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RESUMO

Os compostos heterociclicos sdo uma importante classe de compostos que apresentam diversas
aplicacdes, inclusive na quimica medicinal. Presente em cerca de 85% substancias
biologicamente ativas, os heterociclos, principalmente os nitrogenados, fazem parte da estrutura
de diversos farmacos e apresentam uma ampla gama de atividades, incluindo atividade
tripanocida. Causada pelo protozoario Trypanosoma cruzi, a Doenca de Chagas (DC) é uma
Doenca Tropical Negligenciada que atinge de 6 a 7 milhGes de pessoas em todo mundo, com
10 mil 6bitos/ano. Para o tratamento da DC existem apenas dois farmacos, o benznidazol e o
nifurtimox, ambos ativos na fase aguda, mas que induzem diversos efeitos colaterais. Apesar
dos esforgos de diversos pesquisadores, ainda existe uma necessidade de desenvolvimento de
novas substancias com atividade tripanocida. Baseado nos resultados promissores que nosso
grupo de pesquisa vem obtendo nesse campo, neste trabalho foram sintetizadas e caracterizadas
vinte e cinco produtos finais, sendo: dez 2-(1-aril-1H-pirazol-4-il)-1H-benzoimidazois
1(a-g,i-k), dez 1-aril-4-(4,5-di-hidro-1H-imidazol-4-il)-1H-1,2,3-triaz6is 2(b-h,j-I) e cinco
5-amino-1-aril-4-(4,5-di-hidro-1H-imidazol-4-il)-1H-1,2,3-triaz6is 3(c-g) para avaliacdo da
atividade tripanocida destes compostos. Os estudos das propriedades fisico-quimicas in silico
indicam que os produtos propostos seguem a “regra dos 5 de Lipinski, sugerindo boa absorgédo
e boa permeabilidade celular, além de apresentarem valores de tPSA que sugerem boa
biodisponibilidade oral. Também foram obtidos cinquenta e cinco intermediarios-chave 5(a-k),
6(a-k), 8(a-1), 9(b-h,j-1), 10(b-h,j-I) e 11g que foram caracterizados por FT-IR, HRMS ou GC-
MS e RMN e apresentam alto grau de pureza. Quanto aos testes de atividade bioldgica, 0s
derivados 1(a-g,i-k) ndo apresentaram citotoxicidade (CCso > 100 pM), exceto 1b (CCso=
40,3+12,4 pM). Contra forma tripomastigota de T. cruzi, 1(a-c.e,f,h-j) apresentaram
atividades similares ou melhores que o benznidazol, utilizado como farmaco de referéncia. Ja
contra a forma amastigota, os destaques foram 1f (ICso= 6,6 = 1,9 uM) e 1i (ICso=
9,4 £ 0,1 uM) que apresentaram IS > 45 e poténcia similar a do benznidazol (pICso= 5,52). 1f
e 1i foram utilizados no tratamento de microtecido cardiaco e apresentaram inibicédo parasitaria
similar & do farmaco de referéncia, sem efeito cardiotoxico. Embora os estudos de docking
molecular tenham mostrado a intera¢do de 1f e 1i com a cruzipaina, no ensaio de inibicdo de
cisteina protease, ambos 0s compostos atingiram inibicdo enzimatica maxima de 40%, na
concentracdo de 300 uM, mostrando que este ndo é o mecanismo de acdo desses produtos . Ja
os derivados 2(b-h,j-1), apesar de ndo serem citotoxicos (CCso > 500 uM), apresentaram baixa
atividade frente ao T. cruzi, sendo todos menos ativos que o benznidazol contra as formas
tripomastigota e amastigota, exceto 2b que apresentou ICso= 2,8 = 0,2 uM e IS=179,2 contra
a forma tripomastigota.

Palavras-chave: Heterociclos; Pirazol; Benzoimidazol; Triazol; Imidazolina; Doenca de
Chagas.



ABSTRACT

Heterocyclic compounds are a crucial class of compounds with diverse applications, especially
in medicinal chemistry. Found in approximately 85% of biologically active substances,
nitrogen-containing heterocycles are integral to the structure of many drugs and exhibit a wide
range of activities, including trypanocidal activity. Chagas disease (CD), caused by the
protozoan Trypanosoma cruzi, is a neglected tropical disease that affects 6 to 7 million people
worldwide, causing 10,000 deaths annually. The only treatments for CD are benznidazole and
nifurtimox, both effective in the acute phase but associated with various side effects. Despite
extensive research efforts, there remains a pressing need for new trypanocidal agents. Based on
the promising results from our research group, this study synthesized and characterized twenty-
five compounds, including ten 2-(1-aryl-1H-pyrazol-4-yl)-1H-benzimidazoles 1(a-k), eleven
1-aryl-4-(4,5-dihydro-1H-imidazol-4-yl)-1H-1,2,3-triazoles 2(a-k), and eleven 5-amino-1-
aryl-4-(4,5-dihydro-1H-imidazol-4-yl)-1H-1,2,3-triazoles  3(a-k). In silico studies of
physicochemical properties indicated that these compounds obey Lipinski's "rule of 5,"
suggesting good absorption and cellular permeability, along with tPSA values indicating good
oral bioavailability. Fifty-five key intermediates 5(a-k), 6(a-k), 8(a-l), 9(b-h,j-1), 10(b-h,j-1),
and 11g were also obtained and characterized by FT-IR, HRMS or GC-MS, and NMR,
demonstrating high purity. Regarding biological activity, the derivatives 1(a-g,i-k) showed no
cytotoxicity (CCso > 100 uM), except for 1b CCso= 40,3 + 12,4 uM). 1(a-c,e,f,h-J) compounds
exhibited similar or better activity against the trypomastigote form of T. cruzi than benznidazole
(ICso= 19,3 = 2,8 uM) the reference drug. Analyses involving amastigote form demonstrated
that compounds 1f (ICso= 6,6 + 1,9 uM) and 1i (ICso= 9,4 + 0,1 uM) were particularly notable,
showing an SI > 45 and similar potency to benznidazole (pICso= 5,52). The treatment of cardiac
microtissue with these compounds demonstrated parasitic inhibition comparable to the
reference drug, without cardiotoxic effects. Although the molecular docking showed
interactions of 1f and 1i with the catalytic domain of cruzipain, these compounds demonstrated
only 40% cysteine protease inhibition at 300 pM, indicating that this is not the mechanism of
action of these compounds. On the other hand, 2(b-h,j-I) had no cytotoxicity (CCso > 500 uM)
and also no anti-T. cruzi activity against trypomastigote and amastigote forms, except 2b which
showed 1Cs0=2,8 £ 0,2 uM and SI= 179,2, against the trypomastigote form.

Keywords: Heterocycles; Pyrazole; Benzimidazole; Triazole; Imidazoline; Chagas Disease.
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1 INTRODUCAO
1.1 HETEROCICLOS

Amplamente utilizados na obtencdo de novas substancias biologicamente ativas, 0s
heterociclos sdo ciclos que apresentam em sua estrutura ao menos um atomo diferente de
carbono, sendo que os atomos mais comumente encontrados sdo: nitrogénio, oxigénio e
enxofre. Derivados heterociclicos estdo presentes em farmacos, agroquimicos,
fotoestabilizantes, corantes, aromatizantes, dentre outras aplicacdes industriais (Afsina et al.,
2021; Kabir; Uzzaman, 2022; Qadir et al., 2022).

Compostos heterociclicos sdo encontrados em sistemas biolégicos, como nas bases
nitrogenadas do DNA e do RNA, nos amino&cidos essenciais triptofano, prolina e histidina, em
vitaminas e outras substancias, e desempenham funcbes importantes para manutencao da vida.
Estima-se que mais de 85% das substancias biologicamente ativas contém pelo menos um
heterociclo em sua estrutura, indicando a grande importancia desta classe de compostos no
desenvolvimento de novos farmacos (Gujjar et al., 2023; Mermer; Keles; Sirin, 2021; Qadir et
al., 2022).

Os heterociclos estdo presentes em moléculas que apresentam variada atividade
biol6dgica, como em antibacterianos, antivirais, antifangicos, anti-inflamatorios, antineoplésicos
e antiprotozoarios (Ebenezer et al., 2022; Kabir; Uzzaman, 2022; Kerru et al., 2020). Esses
nacleos estdo presentes em 20 formulag6es que figuram na lista dos 50 produtos farmacéuticos
mais vendidos em 2023, dos quais 19 contém heterociclos nitrogenados (Buntz, 2024).

Os sistemas heterociclicos nitrogenados com um ou mais atomos de nitrogénio, ou ainda
com atomos de oxigénio ou de enxofre, estdo presentes em diversas substancias biologicamente
ativas. Dentre os nucleos nitrogenados, 0os mais recorrentes sdo 0s de cinco e 0s de seis
membros, com destaque para piperazina, quinolina, pirimidina, benzoimidazol, imidazol,
pirazol, 1,2,3-triazol, 1,2,4-triazol e tetrazol (Figura 1), que tem sido os mais explorados nos
ultimos anos (Amin et al., 2022; Balci, 2020; Ebenezer et al., 2022; Heravi; Zadsirjan, 2020;
Li Petri et al., 2023; Qadir et al., 2022).

Dados da agéncia regulatéria de alimentos e medicamentos dos Estados Unidos da
América (FDA, do inglés Food and Drug Administration), mostram que 28 dos 55 dos novos
medicamentos aprovados pela agéncia no ultimo ano contém pelo menos um heterociclo
nitrogenado em sua estrutura, o que corresponde a cerca de 50%, destacando a importancia
dessa classe no desenvolvimento de novos compostos bioativos (de la Torre; Albericio, 2024;
FDA, 2024a).
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Figura 1. Representacdes estruturais de alguns heterociclos nitrogenados mais frequentes.
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Uma importante classe de heterociclos nitrogenados é a dos azdis, que Sdo anéis
aromaticos de cinco membros, como imidazol, pirazol, 1,2,3-triazol, 1,2,4-triazol e tetrazol
apresentados na figura 1, que, em conjunto com seus andlogos benzoazdis, ocupam um
importante espaco na quimica de heterociclos. A alta estabilidade relativa, a capacidade de
formar ligacGes de hidrogénio e o consideravel momento de dipolo fazem com que os azdis
sejam muito utilizados no desenvolvimento de novas substancias bioativas (Kerru et al., 2020;
Larina, 2022).

1.1.1 Pirazol

O pirazol (Figura 2) é um derivado azolico com dois atomos de nitrogénio adjacentes
gue apresentam caracteristicas distintas. Enquanto o par de elétrons de N1 esta conjugado com
o sistema aromatico, chamado nitrogénio “pirrdlico”, o par de elétrons de N2 ndo estd
comprometido com a ressonancia, chamado nitrogénio “piridinico”, o que garante que esses
atomos tenham reatividades diferentes e faz com que o pirazol apresente carater anfétero. Outra
importante propriedade desse heterociclo é o tautomerismo prototropico (Figura 2), em que 0
pirazol ndo substituido apresenta trés tautbmeros, sendo o 1H-pirazol o mais importante, uma
vez que mantém a aromaticidade do sistema (Faria et al., 2017; Ferreira et al., 2021; Karrouchi
et al., 2018; Kumar; Bansal; Goyal, 2019).

Figura 2. Representacdes das estruturas dos tautdmeros do pirazol ndo substituido.
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Compostos contendo pirazol em sua estrutura representam uma importante classe de
substancias na quimica medicinal, uma vez que apresentam um amplo espectro de agdo. Tais

derivados exibem atividades antiflngica, antineoplasica, anti-inflamatdria, antibacteriana,
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antidepressiva, analgésica, anti-hipertensiva, anti-histaminica, leishmanicida, tripanocida,
dentre outras (Afsina et al., 2021; Faria et al., 2017; Ferreira et al., 2021; Kerru et al., 2020). O
pirazol € encontrado em diversos farmacos (Figura 3), como no anticoagulante apixabana
(Eliquis®), no antineoplasico ibrutinib (lbruvica®) e no elexacaftor (Trikafta®) presente na
formulagdo de um medicamento utilizado no tratamento de fibrose cistica, todos incluidos na
lista dos fArmacos mais vendidos em 2023 (Buntz, 2024). Além disso, o nucleo pirazdlico esta
presente em cinco dos 55 novos medicamentos aprovados pela FDA no ano de 2023 (de la
Torre; Albericio, 2024; FDA, 2024a).

Figura 3. Representac@es estruturais de alguns farmacos pirazélicos.
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Devido a importancia desse nucleo, diversas metodologias de sintese de sistemas
pirazolicos tém sido desenvolvidas ao longo dos anos, sendo inclusive tema de muitos trabalhos
de revisdo, os quais trazem um compilado das mais distintas formas de obtencdo de pirazdis
(Afsina et al., 2021; Karrouchi et al., 2018; Kumar; Bansal; Goyal, 2019). A primeira sintese
desse nucleo foi reportada em 1883 por Knorr (Esquema 1), que consiste na reacdo entre
compostos 1,3-dicarbonilicos com hidrazinas, uma reacao de ciclocondensacao, podendo haver
a formacdo de uma mistura de produtos quando o composto 1,3-dicarbonilico utilizado néo €
simétrico (Knorr, 1883).

Esquema 1. Representacéo geral da metodologia desenvolvida por Knorr para a obtencédo de pirazois.
R
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R Ry R \_// =
R R R
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A sintese de Knorr é utilizada ainda hoje como inspiragdo para o desenvolvimento de
novas rotas sintéticas visando a obtencdo de derivados pirazolicos funcionalizados, como a
metodologia utilizada pelo nosso grupo de pesquisa (Esquema 2), onde arilhidrazinas reagem

com derivados malénicos obtendo pirazois 1,3,4,5- ou 1,4,5-substituidos, com bons
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rendimentos (68-99%), e que sdo utilizados como building blocks (dos Santos et al., 2011a;
Faria et al., 2013; Ferreira et al., 2021).

Esquema 2. Representacdo de metodologia de sintese de pirazdis polissubstituidos.
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Outro método muito utilizado para a sintese de pirazois é a cicloadi¢do [3+2],
metodologia descrita pela primeira vez por Pechmann em 1898, quando reagiu etino com
diazometano, obtendo como produto 3H-pirazol, que € isomerizado para 1H-pirazol, devido a
maior estabilidade do sistema aromatico (Esquema 3a) (Pechmann, 1898). Esta metodologia
foi utilizada por Das e colaboradores para a obtencao de pirazol-3-triflonas a partir da reacédo
de 2-diazo-1-fenil-2-((trifluorometil)sulfonil)etan-1-ona com nitroalcenos (Esquema 3b), com

rendimentos que variaram de 24 a 91% (Das et al., 2018).

Esquema 3. Representacdo de metodologias de sintese de derivados pirazolicos via reacdo de cicloadigdo [3+2].
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1.1.2 Triazol

Outros derivados azolicos que tém chamado atencdo dos pesquisadores ao longo dos
anos sao os triazais, heterociclos com trés atomos de nitrogénio e dois isbmeros, quando nao
substituidos no atomo de nitrogénio: 1,2,3-triazol e 1,2,4-triazol (Figura 4). Nestes heterociclos
um dos atomos de nitrogénio ¢ do tipo “pirrdlico”, com o par de elétrons ndo-ligante
comprometido com a ressonancia, enquanto os outros dois atomos de nitrogénio sdo do tipo
“piridinico”, com o0s pares de elétrons ndo-ligantes perpendiculares ao sistema 7 (de Souza;
Miranda, 2019; Santos et al., 2020a; Serafini; Pirali; Tron, 2021; Varala; Bollikolla;
Kurmarayuni, 2021).
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Figura 4. Representac@es estruturais dos isdmeros do triazol.
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Neste trabalho, o objeto de estudo sera o isémero 1,2,3-triazol que, quando néo
substituido, pode existir na forma de trés tautémeros (Figura 5), assim como o pirazol nédo
substituido, sendo 1H- e 2H-1,2,3-triazol os mais estaveis devido a manutencdo da
aromaticidade. Os trés atomos de nitrogénio adjacentes fazem com que o ciclo seja muito
polarizado, com momento de dipolo entre 5,2-5,6 Debye. Apresenta ainda baixa acidez (pKa
9,26) e basicidade praticamente insignificante (de Souza; Miranda, 2019; Santos et al., 2020a;
Serafini; Pirali; Tron, 2021).

