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RESUMO

A doenca de Chagas (DC) € uma Doenca Tropical Negligenciada endémica da América
Latina, que atinge mais de 6 milhGes de pessoas em todo o0 mundo e causa em torno de 14
mil mortes anualmente. Causada pelo protozoario Trypanosoma cruzi, a quimioterapia da DC
consiste em apenas dois farmacos: benznidazol e nifurtimox, que apresentam diversos efeitos
colaterais e néo séo eficientes na fase crénica, mostrando a relevancia do desenvolvimento
de novos farmacos que apresentem menos efeitos colaterais e que sejam mais ativos. Além
da DC, doencas causadas por bactérias tém sido destacadas devido ao grande nimero de
morte em todo o mundo. Dados indicam que infec¢cdes por bactérias resistentes sao
responsaveis por cerca de 700 mil mortes/ano, com previsdo que esse numero atinja 10
milhGes/ano em 2050.Portanto, é de grande importancia o desenvolvimento de novas classes
de antibacterianos que sejam capazes de combater as espécies resistentes. Diante desse
guadro, um dos objetivos deste trabalho foi sintetizar doze derivados 5-(1-aril-1H-pirazol-4-il)-
1H-tetrazdis 1(a-l), planejados devido a importancia biolégica dos heterociclos pirazol e
tetrazol, para serem avaliados quanto a atividade antibacteriana frente a Staphylococcus
aureus e Pseudomonas aeruginosa. Tendo em vista os resultados promissores de atividade
antiprotozoaria, inclusive tripanocida, obtidos pelo nosso grupo de pesquisa, este trabalho
também teve como objetivo sintetizar doze derivados inéditos 2-(1-aril-1H-pirazol-4-il)-4,5-di-
hidrotiazdis 2(a-1) e doze derivados 5-amino-1-aril-1H-pirazol-4-carboxamidas 3(a-l), sendo os
derivados 3(h-k) inéditos, para avaliacdo quanto a atividade tripanocida. Os intermediarios-
chave 5-amino-1-aril-1H-pirazol-4-carbonitrilas 4(a-l) e 1-aril-1H-pirazol-4-carbonitrilas 5(a-l)
foram obtidos com rendimentos de 69 a 98% e 80 a 98%, respectivamente. Os produtos finais
1(a-l) foram obtidos com rendimentos de 10 a 78% e os resultados obtidos até o momento,
para 1b, 1c, le, 1g e 1j, frente & S. aureus indicam baixa atividade contra tal espécie. Os
derivados 2(a-1) foram obtidos com 71 a 91% de rendimento, enquanto 3(a-l) foram obtidos
com rendimentos de 26 a 84%. Os derivados 3(a-l) foram avaliados contra a forma
tripomastigota do protozoario T. cruzi e os resultados de ICso foram maiores que 100 uM. Com
relacdo a citotoxicicidade, todos os valores de CCso foram maiores que 500 pyM. Os produtos
2(a-l) foram transformados em cloridratos devido a baixa solubilidade no meio utilizado na

avaliacdo da atividade biologica e os testes de atividade tripanocida estdo em andamento.

Palavras-chave: Doenca de Chagas. Antibacteriano. Pirazol. Tetrazol. Tiazolina.

Carboxamidas.



ABSTRACT

Chagas’ disease (CD) is a Neglected Tropical Disease that is endemic in Latin America and
affects more than 6 million people worldwide, causing about 14 thousand deaths each year.
This disease is caused by the protozoa Trypanosoma cruzi and only two drugs are available
to treat CD: benznidazole and nifurtimox, which both have several side effects and inefficiency
in the chronic phase, showing the relevance of developing safer and more potent drugs.
Besides CD, diseases caused by bacteria have been highlighted since there are responsible
for many deaths around the world. Infections by resistant bacteria cause almost 700 thousand
deaths/year and will reach 10 million deaths/year by 2050. Therefore, the development of new
substances against resistant strains is extremely important. In this context, the first objective
of this work was to synthesize twelve 5-(1-aryl-1H-pyrazole-4-yl)-1H-tetrazoles 1(a-1), planned
due to biological importance of pyrazole and tetrazole rings to evaluate them
against Staphylococcus aureus and Pseudomonas aeruginosa. Since good results of
protozoal activity have been obtained by our research group, including trypanocidal activity,
the second objective was to synthesize new twelve 2-(1-aryl-1H-pyrazole-4-yl)-4,5-
dihydrothiazoles 2(a-l) and twelve 5-amino-1-aryl-1H-pyrazole-4-carboxamides 3(a-l),
being 3(h-k) published for the first time. All of compounds 2(a-l) and 3(a-l) are being evaluated
for their trypanocidal activity. The key-intermediates 5-amino-1-aryl-1H-pyrazole-4-
carbonitriles 4(a-l) and 1-aryl-1H-pyrazole-4-carbonitriles 5(a-l) were obtained in 69-98% and
80-98% yields, respectively. The final products 1(a-I) were synthesized in 10-78% yields and
preliminary results, for 1b, 1c, 1e, 1g and 1j, showed poor activity against S. aureus. The
desired products 2(a-l) were isolated in 71-91% while 3(a-1) were obtained in 26-84% vyields.
The compounds 3(a-1) were evaluate against trypomastigotes of T. cruzi and the ICs results
were more than 100 uM. Regarding the cytotoxicity, were found CCso > 500 uM for all products.
The corresponding hydrochlorides of 2(a-1) were obtained due to low solubility during the

biologic tests and the trypanocidal activity has been investigated.

Keywords: Chagas’ disease. Antibacterial. Pyrazole. Tetrazole. Thiazoline. Carboxamides.
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1 INTRODUCAO
1.1 DOENCAS TROPICAIS NEGLIGENCIADAS

Doencas Tropicais Negligenciadas (DTNs) sdo doengas infecciosas
predominantemente encontrada nos tropicos, que afetam, principalmente, pessoas que vivem
em situacao de pobreza, sem saneamento basico e em contato com vetores transmissores,
em areas rurais e semiurbanas (COHEN; STURGEON; COHEN, 2014; WHO, 2015). O termo
“negligenciadas” esta relacionado ao fato de o desenvolvimento de medicamentos para DTNs
ndo atrair a atencdo das industrias farmacéuticas devido ao baixo retorno financeiro, quando
comparado aos medicamentos utilizados no tratamento de outras doencas. Além disso, a falta
de politicas publicas para melhoria do local onde ocorrem as DTNs, também é um agravante
para que continuem sendo negligenciadas (AERTS et al., 2017).

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) considera 20 doencas como DTNs, dentre
elas as leshmanioses, a dengue, a hanseniase e a doenca de Chagas; estima-se que atinjam
mais de um 1,6 bilhdo de pessoas em 149 paises (UCNTD, 2019). O mapa da Figura 1
apresenta a distribuicdo das DTNs pelo mundo, com destaque para maiores ocorréncias em
paises em desenvolvimento. Como pode ser observado, na maioria dos paises, ha mais de
um tipo de DTN registrada, com destaque para paises como india, China, Mongdlia, Zimbabue
e Venezuela, que apresentam 5 DTNSs, diversos paises da Africa, como Angola, Congo, Costa
do Marfim, Guiné e Senegal, que apresentam 6 DTNs, chegando a numeros exorbitantes,
como por exemplo, no Brasil, na Nigéria, no Suddo e em outros paises da Africa onde s&o

registradas sete ou mais DTNs distintas.

NimerodeDTNs 1 2 3 4 5 6 7+

endémicas por pais A . . .

Figura 1. Distribuicao geografica das DTNSs.
Adaptado de https://unitingtocombatntds.org/resources/ burden- map-neglected-tropical-diseases/ (Acesso em
07/12/2019).



1.1.1 A DOENCA DE CHAGAS

A doenca de Chagas (DC), uma das 20 DTNs destacadas pela OMS, foi descoberta
em 1909 pelo médico brasileiro Carlos Chagas. Também conhecida por tripanossomiase
americana, trata-se de uma doenca infecciosa parasitaria causada pelo protozoario
Trypanosoma cruzi, transmitida por insetos triatomineos popularmente conhecidos como
“barbeiros” (Figura 2), principalmente dos géneros Triatoma, Panstrongylus e Rhodnius. A
transmissdo também pode ocorrer pela ingestdo de alimentos e bebidas contaminados,
transfusdo de sangue e/ou transplante de 6rgdos contaminados ou de forma congénita
(PEREZ-MOLINA; MOLINA, 2018; SILVA-JARDIM; THIEMANN; ANIBAL, 2014; WHO, 2015).

/

;

Triatoma sp Panstrongylus sp  Rhodnius sp

\

Figura 2. Algumas espécies de barbeiros que ocorrem no Brasil.
Adaptado de Jurberg et al.(2014).

A DC apresenta dois estagios de manifestagdes clinicas: (i) uma fase aguda, que dura
entre 4 a 8 semanas, com sintomas que incluem febre, mal-estar, infec¢do no local da picada,
edema em uma das palpebras, entre outros, entretanto, a maior parte dos casos é
assintomatica; e (i) uma fase crénica que pode ser indeterminada (assintomética) ou com o
desenvolvimento de problemas cardiacos e/ou gastrointestinais, manifestados em 20 a 30%
dos casos (BERN, 2015; PEREZ-MOLINA; MOLINA, 2018; SILVA-JARDIM; THIEMANN,;
ANIBAL, 2014).

1.1.1.1 Situacédo epidemioldgica

A DC é um grave problema de salde publica na América Latina uma vez que, segundo
dados da DNDi (Iniciativa de Medicamentos para Doencas Negligenciadas, do inglés Drugs
for Neglected Diseases Initiative), atinge cerca de 6 milhbes de pessoas no mundo,
principalmente na América Latina continental, causando em torno de 14 mil mortes
anualmente. Estima-se ainda que cerca de 70 milhnGes de pessoas correm risco de serem
infectadas (BERN, 2015; DNDI, 2018; WHO, 2015).



Com relacédo a sua distribuicdo geografica, que pode ser observada na Figura 3, a DC
€ endémica nos 21 paises continentais da América Latina, onde s&o encontrados 0s insetos
vetores. Todavia, casos autdctones estdo sendo registrados em paises da América do Norte,
Europa, Oceania e Asia, em pacientes de origem latino-americana que chegam a esses
paises sem ter consciéncia da infec¢do. Os dados mais recentes com relagdo ao numero de
casos, apresentados na Figura 3, disponiveis na literatura sdo de 2009 e mostram que, entre
2006 e 2009, paises como Brasil, Argentina e México registraram mais de 1 milhdo de novos
casos da DC (BERN, 2015; PAUCAR; MORENO-VIGURI; PEREZ-SILANES, 2016; WHO,
2015).

Numero de casos estimados
e <1000
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@ >=1000000
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Figura 3. Distribuicdo geogréafica da Doenga de Chagas.
Adaptado de https://www.dndi.org/diseases-projects/ chagas/ e https://www.who.int/chagas/Global_
distribution_Chagas_disease 2006 2010.pdf?ua=1 (Acesso em 09/12/2019).

No Brasil, segundo o Ministério da Saude, h4 entre 1,9 a 4,6 milhdes de pessoas
infectadas por T. cruzi. Apesar dos esforgos para reduzir a transmisséo vetorial, essa ainda €
uma das principais formas de transmissdo da DC no pais, em conjunto com o surto de
transmissao via oral. Entre 2012 e 2016, dos novos casos de DC aguda registrados, em 73%
a transmissao ocorreu via oral, em 8,9% via vetorial, em 1% de forma congénita ou acidental
e em 17,1% dos casos foram encerrados sem registros do meio de transmissdo (MINISTERIO
DA SAUDE, 2019; SVS - MINISTERIO DA SAUDE, 2019).

E importante ressaltar que 95% dos casos reportados s&o na regido Norte do pais,
onde ha maior incidéncia de transmissao oral, com destaque para o grande nimero de novos
casos registrados no estado do Para (MINISTERIO DA SAUDE, 2019; SVS - MINISTERIO
DA SAUDE, 2019).



Recentemente, um surto da DC foi registrado no estado de Pernambuco, considerado
o maior registro da DC no estado, com a confirmacao de 30 casos de infec¢ao pelo protozoério
T. cruzi, a partir do exame laboratorial, e outras 10 pessoas apresentaram o0s sintomas. Os
quarenta pacientes iniciaram o tratamento com farmaco benznidazol (DIARIO DE
PERNAMBUCO, 2019).

Todas as pessoas infectadas participaram de um retiro religioso na cidade de Ibimirim,
interior do estado, durante a semana Santa, em abril de 2019 e o primeiro caso foi notificado
no dia 20 de maio de 2019. Ao todo 77 pessoas participaram do evento e ainda ndo se sabe
a origem da transmissao da doenca. Contudo, a principal suspeita € que tenha ocorrido
transmissao via oral (DIARIO DE PERNAMBUCO, 2019; G1 PE, 2019a, 2019b; SOUZA,
2019).

1.1.1.2 Ciclo de vida

O ciclo de vida do T. cruzi € complexo e passa por varios estados de desenvolvimento
(Figura 4). (1) O vetor é infectado ingerindo sangue contaminado de um hospedeiro
vertebrado, (2) as células tripomastigotas ingeridas passam a epimastigota no sistema
digestivo do inseto e (3) se multiplicam por cissiparidade (divisdo binéaria), (4) passando a
tripomastigotas metaciclicas no fim do intestino do inseto, sendo expelidas junto com as fezes.
(5) A contaminacdo do novo hospedeiro vertebrado ocorre com o contato entre as fezes
contaminadas e ferimentos na pele ou através das mucosas; uma vez na corrente sanguinea,
(6) os protozoarios na forma tripomastigotas entram em células préximas ao sitio de infeccéo
e passam para a forma amastigota, que (7) se multiplicam por divisdo binéaria e (8) diferenciam
em amastigotas e tripomastigotas, sendo que as Ultimas voltam a corrente sanguinea e
infectam 6rgdos e tecidos. O ciclo se completa com a ingestdo do sangue contaminado pelo
inseto (BERN, 2015; PAUCAR; MORENO-VIGURI; PEREZ-SILANES, 2016; PEREZ-
MOLINA; MOLINA, 2018; SILVA-JARDIM; THIEMANN; ANIBAL, 2014; WHO, 2015).



O inseto infectado libera
tripomastigotas em suas fezes, que Dentro do hospedeiro, as tripomastigotas

o entram na corrente sanguinea através@e invadem as células préximas ao local de

da picada ou de mucosas inoculagdo, onde se diferenciamem

'—d:} - amastigotas intracelulares
W LEA \ .

As epimastigotas A o) \ {
voltam & forma / \
tripomastigotas no =
intestino grosso sl
i A As amastigotas se multiplicam por
. . fiss@o binaria
Epimastigotas ‘ ) As trlponjastlgotas
pimastig O inseto vetor infectam células de ou-
mult(;p[l_ca~m-se ingere sangue | tros tecidos e sdo
E;;ri':sao contaminado / diferenciadas a amas-
% com tripomasti- J tigotas intracelulares em
o gotas novos locais de infec-

géo
Tnpomasngotas passama
epimastigotas no intestino
delgado do vetor \_/

© Asamastigotas intracelulares se diferenciam
A\ = Estagio infeccioso em tripomastigotas, sendo entéo liberados na

A - Estagio de diagndstico cerrente.sanguinea

Figura 4. Ciclo de vida do T. cruzi.
Adaptado de https://www.cdc.gov/parasites/chagas/biology.html (Acesso em 07/12/2019).

1.1.1.3 Quimioterapia

A guimioterapia da DC consiste em apenas dois farmacos (Figura 5): benznidazol (BZ),
desenvolvido pela Roche sob a marca Rochagan® (EUA) na década de 1960, transferido para
o LAFEPE (Brasil) e atualmente produzido também pelo ELEA (Argentina), que o comercializa
sob a marca Abarax®; e nifurtimox (NFX), desenvolvido pela Bayer, sob a marca de Lampit®
no inicio da década de 1970. As duas substancias sao eficientes na reducéo da parasitemia
durante a fase aguda da doenca, com taxa de sucesso de 65 a 80% (PAUCAR; MORENO-
VIGURI; PEREZ-SILANES, 2016; PEREZ-MOLINA; MOLINA, 2018).
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Figura 5. Estruturas dos farmacos utilizados no tratamento da DC: benznidazol e nifurtimox.

Contudo, tanto o BZ quanto o NFX ndo apresentam boa performance no combate ao
T. cruzi durante a fase crbnica e apresentam diversos efeitos colaterais, como por exemplo, o
surgimento de problemas dermatoldgicos e gastrointestinais, perda de peso, anorexia, febre,
entre outros, fazendo com que o tratamento seja descontinuado em 9 a 29% dos casos
tratados com BZ e em 15 a 75% dos casos quando o tratamento é realizado com NFX
(PEREZ-MOLINA; MOLINA, 2018). O BZ ¢ utilizado como farmaco de primeira linha em

muitos paises devido & sua maior tolerabilidade e maior eficacia em relagdo ao NFX (BERN,



2015; PAUCAR; MORENO-VIGURI; PEREZ-SILANES, 2016; PEREZ-MOLINA; MOLINA,
2018).

Nos ultimos anos, muito tem se investido na busca de novos farmacos que possam
ser utilizados no tratamento da DC, principalmente na fase cronica. Alguns antifingicos
azolicos como o posaconazol e o ravuconazol (Figura 6), sendo o ravuconazol disponibilizado
na forma do pré-farmaco solavel em agua E1224 (Figura 6), tiveram sua atividade tripanocida
avaliada e apresentaram bons resultados in vitro. No trabalho desenvolvido por Botero et al.
(2017), o posoconazol apresentou ICso = 6,147 + 0,154 uM contra a forma epimastigota do
protozoario e o ravuconazol, segundo os estudos de Urbina et al. (2003), apresentou ICso =
0,1 nM também contra a forma epimastigota. Entretanto, como monoterapias ndo foram mais
eficazes do que o BZ no tratamento da infec¢do crbénica, havendo reincidéncia parasitaria
apos 12 meses do fim do tratamento (BERN, 2015; HOTEZ et al., 2016; PAUCAR; MORENO-
VIGURI; PEREZ-SILANES, 2016; PEREZ-MOLINA; MOLINA, 2018; SCARIM et al., 2018).
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Figura 6. Estruturas dos farmacos posoconazol, ravuconazol e pré-ravuconazol E1224.

O fexinidazol (Figura 7) é um farmaco que tem sido avaliado quanto a atividade
tripanocida pela DNDi e tem se mostrado promissor desde os estudos pré-clinicos. O estudo
clinico de fase 2 mostrou sua eficacia na eliminacdo da carga parasitaria, sem reincidéncia e,
atualmente, esse farmaco encontra-se em estudo na Espanha, no projeto chamado FEXI 12,
para avaliar periodos curtos de tratamento. Outro estudo clinico da DNDi em andamento € o
BENDITA (do inglés BEnznidazole New Doses Improved Treatment Associations), que tem
avaliado diferentes regimes de administracdo de BZ combinado com E1224 (BARREIRA,
BLUM, 2018; DNDI, 2019; PAUCAR; MORENO-VIGURI; PEREZ-SILANES, 2016).
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Figura 7. Estrutura do fexinidazol.

1.2 DOENCAS DE ORIGEM BACTERIANA

Diferente das DTNs, como a Doenca de Chagas, as doencas provocadas por bactérias
nao sao consideradas negligenciadas, apesar da reducgéao significativa em pesquisas voltadas
para o desenvolvimento de novas classes de antibacterianos, conforme sera discutido a
diante.

As bactérias sao seres unicelulares procariontes pertencentes ao reino Monera. Nas
células procaritticas, em geral, o DNA nao esta envolto em uma membrana e consiste em um
Gnico cromossomo, nao apresentam organelas como nucleo, mitocéndria e cloroplastos. Suas
paredes celulares quase sempre contém o polissacarideo peptidoglicano e, normalmente, se
dividem por fissé@o binaria (TORTORA; FUNKE; CASE, 2017). A Figura 8 mostra a composicao

basica de uma célula bacteriana.

Capsula

Parede Celular

Figura 8. Estrutura geral simplificada da célula bacteriana.
Adaptado de https://micro.magnet.fsu.edu/cells/bacteriacell.html (Acesso em 07/12/2019).

1.2.1 CLASSIFICACAO DAS BACTERIAS

As bactérias podem ser classificadas de diversas maneiras: quanto a demanda de
oxigénio; meio de obtencdo de energia; morfologia; e quanto ao tipo de parede celular
(ARWYN-JONES; DE, 2019; SEHMEN, 2015; TRABULSI; ALTERTHUM, 2015).



1.2.1.1 Quanto a demanda de oxigénio

Com relacdo a demanda de oxigénio, as bactérias podem ser divididas em:
Aerdbias: requerem presenca de oxigénio para sobreviver.
b. Anaerdbias estritas: requerem condigbes sem a presenca de oxigénio.

c. Anaerébias ndo-estritas: ndo precisam de oxigénio para sobreviver, mas ndo morem na

presenca deste.

d. Anaerébias facultativas: preferem a presenca de oxigénio, mas conseguem sobreviver

sem.

1.2.1.2 Quanto a obtencdo de energia

No que se refere a fonte de obtencado de energia as bactérias sao divididas em:
Autétrofas: produzem a prépria energia através de fotossintese.

b. Heterdtrofas: oxidam compostos organicos ou inorganicos para obtencao de energia.

1.2.1.3 Quanto a morfologia

No que diz respeito a forma, as bactérias se dividem em trés grandes grupos:

a. Cocos: tem forma esférica ou oval. Podem ser encontradas isoladas, mas geralmente
estdo associadas na forma de diplococos, estreptococos, estafilococos, tétrades ou
sarcinas, sendo as duas ultimas formas menos comum.

b. Bacilos: tem a forma de bastonetes e sdo comumente encontrados na forma isolada,
entretanto podem ser encontrados na forma de estreptobacilos, diplobacilos ou
cocobacilos.

c. Espiraladas: podem ter uma ou mais espirais.

i. Vibrides: tem forma de bastdes curvos, sao rigidas.
ii. Espirilos: tem forma rigida, se assemelham a um saca-rolhas.

iii. Espiroguetas: tem forma espiralada e sdo mais flexiveis.

A Figura 9 traz alguns exemplos de bactérias causadoras de patologias ao ser humano
com diferentes morfologias. As bactérias da espécie Staphylococcus aureus sdo estafilococos
gue podem causar infeccdes cutaneas, pneumonia, gastrite, dentre outras; a espeécie
Streptococcus pyogenes sdo estreptococos causadoras, dentre outras doencas, de faringite
e erisipelas; Neisseria gonorrhoeae séo diplococos que causam gonorreia.

Treponema palladium tém o formato de espiroquetas e causam sifilis; a espécie Vibrio
cholerae é o0 agente causador da célera e tem a forma de vibrido; Helicobacter pylori é uma

espécie de espirilos que podem causar gastrites, Ulceras e cancer no estbmago.



Bordetella pertussis, espécie no formato de cocobacilos, € responsavel pela
coqueluche; os estreptobacilos Bacillus cereus podem causar intoxicacao alimentar; a espécie
em forma de bacilo Escherichia coli é responsavel por infec¢des urinarias, gastrointestinais e

meningite.
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Figura 9. Morfologia de algumas bactérias patogénicas.
Adaptado de Sehmen (2015).

1.2.1.4 Quanto ao tipo de parede celular

As bactérias podem ser classificadas em relacdo a composicdo de suas paredes
celulares com base no método desenvolvido por Hans Christian Gram, em 1884, que as divide
em dois grandes grupos: as Gram-positivas e as Gram-negativas (ARWYN-JONES; DE,
2019). O método consiste em tratar um esfregaco de bactérias com cristal de violeta, um
corante basico de cor purpura, que colore todas as células e é chamado corante primario. O
corante é entdo lavado e é aplicado iodo como fixador. Ao remover a solucdo de iodo, tanto
as células Gram-positivas quanto Gram-negativas ficam com coloracao violeta.

Em seguida, o esfregaco é lavado com etanol ou uma solucdo etanol/acetona, uma
solucdo descorante, que faz com que algumas células percam a coloracéo violeta, mas outras
retém essa coloragdo. Apds lavar o etanol com agua destilada, € aplicado um corante
vermelho, a safranina, sobre a lamina, que é entdo lavada novamente com agua, seca e
observada microscopicamente, onde sdo encontradas células com duas coloragdes distintas
(TORTORA; FUNKE; CASE, 2017; TRABULSI; ALTERTHUM, 2015):

a. Gram-positivas: adquirem coloracdo violeta/purpura, pois apresentam parede celular

espessa, formada por multiplas camadas de peptidoglicanos e sdo capazes de reter o
corante violeta fixado pelo iodo (SEHMEN, 2015; TORTORA; FUNKE; CASE, 2017).

b. Gram-negativas: adquirem coloragéo résea/avermelhada, uma vez que apresentam uma

camada fina de peptidoglicanos e uma camada externa a esta formada por

lipopolissacarideos, lipoproteinas e fosfolipideos, ndo conseguem reter a coloracao roxa,
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adquirindo entdo a cor do segundo corante (SEHMEN, 2015; TORTORA; FUNKE; CASE,
2017).
Na Figura 10 é possivel observar uma lamina contendo bactérias com coloracéo

purpura e bactérias com coloracao rosa, coloridas a partir do método de Gram.

L Y

Figura 10. Micrografia de bactérias coradas pelo método de Gram.
Os cocos (purpura) sdo Gram-positivos e os bacilos (rosa) sdo Gram-negativos. Adaptado de Tortora,
Funke e Case (2017).

1.2.2 QUIMIOTERAPIA

Um dos marcos na quimioterapia de combate das doencas bacterianas foi a
introducdo do salvarsan (Figura 11), por Paul Ehrlich, em 1910, utilizado no tratamento de
sifilis. Outro grande marco no desenvolvimento de agentes antibacterianos foi a descoberta,
em 1928, da penicilina G (benzilpenicilina) (Figura 11), isolada do fungo Penicillinium
chrysogenum por Alexander Flemming (PATRICK, 2013; ZAFFIRI; GARDNER; TOLEDO-
PEREYRA, 2012).

NH4CI ™

- +
CIH3N
O

Salvarsan Penicilina G

Figura 11. Estruturas dos antibidticos salvarsan e penicilina G.

Diversas classes de antibioticos, tanto naturais, sintéticas ou semissintéticas, foram
descobertas ou desenvolvidas durante o século XX e utilizadas no combate das mais diversas
doencas de origem bacteriana, o que levou ao aumento da expectativa de vida da populacéo
em geral (GUIMARAES; MOMESSO; PUPO, 2010; PATRICK, 2013; SEHMEN, 2015). Os
antibioticos com maior numero de representantes utilizados como agentes terapéuticos sao
0s B-lactédmicos e os quinolénicos, contudo derivados pertencentes a outras classes também

sao utilizados.
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1.2.2.1 Antibioticos f-lactamicos

Os antibiéticos dessa classe sdo naturais ou semissintéticos e tém como grupo
farmacoférico em comum o anel B-lactamico, uma lactona de quatro membros, que age na
parede celular bacteriana inibindo a acdo da enzima transpeptidase, responsavel pela
manutencdo dos peptidoglicanos e leva a lise celular. As substancias pertencentes a essa
classe apresentam amplo espectro de acao frente as bactérias anaerdbias e aerébias, Gram-
positivas e Gram-negativas e, devido a baixa toxicidade, sdo muito utilizados como tratamento
de primeira linha, sendo uma das classes mais importantes (FAIR; TOR, 2014; PATRICK,
2013).

