a — Espectro de massas do derivado 4b.

11 [1] Average of 19.189 to 19.202 min.: MSJ20-MW-anal.D\data.ms
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Espectro 38b — Espectro de massas do derivado néo identificado
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Cromatograma 10 — Cromatograma do derivado 2c.
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Espectro 39 — Espectro de massas do derivado 2c.
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wbundsncel

18000+

16000

14000

12000

100004

80004

6000

4000+

2000+

0

440

|

73,

I L
Hllmlllhl Lunlg o

a4
lll l

147.0

165.0
“lll"L]”.'M' y

1309

2070

2223,

o

2629

2810

340

899,

4050

NH,

Cl Cl

423.0

5030
| ssna 4791 77 mpgg 5530

dz-->

il

100

1%0

Il
260

250

32%1
kI |I“I‘l34fj :
3%0

300

400

4é0 560 I I SéD T




Cromatograma 11 — Cromatograma do derivado 2d.
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Espectro 40 — Espectro de massas do derivado 2d.
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Cromatograma 12 — Cromatogramas do derivado 2e.
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Espectro 41 — Espectro de massas do derivado 2e.
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Cromatograma 13 — Cromatograma do derivado 2f.
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Espectro 42 — Espectro de massas do derivado 2f.
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Cromatograma 14 — Cromatograma dos derivados 2g.
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Espectro 43 — Espectro de massas do derivado 2g.
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Cromatograma 15 — Cromatograma do derivado 2h.
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Espectro 44 — Espectro de massas do derivado 2h.
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ANEXO L

Espectros de RMN *H dos derivados 2(a,c-h).



Espectro 45 — Espectro de RMN *H (400 MHz, MeOD) do derivado 2a.
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Espectro 46 — Espectro de RMN *H (400 MHz, MeOD) do derivado 2c.
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Espectro 47 — Espectro de RMN *H (400 MHz, MeOD )do derivado 2d.
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Espectro 48 — Espectro de RMN *H (500 MHz, MeOD) do derivado 2e.

D;COH
CH, (s)
D,HCOD
| {I' |
A L J LR | Y

H’3/H’s (1)

6=7,28 ppm
H,Z/H,G (dd) J= 9,0 Hz
6= 7,55 ppm .
J=9,0;4,5Hz I
. a
1 | L
| ||||I I |I |1
|| |Jl IL,\-'| |||. f II
|4 | Al .I | "’I||
__,xJII \\\___ o .er.—" ’ II‘-'\___



Espectro 49 — Espectro de RMN *H (500 MHz, MeOD) do derivado 2f.
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Espectro 50 — Espectro de RMN *H (400 MHz, MeOD) do derivado 2g.
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Espectro 51 — Espectro de RMN *H (500 MHz, MeOD)do derivado 2h.
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ANEXO M

Espectros de RMN *3C e DEPT-135 dos derivados 2(a,c-h).



Espectro 52 — Espectro de RMN **C (100 MHz, MeOD) e DEPT-135 do derivado 2a.
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Espectro 53 — Espectro de RMN **C (100 MHz, MeOD) e DEPT-135 do derivado 2c.
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Espectro 54 — Espectro de RMN **C (125 MHz, MeOD) e DEPT-135 do derivado 2d.
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Espectro 55 — Espectro de RMN **C (125 MHz, MeOD) e DEPT-135 do derivado 2e.
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Expansdo das regides de 117 a 118, 127 a 128 e 162 a 165 ppm.
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Espectro 56 — Espectro de RMN **C (125 MHz, MeOD) e DEPT-135 do derivado 2f.
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Espectro 57 — Espectro de RMN **C (100 MHz, MeOD) do derivado 2g.
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Espectro 58 — Espectro de RMN **C (125 MHz, MeOD) e DEPT-135 do derivado 2h.
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ANEXO N

Espectro de absorcao na regido do infravermelho (FT/IR) e espectro de massas do produto 1a,
obtido a partir dos intermediario 2a.



Espectro 59 — Espectro de absorcéo na regido do infravermelho (FT/IR) do produto 1a, obtido
a partir do derivado 2a.
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Espectro 60 — Espectro de massas do produto 1a, obtido a partir do derivado 2a.
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