Figura 5. RepresentacGes das estruturas dos tautdmeros do 1,2,3-triazol.
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A alta estabilidade aromaética deste heterociclo proporciona uma alta resisténcia a
algumas reacfes quimicas, como hidrolises acida e basica, rea¢bes de oxidacdo e reducdo e
degradacdo enzimatica. Alem disso, a possibilidade de estabelecer liga¢bes de hidrogénio e
realizar interacdes intermoleculares do tipo dipolo-dipolo e tipo 7, associado ao carater de base
fraca dos atomos de nitrogénio do tipo “piridinico”, que ndo sao protonados em pH fisioldgico,
facilitam a interacdo com diferentes alvos bioldgicos (Kaushik et al., 2019; Santos et al., 2020a;
Serafini; Pirali; Tron, 2021; Vaishnani et al., 2024; Varala; Bollikolla; Kurmarayuni, 2021).

Todas essas caracteristicas tém despertado o interesse de pesquisadores para o
desenvolvimento de substancias biologicamente ativas que contenham o nucleo 1,2,3-triazol,
que é bastante utilizado como bioisdstero de amidas, trans-olefinas, acidos carboxilicos e de
outros heterociclos azolicos como pirazol, oxazol, imidazol e tiazol. Diversos compostos
contendo este nucleo apresentam um amplo espectro de acdo, tendo sido observadas atividades
antioxidante, antifungica, anti-HIV, anti-inflamatéria, antineoplésica, leishmanicida,
tripanocida, dentre outras. Derivados triazolicos estdo presentes em farmacos (Figura 6) como
no antibidtico -lactamico tazobactama (Zerbaxa®), no suvorexanto (Belsomra ®) utilizado no
tratamento de insonia e na rufinamida (Inovelon®), um farmaco empregado no tratamento de
distdrbios convulsivos (Bijani et al., 2022; Grover et al., 2020; Guan et al., 2024; Kaushik et
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al., 2019; Lu et al., 2019; Santos et al., 2020a; Serafini; Pirali; Tron, 2021; Vaishnani et al.,
2024, Varala; Bollikolla; Kurmarayuni, 2021).

Figura 6. Farmacos que contém 1,2,3-triazol em suas estruturas.
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A sintese de moléculas bioativas contendo 1,2,3-triazdis tem despertado interesse de
pesquisadores ao longo dos anos, levando ao desenvolvimentos de diversas metodologias de
sintese (Dai et al., 2022; de Souza; Miranda, 2019; Kaushik et al., 2019; Santos et al., 2020a;
Vaishnani et al., 2024; Varala; Bollikolla; Kurmarayuni, 2021). O primeiro registro de obtengéo
desse heterociclo foi a sintese descrita por Pechmann em 1888, quando preparou 2-fenil-2H-
1,2,3-triaz0is (Esquema 4) a partir da reacdo de bis-fenilhidrazonas sob aquecimento com &cido
nitrico (Pechmann, 1888).

Esquema 4. Método de Pechmann para a sintese de 1,2,3-triazois.
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A principal forma de obtencdo de 1,2,3-triaz6is € a partir da reacdo 1,3-dipolar entre
azidas e alcinos terminais, descrita pela primeira vez por Michael, em 1893. Contudo, foi
somente em 1963, quando Huisgen, ap6s os estudos de mecanismo e cinética, classificou esse
tipo de reacdo como uma cicloadi¢do [3+2], que essa reacdo ficou em evidéncia. A partir da
reacdo de fenilazida com alcinos terminais sob aquecimento, Huisgen obteve uma mistura de
regioisdbmeros 1,4- e 1,5-1H-1,2,3-triaz6is (Esquema 5a). Como essas reagdes demandavam
temperaturas elevadas, longos tempos de reacdo e a utilizacdo de reagentes potencialmente
explosivos, ndo se tornaram populares (Huisgen, 1963; Michael, 1893; Santos et al., 2020a).

Na busca por uma rota sintética regiosseletiva e com condicdes reacionais mais brandas,
0 grupo de Sharpless reportou a utilizacdo de sais de cobre como catalisadores da reacgéo de

cicloadicdo de Huisgen. Nesse trabalho, a reagéo entre benzilazida e um alcino terminal,
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catalisada por ions Cu (I) gerados in situ, levou a formacdo apenas do regioisbmero
1,4-1H-1,2,3-triazol (Esquema 5b), com 91% de rendimento. Gragas a contribuicdo de
Sharpless, as reacdes CUAAC (cicloadicdo de alcino-azida catalisada por Cu (1), do inglés
Copper(l)-catalyzed Alkyne-Azide Cycloaddition), consideradas reag¢des do tipo “click”, é o
método de sintese mais popular de 1,2,3-triazéis, tema que laureou Sharpless, Meldal e Bertozzi
com Prémio Nobel de Quimica em 2022 (Rostovtsev et al., 2002; Santos et al., 2020a; “The
Nobel Prize in Chemistry 20227, 2022).

Esquema 5. Rotas sintéticas para a obtencdo de 1,2,3-triaz6is (a) via cicloadicédo [3+2] 1,3-dipolar de Huisgen e
(b) via reacdo CUAAC.

R = CGHS, CH(OCsz)z

\/// CuS04.5H,0 1 mol%, Q

ascorbato de sédio 5 mol%

(b)
(0]
©/\N3 +
H,O/tert-BuOH 2:1, ta, 8 h

Apo6s a ascensdo das reacbes CUAAC, muitos pesquisadores desenvolveram novas
metodologias baseadas na cicloadicdo de Huisgen para a obtencdo de 1,2,3-triazois
funcionalizados, que podem ser utilizadas como parte da sintese de substancias com estruturas
mais complexas. Um desses exemplos é a rota sintética apresentada por Frasson e
colaboradores, onde arilazidas reagiram com malononitrila para a obtengédo de 5-amino-1-aril-
1H-1,2,3-triazol-4-carbonitrilas (Esquema 6) com bons rendimentos: 60-70% (Frasson et al.,
2019).

Esquema 6. Representacao da reagdo para a obtencdo de 1,2,3-triazdis funcionalizados.
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1.1.3 Benzoimidazol

O benzoimidazol é um heterociclo biciclico aroméatico formado pela fusdo entre o
benzeno e o imidazol, um azol que contém dois &tomos de nitrogénio ndo adjacentes. Também

chamado de 1,3-benzodiazol ou 1H-benzo[d]imidazol, o benzoimidazol apresenta dois
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tautbmeros prototropicos equivalentes (Figura 7), quando ndo substituido, e carater anfotero,
ou seja, 0 &tomo de nitrogénio N1, do tipo “pirr6lico”, apresenta carater acido, enquanto N3, do
tipo “piridinico”, apresenta carater basico (Anand; Wakode, 2017; Beltran-Hortelano et al.,
2020; Feng et al., 2022; Salahuddin; Shaharyar; Mazumder, 2017).

Figura 7. RepresentacGes das estruturas tautoméricas prototropicas do benzoimidazol.
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Identificado nos anos 1950 como ligante axial do cobalto na vitamina B12 (Figura 8), o
benzoimidazol é considerado um importante grupo farmacoforico para o desenvolvimento de
substancias bioativas, em razdo de sua capacidade de estabelecer ligacdes de hidrogénio e
outros tipos de interacdo intermoleculares, alta polaridade, estabilidade e reatividade, além do
fato de ter carater anfétero, que o torna capaz de interagir com diversos receptores biolégicos,
enzimas e proteinas (Alageel, 2017; Anand; Wakode, 2017; Beltran-Hortelano et al., 2020;

Feng et al., 2022).
Figura 8. Representacéo estrutural da vitamina B12.
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Compostos contendo benzoimidazol apresentam um amplo espectro de a¢do, como por
exemplo, atividades antineoplésica, antimicrobiana, antiparasitaria, anti-histaminica,
anti-ulcerosa e anti-inflamatoria. Esse nacleo é encontrado em diversos farmacos (Figura 9)
como no anti-ulceroso omeprazol (Losec®), no antiparasitario albendazol (Albel®) e nos recém-
aprovados pela FDA danicopan (Voydeya®) para o tratamento de anemia e mavorixafor

(Xolremdi®) utilizado no tratamento de uma rara imunodeficiéncia que leva a diminuicio de
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glébulos brancos circulantes no corpo (Anand; Wakode, 2017; Beltran-Hortelano et al., 2020;
FDA, 2024b; Tahlan; Kumar; Narasimhan, 2019).

Figura 9. Representacdes estruturais de alguns farmacos benzoimidazolicos.
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Por ser um importante grupo farmacoférico, inimeras rotas de obtencdo de
benzoimidazdis tém sido desenvolvidas ao longo dos anos. O primeiro registro da obtencéo
desse heterociclo foi em 1872, quando Hobrecker obteve 2,5-dimetilbenzoimidazol (Esquema

7) a partir da reducdo e desidratacdo de 2-nitro-4-metilacetanilida (Hobrecker, 1872).

Esquema 7. Representacéo da sintese de Hobrecker.
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O método classico para a obtencdo de benzoimidazol é a chamada reacdo de Phillips-
Ladenburg, que consiste na reacao entre 1,2-diaminobenzeno (o-fenilenodiamina) com acidos
carboxilicos e seus derivados, como ésteres, anidridos, amidas e nitrilas. Também é bastante
utilizada a sintese de derivados benzimidazolicos a partir de o-fenilenodiamina e aldeidos ou
cetonas (Alageel, 2017; Mamedov; Zhukova, 2021; Marinescu, 2019). Diversas rotas sintéticas
foram desenvolvidas baseadas nos métodos classicos, como a sintese de 2-(1-arilpirazol-4-il)-
benzoimidazois proposta por Tie-gang e colaboradores (Esquema 8). Nessa metodologia 0s
produtos preteridos foram obtidos a partir da reacdo entre aldeido-pirazois e o-fenilenodiamina,

com rendimentos que variaram de 85 a 91% (Tie-gang et al., 2012).
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Esquema 8. Metodologia para a obtencdo de pirazol-benzoimidazéis.
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1.1.4 Imidazolina

Imidazolinas ou di-hidromidazois sdo uma importante classe de heterociclos
nitrogenados de cinco membros ndo aromaticos. Estes nucleos sdo derivados do imidazol
parcialmente saturados e, de acordo com a posi¢do da ligagdo dupla no anel, podem ser
classificados em (Figura 10): 2-imidazolina (4,5-di-hidroimidazol), 3-imidazolina (2,5-di-
hidroimidazol) e 4-imidazolina (2,3-di-hidroimidazol) (Krasavin, 2015; Liu; Du, 2009;
Mehedi; Tepe, 2020).

Figura 10. Representagdes das estruturas dos isbmeros da imidazolina.
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Dentre os trés isdbmeros, a 2-imidazolina é o de maior importancia bioldgica e quimica
e € considerada um importante grupo farmacoférico, principalmente devido a alta afinidade
com uma familia de receptores adrenérgicos, chamados de receptores imidazolina, o que
despertou o interesse dos pesquisadores para o desenvolvimento de fArmacos que tenham esses
receptores como alvo. Compostos contendo 2-imidazolina apresentam atividades
antiparasitaria, antifangica, antineoplasica, anti-hipertensiva, anti-inflamatoria,
antiprotozoaria, dentre outras (Krasavin, 2015, 2017; Liu; Du, 2009; Mehedi; Tepe, 2020).

O nucleo 2-imidazolina pode ser encontrado em alguns farmacos (Figura 11) como no
anti-hipertensivo clonidina (Atensina®), no farmaco utilizado no tratamento de glaucoma
brimonidina (Alphagan®), no relaxante muscular tizanidina (Sirdalud®) utilizado no tratamento
de doencas como esclerose multipla e no descongestionante nasal oximetazolina (Afrin®)
(Crouch, 2009; Mehedi; Tepe, 2020).
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Figura 11. Representacdes estruturais de farmacos contendo 2-imidazolina.
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Por ser um importante grupo farmacoférico, diversos pesquisadores tém buscado
metodologias de sintese para a obtencdo de compostos 2-imidazolinicos (Liu; Du, 2009;
Mehedi; Tepe, 2020). Em 1888, Hofmann obteve 2-metilimidazolina (Esquema 9) aquecendo
etilenodiacetamida com &cido cloridrico, sendo este o primeiro registro de sintese de
2-imidazolina (Hofmann, 1888).

Esquema 9. Representacdo da primeira sintese de imidazolina.
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O método tradicional de sintese desse nucleo é usando etilenodiamina com diferentes
eletrofilos, como aldeidos, acidos carboxilicos e nitrilas (Liu; Du, 2009; Mehedi; Tepe, 2020),
como € o caso da rota utilizada pelo nosso grupo de pesquisa, onde arilpirazolcarbonitrilas
reagem com etilenodiamina e dissulfeto de carbono (Esquema 10). Os hibridos pirazol-
imidazolinas, obtidos com rendimentos de 34 a 92%, podem ser sintetizados tanto por
aquecimento convencional, a uma temperatura de 115°C por 14 a 15 h, quanto por irradiacao
por micro-ondas, utilizando uma poténcia de 50 ou 70 W e tempo de 20 a 30 min (dos Santos
etal., 2011b; Rosa et al., 2019).

Esquema 10. Metodologia de sintese de hibridos pirazol-imidazolina.
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Diante do exposto, é notoria a importancia dos heterociclos no desenvolvimento de
novas substancias bioativas, uma vez que estes nucleos estdo presentes em compostos com as
mais variadas aplicac6es bioldgicas, inclusive em diversos derivados que apresentam atividade

tripanocida, com potencial para serem utilizados no tratamento da Doenca de Chagas.
1.2 DOENCA DE CHAGAS

Em 1909, o médico brasileiro Carlos Chagas identificou o vetor, o parasito e os sintomas
de uma doenca que, ap0s alguns anos, levaria seu nome: a Doenca de Chagas (DC) (Chao;
Leone; Vigliano, 2020; Lidani et al., 2019). A DC é uma condicdo infecciosa de carater crénico,
ndo contagiosa, com alta prevaléncia e expressiva morbimortalidade que, mesmo apés 115 anos
da sua descricdo, ainda é considerada uma Doenca Tropical Negligenciada (DTN), atingindo
principalmente pessoas marginalizadas e em situacao de pobreza que vivem em areas de risco
de transmissdo (Brasil, 2022; Lépez-Vélez; Norman; Bern, 2020; WHO, 2020).

A transmissdo da DC ocorre principalmente via vetorial, quando os insetos triatomineos
hemato6fagos, popularmente conhecidos como “barbeiros”, se alimentam de sangue de
mamiferos e defecam proximo ao local da picada; as fezes contaminadas com o protozoario
entram em contato com mucosas ou feridas na pele, inclusive a propria picada, conduzindo-o
para a corrente sanguinea. Existem mais de 130 espécies de insetos capazes de transmitir a DC,
sendo a maioria dos géneros Triatoma, Rhodnius e Panstrogylus. No Brasil sdo encontradas
mais de 68 espécies de “barbeiros”, sendo que as espécies (a) Triatoma infestans, (b)
Panstrogylus megistus e (c) Rhodnius robustus (Figura 12) sdo algumas de maior importancia
epidemioldgica (Lidani et al., 2019; Lépez-Vélez; Norman; Bern, 2020; WHO, 2020).

Figura 12. Espécies de triatomineos de grande importancia epidemioldgica encontradas no Brasil. (a) Triatoma
infestans; (b) Panstrogylus megistrus; (c) Rhodinius robustus.

{

/

o
@ (b) ©
Adaptado de: Jurberg et al., (2014).
A DC é causada pelo protozoario flagelado Trypanosoma cruzi, da ordem
Kinetoplastida, que pode existir em trés formas principais: amastigotas, forma proliferativa

encontrada dentro de células dos hospedeiros vertebrados; epimastigotas, forma proliferativa
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presente no intestino dos hospedeiros invertebrados; e tripomastigotas, a forma infecciosa
extracelular originada das amastigotas, em hospedeiros vertebrados, ou das epimastigotas no
trato digestivo do inseto vetor (Lidani et al., 2019; Lopez-Vélez; Norman; Bern, 2020).

O ciclo de vida (Figura 13) envolve estagios tanto nos hospedeiros invertebrados
(insetos vetores) quanto nos vertebrados (mamiferos). Nos hospedeiros mamiferos, ocorre o
contato de fezes do inseto vetor contaminadas com T. cruzi (1), na forma de tripomastigota
metaciclica, com feridas na pele ou com mucosas e a partir destas entram na corrente sanguinea
e invadem células proximas ao local de infec¢éo (2), se diferenciando em amastigotas. Na forma
intracelular, os protozoarios se multiplicam por divisao binaria (3), até que sejam novamente
diferenciados em tripomastigotas e liberados na corrente sanguinea (4). A partir deste ponto,
pode ocorrer a infeccdo de outras células saudaveis e assim continuar aumentando a
parasitemia. Se o inseto vetor ndo infectado se alimentar de sangue contaminado, 0s
protozoarios presentes no sangue na forma tripomastigota sdo aspirados pelo inseto (5) e
passam a epimastigotas no intestino medio (6), onde se multiplicam, também por divisdo
binaria (7), diferenciando em tripomastigotas metaciclicas no intestino posterior (8), a partir de
onde serdo liberados nas fezes, continuando o ciclo (Lidani et al., 2019; Lopez-Vélez; Norman;
Bern, 2020).