As substancias desse grupo podem ser inativadas por enzimas conhecidas por f-
lactamases, que sdo capazes de abrir 0 anel B-lactamico antes deste entrar em contato com
a célula bacteriana (FAIR; TOR, 2014; PATRICK, 2013). Os principais representantes dessa
classe séo as penicilinas e as cefalosporinas, entretanto alguns derivados que nao pertencem

a essas subclasses também apresentam grande importancia quimioterapica.
a. Penicilinas

A estrutura das penicilinas é composta por um anel B-lactamico fundido com um anel
tiazolidinico (Figura 12). Apesar de descoberta em 1928, foi somente nos anos 1940, que a
penicilina G comecou a ser utilizada clinicamente. Diversas modificacées tém sido feitas na
estrutura da penicilina, inicialmente para melhorar a estabilidade frente ao ataque das [3-
lactamases, com a insercao de grupos volumosos has cadeias laterais, obtendo os derivados
de primeira geracdo: oxacilina e meticilina (Figura 12) (FAIR; TOR, 2014; PATRICK, 2013;
TRABULSI; ALTERTHUM, 2015).

Também foram realizadas modificacdes a fim de ampliar o espectro de acdo dessa
subclasse, principalmente contra bactérias Gram-negativas (FAIR; TOR, 2014; PATRICK,
2013; TRABULSI; ALTERTHUM, 2015). A insercdo de um grupo amino na cadeia lateral,
levou a sintese de derivados aminopenicilinicos como a amoxicilina e a ampicilina (Figura 12).
Jé& a transformacgé&o do grupo amino em ureido deu origem aos derivados ureidopenicilinicos,

como por exemplo, a piperacilina (Figura 12) (FAIR; TOR, 2014).
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Figura 12. Estruturas de alguns derivados penicilinicos; em destaque a estrutura geral.
b. Cefalosporinas

Na estrutura das cefalosporinas, fundido ao anel B-lactamico, tem-se um anel di-
hidrotiazinico. A primeira substancia identificada dessa classe foi a cefalosporina C (Figura
13) em 1948, produzidas por um fungo do género Acremonium chrysogenum (anteriormente
denominado Cephalosporium acremonium). As primeiras modificacdes estruturais visavam
melhorar a permeabilidade celular, as propriedades farmacocinéticas e ampliar o espectro de
acao dessas substancias. As mais recentes visam também combater a resisténcia ao anel p-
lactdmico (FAIR; TOR, 2014; PATRICK, 2013).

As cefalosporinas de primeira geracdo, por exemplo a cefazolina (Figura 13),
apresentavam atividade menor do que as penicilinas e eram pouco permedveis a parede
intestinal, sendo administradas via intravenosa. Na segunda geracdo, o aumento do
impedimento estérico, com a inser¢cdo do grupo metoxi na posi¢ao 6 do anel B-lactdmico, como
na cefoxitina (Figura 13), levou a maior resisténcia frente as p-lactamases e ao aumento da
atividade em relacé@o a geracéo anterior (FAIR; TOR, 2014; PATRICK, 2013).

A terceira geracao € caracterizada pela inser¢do de um grupo iminometoxi na posicéo
a-acil e de um anel aminotiazolidinico, que levou ao aumento da permeabilidade a membrana
das bactérias Gram-negativas, melhorando a atividade antibacteriana. Um exemplo de
substancia dessa geragéo € a cefotaxima (Figura 13) (FAIR; TOR, 2014; PATRICK, 2013).

J& a quarta geracgéo teve a atividade aumentada frente as bactérias Gram-negativas
devido ao aumento da permeabilidade a membrana celular, com a insergcdo de um substituinte
carregado positivamente na posicdo 3 e um carboxilato na posicdo 4, como na cefepima

(Figura 13). As modificagdes nas cefolosporinas para produzir os derivados da quinta geracao
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fizeram com que essas substancias, como por exemplo a ceftarolina (Figura 13),
apresentassem atividade frente a cepas multirresistentes de Staphylococcus aureus e
Streptococcus pneumoniae. A atividade frente as cepas resistentes tem sido atribuida a
presenca do anel tiazdlico (FAIR; TOR, 2014; PATRICK, 2013).
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Figura 13. Estruturas de alguns derivados das cefalosporinas; em destaque a estrutura geral.

c. Outros derivados f-lactamicos

Conforme relatado anteriormente, os principais derivados B-lactamicos utilizados sao
as penicilinas e as cefalosporinas, contudo, outras substancias contendo o anel
B-lactdmico também apresentam grande importancia terapéutica, como 0 imipinem
(Figura 14), que foi o primeiro representante das cabapenemas aprovado para uso clinico e
apresenta, assim como outros integrantes dessa subclasse, maior atividade em relacdo a
outros derivados B-lactamicos, frente a muitas bactérias aerébias e Gram-negativas (FAIR;
TOR, 2014; PATRICK, 2013; SINGH; YOUNG; SILVER, 2017; TRABULSI; ALTERTHUM,
2015).

O aztreonam (Figura 14), o Unico representante da classe dos monobactamicos
registrado pela FDA (do inglés Food and Drug Administration), ao contrario dos outros
derivados B-lactamicos, ndo contém um biciclo em sua estrutura, mas apenas o anel que da
nome a classe e apresenta atividade somente contra espécies Gram-negativas (FAIR; TOR,
2014; TRABULSI; ALTERTHUM, 2015).
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O &cido clavulanico (Figura 14), descoberto em 1976, foi o primeiro derivado -
lactamico capaz de inibir a agdo das enzimas 3-lactamases e é utilizado em associa¢cdo com
a amoxicilina (Clavulin®- GSK), sendo um dos medicamentos antibacterianos mais utilizados.
Outra associacdo frequente é entre a piperacilina e a tazobactama (Figura 14)
(Tazocin® - Pfizer), que também inibe a acdo das B-lactamases, muito utilizada no tratamento
de infeccdo por Pseudomonas aeruginosa, inclusive contra cepas resistentes (FAIR; TOR,

2014).
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Figura 14. Estruturas de derivados B-lactamicos ndo penicilinicos e ndo cefalosporinicos.

1.2.2.2 Antibidticos quinolénicos

No inicio da década de 1960, o acido nalidixico foi sintetizado como subproduto da
sintese de cloroquina, um farmaco antimalarial, e foi introduzido no final da mesma década
para o tratamento de infec¢Bes urinarias. O acido nalidixico (Figura 15) tem como grupo
farmacoférico a naftiridina e sua sintese foi precursora de uma das classes mais importantes
de antibibticos sintéticos: as quinolonas. Os farmacos dessa classe atuam impedindo a
sintese do DNA, através da inibicdo das enzimas topoisomerase Il (DNA girase) e IV e
apresentam amplo espectro de acdo, sendo os derivados quinoldnicos eficientes contra
bactérias anaerébias e aerdbias, Gram-positivas e Gram-negativas (ALDRED; KERNS;
OSHEROFF, 2014; FAIR; TOR, 2014; SINGH; YOUNG; SILVER, 2017).

A primeira geragdo de quinolonas obtidas a partir de altera¢gdes na estrutura do acido
nalidixico, como o acido oxolinico (Figura 15), apresentava espectro de acdo reduzido e baixa
biodisponibilidade, tornando-a pouco popular. A segunda geragdo, conhecida como
fluoroquinolonas, sintetizadas nos anos 1980, deu inicio a populariza¢do do uso terapéutico
dessa classe (ALDRED; KERNS; OSHEROFF, 2014; FAIR; TOR, 2014; SINGH; YOUNG;
SILVER, 2017).
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A introducdo de um &tomo de fldor no 4tomo de carbono C6 do anel quinoldénico
ampliou o espectro de ac¢do dos derivados dessa classe, principalmente contra bactérias
Gram-negativas aerobias. A ciprofloxacina (Figura 15) € uma das substancias dessa classe
mais ativa contra Pseudomonas aeruginosa e foi a primeira a apresentar resultados no
tratamento de infec¢des fora do trato urinario. Além disso, chama atenc¢éo devido a atividade
contra a bactéria causadora de antraz, Bacillius anthracis, e contra a bactéria causadora da
peste bulbdnica, Yersinia pestis (ALDRED; KERNS; OSHEROFF, 2014; FAIR; TOR, 2014;
SINGH; YOUNG; SILVER, 2017).

As modificacbes estruturais que levaram a terceira geracdo das quinolonas
aumentaram a atividade frente a bactérias Gram-positivas, como por exemplo, a levofloxacina
(Figura 15) que apresenta elevada atividade contra bactérias do género Streptococcus e
apresenta boa atividade no tratamento de infec¢des respiratorias (ALDRED; KERNS;
OSHEROFF, 2014; FAIR; TOR, 2014; SINGH; YOUNG; SILVER, 2017).

As quinolonas da quarta geracéo tém maior atividade frente a bactérias anaerdbias e
contra espécies que desenvolveram resisténcia aos farmacos dessa classe, contudo ha mais
relatos de toxicidade em relac@o as geracdes anteriores. A clinafloxacina (Figura 15) é uma
guinolona de quarta geracdo com atividade frente a Streptococcus pneumoniae, Enterococcus

faecium e Neisseria gonorrhoeae (FAIR; TOR, 2014).
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Figura 15. Estruturas do &cido nalidixico e de algumas quinolonas.

1.2.2.3 Antibidticos sulfonamidicos

As sulfonamidas, ou drogas sulfa, foram a primeira classe de antibiéticos utilizada
clinicamente no tratamento de doencas bacterianas e possui em sua estrutura o grupo

sulfonamida, que da nome a classe. A sulfonamina (Figura 16) € um corante vermelho que,
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em 1932, foi descoberto como agente antibacteriano e foi a primeira substancia dessa classe
a ser clinicamente empregada. Foi amplamente utilizada até a insercéo das penicilinas para
uso clinico. As substancias dessa classe inibem a sintese da enzima di-hidropteroato
sintetase, que faz parte do metabolismo de acido fdlico, e leva a represséo da duplicacdo do
DNA. Devido ao aumento da resisténcia e os efeitos colaterais causados, o uso das
substancias desta classe diminuiu consideravelmente. Atualmente, o sulfametoxazol (Figura
16), em associacdo com o trimetoprim (Figura 16) (Bactrim® - Roche), é utilizado no combate
de algumas cepas de MSRA (Staphylococcus aureus resistentes a meticilina, do inglés
methicilin-resistant Staphylococcus aureus). A diminuigdo da resisténcia a essa classe tem
sido observada e vem sendo associada a menor frequéncia de uso desses farmacos (FAIR;
TOR, 2014; PATRICK, 2013; ZAFFIRI; GARDNER; TOLEDO-PEREYRA, 2012).
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Figura 16. Estruturas de derivados sulfonamidicos e do trimetoprim.

1.2.2.4 Outros agentes terapéuticos

A maioria dos antibiéticos utilizados pertencem as classes citadas anteriormente, no
entanto, alguns farmacos de outras classes se destacam no combate de infeccdes
bacterianas. A vancomicina (Figura 17) € um glicopeptideo de origem natural, descoberto em
1952, que € usada ainda hoje como altimo recurso no tratamento de infec¢des por bactérias
Gram-positivas, incluindo cepas de MRSA. O mecanismo de acdo deste fArmaco consiste na
inibicdo da sintese de lipideos precursores da cadeia de peptidoglicano, impedindo a sintese
da parede celular (FAIR; TOR, 2014; SINGH; YOUNG; SILVER, 2017).

A daptomicina (Figura 17) € um lipopeptideo de origem natural com amplo espectro de
acdo contra bactérias Gram-positivas. Quando interage com a parede celular, a daptomicina
causa uma despolarizacao, levando a abertura de espacgos por onde saem ions e ocasionando
a ruptura da célula bacteriana. E utilizada via intravenosa no tratamento de infeccdo hospitalar
causada por bactérias Gram-positivas, incluindo MRSA e VRE (Enterococcus resistentes a
vancomicina, do inglés vancomicin resistent Enterococcus) (FAIR; TOR, 2014; SINGH,;
YOUNG; SILVER, 2017).

Outra classe com poucos representantes, mas com importancia terapéutica, é a dos

macrolideos, antibiéticos de origem natural, que sdo utilizados principalmente contra
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infec¢Bes respiratorias. Um representante da classe € a azitromicina (Figura 17), que age
inibindo a sintese proteica devido a ligacdo reversivel ao RNAr 23S da subunidade
riboss6mica 50S, que bloqueia a elongacao do peptideo (FAIR; TOR, 2014; SINGH; YOUNG;
SILVER, 2017).

A classe de antibidticos sintéticos mais recente é a das oxazolidinonas, com a primeira
representante, a linezolida (Figura 17), registrada pela FDA em 2000. A linezolida inibe a
sintese proteica da mesma maneira que a azitromicina e é indicada para o tratamento de
infeccBes sérias causadas por bactérias Gram-positivas, incluindo MSRA. Todavia, deve ser
usada por curtos periodos, uma vez que leva a supresséo da medula 6ssea devido a inibicéo
da sintese proteica mitocondrial. A tedizolida (Figura 17), aprovada em 2014, é uma
oxazolidinona de segunda geracdo que apresenta melhor perfil de atividade que a linezolina,
além de nao interagir com a célula eucaribtica, o que a torna mais segura (FAIR; TOR, 2014;
SINGH; YOUNG; SILVER, 2017).
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Figura 17. Estruturas dos farmacos vancomicina, daptomicina, azitromicina, linezolida e tedizolida.

1.2.3 ARESISTENCIA BACTERIANA

A resisténcia bacteriana, embora seja um processo evolutivo de selecdo natural, tem

se tornando um problema mundial devido ao aumento do nimero de bactérias resistentes aos
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antibacterianos comuns e ao surgimento de diversas cepas multirresistentes, levando alguns
pesquisadores a sugerirem que estamos entrando em uma “nova era pré-antibiéticos” (FAIR;
TOR, 2014; FRIERI; KUMAR; BOUTIN, 2017; RIOS et al., 2016).

Além do processo evolutivo natural, outro fator relevante que contribui para o aumento
da resisténcia é a automedicagdo, que gera um consumo excessivo de antibiéticos muitas
vezes para o tratamento de doencas que nao sao causadas por bactérias. A prescricao
inadequada, o abandono do tratamento indicado e o uso na agropecuaria também sédo
responsaveis para o desenvolvimento de mecanismos de resisténcia (FRIERI; KUMAR,;
BOUTIN, 2017; RIOS et al., 2016).

A resisténcia estd associada a alta morbidade e mortalidade (FRIERI; KUMAR,;
BOUTIN, 2017). Em todo o mundo, ocorrem cerca de 700 mil mortes anuais decorrentes de
infeccBes causadas por bactérias resistentes (O’NEILL, 2016). Estima-se que a resisténcia
bacteriana sera responsavel por mais de 10 milhdes de mortes em 2050, como mostra a
Figura 18, podendo-se destacar a Asia e Africa, com mais de 4 milhdes de mortes em cada

continente e a América Latina com quase 400 mil mortes (O’NEILL, 2014).

Europa
390.000
América
do Norte ! Aai
FLLANE0 $4.730.000
"%
N\ i
Africa ' \57“"
£4.150.000 ;
. ' 2 Oceania :
América 22.000
Latina
392,000
Mortalidade por 10.000 habitantes
S I
Numero de mortes 5 6 / 8 ) 7 3

Figura 18. Previsdo das mortes causadas por infec¢des por bactérias resistentes, em 2050.

Embora o aumento da resisténcia em taxas alarmantes deixe claro a necessidade
mundial de desenvolver novos farmacos, ndo é este o movimento que tem sido observado na
industria farmacéutica. O baixo retorno financeiro quando comparado a farmacos utilizados
no tratamento de doencgas cronicas, 0 uso de novos antibiGticos apenas como recurso

alternativo quando os farmacos mais antigos falham e o mercado saturado de medicamentos
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genéricos fizeram com que o investimento nessa area fosse reduzido drasticamente (FAIR;
TOR, 2014; MACGOWAN; MACNAUGHTON, 2017).

Diante desse contexto, existe uma grande demanda para o desenvolvimento de novas
substancias que apresentem atividade antibacteriana, e que sejam eficazes contra cepas ja
resistentes, para que o problema da resisténcia possa ser controlado (FRIERI; KUMAR;
BOUTIN, 2017; MACGOWAN; MACNAUGHTON, 2017; RIOS et al., 2016).

1.3 HETEROCICLOS

Os heterociclos sdo compostos com um ou mais ciclos que contém, pelo menos, um
atomo diferente de carbono e hidrogénio na sua composi¢céo. Os heteroatomos mais comuns
sdo: nitrogénio, oxigénio e enxofre contudo, outros atomos também sdo encontrados como
fosforo, arsénio, antimdnio, silicio, selénio, boro e estanho (HAIDER, 2017; QUIN; TYRELL,
2010).

Os compostos heterociclicos sdo amplamente utilizados na quimica medicinal, nas
indastrias de agroquimicos, de corantes, de polimeros e sdo utilizados para diversas outras
aplicacbes tecnoldgicas (DUA et al., 2011; HAIDER, 2017; QUIN; TYRELL, 2010). Dentre os
compostos heterociclicos, 0s nitrogenados representam aproximadamente 60% dos
heterociclos utilizados nas mais diversas aplicacées (HAIDER, 2017).

Com relacdo a aplicacdo desses compostos na quimica medicinal, cerca de 87% dos
farmacos utilizados atualmente contém heterociclos em suas estruturas e apresentam
diversificada atividade biol6gica, como antiprotozoéaria, antibacteriana, antiviral, anti-
inflamatdria, antifingica, antineoplasica, dentre outras (HAIDER, 2017; MARTINS et al., 2015;
QUIN; TYRELL, 2010; ZHANG, 2017).

A Figura 19 apresenta alguns dos farmacos comerciais mais vendidos nos ultimos
anos gque apresentam heterociclos (DUA et al., 2011; GOMTSYAN, 2012; HAIDER, 2017;
MARTINS et al., 2015):

e aatorvastatina (Lipitior® - Pfizer) € um regulador do colesterol HDL (do inglés High
Density Lipoprotein) que contém um nucleo pirrélico em sua estrutura;

e 0 sofosbuvir (Sovaldi® - Gilead), um farmaco antiviral, apresenta dois heterociclos
em sua estrutura: o tetra-hidrofurano e um derivado pirimidinico;

e 0 anastrozol (Arimidex® - AstraZeneca), utilizado no tratamento de cancer de
mama em mulheres na pés-menopausa, tem em sua estrutura o heterociclo 1,2,4-
triazol;

e 0 antiulcerante esomeprazol (Nexium® - AstraZeneca) contém uma piridina e um

benzimidazol;
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e 0 anticoagulante clopidogrel (Plavix® - Sanofi) empregado no tratamento e
prevencdo de trombose arterial, contém dois heterociclos fundidos: o tiofeno e a
piperidina, formando o biciclo 4,5,6,7-tetra-hidrotieno[3,2-c]piridina;

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

e 0 pioglitazona (Actos® - Abbott), utilizado no tratamento da diabetes, contém um

anel piridinico e um tiazolidinico.
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Figura 19. Farmacos que contém heterociclos em suas estruturas.

Além dos farmacos citados na Figura 19, todos os farmacos apresentados
anteriormente, com exce¢do do salvarsan (Figura 11) e da sulfonamina (Figura 16),
apresentam ao menos um heterociclo em suas estruturas, a maioria nitrogenados, mostrando

a importancia dessa classe de compostos na quimica medicinal.
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1.3.1 PIrRAZOL
1.3.1.1 Caracteristicas gerais

O pirazol (Figura 20) € um dos compostos heterociclicos nitrogenados mais
conhecidos e estudados, presente em diversas substancias naturais e sintéticas. E um ciclo
de cinco membros que contém dois atomos de nitrogénio nas posi¢des 1 e 2, pertencente a
classe dos azois, sistemas aromaticos de cinco membros composto por pelo menos um atomo
de nitrogénio (ANSARI et al., 2017; KARROUCHI et al., 2018).

‘S
O

Figura 20. Estrutura do pirazol.

5

Os atomos de nitrogénio que compdem o pirazol apresentam caracteristicas distintas.
O atomo de nitrogénio 1 (N1) é chamado de “pirrélico” devido a semelhanga com o atomo de
nitrogénio presente no pirrol, uma vez que, assim como no pirrol, o par de elétrons do orbital
nao-ligante desse atomo participa da ressonancia do heterociclo (ALAM et al., 2015; JOULE;
MILLS, 2010).

O &tomo de nitrogénio 2 (N2) é chamado “piridinico”, pois assim como acontece na
piridina, seu par de elétrons do orbital ndo-ligante ndo participa da deslocalizacéo eletrbnica,
uma vez que se encontra em um orbital perpendicular ao plano dos orbitais p (Figura 21).
Além disso, o pirazol apresenta carater anfétero, sendo uma base fraca (pKa2,5 com relacdo
ao N2) e também um acido fraco (pKa 14,2 com relacdo ao N1) (ALAM et al., 2015; JOULE;
MILLS, 2010).

\\\\\“" 1,
////
N2 “piridinico”

O\\> N1 “pirrélico”

\ J

Figura 21. Estrutura do pirazol apresentando os elétrons que participam das liga¢des n e o par de
elétrons ndo-ligante do nitrogénio “piridinico”.

O pirazol é um sistema n-excessivo, com 6 elétrons n deslocalizados em todo o anel e

segue a regra de Huckel: 4n + 2 = e~ , n = 1. Sofre reagdo de substituicdo eletrofilica



22

aromatica (SEA) principalmente na posicdo 4, devido ao fato de ser o &omo com maior
densidade eletronica (KARROUCH)I et al., 2018).

A ressonancia (Figura 22) pode ser iniciada pelo atomo de nitrogénio “pirrélico” (N1),
obtendo cinco formas candnicas distintas, com carga parcial positiva na posi¢cao 1 e carga
parcial negativa nas demais posi¢cdes. Ja a ressonancia iniciada pelo atomo de nitrogénio
“piridinico” (N2) gera outras trés formas canbnicas, com carga parcial positiva nos atomos 1,

3 e 5, e carga parcial negativa no atomo 2.

Ressonancia a partir do atomo de nitrogénio “pirrélico”:

j {\..e — F 1\ e..
AR S S S L VSR
TN TR T N TN

Ressonancia a partir do atomo de nitrogénio “piridinico”:

Figura 22. Estruturas de ressonancia do pirazol.

Quando o anel pirazélico é substituido assimetricamente, a substéncia formada é
obtida na forma de uma mistura de dois produtos, representadas na Figura 23a, devido ao
tautomerismo prototropico, ou prototropismo, presente ha molécula. A troca rapida do atomo
de hidrogénio entre os dois atomos de nitrogénio permite o equilibrio entre as duas estruturas,
nao sendo possivel separa-las. O fendmeno também ocorre em pirazéis ndo-substituidos ou
substituido simetricamente (Figura 23b), mas leva a formacéo de substancias equivalentes
(ALAM et al., 2015; JOULE; MILLS, 2010).

R R R R |
/ \N S N Z/ \N Sl Z_ N
v N " Ny
Fl' (@) 'L (b)

Figura 23. Estruturas tautoméricas do pirazol (a) pirazol 3(5)-substituido; (b) pirazol 4-substituido.

1.3.1.2 Métodos de obtencéo

A primeira sintese de pirazol foi descrita em 1883 por Knorr e consiste na reacdo de

ciclocondensagdo entre um composto 1,3-dicarbonilico e uma hidrazina, havendo a
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possibilidade de formacgéo de dois produtos distintos, caso o composto 1,3-dicarbonilico ndo
seja simétrico (R2#R1), conforme mostra o Esquema 1 (KARROUCHI et al., 2018; KNORR,
1883; LI, 2014).

e N

o] 0 T
N N
/ Ry R— v \ Ry
HN_NH2 + R2 R1 > N\ / + N
R Rs —
. . . . R4 3 R4 R3
L R=H, alquil, aril, heteroaril, acil, etc. )

Esquema 1. Representacao geral da sintese de Knorr.

A obtencao de pirazois a partir da sintese proposta por Knorr continua sendo uma rota
sintética viavel, apesar da mistura de produtos obtida. Em 1997, Penning e colaboradores
obtiveram diversos derivados pirazéllicos obtidos por esta metodologia, dentre eles o
celecoxib, um anti-inflamatorio ndo esteroidal (LI, 2014; PENNING et al., 1997).

A reacdo de obtencdo do celecoxib é apresentada no Esquema 2. O aduto 1,3-
dicarbonilico, obtido da condensacdo de Claisen entre a 4-metilacetofenona com
trifluoroacetato de etila, isolado com 94% de rendimento, reage com cloridrato de 4-
sulfonamilfenil hidrazina obtendo, quase que exclusivamente, o derivado 1,5-diarilpirazélico
com 46% de rendimento. Uma mistura de produtos 1,3-diarilpirazol e 1-5-diarilpirazol foi obtida
guando se utilizou hidrazina na forma neutra, ou seja, sem reagir com 4cido cloridrico para
formar o cloridrato (AHLSTROM et al., 2007; PENNING et al., 1997).
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N

(0] o (0]
N
/@)‘\ a WCFs b

0]

SO,NH,
/\O)J\

a) CF3 , NaOMe/MeOH, refluxo, 24h

/©/NHNH3+C|'
b) H,NO,S , EtOH, refluxo, 20h

Esquema 2. Rota sintética para obtencéo do celecoxib.

Celecoxib
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Nosso grupo de pesquisa tem obtido derivados pirazélicos baseados na sintese
descrita por Cheng e Robins em 1956, que pode ser considerada uma variacdo da rota
sintética proposta por Knorr (CHENG; ROBINS, 1956; DOS SANTOS et al., 2011a, 2011b).

Em seu trabalho, Cheng e Robins reagiram hidrazinas monosubstituidas com
etoximetilenomalononitrila em etanol, sob refluxo por 30 minutos, obtendo diversos derivados
1-substituido-5-amino-4-cianopirazol (Esquema 3) com bons rendimentos: 40 a 86%
(CHENG; ROBINS, 1956). Nessa reacao, o derivado malénico reage de maneira analoga ao
aduto 1,3-dicarbonilico utilizado na rota proposta por Knorr.

CN

H

N CN EtOH refluxo N/ \
R1/ \N /\ /\‘/ \N NH,
I

R1

R1= CH3; p-BI’-CeH4; CHQCHon, O-C|-C6H4; C6H5; p-NOz-CGH4; p-CI-CGH4; p-CH3-C6H4.

Esquema 3. Reacdo de obtencado de 1-substituido-5-amino-4-cianopirazois.

O pirazol também pode ser obtido a partir da reacdo descrita por Pechmann em 1898
(Esquema 4). Nessa reacdo, a formacéo do pirazol ocorre via cicloadicdo [3+2] 1,3-dipolar
entre o acetileno e o diazometano (LI, 2003; PECHMANN, 1898; WANG, 2010). Inicialmente,
€ obtido o 3H-pirazol, um isbmero nado-aromatico, que sofre isomerizacdo para a forma

aromatica 1H-pirazol, devido a alta estabilidade adquirida com a aromatizacao do sistema.

et N
oS N/\Nx N/\N\S

3H-pirazol 1H-pirazol

Esquema 4. Reacao de obtencéo do pirazol desenvolvida por Pechmann.