Figura 13. Ciclo de vida do Trypanosoma cruzi.
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Adaptado de: https://www.cdc.gov/dpdx/trypanosomiasis American/index.html. Acesso em 09/10/2023.
Além da transmissdo vetorial, a infeccdo pode ocorrer devido a transfuséo de sangue ou
transplante de 6rgdos contaminados, de forma congénita, ou ainda a partir do consumo de

alimentos e bebidas contaminados, muitas vezes com fezes ou até mesmo partes do inseto vetor.
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Nos dltimos anos, a transmissdo via oral tem se mostrado como uma via importante de
contaminacgdo, enquanto a transmissao vetorial, ainda que muito significativa, tem diminuido
gracas as iniciativas bem-sucedidas de erradicacdo das populacdes de insetos vetores. Planos
de triagem anti-T. cruzi em bancos de sangue também diminuiram a infec¢do por transfusdo
sanguinea (Lidani et al., 2019; L6opez-Vélez; Norman; Bern, 2020; WHO, 2020).

Dados indicam que a DC afeta de 6 a 7 milhdes de pessoas em todo 0 mundo, a maioria
destas em 21 paises da Ameérica Latina, como pode ser observado na figura 14, uma vez que é
endémica da regido, e em paises como Meéxico, Argentina e Brasil ha registros de mais de 900
mil casos. Todavia, existem registros de cerca de 300 mil casos em paises ndo endémicos,
como Estados Unidos, Canadd, Japdo, Austrdlia, além de alguns paises europeus,
principalmente Espanha, ocasionados pela imigracdo da populacdo advinda da regido
endémica, muitas vezes sem o diagnostico prévio da doenca. Anualmente sdo registradas mais
de 30 mil novas infecgdes por T. cruzi e mais de 10 mil mortes decorrentes da DC (Lopez-
Vélez; Norman; Bern, 2020; Santos et al., 2020b; WHO, 2020).

Figura 14. Distribuicdo dos casos de DC.
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Adaptado de: Santos et al., (2020b).

Apesar das iniciativas de controle do vetor terem reduzido consideravelmente a
incidéncia da DC, de 18 milhdes de casos em 1991 para 6 milhGes em 2010, ha ainda mais de

70 milhdes de pessoas sob risco de contaminagdo por viverem em &reas endémicas, onde ha a
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possibilidade de transmissdo vetorial. No Brasil, estima-se que o nimero de infectados por
T. cruzi seja cerca de 1,0 a 2,4% da populacéo, ou seja, de 1,9 a 4,6 milhdes, sendo uma das
quatro maiores causas de mortes por doencas infecciosas e parasitarias no pais, com uma média
de 4 mil obitos/ano, nos dltimos 10 anos (Brasil, 2022; Lopez-Vélez; Norman; Bern, 2020;
WHO, 2020).

Desde 1975 tém sido promovidos planos de agdo de controle quimico do vetor em todo
0 pais, 0 que ocasionou a interrupcao da transmissao pelo Triatoma infestans, espécie de maior
importancia epidemiolégica no passado, provocando uma reducdo drastica de registro de casos
de DC aguda. Atualmente, a principal forma de transmissdo observada no pais é por via oral,
com maior nimero de casos concentrados na regido amazonica, regido esta que no passado nao
era considerada endémica, principalmente no estado do Para, onde em 2020 registrou-se 88,3%
dos casos de DC aguda no pais (129 de 146 casos). Dados apresentados pelo Ministério da
Saude em 2019 mostram ainda que, entre 2012 e 2016, o maior nimero de casos foram
registrados entre os meses de agosto a fevereiro do ano seguinte, que coincide com a safra do
acai na regido Norte, regido com maior nimero de casos no periodo (Brasil, 2019, 2020, 2021,
2022).

A DC apresenta duas fases de manifestaces clinicas: uma fase aguda e uma fase
cronica. A primeira delas ocorre cerca de duas semanas apds a infeccdo por T. cruzi e é
caracterizada pela alta parasitemia, sendo possivel a identificacdo do parasito na corrente
sanguinea, por meio de microscopia. Essa fase geralmente é assintomatica, contudo, alguns
pacientes podem apresentar sintomas como febre persistente, dor de cabeca, dor muscular e
outros sintomas ndo especificos, que fazem com que, na maioria dos casos, esses pacientes nao
procurem atendimento médico ou que ndo haja suspeita de DC aguda. A taxa de mortalidade
nessa fase € baixa e ha indicios de uma maior mortalidade quando a via de transmisséo € a oral.
Apds cerca de 8 a 12 semanas, 0s sintomas cessam, a carga parasitaria diminui e a doenca entra
em sua fase cronica, caso ndo tenha sido adequadamente tratada (Lidani et al., 2019; Lopez-
Vélez; Norman; Bern, 2020).

Durante a fase crénica ndo é possivel identificar a presenca do parasito na corrente
sanguinea e a maior parte dos pacientes, de 60 a 70%, ndo desenvolve nenhum tipo de
complicacao decorrente da DC, o que caracteriza a fase cronica indeterminada ou assintomatica.
Apbs 10 a 30 anos de fase indeterminada, 30 a 40% dos pacientes desenvolvem algum quadro
clinico consequente da infeccdo por T. cruzi. As manifestacGes clinicas dessa fase podem ser
neuroldgicas, que acontecem em alguns casos raros, problemas digestivos, com aumento do

volume do esbfago e do colon, cardiaca ou cardiodigestiva. Dentre estas, a forma cardiaca é a
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manifestacdo mais séria da DC, afetando um terco dos individuos infectados, sendo a principal
responsavel pela morbimortalidade da doenca (Lidani et al., 2019; Lopez-Vélez; Norman; Bern,
2020).

Para o tratamento da DC existem apenas dois farmacos disponiveis: o benznidazol (Bz)
(Figura 15), produzido no Brasil pelo Laboratério Farmacéutico do Estado de Pernambuco
(LAFEPE), é o farmaco de escolha para o tratamento, e o nifurtimox (Figura 15) é utilizado
principalmente em casos de resisténcia ao Bz. Ambos sdo derivados nitro-heterociclicos,
desenvolvidos na década de 1960, que apresentam boa eficacia na fase aguda, em casos de
infeccdo congénita, de reativagdo em pacientes cronicos devido a imunossupressao e como
profilaxia para mulheres em idade fértil, para prevencéao de transmissdo congénita. Entretanto,
0 tempo de tratamento é longo, cerca de 60 a 90 dias, e podem ocorrer diversos efeitos
colaterais, que levam a uma alta desisténcia do tratamento, de 15 a 20% (Kratz, 2019; Lidani et
al., 2019; Santos et al., 2020b).

Figura 15. Representacdes estruturais dos farmacos disponiveis para tratamento da DC.
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No que diz respeito ao tratamento durante a fase cronica da doenca, 0 uso do Bz e do
nifurtimox ainda divide opinides. Embora alguns estudos observacionais indiqguem que ambos
os farmacos reduzem a morbimortalidade quando administrados em pacientes adultos crénicos,
e podem atrasar o inicio de manifestagdes da DC cronica, ¢ dificil estabelecer uma “prova de
cura” de tais pacientes. Além disso, ndo foram observados nenhum efeito do tratamento
tripanocida na progressao clinica de pacientes com cardiopatia chagéasica cronica, a forma mais
grave da doenca (Kratz, 2019; Lidani et al., 2019; Santos et al., 2020b).

1.3 BUSCA POR NOVAS SUBSTANCIAS TRIPANOCIDAS

Diante das limitacbes dos tratamentos atualmente disponiveis para DC, diversas
estrategias vém sendo aplicadas para o desenvolvimento de novas substancias com atividade
tripanocida. Por ser uma DTN, é de interesse que o custo do desenvolvimento desses novos
candidatos a farmaco seja baixo, visando ampliar o0 acesso ao tratamento. Uma técnica de baixo
custo é a avaliacdo de farmacos ja utilizados para o tratamento de outras doencas, que possam

apresentar atividade contra T. cruzi, chamada de reposicionamento. Outra abordagem € a



35

realizacdo de estudos de novos regimes de tratamento com os farmacos ja disponiveis, buscando
aumentar a eficacia e diminuir o tempo de administracdo e as reagdes adversas. Além disso, a
identificacdo de alvos no protozoario também é um grande aliado no planejamento e
desenvolvimento de novas substancias contra a DC (Garcia-Huertas; Cardona-Castro, 2021;
Ribeiro et al., 2020; Santos et al., 2020b).

Recentemente aprovado para o tratamento da doenca do sono, causada pelo protozoério
Trypanosoma brucei gambiense, o fexinidazol (Figura 16) € um derivado 5-nitroimidazélico
com atividades in vitro e in vivo contra o T. cruzi, que em modelo animal, foi capaz de, em
ambas as fases da doenca, promover uma alta taxa de cura, quando comparado com o grupo de
controle tratado com os farmacos de referéncia, mesmo em individuos imunossuprimidos
(Ribeiro et al., 2020; Santos et al., 2020b).

Figura 16. Representacéo estrutural do fexinidazol.
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A DNDi (Iniciativa de Medicamentos para Doencas Negligenciadas, do inglés Drugs
for Neglected Diseases initiative) conduziu dois estudos clinicos duplo-cego e randomizado de
validacdo de conceito de fase 2 para avaliar a eficicia e a seguranca do fexinidazol no
tratamento da DC cronica. No primeiro estudo, conduzido na Bolivia com 47 pacientes adultos
que foram tratados por 2, 4 ou 8 semanas com doses de 1200 mg/dia ou1800 mg/dia ou
receberam placebo. Todos os participantes tratados apresentaram a eliminacédo do protozoario,
sem reincidéncia mesmo ap0os 12 meses do fim do tratamento. Contudo, as altas doses utilizadas
no estudo levaram a interrupcdo do tratamento devido a efeitos adversos graves como
diminuicdo de células sanguineas, labirintite, dor abdominal, nausea, vomito, dor de cabeca,
ansiedade, depressdo, dentre outros, incluindo um caso de suicidio (Torrico et al., 2023).

Ja no estudo realizado na Espanha, com 45 participantes adultos de origem latino-
americana, os pacientes foram tratados com 600 mg/dia por 10 dias, 1200 mg/dia por 3 dias e
600 mg/dia por 3 dias mais 1200 mg/dia por 4 dias e, apesar de terem sido observados alguns
efeitos adversos, o perfil de seguranca do fexinidazol foi considerado aceitavel. Entretanto,
apenas seis pacientes nao apresentaram reincidéncia parasitaria apos 12 meses de tratamento,
mostrando que a diminui¢do da dose, quando comparado com o estudo anterior, diminuiu a
eficacia do tratamento. Uma vez que o sucesso do tratamento com fexinidazol esta atrelado ao

uso de altas doses, que leva a significativos efeitos adversos, este composto ndo deve seguir
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para estudos de fase 3 e estudos de terapia combinada com os farmacos de referéncia nao estdo
sendo considerados pela DNDi (Pinazo et al., 2024).

Uma importante via do protozoario muito utilizada para o desenvolvimento de novos
farmacos é a via de biossintese de ergosterol. Ergosterdis sdo moléculas lipofilicas que
modulam a fluidez, integridade e permeabilidade da membrana celular, assim como todo
esterol, e estd presente em protozoarios e fungos. Muitos antifingicos azélicos, cuja capacidade
de inibicdo da sintese de ergosterol em fungos ja é consolidada, foram avaliados quanto a
atividade tripanocida, in vitro, in vivo e em alguns ensaios clinicos (Garcia-Huertas; Cardona-
Castro, 2021; Santos et al., 2020b).

O farmaco azélico ravuconazol (Figura 17) foi avaliado como tratamento para DC e
apresentou boa atividade in vitro, porém sua atividade in vivo foi limitada devido ao seu curto
tempo de meia-vida no modelo estudado. O pré-farmaco fosravuconazol (Figura 17), também
chamado E1224, devido as melhores propriedades farmacocinéticas de absorcdo e
biodisponibilidade do que o ravuconazol, foi submetido a um estudo clinico de fase 2, duplo-
cego, randomizado, com controle por placebo e mostrou atividade tripanocida durante o
tratamento, que teve duracdo de oito semanas. Todavia, esse resultado ndo foi mantido 12 meses
ap6s o tratamento, o que desencorajou novos estudos utilizando este composto como
monoterapia (Garcia-Huertas; Cardona-Castro, 2021; Torrico et al., 2018; Urbina et al., 2003).

Figura 17. Representac@es estruturais de fArmacos azdlicos com atividade tripanocida: ravuconazol e
fosravuconazol.
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Embora nédo tenha sido eficaz como monoterapia, o0 E1224 foi avaliado em associacéo
com Bz no teste clinico conduzido pela DNDi chamado BENDITA (do inglés BEnzinidazole
New Doses Improved Treatment Association), um estudo de validagéo de conceito de fase 2,
duplo-cego, randomizado, controlado por placebo. Esse estudo, realizado em trés regides da
Bolivia, teve por objetivo melhorar a eficacia, a seguranga e a tolerabilidade do tratamento em
adultos com DC cronica (Torrico et al., 2021).

Todos os grupos tratados apresentaram uma alta taxa de eficacia, medida pela

eliminagdo do protozoario, mantida mesmo apds 6 e 12 meses de tratamento, com uma taxa de
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83-89% e 78-89%, respectivamente. Dos seis regimes de tratamento avaliados, dois consistiam
na terapia combinada entre Bz e E1224 e os resultados mostram que esta associa¢do foi
significativamente mais eficaz que o placebo, ainda assim faz-se necessario realizar novas
investigacOes para confirmar a eficécia e a seguranca da terapia combinada e sua superioridade
em relacdo a monoterapia com Bz (Torrico et al., 2021).

O regime de tratamento mais promissor foi verificado para o grupo tratado com
300 mg/dia de Bz durante duas semanas, 1/4 do tempo de tratamento atual, no qual ndo houve
nenhuma interrup¢do do tratamento em decorréncia de efeitos adversos. Embora ainda sejam
necessarios mais estudos para validar sua eficicia e seguranca, a reducdo do tempo de
tratamento e, consequentemente, seus efeitos colaterais, pode expandir 0 acesso ao tratamento
da DC, aumentar a adesdo dos pacientes e diminuir os custos para os sistemas de salde em
relacdo ao controle dos efeitos colaterais e do suporte aos casos cronicos (Torrico et al., 2021).

Outro importante alvo a ser considerado na pesquisa e desenvolvimento de farmacos
tripanocida é a cruzaina, também chamada de cruzipaina, que é a cisteina protease mais
abundante no T. cruzi, sendo essencial para a replicacdo intracelular, diferenciacdo do
protozoario e evasao do sistema imunoldgico do hospedeiro. O primeiro inibidor dessa protease
desenvolvido é a substancia chamada K777 (Figura 18) que, embora tenha sido eficaz para a
inibicdo do protozoario, apresentou alta hepatotoxicidade em estudos pré-clinicos, mesmo em
pequenas doses, 0 que impossibilitou o avanco dos testes (Santos et al., 2020b; Silva et al.,
2019).

Figura 18. Representagdo estrutural do potente inibidor de cruzaina K777.

Nosso grupo de pesquisa tem investigado a atividade tripanocida de derivados
heterociclicos e alguns resultados obtidos chamam a atencdo. Dentre os derivados pirazol-
imidazolina avaliados, os melhores resultados in vitro foram obtidos para os compostos
diclorados A e B (Figura 19). A atividade dessas substancias contra a forma tripomastigota foi
superior a apresentada pelo Bz, porém contra a forma amastigota, apesar do bom resultado,

ambos ndo foram mais eficientes do que o farmaco de referéncia (Monteiro et al., 2019).
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Estudos in silico sugeriram que ambos 0s compostos podiam interagir com a enzima
cruzipaina, capacidade de interacdo demonstrada pelo docking molecular dos compostos com
0 sitio ativo da enzima. Além disso, os estudos de relacdo estrutura-atividade sugerem que o

atomo de cloro na posicdo meta é essencial para a atividade desses derivados (Monteiro et al.,
2019).

Figura 19. Representacdo estrutural da série pirazol-imidazolina avaliada por Monteiro et al (2019) e os
melhores resultados obtidos nos ensaios in vitro.
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Usando os compostos A e B como hits, outros derivados contendo pirazol foram
avaliados a fim de compreender melhor a relacdo estrutura-atividade desses compostos e
encontrar um melhor candidato a farmaco contra a DC. Dos compostos avaliados, os melhores
resultados foram obtidos com os derivados pirazol-imidazolina (Figura 20), estrutura
semelhante a avaliada anteriormente, sem o grupo amino. Contrariando 0 comportamento
esperado, os derivados com 0s mesmos substituintes dos hits ndo foram os com melhor
atividade. Contra a forma tripomastigota nenhuma das substancias estudadas foi mais ativa do
gue o Bz, no entanto, contra a forma amastigota se destacaram os compostos C, D e E (Figura
20), dois para substituidos e um para e meta dissubstituido, com ICsg < 6,1 uM, atividade

similar ou superior ao Bz (Orlando et al., 2021).

Figura 20. Representacéo estrutural da série com os melhores resultados avaliados por Orlando et al (2021).

Tripomastigotas Amastigotas
CCsp (UM) ICs0 (MM) IS ICs0 (UM) IS
C (4-Cl) 2772+158 646116 4,3 6,09+0,5 45,5
D (4-Br) 309,3+34,3 57,7%3,1 5,36 2,75+0,6 122,5
E (3-Cl-4-CH;) 160,5+16,1  3454+83 4.6 3,58+0,3 44,8
Bz > 500 18,7+4,6 > 26,7 467+0,2 > 107

R= H; 3-Cl;2,4-diCl; 3,5-diCl; 3,4-diCl; 2,6-diCl; 4-ClI; 4-F; 3-F; 4-Br; 3-Br; 4-OCHj; 3-Cl-4-CHj; 4-Cl-2-CH3
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ICso = Concentrago Inibitoria média, CCso = Concentragdo citotoxica média, IS = indice de Seletividade

Outros estudos in vitro mostraram ainda que, embora o composto E néo tenha sido o
que apresentou 0 melhor 1Cso, nos ensaios de washout e em cultura 3D de células esse composto
teve um comportamento similar ao do Bz, reduzindo a parasitemia e a reincidéncia do
protozoario, ressaltando o potencial tripanocida desse derivado (Orlando et al., 2021).

Com intuito de potencializar a atividade tripanocida dos hibridos pirazol-imidazolina ja
estudados, o anel imidazolina foi substituido pelo anel tiazolina e os derivados pirazol-tiazolina,
sem o grupo amino, apresentaram o melhor perfil contra o T. cruzi (Figura 21). Contra a forma
tripomastigota a maioria dos compostos apresentou ICso < 10 uM, sendo mais ativos do que o
Bz, com alguns exibindo atividade na escala de nM como o derivado F (Figura 21). Contra a
forma amastigota, os compostos também apresentaram boa atividade, porém apenas o composto
F foi mais ativo do que o Bz. E importante destacar que muitos dos compostos, embora tenham
apresentado boa atividade, mostraram alta toxicidade contra células de mamiferos, entretanto
F, G e H (Figura 21) foram os que mostraram melhores valores de IS (CCso/ICso), indicando o
potencial dos compostos pirazol-tiazolina para o desenvolvimento de novos tratamentos contra
a DC (Laraet al., 2022).

Figura 21. Representacéo da estrutura geral dos derivados pirazol-tiazolina com os melhores resultados obtidos
por Lara et al (2022).

Tripomastigotas Amastigotas
CCsp (MM) ICsp (UM) IS ICsp (M) IS
F (2,4diCl) 106,7+11,4 040,02 269,9 1,404 76,2
G (3,4-diCl) > 500 1,9+04 > 254 78410 > 62,9
H (4-Br) 2172+ 15,2 2,1+09 101,2 6,8+1,1 31,8
Bz > 500 196123 > 18,9 3,3+£1,1 >216

R= H; 3-Cl; 2,4-diCl; 3,5-diCl; 3,4-diCl; 4-Cl; 4-F; 3-F; 4-Br; 3-Br; 4-OCHg; 2,3-diCl
ICso = Concentragdo Inibitoria média, CCso = Concentragio citotoxica média, IS = Indice de Seletividade

Outros grupos de pesquisa também tém investigado a atividade tripanocida de diversos
derivados azdlicos e muitos resultados promissores tém sido obtidos, como € o caso do trabalho
desenvolvido por Leite e colaboradores, onde foram obtidos diversos analogos do benznidazol.
O melhor resultado foi alcangado para o composto 1-(5-metil-2-nitrofenil)-4-((2-nitro-1H-
imidazol-1-il)metil)-1H-1,2,3-triazol (Figura 22, composto 1) com ICso de 4,4 e 2,2 uM contra
as formas amastigotas e tripomastigotas, respectivamente (Leite et al., 2018).

Outro trabalho que avaliou a atividade tripanocida de derivados triazolicos foi publicado
por Pelizaro e colaboradores onde foram avaliados diversos compostos 3-nitro-1H-1,2,4-
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triazol-1,2,3-triazol-1,4-dissubstituidos. O composto com melhor atividade contra a forma
amastigota foi o 4-((3-nitro-1H-1,2,4-triazol-1-il)metil)-1-(4-fenoxifenil)-1H-1,2,3-triazol
(Figura 22, J), com ICso de 0,07 £ 0,01 uM (Pelizaro et al., 2024). Orlando e colaboradores
avaliaram a atividade anti-T. cruzi de diversos derivados 1H-1,2,3-triazol-1,4-disubstituidos
contra as formas tripomastigota e amastigota e o composto 1-benzil-4-fenil-1H-1,2,3-triazol
(Figura 22, K) foi 0 mais ativo, com ICsp de 0,21 £ 0,23 e 3,27 £ 0,90 uM, respectivamente,
com alto indice de seletividade (IS > 2380 e 152) (Orlando et al., 2023).

Figura 22. Derivados triazdlicos com atividade in vitro contra T. cruzi.
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O nucleo benzoimidazol também vem sendo investigado quanto a atividade contra o T.
cruzi, como na pesquisa apresentada por Ferreira e colaboradores que estudaram a atividade
tripanocida e de inibicdo de cruzaina de alguns derivados benzoimidazélicos e obtiveram
resultados que chamam a atencdo. Em relacdo a inibicdo da cruzaina, o melhor resultado foi
para o composto L (Figura 23), com ICso de 0,2 £ 0,04 uM e inibi¢do de 92% da atividade
enzimatica. Contudo, ndo foi a substancia com melhor atividade tripanocida frente a forma
epimastigota do protozoario (ICso=16,2 + 3,5 uM). A melhor atividade tripanocida foi
observada para o composto M (Figura 23), com ICsp de 1,6 = 0,6 uM, que apresentou 89% de

inibicdo da atividade da cruzaina, com ICsode 0,8 + 0,1 uM (Ferreira et al., 2014).

Figura 23. Representacdes das estruturas de derivados benzimidazolicos inibidores de cruzaina.
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Algumas séries de bases de Mannich contendo benzoimidazol foram testadas contra
células epimastigotas do T. cruzi e o melhor resultado de atividade foi observado para o
composto N (Figura 24), com ICso de 11,1 £ 3,2 uM (Beltran-Hortelano et al., 2021). No
trabalno em que foram testados diversos derivados 2-metil-1H-benzoimidazol-5-carbo-

hidrazidas, o melhor resultado de atividade tripanocida, contra a forma epimastigota do
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protozoério, foi obtido para o composto O (Figura 24), com ICso de 3 uM e IS =53,5 (de la
Torre et al., 2017).

Figura 24. Representagdes estruturais de substancias contendo benzoimidazol com atividade tripanocida.
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No que se refere a atividade anti-T. cruzi para compostos contendo imidazolina, Cuevas-
Hernandez e colaboradores sintetizaram e testaram derivados contendo 7-cloroquinolina como
base e 0 melhor resultado foi gerado com o composto P (Figura 25), que apresentou 90,8% de
inibicdo celular, com ICso de 2,2 + 0,3 uM contra a forma epimastigota e 1Cso de 26,7 + 3,7 nM

contra a forma tripomastigota, com 1S = 5170 (Cuevas-Hernandez et al., 2021).

Figura 25. Representagéo da estrutura do composto 7-cloroquinolina-imidazolina com atividade tripanocida.
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Com base no exposto, apesar dos inimeros esfor¢os na busca por novas substancias com
atividade tripanocida recentemente observados, especialmente com o emprego de derivados
heterociclicos, ainda é possivel enxergar uma lacuna a ser preenchida, visto que ha mais de 50

anos ndo é introduzido um novo tratamento no mercado.



2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL
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Sintetizar, caracterizar e avaliar a atividade tripanocida de 11 derivados 2(1-aril-1H-
pirazol-4-il)-1H-benzoimidazdis 1(a-k), 11 derivados 1-aril-4(4,5-di-hidro-1H-imidazol-2-il)-
1H-1,2,3-triaz0is 2(a-k) e 11 derivados 5-amino-1-aril-4(4,5-di-hidro-1H-imidazol-2-il)-1H-
1,2,3-triazdis 3(a-k) (Figura 26), sendo 1(b-i), 2(a-k) e 3(a-j) inéditos.

Figura 26. Representa¢des das estruturas dos produtos finais propostos.
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R = a: H; b: 2,4-diCl; ¢: 3,5-diCl; d: 3,4-diCl; e: 3-F; f: 3-Br; g: 3-Cl; h: 4-F; i: 4-OCHs; j: 4-Br; k: 4-Cl

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Caracterizar as substancias sintetizadas por Espectroscopia na Regido do Infravermelho

com Transformada de Fourier (FT-IR), Espectroscopia de Ressonancia Magnética
Nuclear (RMN), Espectrometria de Massas de Alta Resolu¢do (HRMS) e/ou

Cromatografia a Gas acoplada a Espectrometria de Massas (GC-MS).

e Determinar as faixas de fusdo dos produtos finais.

e Realizar estudos de propriedades fisico-quimicas in silico.
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3 JUSTIFICATIVAS E PLANEJAMENTO DAS SUBSTANCIAS

A Doenca de Chagas, embora descoberta hd mais de um século, ainda é um grave
problema de salde publica, sendo responsavel por mais de 10 mil mortes/ano em todo 0 mundo
e é uma das quatro maiores causas de mortes por doengas infecciosas e parasitarias no Brasil.
Segundo dados oficiais, entre marco e agosto de 2020 foram registrados no pais 1746 dbitos
que tinham como causa basica a DC (Brasil, 2021; WHO, 2020).

A quimioterapia da DC ¢ limitada a dois farmacos: o benznidazol e o nifurtimox, sendo
o0 primeiro considerado farmaco de escolha, tais farmacos séo eficazes na fase aguda da DC,
mas limitados para o tratamento de pacientes na fase crénica, além de induzirem o aparecimento
de diversos efeitos colaterais (Lidani et al., 2019; Santos et al., 2020b). Apesar da constante
busca por novas opcdes de tratamento, ainda ha uma urgéncia de desenvolvimento de novas
terapias que sejam mais eficientes do que as atuais e que amplie 0 acesso ao tratamento.

Baseado nos trabalhos que nosso grupo de pesquisa vem desenvolvendo quanto a
avaliacdo da atividade contra o T. cruzi e os resultados promissores obtidos (Lara et al., 2022;
Monteiro et al., 2019; Orlando et al.,, 2021), principalmente para os hibridos pirazol-
imidazolina, neste trabalho planejou-se a sintese e avaliacdo da atividade tripanocida de 33
substancias, das quais 29 sdo inéditas, utilizando como estratégia principal o bioisosterismo de
anel.

Primeiramente, planejou-se a obtencéo de 11 derivados 2-(1-aril-1H-pirazol-4-il)-1H-
benzoimidazois 1(a-k), dos quais 8 sdo inéditos, partindo da substituicdo do anel imidazolina
dos compostos previamente testados pelo nosso grupo pelo nucleo benzoimidazol (Figura 27),
a partir de um bioisosterismo de anel. A escolha deste ndcleo foi baseada na sua importancia
como grupo farmacoférico, uma vez que esta presente em substancias com amplo espectro de
acao, inclusive com atividade tripanocida, como mencionado anteriormente. Decidiu-se pela
manutencdo do sistema 1-arilpirazélico com os seus substituintes, considerando que o pirazol
também esta presente em substancias com atividade tripanocida, incluindo nas recentemente
estudadas pelo nosso grupo.

Para a obtencdo dos 22 derivados 1-aril-4-(4,5-di-hidro-1H-imidazol-4-il)-1H-1,2,3-
triazois 2(a-k) e 3(a-k), sendo 21 inéditos, idealizou-se a substituicdo do pirazol pelo
1,2,3-triazol (Figura 27), utilizando novamente a estrategia de bioisosterismo de anel. O nucleo
triazdlico apresenta importantes propriedades farmacoldgicas, como capacidade de atuar como
bioisdstero de diferentes grupos funcionais e de interagir com varios alvos biolégicos, além de

compostos contendo esse heterociclo apresentarem variada atividade bioldgica, incluindo agdo
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tripanocida, como j& exposto. Nestes compostos foi mantido o anel imidazolina, baseado nos
resultados obtidos pelo nosso grupo de pesquisa em relacdo a atividade tripanocida desse anel,

bem como a sua importancia bioldgica ja mencionada.

Figura 27. Planejamento das substancias propostas neste trabalho.
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4 ANALISE RESTROSSINTETICA

4.1 SINTESE DOS DERIVADOS PIRAZOL-BENZIMIDAZOLICOS 1(a-k)
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Conforme apresentado no esquema 11, a analise retrossintética para a obtencdo dos

produtos finais 2-(1-aril-1H-pirazol-4-il)-1H-benzimidazois 1(a-1) mostra que a desconexao

das ligagdes C2-N1 e Co-N3 remete a o-fenilenodiamina (OPD) e aos intermediarios 1-aril-1H-

pirazol-4-carbonitrilas 4(a-k) ou 1-aril-1H-pirazol-4-carbaldeidos 6(a-k). A adicdo de grupo

funcional (AGF) a 4(a-k) gera os derivados 5-amino-1-aril-1H-pirazol-4-carbonitrilas 14(a-k),

enguanto a remocéo de grupo funcional (RGF) de 6(a-k) leva a formacdao de 1-aril-1H-pirazdis

5(a-k). Por fim, as desconexdes das ligacdes No-Cz e N1-Cs em 14(a-k) e 5(a-k) remetem as

matérias-primas arilhidrazinas e etoximetilenomalonitrila ou malonaldeido.

Esquema 11. Andlise retrossintética para a obtencdo dos produtos finais 1(a-k).
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4.2 SINTESE DOS DERIVADOS TRIAZOL-IMIDAZOLINICOS 2(a-K) E 3(a-k)

Na analise retrossintética para a sintese dos produtos finais 1-aril-4-(4,5-di-hidro-1H-
imidazol-2-il)-1H-1,2,3-triaz0is 2(a-k), apresentada no e 12, observa-se que a desconexao das
ligagbes C2-N1 e C»-N3 remete a etilenodiamina e aos intermediarios-chave 1-aril-1H-1,2,3-
triazol-4-carbonitrilas 10(a-k), a partir dos quais a adic¢do de grupo funcional (AGF) gera 0s
derivados 5-amino-1-aril-1H-1,2,3-triazol-4-carbonitrilas 9(a-k).

Os derivados 9(a-k) também podem ser identificados na analise retrossintética para a
obtencdo dos produtos finais 5-amino-1-aril-4-(4,5-di-hidro-1H-imidazol-2-il)-1H-1,2,3-
triazois 3(a-k), uma vez que a desconexdo das ligacbes Co-Ni1 e C»-N3 remete tanto a
etilenodiamina quanto aos intermediarios-chave 9(a-k). A desconexdo em 9(a-k) entre as
ligagdes N3-Cs e N1-Cs levam aos intermedidrios arilazidas 8(a-k) e a malonitrila. Por fim, a
interconversdo de grupo funcional (IGF) de 8(a-k) remetem as anilinas utilizadas como

matérias-primas.