A obtencéo de pirazois a partir de cicloadigéo [3+2] de diazocompostos com alquenos
ou alquinos, baseadas na rota descrita por Pechmann, é uma estratégia sintética muito
utilizada (FUSTERO et al., 2011; FUSTERO; SIMON-FUENTES; SANZ-CERVERA, 2009;
KARROUCHI et al., 2018).

Em 2018, Paul Raj e colaboradores obtiveram uma série de pirazdis 3,5-substituidos
(Esquema 5) a partir de cicloadicdo [3+2] de olefinas com diazoésteres ou diazoamidas,
utilizando oxona (peroximonossulfato de potassio — 2KHSOs-KHSO,-K,SO,) como oxidante
e CTAB (brometo de cetiltrimetilam6nio) como catalisador, 1,4-dioxano como solvente em
atmosfera de oxigénio, sob agitacdo a temperatura ambiente, durante 3h. Os produtos foram
obtidos com bons rendimentos: 41 a 87% (PAUL RAJ et al., 2018).
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(0] H
/\R . _ N, Oxona/CTAB I /
1 Rz Dioxano/O,
R1 R2
R4 = CO5Et; CO,Me; CO5tBu; CO,Ph; COMe; COEt; CO,Bu; CN; tosil; SO,Ph.
R, = OBn; OEt; NMe(Ph)

Esquema 5. Reacdo de obtencao de derivados pirazélicos 3,5-substituidos.

1.3.1.3 Aplicagbes de derivados pirazélicos

Compostos contendo o nucleo pirazélico apresentam uma grande variedade de
aplicacdes na quimica medicinal como atividade antineoplasica, anti-inflamatéria, analgésica,
anticoagulante, antiobesidade, antibacteriana, antiprotozoaria, dentre outras (ALAM et al.,
2015; ANSARI et al., 2017; FARIA et al., 2017; KARROUCHI et al., 2018; KHAN et al., 2016).
Um dos primeiros derivados pirazolicos de origem natural isolado foi a B-(1-pirazolil)alanina
(Figura 24), obtido de sementes de melancia (Citrullus vulgaris) e é utilizado no tratamento da
diabetes (ANSARI et al., 2017; FARIA et al., 2017).

<§\ 4
N\ /N\/\
CO,H

N

Figura 24. Estrutura da p-(1-pirazolil)alanina.

Diversos farmacos contendo pirazol em suas estruturas ja foram aprovados e sdo
comercializados, além de uma grande quantidade em fase de testes clinicos. Dentre os
farmacos comerciais, o rimonabant (Acomplia® - Sanofi) (Figura 25) é um farmaco utilizado no
tratamento da obesidade que atua como um receptor canabinoide CB1, reduzindo o apetite,
contudo sua comercializacdo esta suspensa devido aos efeitos colaterais. O sildenafil (Viagra®
- Pfizer) (Figura 25) é empregado no tratamento de disfungdo erétil, uma vez que inibe a
enzima fosfodiesterase, provocando o relaxamento da musculatura lisa do pénis e tem efeito
vasodilatador, que favorece a erecdo (ANSARI et al., 2017; FARIA et al., 2017; KARROUCHI
et al., 2018).
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Rimonabant Sildenafil

Figura 25. Estruturas do rimonabant e do sildenafil.

O celecoxib (Celebra® - Pfizer) (Figura 26) e a antipirina (Figura 26) s&o anti-
inflamatdrios ndo-esteroidais que agem inibindo as enzimas ciclo-oxigenases (COXs); no caso
do primeiro apenas a COX-2 € inibida, enquanto o segundo inibe as enzimas COX-1, COX-2
e COX-3. A dipirona (Novalgina® - Sanofi) (Figura 25) € um farmaco com efeitos antipirético,
analgésico e antiespasmadico, cuja acdo ocorre pela inibicdo da sintese de prostaglandina
(ANSARI et al., 2017; FARIA et al., 2017; KARROUCHI et al., 2018; KHAN et al., 2016).

SO,NH,
/N\
N

\N
0 "\
o~ S o
—N 0

FsC

Celecoxib Antipirina Dipirona

Figura 26. Estruturas do celecoxib, da antipirina e da dipirona.

Nosso grupo de pesquisa tem sintetizado e avaliado a atividade antiprotozoéria de
diversos derivados contendo o nucleo pirazoélico, dentre eles sistemas hibridos pirazol-
amidina. No primeiro trabalho, cinco derivados 1-aril-1H-pirazol-4-carboximidamidas (Figura
27) foram testados frente a forma promastigota do protozodrio Leishmania amazonensis, que
apresentaram valores de ICso > 100 uM (DOS SANTOS et al., 2011a).

Visando melhorar os resultados de atividade, no segundo trabalho foram planejados
hibridos pirazol-imidazolina (4,5-di-hidro-1H-imidazol) (Figura 27), uma amidina ciclica, e
avaliar o resultado dessa modificacdo estrutural frente a trés protozoarios do género
Leishmania: L. amazonensis, L. brasiliensis e L. infantum.

Dentre os quatorze derivados 1l-aril-4-(4,5-di-hidro-1H-imidazol-2-il)-1H-pirazéis

testados, o melhor resultado de atividade in vitro, frente a forma promastigota da espécie L.
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amazonensis, foi obtido para o derivado 5-amino-1-(3,5-diclorofenil)-4-(4,5-di-hidro-1H-
imidazol-2-il)-1H-pirazol, com ICso = 15,5 + 6,8 pM. Tal derivado mostrou uma reducgdo
significativa de diminuicao da infec¢do na pata de camundongo infectado pela mesma espécie
de Leishmania (DOS SANTOS et al., 2011b).

4 A
Carboximidamida L o Imidazolina
(amidina aciclica) Ciclizaggo da amidina (amidina ciclica)

.
,
,
'HN
;
;
:

____________

' Manutengao do nucleo pirazélico e

\N '

' do anel benzénico com seus
substituintes '
NP NSX, |
' : 2

Ri=H, 4-Br, 4-NO2, 4-OMe, 2,6-diCl R2=H, 3-Cl, 3,4-diCl, 3,5-diCl, 3-F, 3-Br, 4-Br;
R’=H. NH>

| J

Figura 27. Estratégia de modificagdo molecular para obtencao dos derivados 1-aril-4-(4,5-di-hidro-1H-
imidazol-2-il)-1H-pirazais.

Os protozoarios do género Leishmania e o protozoario T. cruzi pertencem a classe
Kinetoplastida e apresentam organizacdo celular semelhante, o que possibilita que uma
mesma substancia possa ser ativa contra os dois géneros (CASTILLO et al., 2010). Devido a
essas semelhancas, os derivados 5-amino-1-aril-4-(4,5-di-hidro-1H-imidazol-2-il)-1H-pirazdis
foram avaliados quanto a atividade tripanocida contra as formas tripomastigota e amastigota
do protozoario T. cruzi. Além dos substituintes que foram obtidos para avaliacdo
antileishmania, novos derivados com outros substituintes também foram sintetizados e

testados (Figura 28).

R= H; 3-Cl; 3,5-diClI; 3,4-diCl; 4-Cl; 4-F; 4-Br; 3-Br; 4-OCHs.
Figura 28. Estrutura geral dos derivados avaliados como tripanocida.
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Os melhores resultados para ambas as formas foram para os derivados diclorados 5-
amino-1-(3,4-diclorofenil)-4-(4,5-di-hidro-1H-imidazol-2-il)-1H-pirazol (A) e 5-amino-1-(3,5-
diclorofenil)-4-(4,5-di-hidro-1H-imidazol-2-il)-1H-pirazol (B) (Figura 29) (DOS SANTOS et al.,

2011b).
Nﬁ
NH \ NH A B BZ
Tripomastigota
/ \ / \ ICs0 (UM) 10,5+1,1 9,5+1,2 19,1+3,3
\ \ Amastigota
ICs0 (UM) 13,6£1,5 16,5+1,6 1,940,2
Citotoxicidade
CCso (UM) 243,9451,6 257,1+22,7 >500
B

Figura 29. Estruturas dos derivados com melhor atividade tripanocida.

Frente a forma tripomastigota, os derivados A e B apresentaram valores menores que
0 ICso encontrado para o farmaco de referéncia, 0 BZ (ICso= 19,1 + 3.3 uM), com ICs0= 10,5 *
1,1e 9,5+ 1,2 uM, respectivamente. Com relacédo aos resultados contra a forma amastigota,
0 ICso dos derivados A e B, 13,6 £ 1,5 e 16,5 + 1,6 uM, respectivamente, foram maiores do
gue os valor encontrado para o BZ, cujo ICs foiigual a 1,9 £ 0,2 uM (MONTEIRO et al., 2019).

A citotoxicidade também foi avaliada utilizando células Vero e foram obtidos os valores
de CCso= 243,9+51,6 uM para o composto A e CCso= 257,1 + 22,7 UM para o0 composto B,
gue podem ser considerados relativamente baixos. O indice de seletividade (Sl) para os
compostos foi de 17,9 para A e 15,6 para B, ambos acima do recomendado pela DNDi (SI>10)

para avancar para as proximas fases de testes (MONTEIRO et al., 2019).

1.3.2 TIAZOLINA

1.3.2.1 Caracteristicas gerais

Os di-hidrotiazoéis, ou tiazolinas, sao heterociclos ndo aromaticos de cinco membros
contendo trés atomos de carbono, um atomo de nitrogénio na posi¢do 1 e um atomo de
enxofre na posi¢do 3. Existem trés isbmeros para esse heterociclo, que diferenciam entre si

pela posi¢céo da ligacédo dupla (Figura 30).
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N\vs NvS HNvS
4,5-di-hidrotiazol 2,5-di-hidrotiazol 2,3-di-hidrotiazol
(2-tiazolina) (3-tiazolina) (4-tiazolina)

Figura 30. Estruturas dos isdbmeros di-hidrotiazéis.

Na literatura existem poucos relatos sobre as tiazolinas, sendo seu analogo aromatico
tiazol (Figura 31) encontrado em diversos compostos, principalmente em farmacos
(ALSHARIF; ALAM, 2017). O analogo saturado tiazolidina (2,3,4,5-tetra-hidrotiazol) (Figura
31) também é mais facilmente encontrado na literatura, principalmente fundido ao anel B-
lactamico nas penicilinas. A reagdo de oxidacgdo da 2-tiazolina leva a formagéo do tiazol e a

reacao de hidrogenacéo leva a formacao da tiazolidina.

N_S N s HN s
N N NS

tiazol 4,5-di-hidrotiazol 2,3,4,5-tetra-hidrotiazol

Figura 31. Estruturas do tiazol, 2-tiazolina e tiazolidina.

Os relatos mais frequentes na literatura sdo do isébmero 4,5-di-hidrotiazol, que
apresenta trés estruturas de ressonancia (Figura 32).

Figura 32. Estruturas de ressonancia do 4,5-di-hidrotiazol.

:NED) s:<—>:eN s:<—>e ®

1.3.2.2 Métodos de obtencéo

Os principais métodos de obtencdo de tiazolinas sdo via p-aminotiois ou
S-aminodalcoois com uma fonte externa de enxofre (GAUMONT; GULEA; LEVILLAIN, 2009).
Chaudhary e colaboradores obtiveram diversos derivados 2-aril/heteroariltiazolinas
(Esquema 6) em um protocolo sem uso de base ou metal como catalisador, a partir da reacdo
de arilnitrilas com cloridrato de 2-aminoetanotiol em metanol, a 80°C, durante 15h, com
rendimentos de 33 a 99% (CHAUDHARY; MILTON; GARG, 2017).



30

( )
NH3*CI N
RN + g o O _MeoH |
80°C, 15h
S
R
R = 4-BrCgHy; 3-BrCgHy; 4-CICgH4; 4-Br-3-CH3CgHj; piridin-2-il; piridin-3-il; piridin-4-il;
bisfenil; 4-(NH,CH,CH,OCH,)CgH,; 4-CNCgHj,.
|

Esquema 6. Reacéo de obtencéo de derivados 2-ariltiazolinas.

Seijas e colaboradores sintetizaram uma série de derivados 2-tiazolinicos
(Esquema 7), usando irradiagdo de micro-ondas. Os derivados foram obtidos da reagdo entre
acidos carboxilicos e aminoélcoois, na presenca de reagente de Lawesson como fonte de
enxofre, a 150°C e 300W, durante 8 min (SEIJAS; VAZQUEZ-TATO; CRECENTE-CAMPO,
2008).

4 1\

OH \\\Rz

OMe
Ri—COH + Ry MW, 150C /“\ Rs Sepp
S

~ ° P. >
- MW, 150°C g s
1 Rz Ry R
! MeO
Reagente de Lawesson

2, Ry=H, R3=H 5: Ry=H, R3=H
3, R2=CH3, R3=H 6: R2=CH3, R3=H
4, Ry=H, R3=Ph 7: R,=H, R3=Ph

Ry: Ph: 3-MeCgHy: 4-MeOCgH,: 2,3-(MeO),CqHs: 2-naftil: 4-CICgHs: 4-BrCqHy; 3-piridil: 2-tienil: 2-furil; CoH4CHa:
CH3(CHz)s; CH3(CHz)g; HOOC(CHy)5.
.

J

Esquema 7. Obtencéo de derivados tiazolinicos a partir de aminoélcoois.

Quando 2-aminoetanol foi utilizado, os derivados 5 foram obtidos com rendimentos de
50 a 86%; os derivados 6, obtidos a partir do 2-amino-2-metilpropan-1-ol, foram isolados com
rendimentos entre 22 a 82%; ja os derivados sintetizados a partir do 2-amino-1-feniletanol 7
apresentaram rendimentos entre 28-71% (SEIJAS; VAZQUEZ-TATO; CRECENTE-CAMPO,
2008).

Makhaeva e colaboradores reportaram a sintese de diversos derivados N,N-
dissubstituidos-2-aminotiazolinas (Esquema 8). Os hidro-halogénios de 2-amino-substituidos-
5-halometil-2-tiazolinas foram obtidos a partir reacdo de alilisotiocianato com a amina
correspondente, em éter etilico de 2 a 5h, a temperatura ambiente (TA). As N-aliltioureia
formadas sdo entdo halogenadas, usando Br, ou |, em metanol por 24h, a temperatura
ambiente, formando intermediarios que sofrem ciclizagdo, obtendo os produtos desejados.
Foram obtidos 12 derivados bromados (5a-m), com bons rendimentos: 77-90%; e 19
derivados iodados (6a-s) , também com bons rendimentos: 77-88% (MAKHAEVA et al., 2016).
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s TA, 2-5h 24 H piridin-2-il
S e Bn Bn
1 2 3 f  Bn 4-FCsHaCH;
g Bn 4-i-PI’C5H4CH2
X5 MeOH h  Bn 4-t-bu CgH4CH>
’ i Bn 4-MeOCgsH4CH,
refluxo, 24h i Bn OH(Me)Ph
R k  4-CICeHsCH,  piridin-3-metil
S y 1 X 1 | 2-CIC¢H4CH,  piridin-3-metil
X N® X° H \ m  Bn 2-CICHsCH,
/ 2"”R2 < N " n Bn 3,4-(Me0),CsH3CH,
N o \”/ RJ o Bn 3,5-(t-Bu)2-4-OHCgH2CHa
p Bn furan-2-il
S g H 3,4-(OCH2CH:0); CsHs
5 (X=Br) 4 roH 6-Me-piridin-2-il
L 6 (X=1) s H dibenzofuran-3-il y,

Esquema 8. Rota sintética para obtencdo de derivados N,N-dissubstituidos-2-aminotiazolinas.

1.3.2.3 Aplicagbes dos derivados tiazolinicos

O anel tiazolinico, principalmente 2-tiazolina (4,5-di-hidrotiazol), pode ser encontrado

em diversas substancias, muitas de origem natural,
incluindo atividades antibacteriana, antiviral,
(GAUMONT; GULEA; LEVILLAIN, 2009; MALTSEV et al.,
CRECENTE-CAMPO, 2008).

com potencial atividade biologica,
antifingica, antineoplésica, dentre outras
2013; SEIJAS; VAZQUEZ-TATO;

A bacitracina A (Figura 33) é um dodecapepitideo com acdo antibiética produzida por

bactérias da espécie Bacillus subtilis. E encontrada em pomadas com a¢&o antibacteriana na
versao com um ion metalico divalente, como o zinco, e age inibindo a sintese da parede
antibacteriana através do sequestro de lipideos essenciais para a formacao da parede celular.
(GAUMONT; GULEA; LEVILLAIN, 2009; LEMERCIER; PIERCE, 2014).
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Figura 33. Estrutura da bacitracina A.
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A curacina A (Figura 34) é outro produto de origem natural que contém o heterociclo

2-tiazolina. E um lipideo isolado da cianobactéria Lyngbya majuscula e € um poderoso agente
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antimitético, sendo tdxica para células cancerigenas (GAUMONT; GULEA, LEVILLAIN, 2009;
LEMERCIER; PIERCE, 2014, LI et al., 2012; TIDGEWELL; CLARK; GERWICK, 2010). O
largazol (Figura 34) é um derivado também de origem natural, isolado da cianobactéria
Symploca sp. que apresenta atividade antineoplasica, uma vez que inibe a enzima HDAC
(histonas deacetilase, do inglés histone deacetylase) impedindo a proliferacdo de células
tumorais (LEMERCIER; PIERCE, 2014; LIU et al., 2010; MALTSEYV et al., 2013; TIDGEWELL,;
CLARK; GERWICK, 2010).
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Figura 34. Estruturas da curacina A e do largazol.

1.3.3 TETRAZOL
1.3.3.1 Caracteristicas gerais

Outro derivado azélico com grande interesse na quimica medicinal € o tetrazol (Figura
35), um heterociclo sintético composto por quatro &tomos de nitrogénio, um atomo de carbono
e dois atomos de hidrogénio; é o heterociclo estavel com maior nimero de atomos de
nitrogénio (BHATT, 2011; NEOCHORITIS; ZHAO; DOMLING, 2019).

4N——N3

g

N
H1

Figura 35. Estrutura do tetrazol.

O tetrazol é o derivado azélico de maior carater acido, cujo pKa é 4,89. Sua acidez é
similar & do 4cido acético, pKa 4,76, fazendo com que o heterociclo apresente caracteristicas
similares as do acido carboxilico, uma vez que, além do pKa equivalente, o tamanho e o

arranjo espacial também s&o semelhantes, bem como o potencial eletrostatico. Tais
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caracteristicas fazem com que o tetrazol seja um bioisoster nao-classico do acido carboxilico,
fator muito explorado na quimica medicinal, principalmente, devido a maior estabilidade
metabdlica do tetrazol e maior lipofilicidade, o que aumenta a permeabilidade a membrana
celular (BHATT, 2011; CARLO; DONNA; SMITH Ill, 2013; JOULE; MILLS, 2010;
NEOCHORITIS; ZHAO; DOMLING, 2019; POZHARSKII; SOLDATENKOV; KATRITZKY,
2011).

O tetrazol, assim como todos os derivados azdlicos, € aromatico, com 6 elétrons n
deslocalizados sobre a molécula e segue a regra de Hickel: 4n + 2 = e~ x, n = 1. O atomo de
nitrogénio ligado ao atomo de hidrogénio é do tipo “pirrélico” e os demais atomos de nitrogénio
sédo do tipo “piridinico”. Contudo, o carater basico dos atomos de nitrogénio piridinicos € pouco
pronunciado, tendo em vista que o tetrazol € uma base fraca, com pKa -3 do acido conjugado
da base em questao, sendo a mais fraca entre os azois (EICHER; HAUPTMANN; SPEICHER,
2013).

Na Figura 36 séo apresentadas as principais estruturas de ressonancia do tetrazol,
iniciada pelo atomo de nitrogénio saturado, com carga parcial positiva no atomo 1 e carga

parcial negativa nos demais atomos do ciclo.

—Vr—\ N=—N N/=)N O N—An N—N
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Figura 36. Estruturas de ressonancia do tetrazol.

1.3.3.2 Métodos de obtencéo

A primeira sintese de tetrazol foi reportada no ano de 1885 por J. A. Bladin
(Esquema 9), que reagindo dicianofenilhidrazina com &cido nitroso observou a formacgéo de
um produto com a formula molecular CgHsNs, que mais tarde nomeou de tetrazol (BENSON,
1947; NEOCHORITIS; ZHAO; DOMLING, 2019).

CN |
N
H N// \N
N NH
HNO,

Esquema 9. Reacao de formacao do primeiro tetrazol reportado na literatura.
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Os métodos de obtencdo de derivados tetrazoélicos utilizam, principalmente, azida
como meio de obtencao de trés dos quatro &tomos de nitrogénio da molécula, reagindo com
outros grupos funcionais que contém nitrogénio, como por exemplo, amidas, amidinas,
carbodiimidas, iminas, isocianatos, isotiocianatos e nitrilas. A cicloadigdo [3+2] 1,3-dipolar
entre nitrila e azida, principalmente de azida sédio em suspensédo de N,N-dimetilformamida
(DMF), é o método mais comum utilizado e foi descrito pela primeira vez por Hantzch e Vagt
em 1901 (BHATT, 2011; NEOCHORITIS; ZHAO; DOMLING, 2019).

A obtencao de tetrazdis a partir da reacdo descrita acima tem sido o método utilizado
por nosso grupo de pesquisa para obter derivados com potencial atividade antileshmania. No
trabalho publicado por Faria et al., os derivados 5-(1-aril-3-metil-1H-pirazol-4-il)-1H-tetrazdis
foram sintetizados a partir da reacdo dos intermediarios 1-aril-3-metil-1H-pirazol-4-
carbonitrilas com azida de sédio e cloreto de aménio, em DMF a 130°C, com rendimentos
entre 50-76% (Esquema 10) (FARIA et al., 2013).

N//N\NH
NC _ \N/ —
N\ ) NaN3 NH,CI = N_Q
~\ \_ L. omF, 130°C, 14n ~\ \ Ne

R

R= 3-Cl; 2,4-diCl; 3,5-diCl; 3,4-diCl; 4-Cl; 2-F; 4-F; 3-F; 2-Br; 4-Br; 3-Br; 4-OCHs.

Esquema 10. Sintese dos derivados 5-(1-aril-3-metil-1H-pirazol-4-il)-1H-tetrazéis.

A sintese de inibidores de COX-2 1,5-diaril-tetrazéis, analogos do celecoxib (Figura
26), a partir de diarilamidas com azida de sddio foi reportada por Al-Hourani e colaboradores
(Esquema 11). Os intermediarios diarilamidas foram obtidas a partir da reacdo de acido (4-
metilsulfonil)benzoico com 1,1’-carbonildiimidazol (CDI), formando a imidazolida
correspondente in situ, que entdo reage com anilina p-substituida, formando as amidas 2(a-
e) com altos rendimentos: 79-90%. Os produtos finais 3(a-e) foram obtidos a partir da reagéo
das amidas correspondentes com cloreto de tionila, sob refluxo, por 2h. Os cloretos de imidoila
formados reagiram com azida de sédio em DMF por 24h, obtendo os produtos desejados com
70 a 87% de rendimento (AL-HOURANI et al., 2011, 2016; NEOCHORITIS; ZHAO; DOMLING,
2019).
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(a) CDI, THF; (b) anilina p-substituida; (c) SOCI,, refluxo, 2h; (d) NaN3 DMF, temperatura ambiente, 24h.

Esquema 11. Rota sintética para obtencéo dos derivados 1,5-diariltetrazéis.

Wang, Patii e Domling obtiveram N-substituido-2(1H-tetrazol-1-il)acetamidas
(Esquema 12) a partir da reacédo de N-alquil-2-isocianoacetamida com azida de trimetilsilila
em metanol:dgua (3:1) durante 20h a temperatura ambiente, obtendo derivados com
rendimentos bons a excelentes: 70-97% (NEOCHORITIS; ZHAO; DOMLING, 2019; WANG;
PATIL; DOMLING, 2016).
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Esquema 12. Reacéo de obtencao de derivados tetrazolicos a partir de isonitrila.

1.3.3.3 Aplicacdes de derivados tetrazélicos

A aplicacdo de derivados tetrazolicos na quimica medicinal € amplamente difundida,
principalmente devido as propriedades similares as do acido carboxilico, ja citadas na se¢éo
1.3.3.1. Compostos contendo tetrazol apresentam um amplo espectro de atividade bioldgica,
como por exemplo, antibacteriana, antifiingica, antineoplasica, analgésica, anti-inflamatoria,
antituberculose, propriedades hormonais (DOFE et al., 2018; GAO et al., 2019; KAUSHIK et
al., 2018; NEOCHORITIS; ZHAO; DOMLING, 2019).

Diversos farmacos contendo tetrazol ja foram aprovados por agéncias de

regulamentacado e sdo comercializados. O losartan (Cozaar® - MDS) e o valsartan (Diovan® -
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Novartis) (Figura 37) sdo antagonistas do receptor de angiotensina Il utilizados como anti-
hipertensivos (KAUSHIK et al., 2018; NEOCHORITIS; ZHAO; DOMLING, 2019).

C4H9 N_N N=—=N

c4Hg N
>/S \Huq ’//C02

Losartan Valsartan

Figura 37. Estruturas dos farmacos losatan e valsartan.

Diversos antibitticos cefalosporinicos, onze no total, apresentam em sua estrutura o
anel tetrazolico como por exemplo, a ceforanida e o cefamandol (Figura 38), que séo
utilizados no combate de diversas infeccdes causadas por bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas (GAO et al., 2019; NEOCHORITIS; ZHAO; DOMLING, 2019).

0) OH
N—N

”*f[ﬁ(@@ Dioas
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Ceforanida OH Cefamandol

Figura 38. Estruturas dos derivados cefalosporinicos ceforanida e cefamandol.

O alfentanil (Figura 39) é um anestésico opioide de curta acdo e analgésico,
administrado via intravenosa, na aplicacdo de anestesia geral. O antialérgico pemirolast
(Alegysal®/Alamast® - Santem) (Figura 39) é utilizado no tratamento de conjuntivite alérgica
(NEOCHORITIS; ZHAO; DOMLING, 2019).

N=—=N
[\ N
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Figura 39. Estruturas do alfentanil e do pemirolast.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVOS GERAIS
e Sintetizar doze derivados 5-(1-aril-1H-pirazol-4-il)-1H-tetrazéis 1(a-l) (Figura 40);

e Sintetizar doze derivados inéditos 2-(1-aril-1H-pirazol-4-il)-4,5-di-hidrotiazbis
2(a-l) (Figura 40);

e Sintetizar doze derivados 5-amino-1-aril-1H-pirazol-4-carboxamidas 3(a-l) (Figura 40),
sendo quatro derivados 3(h-k) inéditos;

7 FXL F&

N N
XR //R X
1(a-l) 2(a-l) 3(a-l)
\R= a: H; b: 4-Cl; c: 4-Br; d: 4-F; e: 4-OCHg; f: 3-Cl; g: 3-F; h: 3-Br; i: 3,5-diCl; j: 3,4-diCl; k: 2,4-diCl; I: 2,3-diCI.)