Esquema 12. Analise retrossintética para a sintese dos produtos finais 2(a-k) e 3(a-k).
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R = a: H; b: 2,4-diCl; ¢: 3,5-diCl; d: 3,4-diCl; e: 3-F; f: 3-Br; g: 3-Cl; h: 4-F; i: 4-OCHs; j: 4-Br; k: 4-ClI
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 SINTESE DOS DERIVADOS PIRAZOL-BENZIMIDAZOLICOS 1(a-k)
5.1.1 Obtencao de la via 1-fenil-1H-pirazol-4-carbonitrila

O nosso grupo de pesquisa tem obtido sucesso na sintese de diversos heterociclos a
partir de pirazol-4-carbonitrilas, destacando 2-imidazolina, 1,4,5,6-tetra-hidropirimidina,
2-tiazolina e tetrazol (dos Santos et al., 2011b, 2012; FaiGes et al., 2014; Faria et al., 2013; Lara
et al., 2022; Monteiro et al., 2019; Rosa et al., 2019), o que motivou a tentativa de sintese do
derivado la a partir da reacdo entre 1-fenil-1H-pirazol-4-carbonitrila 4a e o-fenilenodiamina

(OPD) como apresentado no esquema 13.

Esquema 13. Sintese de 1a a partir do derivado cianopirazol 4a.

I

CN /—_{LNH
] \S I\

N N
N NH, N

+ _

NH,

4a OPD 1a

Com o objetivo de otimizar a metodologia para a obtencdo dos derivados 1a,
investigou-se seis condicdes reacionais distintas, conforme mostrado na tabela 1. Em todos os
casos utilizou-se 200 mg de 4a, equivalente a 1,18 mmol, variando a quantidade de OPD, o
composto sulfurado, o solvente e o tipo de aquecimento: irradiacdo por micro-ondas (MW) ou

aquecimento convencional.

Tabela 1. CondicGes reacionais avaliadas para a obten¢do de 1a.

Entrada (E(I)\}IDIZa) S&Er;gsgg Solvente aq Ielgiom%ito Poténcia d;r?frer;ggo
1 1 CS2 DMF MW 50 W 60 min
2 1 CS2 DMF MW 100 W 30 min
3 1 CS2 DMSO MW 50 W 30 min
4 2 Ss - MW variavel 150 min
5 4 CS2 - convencional - ~24 h
6 4 CS, - MW 50 W 110 min

Legenda: EM 4a = proporcdo, em mol, em relacdo ao derivado 4a.
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Nas reacdes das entradas 1 e 2, 4a reagiu com 1 equivalente molar (EM 4a) de OPD
(127,8 mg, 1,18 mmol) em 1,5 mL de N,N-dimetilformamida (DMF) utilizando dissulfeto de
carbono (CS.). Na reacédo da entrada 1 foi utilizada poténcia de 50 W e, apds 60 min (6 pulsos
de 10 min) de reacdo, a cromatografia em camada delgada (CCD) (eluente: heptano:acetato de
etila 1:7) indicou que ainda havia matéria-prima no meio reacional e a reag&o foi interrompida.
Portanto, a fim de verificar o efeito do aumento da poténcia, na entrada 2 foi utilizado o dobro
da poténcia (100 W) e o acompanhamento por CCD ndo mostrou evolucdo ap6s 30 min (3
pulsos de 10 min) de reacdo, o que levou a sua interrupcao.

Decidiu-se entdo substituir o solvente por dimetilsulféxido (DMSO) (Entrada 3),
mantendo os demais parametros da entrada 1. A CCD ndo mostrou evolucdo da reacdo e o
procedimento foi interrompido depois de 30 min.

Uma vez que as metodologias empregadas até entdo nao foram eficientes, tomou-se a
decisdo de utilizar a metodologia apresentada por Dwivedi (2015), empregando enxofre
elementar (Sg), aumentando a propor¢do de OPD para 2 EM 4a, sem utilizar solvente. No
método empregado (Entrada 4), foi usada a temperatura fixa de 120°C, com poténcia variavel,
acima da temperatura de fusdo da OPD (104°C) a fim de manté-la liquida. Nessas condicdes,
além de ndo haver o consumo de toda matéria-prima, também houve a formacédo de diversos
subprodutos, o que inviabilizou a utilizag&o deste procedimento.

Considerando que nas metodologias de ciclizagdo empregando carbonitrilas e CS»
utilizadas pelo nosso grupo, com o solvente sendo o proprio reagente da reacdo, decidiu-se
aumentar a quantidade de OPD para 4 EM 4a, utilizando CS;, sem solvente e comparar a
influéncia do aquecimento convencional (Entrada 5) e irradiacdo por micro-ondas (Entrada 6)
para a obtencéo de la.

Para a sintese empregando aquecimento convencional, a reacdo foi conduzida em banho
de 6leo a 120°C. Ap0s cerca de 24 h de reacdo, a CCD ndo mostrava a presenca de matéria-
prima, embora tratasse de uma mistura. Contudo, a tentativa de separacdo dos produtos por
cromatografia em coluna ndo obteve sucesso e 0 produto 1a néao foi obtido.

J& na metodologia empregando irradiacdo por micro-ondas, com poténcia de 50 W, ao
final de 110 min (11 pulsos de 10 min) de reacdo, a CCD indicava que ndo havia mais matéria-
prima, porém também consistia numa mistura de diversos produtos, que foi purificada por
cromatografia em coluna (fase estacionaria: silica gel 230-400 mesh, fase movel:
heptano/acetato de etila nas proporgdes 4:1, 3:2 e 1:1) e 1a foi obtido como um sélido bege
com 23% de rendimento e faixa de fusdo de 278 a 280 °C. A metodologia detalhada pode ser

consultada no item 6.1.1.
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O derivado 1a foi caracterizado por espectroscopia na regido do infravermelho com
transformada de Fourier (FT-IR) e no espectro obtido (Figura 28) foi identificada uma banda
serrilhada entre 3143 e 2528 cm! relativa ao estiramento da ligagio N-H, devido as interacoes
por ligacdo de hidrogénio entre o atomo de hidrogénio do grupo NH com o atomo de nitrogénio
piridinico do benzoimidazol (Figura 29) que leva a formacéao de dimeros, fendmeno tipicamente
verificado em sistemas contendo imidazol. Também foram observadas bandas na faixa de 1633

a 1433 cm! referentes aos estiramentos das ligacdes C=C e C=N.

Figura 28. Espectro de absorcéo na regido do infravermelho para o derivado 1a, obtido a partir da
metodologia 6.
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Figura 29. Representa¢do da possibilidade de formacéo de dimero do composto 1a.

A andlise por espectrometria de massas de alta resolugdo (HRMS) (Figura 30) mostrou
um pico com razdo m/z 261,1150 referente ao ion molecular protonado, com erro de 5,74 ppm
(m/z teorico 261,1135), que sugere a obtengdo do produto desejado. Também foi possivel
identificar um pico com ~22 unidades a mais do que o de maior intensidade ([M+H]"),
provavelmente relativo ao composto cationizado com sédio e um pico com m/z 543,2038 que
pode ser associado ao dimero cationizado com sodio, com erro de 3,38 ppm (m/z tedrico
543,2017).



Figura 30. Espectro de HRMS (ESI) do derivado 1a.
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A caracterizagdo por espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN) de H e

de 3C comprovou a obtencio de 1a. No espectro de RMN de *H (Figura 31), todos os sinais

estdo na regido tipica de atomos de hidrogénio ligados a anéis aromaticos. Os atomos Hz e Hs

do anel pirazolico foram identificados como sinais simpletos em ¢ 8,38 e 9,12, respectivamente.

O sinal dupleto em § 7,93 (3J = 7,6 Hz) foi atribuido aos atomos Hz’/Hs’ € 0 sinal multipleto

entre 7,54 e 7,59 ppm aos atomos do anel benzénico Hz’/Hs’ e aos do anel benzoimidazdlicos

H4”/H7” ou Hs”/He”. O tripleto em ¢ 7,39 (3J = 7,6 Hz) € referente ao 4&tomo Ha’, enquanto que

o dupleto de dupletos em § 7,19 (3J = 6,0; *J = 3,1 Hz) foi associado aos atomos Hs”/H7” ou

Hs”/He”. Um sinal alargado relativo ao atomo de hidrogénio do grupo NH do benzoimidazol

foi observado em ¢ 12,75.
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Figura 31. Espectro de RMN de H (400 MHz, DMSO-dg) do derivado 1a.
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No espectro de RMN de *C (Figura 32) foram identificados nove sinais na regi&o

caracteristica de &tomos de carbono de sistemas aromaticos, entre 116,3 e 146,2 ppm, dois sinais

a menos do que o esperado. A atribuicdo dos sinais foi realizada a partir das analises de

espectros de correlagido bidimensionais heteronucleares (*H x C) HSQC (do inglés

Heteronuclear Single Quantum Coherence) e HMBC (do inglés Heteronuclear Multiple Bond

Coherence).
Figura 32. Espectro de RMN de *C (100 MHz, DMSO-ds) do derivado 1a.
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No espectro de HSQC (Figura 33) foram identificados seis sinais de correlagéo, quando
eram esperados sete sinais de carbono com correlagéo direta com sinais de hidrogénio. Em A,
o sinal em ¢ 7,93, atribuido aos atomos H>’/Hs’, apresentou correlagdo com o sinal em ¢ 119,1
(C2’/Cs’). O sinal em ¢ 7,19, associado aos atomos H4’/H7”” ou Hs”’/He”, foi correlacionado, em
B, com o sinal em ¢ 122,2 (C4”/C7” ou Cs”/C¢”). Em C foi observada a correlagdo do sinal
relativo a Hs em ¢ 9,12 com o sinal em ¢ 127,3 (Cs) e em D a correlagdo entre Hs’, em ¢ 7,39,
com o sinal de carbono em ¢ 127,4 (C4’). Para o sinal em ¢ 7,54-7,59 eram esperadas duas
correlacgdes, visto que este sinal foi atribuido a sobreposicao dos sinais dos atomos Hs’/Hs’ e
H4”/H7” ou Hs”/He”, todavia, foi observada apenas a correlagdo em E com o sinal em ¢ 130,2
(C3’/Cs”). Ja em F foi possivel observar a correlacdo entre o sinal em ¢ 8,38 (Hz) com 0 em
0 140,0 (Cy3).

Figura 33. Mapa de correlagdo HSQC para o composto 1a.
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Se faz necessario destacar que, embora o sinal em ¢ 7,54-7,59 tenha sido atribuido a
sobreposicdo dos sinais dos atomos Hz’/Hs’ e H4”/H7” ou Hs”/Hs”, 0 sinal de carbono em
0 130,2 (correlacdo E) so pode ser relacionado aos atomos Cz’/Cs’, dado que no espectro de
HMBC (Figura 34) ndo foi observada a correlagdo deste sinal com o em ¢ 7,19, sinal também
referente aos atomos de hidrogénio do benzoimidazol. Diante disso, o sinal de carbono ligado
a atomo de hidrogénio que ndo foi observado no espectro é referente a dois dos atomos

equivalentes do benzoimidazol C4”/C7” ou Cs”/Cs”.
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Os trés sinais em ¢ (1) 116,3, (2) 139,7 e (3) 146,2 para os quais ndo foram observadas
correlagfes no HSQC, um sinal a menos que o esperado, séo relativos a &tomos de carbono que
ndo estdo ligados a atomos de hidrogénio e foram atribuidos ap6s a analise do espectro de
HMBC (Figura 34). O sinal 1 é relativo a C4, uma vez que apresentou correlagdo com os sinais
de Hs (A) e Hz (B). Para o sinal 2 foram observadas correlagdes com os sinais de hidrogénio
referente aos atomos do anel benzénico H2’/He’, H3’/Hs’ e Ha” em C, D e E, respectivamente,
sendo atribuido a C1’. Ja o sinal 3, com fraca correlacdo em F com o sinal de Hs, foi associado
a C2”, devido ao alto valor de deslocamento quimico observado, conforme esperado para um
atomo de carbono ligado a dois atomos de nitrogénio. Vale destacar que o sinal relativo aos

atomos da fuséo dos anéis no benzoimidazol C3”/Cs” nao foi observado no espectro.

Figura 34. Mapa de correlagdo HMBC para o composto 1a.
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O mecanismo proposto para a obtencéo do derivado 1a a partir desta metodologia pode
ser divido em duas partes. Na primeira parte (Esquema 14), o &tomo de carbono do dissulfeto
de carbono sofre uma adi¢do nucleofilica da OPD e, logo em seguida, um equilibrio
prototrdépico no intermediario gerado leva a formacéo de acido carbamoditioico (). Uma nova
adicdo nucleofilica leva a ciclizacdo que, apos um equilibrio prototropico, forma uma tioureia

ciclica (I1) e libera sulfeto de hidrogénio.
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Esquema 14. Mecanismo proposto para a obtencdo de 1a, parte 1.
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Na segunda etapa, o grupo ciano de 4a sofre uma adi¢do nucleofilica do sulfeto de
hidrogénio gerado na etapa anterior, formando, ap6s equilibrio acido-base seguido de
tautomerismo imidotiol-tioamida, o intermediario (I) que entdo reage com OPD, via adi¢do
nucleofilica. Apds sucessivas transferéncias de protons, acontece a liberacdo de amoénia e
formagdo de N-(2-aminofenil)ariltioamida (I1). A ciclizagéo ocorre apds a adi¢do nucleofilica
intramolecular e o tautomerismo prototrépico leva a obtencdo de 2-(1-fenil-1H-pirazol-4-il)-

1H-benzoimidazol 1a, com regeneracdo do sulfeto de hidrogénio.

Esquema 15. Mecanismo proposto para a obtengéo de 1a, parte 2.
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Embora o procedimento da entrada 6 tenha possibilitado a obtencéo de 1a, o protocolo
utilizado foi considerado pouco vidvel, uma vez que se tratava de uma metodologia sem uso de
solvente, o que dificultou o controle e 0 acompanhamento da reacdo e pode ter sido um
facilitador para a formacéo de diversos subprodutos. Esses resultados levaram a investigagéo

de uma nova metodologia para a obtencao de 1(a-k), como serd discutido no proximo topico.
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5.1.2 Obtencdo de 1(a-k) via 1-aril-1H-pirazol-4-carbaldeidos 6(a-k)

Para a obtencdo dos derivados benzoimidazolicos 1(a-k), foi investigado um protocolo
a partir de pirazol-aldeido, em substituicdo ao intermediario pirazol-carbonitrila, visto que o
grupo aldeido é bastante recorrente na literatura para a sintese de benzoimidazol (Alageel, 2017;
Mamedov; Zhukova, 2021; Marinescu, 2021; Tie-gang et al., 2012). Nesta metodologia, 0s
derivados 1(a-k) foram sintetizados em trés etapas (Esquema 16) e os resultados obtidos sdo

apresentados a seguir.

Esquema 16. Rota sintética para a obtencédo de 1(a-k) via 6(a-k).
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R = a: H; b: 2,4-diCl; c: 3,5-diCl; d: 3,4-diCl; e: 3-F; f: 3-Br; g: 3-ClI; h: 4-F; i: 4-OCHgs; j: 4-Br; k: 4-ClI

5.1.2.1 Sintese dos intermediarios-chave 1-aril-1H-pirazol 5(a-k)

A sintese dos intermediarios-chave 1-aril-1H-pirazol 5(a-k) ocorreu de acordo com a
metodologia descrita no item 6.1.2.1, a partir da reacdo entre cloridratos de arilhidrazina e
1,1,3,3-tetrametoxipropano, em etanol como solvente. Para a obtencéo de 5(a-k), conforme o
mecanismo apresentado no esquema 17, ocorre inicialmente a dissociacdo dos cloridratos de
arilhidrazina, gerando arilhidrazina (1) e acido cloridrico. O meio &cido promove a desprotecédo
dos dois acetais do 1,1,3,3-tetrametoxipropano produzindo malonaldeido (I1), um composto
1,3-dicarbonilico. Por se tratar de uma reacdo entre uma hidrazina e um composto 1,3-
dicarbonilico, esta reacdo pode ser considerada uma reacdo andloga ao método de Knorr
(Esquema 1).

A reacdo se inicia com a ativacdo de uma das carbonilas do malonaldeido, que sofre
uma adicao nucleofilica da arilhidrazina. A partir disto, o equilibrio &cido-base intramolecular
provoca a liberacdo de agua e formacéo da hidrazona protonada (I11). A transferéncia de préton

da hidrazona para o aldeido ativa a outra carbonila, que sofre uma adi¢éo nucleofilica do &tomo
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de nitrogénio ligado ao anel benzénico, formando o ciclo. Apés a ciclizagdo, ocorre
prototropismo intramolecular, que leva a liberacdo de agua e, com a abstracdo do préton, a
aromaticidade do sistema é alcancada, obtendo assim os derivados 1-aril-1H-pirazol 5(a-k)
(Flood et al., 2018).

Esquema 17. Mecanismo proposto para a obtencéo de 5(a-k).
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Os intermediarios-chave 5(a-k), cujas estruturas estdo representadas na figura 35, foram
obtidos com rendimentos que variaram de 18 a 84% (Tabela 2). Vale ressaltar que os derivados
5c¢, 5d, 5f, 5i, 5j e 5k sdo sélidos enquanto 5a, 5b, 5e, 5g e 5h sdo liquidos, com coloracédo
amarelo escuro a marrom. O produto 5e foi obtido ap6s purificacdo por cromatografia em

coluna.
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Figura 35. Representacdes das estruturas do intermediarios-chave 5(a-k).
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Tabela 2. Rendimentos e caracteristicas fisicas dos derivados 5(a-k).

Derivado  Rendimento (%) Estado fisico Coloragéo

5a H 80 liquido castanho

5b  2,4-diCl 97 liquido castanho

5¢ 3,5-diCl 63 solido amarelo

5d 3,4-diCl 78 solido amarelo mostarda
5e 3-F 37 liquido amarelo escuro
5f  3-Br 74 liquido marrom amarelado
59 3-Cl 84 liquido amarelo escuro
5h 4-F 78 liquido amarelo escuro
5i 4-OCHjs 53 solido marrom

5/ 4-Br 80 solido amarelo mostarda
5k 4-Cl 99 solido amarelo

A fim de confirmar a obtencéo do sistema desejado, os derivados sintetizados 5(a-k)

foram caracterizados por FT-IR (Apéndice A, espectros 1 a 11). Os dados com as principais

absorcOes analisadas para todos os compostos constam na tabela 3. As bandas na regido de

3151-3016 cm™ sdo relativas aos estiramentos (v) das ligagdes C-H de Csp? e as bandas entre

2961-2838 cm™ observadas no espectro de 5i sdo referentes aos estiramentos das ligagGes C-H

do grupo metdxi (OCHs). Para os estiramentos das ligacbes C=C e C=N foram identificadas
bandas na faixa de 1612-1442 cm™,



Tabela 3. Principais absorc¢des na regido do infravermelho para os derivados 5(a-k)
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Moviment VC-H  vC=C/C=N
5a H 3143-3051  1599-1498
5b 24-diCl  3095-3041  1568-1485
5¢ 35-diCl  3147-3083  1587-1470
5d 34-diCl  3145-3051  1591-1482
5e 3-F 3145-3084  1612-1478
i 3-Br 3143-3075  1592-1481
5 3-Cl 3145-3081  1595-1462
5h 4-F 3143-3067  1521-1508
5i 4-OCHs 2%%?%%%% 1522-1445
5 4-Br 3139-3095  1598-1442
5k 4-Cl 3151-3104  1603-1447

5.1.2.2 Sintese dos intermediarios-chave 1-aril-1H-pirazol-4-carbaldeidos 6(a-k)

Para a obtencdo de 6(a-k), inicialmente foi realizado um estudo de otimizagdo das
condicdes reacionais. Ao todo foram avaliadas quatro metodologias distintas (Tabela 3),
baseadas em trabalhos ja divulgados na literatura (de Oliveira et al., 2013; Zarraga et al., 2021),

onde 5k e hexametilenotetramina (HMTA) foram utilizados como matérias-primas.

Tabela 4. Condices reacionais avaliadas para a obtencdo de 6k.

Entrada 5k HMTA Solvente Tempo
1 0,28 mmol 0,42 mmol (1,5 EM)  AcOH 48 h
2 0,28 mmol 0,42 mmol (L5 EM)  TFA 36 h
3 0,28 mmol 0,56 mmol (2,0 EM)  TFA 50 h

4 0,28 mmol 0,70 mmol (2,5 EM) TFA 49 h
Legenda: EM = proporc¢do, em mol, em relagdo a 5I.

Na primeira metodologia (Entrada 1), foi utilizada uma proporcéo, em mol, de 1,0:1,5
de 5k para HMTA e acido acético (AcOH) como solvente. Apo6s 48 h, a CCD néo indicava a
formagéo de produto, observagdo confirmada pela analise de FT-IR (Figura 36), visto que o
espectro obtido para o produto isolado da reacéo indicava que se tratava de 5Kk.
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Figura 36. Espectros de FT-IR obtidos para 5k e para o produto da entrada 1.
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No segundo teste (Entrada 2) alterou-se apenas o solvente, de acido acético para acido
trifluoroacético (TFA), e a reacdo foi acompanhada por CCD. Ap6s 36 h, ndo foi observada
mancha referente a 5k no meio reacional. Contudo, a CCD do s6lido obtido apds isolar a reacéo
indicava uma mistura de produtos, com matéria-prima residual. O espectro de FT-IR (Figura
37) mostrou bandas relativas aos estiramentos das ligacdes C=0 e C-H do aldeido, sugerindo

que a mistura continha o produto desejado.

Figura 37. Espectros de FT-IR obtidos para 5k e para o produto da entrada 2.
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Na terceira metodologia empregada (Entrada 3) o solvente foi 0 mesmo (TFA) e a
proporcao de 5k:HMTA passou para 1,0:2,0. Apds 50 h de reagdo, a analise de CCD mostrou
apenas uma mancha. O produto 6k foi obtido com 69% de rendimento e a sua estrutura foi
confirmada pelas analises de FT-IR (Apéndice B, espectro 21) e de RMN (Apéndice D,
espectros 47 e 58). No intuito de diminuir o tempo de reacéo foi realizado um teste aumentando
a proporcéo de reagentes para 1,0:2,5 de 5I:HMTA (Entrada 4), porém ndo houve diminuigo
do tempo de reacdo, que também foi de 50 h, e 0 produto foi obtido com rendimento inferior
ao da terceira metodologia: 39%. Diante disso, concluiu-se que as melhores condicdes
reacionais foram as da entrada 3, conforme detalhado no item 6.1.2.2.

ApOs a otimizacdo, os derivados 6(a-j) foram obtidos seguindo o procedimento
supracitado. Os produtos 6(a-k) (Figura 38), sendo 6¢ e 6d inéditos, foram sintetizados com
rendimentos que variaram de 29 a 94% (Tabela 5), dos quais 6b e 6d foram obtidos apos
purificagdo por cromatografia em coluna. Todos os produtos 6(a-k) sdo sélidos de coloragéo

branca, amarelo palido ou marrom claro.

Figura 38. Representa¢des das estruturas dos derivados 6(a-k).
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Tabela 5. Rendimentos e caracteristicas fisicas dos derivados 6(a-k).

Derivado  Rendimento (%) Estado fisico Coloracéo
6a H 73 solido bege claro
6b 2,4-diCl 70 solido marrom claro
6c  3,5-diCl 86 solido amarelo
6d 3,4-diCl 77 solido branco
6e 3-F 74 solido branco
6f  3-Br 60 solido marrom
6g 3-Cl 94 solido bege claro
6h 4-F 59 solido branco amarelado
6i 4-OCHs 71 solido marrom
6j 4-Br 92 solido amarelo claro
6k  4-Cl 69 solido branco

A reacdo de formilacdo utilizando HMTA em meio acido é chamada reacédo de Duff e
foi descrita pela primeira vez em 1941 (Duff, 1941). O mecanismo proposto para reagdo &
apresentado no esquema 18 e se inicia com a protonacdo da HMTA que, ap0s transferéncia de
préton, leva a formacdo de um intermediario cation iminico (I). Em seguida, (I) promove uma
reacdo de substituicdo eletrofilica aromatica (SEA) no C4 do anel pirazolico, produzindo o
intermediario (1) que, apds clivagem de ligagdo C-N com posterior equilibrio &cido-base
intramolecular, leva a formacéo de um novo intermediario iminico (I11). A literatura sugere que
para a conversdo de (I1I) em 6(a-k) ocorra uma hidrélise acida, entretanto, isso ndo seria
possivel para a reacdo estudada nesse trabalho, considerando que, devido ao grau de pureza dos
reagentes utilizados, ndo haveria quantidade suficiente de 4gua no meio reacional capaz de
promover a hidrdlise. Portanto, a proposta € de que ocorra uma adi¢ao nucleofilica do solvente
ao carbono iminico de (1), seguido de um equilibrio &cido-base, promovendo a liberacdo da
por¢do amina e a obtencdo do intermediario (IV). A adicdo do trifluoroacetato a (IV) gera
anidrido trifluoroacético e os derivados 6(a-k) (Blazzevi¢ et al., 1979; Grimblat et al., 2016;

Ogata; Kawasaki; Sugiura, 1968).
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Esquema 18. Mecanismo proposto para a obtencdo de 6(a-k), via reacdo de Duff.
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R = a: H; b: 2,4-diCl; ¢: 3,5-diCl; d: 3,4-diCl; e: 3-F; f: 3-Br; g: 3-Cl; h: 4-F; i: 4-OCHa; j: 4-Br; k: 4-Cl

A formacdo do aldeido foi confirmada na caracterizacdo por FT-IR (Apéndice B,
espectros 12 a 22), devido a presenca de bandas caracteristicas desse grupo, sendo as associadas
ao estiramento da ligacdo C-H observadas na regido de 2896-2731 cm™ e a referente ao
estiramento da ligacdo C=0 entre 1686-1665 cm™, com banda harménica da ligagdo C=0 na
faixa de 3357 a 3301 cm™ (Tabela 6). Também foram observadas as bandas referentes aos
estiramentos das ligagOes dos anéis pirazdlico e benzénico, sendo entre 3142 e 3047 cm™
relativas aos estiramentos da ligagdo C-H de Csp? e na faixa de 1607 a 1422 cm™ associadas
aos estiramentos das ligacbes C=C e C=N.

Tabela 6. Principais absorcdes na regido do Infravermelho para 6(a-k).

Movimento vibracional harCm:()Cr)ﬂca v C-H (VCCH'OH) vC=0 v C=C/C=N
6a H 3339 3126-3075  2852-2735 1671  1598-1426
6b 2,4-diCl 3357 3128-3047  2849-2731 1681  1547-1437
6c 3,5-diCl 3321 3127-3070  2834-2805 1673  1587-1441
6d 3,4-diCl 3337 3131-3058 2868-2810 1686  1548-1422
6e 3-F 3327 3142-3083  2871-2767 1672  1607-1480
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Movimento vibracional harCm:ﬁ?ﬂca v C-H (VCCH'OH) vC=0 v C=C/C=N
6f 3-Br 3328 3116-3083  2851-2729 1670 1590-1487
69 3-Cl 3326 3101 2896-2843 1665 1592-1462
6h 4-F 3336 3116-3081  2861-2735 1672 1549-1425
6i 4-OCHs 3336 oo o)) 28382793 1671 1547-1442
6j 4-Br 3302 3124-3067  2891-2840 1674 1547-1425
6k 4-Cl 3301 3124-3071  2891-2841 1676 1547-1425

Os derivados 6(a-k) foram analisados por Cromatografia a G&s acoplada a
Espectrometria de Massas (GC-MS) e os resultados estdo resumidos na tabela 7. Os
cromatogramas dos compostos sintetizados indicam alta pureza, visto que apresentaram apenas
um sinal (Apéndice C, cromatogramas de 1 a 11, espectros 23 a 33), exceto para 6a, 6f, 6g e 6h
que apresentaram dois sinais, sendo o relativo ao produto de maior intensidade. Nos espectros
de massas dos intermediarios 6(a-g,j,k) foi observado pico com razdo m/z relativo ao ion
molecular com a perda de um atomo de hidrogénio [M-H], com a formacéao do cation acilio, a
principal fragmentac&o do grupo aldeido quando se utiliza a ionizagéo por impacto de elétrons
(El). Todavia, no espectro de 6f o valor assinalado se refere ao [M+2] onde o pico base é o ion
[M-H]. Nos espectros de 6h e 6i o pico de maior intensidade tem razdo m/z relativa ao ion
molecular [M].

Devido a abundancia isotopica dos atomos de cloro e de bromo, para os derivados
diclorados 6(b-d) foram observados picos [M+2] com 2/3 da intensidade do pico base; para os
monoclorados 6h e 6k o pico [M+2] tem cerca de 1/3 da intensidade do pico base, enquanto
para os bromados 6f e 6j 0 pico [M+2] apresenta aproximadamente 97% da intensidade do pico
base.

E importante destacar que as analises dos derivados 6(a-k) por HRMS, mesmo
utilizando diferentes solventes (metanol e acetonitrila), foram inconclusivas, uma vez que 0s
espectros apresentaram varios picos e ndo foi possivel identificar os picos com razdo m/z

relativos aos produtos sintetizados.

Tabela 7. Dados de GC-MS (EI) dos derivados 6(a-k).

. Tempo de c m/z
Derivado x . lon : -
retenc¢éo (min) experimental tedrico
6a H 16,709 M-H 1711 1711
6b 2,4-diCl 19,549 M-H 239,0 239,0




para 6(a-k) sdo apresentados na tabela 8.
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6c 3,5-diCl 20,193 M-H 239,0 239,0
6d 3,4-diCl 20,769 M-H 239,0 239,0
6e 3-F 16,428 M-H 189,1 189,0
6f  3-Br 19,447 [M-H]+2 251,0 251,0
6g 3-Cl 18,730 M-H 205,0 205,0
6h 4-F 16,521 M 190,1 190,1
61 4-OCHs 19,605 M 202,1 202,1
6) 4-Br 20,006 M-H 250,0 250,0
6k  4-Cl 18,823 M-H 205,1 205,0

As estruturas dos intermediarios-chave 6(a-k) foram confirmadas pelas analises de
RMN de 'H e de **C. Os resultados obtidos na RMN de *H (Apéndice D, espectros 33 a 44)

Para todos os derivados analisados, o sinal simpleto (s) em ¢ 9,88 a 9,93 foi atribuido

ao atomo de hidrogénio do aldeido, enquanto os sinais também simpletos em ¢ na faixa de 8,22

a 8,33 e de 8,92 a 9,37 sdo relativos aos atomos Hz e Hs do anel pirazdlico, respectivamente.

Tabela 8. Dados de RMN de 'H (300 ou 400 MHz, DMSO-dg, 6 ppm, J Hz) obtidos para os derivados 6(a-k).

Ha

5 5 2 3
3=\ —/ R

N
6" 5

R = a: H; b: 2,4-diCl; ¢: 3,5-diCl; d: 3,4-diCl; e: 3-F; f: 3-Br; g: 3-Cl; h: 4-F; i: 4-OCHg3; j: 4-Br; k: 4-Cl

Ha Hs Hs H>’ Hs’ Hs’ Hs’ He’
6a 993 8,29 9,23 7,92 7,57 7,43 7,57 7,92
(s) (5 () (d, 7,8) t78 (t778) (t,7.8) (d,7,8)
6b 993 8,29 8,92 ) 7,95 ) 7,65 7,71
(s) (5 () (d,2,2) (dd, 8,6; 2,2) (d, 8,6)
6c 992 8,33 9,37 8,05 7,67 8,05
(s) () () (d, 1,8) (t, 1,8) (d, 1,8)
6d 992 8,32 9,34 8,25 ) 7,83 7,95
s) () () (d, 2,6) (d, 8,8) (dd, 8,8; 2,6)
6e 993 8,31 9,31 7,80-7,85 7,26-7,29  7,58-7,64 7,80-7,85
s) (5 ) (m) (m) (m) (m)
7,62 7,96
992 8,31 9,33 8,17 ' 7,51 i
6f ~) ' ; ' - (ddd, 8,1; ! (ddd, 8,1; 2,1;
s) 6 © (t, 2,1) 2.1:0.9) (t, 8,1) 0.9)
6g 992 8,31 9,31 8,04 7,47-7,50 7,59 7,91-7,93
(s) (5 ) (t, 2,0) (m) (t, 8,1) (m)
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Ha Hs Hs H2’ H3’ Ha4’ Hs’ He’

on 992 823 921 7,96 7.41 ] 7.41 7,96
() () (s) (dd,88;47) (t 838) (t, 8,8) (dd, 8,8; 4,7))

siv 988 822 9,07 7,80 7,09 ] 7,09 7,80
() () () (d,91)  (d,97) (d,9,1) (d, 9,1)

i 992 830 9,27 7.90 7,76 ] 7,76 7.90

b o ¢ (489  (d89) (d, 8,9) (d, 8,9)

s 989 827 9,24 7.93 7.60 ] 7.60 7,93
s) (5 (9 (d, 8,8) (d, 8,8) (d, 8,8) (d, 8,8)

*também identificado sinal simpleto em ¢ 3,80, referente ao grupo OCHs

Em relacdo aos atomos de hidrogénio do anel benzénico de todos 0s compostos, 0s sinais
foram observados na regido tipica de sistemas aromaticos. Para o derivado ndo substituido 6a,
foram observados trés sinais, sendo dois tripletos (t) em 6 7,43 e 7,57 referentes aos &tomos de
hidrogénio Hs’ ¢ H3’/Hs, respectivamente, e um dupleto (d) em ¢ 7,92 ppm relativo aos atomos
H.’/He’, todos com 3J = 7,8 Hz.