Figura 40. Estruturas dos derivados 1(a-l), 2(a-l) e 3(a-l).

e Avaliar a atividade antibacteriana contra as bactérias Staphylococcus aureus e

Pseudomonas aeruginosa dos derivados 1(a-l);

e Avaliar a atividade tripanocida e a citotoxicidade dos derivados 2(a-l) e 3(a-).
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2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Sintetizar os intermediarios-chave 5-amino-1-aril-1H-pirazol-4-carbonitrilas 4(a-l)
(Figura 41) e 1-aril-1H-pirazol-4-carbonitrilas 5(a-l) (Figura 41);

R=a: H; b: 4-CI; c: 4-Br; d: 4-F; e: 4-OCHg; f: 3-ClI; g: 3-F; h: 3-Br; i: 3,5-diCl; j: 3,4-diCl; k: 2,4-diCl; I: 2,3-diCl.

CN

ATy
\N NH, \N

N N
>¢ >¢

A ° Bal) -

Figura 41. Estruturas dos intermediarios-chave 4(a-l) e 5(a-l).

Caracterizar os intermediarios-chave 4(a-1) e 5(a-l) a partir de determinagéo do ponto
de fusdo e da Espectroscopia na Regido do Infravermelho com Transformada de
Fourier (FT-IR);

Caracterizar os produtos finais 1(a-1), 2(a-l) e 3(a-l) a partir da determinacdo do faixa
de fusé@o e por Espectroscopia na Regido do Infravermelho com Transformada de
Fourier (FT-IR), Espectrometria de Massas de Alta Resolucdo (HRMS),
Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) de Hidrogénio (RMN-!H) e
de Carbono (RMN-*3C);

Analisar os resultados dos estudos in silico das propriedade fisico-quimicas dos
derivados 2(a-l) e 3(a-1);

Analisar a relagdo estrutura-atividade (SAR) dos compostos 2(a-l) e 3(a-l).
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3 JUSTIFICATIVAS
3.1 DOENCA DE CHAGAS

Como apresentado no item 1.1.1.1, a doenca de Chagas ainda € um grave problema
de saude publica, inclusive no Brasil, onde se tem registrado um aumento no nimero casos
na fase aguda da doenca, principalmente na regido Norte do pais (SVS - MINISTERIO DA
SAUDE, 2019).

A guimioterapia da DC, como mencionado no item 1.1.1.3, consiste em apenas dois
farmacos: o benznidazol, tnico disponivel no Brasil, e o nifurtimox, que apresentam diversos
efeitos colaterais, além de ndo apresentarem grande eficacia durante a fase cronica (BERN,
2015; DNDI, 2018; WHO, 2015), o que torna necessario o desenvolvimento de farmacos mais

ativos, com menos efeitos colaterais e que sejam eficazes também na fase crénica da DC.
3.1.1 PLANEJAMENTO DOS DERIVADOS HIBRIDOS PIRAZOL-TIAZOLINAS 2(a-I)

Nosso grupo de pesquisa avaliou a atividade tripanocida de sistemas hibridos pirazol-
imidazolina, obtendo resultados promissores, jA apresentados no item 1.3.1.3. Devido ao
grupo tiazolina ser um potencial grupo farmacoférico com atividades antibacteriana, antiviral,
antifingica, antineoplasica, dentre outras comprovadas, neste trabalho planejou-se obter os
derivados 2-(1-aril-1H-pirazol-4-il)-4,5-di-hidrotiazois 2(a-l), utilizando a seguinte estratégia
(Figura 42): o bioisterismo de anel, substituindo o anel imidazolina (amidina ciclica) por
tiazolina; manutencédo do nudcleo pirazélico, o anel benzénico e os respectivos substituintes; e

remocao do grupo amino. Os produtos obtidos serdo avaliados frente ao T. cruzi.

4 3\

Bioisosterismo
de anel

) \ Remocao do grupo
! amino
NG )

Manutencao do
nucleo pirazdlico

2(a-1)

kR: a: H; b: 4-Cl; c: 4-Br; d: 4-F; e: 4-OCHg; f: 3-Cl; g: 3-F; h: 3-Br; i: 3,5-diCl; j: 3,4-diCl; k: 2,4-diCl; I: 2,3-diCI.)

Figura 42. Estratégia para obtencéo dos derivados 2(a-l).
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3.1.2 PLANEJAMENTO DOS DERIVADOS HIBRIDOS PIRAZOL-CARBOXAMIDAS 3(a-1)

De acordo com os resultados de analise de estruturas obtidos em colaboragcdo com o
Laboratério de Ultraestrutura Celular (LUC) da FIOCRUZ-RJ, coordenado pela Dr2. Mirian
Claudia de Souza Pereira, carboxamida ligada a posicao 4 do anel pirazélico, presente no
composto N-(1H-benzimidazol-2-il)-1,3-dimetilpirazol-4-carboxamida (3H5), apresenta forte
interacdo com a cruzipaina, uma importante enzima para sobrevivéncia e metabolismo do
protozoario T. cruzi.

Baseado nesses resultados, os derivados 5-amino-1-aril-1H-pirazol-4-carboxamidas
3(a-l) foram concebidos como uma simplificacdo do composto 3H5 (Figura 43), removendo o
anel benzoimidazoélico e o grupo metila da posicdo 3 do pirazol. Optou-se pela manutencéo
do ndcleo pirazélico do composto 3H5 com a carboxamida na posi¢éo 4, trocando o grupo
metila da posi¢do 1 do pirazol por um anel benzénico com diferentes substituintes, além da
adicao do grupo amino (NHz). Assim como para os derivados 2(a-l), a atividade dos derivados

3(a-l) sera avaliada frente ao T. cruzi.

s N

NH,"
=N : ]
. {;: " Remogao do i \
N ' ¥ ‘N /
Remocéo do i benzoimidazol N NH3

grupo metila \_/

Manutencao do nucleo
pirazol-carboxamida

3H5 3(a-l)
R=a: H; b: 4-Cl; c: 4-Br; d: 4-F; e: 4-OCHjs; f: 3-Cl; g: 3-F; h: 3-Br; i: 3,5-diCl; j: 3,4-diCl; k: 2,4-diCl; I: 2,3-diCl.

Figura 43. Estratégia para obtencéo dos derivados 3(a-l).

J

3.2 DOENCAS DE ORIGEM BACTERIANA

Infec¢des de origem bacteriana tém se tornado um grave problema de saude publica,
como apresentado no item 1.2.3, principalmente devido ao aumento da resisténcia e pela
escassez de novos antibacterianos sendo disponibilizados clinicamente, 0 que mostra a
importancia de pesquisas para o desenvolvimento de novas substancias com atividade

antibacteriana.



41

3.2.1 PLANEJAMENTO DOS DERIVADOS HIBRIDOS PIRAZOL-TETRAZOIS 1(a-1)

O pirazol é um heterociclo com grande importancia biolégica, uma vez que apresenta
um amplo espectro de acdo, como atividades antiprotozoaria, anti-inflamatéria, antiviral,
antibacteriana, dentre outras. Em se tratando da atividade antibacteriana, diversos autores
tém investido no desenvolvimento de moléculas contendo o nucleo pirazdlico que vem se
mostrando promissoras frente a algumas espécies de bactérias, como por exemplo,
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Bacillus subtilis (FARIA
etal., 2017).

O tetrazol € um dos biois6steres mais importantes do &cido carboxilico, principalmente
devido as propriedades fisico-quimicas similares, como o pKa. Contudo, o tetrazol apresenta
como principal vantagem o fato de ser mais lipofilico, tendo maior permeabilidade &a membrana
celular (CARLO; DONNA; SMITH lIl, 2013). Ao longo dos anos, muito se tem estudado sobre
a atividade biologica dos tetrazdlis, que apresentam propriedades antineoplasica, anti-
inflamatadria, antiviral e antibacteriana (DOFE et al., 2018; MOHITE; BHASKAR, 2011; SHAN
et al., 2014).

Diante das caracteristicas dos dois heterociclos, pirazol e tetrazol, neste trabalho foi
delineada a sintese de hibridos pirazol-tetrazol (Figura 44), a fim de verificar a eficacia dos

derivados 5-(1-aril-1H-pirazol-4-il)-1H-tetrazdlicos 1(a-l) contra infec¢bes bacterianas.

N
NN
\

/

NH

1(a-l)
\R: a: H; b: 4-Cl; c: 4-Br; d: 4-F; e: 4-OCHg; f: 3-Cl; g: 3-F; h: 3-Br; i: 3,5-diCl; j: 3,4-diCl; k: 2,4-diCl; I: 2,3-diCI.)

Figura 44. Estrutura dos hibridos pirazol-tetrazol planejados 1(a-l).
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4 METODOLOGIAS
4.1 ANALISE RETROSSINTETICA

Os derivados 5-(1-aril-1H-pirazol-4-il)-1H-tetraz6is 1(a-l) e 2-(1-aril-1H-pirazol-4-il)-
4,5-di-hidrotiazéis 2(a-1) foram planejados a partir da interconversao de grupo funcional (IGF)
dos intermediarios 1-aril-1H-pirazol-4-carbonitrilas 5(a-l); os produtos 5-amino-1-aril-1H-
pirazol-4-carboxamidas 3(a-l) foram concebidos a partir da IGF dos intermediarios 5-amino-1-
aril-1H-pirazol-4-carbonitrilas 4(a-1), que por sua vez foram idealizados a partir da adicdo de
grupo funcional (AGF) aos intermediarios 5(a-l). A desconexédo das ligacdes N.-C3; € Ni1-Cs
nos intermediarios 4(a-l1) originam as arilhidrazinas 6(a-l) utilizadas como matérias-primas
(Figura 45).

MY
NH CN
/ \ / \ Desconex&o de NHNH,
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1(a-l) 5(a-l) 6(a-1)
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NH,

X/
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R R
2(a-l) 3(a-l)
R=a: H; b: 4-Cl; c: 4-Br; d: 4-F; e: 4-OCHjs; f: 3-Cl; g: 3-F; h: 3-Br; i: 3,5-diCl; j: 3,4-diCl; k: 2,4-diCl; I: 2,3-diCl.

Figura 45. Andlise retrossintética dos derivados propostos.
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4.2 METODOLOGIAS DE SINTESE
4.2.1 SINTESE DOS DERIVADOS 5-(1-ARIL-1H-PIRAZOL-4-IL)-1H-TETRAZOIS 1(a-l)

4.2.1.1 Primeira etapa: Sintese dos intermediarios-chave 5-amino-1-aril-1H-pirazol-4-
carbonitrilas 4(a-1)

A um baldo de 50 mL, acoplado a um condensador de refluxo, adicionou-se 2,0010 g
(0,014 mol; GP: 99%) de cloridrato de fenilhidrazina, 3,7285 g (0,028 mol) de acetato de sodio
tri-hidratado e 20 mL de etanol (Esquema 13), que foram aquecidos até o refluxo, sob agitacéo
magnética. Ap6s 15 min, adicionou-se 1,7717g (0,014 mol; GP: 94%) de
etoximetilenomalonitrila e o refluxo foi mantido. O final da reac¢éo foi evidenciado, ap6s 1h, por
cromatografia em camada delgada (CCD) utilizando diclorometano como eluente. O produto
4a foi vertido em agua destilada gelada e o precipitado obtido foi filtrado a vacuo e lavado
com cerca de 250 mL de agua destilada gelada (DOS SANTOS et al., 2011b). Os derivados
4(c-i) foram obtidos de maneira analoga, partindo do cloridrato de arilhidrazina
correspondente, sendo que os derivados 4b, 4j, 4k e 4l foram sintetizados por outros

integrantes do grupo de pesquisa.

CN
NHNH*CI / \
fe} N
AN NH,
| S K )J\O'Na+,/\OH, 15 min, rf N
_ CN

/\R 2)\/0\/\CN, 1, rf | S

X

6(a-l) 4(a-l)
\R=a: H; b: 4-CI; c: 4-Br; d: 4-F; e: 4-OCHg; f: 3-Cl; g: 3-F; h: 3-Br; i: 3,5-diCl; j: 3,4-diCl; k: 2,4-diCl; I: 2,3-diCl.

Esquema 13. Sintese dos derivados 5-amino-1-aril-1H-pirazol-4-carbonitrilas 4(a-l).

4.2.1.2 Segunda etapa: Sintese dos intermediarios-chave 1-aril-1H-pirazol-4-

carbonitrilas 5(a-l)

A um baldo de 50 mL, acoplado a um condensador de refluxo, foram adicionados 7,2
mL de nitrito de 2-metilpropila (nitrito de isobutila) e 20 mL de tetra-hidrofurano (THF). Em
seguida, a mistura foi aquecida até o refluxo, sob agitacdo magnética, durante 15 min
(Esquema 14). Adicionou-se 1,7771 g (0,01 mol) de 4a, obtido conforme a metodologia
descrita no item 4.2.1.1. A reacao foi acompanhada por CCD (DOS SANTOS et al., 2011b).

Ao fim da reacdo, os volateis foram removidos a pressdo reduzida e o soélido obtido foi
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solubilizado com etanol e reprecipitado em agua destilada gelada. O produto 5a obtido foi
filtrado a vacuo e lavado com agua destilada gelada. Os derivados 5(b-j, |) foram obtidos de
maneira analoga, partindo dos intermediarios-chave 4(b-j, I) correspondentes. O derivado 5k

foi obtido por outro integrante do grupo.

CN CN

'S B
N NH, H N
N . >>\/O\N¢o THF N

2h, rf
AN < AN <
4(a-l) 5(a-l)

kR= a: H; b: 4-Cl; c: 4-Br; d: 4-F; e: 4-OCHg; f: 3-Cl; g: 3-F; h: 3-Br; i: 3,5-diCl; j: 3,4-diCl; k: 2,4-diCl; I: 2,3-diCI.J

Esquema 14. Sintese dos derivados 1-aril-1H-pirazol-4-carbonitrilas 5(a-l).

Para a obtencgéo dos derivados 5d, 5h, 5i e 5I foi utilizado nitrito de t-butila, pois ndo
havia mais nitrito de isobutila disponivel. Assim, como havia t-butanol (2-metilpropan-2-ol), o

nitrito de t-butila foi sintetizado seguindo a metodologia descrita a seguir.

Sintese do nitrito de dimetiletila (nitrito de t-butila)

O nitrito de dimetiletila (nitrito de t-butila) foi obtido baseado na metodologia descrita
por Meng e colaboradores (Esquema 15). A um baldo de 250 mL bitubulado, adicionou-se
21,6280 g (0,3 mol) de 2-metilpropan-2-ol (t-butanol), 35,2216g (0,51 mol) de nitrito de sédio
em 150 mL de 4gua destilada gelada. Em seguida, 40 mL de solucdo de acido sulfarico 35%
vlv foram adicionados lentamente, mantendo a temperatura da reacdo a 0°C. Ao fim da adicéo
da solucéo de acido, que durou 90 min, as fases aquosa e organica foram separadas no funil
de separacéo. A fase organica foi lavada com 150 mL de agua, 50 mL de solu¢éo de NaHCOs3
5% m/v e a agua residual foi removida com cloreto de célcio anidro. A fase aquosa foi
descartada adequadamente (MENG; YANG,; LIU, 2011).

D S
>\\ + NaNOy g + HySO04 (ag —»> < N
2 (aq 2504 (aq) ) X
OH 90 min o \O

Esquema 15. Sintese do nitrito de t-butila.
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4.2.1.3 Terceira etapa: Sintese dos derivados 5-(1-aril-1H-pirazol-4-il)-1H-tetrazois
1(a-l)

Para a sintese do derivado 1a, a um baldo de 50 mL, acoplado ao condensador de
refluxo, foram adicionados 0,2003 g (1,18 mmol) de 5a, 0,3847 g (5,92 mmol) de azida de
sédio, 0,3169 g (5,92 mmol) de cloreto de aménio e 10 mL de DMF. A temperatura da reacéo
foi mantida entre 148-155°C, por 25h e o fim da reacéo foi evidenciada por CCD. A reacao foi
entdo vertida em cerca de 30 mL de 4gua destilada gelada e o sélido obtido foi filtrado a vacuo
e lavado com cerca de 50 mL de agua destilada gelada. Os derivados 1(b-l) foram obtidos de

maneira analoga.
4.2.2 SINTESE DOS DERIVADOS 2-(1-ARIL-1H-PIRAZOL-4-IL)-4,5-DI-HIDROTIAZOIS 2(a-I)

4.2.2.1 Primeira etapa: Sintese dos intermediarios-chave 1-aril-1H-pirazol-4-

carbonitrilas 5(a-1)
Os derivados 5(a-1) foram obtidos conforme a metodologia descrita no item 4.2.1.2.

4.2.2.2 Segunda etapa: Sintese dos derivados 2-(1-aril-1H-pirazol-4-il)-4,5-di-

hidrotiazois 2(a-l)

A um baldo de 10 mL, acoplado ao condensador de refluxo, foram adicionados 0,2019
g (1,8 mmol) de cloridrato de 2-aminoetanotiol (AET) e 0,1228 g (0,9 mmol) de carbonato de
potassio em metanol. Apds atingida a temperatura de refluxo, a mistura foi mantida sob
agitacao magnética por 30 min, entdo adicionou-se de 0,1507 g (0,9 mmol) de 5a (Esquema
16). O progresso da reacédo foi acompanhado por CCD (CHAUDHARY; MILTON; GARG,
2017; TROSE et al., 2015).

Ao término da reagdo, apos 3,5h, o produto 2a foi isolado em cerca de 20 mL de agua
destilada gelada, o precipitado formado foi filtrado a vacuo e lavado com aproximadamente
50 mL de agua destilada gelada. Os derivados 2(b-l) foram obtidos seguindo a mesma

metodologia.
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Esquema 16. Sintese dos derivados 2-(1-aril-1H-pirazol-4-il)-4,5-di-hidrotiazois 2(a-l).

4.2.2.3 Terceira etapa: Sintese dos cloridratos de 2-(1-aril-1H-pirazol-4-il)-4,5-di-
hidrotiazois 2(a-1).HCI

O respectivo derivado 2(a-l) foi solubilizado em acetona PA, utilizando o volume
minimo necessario para solubilizacdo. Em seguida, borbulhou-se cloreto de hidrogénio, obtido
da reacao entre acido sulftrico concentrado e cloreto de sédio PA até que fosse observada a
formacdo de precipitado. O precipitado obtido foi filtrado a vacuo e lavado com acetona

gelada.
4.2.3 SINTESE DOS DERIVADOS 5-AMINO-1-ARIL-1H-PIRAZOL-4-CARBOXAMIDAS 3(a-1)

4.2.3.1 Primeira etapa: Sintese dos intermediarios-chave 5-amino-1-aril-1H-pirazol-4-

carbonitrilas 4(a-l)
Os derivados 4(a-1) foram obtidos conforme a metodologia descrita no item 4.2.1.1.

4.2.3.2 Segunda etapa: Sintese dos derivados 5-amino-1-aril-1H-pirazol-4-

carboxamidas 3(a-l)

A um baldo de 10 mL foram adicionados 2 mL de acido sulfarico concentrado
(95-98%), que foi mantido em banho de gelo e cloreto de sodio a 0°C por 15 min, sob agitacdo
magnética (Esquema 17). Adicionou-se entao, 0,1999 g (0,001 mol) de 4a lentamente, durante
20 min, mantendo a temperatura maxima de 0°C durante a adicdo. Ao término da adicdo, o
banho de resfriamento foi removido e a reagéo foi mantida a temperatura ambiente por 90 min
e o término foi evidenciado por CCD (CHENG; ROBINS, 1956).

A mistura foi tratada com solucéo de hidréxido de sédio 2 mol.L, até que se observou

a formacgéo de precipitado. O produto 3a obtido foi filtrado a vacuo e lavado com &agua
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destilada gelada até atingir pH neutro. Os derivados 3(b-I) foram obtidos utilizando a mesma

metodologia.
( 0 p
CN NH,
I 'S
N NH AN NH,
N 1) H,S0, conc., 0°C, 15 min N
2)Temperatura ambiente, 90 min
N N
< <
R R
1(a-l)
(R=a:H; b: 4-Cl; c: 4-Br; d: 4-F; e: 4-OCHjs; f: 3-Cl; g: 3-F; h: 3-Br; i: 3,5-diCl; j: 3,4-diCl; k: 2,4-diCl; I: 2,3-diCI.J

Esquema 17. Sintese dos derivados 5-amino-1-aril-1H-pirazol-4-carboxamidas 1(a-l).
4.3 CARACTERIZA(;AO DAS SUBSTANCIAS E ELUCIDAQAO ESTRUTURAL
4.3.1 DETERMINACAO DAS FAIXAS DE FUSAO

As faixas de fusdo foram mensuradas em duplicata no aparelho Fisatom modelo 431
no Laboratdrio de Sintese Orgéanica (LABSINTO/UNIFEI) ou no aparelho Marte modelo PFD

I1l no Laboratério de Quimica Organica (LQO/UNUFEI), sem correcdo da temperatura.
4.3.2 ESPECTROSCOPIA NA REGIAO DO INFRAVERMELHO

Os espectros na regido do Infravermelho foram adquiridos no aparelho modelo
Spectrum 100 PerkinElmer, utilizando a técnica ATR com diamante-ZnSe, 16 varreduras,

resolucéo de 4 cm™, no laboratério de Espectroscopia (UNIFEI).
4.3.3 ESPECTROMETRIA DE MASSAS DE ALTA RESOLUGAO

As analises foram realizadas em um espectrdbmetro de massas Q-TOF ZQ-4000 da
marca Micromass/Waters de alta resolugdo (HRMS), utilizando capilar 3,0 kV, cone 30,0 V,
extrator 1 V, lente RF 1,0 V, temperatura da fonte 150° C, temperatura de dessolvatagédo
300°C, com ionizagéo por eletrospray (ESI-MS), na Central Analitica (FIOCRUZ-RJ).

4.3.4 CROMATOGRAFIA A GAS ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE MASSAS (CG-EM)

Os cromatogramas foram obtidos em um cromatografo gasoso acoplado a um
espectrometro de massas (CG-EM) da marca Agilent. A coluna utilizada nas andlises é a

HP-5 da Agilent, com 30 m de comprimento, 0,25 mm de didmetro interno e espessura de
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filme de 0,25 pum. A injecdo da amostra foi de 1 pL, a temperatura de 20°C e split na razéo
20:1. A temperatura inicial do formo no primeiro minuto foi de 60°C, com rampa de
13°C/minuto até atingir 300°C. As andlises foram realizadas na Central Analitica (FIOCRUZ-
RJ).

4.3.5 ESPECTROSCOPIA DE RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR

As andlises de Ressonancia Magnética Nuclear de H e *C estdo sendo realizadas
utilizando um instrumento BRUKER Avance 400MHz ou 500MHz, utilizando cloroférmio
deuterado (CDCIs) ou dimetilsulféxido deuterado (DMSO-ds) como solvente e tetrametilsilano
(TMS — Si(CHs)4) como padrao interno, na Central Analitica (FIOCRUZ-RJ).

4.4 AVALIA(;AO DA ATIVIDADE BIOLOGICA
4.4.1 ATIVIDADE ANTIBACTERIANA

Os testes de atividade antibacteriana de Concentracdo Minima Inibitéria (CMI) e de
Concentracdo Minima Bactericida (CMB) foram realizados no Laboratério de Epidemiologia
Molecular e Biotecnologia (LEMB) da Universidade Federal Fluminense (UFF), sob

coordenacédo do Prof. Dr. Fabio Aguiar Alves.
4.4.1.1 Amostras bacterianas

As amostras bacterianas (Staphylococcus aureus HU25 e Pseudomonas aeruginosa)
utilizadas sdo do acervo de bactérias do Laboratorio de Epidemiologia Molecular e
Biotecnologia (LEMB).

4.4.1.2 Ensaios in vitro

a. Concentracao Minima Inibitéria (CMI)

As amostras bacterianas foram semeadas em Tryptic Soy Agar (TSA) por
esgotamento e a placa foi incubada a 37°C por 24h. Os derivados 1(a-l) foram solubilizados
na concentracdo 10 mg/mL em DMSO, e foi realizada uma diluicdo seriada em placa de
microtitulagdo utilizando Brain Heart Infusion (BHI) como meio.

Foram adicionados 180 puL de meio BHI nos primeiros pogos das colunas e 100 pL nos
demais pocos. Em seguida foram aplicados 20 pL do composto a ser testado nos pocgos
contento 180 uL. O contetdo foi ressuspenso e uma aliquota de 100 pL sera retirada e

aplicada no pogo seguinte contendo 100 pL de meio. Ao final, os ultimos 100 pL foram
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descartados. Sendo assim, até essa etapa 0s compostos estardo na maior concentragao com
1024 pg/mL, decrescendo pela metade a cada pogo subsequente.

Para o controle positivo do teste para a bactéria Gram-positiva (S. aureus) foi utilizada
a vancomicina, enquanto para o controle positivo do teste com a bactéria Gram-negativa (P.
aeruginosa) foi utilizada a polimixina B.

De 3 a 5 col6nias, da placa de Petri com meio TSA previamente preparada, foram
inoculadas em 5 mL de solucéo salina estéril (escala de McFarland 0,5 - 1,5 x 108 UFC/mL) e
100 pL dessa suspensao foram aplicados em todos 0s pogos, exceto no branco. Apos essa
aplicacdo, o composto ficard na maior concentracdo com 512 pg/mL. A placa foi entéo
incubada em estufa a 37°C por 24h.

Para a leitura da placa foi utilizado 20 pL do corante resazurina. A CMI é a menor
concentracdo do derivado que inibir o crescimento visivel da cultura bacteriana. A leitura é

visual: a cor rosa indica crescimento bacteriano e a azul, auséncia de crescimento.

b. Concentracdo Minima Bactericida (CMB)

Em placa de Petri com meio TSA dividida em nove campos, foram aplicados 10 pL da
respectiva diluicdo, as oito diluicbes dos derivados obtidas na placa para a observacédo da
CMI e o controle positivo, em cada campo, seguindo incubacéo a 37°C por 24h.

Apds esse intervalo, o0 campo em que ndo houve crescimento bacteriano foi
determinado como sendo o valor da CMB, que é definido como a menor concentracao capaz

de eliminar 99,9% do indculo bacteriano.

4.4.2 ATIVIDADE TRIPANOCIDA

Os testes de atividade tripanocida de Concentragdo Inibitéria média (ICso) frente a
células amastigotas e tripomastigotas do T. cruzi e de Citotoxicidade Celular (CCs) estdo
sendo realizados no Laboratorio de Ultraestrutura Celular (LUC) na Fundacéo Oswaldo Cruz

(Fiocruz-RJ), sob coordenagéo da Dr2, Mirian Claudia de Souza Pereira.
4.4.2.1 Cultivo celular

Células Vero, células provenientes de rim de macaco verde (ATCC® CCL81™), sédo
mantidas semanalmente no LUC por dissociagdo com tripsina e EDTA (&acido
etilenodiaminotetra-acético) em solugéo tampéao de fosfato. Em seguida, as células isoladas
foram lavadas em meio RPMI 1640 contendo 10% de soro fetal bovino e semeadas em frascos

de cultura de 150 cm?.
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4.4.2.2 Ensaio de citotoxicidade

Células Vero, foram semeadas na densidade de 1,5x10*células/poco em placas de 96
pocos. Apos 24h de cultivo, as células Vero foram expostas a uma faixa de concentracéo dos
derivados 2(a-l) e 3(a-l) (1,95-500 um). Apés 72 h de tratamento, a viabilidade celular foi
medida com o Kit CellTiter Glo® (Promega). A leitura foi realizada no SpectraMax M2 utilizando
0 programa SoftMax Pro software verséo 6.4 (Molecular Devices).

A concentracdo de composto que reduz 50% da viabilidade celular dos mamiferos
(CCso) foi determinado por regresséo linear. O controle foi realizado em baixa concentracdo
(1%) de dimetilsulfoxido (DMSO). Os ensaios foram realizados em duplicatas em pelo menos

trés ensaios independentes.
4.4.2.3 Avaliagéo da atividade tripanocida

A triagem de compostos ativos contra T. cruzi foi realizada em tripomastigotas (1x10°
parasitas/poco) clone Dm28c-Luc, foram tratados por 24 h a 37°C com os derivados 2(a-l) e
3(a-1) e BZ em diferentes concentra¢cdes (0,41-100 uM).

Os parasitas viaveis do clone Dm28c-Luc do T. cruzi foi determinado pela atividade da
enzima luciferase. O sinal luminescente foi detectado no leitor FlexStation 3. Os valores de
ICs0, concentracdo capaz de reduzir o nUmero de parasitas viaveis em 50%, foi calculado por
regressao linear. BZ e DMSO (concentracao de 1%) foram utilizados como controle positivo e

negativo, respectivamente.
4.4.3 ESTUDOS IN SILICO

As propriedades fisico-quimicas dos compostos 2(a-l) e 3(a-l) estdo sendo avaliadas
em parceria com o LUC utilizando o programa Datawarrior, onde foram avaliadas as regras

de Lipinski, a solubilidade e a area de superficie polar.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 SINTESE E CARACTERIZACAO DAS SUBSTANCIAS
5.1.1 SINTESE DOS DERIVADOS 5-(1-ARIL-1H-PIRAZOL-4-IL)-1H-TETRAZOIS 1(a-l)

5.1.1.1 Primeira etapa: Sintese dos intermediarios-chave 5-amino-1-aril-1H-pirazol-4-
carbonitrilas 4(a-1)

Os derivados 5-amino-1-aril-1H-pirazol-4-carbonitrilas 4(a-I) foram obtidos a partir da
reacdo entre cloridatos de arilhidrazinas 6(a-l), acetato de sédio em etanol e posterior adicdo
de etoximetilenomalononitrila, conforme a metodologia descrita no item 4.2.1.1. Os derivados
sintetizados sédo apresentados na Figura 46.

( )
CN CN CN CN
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F Br CI Cl Cl
Cl Cl
49 4h 4i 4j* 4k* 41*
\*sintetizados por outros integrantes do grupo

Figura 46. Estruturas dos derivados 5-amino-1-aril-1H-pirazol-4-carbonitrilas 4(a-1).

O mecanismo proposto para a formacéo dos intermediarios-chave 4(a-l) consiste em
vérias etapas. Inicialmente, ocorre uma reagéo acido-base entre o cloridrato de arilhidrazina
e 0 acetato de sédio, gerando arilhidrazina e acido etanoico (acido acético). O acido acético
e 0 excesso de acetato formam um sistema tampdo. Quando etoximetilenomalononitrila é
adicionado ao meio reacional, a arilhidrazina reage com este em uma adig&o tipo Michael, ou

seja, ocorre a adicdo nucleofilica do atomo de nitrogénio 2 da hidrazina ao atomo de carbono
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B do etoximetilenomalononitrila. Quando o produto de condensacédo é formado ha liberacdo
de etanol.

A ciclizacao ocorre com o ataque nucleofilico do par de elétrons ndo-ligante do &tomo
de nitrogénio 1 ao atomo de carbono de um dos grupos ciano. O pirazol é formado a partir do
tautomerismo imina/enamina, sendo a forma enamina favorecida porque torna o sistema

aromatico (Esquema 18).
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Esquema 18. Mecanismo para a obtencdo dos derivados 4(a-).

Os rendimentos e as faixas de fus@o dos derivados 4(a-i) estdo resumidos na Tabela
1. Os intermediarios-chave 4(a-i) foram obtidos com rendimentos de bons a excelentes, na
faixa de 69 a 98%. As faixas de fusdo experimentais apresentaram variacdo de 1 a 2°C,

indicando alto grau de pureza dos produtos obtidos, exceto para os derivados 4f e 4i, com
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variagoes de 3°C e 4°C, respectivamente. Os valores experimentais obtidos para os derivados
4(f-h) apresentaram grande diferenca em relacdo aos valores ja relatados na literatura, tal
diferenca pode estar relacionada a calibracdo do termémetro, falta de calibracdo do
equipamento utilizado, a taxa de aquecimento utilizada e a diferencas no arranjo cristalino dos
produtos obtidos.

Tabela 1. Rendimentos e faixas de fuséo dos derivados 4(a,c-i).

Faixa de fuséao

Derivado R Rendimento (%)
Experimental Literatura

4a H 69 135-136 134-136

4c 4-Br 82 168-169 168-1702

4d 4-F 76 172-174 172-174177-178°¢
4e 4-OCHs 80 134-136 135-136°/128-131¢
Af 3-Cl 98 172-175 181-182°/188-189¢°
49 3-F 80 148-150 157-158°

4h 3-Br 79 158-160 180-182°/185'

4i 3,5-diCl 88 150-154 153-154°

3JAGATH REDDY et al., 2005 * DOS SANTOS, 2009 “MOYANO et al., 2008 ‘GUPTA et al., 2008
®SOUTHWICK et al. 1975 fARCH et al., 1979

Os intermediarios-chave sintetizados neste trabalho, ou seja, 4(a,c-i) foram
caracterizados por espectroscopia de absorcdo na regido do Infravermelho (Anexo A —
Espectros 1 a 8). Os dados obtidos das analises de todos os derivados sintetizados estéo

organizados na Tabela 2.

Tabela 2. Principais absor¢fes na regido do Infravermelho para os derivados 4(a,c-i).

Ligacéo C-H

NH, NH, NH, C=N NH, C=C/C=N

guimica/grupo (C sp?
Movimento harménica
vibracional Vas Vs 3 v v 0 v
4a H 3444 3322 3223 3194-3053 2223 1639 1600-1456
4c 4-Br 3455 3298 3201 3182-3062 2243 1637 1584-1488
4d 4-F 3434 3299 3230 3181-3133 2226 1663 1568-1438
4e 4-OCHs 3354 3312 3257 3167-3119 2216 1660 1615-1446
Af 3-Cl 3456 3310 3214 3189-3130 2239 1638 1594-1444
49 3-F 3349 3304 3236 3180-3129 2223 1664 1611-1460
4h 3-Br 3455 3299 3206 3183-3071 2240 1637 1590-1442

4i 3,56-diCl 3399 3332 3238 3095-3070 2221 1648 1585-1433

As bandas relativas aos estiramentos assimeétrico (vas) € simétrico (vs) do grupo amino
(NH;) para todos os derivados ficaram entre 3456-3349 cm™ e 3332-3298 cm?,
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respectivamente. A presenca do grupo amino pode ser confirmada pela presenca das bandas
na faixa de 1664-1637 cm™ referentes a deformacdo angular no plano (5) e das bandas
harménicas dessa deformacéo entre 3257-3201 cm™. A banda associada ao estiramento (v)
da ligagado C=N foi observada entre 2243 e 2221 cm™. As bandas referentes aos estiramentos
(v) das ligacdes C-H de atomos de carbono do tipo sp? foram observadas entre 3194 e 3053
cm™. As bandas entre 1615-1436 cm™ foram associadas aos estiramentos (v) das ligacdes

C=N e C=C dos anéis aromaticos.

5.1.1.2 Segunda etapa: Sintese dos intermediarios-chave 1-aril-1H-pirazol-4-

carbonitrilas 5(a-1)

Os intermediarios-chave 1-aril-1H-pirazol-4-carbonitrilas 5(a-) foram obtidos a partir
da reacdo entre os derivados 5(a-I) com nitrito de isobutila, ou nitrito de t-butila, em THF,

conforme a metodologia descrita em 4.2.1.2. Os produtos obtidos sdo apresentados na

Figura 47.
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Figura 47. Estruturas dos derivados 1-aril-1H-pirazol-4-carbonitrilas 5(a-l).

O mecanismo proposto para a obtencdo dos derivados consiste em varias etapas
(Esquema 19). Primeiramente, o0 aquecimento do nitrito de isobutila libera o céation nitrosénio

(*N=0) no meio reacional, que entdo sofre um ataque nucleofilico do par de elétrons n&o-
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ligante do grupo amino dos derivados 4(a-1). Apos sucessivos equilibrios prototrépicos e
deslocalizacé@o de elétrons, ocorre a formacgéo do sal de diazénio e agua.

Em seguida, ocorre a cisdao homolitica da ligacdo C-N e o pirazol radicalar formado
reage com o THF, adquirindo um hidrogénio radical, formando os derivados 5(a-l) e THF
radical. A reacdo entre o céation-radical de nitrogénio e o radical formado pelo solvente leva a
liberagcdo de gas nitrogénio. O isobutdxido reage com o cation do THF formando um acetal.

|

Esquema 19. Mecanismo proposto para obtencao dos derivados 5(a-l).
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Os rendimentos e as faixas de fusédo obtidos para os intermediarios-chave 5(a-l) estédo
organizados na Tabela 5. Os derivados foram obtidos com rendimentos na faixa de 80 a 98%,
sendo considerados de bons a excelentes. As faixas de fusdo determinadas apresentaram
variagdo de 2 a 7°C. Os valores obtidos diferem dos relatados na literatura e podem estar
relacionados a diferenca na forma como os soélidos foram cristalizados, a falta de calibragéo

do aparelho utilizado para o aquecimento, bem como do termémetro utilizado.

Tabela 3. Rendimentos e faixas de fuséo dos derivados 5(a-j,l).

Faixa de fuséao

Derivado R Rendimento (%) - -
Experimental Literatura

5a H 93 74-76 90-912
5b 4-Cl 96 174-176 184-185°
5¢c 4-Br 96 182-189 198-2002
5d 4-F 92 140-147 168-170°/168-169°
5e 4-OCHs 91 134-138 138-1412
5f 3-Cl 83 124-132 138-139°
5g 3-F 91 111-114 124-125°
5h 3-Br 96 148-152 154-155°
5i 3,5-diCl 93 176-178 180-181°
5j 3,4-diCl 98 144-146 185-186°
5| 2,3-diCl 80 136-138 N&o relatado

3DOS SANTOS et al., 2011a°DOS SANTOS, 2009 °MOYANO et al., 2008

Os produtos 5(a-j,I) foram caracterizados por espectroscopia de absorcao na regido
do Infravermelho (Anexo B — Espectros 9 a 19). Na Tabela 6 constam as principais absorcdes
analisadas.

O principal indicativo de ocorréncia da reacao foi a auséncia de bandas relativas aos
estiramentos e deformacédo angular no plano do grupo amino, nas regides 3456-3298 cm™ e
1664-1637 cm™, respectivamente, presente nas matérias-primas 4(a-j,|) correspondentes.
Entre 2243 e 2233 cm™ foi observada a banda relativa ao estiramento da ligagdo C=N.

As bandas referentes ao estiramento das ligagbes C-H foram observadas entre 3155
e 3051 cm™, engquanto as bandas relativas aos estiramentos das ligacdes C=C e C=N ficaram
na faixa de 1605 a 1432 cm™.
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Tabela 4. Principais absorc¢des na regido do Infravermelho para os derivados 5(a-j,!).

Ligac&o quimica (CC;EZ) C=N  C=C/C=N
Movimento
vibracional M M v
5a H 3155-3053 2239 1599-1470
5b 4-Cl 3155-3071 2240 1548-1440
5c 4-Br 3153-3067 2240 1548-1437
5d 4-F 3134-3068 2233 1549-1452
5e 4-OCHs 3151-3078 2239 1547-1444
5f 3-Cl 3153-3085 2241 1593-1466
5g 3-F 3155-3078 2236 1605-1460
5h 3-Br 3151-3078 2240 1586-1443
5i 3,5-diCl 3123-3075 2240 1589-1440
5j 3,4-diCl 3132-3051 2243 1581-1455
5l 2,3-diCl 3138-3077 2240 1584-1432

Para o derivado 5| foram observadas duas bandas na regiéo relativa a ligacdo C=N
em 2240 e 2231 cm?, deixando em duvida se o produto ndo consistia em uma mistura.
Portanto, o produto foi analisado por CG-EM. O cromatograma e o espectro de massas
obtidos séo apresentados na Figura 48. O Unico sinal obtido no cromatograma foi em 14,216
min com integracdo de 100%, indicando que nao se tratava de uma mistura de produtos. O
espectro de massas apresentou um pico com m/z 237, relacdo esperada para ion molecular
do composto 5, e ainda pode ser observado o pico M+2 com intensidade de 2/3 em relacéo
ao pico do ion molecular, tipico de derivados diclorados, indicando que, provavelmente, o

produto obtido consistia em apenas uma substancia.
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Figura 48. Cromatograma e espectro de massas obtidos para o derivado 5I.
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5.1.1.3 Terceira etapa: Sintese dos derivados 5-(1-aril-1H-pirazol-4-il)-1H-tetrazoéis
1(a-l)

Os derivados 5-(1-aril-1H-pirazol-4-il)-1H-tetrazois 1(a-l), apresentados na Figura 49,
foram obtidos a partir da reacdo dos intermediarios 5(a-l) com azida de sodio e cloreto de
amonio em DMF, conforme a metodologia apresentada no item 4.2.1.3.
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Figura 49. Estruturas dos derivados 5-(1-aril-1H-pirazol-4-il)-1H-tetrazois 1(a-l).

O mecanismo para a obtencdo dos derivados tetrazolicos consiste na reagdo acido-
base entre a azida e o ion aménio, formando aménia e a azida protonada. Em seguida, ocorre
a cicloadicdo 1,3-dipolar entre a nitrila dos derivados 5(a-I) com o ion azida protonada,

formando entdo os derivados 1(a-1) (Esquema 20).
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DMF
NaNg(s) + NH,Clis) == NHgg) + N3H(so)) + NaClisq))

N
N

% / §
I

L 5(a-1) 1(a-|) )
Esquema 20. Mecanismo da reacado de obtencéo dos derivados 1(a-l).

\N
/
NH

Os derivados 1(a-l) apresentaram rendimentos de ruins a bons, com faixa entre 10 e
85%. Ja as faixas de fusdo apresentaram faixa de 2°C para a maioria dos derivados obtidos
até o momento, exceto para os derivados le, 1f e 1j que apresentaram faixa de 4°C e o
derivado la que apresentou faixa de 6°C (Tabela 5). Os valores experimentais obtidos foram
distintos dos valores ja relatados na literatura, diferencas que podem ser associadas a taxa
de aquecimento empregada, diferencas no arranjo cristalino dos sélidos obtidos e calibracéo

do termbmetro.

Tabela 5. Rendimentos e faixas de fusdo dos derivados 1(a-l).

Faixa de fuséao

Derivado R Rendimento (%) . :
Experimental Literatura

la H 46 200-206 2178
1b 4-Cl 62 242-244 239-240?
1c 4-Br 53 214-216 249-2502
1d 4-F 10 222-224 258-2592
le 4-OCHs 46 194-198 255-2562
1f 3-Cl 44 222-228 238-2392
1g 3-F 73 208-210 205°
1h 3-Br 60 214-216 255-2562
1i 3,5-diCl 78 244-246 258-260?2
1j 3,4-diCl 71 218-222 243-2452
1k 2,4-diCl 75 ND *

1l 2,3-diCl 85 ND *

aDOS SANTOS et al., 2012; "RAMOS MARTINS et al., 2013 *n&o relatado ND: ndo determinado

Os produtos 1(a-l) foram caracterizados por espectroscopia de absor¢éo na regido do
Infravermelho (Anexo C — Espectros 20 a 31). Na Tabela 6 estdo organizadas as principais

absorcdes analisadas para os derivados tetrazoélicos.
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Tabela 6. Principais absorc¢des na regido do Infravermelho dos derivados 1(a-l).

:fiﬁ%ig (CN:;Z) (te?rgll;lol) C=C/C=N
Movimento
vibracional M M v
la H 3297-2532 1639 1598-1435
1b 4-Cl 3123-2492 1667/1634 1595-1503
1c 4-Br 3336-2492 1631 1608-1497
1d 4-F 3113-2501 1632 1611-1461
le 4-OCHs 3385-2497 1632 1597-1453
1f 3-Cl 3118-2456 1638 1592-1430
19 3-F 3320-2511 1633 1603-1428
1h 3-Br 3117-2489 1633 1589-1491
i 3,5-diCl 3120-2494 1634 1579-1479
1j 3,4-diCl 3358-2491 1636 1598-1488
1k 2,4-diCl 3378-2481 1630 1492-1418
1 2,3-diCl 3332-2496 1630 1581-1429

A principal evidéncia da ocorréncia da reacéo foi a auséncia da banda relativa ao
estiramento da ligacdo C=N entre 2243-2233 cm*. A formacéo do tetrazol foi confirmada pela
presenca da banda serrilhada entre 3385-2456 cm™ e da banda entre 1667-1630 cm relativas
aos estiramentos das ligacdes N-H e C=N do tetrazol, respectivamente. As bandas referentes
aos estiramentos das ligacdes C=C e C=N de aromatico foram identificadas entre 1611 e 1418
cm™,

As analises por Espectrometria de Massas de Alta Resolu¢cdo (HRMS) (Anexo D —
Espectros 32 a 42), obtidas no modo negativo, exceto para 1f, mostraram que os produtos
propostos foram obtidos com relagdo m/z com erro variando de 0 a 5,0 ppm; os resultados
obtidos estdo resumidos na Tabela 7. O pico base detectado refere-se a molécula
desprotonada [M-H], exceto para o derivado 1f, para o qual o pico base detectado é referente
a molécula cationizada com sodio [M+Na]*. Conforme esperado, para os derivados
monoclorados 1b e 1f foram identificados picos com duas unidades de m/z a mais que o pico
base com intensidade relativa de 1/3, devido a abundancia isotopica do atomo de cloro.

No caso dos derivados diclorados 1j e 11 foram identificados picos com duas unidades
de m/z a mais que o pico base com intensidade relativa 2/3 em relacdo ao pico base. Para os
derivados bromados 1c e 1h, os picos com duas unidades de m/z a mais que 0 pico base
apresentaram intensidade relativa de aproximadamente 97% da intensidade.

Para o derivado 1i foi identificado um pico com relacdo m/z 324,9699, cerca de 45
unidades a mais que a esperada para o pico do ion molecular (m/z 280,0031) e ndo se chegou

a uma conclusdo de qual a espécie detectada, embora tenha sido observado um pico com
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m/z duas unidades a mais que o pico identificado com intensidade cerca de 2/3 deste, tipico
de derivados diclorados. Para confirmar a massa do produto, a andlise sera realizada

novamente.

Tabela 7. Resultados de espectrometria de massas de alta resolucéo para os derivados 1(a-).

Derivado R fon m/z te6rico  m/z experimental  Erro (ppm)
la H [M-HJ 211,0738 211,0741 1,42
1b 4-Cl [M-HJ 245,0348 245,0348 0,00
1c 4-Br [M-HJ 288,9843 288,9851 2,77
1d 4-F [M-HJ 229,0643 229,0653 4,37
le 4-OCHs [M-HJ 241,0838 241,0849 4,56
1f 3-Cl [M+Na]* 269,0318 269,0307 4,09
1g 3-F [M-HJ 229,0643 229,0646 1,31
1h 3-Br [M-HJ 288,9843 288,9853 3,46
1i 3,5-diCl - - 324,9699 -
1j 3,4-diCl [M-HJ 278,9958 278,9966 2,87
1k 2,4-diCl Em analise
1l 2,3-diCl [M-HT 278,9958 278,9972 5,02

Os derivados 1(a-l) foram analisados por RMN de *H e 3C (Anexo E — Espectros 43 a
66).

Andlises dos espectros de RMN-'H

A Figura 50 mostra a estrutura-base dos derivados 1(a-l) com os atomos de hidrogénio

numerados para facilitar a discusséo dos resultados obtidos. Os dados obtidos na analise dos

espectros de RMN-'H estdo organizados na Tabela 8.

N
N/ %N
\ /
Ha NH
7
\N Hs
He' Hy'
6 ‘ \ 2
57
Hs /\R H3
H4'

Figura 50. Estrutura-base dos derivados 1(a-I) com os atomos de hidrogénio numerados.
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Para todos os derivados analisados, aos atomos de hidrogénio do anel pirazolico Hs e

Hs foram atribuidos sinais simpletos com ¢ na faixa de 8,24 a 8,33 e na faixa de 9,02 a 9,29,

respectivamente. Para facilitar a analise dos atomos de hidrogénio benzénicos os produtos

foram agrupados de acordo com o padrao de substituig&o:

Tabela 8. Dados de RMN-!H (400 MHz ou 500 MHz, DMSO-ds, §em ppm, J em Hz) obtidos para os
derivados 1(a-l).

Derivado Hs Hs Hy H Ha Hs He'
1a H 8,31 9,16 7,94 7,57 7,41 7,57 7,94
(s) (s) (d, 7,7) (t,7,7) (t, 7,7) (t, 7,7) (d, 7,7)
b ac 833 921 7,98 7,63 7,63 7,98
(s) (s) (d, 8,9) (d, 8,9) (d, 8,9) (d, 8,9)
1c 4-Br 8,29 9,15 7,92 7,75 7,75 7,92
(s) (s) (d, 8,9) (d, 8,9) (d, 8,9) (d, 8,9)
7,98 7,98
829 9,13 ' 7,41 7,41 ,
1d  4F ' ' (dd. 9,0; ' ’ (dd. 9,0;
(s) (s) 47) (t, 9,0 (t, 9,0 47
. 8,24 9,02 7,84 7,10 7,10 7,84
let 40CHs g (5 (@90 (@90 d,90)  (d,90)
7,95 7,46
832 926 8,07 ' 7,59 ’
1 3cl ' ' ' (dd, 7,9; ’ (dd. 7,9;
(s) (s) (t, 1,7) 17) (t, 7,9) 17)
7,25
W aE 832 925  7,82-7,87 TSOTE  (iay. 82T
(s) (s) (m) (m) oy (m)
2,3)
831 924 8,20 7,97-7,99 7,52 7,59
1h 3-Br 4 4 ' ' ' ' seudo-
® 019 (m) w80 P
. . 830 929 8,08 7,63 8,08
i 35dicl O ' ' ' - *
(s) (s) (s) (s) (s)
7,98
. . 830 925 8,29 ] 7,82 98
Uoosadeh 9 @28 @s8g (@488
2 6)
7,62
. 828 871 7,90 62 7,70
k 24dol 5 ' @ 2% @86 (g
23)
7,87 7,70
1 2,3diCl 8('3)4 8('3)4 - - (dd. 8,1; (t7*85i) (dd. 8,1;
1,5) T 1,5)

*também identificado um sinal simpleto com ¢ 3,82 (OCHpa).

Derivado 1la (R=H)

No espectro do produto 1la foram identificados dois tripletos com 67,41 e 7,57 relativo

aos atomos de hidrogénio Hs' e Hs'/Hs', respectivamente, com 3J 7,7 Hz, e um dupleto com
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87,94 referente aos atomos de hidrogénio H2'/Hg', com 3J 7,7 Hz. Os valores de J encontrados

sdo tipicos de acoplamento orto.

e Derivados para-substituidos 1b (R=4-Cl), 1c (R=4-Br), 1d (R=4-F) e 1le (R=0OCH5)

No espectro do produto para-substituido 1b foi possivel identificar dois dupletos
referentes aos atomos de hidrogénio H.>'/Hs' e H3'/Hs' com 67,98 e 7,63, respectivamente, com
3J 8,9 Hz, caracteristico de acoplamento orto.

O mesmo padréo foi observado para os derivados para-substituidos 1c, com 67,92 e
7,75e3%) 8,9 Hz, e 1e,com 57,84 e 7,10 e 3J 9,0 Hz. No espectro de le ainda foi observado
um sinal simpleto, com ¢ 3,82, referente aos atomos de hidrogénio do grupo metdxi (OCHs).

No caso do derivado 1d, devido ao acoplamento existente entre os atomos de
hidrogénio do anel benzénico com o atomo de fldor, a multiplicidade foi diferente,
apresentando um tripleto com 67,41 e 3J 9,0 Hz referente aos atomos de hidrogénio Hs'/Hs' e
um dupleto de dupletos com §7,98 relativo aos atomos de hidrogénio H>'/Hs' com 3J 9,0 e 4J

4,7 Hz. Os valores de J encontrados sao tipicos de acoplamento orto e meta, respectivamente.

e Derivados meta-substituidos 1f (R=3-ClI), 1g (R=3-F) e 1h (R=3-Br)

No espectro do derivado meta-substituido 1f foram identificados dois tripletos com
68,07 e 7,59, com %) 1,7 e 3] 7,9 Hz, referente aos atomos de hidrogénio H,' e Hs
respectivamente. Também foram identificados dois duplos dupletos com 67,46 (3J7,9e4J 1,7
Hz) e § 7,95 (3 7,9 e 4 1,7 Hz), referente aos atomos de hidrogénio He e Hd4,
respectivamente.

Para o espectro do derivado 1h foram observados dois tripletos com 68,2 (*J 1,9 Hz)
e 57,52 (3 8,0 Hz) relativo aos atomos de hidrogénio H,' e Hs', um multipleto com §7,97-7,99
e um pseudo dupleto de dupletos, que era a multiplicidade esperada, com 6 7,59 referente
aos atomos de hidrogénio H4' e He', respectivamente.

O espectro 1g apresentou um padrao totalmente distinto dos demais, devido ao
acoplamento dos atomos de hidrogénio com o atomo de flior, apresentando dois multipletos,
um com ¢ 7,82-7,87 referente aos atomos de hidrogénio H.'/H¢' e outro com ¢ 7,59-7,63
relativo ao atomo de hidrogénio H.’, além de um tripleto de dupletos com 6 7,25 referente ao
atomo de hidrogénio Hs' (3J 8,4 e J 2,3 Hz).

e Derivados diclorados 1i (R=3,5-diCl), 1j (R=3,4-diCl), 1k (R=2,4-diCl) e 1| (R=2,3-diCI)

Para o derivado 1i foram identificados dois simpletos com 68,08 e 7,63 relativos aos
atomos H>/He¢’ e H4', respectivamente. O espectro do derivado 1j apresentou dois dupletos

58,29 e 7,82, com 3J 8,8 Hz, referente aos atomos de hidrogénio H,' e Hs', respectivamente.
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Também foi identificado um dupleto de dupletos com §7,98 (3J 8,8 e %J 2,6 Hz) relativo ao
atomo de hidrogénio Hs'.

O espectro do derivado 1k apresentou dois sinais dupletos: um com 67,90 (*J 2,3 Hz)
e outro com 57,70 (3J 8,6 Hz) referentes a Hs' e H¢', respectivamente. J& para no espectro do
derivado 1l foram identificados dois dupleto de dupletos com §7,87 e 7,70 (*J 8,1 e 3 1,5 Hz)
relativos a Hs' e He', respectivamente, e também um sinal tripleto, referente ao &tomo Hs’, com
57,59 ((J8,1e4) 2,6 Hz).

Andlises dos espectros de RMN-3C

A Figura 51 mostra a estrutura-base dos derivados 1(a-l) com os atomos de carbono
numerados para facilitar a discusséo dos resultados obtidos. Os dados das analises de RMN-

13C dos dez derivados 1(a-l) estdo organizados na Tabela 9.