Para 6b (R= 2,4-diCl) foram identificados dois sinais dupletos em ¢ 7,71 (3J = 8,6 Hz)
e 7,95 (*J = 2,2 Hz) relacionados aos atomos Hg’ e Hs’, respectivamente, e o dupleto de dupletos
(dd) em 6 7,65 (3J = 8,6; *J = 2,2 Hz) foi atribuido ao atomo de hidrogénio Hs’.

No espectro de 6¢ (R= 3,5-diCl) o sinal tripleto em ¢ 7,67 foi associado ao atomo Ha’,
enquanto para os atomos H>’/He’ foi atribuido o sinal dupleto em ¢ 8,05, ambos 0s sinais com
4J = 1,8 Hz. O espectro de 6d (R= 3,4-diCl) apresentou trés sinais referentes aos atomos de
hidrogénio benzénico, sendo dois dupletos em ¢ 7,83 (3J = 8,8 Hz) e 8,25 (*J = 2,6 Hz) que
correspondem a Hs’ e Hy’, respectivamente, ¢ um dupleto de dupletos em ¢ 7,95 (3J = 8,8 e
43 = 2,6 Hz) relativo a He’.

No espectro do derivado meta substituido 6e (R= 3-F) foram identificados trés sinais
multipletos (m) relativos aos &tomos de hidrogénio benzénicos: 6 7,80-7,85 (H2’ e Hs’), 7,58-
7,64 (Hs”) e 7,26-7,29 (H4’). Para os demais derivados meta substituidos foram observados
quatro sinais: dois sinais tripleto associados aos &tomos Hz’ e Hs” em 6 8,17 (*J=2,1 Hz) e 7,51
(3J = 8,1 Hz) e dois sinais dupleto de dupletos de dupletos (ddd) relativos em § 7,62 e 7,96
(J=8,1;4=2,1e°)=0,8 Hz) para 6f (R= 3-Br) e para 6g (R= 3-Cl) os dois sinais tripletos
em ¢ 8,04 (*J=2,0 Hz) e 7,59 (3J = 8,1 Hz) foram atribuidos aos atomos Hz’ e Hs’ enquanto
os dois sinais multipletos entre 6 7,47-7,50 e 6 7,91-7,93 aos &tomos H4’ e Hs’.

Quanto aos derivados para substituidos 6h (R= 4-F), 6i (R= OCH3), 6j (R=4-Br) e 6k
(R= 4-Cl), foram identificados dois sinais correspondentes aos atomos de hidrogénio do anel
benzénico. Para 6h, devido ao acoplamento dos atomos de hidrogénio com o atomo de fluor,
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0s sinais presentes no espectro sdo: um tripleto em ¢ 7,41 atribuido aos atomos Hs’/Hs’, com
3] = 8,8 Hz e um dupleto de dupletos em 6 7,96, com 3] = 8,8 e J = 4,7 Hz, associado aos
atomos Hz’/He’. Para os demais derivados (6i, 6j e 6k), os sinais referentes aos atomos Hz’/He’
e Hs’/Hs’, respectivamente, sdo dupletos em ¢ 7,80 e 7,09 (3J = 9,1 Hz) para 6i, que ainda
apresentou um sinal simpleto em ¢ 3,80 associado aos atomos de hidrogénio do grupo metoxi
(OCHs); 67,90 e 7,76 (3J = 8,9 Hz) para 6j; e 6 7,93 ¢ 7,60 (°J = 8,8 Hz) para 6Kk.

Nos espectros de RMN de 3C (Apéndice D, espectros 44 a 55) dos derivados 6(a-k) foi
possivel identificar o sinal referente ao atomo de carbono carbonilico de 184,8 a 185,5 ppm e
todos os sinais relativos aos a&tomos de carbono dos nicleos pirazol e benzeno na regido de
carbonos aromaticos: 107,1 a 163,0 ppm. No espectro dos derivados fluorados 6e e 6h foi
possivel verificar os dupletos referentes aos acoplamentos entre o atomo de fldor e os &tomos
de carbono do anel benzénico, sendo ¢ 163,0 (}J = 244,3 Hz), 5 140,6 (3J = 10,5 Hz), ¢ 132,1
(= 9,3Hz),5114,7 (33 =21,1Hz),6 1156 (4J= 3,0Hz) e s 107,1 (3 = 26,8 Hz) para 6e
e 6 160,9 (1) =244,6 Hz), 5135,3 (*J=2,6 Hz), 5 121,4 (33 = 8,7 Hz) e § 116,4 (3J = 23,1 Hz)
para 6h. Ao atomo de carbono do grupo metoxi (OCHz) do derivado 6i foi atribuido o sinal em
0 55,6.

5.1.2.3 Sintese dos derivados 2-(1-aril-1H-pirazol-4-il)-1H-benzoimidazois 1(a-k)

Os produtos finais 2-(1-aril-1H-pirazol-4-il)-1H-benzoimidazéis 1(a-k) (Figura 39)
foram obtidos seguindo a metodologia descrita no item 6.1.2.3, a partir da reacdo dos
intermediarios 6(a-k) com OPD em etanol como solvente. Todos os produtos, exceto 1li e 1k,
foram purificados por cromatografia em coluna. O produto la sintetizado utilizando esta
metodologia ndo foi purificado, visto que ja havia sido obtido a partir da metodologia discutida
no item 5.1.1.
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Figura 39. Representacdes das estruturas dos derivados 1(a-k) sintetizados.
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O mecanismo proposto para a formacdo de 1(a-k) é apresentado no esquema 19 e se
inicia com a adi¢do nucleofilica do atomo de nitrogénio de uma das aminas da OPD ao atomo
de carbono carbonilico de 6(a-k). Uma transferéncia de proton permite a formacdo do
aminoalcool (1) que, apds desidratacdo, gera a base de Schiff (11). A ciclizacdo ocorre quando
0 atomo de carbono iminico de (I1) sofre uma adicdo nucleofilica do atomo de nitrogénio do
outro grupo amino. A transferéncia de préton intramolecular leva a formacéo do produto nao
aromatico (I11) que sofre oxidacdo gerando 1(a-k) (Dezfoolinezhad; Ghodrati; Badri, 2016;
Mohanty et al., 2018; Naeimi; Alishahi, 2012).

Esquema 19. Mecanismo proposto para a obtencdo de 1(a-k) a partir de 6(a-k).
0]
h?\ 2
VI ! HoN HO: (i N
Oy Ty D e
| N

HzN H,N
0]

R.. N Ha H H
HO ¥ 5 N [0] N
2 C - R~ R— O, r—

(1) (I 1(a-k)
R = a: H; b: 2,4-diCl; c: 3,5-diCl; d: 3,4-diCl; e: 3-F; f: 3-Br; g: 3-Cl; h: 4-F; i: 4-OCHzg; j: 4-Br; k: 4-Cl
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Antes da purificagdo por cromatografia em coluna, os produtos obtidos foram
caracterizados por FT-IR e as analises indicavam sucesso na sua obtencdo, visto que 0s
espectros apresentaram banda serrilhada na regifo de 3508 a 2535 cm™ referente ao estiramento
da ligacdo N-H dos produtos propostos, conforme ja discutido para derivado 1a no item 5.1.1,
bem como bandas de 1634 a 1420 cm relativas aos estiramentos das ligagées C=C e C=N.

Apos isolar os produtos, foram realizadas anélises de CCD que mostraram duas
manchas com Rfs muito proximos para 1(a,c,d-h). Como tentativa de purificacdo destes
compostos, realizou-se a recristalizacdo em etanol/agua, sem éxito. Os produtos 1(a-e,g-k)
foram analisados por HRMS (Apéndice E, espectros 56 a 65) e foi possivel identificar, em todos
0s casos, um pico com razdo m/z referente ao ion molecular protonado [M+H]" (Tabela 9) com
as devidas razdes isotopicas observadas para os derivados clorados, diclorados e bromado e
erro na faixa de 0,00 a 5,08 ppm.

Entretanto, com excecdo dos espectros de 1d e 1k (Apéndice E, espectros 58 e 64), foi
observado um pico intenso com razdo m/z que sugeria a formagdo de um subproduto, o que
corrobora com a observacéo feita na CCD da maioria dos compostos. As diferencas de unidades
entre o pico [M+H]* e o pico do subproduto nos respectivos espectros, como pode ser
consultado na tabela 9, sugerem que os subprodutos 2-(1-aril-1H-pirazol-4-il)-1-((1-aril-1H-
pirazol-4-il)metil)-1H-benzoimidazdis 7(a-h,j) tenham sido formados da reacdo 2:1 entre o0s

arilpirazolaldeidos correspondentes e OPD (Esquema 20).

Tabela 9. Dados de HRMS (ESI) obtidos para os derivados 1(a-e, g-k) e para os subprodutos 7(a-e, g-k).
m/z [M+H]* Erro m/z [M+H]* Erro
experimental tedrico (ppm) experimental tedrico (ppm)
la 261,1138 261,1135 1,15 7a 417,1828 417,1823 1,20
1b 329,0358 329,0356 0,61 7b 555,0234 555,0234 0,00
1c 329,0364 329,0356 2,43 7c 555,0247 555,0234 2,34
1d 329,0354 329,0356 0,61 7d - 555,0234 -
le 279,1039 279,1041 0,72 7e 453,1625 453,1634 1,99
19 295,0760 295,0745 5,08 79 485,1062 485,1043 3,92
1h 279,1045 279,1041 1,43 7h 453,1640 453,1634 1,32

1i 291,1242 291,1241 0,34 7i 477,2032 477,2034 0,42
1j 339,0240 339,0240 0,00 7] 575,0007 575,0012 0,87
1k 295,0740 295,0745 1,69 7K - 453,1634 -

R=a: H; b: 2,4-diCl c: 3,5-diCl; d: 3,4-diCl; e: 3-F; g: 3-Cl; h: 4-F; i: 4-OCHg3; j: 4-Br; k: 4-Cl.
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Esquema 20. Reacédo de formacdo dos subprodutos 7(a-h,j).

: NJ@
@ @NHZ — @

6(a-h,j) 7(a- h,,)
R = a: H; b: 2,4-diCl; ¢: 3,5-diCl; d: 3,4-diCl; e: 3-F; f: 3-Br; g: 3-Cl; h: 4-F; j: 4-Br

A formacdo dos subprodutos 7(a-h,j) pode ser justificado pelo mecanismo apresentado
no esquema 21. Nesta proposta, a base de Schiff (11), cuja formacéo foi discutida no esquema
19, reage com uma nova molécula de 6(a-h,j), via adicao nucleofilica. A transferéncia de préton
intramolecular gera o intermediario aminoalcool (I11), que sofre desidratacdo, formando a
bis-imina (V). A adicdo nucleofilica do &tomo de nitrogénio de uma das iminas ao carbono
iminico da outra promove a ciclizacdo, formando o intermediario (V) que, apds transferéncia
de hidreto, gera 7(a-h,j) (Arya et al., 2024; Chebolu et al., 2012).

Esquema 21. Mecanismo proposto para a obtencéo de 7(a-h,j).

Rin N
-H,0
Cur "
HO) R

()

N
"~ 1)
& .
{ k {
R4 R4
(V) 7(a-h,j)
R = a: H; b: 2,4-diCl; c: 3,5-diCl; d: 3,4-diCl; e: 3-F; f: 3-Br; g: 3-Cl; h: 4-F; j: 4-Br

A confirmacao de que se tratava de uma mistura se deu a partir das analises de RMN de
'H. E importante ressaltar que, embora a CCD de 1b indicasse apenas um produto, as analises
de HRMS e de RMN de *H mostraram a existéncia de uma mistura. No caso do derivado 1i, 0
espectro de HRMS indicava a possibilidade de mistura, devido ao limite de detec¢éo da técnica,,
entretanto, no espectro de RMN de *H (Apéndice H, espectro 92) nio foram observados sinais
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que indicavam a presenca do subproduto, o que corroborou com a observacao feita na anélise
por CCD. J& para 1d, apesar do espectro de HRMS (Apéndice E, espectro 59) sugerir pureza, a
analise de RMN de *H (Figura 40) confirmou que se tratava de uma mistura, o que ja havia sido
observado na CCD.

Analisando o espectro de RMN de 'H da mistura obtida na sintese de 1d, é possivel
identificar um sinal simpleto em ¢ 12,76 associado ao atomo de hidrogénio ligado ao &tomo de
nitrogénio (NH) de 1d, ao passo que o sinal em ¢ 5,68 pode ser atribuido aos atomos de
hidrogénio metilénicos (CH2) do subproduto 7d. E possivel inferir ainda que a proporgao de 1d
na mistura € maior do que a de subproduto 7d e que ha uma duplicacdo dos sinais da por¢do
arilpirazol no subproduto 7d, sugerindo que a estrutura proposta estd correta. A elucidagdo

estrutural completa do subproduto sera discutida no item 5.1.2.4.

Figura 40. Espectro de RMN de H (400 MHz, DMSO-dg) de 1d.
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A fim de investigar se variacdes na proporcdo dos reagentes da reacdo favoreceriam a
formagéo de um produto em detrimento do outro, foram avaliadas duas novas proporc¢oes
partindo do derivado 6d. Na primeira reagdo, o aumento de OPD de 1 para 2,5 EM mostrou um
perfil similar ao observado quando utilizado a propor¢éo 1:1, com a CCD sugerindo 0 consumo
da matéria-prima 6d e a formacao da mistura, com duas manchas com, Rf muito proximos.

J& na reacdo onde houve o aumento de 6d de 1 para 2,5 EM, ndo foi observado o

consumo completo da matéria-prima 6d, o que ja era esperado, visto que esta estava em excesso,
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todavia, além da formacéo da mistura com duas manchas de Rf muito proximos, também foi
observado que conforme o tempo de reacdo aumentava, aumentava também o nimero de
subprodutos formados, sendo esta metodologia considerada insatisfatoria. Como mudangas nas
proporcOes dos reagentes ndo mostraram vantagens em relacdo a proporcao ja utilizada para
sintese, decidiu-se que o melhor caminho para a obtengdo dos derivados preteridos puros era
realizando a purificagdo por cromatografia em coluna.

Todos os produtos 1(b-k) sdo solidos com coloracdo predominantemente bege claro ou
amarelo claro. Os derivados 1(b-h,j), submetidos a purificacdo por cromatografia em coluna,
foram obtidos com rendimentos que variaram de 10 a 38%, enquanto os produtos 1i e 1Kk,
obtidos por precipitacédo direta, apresentaram rendimento de 87 e 71%, respectivamente, como
pode ser consultado na tabela 10. O baixo rendimento obtido para os produtos purificados por
cromatografia pode ser justificado pela dificuldade de separacdo das duas substancias, devido
a polaridade préxima. Mesmo utilizando um eluente pouco polar (heptano:acetato de etila 8:2),
boa parte das fragOes recolhidas ainda consistiam na mistura inicial. Foi determinada a faixa de

fusdo para 1(b-k), com variacdo de 2 a5 °C.

Tabela 10. Rendimentos, aspecto e faixas de fuséo obtidos para os derivados 1(b-k).

Derivado Rendimento (%) Estado fisico  Coloracdo Faixas de fusdo (°C)

1b  2,4-diCl 10 sélido bege claro 240-242
1c 3,5-diCl 38 solido amarelo claro 300-303
1d 3,4-diCl 37 sélido bege claro 305-307
le 3-F 18 solido bege claro 249-251
1f 3-Br 28 sélido bege 246-247
1g 3-Cl 15 solido amarelo claro 253-255
1h 4-F ND solido amarelo ND

li  4-OCHs 87 solido marrom claro 273-277
1j 4-Br 29 solido laranja claro 320-323
1k 4-Cl 71 sélido bege claro 310-312

ND = nao determinado, devido a baixa pureza do produto.