Figura 51. Estrutura-base dos derivados 1(a-I) com os atomos de carbono numerados.

O sinal referente ao atomo de carbono do nucleo tetrazolico C,” foi observado com &
na faixa de 149,2 a 150,4. O sinal relativo a C,” n&o foi identificado no espectro de 1g. Os
sinais referentes aos atomos de carbono do anel pirazélico foram identificados entre
0138,8 a 140,7 para C3, 0108,4 a 110,9 para Cse 6127,1 a 130,3 para Cs.

Os sinais atribuidos aos atomos de carbono do anel benzénico foram observados na
regido tipica de carbono aromatico: 132,6 a 140,8 ppm (C1’), 106,3 a 128,0 ppm (C>), 120,4
a162,5 ppm (Cs'), 113,8 a 161,3 ppm (C4), 120,4 a 135,1 ppm (Cs') e 114,6 a 128,8 ppm (Cs').
Nos espectros dos derivados fluorados 1d e 1g foram identificados os acoplamentos entre os
atomos de carbono do anel benzénico e o atomo de fltor: 1J 244,1 Hz (C4’), 2J 23,1 Hz (C3'/Cs'),
3) 8,6 Hz (C.'/C¢),*] 2,7 Hz (Cy’) para 1d e 1J 242,3 Hz (C3’), 2J 26,6 Hz (C.’),2J 20,6 Hz (C.),
3J 9,9 Hz (C¢),33 9,1 Hz (Cs) para 1g.
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Tabela 9. Dados de RMN-*3C (100 MHz ou 125 MHz, DMSO-ds, 6 em ppm, J em Hz) obtidos para os
derivados 1(a-l).

Derivado Cc’ Cs Ca Cs Ct C2 Cs Cs Cs Cs
1a H 1492 1395 1085 1296 1389 1189  127.6 1272  127.6 1189
b 4Cl  149,7 1403 1095 1284 1383 121,01 1301  131,9 1301 1211
ic  4-Br 1504 138,8 1107 1279 1403 1213 1330 1200 1330 1213
136.1 1613 1216 1169
1d  4F 1499 1400 1094 1283  (d, (élg’g) ( dlzzls’ﬁl) «d. «d, «d,
27 @8 23, 2441)  231) 86
le* 4-OCHs 1495 1390 1087 1271 132,6 114,6 1204 1582 1204 114,
1f  3-Cl 1493 1399 1091 1280 1400 1174 1340 1269 1313 118,6
1403 1063 1625
19 3F - 1402 1089 1281  (d, «d, @ d1123686) (333’% 1147
9.9) 26,6  242.3) 20, » 9,
ih  3-Br  150,0 140,7 1101 130,3 1404 1182 1229 1284 1321 121,9
1i  35diCl 150,1 1404 110,9 128,1 140,8 1174 1351 1263 1351 1174
1j 34diCl 1504 140,7 1109 1284 1392 1193 1326 129,77 1320 120,9
1k 24diCl 1502 139,8 109,5 1297 1364 1345 1303  131,9 1295 1288
11 23-diCl 1496 1400 1084 1294 1393 1280 1333  131,7 1327 1277

*também identificado um sinal com 6 55,4 (OCHs).
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5.1.2 SINTESE DOS DERIVADOS 2-(1-ARIL-1H-PIRAZOL-4-IL)-4,5-DI-HIDROTIAZOIS 2(a-I)

Os derivados 2-(1-aril-1H-pirazol-4-il)-4,5-di-hidrotiazdis 2(a-l) foram obtidos a partir da
reacao entre os intermediarios-chave 5(a-I) com 2-aminoetanotiol e carbonato de potassio em
metanol, conforme a metodologia descrita no item 4.2.2.2. As estruturas dos derivados obtidos
estdo representadas na Figura 52.
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Figura 52. Estruturas dos derivados 2-(1-aril-1H-pirazol-4-il)-4,5-di-hidrotiazéis 2(a-l).

O mecanismo proposto para a obtencéo dos derivados tiazolinicos € apresentado no
Esquema 21. Inicialmente, o cloridrato de 2-aminoetanotiol reage com carbonato de potassio
em uma reacdo acido-base, formando o 2-aminoetanotiol (AET). Quando os intermediarios
5(a-l) sdo adicionados ao meio reacional, o &tomo de carbono do grupo ciano sofre um ataque
nucleofilico do atomo de enxofre do AET, formando um carbimidotiato.

O par de elétrons ndo-ligante do grupo amino realiza uma adi¢ao nucleofilica ao atomo
de carbono do carbimidotiato, formando o anel de cinco membros e, apds sucessivas
transferéncias de prétons e reagdes acido-base, o produto final é formado com a liberacdo de

amonia.
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Esquema 21. Mecanismo proposto para obtencdo dos derivados 2(a-l).

Os derivados 2(a-1) foram obtidos com rendimentos de bons a excelentes, com faixa
de 71 a 91%. J& as faixas de fusdo medidas apresentaram variagdo de 2°C, exceto para 0
derivado 2d que apresentou faixa de 4°C. Como todos os produtos sao inéditos, ndo existem

registros de faixa de fusdo na literatura. Os valores de rendimento e as faixas de fusédo sao

apresentados na Tabela 10.
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Tabela 10. Rendimentos e faixas de fuséo dos derivados 2(a-).

Faixa de fuséo

Derivado R Rendimento (%) g1 erimental®
oa H 78 112-114
2b 4l 85 130-133
2¢ 4-Br 78 124-126
2d 4-F 71 130-134
e 4-0CHs 90 114-116
of 3-Cl 91 88-90
29 3-F 91 92-94
o 3Br 78 104-106
2i 3,5-diCl 83 134-136
2j 3,4-diCl 73 142-144
2k 2,4-diCl 73 96-98
2l 2,3-diCl 82 112-114

*todos os produtos sdo inéditos

Os produtos 2(a-l) foram caracterizados por Espectroscopia na regido do
Infravermelho (Anexo F — Espectros 67 a 78). Os dados obtidos das andlises de todos os

produtos sdo apresentados na Tabela 11.

Tabela 11. Principais absorc¢des na regido do Infravermelho dos derivados 2(a-l).

Ligacdo quimica (CC;_)'Z) (00;33) (tia(z:zll;lna) C=C/C=N
Movimento
vibracional M v v v
2a H 3135-3060 2955-2851 1618 1595-1500
2b 4-Cl 3130-3061 2936-2854 1623 1545-1500
2c 4-Br 3132-3060 2990-2844 1614 1545-1497
2d 4-F 3130-3059 2995-2850 1618 1543-1511
2e 4-OCHzs 3128-3060 2957-2840 1617 1544-1458
2f 3-Cl 3136-3062 2958-2847 1616 1589-1463
29 3-F 3136-3062 2952-2850 1610 1600-1479
2h 3-Br 3136-3062 2936-2845 1616 1582-1459
2i 3,5-diCl 3172-3071 2945-2853 1625 1583-1441
2j 3,4-diCl 3132-3065 2939-2853 1615 1596-1433
2k 2,4-diCl 3135-3044 2952-2849 1624 1545-1428
2| 2,3-diCl 3098-3068 2949-2856 1627 1583-1428

A principal evidéncia da ocorréncia da reacéo foi a auséncia da banda entre 2243 a
2233 cm?, referente ao estiramento da ligacdo C=N presente nos intermediarios 5(a-l) e a
presenca da banda entre 1627 e 1610 cm™ associada ao estiramento da ligacdo C=N do anel

tiazolinico. Foram observadas duas regiées com bandas relacionadas aos estiramentos de
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ligagdo C-H entre 3172-3044 cm™ e entre 2990-2840 cm™ referentes as ligagGes de atomos
de carbono sp? e sp? respectivamente. As bandas na regido de 1600 a 1428 cm
correspondem aos estiramentos das ligacdes C=C e C=N de aromaticos.

Os dados obtidos na analise por Espectrometria de Massas (Anexo G — Espectros 79
a 90) dos derivados 2(a-l), no modo positivo, estdo organizados na Tabela 12. Para todas as
substancias, o pico base foi identificada com a relagdo m/z referente a molécula protonada
[M+H]* com erro na faixa de 0 a 4 ppm.

Conforme esperado, foi possivel identificar picos referentes a razdo isotdpica nos
espectros das moléculas que contém atomos de cloro e bromo com relagdo m/z duas
unidades a mais que o pico base. Para os derivados 2b e 2f, que contém um atomo de cloro,
foi identificado um pico com intensidade relativa de 1/3, enquanto para os derivados diclorados
2(i-1) foram identificados picos com intensidade relativa de 2/3. Nos espectros dos derivados
bromados 2c e 2h, os picos identificados apresentam intensidade relativa de

aproximadamente 97%.

Tabela 12. Resultados da espectrometria de massas para os derivados 2(a-l).

Derivado R fon m/z teérico  m/z experimental  Erro (ppm)
2a H [M+H]* 230,0746 230,0747 0,43
2b 4-Cl [M+H]* 264,0357 264,0349 3,03
2c 4-Br [M+H]* 307,9852 307,9848 1,30
2d 4-F [M+H]* 248,0652 248,0642 4,03
2e 4-OCHs  [M+H]* 260,0858 260,0856 0,77
2f 3-Cl [M+H]* 264,0357 264,0348 3,41
29 3-F [M+H]* 248,0652 248,0653 0,40
2h 3-Br [M+H]* 307,9852 307,9842 3,25
2i 3,5-diCl  [M+H]* 297,9967 297,9962 1,68
2j 3,4-diCl  [M+H]* 297,9967 297,9967 0,00
2k 2,4-diCl  [M+H]* 297,9967 297,9966 0,34
2l 2,3-diCl  [M+H]* 297,9967 297,9964 1,01

Os produtos 2(a-l) tiveram suas estruturas confirmadas a partir da analise de

Ressonancia Magnética Nuclear de H e *C (Anexo H — Espectros 91 a 114).

Andlises dos espectros de RMN-H

Na Figura 53 tem-se a estrutura-base dos derivados 2(a-l) com os atomos de
hidrogénio numerados para facilitar a discussdo dos resultados. Os dados obtidos nas

andlises dos espectros de RMN-'H estdo organizados na Tabela 13.
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Figura 53. Estrutura-base dos derivados 2(a-I) com os atomos de hidrogénio numerados.

Para todos os derivados analisados, os atomos de hidrogénio do anel pirazélico Hs e
Hs foram identificados como sinais simpletos com 68,01 a 8,07 e 68,19 a 8,37,
respectivamente. Os atomos de hidrogénio Hs” e Hs” do nudcleo tiazolinico foram atribuidos
aos dois sinais tripletos na faixa de 63,42 a 3,46 para H.” e 64,39 a 4,40 para Hs”, regido
tipica de hidrogénios metilénicos, 3J 8,2 ou 8,3 Hz.

Para melhor compreensdo, a discussdo dos resultados foi feita agrupando os

derivados de acordo com o padrdo de substituicdo no anel benzénico:

e Derivado 2a (R=H)

No espectro do derivado 2a foram identificados dois tripletos: um com 67,34 referente
ao atomo de hidrogénio H4' (3J 8,0 Hz) e outro com 87,48 referente aos atomos de hidrogénio
equivalentes Hz'/Hs' (3J 8,0 Hz) e um dupleto de dupletos com §7,72 referente ao atomos de
hidrogénio H2'/Hs' (3J 8,0; 4] 1,0 Hz).

e Derivados para-substituidos 2b (R=4-Cl), 2¢ (R=4-Br), 2d (R=4-F) e 2e (R=0CH3)

No espectro do derivado 2b foram identificados dois dupletos com &6 7,45 e 7,66
referentes aos atomos de hidrogénio Hz'/Hs' e H3'/Hs', respectivamente, com 3J 8,8 Hz.

O mesmo padréo foi observado no espectro de 2e, com & 6,98 e 7,60 com
3J 9,0 Hz, e ainda apresentou um sinal simpleto, com ¢ 3,85, referente aos atomos de
hidrogénio do grupo metéxi. No espectro de 2c, apenas um sinal simpleto foi identificado
referente aos quatro atomos de hidrogénio (H>'/He’, Hs'/Hs’) com 6 7,60.

Para 2d, devido ao acoplamento dos atomos de hidrogénio com o atomo de fltor, a
multiplicidade dos sinais foi diferente daquelas observadas para os outros derivados para-
substituidos. Foram identificados um dupleto de dupletos com & 7,68 (°J 8,4 e 4J 4,5 Hz)

relativo aos atomos Hz'/Hs' e um tripleto 67,17 (3J 8,4 Hz) referente aos a&tomos Hs'/Hs'.
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Tabela 13. Dados de RMN-*H (400 MHz ou 500 MHz, CDCls, § em ppm, J em Hz) para os derivados

2(a-l).
Derivado Hs Hs H2' Hs' Hs' Hs' He' Ha" Hs"
a w805 837 (LT 748 7,34 748 iao M 440
) (9 80 80 80  (t80) 800 182 (82
1,0) 1,0
b ac 804 832 766 7,45 ] 7,45 766 344 439
(s) () (d,88) (d,88) (d, 8,8) (d,88) (82 (t82)
e ap 804 825 760 7,60 ] 7,60 760 343 439
(s) (s (s) (s) (s) (s) t82) (82
7,68 7,68
803 828 7,17 7,17 : 343 4,39
2d  aF 893 828 ygs T . ’ (dd. 8.4; > ’
(s) (s 4'5) (t, 8,4) (t, 8,4) 45) (t 82 (182
b aoch. 801 819 7,60 6,98 ] 6,98 760 342 438
P (8 (d90)  (d90 (d.9.0)  (d90) (182 (182
7,60 7,31
805 836 778 ; 7,41 : 345 440
of  3c 8058 : (ddd, 8.0; (ddd, 80; > :
) (5 (20 2010 80 GETO €83 (83
2g  3p 805 835 741751 741751 704 741751 344 440
(s) (s (m) (m) (t, 7,5) (m) t82) (82
7,64 7,46
805 826 7,93 : 7,34 : 346 4,39
2h  3er 8% 8 ' (ddad, 8,0, " (ddd, 8,0; > :
) (5 (20 2010y 80 QRPN w82 w82
. . 806 834 7,66 7,32 766 346 4,40
2 35dicl 896 8 ! : : : ’ '
(s) (9 (s) (s) (s) t 83) (83
2 sadcl 805 832 (dg'szgl- ] ] 7,55-7,56 345 440
’ s (9 0.5) (m) (.83 (t83)
8,07 8,24 7,54- 138 754756 343 439
A S 7,56 (m) @WaY Tm s w82
7,56 7,50
. 807 820 6 73 S0 343 439
2 23dol Sy %2 - €5y ey 930 By B2

*foi identificado um sinal simpleto com & 3,85 (OCHs).

e Derivados meta-substituidos 2f (R=3-Cl), 2g (R=3-F) e 2h (R=3-Br)

No espectro de 2f foram identificados dois dupletos de dupletos de dupletos com &

7,31 e 7,60 (3J 8,0; 43 2,0 e 4J 1,0 Hz) referentes aos atomos He¢' e H4', respectivamente.

Também foram observados dois tripletos com 6 7,41 (3J 8,0 Hz) e 7,78 (*J 2,0 Hz) relativos

aos atomos Hs' e Hy', respectivamente.

O mesmo padréo foi observado para 2h: dois dupletos de dupletos de dupletos com &

7,46 e 7,64 (3J 8,0; 4J 2,0 e 4J 1,0 Hz) relativos aos atomos Hs' e H.’, respectivamente, e dois
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tripletos com ¢ 7,34 (3J 8,0 Hz) e 7,93 (*J 2,0 Hz) referentes aos atomos Hs' e Hy,
respectivamente.
Para o derivado fluorado 2g foram observados um multipleto com 6 7,40-7,54 relativo

aos atomos Hz’, Hs' e He' e um tripleto com §7,04 (3J 7,5 Hz) referente ao atomo Hs'.

e Derivados diclorados 2i (R=3,5-diCl), 2j (R=3,4-diCl) 2k (R=2,4-diCl) e 2| (R=2,3-diClI)

No espectro do derivado 2i foram observados dois simpletos: 67,32, referente a Hs’, e
0 7,66, referente aos atomos H;'/He'. Ja no espectro de 2j foram identificados um multipleto
com §7,54-7,55 e um dupleto de dupletos com §7,89 (*J 2,1; °J 0,5 Hz) atribuidos aos atomos
Hs'/He' e H2', respectivamente.

Para 2k também foram identificados um dupleto de dupletos com 67,38 (3J 8,6; J 2,3
Hz) atribuido ao atomo Hs' e um multipleto com 6 7,54-7,56, referente a Hs'/He'. Por fim, no
espectro de 2| foram identificados dois dupletos de dupletos com 6 7,56 e 7,50
(3J 8,0; 4J 1,3 Hz) atribuidos aos &tomos H.' e He', respectivamente, além de um tripleto com
57,32 (*J 8,0 Hz) referente a Hs'.

Andlises dos espectros de RMN-3C

A Figura 54 mostra a estrutura-base dos derivados 2(a-I) com os atomos de carbono
numerados para facilitar a discussao dos resultados obtidos. Os dados das andlises de

RMN-3C para os doze derivados 2(a-l) estdo organizados na Tabela 14.

Figura 54. Estrutura-base dos derivados 2(a-I) com os atomos de carbono numerados.

O sinal referente ao atomo de carbono ligado aos atomos de enxofre e nitrogénio do
anel tiazolinico (C,”) foi identificado na faixa de 6 155,3 a 160,6 enquanto os sinais relativos
aos demais atomos de carbono da tiazolina C4” e Cs” foram identificados com & 29,0-34,1 e

59,4-64,9, respectivamente.
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Tabela 14. Dados de RMN-*3C (100 MHz ou 125 MHz, CDCls, § em ppm, J em Hz) para os derivados
2(a-l).

Derivado C2" Cs" Cs’ Cs Cs Cs C/ C, Cs C4 Cs Cs

2a H 160,6 33,7 64,0 140,6 118,7 1275 1395 1194 129,6 127,3 129,6 1194

2b 4-Cl 160,4 34,0 64,4 1410 1194 1276 138,2 120,7 1299 133,1 1299 120,7

2c 4-Br 159,6 33,9 64,6 1408 1195 127,14 138,55 1206 1326 120,8 132,7 120,6

121,5 116,7 161,8 116,7 1215
2d 4-F 160,4 34,0 64,5 140,8 119,2 127,7 136,1 (d, (d, (d, (d, (d,
8.,4) 23,1) 247,3) 23,1 8,4

2e* O?;H 159,9 33,8 64,6 140,12 118,7 127,2 133,2 1146 121,1 158,8 121,1 114,6
3

2f 3-Cl 160,4 33,8 64,0 1409 119,2 130,6 140,3 117,2 1355 1275 127,3 119,7

140,9 107,4 1634 1143 131,1 1147
29 3-F 160,5 34,0 64,4 140,1 1194 1277 (d, (d, (d, (d, (d, (d,
10,3) 26,5 247,50 21,3) 9,1) 3,0

2h 3-Br 159,5 339 64,6 1408 1195 1309 1405 117,6 1233 130,2 127,3 1226

2i glgl 160,4 34,0 64,3 1415 1198 127,8 1410 1179 136,3 127,3 136,3 1179
2 glél 155,3 29,0 59,4 136,3 114,7 126,5 133,8 1134 129,0 126,4 122,6 116,5
2k ﬁlél 1595 339 64,6 140,8 1195 1233 1405 1309 127,2 130,2 1225 117,6
2l g;gl 159,8 34,1 64,9 140,7 1189 1279 1394 130,8 134,7 1282 132,1 126,3

*foi identificado um sinal com 655,6 (OCHg).

Para os atomos de carbono do nucleo pirazélico, foram identificados os sinais relativos
a Csz na faixa de 6136,3 a 141,5, os referentes a C4 com 6 114,7-119,8 e os relativos a Cs na
faixa de 6123,3 a 130,9. Os sinais atribuidos aos atomos de carbono do anel benzénico estao
na regido tipica de carbono aromatico: 133,8 a 141,0 ppm (C1’), 107,4 a 130,9 ppm (C>), 121,0
a163,4 ppm (Cs'), 114,3a161,8 ppm (C4), 121,12 136,3 ppm (Cs') e 114,6 a 126,3 ppm (Cs').
Nos espectros dos derivados fluorados 2d e 2g foram identificados o acoplamento entre os
atomos de carbono do anel benzénico e o atomo de fllior: 1J 247,3 Hz (C4’), 2J 23,1 Hz (C3'/Cs'),
3] 8,4 Hz (C,'/C¢’) para 2d e 1J 247,5 Hz (C3'), 2] 26,5 Hz (C7’),2J 21,3 Hz (C4'), %] 10,3 Hz
(C1),%3 9,1 Hz (Cs'), “J 3,0 Hz (C¢') para 2g.
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5.1.2.1 Sintese dos cloridratos de 2-(1-aril-1H-pirazol-4-il)-4,5-di-hidrotiaz6is
2(a-1).HCl

Os cloridratos de 2-(1-aril-1H-pirazol-4-il)-4,5-di-hidrotiazéis 2(a-1).HCI foram obtidos a
partir da reacéo entre 2(a-1) com cloreto de hidrogénio gasoso, conforme metodologia descrita
no item 4.2.2.3. Esta etapa foi necessaria a fim de aumentar a solubilidade dos compostos no
meio de cultura utilizado nos testes de atividade tripanocida.

Os produtos obtidos foram caracterizados por FT-IR (Anexo | — Espectros 115 a 126)
e os dados das andlises estédo organizados na Tabela 15.

Tabela 15. Principais absor¢des na regido do Infravermelho dos derivados 2(a-1).HCI.

N-H C=N

Ligacado quimica (sal) (tiazolina) C=C/C=N
Movimento
vibracional M v v
2a.HClI H 3384-2308 1617 1613-1429
2b.HCI 4-Cl 3480-2304 1606 1592-1422
2c.HCI 4-Br 3397-2309 1615 1600-1429
2d.HCI 4-F 3382-2306 1620 1607-1422
2e.HCI  4-OCHzs 3663-2294 1611 1590-1421
2f.HCI 3-Cl 3365-2308 1615 1591-1434
2g9.HCl 3-F 3076-2309 1620 1600-1422
2h.HCI 3-Br 3401-2362 1616 1586-1433
2i.HCI  3,5-diCl 3398-2296 1636 1586-1475
2j.HClI  3,4-diCl 3347-2306 1619 1600-1426
2k.HCI  2,4-diCl 3361-2293 1612 1537-1442
2[.HClI  2,3-diCl 3348-3032 1619 1579-1436

Para todos os produtos, foi observada uma banda serrilhada, que variou entre 3663 e
2293 cm’l, caracteristica de sistemas idnicos, indicando que um sal foi obtido. Nas regides
caracteristicas de estiramentos da ligacdo C=N do anel tiazolinico, 1636-1608 cm™ e das
ligagbes C=C/C=N dos sistemas aromaticos, 1613-1421 cm™, nédo foram identificadas uma
variagdo significativa em relagdo aos produtos neutros 2(a-1), ou seja, mostrou fortes
evidéncias de que ndo ocorreu decomposic¢éo pelo meio &cido utilizado.

A caracterizacdo por RMN de H e de *C (Anexo J — Espectros 127 a 150) de 2(a-
1).HCI comprovou que as estruturas-base dos produtos neutros foram mantidas, uma vez que,
os sinais obtidos apresentaram multiplicidades e integracdes similares as dos espectros de
2(a-l) correspondentes, embora as andlises tenham sido feitas em solventes distintos por
guestdo de solubilidade dos compostos. Os espectros de 2(a-I) foram obtidos em CDCl3

enquanto as analises de 2(a-1).HCI foram realizadas em DMSO-ds.
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Contudo, foi observada uma mudanca significativa nos deslocamentos quimicos
referentes aos atomos de hidrogénio Hs e Hs nos espectros de RMN de 'H (Tabela 16); ambos
foram identificados como sinais simpletos, com 69,17 a 9,55 para Hs e 68,41 a 8,63 para Hs,
valores maiores do que os observados para os produtos 2(a-1): 68,01 a 8,07 e 68,19 a 8,37,
respectivamente (Tabela 13, pagina 72). Tal observagao sugere que ocorreu protonagcao no
atomo de nitrogénio do tipo “piridinico” do pirazol.

Tabela 16. Dados de RMN-'H (400 MHz ou 500 MHz, DMSO-ds, § em ppm, J em Hz) para os
derivados 2(a-1).HCI.

Derivado Hs Hs H.' Hs' Hd Hs' He Ha” Hs”
7,93 7,93
955 863 , I’ 750 745 759 ’ 344 440
2aHCl H o TG ) Pseudo g 180) (80 (PU ('87)  (,87)
dd) dd)
9,34 843 79 7,63 7,63 7,96 367 437
2b.HCI 4-Cl (S) (S) (d, 9'0) (d’ 9’0) - (d, 9,0) (d, 9,0) (t, 8,6) (t, 8,6)
943 851 790 7,77 7,77 7,90 370 4,38
2¢.HCI 4-Br s) (s) (d,9,0) (d 90) i (d,90) (d,90)  (t86) (t86)
7,97 7,97
950 862 . 7,44 7,44 ’ 376 439
2d.HCl  4F S0 862 4488 - ' (dd, 88; ’ '
© © 9% sy w8y “92%  w8n 87
.. 942 857 782 712 ) 7,12 7,82 376 4,38
2e.HCI*  4-OCHs s) (s) (d,91) (d 91 (d,91) (d,91) t87 (187
7,03
' 7,49 3,67
9,30 844 808 (ddd, 7,59 49 3 4,38
2f.HClI 3-Cl & (9  (t20 81:20. (t81) (g%q,os,gl, (pseudo- ')
0’9) v, Y, ) t)
7,76- 7,76- 7,27
2ghc 3F St 84U e . 782 (dse I e B
(m) (m) 2,3) T
7,97 7,63
9,49 856 820 (ddd, 7,53 63 371 439
2h.HCI 3-Br (S) (S) (t, 2,0) 8,1: 2,0; (t, 8,1) (ddd, 8,1, (t, 8,6) (t, 8’6)
2,00,9)
0,9)
. . 947 851 807 7,68 8,07 368 4,38
2iHCI  35dicl 24 8 ' ' - ’ * ’
(s (s) (s) (s) t,86) (t856)
913 822823 7,78 7,94 355 435
ARCTT 3adel ) (m) ‘ T dey GSF wsa 84
7,67
917 858 7,98 (dd, 7,75 372 438
2kHClL 2.4-diCl "7 () (d, 2,3) 8,6; (d,86) (187 (187)
2.3)
7,90 -
922 861 ) (dd, 7,60 Tl 374 439
2LHCE - 23diCh g (g 80, 80 Y950 sy (87
15) -5)

*foi identificado um sinal simpleto com & 3,82 (OCHsa).
**sinal relativo aos atomos H4” do derivado 2g.HCI deve estar sobreposto pelo sinal intenso com 6 3,67.
Um espectro de correlacdo 'H x '3C sera realizado para confirmar o sinal relativo a Hs".
***amostra pouco soluvel em DMSO-ds a 25°C e a 50°C.



77

A maior desblindagem dos atomos de hidrogénio do nucleo pirazdlico pode ser
explicado pela ressonancia mostrada na Figura 55. E possivel observar que os atomos de
carbono C; e Cs, ligados aos atomos de hidrogénio Hs e Hs, apresentam uma carga positiva

0 que aumenta a desblindagem dos nucleos em questao.

s/w s/w
Has —N Hs —N
vy L9
H/®\N He o H™ Ny Hy o w
< < <
R R R

Figura 55. Estabilizacdo da carga positiva gerada pela protonacgao.

Outra observacéo importante que refor¢a que a protonacdo ocorreu provavelmente em
um atomo de nitrogénio € a presenca de um sinal alargado, entre 63,50 e 4,50, tipico de
atomo de hidrogénio de ligacdes N-H.

Nos espectros de RMN de 3C a principal diferenca analisada entre os produtos 2(a-
1).HCI e aforma neutra foi a regido onde se identificou o sinal relativo & C,”, atomo de carbono
sp? do anel tiazolinico (Tabela 17). Nos derivados 2(a-l) esse sinal apresentou §155,3 a 160,6
enguanto 2(a-1).HCI foi observado com 6 170,8 e 173,2, uma regido bem mais desblindada.
Como houve uma diferenca muito grande no deslocamento quimico referente a C,”, em
relacdo a 2(a-l), acredita-se que a protonacdo também possa ter ocorrido nho atomo de
nitrogénio do anel tiazolinico.

O sinal referente a C,” nao foi observado em todos os espectros, provavelmente
devido ao alto tempo necessario para a relaxacdo do nucleo, uma vez que nos espectros em
gue o sinal foi identificado, este era de baixa intensidade.

Embora a andlise por Ressonancia Magnética Nuclear tenha permitido algumas
suposi¢ces sobre a estrutura dos cloridratos obtidos, para comprovagdo das estruturas
obtidas, se faz necessério, por exemplo, o uso de célculos tedricos para predicédo de pKa, que
sugeriria quais os sitios onde pode(m) ter ocorrido a(s) protonagéo(6es). Contudo, apenas
pela caracterizagdo dos produtos por Difracdo de Raios-X (DRX) sera possivel confirmar as
estruturas dos derivados 2(a-1).HCI. As trés principais estruturas sugeridas para 2(a-1).HCI

sdo apresentadas na Figura 56.
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Tabela 17. Dados de RMN-*3C (100 MHz ou 125 MHz, DMSO-ds, 6 ppm, J Hz) para os derivados

2(a-1).HCI.
Derivado CY' Cs' Cs Cs Cs Cs C/ (o Cs C4 Cs Cs
2a.HClI H 173,0 32,7 55,7 1419 113,8 128,6 138,8 119,8 130,3 132,8 130,3 119,8
2b.HCI 4-Cl - 330 585 1415 1156 131,12 1319 1214 130,12 1324 130,12 1214
2c.HCI 4-Br - 329 574 141,7 115,00 132,3 138,2 121,7 133,12 120,9 133,121 121,7
1354 122,12 117,1 161,7 116,7 122,1

2d.HCl 4-F 172,6 32,7 56,0 1418 1140 1329 (d, (d, (d, (d, (d, (d,
2,8) 8,8 23,3) 245,1) 23,1) 8,8

2e.HCI* 4-OCHs 1732 32,6 55,6 1416 1134 132,3 1324 1153 121,4 159,3 121,4 115,3

2f.HCI 3-Cl - 33,0 585 1415 115,7 132,3 140,121 118,2 134,6 131,9 128,0 1194
140,2 107,2 162,9 1151 132,2 1156

2g.HCl 3-F 170,8 32,9 57,4 1415 - 1325 (d, (d, (d, (d, (d, (d,
10,5) 26,9) 244,7) 20,5 9,2) 3,0

2h.HCI 3-Br - 329 57,2 141,7 115,00 132,8 140,12 118,7 1229 132,2 131,0 122,2

2i.HCI 3,5-diCl - 32,6 580 1412 1156 132,4 140,2 117,8 1351 126,9 1351 1178

2j.HCI**  3,4-diCl Inconclusivo devido a baixa solubilidade

2k.HCI  2,4-diCl - 32,2 56,0 141,2 113,1 1296 136,4 1355 130,0 134,8 129,5 1285

2|.HCI 2,3diCl 172,1 32,8 56,4 141,7 113,6 128,2 138,7 132,2 137,1 128,2 133,3 127,8

*foi identificado um sinal com 6 56,0 (OCHa).
**amostra pouco solivel em DMSO-ds a 25°C e a 50°C.
S/w S/w S/w
—N —N® —N®
\H N\
H/N/\ \ N/\ \ H/N/\
® N N ® N
X X X
R R R

Figura 56. Possiveis estruturas dos derivados 2(a-1).HCI.
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5.1.3 SINTESE DOS DERIVADOS 5-AMINO-1-ARIL-1H-PIRAZOL-4-CARBOXAMIDAS 3(a-I)

Os derivados 5-amino-1laril-1H-pirazol-4-carboxamidas 3(a-l) foram obtidos a partir da
reacdo dos intermediarios-chave 4(a-l) com acido sulfrico concentrado, conforme a
metodologia descrita no item 4.2.3.2. Na Figura 57 estdo representadas as estruturas dos
doze derivados obtidos.

\
/
\
/
zZ
~
/
\
/
\
/
\
=

\ \ NH, \ \ \ \ NH,
i i i i i f Cl
Cl OCHj,
3a 3b 3e 3f
NH, NH, NH,

\
/
\
/
Z
~
/
\
/
\
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\ \ NH, \ \ \ NH, \ NH,
i i i Cl i :CI
Br CI Cl
39 3h 3i 3 3l

Figura 57. Estruturas dos derivados 5—am|no—1ar|I—1H—plrazol-4—carboxamidas 3(a-l).

O mecanismo (Esquema 22) para a obtencao dos produtos 3(a-l) consiste na hidrélise
acida da nitrila. Inicialmente, ocorre a protonagdo do atomo de nitrogénio do grupo ciano,
liberando 4gua no meio reacional. O atomo de oxigénio da &agua realiza uma adigcédo
nucleofilica no atomo de carbono do grupo ciano, formando o intermediario acido imidinico
protonado que, apoés transferéncias de protons e deslocalizagcdo eletronica, forma a
carboxamida protonada.

A etapa final € a reacéo acido-base entre a 4gua e a carboxamida protonada, formando
o produto desejado. O controle de temperatura é necessario para que o produto de hidrélise

seja a carboxamida e nao o acido carboxilico correspondente.
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Esquema 22. Mecanismo para obtencéo dos derivados 3(a-l).

Os derivados 3(a-I) foram obtidos com rendimentos variando de 26 a 84%, como

calibracdo do termémetro e do equipamento.

Tabela 18. Rendimentos e faixas de fusédo dos derivados 3(a-l).

Faixa de fusédo

Derivado R Rendimento (%) - :
Experimental Literatura
3a H 27 148-150 172-1732
3b 4-Cl 51 196-200 *
3c 4-Br 38 138-142 *
3d 4-F 69 232-234 *
3e 4-OCHs 26 214-218 *
3f 3-Cl 83 168-170 *
39 3-F 51 178-182 *
3h 3-Br 84 138-142 o
3i 3,5-diCl 78 184-186 o
3j 3,4-diCl 74 204-212 o
3k 2,4-diCl 75 212-214 *
3l 2,3-diCl 84 160-164 *

3CHENG; ROBINS, 1956 *ndo encontrado **produto inédito

mostra a Tabela 18. As faixas de fusdo mensuradas apresentaram variacdo de 2 e 4°C para
a maioria dos produtos, exceto para 3j que apresentou faixa de 8°C. A diferenca entre os
valores obtidos e os relatados na literatura pode ser atribuida a diversos fatores como: a

diferenca no arranjo cristalino dos sélidos devido ao método utilizado para a cristalizacao, a
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A caracterizagao por Espectroscopia na regiao do Infravermelho (Anexo K — Espectros
151 a 162) evidenciou a formacdo dos produtos desejados. Os dados das andlises dos
espectros dos doze derivados estéo relacionados na Tabela 19.

Tabela 19. Principais absorc¢des na regido do Infravermelho dos derivados 3(a-I).

Ligacdo quimica N-H (CC:;z) C=0  C=C/C=N
Movimento
vibracional M M M M
3a H 3370-3168 3069 1653  1596-1440
3b 4-Cl  3467-3148  3091-3063 1654  1604-1490
3c 4-Br  3423-3172 3107 1653  1607-1440
3d AF  3482-3128 3078 1648  1610-1435
3e  4-OCHs 3423-3173 * 1635  1597-1458
3f 3Cl  3415-3192 * 1656  1612-1447
3g 3F  3346-3196 * 1656  1612-1461
3h 3-Br  3424-3188 * 1657  1587-1443
3 35diCl  3437-3236 3090 1641  1607-1444
3 34-diCl  3430-3204 3007 1645  1607-1440
3k 24-diCl  3440-3173 3101 1636  1600-1438
3l 23-dicl  3356-3189 * 1667  1603-1435

*ndo identificadas devido a sobreposicdo das bandas de estiramento das ligacbes N-H.

A principal evidéncia da ocorréncia da reacao foi a auséncia da banda entre 2243 e
2221 cm? referente ao estiramento da ligacdo C=N, presente nas matérias-primas, e a
presenca da banda relativa ao estiramento da ligacdo C=0, identificada na faixa de 1657 a
1635 cm™. Entre 3482 e 3128 cm foram observadas as bandas referentes aos estiramentos
simétrico e assimétrico das ligacdes N-H, e as bandas de estiramento da ligagdo C-H ficaram
entre 3102 e 3063 cm™. Contudo, para alguns derivados ndo foram identificadas as bandas
referentes aos estiramentos das ligagbes C-H devido a sobreposicdo com as bandas de
estiramento das ligacdes N-H. Entre 1612 e 1435 cm™ estdo presentes as bandas relativas
aos estiramentos das ligagdes C=C e C=N de sistemas aromaticos.

Os dados obtidos na caracterizacdo por Espectrometria de Massas de alta resolugéo
(Anexo L — Espectros 163 a 174), em modo positivo, estdo resumidos na Tabela 20. Para
todos os derivados o pico base foi identificado com a relagdo m/z referente a molécula
cationizada com soédio [M+Na]*, exceto para 3k, o qual cuja m/z do pico base corresponde a
molécula protonada [M+H]*.

Conforme esperado, nos derivados monoclorados 3b e 3f e para os derivados
diclorados 3(i-l) foi identificado pico com m/z duas unidades a mais que o pico base, com

intensidade de 1/3 e 2/3, respectivamente. J4 para os derivados bromados 3c e 3h foi
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identificado o pico com m/z duas unidades a mais que o0 pico base com intensidade de
aproximadamente 97%.

Tabela 20. Resultados da espectrometria de massas de alta resolucéo para os derivados 3(a-l).

Derivado R fon m/z te6rico  m/z experimental  Erro (ppm)
3a H [M+Na]* 225,0752 225,0741 4,89
3b 4-Cl [M+Na]* 259,0363 259,0337 10,0
3c 4-Br [M+Na]* 302,9857 302,9837 6,60
3d 4-F [M+Na]* 243,0658 243,0644 5,76
3e 4-OCHs [M+Na]* 255,0858 255,0856 0,78
3f 3-Cl [M+Na]* 259,0363 259,0346 6,56
3g 3-F [M+Na]* 243,0658 243,0631 11,1
3h 3-Br [M+Na]* 302,9857 302,9837 6,60
3i 3,5-diCl  [M+Na]* 292,9973 292,9956 5,80
3 3,4-diCl  [M+Na]* 292,9973 292,9948 8,53
3k 2,4-diCl  [M+H]* 271,0148 271,0155 2,58
3l 2,3-diCl  [M+Na]* 292,9973 292,9962 3,75

Os produtos 3(a-l) tiveram suas estruturas confirmadas através da analise de

Ressonancia Magnética Nuclear de 'H e *C (Anexo M — Espectros 175 a 198).

Andlises dos espectros de RMN-'H

Na Figura 58 tem-se a estrutura-base dos derivados 3(a-l) com os atomos de
hidrogénio numerados para facilitar a discusséo dos resultados obtidos. Os dados obtidos na

andlise dos espectros de RMN-'H estéo organizados na Tabela 21.

",///I

Hj N
N
/ \ Ha
N

\N NH,
H6' \ H2'

.
Hs' /\R H3'

H,'

Figura 58. Estrutura-base dos derivados 3(a-l), com os a&tomos de hidrogénio numerados.

Para os doze derivados, o sinal referente ao atomo de hidrogénio pirazolico Hs foi

identificado com ¢ na faixa de 7,63 a 7,96 como um simpleto. Para os espectros obtidos em
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DMSO-ds, foi observado um simpleto na faixa de ¢ 6,21 a 6,64 referente aos atomos de
hidrogénio do grupo amino. Os dtomos de hidrogénio da carboxamida séo diferencidveis no
RMN-'H devido a ressonancia no grupo amino (Figura 59). Para Ha e Hp, 0s sinais observados
foram simpletos ou do tipo “broad” sobreposto com outros sinais com 6 7,35 a 7,46 ou como
simpletos alargados na faixa de 66,79 a 6,94.

Para os espectros para os derivados 3f, 3h e 3k foram obtidos em CDCl; e ndo foi
observada diferenciacéo dos sinais dos dois grupos NH;, aparecendo como sinais simpletos
alargados com 65,35 a 5,50. No espectro de 3c ndo foram observados os sinais referentes

aos atomos de hidrogénio dos grupos NHo.

GHz \N\
N/\ \ NH /\ \

N 2
é é
>¢
R

Figura 59. Estruturas de ressonancia no grupo amida dos derivados 5—am|no-l-aril-lH-pirazoI—4—
carboxamidas 3(a-l).

Para facilitar a analise dos resultados, os derivados foram agrupados de acordo com

0 padrao de substituicdo no anel benzénico:

e Derivado 3a (R=H)

No espectro do derivado 3a foram identificados um tripleto com & 7,38 e
3] 7,2 Hz referente a Hsy' e um multipleto com §7,50-7,57 atribuido aos atomos de hidrogénio
Hz’/He’ e H3’/H5’.

e Derivados para-substituidos 3b (R=4-Cl), 3c (R=4-Br), 3d (R=4-F) e 3e (R=0OCH3)

Para o derivado 3b, os a&tomos de hidrogénio H,'/He¢’ e H3'/Hs' foram atribuidos ao sinal
simpleto com § 7,58. Para 3c, foram observados dois dupletos com 67,71 e 7,53 com 3] 8,8
Hz referentes a H.'/Hs' e H3'/Hs', respectivamente, mesmo padréo observado para o produto
3e, com 67,43 e 7,06 com 3J 9,0 Hz, que ainda apresentou um simpleto, com 63,80, referente
aos atomos de hidrogénio do grupo metdxi (OCHs).

O derivado fluorado 3d apresentou um tripleto com & 7,36 (°J 8,9 Hz) referente aos
atomos de hidrogénio equivalentes Hs'/Hs’e um dupleto de dupletos com §7,58 (3J 8,9; J 4,9

Hz) referente aos atomos de hidrogénio equivalentes Hy'/Hg'.
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Tabela 21. Dados de RMN-'H (400 MHz ou 500 MHz, DMSO-ds ou CDCls, §em ppm, J em Hz) para
os derivados 3(a-l).

Derivado Hs H2' Hs' Hs Hs He' NH2 Ha/Hb
3a H 7,90 7,50-7,57 7,38 7,50-7,57 6,36 7,384
(s) (m) t,7,2) (m) (5) 6,84 (s)
7,92 7,58 7,58 6,44 7,42 (s)
3b 4-Cl -
(s) (s) (s) ()  6.:87(s)
7,92 7,71 7,53 7,53 7,71
¢ 4B 9 @88  (d88) ] (d.88)  (d.88) )
7,58 7,58
7,89 ! 7,36 7,36 ! 6,35 7,364
3d  4F ' (dd, 8,9; ' ; ’ (dd, 8,9: ’ :
(s) 4.9) (t, 8,9) (t, 8,9) 4.9) (s) 6,85 (s)
. 7,85 7,43 7,06 7,06 7,43 6,21 7,434
3e* 40CH: 4 (d90  (d.90) ] (4,900  (d,920) (5  681(s)
s 3 764 761 ) 7,43-7,48 7,39 5,50
(s) (s) (m) d,7.3) )
39 3-F 7,63 7,20-7,24 7,53-7,58 7,41-7,45 6,51 7,434
(s) (m) (m) (m) ()  688(s)
3h 3-Br 7,76 7,63 7,53 7,39 7,53 5,50
(s) (s) (t, 8,8) (t, 8,8) (t, 8,8) (s)
. . 796 7,64 7,62 7,64 6,64 7,46 (s)
3 35dC gy @18 d, 1,8) (d,18) (5  694(s)
7,94 7,83 7,78 7,59 6,56 7,44 (s)
8 34diCh )" @25 @sn 9 5" © el
. 7,64 7,60-7,61 7,42 5,35
3k 2,4-diCl ! ! ! - ) )
(s) (m) (s) )
7,81
7,88 o 7,47-7,52 6,30  7,35(s)
3l 2,3-diCl - - dd, 7,9;
©) e (m) 9 67909

Asinal sobreposto com sinal de hidrogénios do anel benzénico.
*identificado sinal simpleto com & 3,80 (OCHa).

¢ Derivados meta-substituidos 3f (R=3-Cl), 3g (R=3-F) e 3h (R=3-Br)

No espectro de 3f foram observados um simpleto com 6 7,61 atribuido ao atomo H_',
um multipleto com §7,43-7,48 referente aos atomos H4' e Hs’ e um dupleto com 67,39 3J 7,3
Hz). Para 3h, os sinais identificados foram um simpleto relativo a H.', com 67,63, dois tripletos
com & 7,53 e 7,39 atribuidos aos atomos H4'/Hes' e Hs', respectivamente, com 3J 8,8 Hz. No
espectro do derivado fluorado 3g foram identificados trés multipletos com 6 7,20-7,24; 7,53-

7,58 e 7,41-7,45, atribuidos aos atomos H-’, Hs' e Hs'/H¢', respectivamente.
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e Derivados diclorados 3i (R=3,5-diCl), 3j (R=3,4-diCl) 3k (R=2,4-diCl) e 3| (R=2,3-diClI)

No espectro do derivado 3i foram identificados dois dupletos, o primeiro com 67,63 (*J
1,8 Hz) referente a H4' e 0 segundo com 67,64 (*J 1,8 Hz) referente aos atomos de hidrogénio
H,/Hs'. No espectro de 3j o sinal relatvo a H, foi observado com ¢ 7,83
(*J 2,5 Hz) como um dupleto, assim como o sinal referente a Hs' com 67,78 (3J 8,7 Hz) e 0
sinal relativo a He' foi observado como um dupleto de dupletos com 67,59 (3J 8,7; %] 2,5 Hz).

No espectro de 3k foram observados dois sinais: um multipleto com 67,60-7,61 relativo
a Hs' e um simpleto, com ¢ 7,42, referente a Hs' e Hg'. Para o derivado 3| também foram
identificados dois sinais, um dupleto de dupletos com §7,81 (3J 7,9 Hz; 4J 1,5 Hz) relativo a

Hs' e um multipleto com &6 7,46-7,54 referente a Hs' e He'.

Andlises dos espectros de RMN-3C

A Figura 60 mostra a estrutura-base dos derivados 3(a-I) com os atomos de carbono
numerados para facilitar a discusséo dos resultados obtidos. Os dados das analises de RMN-

13C estdo organizados na Tabela 22.

Figura 60. Estrutura-base dos derivados 3(a-I) com os atomos de carbono numerados.

O sinal referente ao &tomo de carbono da carboxamida (C.”) foi identificado na faixa
de 165,9 a 166,5 ppm. Os sinais referentes aos atomos de carbono do anel pirazélico foram
identificados entre 6 138,5 a 140,7, 5 96,0 a 98,4 e 6 149,2 a 150,6 relativos a Cz, Cse Cs,
respectivamente.

Os sinais atribuidos aos atomos de carbono do anel benzénico foram identificados na
regido tipica de carbono aromatico: 131,0 a 140,5 ppm (C1), 114,9 a 133,2 ppm (C.),
116,6 a 162,1 ppm (Cs’), 113,5 a 161,1 ppm (C4’), 116,6 a 139,6 ppm (Cs’) e 109,9 a 128,8
ppm (Cé¢’). Nos espectros dos derivados fluorados 3d e 3g foram identificados o acoplamento
entre os atomos de carbono do anel benzénico e o atomo de fllor: 1J 242,6 Hz (C4'), 2J 22,8
Hz (C3'/Cs'),3 8,7 Hz (C2'/C¢’) para 3d e 1J 242,8 Hz (C3'), 2J 25,0 Hz (C_'), 2] 20,8 Hz (C4’),3J
10,4 Hz (C1'),33 9,2 Hz (Cs'), 43 2,7 Hz (C¢') para 3g.
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Tabela 22. Dados de RMN-3C (100 MHz ou 125 MHz, DMSO-ds ou CDCls, §em ppm, J em Hz) para
os derivados 3(a-l).

Derivado C; Cs Ci GCs Cy C2 Cs Cd Cs Ce
33 H 1660 1389 974 1492 1382 1229 1292 1269 1292  122,9
3b 4Cl 1665 1398 96,1 1499 1376 1252 1297 1317 1298 1252
3c  4-Br 1665 1398 981 1499 1380 1255 1327 1200 1327 1255
3d 4F 1665 1394 979 1499 1351 (3'22:% ( dlllzﬁz’%) ( d,lgi’zl,s) ( d1,126é%) (é,zg:%
3e* 4-OCH; 1666 1389 977 1496 1315 1149 1255 1586 1255 1149
3 3Cl 1664 1389 976 1495 1384 12,7 1358 1285 1310 1242

1099 1621
39 3-F 1659 1397 976 1495 (3’3;’% 2\53(?6) ) 45358) (dl,lzsd?s) (d1,319621) (é,og:%
3 3Br 1664 1390 97,6 1495 1385 1222 1271 1312 1314 1236
3i 35diCl 1663 1407 984 1504 1405 1218 1350 1267 1350 1218
3 34diCl 1664 1402 983 150,2 1385 1236 1317 1297 1321 1250
3k 24-diCl 1661 1385 966 1504 1366 1332 1307 1332 1307 1285
3l 23diCl 1660 1393 960 1506 1369 1291 1327 1308 1314 1288

*identificado sinal com §55,9 (OCHpa).
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5.2 AVALIAQAO DA ATIVIDADE BIOLOGICA
5.2.1 ATIVIDADE ANTIBACTERIANA

Os derivados 1(a-1) estdo sendo avaliados quanto a atividade antibacteriana no LEMB,
conforme a metodologia descrita no item 4.4.1. Até o momento, foram obtidos os resultados
de CMI de cinco compostos: 1b, 1c, 1e, 1g e 1j. Todos apresentaram CMI > 1024 mg/mL
frente a bactéria Staphylococcus aureus e nado tiveram a CMB avaliada. Tais resultados
indicam que os compostos ndo tém agdo sobre essa espécie de bactérias.

Para os demais derivados, aguarda-se os resultados frente a Staphylococcus aureus.

Ainda ndo foram realizados ensaios contra a espécie Pseudomonas aeruginosa.
5.2.2 ATIVIDADE TRIPANOCIDA

Os derivados 2(a-l) e 3(a-l) estdo sendo avaliados quanto a citotoxicidade e quanto a
atividade tripanocida no LUC, conforma a metodologia descrita no item 4.4.2.

Todos os derivados 2(a-l) apresentaram problema de solubilidade no meio de cultura,
precipitando no meio o que tornou invidvel a avaliagdo tanto da citotoxicidade quanto da
atividade tripanocida destes compostos. Para que fosse possivel realizar a andlise, foram
obtidos os respectivos cloridratos dos derivados 2(a-1), denominados 2(a-1).HCI, que estdo
sendo avaliados, ainda sem resultados.

Para todos os derivados 3(a-1) obteve-se valores de CCsy > 500 uM, ou seja, 0s
derivados mostraram baixa citotoxicidade. Todavia, os resultados de atividade tripanocida
apresentaram ICsp > 100 uM, contra a forma tripomastigotas, para todos os produtos

avaliados.
5.2.3 ESTUDOS IN SILICO

Os parametros fisico-quimicos para os derivados 2(a-1) estdo sendo avaliados de
acordo com a metodologia apresentada em 4.4.3 e ainda ndo foram obtidos. Para os
derivados 3(a-l), os pardmetros fisico-quimicos ja foram avaliados e os dados obtidos sdo
apresentados na Tabela 23.

Os derivados 3(a-1) ndo violam as regras de Lipinski uma vez que apresentam baixa
massa molar (MM < 281), boa lipofilicidade (logP < 2,23 e logD < 2,03), ligagbes doadoras de
hidrogénio (HBD) = 4, ligacGes aceptoras de hidrogénio (HBA) < 6. As regras de Lipinski sao
regras empiricas utilizadas para avaliar propriedades fisico-quimicas que sdo importantes
para que a substancia tenha disponibilidade de ser administrada via oral. Estas regras
preveem que, para uma boa absorcdo, o niumero de HBD nédo pode ser maior do que 5 e 0

numero de HBA n&o pode ultrapassar 10, enquanto o logP estimado deve ser menor do que
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5 e a massa molar ndo deve ser superior a 500 Daltons (SANTOS; GONSALVES; ARAUJO,
2017).

Extensdes dessas regras indicam ainda que a area superficial polar da molécula ndo
deve ser superior a 140 A? (SANTOS; GONSALVES; ARAUJO, 2017), para facilitar a
permeabilizacdo da membrana citoplasmatica, e para todos os derivados 3(a-l), esses valores
foram < 96 A% Os derivados apresentam ainda boa solubilidade, com logSw < -1,9.

Ainda segundo os estudos in silico, ndo ha indicios de que 0os compostos sejam
indutores de fosfolipidose, sugerindo riscos reduzidos de efeitos adversos. A fosfolipidose é
caracterizada por uma sobrecarga nos lisossomos pelo acumulo de fosfolipideos, o que
impede a excrecao de metabdlitos que acabam sendo acumulados no interior das células e

podem levar a manifestacéo de efeitos nocivos.

Tabela 23. Parametros fisico-quimicos in silico dos derivados pirazol-carboxamidas 3(a-l).

Propriedades fisico-quimicas
MM logP logD logSw tPSA HBD HBA Lipinski Fosfolipidose

Derivados

3a H 202,21 0,97 0,82 -1,9 86,93 4 5 0 Na&o indutor
3b 4-Cl 236,66 1,6 1,42 -251 86,93 4 5 0 Nao indutor
3c 4-Br 281,11 1,66 1,59 -2,82 86,93 4 5 0 N&o indutor
3d 4-F 220,20 1,07 0,96 -2,07 86,93 4 5 0 N&o indutor
3e* 4-OCHs 232,24 094 066 -195 96,16 4 6 0 Na&o indutor
3f 3-Cl 236,66 1,6 1,42 -2,15 86,93 4 5 0 Nao indutor
3g 3-F 220,20 1,07 0,96 -2,07 86,93 4 5 0 N&o indutor
3h 3-Br 281,11 1,66 1,59 -2,82 86,93 4 5 0 N&o indutor
3i 35-diCl 271,10 2,23 2,03 -3,12 86,93 4 5 0 N&o indutor
3 34-diCl 271,10 2,23 2,03 -3,12 86,93 4 5 0 N&o indutor
3k 24-diCcl 271,10 2,23 2,03 -3,12 86,93 4 5 0 N&o indutor
3 23diCl 271,10 2,23 2,03 -3,12 86,93 4 5 0 N&o indutor
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6 CONCLUSAO E PERSPECTIVAS

Foram obtidos dezenove intermediarios-chave, sendo oito derivados 5-amino-1-aril-
1H-pirazol-4-carbonitrilas 4(a,c-i) com rendimentos de 69 a 98% e onze derivados 1-aril-1H-
pirazol-4-carbonitrilas 5(a-j,l) obtidos com 80 a 98% de rendimento.

Os doze produtos finais 5-(1-aril-1H-pirazol-4-il)-1H-tetrazois 1(a-l) foram sintetizados
com rendimentos na faixa de 10 a 78%. Os resultados de CMI para os derivados 1b, 1c, 1e,
1g e 1j frente & S. aureus foram maiores do que 1024 mg/mL, mostrando baixa atividade dos
compostos frente a esta espécie.

Os doze produtos inéditos 2-(1-aril-1H-pirazol-4-il)-4,5-di-hidrotiaz6is 2(a-1) foram
obtidos com rendimentos variando de bons a excelentes, 71 a 91%, e ndo puderam ser
avaliados quanto a atividade tripanocida nem quanto a citotoxicidade, devido a baixa
solubilidade no meio de cultura utilizado. Foram entéo obtidos doze cloridratos 2(a-1).HCI
correspondentes.

Os doze derivados 5-amino-1-aril-1H-pirazol-4-carboxamdas 3(a-1), sendo quatro
derivados 3(h-k) inéditos, foram sintetizados com rendimentos de 26 a 84% e apresentaram
CCs0> 500 puM e I1Cs0 > 100 puM. Os resultados in silico mostram que os derivados nao violam
as regras de Lipinski, apresentam boa solubilidade e ndo sao indutores de fosfolipidose, o que
sugere reduzidos riscos de efeitos colaterais.

Como perspectivas, espera-se obter os resultados de atividade frente a S. aureus dos
derivados 1a, 1d, 1f, 1h, 1i, 1k e 1l e os resultados de atividade frente a P. aeruginosa para
todos os derivados 1(a-l). Espera-se ainda, obter todos os resultados in silico das
propriedades fisico-quimicas dos derivados 2(a-l), caracterizar por DRX os produtos 2(a-
).HCI para confirmar as estruturas dos compostos e obter os resultados dos testes de

atividade tripanocida e de citotoxicidade para os derivados 2(a-1).HCI.
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ANEXO A — Espectros de absorcéo naregiao do Infravermelho dos
derivados 4(a-i)



do Infravermelho do derivado 4a.
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do Infravermelho do derivado 4d.
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do Infravermelho do derivado 4f.
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do Infravermelho do derivado 4h.
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do Infravermelho do derivado 4i.
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ANEXO B - Espectros de absor¢céo naregido do Infravermelho dos
derivados 5(a-1)
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Espectro 9: Espectro de absorgdo na regido do Infravermelho do derivado 5a.
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Espectro 10: Espectro de absor¢do na regido do Infravermelho do derivado 5b.
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Espectro 11: Espectro de absor¢éo na regido do Infravermelho do derivado 5c.
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Espectro 12: Espectro de absor¢do na regido do Infravermelho do derivado 5d.
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Espectro 13: Espectro de absorgéo na regido do Infravermelho do derivado 5e.
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Espectro 14: Espectro de absor¢cdo na regido do Infravermelho do derivado 5f.

3800 3600

3400 3200 3000 2800 2600 2400 2200 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800
Wavenumber (cm-1)



%Transmittance

%Transmittance

Espectro 15: Espectro de absor¢éo na regido do Infravermelho do derivado 5g.
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Espectro 16: Espectro de absor¢cdo na regido do Infravermelho do derivado 5h.
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Espectro 17: Espectro de absor¢éo na regido do Infravermelho do derivado 5i.
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Espectro 18: Espectro de absorcéo na regido do Infravermelho do derivado 5j.
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Espectro 19: Espectro de absor¢éo na regido do Infravermelho do derivado 5I.
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ANEXO C - Espectros de absor¢céo naregido do Infravermelho dos
derivados 1(a-l)
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Espectro 20: Espectro de absor¢éo na regido do Infravermelho do derivado la.
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Espectro 21: Espectro de absor¢cdo na regido do Infravermelho do derivado 1b.
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Espectro 22: Espectro de absorgdo na regido do Infravermelho do derivado 1c.
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Espectro 23: Espectro de absor¢cdo na regido do Infravermelho do derivado 1d.
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do Infravermelho do derivado 1le.

ao na regiao

Espectro 24: Espectro de absorg
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Espectro 26: Espectro de absor¢éo na regido do Infravermelho do derivado 1g.
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Espectro 27: Espectro de absor¢cdo na regido do Infravermelho do derivado 1h.
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do Infravermelho do derivado 1i.

ao na regiao

Espectro 28: Espectro de absorg
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Espectro 30: Espectro de absor¢éo na regido do Infravermelho do derivado 1k.
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Espectro 31: Espectro de absor¢céo na regido do Infravermelho do derivado 1l.
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ANEXO D - Espectros de Massas de Alta Resolugcéo dos derivados
1(a-j)
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Espectro 32: Espectro de Massas de Alta Resolu¢éo do derivado la.
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Espectro 33: Espectro de Massas de Alta Resolu¢éo do derivado 1b.
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Espectro 34: Espectro de Massas de Alta Resolugéo do derivado 1c.
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Espectro 35: Espectro de Massas de Alta Resolu¢éo do derivado 1d.
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Espectro 36: Espectro de Massas de Alta Resolugéo do derivado le.
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Espectro 37: Espectro de Massas de Alta Resolug&o do derivado 1f.
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Espectro 38: Espectro de Massas de Alta Resolugéo do derivado 1g.
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Espectro 39: Espectro de Massas de Alta Resolu¢éo do derivado 1h.
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Espectro 40: Espectro de Massas de Alta Resolugéo do derivado 1i.
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Espectro 41: Espectro de Massas de Alta Resolucéo do derivado 1j.
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Espectro 42: Espectro de Massas de Alta Resolugéo do derivado 1I.
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ANEXO E - Espectros de Ressonancia Magnética Nuclear dos
derivados 1(a-j)
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Espectro 43: Espectro de RMN-H (500 MHz — DMSO-ds) do derivado la.
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Espectro 44: Espectro de RMN-13C (125 MHz — DMSO-ds) do derivado 1a.
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Espectro 45: Espectro de RMN-H (400 MHz — DMSO-ds) do derivado 1b.
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Espectro 46: Espectro de RMN-C (100 MHz — DMSO-ds) do derivado 1b.
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Espectro 47: Espectro de RMN-H (400 MHz — DMSO-ds) do derivado 1c.
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Espectro 48: Espectro de RMN-C (100 MHz — DMSO-ds) do derivado 1c.
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Espectro 49: Espectro de RMN-H (400 MHz — DMSO-ds) do derivado 1d.
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Espectro 50: Espectro de RMN-C (100 MHz — DMSO-ds) do derivado 1d.
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Espectro 51: Espectro de RMN-H (500 MHz — DMSO-ds) do derivado 1e.
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Espectro 52: Espectro de RMN-'3C (125 MHz — DMSO-ds) do derivado 1e.
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Espectro 53: Espectro de RMN-*H (500 MHz — DMSO-ds) do derivado 1f.
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Espectro 54: Espectro de RMN-3C (125 MHz — DMSO-ds) do derivado 1f.
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Espectro 55: Espectro de RMN-H (500 MHz — DMSO-ds) do derivado 1g.
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Espectro 56: Espectro de RMN-3C (125 MHz — DMSO-ds) do derivado 1g.
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Espectro 57: Espectro de RMN-H (400 MHz — DMSO-ds) do derivado 1h.
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Espectro 58: Espectro de RMN-3C (100 MHz — DMSO-ds) do derivado 1h.
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Espectro 59: Espectro de RMN-H (500 MHz — DMSO-ds) do derivado 1i.
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Espectro 60: Espectro de RMN-3C (125 MHz — DMSO-ds) do derivado 1i.
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Espectro 61: Espectro de RMN-H (400 MHz — DMSO-ds) do derivado 1j.
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Espectro 62: Espectro de RMN-3C (100 MHz — DMSO-ds) do derivado 1j.
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Espectro 63: Espectro de RMN-H (400 MHz — DMSO-ds) do derivado 1k.
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Espectro 64: Espectro de RMN-*3C (100 MHz — DMSO-ds) do derivado 1k.
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Espectro 65: Espectro de RMN-H (400 MHz — DMSO-ds) do derivado 1I.
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Espectro 66: Espectro de RMN-*3C (100 MHz — DMSO-ds) do derivado 1l.
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ANEXO F — Espectros de absorcado naregiao do Infravermelho dos
derivados 2(a-1)
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Espectro 67: Espectro de absor¢éo na regido do Infravermelho do derivado 2a.
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Espectro 68: Espectro de absor¢cdo na regido do Infravermelho do derivado 2b.
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Espectro 69: Espectro de absorgéo na regido do Infravermelho do derivado 2c.
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Espectro 70: Espectro de absor¢cdo na regido do Infravermelho do derivado 2d.
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Espectro 71: Espectro de absor¢éo na regido do Infravermelho do derivado 2e.
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Espectro 72: Espectro de absor¢cdo na regido do Infravermelho do derivado 2f.
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do Infravermelho do derivado 2g.

ao na regiao

Espectro 73: Espectro de absorg
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do Infravermelho do derivado 2i.

ao na regiao

Espectro 75: Espectro de absorg
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Espectro 76: Espectro de absorg
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do Infravermelho do derivado 2k.
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Espectro 77: Espectro de absorg
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Espectro 78: Espectro de absorg
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ANEXO G - Espectros de Massas de Alta Resolucao dos derivados
2(a-l)



Espectro 79: Espectro de Massas de Alta Resolugéo do derivado 2a.
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Espectro 80: Espectro de Massas de Alta Resolu¢éo do derivado 2b.
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Espectro 81: Espectro de Massas de Alta Resolugéo do derivado 2c.
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Espectro 82: Espectro de Massas de Alta Resolu¢éo do derivado 2d.
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Espectro 83: Espectro de Massas de Alta Resolugéo do derivado 2e.

Intens. +MS, 0.1-0.9min #3-52
x1077
260.0856 S/w
1.0
—N
VR
0.8 \N
0.6
OCH,4
0.4- m/z tedrico
2820671 [M]*: 259,0779
[M+H]*: 260,0858
0.2
353.1099
00 T T —r T T T T T L T T . T |l T Tt l||II I-|'- T T T T T ¥ T T T ¥ ¥
100 150 200 250 300 350 400 450 miz
Espectro 84: Espectro de Massas de Alta Resolu¢éo do derivado 2f.
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Espectro 85: Espectro de Massas de Alta Resolugéo do derivado 2g.
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Espectro 86: Espectro de Massas de Alta Resolu¢éo do derivado 2h.
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Espectro 87: Espectro de Massas de Alta Resolugéo do derivado 2i.
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Espectro 88: Espectro de Massas de Alta Resolucéo do derivado 2j.
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Espectro 89: Espectro de Massas de Alta Resolugéo do derivado 2k.
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Espectro 90: Espectro de Massas de Alta Resolucéo do derivado 2I.
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ANEXO H - Espectros de Ressonancia Magnética Nuclear dos
derivados 2(a-1)



Espectro 91: Espectro de RMN-!H (400 MHz — CDCIs) do derivado 2a.
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Espectro 92: Espectro de RMN-*3C (100 MHz — CDCls) do derivado 2a.
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Espectro 93: Espectro de RMN-!H (500 MHz — CDCls) do derivado 2b.
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Espectro 94: Espectro de RMN-3C (125 MHz — CDCls) do derivado 2b.
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Espectro 95: Espectro de RMN-!H (400 MHz — CDCls) do derivado 2c.
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Espectro 96: Espectro de RMN-*3C (100 MHz — CDCls) do derivado 2c.
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Espectro 97: Espectro de RMN-*H (400 MHz — CDCls) do derivado 2d.
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Espectro 98: Espectro de RMN-*3C (100 MHz — CDCls) do derivado 2d.
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Espectro 99: Espectro de RMN-!H (400 MHz — CDCls) do derivado 2e.
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Espectro 100: Espectro de RMN-3C (100 MHz — CDCls) do derivado 2e.
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Espectro 101: Espectro de RMN-'H (400 MHz — CDCls) do derivado 2f.
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Espectro 102: Espectro de RMN-3C (100 MHz — CDCls) do derivado 2f.
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Espectro 103: Espectro de RMN-'H (500 MHz — CDCls) do derivado 2g.
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Espectro 104: Espectro de RMN-3C (125 MHz — CDCIs) do derivado 2g.
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Espectro 105: Espectro de RMN-'H (400 MHz — CDCls) do derivado 2h.
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Espectro 106: Espectro de RMN-3C (100 MHz — CDCIs) do derivado 2h.
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Espectro 107: Espectro de RMN-'H (500 MHz — CDCIs) do derivado 2i.
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Espectro 108: Espectro de RMN-3C (125 MHz — CDClIs) do derivado 2i.
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Espectro 109: Espectro de RMN-'H (400 MHz — CDCIs) do derivado 2j.
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Espectro 110: Espectro de RMN-3C (100 MHz — CDClIs) do derivado 2j.
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Espectro 111: Espectro de RMN-'H (400 MHz — CDCIs) do derivado 2k.
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Espectro 112: Espectro de RMN-3C (100 MHz — CDCls) do derivado 2k.
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Espectro 113: Espectro de RMN-'H (500 MHz — CDCIs) do derivado 2.
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Espectro 114: Espectro de RMN-2C (125 MHz — CDCls) do derivado 2I.
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ANEXO | — Espectros de absorcéo naregiao do Infravermelho dos
derivados 2(a-1).HCI
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do Infravermelho do derivado 2a.HCI.

ao naregiao

Espectro 115: Espectro de absorg
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do Infravermelho do derivado 2c.HCI.

ao ha regiao

Espectro 117: Espectro de absorg
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Espectro 118: Espectro de absorg
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do Infravermelho do derivado 2e.HCI.

ao ha regiao

Espectro 119: Espectro de absorg
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Espectro 120: Espectro de absorg
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do Infravermelho do derivado 2g.HCI.

ao ha regiao

Espectro 121: Espectro de absorg
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Espectro 122: Espectro de absorg
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do Infravermelho do derivado 2i.HCI.

ao ha regiao

Espectro 123: Espectro de absorg
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do Infravermelho do derivado 2k.HCI.

80 na regido

Espectro 125: Espectro de absorg
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ANEXO J — Espectros de Ressonancia Magnética Nuclear dos
derivados 2(a-1).HCI



Espectro 127: Espectro de RMN-'H (400 MHz — DMSO-ds) do derivado 2a.HCI.
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Espectro 128: Espectro de RMN-'3C (100 MHz — DMSO-ds) do derivado 2a.HCI.
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Espectro 129: Espectro de RMN-'H (400 MHz — DMSO-ds) do derivado 2b.HCI.
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Espectro 130: Espectro de RMN-3C (100 MHz — DMSO-ds) do derivado 2b.HCI.
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Espectro 131: Espectro de RMN-'H (400 MHz — DMSO-ds) do derivado 2c.HCI.
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Espectro 132: Espectro de RMN-3C (100 MHz — DMSO-ds) do derivado 2¢.HCI.
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Espectro 133: Espectro de RMN-'H (400 MHz — DMSO-ds) do derivado 2d.HCI.
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Espectro 134: Espectro de RMN-*C (100 MHz — DMSO-ds) do derivado 2d.HCI.
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Espectro 135: Espectro de RMN-'H (400 MHz — DMSO-ds) do derivado 2e.HCI.
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Espectro 136: Espectro de RMN-'3C (100 MHz — DMSO-ds) do derivado 2e.HCI.
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Espectro 137: Espectro de RMN-'H (400 MHz — DMSO-dg) do derivado 2f.HCI.
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Espectro 138: Espectro de RMN-3C (100 MHz — DMSO-ds) do derivado 2f.HCI.
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Espectro 139: Espectro de RMN-'H (400 MHz — DMSO-ds) do derivado 2g.HCI.
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Espectro 140: Espectro de RMN-3C (100 MHz — DMSO-ds) do derivado 2g.HCI.
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Espectro 141: Espectro de RMN-'H (400 MHz — DMSO-ds) do derivado 2h.HCI.

8/80'7
8962,
210524
.E%_Nw.
20157
9pLG'Z

8569'¢C
pLLLE
06es¢/
BS9E 7,
G/8E'Y
geve
80EG /1
0LGG 21
812911
0vZ9 L1
2929
€829 /1
2909’ L1
LPSE L1
8956/
0096/
V296,
pOBE" L
pa6L'8
mmgm.m;\_ﬁﬁ
zgoz 8/

8569'€,
piLLE—
068.'¢”

B39E P
G/88 b
0607 v

901G L
8085 i~
05527

8LZ9'L
0pzeL
29294
€8Z9°L
Lp9L
opPa L
Z9r9 L
€8p9 L

LPSEL
8956°L
00962
LE96 'L
LGL6™L
CLLBL
0BG L
SC86'L

P86l 8
mmn_m.mwﬂ
Nmn_m.m

BL586'8—

Brel6—

Hs” (t)

3=38,

Ha” (t)

8,6 Hz
I

XHCI

H6'

6 Hz 3J

Hs’ (1)
8,1 Hz

3J:

8,1 Hz

=2,0Hz
4J=0,9 Hz

He’ (ddd)

3
4J

5
T
o
f
\ T
T o
T ol £
zezl &
Ferz| =&
) [ €
bl 2
©
[
©
[
50l |
L~ -
[
| wg -
P~
[=H
[x]
I~
..Mii.
-nU
(%]

Fsort B
= (=5
w3

00,
=)=
o S
l o

0L - oo

6.5

1 |
13.5 12.5 1.5

|
14.5

113



Espectro 142: Espectro de RMN-3C (100 MHz — DMSO-ds) do derivado 2h.HCI.
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Espectro 143: Espectro de RMN-'H (500 MHz — DMSO-ds) do derivado 2i.HCI.
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Espectro 144: Espectro de RMN-3C (125 MHz — DMSO-ds) do derivado 2i.HCI.
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Espectro 145: Espectro de RMN-'H (400 MHz — DMSO-ds) do derivado 2j.HCI.
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Espectro 146: Espectro de RMN-3C (100 MHz — DMSO-ds) do derivado 2j.HCI.
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Espectro 147: Espectro de RMN-'H (400 MHz — DMSO-ds) do derivado 2k.HCI.
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Espectro 148: Espectro de RMN-'3C (100 MHz — DMSO-ds) do derivado 2k.HCI.
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Espectro 149: Espectro de RMN-'H (400 MHz — DMSO-d6) do derivado 21.HCI
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Espectro 150: Espectro de RMN-3C (100 MHz — DMSO-d6) do derivado 2I.HCI
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ANEXO K — Espectros de absorcéo naregido do Infravermelho dos
derivados 3(a-1)
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do Infravermelho do derivado 3a.
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Espectro 153: Espectro de absor¢do na regido do Infravermelho do derivado 3c.
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Espectro 154: Espectro de absorcdo na regido do Infravermelho do derivado 3d.
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Espectro 155: Espectro de absorg¢do na regido do Infravermelho do derivado 3e.
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Espectro 156: Espectro de absorcdo na regido do Infravermelho do derivado 3f.
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Espectro 157: Espectro de absor¢éo na regido do Infravermelho do derivado 3g.
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Espectro 158: Espectro de absorcdo na regido do Infravermelho do derivado 3h.
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Espectro 159: Espectro de absorgéo na regido do Infravermelho do derivado 3i.
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Espectro 160: Espectro de absorcéo na regido do Infravermelho do derivado 3j.
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Espectro 161: Espectro de absorcéo na regido do Infravermelho do derivado 3k.
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Espectro 162: Espectro de absorcéo na regido do Infravermelho do derivado 3l.
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ANEXO L - Espectros de Massas de Alta Resolucéo dos derivados
3(a-l)
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Espectro 163: Espectro de Massas de Alta Resolugdo do derivado 3a.
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Espectro 164: Espectro de Massas de Alta Resolucdo do derivado 3b.
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Espectro 165: Espectro de Massas de Alta Resolugdo do derivado 3c.
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Espectro 166: Espectro de Massas de Alta Resolucdo do derivado 3d.
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Espectro 167: Espectro de Massas de Alta Resolugdo do derivado 3e.
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Espectro 168: Espectro de Massas de Alta Resolucdo do derivado 3f.
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Espectro 169: Espectro de Massas de Alta Resolugéo do derivado 3g.
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Espectro 170: Espectro de Massas de Alta Resolucdo do derivado 3h.
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Espectro 171: Espectro de Massas de Alta Resolug&o do derivado 3i.
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Espectro 172: Espectro de Massas de Alta Resolucéo do derivado 3j.
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Espectro 173: Espectro de Massas de Alta Resolug&o do derivado 3Kk.
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Espectro 174: Espectro de Massas de Alta Resolucéo do derivado 3.
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ANEXO M — Espectros de Ressonancia Magnética Nuclear dos
derivados 3(a-1)



Espectro 175: Espectro de RMN-'H (500 MHz — DMSO-dg) do derivado 3a.
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Espectro 176: Espectro de RMN-'3C (125 MHz — DMSO-ds) do derivado 3a.
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Espectro 177: Espectro de RMN-'H (400 MHz — DMSO-ds) do derivado 3b.

N = 00 = ™ ™ = 7 3y = o)
Ly =r oo [ap] - L — = N 00 =T
— 00 ~— - [ap] = — OO O Oy
0w <f [va] = [an] [T I P I i T =
P~ I~ - o 0 o3 040NN NN
PN | | | e
o
\\\Hb
< oo = Hj N
3 © - \
T T ) Ha
o N © ]\
| | AN NH
N 2
Hz'He, Ho "2
H3'/Hs' (s)
|
Hs (s) Hg' Hy'
Ha ou Ha ou ° *
Hb (S) Hb (S) Cl
i‘? i‘_.. (CH3)2S0
Ly L ow
A w @®©
|lq-|l 'C:""PI' HZO
74 72 70 68 |
ppm ppm
NH: (s)
|
J | |
(s Te iyl o —
O — 0 [va] an
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 4
12.5 11.5 10.5 95 90 85 80 75 TO 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 05 00

140



Espectro 178: Espectro de RMN-3C (100 MHz — DMSO-ds) do derivado 3b.

Ty} — GO 0 0
[ = — Oy O O3 T e o M LD
o =T oo o - &3 =T I [~ 0
=T fay) P D - 4 — @ @ - WO LD
o @ O 1~ = o0 - P
(5=} <r &1 07 0 04 0 oo Qo d ®@®
— — Al e (53] = =T Oy © 0
| | AN TN e
(0]
\
2 ~NH2
03_04/
VAN
N~ °NH
|
CDg3)2SO Cy'
Ce” \Cz'
I |
C5'\ /C:g'
C4l
|
Cl
C3'/C|5' C2'/C¢’
|
C2” Cs Cs , Ca
I | 1 C1' Ca |
| j | I
L] e
T T T T T ; T y T v T y " T v T " y T v T T r T T v T T T T T v 1
170 160 150 140 130 120 110 100 a0 80 70 60 a0 40 30 20 10 0

ppm
141



Espectro 179: Espectro de RMN-'H (400 MHz — DMSO-ds) do derivado 3c.
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Espectro 180: Espectro de RMN-*C (100 MHz — DMSO-ds) do derivado 3c.
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Espectro 181: Espectro de RMN-'H (400 MHz — DMSO-ds) do derivado 3d.
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Espectro 182: Espectro de RMN-3C (100 MHz — DMSO-ds) do derivado 3d.
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Espectro 183: Espectro de RMN-'H (400 MHz — DMSO-dg) do derivado 3e.
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Espectro 184: Espectro de RMN-'*C (100 MHz — DMSO-ds) do derivado 3e.
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Espectro 185: Espectro de RMN-'H (500 MHz — CDCls) do derivado 3f.

BEBL L —
gi80¢—

SP0S'5—

2eoc Ly
PBLE L
626 L
AN
925k L
LBO¥ L
ipBr L
8509°L
06292

PRLE LN
6268 L~
ZiW In
9Z5y 4~
1890 L~
Lvay i

8509 L—
0629 L—

H4’, Hs’ (m)

Hs (s)

CHCI3

Ha, Hb, NH2 (S)

~0L'Y

7.4

7.5

7.6

7.7

ppm

0.5

0.0

20 15 1.0

2.5

3.0

3.5

4.0

4.5

50

55

6.5

80 75 70

85 8.0 85

10.5

11.5

148



166.3960

—149.4779

Espectro 186: Espectro de RMN-3C (125 MHz — CDCls) do derivado 3f.
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Espectro 187: Espectro de RMN-'H (500 MHz — DMSO-ds) do derivado 3g.
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Espectro 188: Espectro de RMN-3C (125 MHz — DMSO-ds) do derivado 3g.

AN

Pel9 6L
9.l7L 68
£6E8 6L
9rL6 6L
G500 0p

P9L9 L6—

0L28 601
L920°0LL
mw.m_w;m:w.
LI29ELL
9Er9 B8l
ePa9'8lLL

Nmmm.n_m_‘vr
L800°LEL

mmmm_mm_‘
mhmm.mm_‘v
0LL9'6EL

095k 6vL —
POOL L9k~

Per0 ol —
erLe 59l

N
z £
i z
S !
/J%\C/
[
”N\

0:28'60L—
L9200k —

Brsell—
LLE9Chl—

9ZP9 8Ll
£r99'8LL

€586 0Bl ~
800 LEL

948568k~
0Li96eL—

POOL LOL—

PEP0EoL—

(CD3)2S0O

C2

2J= 25,0 Hz
__jl.L

Cs

Ct Cé’

Cs

Cs

2,7 Hz

2)= 20,8 Hz
[

4J=

3J=10,4Hz 3%J=9,2Hz
1| I
Mo e

242,8
I
|

1

_

110.0

113.5
ppm

162 161 160

163

ppm

pPpm

ppm

ppm

pPpm

Cé’

Cs

70 60 50 40 30 20 10

80

170 160 150 140 130 120 110 100

180

151



Espectro 189: Espectro de RMN-'H (500 MHz — CDClz) do derivado 3h.
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Espectro 190: Espectro de RMN-3C (125 MHz — CDCIs) do derivado 3h.
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Espectro 191: Espectro de RMN-'H (400 MHz — DMSO-ds) do derivado 3i.
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Espectro 192: Espectro de RMN-3C (100 MHz — DMSO-ds) do derivado 3i.
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Espectro 193: Espectro de RMN-'H (400 MHz — DMSO-ds) do derivado 3j.
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Espectro 194: Espectro de RMN-3C (100 MHz — DMSO-ds) do derivado 3;j.
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Espectro 195: Espectro de RMN-'H (400 MHz — CDCIs) do derivado 3k.
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Espectro 196: Espectro de RMN-'3C (100 MHz — CDCIs) do derivado 3k.
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Espectro 197: Espectro de RMN-'H (500 MHz — DMSO-dg) do derivado 3l.
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Espectro 198: Espectro de RMN-3C (125 MHz — DMSO-ds) do derivado 3.
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