Na tabela 11 estdo relacionadas as principais bandas observadas nos espectros de FT-IR
dos derivados 1(b-k) (Apéndice F, espectros 66 a 75): uma banda serrilhada na regido entre
3428 e 2526 cm™ associada ao estiramento da ligacdo N-H da por¢do benzoimidazol e de 1652

a 1421 cm™ as bandas relativas aos estiramentos das ligagcdes C=C e C=N.
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Tabela 11. Principais absor¢des na regido do Infravermelho para 1(b-k).

Movimento vibracional v N-H v C=C/C=N
1b 2,4-diCl 3120-2533 1631-1440
1c 3,5-diCl 3332-2875  1629-1421
1d 3,4-diCl 3108-2528 1652-1426
le 3-F 3064-2536 1632-1432
1f 3-Br 3051-2527 1628-1429
19 3-Cl 3160-2529 1629-1432
1h 4-F 3428-2530 1631-1428
1i 4-OCHjs 3477-2768 1631-1423
1j 4-Br 3059-2526 1634-1421
1k 4-Cl 3413-2673  1634-1427

Na caracterizacdo dos compostos por HRMS (Apéndice G, espectros 76 a 85) foi

identificado, para todos os derivados 1(b-k), o pico com razdo m/z referente ao ion molecular
protonado ([M+H]"), com erro na faixa de 0,61 a 3,65 ppm. Foi possivel observar ainda a
relacdo da abundancia isotopica dos atomos de cloro e bromo, com pico [M+2], em relacéo ao
pico base, com 2/3 de intensidade para os compostos diclorados 1(b-d), 1/3 de intensidade para

os monoclorados 1h e 1k e cerca de 97% de intensidade para 0s monobromados 1f e 1j.

Tabela 12. Dados obtidos nas analises de HRMS para 1(b-k).

Derivado _m/z (M+HT" — Erro (ppm)
experimental  teorico
1b 2,4-diCl  329,0368  329,0356 3,65
1c 3,5-diCl 329,0358 329,0356 0,61
1d 3,4-diCl  329,0350  329,0356 1,82
le 3-F 279,1051 279,1041 3,58
if  3-Br 339,0243  339,0240 0,88
1g 3-Cl 295,0754 295,0745 3,05
1h 4-F 279,1031 279,1041 3,58
1li 4-OCHs 291,1251 291,1241 3,43
1j  4-Br 339,0250  339,0240 2,95
1k  4-Cl 295,0740 295,0745 1,69

A confirmacdo das estruturas dos produtos 1(b-k) sintetizados foi feita a partir dos

espectros obtidos na RMN de 'H e de ** C. E importante destacar que, mesmo apds a
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purificacdo, nos espectros de HRMS dos derivados 1(b,c,e,h,j), devido ao limite de deteccédo

da técnica, foram observados os picos referentes ao subproduto 7(b,c,e,h,j). Contudo, nas

analises de RMN, ndo foram detectados sinais referentes a mistura, e, portanto, os produtos

foram considerados puros.

Os dados da RMN de H (Apéndice H, espectros 86 a 95) estdo organizados na tabela

13. Para todos os compostos foi observado um sinal simpleto alargado entre 12,70 e 12,79 ppm

referente ao atomo de hidrogénio do grupo N-H. Aos dtomos do anel pirazolico Hz e Hs foram

atribuidos os sinais simpletos em ¢ 8,32-8,42 e 8,78-9,30, respectivamente.

Tabela 13. Dados de RMN de *H (400 ou 500 MHz, DMSO-ds, § ppm, J Hz) obtidos para os derivados 1(b-k).

6 7
o
4 NH
— 5 2' 3
N
N Ny

N R
6' 5'
R = a: H; b: 2,4-diCl; c: 3,5-diCl; d: 3,4-diCl; e: 3-F; f: 3-Br; g: 3-Cl; h: 4-F; i: 4-OCHg3; j: 4-Br; k: 4-Cl
NH Hs Hs Ho' Hs' Ha' Hs' He' Ha", Hs", He'", H7"'
b 1276 839 878 7.95 _ 766(dd, 7,75 7,18(dd,59;31)e
1o 1276 842 930 805 ] 7,62 ] 8,05 7,20 (dd, 5,6: 3,2)
1q 1276 841 924 825 ] ] 783 7,96 (dd, 77 5128775243(%)(3
1o 1279 840 920 7,03 ] 7.80- 7,57-7,62 7,80-7,84 7,20 (dd, 6,0; 3,1) e
(s) () (s) 7,25(m) 7,84 (m)  (m) (m) 7,57-7,62 (m)
L 1276 841 921 817 ] 757- 752 797 7,20 (dd, 6,0; 3,1)
1 1276 840 921 8,04 ] 7.44- 7,58-7,61 7,93(dd, 7,20 (dd, 6,0;3,1) ¢
SOOI ONNO 746(m) (m) 81;11)  7,58-7-61(m)
j 1273 836 910 R Ta 741 7,96 (dd, 7’1(2'7%22)(?7);671’52
© O © Ty €90 (t,9,0) 9,0;47) N
o 1270 832 899 783 711 711 783 7’1(2'7{323)(;”7);670’52
) () () (d,90) (d 9,0) (d,90 (d,90) '(d.82)
;1277 839 913 790 776 ) 7,76 7,90 7’137%2&)(?7);671'53
b)) ) () (d89) (d 809) d, 89 (d, 89)  f0) € L

(d, 7,0)
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NH Hz: Hs H Hs' Hq' Hs' He'  Ha", Hs", He", H7"

7,18-7,21 (m); 7,53
(d, 6,6) e 7,61-7,64
(m)

12,77 8,39 9,13 7,96 7,61- 7,61-7,64 7,96

9 © © @8y ream (m  (d,89)

! foram identificados varios sinais referentes a contaminagéo
2 também foi identificado um sinal simpleto em § 3,82, referente ao grupo OCHs

Para os atomos de hidrogénio do anel benzénico do derivado 1b (R= 2,4-diCl) foram
identificados trés sinais: dois dupletos em ¢ 7,95 (*J = 2,2 Hz) e 7,75 (3J = 8,6 Hz) relacionados
a Hs’ e He’, respectivamente, ¢ um dupleto de dupletos em & 7,66, com 3J = 8,6 e 4] = 2,2 Hz,
associado a Hs’. Os sinais multipletos entre 7,53-7,57 ppm e o dupleto de dupletos em ¢ 7,18
(3J = 5,9; 4 = 3,1 Hz) séo relativos aos atomos de hidrogénio H4”, Hs”, Hs” ¢ H7” do nucleo
benzoimidazol.

No espectro de 1c (R= 3,5-diCl) foram observados um sinal dupleto em ¢ 8,05 e
43 =1,5Hz e um simpleto em § 7,62, referentes aos atomos do anel benzénico Hz’/Hg’ e Ha’,
respectivamente. Ja para os atomos Hs”, Hs”, Hs” ¢ H7” do benzoimidazol foram atribuidos ao
sinal dupleto de dupletos em ¢ 7,20, com 3J = 5,6 e 4J = 3,2 Hz e ao multipleto em ¢ 7,53-7,57.

Os sinais dupletos em ¢ 8,25 (*J = 2,6 Hz) e 7,83 (3J = 8,8 Hz) no espectro de 1d
(R= 3,4-diCl) foram relacionados aos &tomos do anel benzénico de Hz’ e Hs’, respectivamente,
enquanto o dupleto de dupletos em ¢ 7,96, com 3J = 8,8 e J = 2,6 Hz, foi associado a He’. Aos
atomos do benzoimidazol Hs”, Hs”, Hs” € H7” foram atribuidos os trés sinais multipletos em
0 71,18-7,23, 7,52-7,54 e 7,60-7,62.

Na analise do derivado meta substituido 1e (R= 3-F), a atribuicdo dos sinais dos &tomos
de hidrogénio do anel benzénico, H2’, Ha’, Hs’ e He’, € do benzoimidazol, H4”, Hs”, Hs” ¢ H7”,
foi feita utilizando os espectros de correlacdo bidimensionais HSQC e HMBC. O espectro de
HSQC (Figura 41) mostra que o multipleto em ¢ 7,80-7,84 esta correlacionado em A com o
sinal dupleto em ¢ 105,9 com 2J = 26,5 Hz, podendo corresponder aos hidrogénios Hz> ou Ha’,
e em B com o dupleto em 6 114,4 e *J = 2,8 Hz, relacionado a He’.

Para o multipleto em ¢ 7,57-7,62, foi observada a correlagdo em C com o dupleto em
5114,4 e 4) = 2,8 Hz, indicando uma sobreposicdo com o sinal que pode ser atribuido aos
atomos Hs”, Hs”, H” ou H7” e em D com o dupleto em ¢ 131,5 e 3J = 9,4 Hz, associado a Hs’.
O multipleto em ¢ 7,23-7,25 apresentou correlagdo em E com o sinal dupleto em ¢ 1134 e
8] = 21,1 Hz, podendo ser associado aos hidrogénios Hz> ou Ha’, e 0 dupleto de dupletos em
57,20 (33 =6,0; 4J = 3,1 Hz) correlaciona-se em F com o sinal em ¢ 121,8, relativo aos 4&tomos
Hs”, Hs”, He”” ou H7”.



Figura 41. Mapa de correlacdo HSQC de 1e.
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No espectro de HMBC (Figura 42) é possivel observar que o multipleto em ¢ 7,80-7,84

esta correlacionado com os sinais dupleto em ¢ 105,9 (3J = 26,5 Hz) em A, J 113,4

((J=21,1Hz) em B e em ¢ 131,5 (3J = 9,4 Hz) em C, portanto, podem ser associados a este

sinal os &tomos Hs’ e He’. Para o multipleto em ¢ 7,57-7,62, a correlagdo em D com o sinal em

0121,8, relativo aos atomos Ha”, Hs”, Hs” ou H7”, confirmando a atribuicdo feita com o HSQC.

O multipleto em ¢ 7,19-7,24 apresentou correlacdo em E com o sinal dupleto em ¢ 105,9

(?J = 26,5 Hz) e em F com o dupleto em § 114,4 (*J = 2,8 Hz), entfo a este sinal podem ser

relacionados os atomos H>’ e os do anel benzoimidazélico Hs”, Hs”, He” ou H7”. O espectro de

HMBC completo pode ser consultado no Apéndice H, espectro 106.

Figura 42. Expansdo do mapa de correlagdo HMBC de 1e.
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Para os derivados 1f (R= 3-Br) e 1g (R= 3-Cl) foram identificados quatro sinais
relacionados aos atomos de hidrogénio benzénico H>’, Hs’, Hs” ¢ He’, sendo: um simpleto em
5 8,17, um multipleto em § 7,57-7,59, um tripleto em ¢ 7,52 (3J = 8,0 Hz) e um dupleto em
57,97 (J = 8,0 Hz), respectivamente, para 1f e um simpleto em § 8,04, um multipleto em ¢
7,44-7,46, um multipleto em ¢ 7,58-7,61 e um dupleto de dupletos em ¢ 7,93 (3J = 8,1;
43 =1,1 Hz), nessa ordem, para 1g. Para os atomos benzoimidazdlicos Hs”/H7” e Hs”/Hg”, em
ambos os espectros foram observados um sinal dupleto de dupletos em ¢ 7,20 (3J = 6,0;
4J = 3,1 Hz) e um multipleto em ¢ 7,57-759, para 1f, e em ¢ 7,58-7,61, para 1g.

Para 1h (R= 4-F), devido ao acoplamento dos atomos de hidrogénio do anel benzénico
com o atomo de fldor, foi identificado um sinal dupleto de dupletos em 6 7,96 (3J =9,0; %) = 4,7
Hz) referente aos atomos equivalentes Hz> e He’, € um tripleto em ¢ 7,41 (3J = 9,0 Hz) relativo
aos atomos também equivalentes Hs’ e Hs’. Também foram observados sinais de contaminacgao
que podem ser atribuidos aos solventes utilizados no processo de purificagdo do composto
(Fulmer et al., 2010).

Nos espectros de 1i (R=4-OCHz), 1j (R=4-Br) e 1k (R=4-Cl) foram identificados dois
sinais dupletos atribuidos aos atomos de hidrogénio H>’/He’ ¢ Hz’/Hs’: em o 7,83 e 7,11
(3J=9,0Hz),7,90e7,76 (*J=8,9 Hz) ¢ 7,83 e 7,63 (3J = 8,9 Hz), respectivamente. No espectro
de 1i ainda foi observado um simpleto em ¢ 3,82, referente aos &tomos de hidrogénio do grupo
metoxi (OCHs) e o sinal em 6 7,63 (3J = 8,9 Hz) no espectro do derivado 1k foi sobreposto com
o sinal de um dos hidrogénios do anel benzoimidazdlico.

Importante destacar que para todos os derivados para substituidos 1(h-k) foram
observados trés sinais para os atomos do benzoimidazol: um sinal multipleto na faixa de 7,17 a
7,21 ppm, dois sinais dupletos entre ¢ 7,52 e 7,53, com 3J = 74, 8,2, 7,0 e 6,6 Hz,
respectivamente, entre 5 7,60 e 7,61, com 3J = 7,4, 8,2, 7,0 Hz, nessa ordem, exceto para 1k,
que teve o sinal sobreposto no multipleto em ¢ 7,61-7,64. Esses dados indicam uma assimetria
nesse nucleo, ao contréario dos demais derivados, para os quais foram observados apenas dois
sinais, devido a simetria proporcionada pelo prototropismo no nucleo benzoimidazol, conforme
ja apresentado no item 1.1.3.

Em relagio aos espectros de RMN de *C (Apéndice H, espectros 96 a 105), para 0s
derivados 1(b,c,e-g), em que foi observada simetria no anel benzoimidazélico na RMN de *H,
todos 0s espectros apresentam dois sinais a menos do que o esperado. Nos espectros dos
produtos com assimetria no anel benzoimidazolico na RMN de *H 1(d,h-k), o niimero de sinais

identificados foi igual ao numero de atomos de carbono esperado nas moléculas. A atribuicdo
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dos sinais de carbono foi realizada a partir dos espectros de correlagdo HSQC e HMBC obtidos
para os compostos 1c, 1g e 1k.

O espectro de HSQC (Figura 43) do derivado 1c mostra que em A o sinal relativo aos
atomos de hidrogénio Hz’/He’ esta correlacionado como o sinal de carbono em ¢ 117,1
(C2’/C¢’); em B, o sinal referente aos atomos Hs”/ H7”” ou Hs”/He” em ¢ 7,20, correlaciona com
o sinal de carbono em ¢ 121,8 (C4”/C7” ou Cs”/Cs”); a correlacdo em C é entre o sinal atribuido
a Ha’ e o sinal em 0 126,0 (C4”). As correlagbes em D e E sdo relativas aos &tomos do anel
pirazdlico, sendo a primeira entre o sinal de Hs com o sinal em ¢ 127,7 (Cs) e a segunda entre
o sinal de Hz com o sinal de carbono em ¢ 140,3 (Cz). N@o foi observada a correlagdo direta
para os atomos de hidrogénio benzoimidazdlicos relativo ao sinal em ¢ 7,57-7,59. Portanto, dos
nove sinais observados no espectro de RMN de *3C de 1c, cinco sio de carbonos metinicos, um
a menos que o esperado. Os demais sinais em ¢ (1) 116,5, (2) 135,0, (3) 140,8 e (4) 145,1 sdo
referentes aos 4&tomos de carbono que ndo estdo ligados a &tomo de hidrogénio, também um

sinal a menos que o esperado.

Figura 43. Mapa de correlagdo HSQC de 1c.
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Para atribuicdo dos sinais de 1c que ndo apresentaram correlagdo no HSQC foi utilizado
0 espectro de HMBC (Figura 44). O sinal de carbono 1 em ¢ 116,5 mostrou correlacdo em A
com o sinal de Hs e em B com o sinal de Hzs, sendo referente ao atomo Cs. O sinal 2 em ¢ 135,0
apresenta correlagdo em C com o sinal dos &tomos equivalentes Hz” e Hs” ¢ em D com o sinal
Ha4’, sendo, portanto, relativo aos atomos equivalentes C3” ¢ Cs’. J& o sinal 3 em ¢ 140,8

apresenta correlagdo em E apenas com o sinal dos &tomos equivalentes H>’ e He’, tendo sido
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atribuido ao atomo C:’ e o sinal 4 em ¢ 145,1 apresenta uma fraca correlacdo em F com o sinal
de Hs, por isso associado ao 4&tomo C»”. O sinal relativo ao atomo de carbono ndo ligado a
atomo de hidrogénio que ndo apareceu no espectro foi relacionado aos atomos da fusdo dos

anéis no benzoimidazol C3” e Cg”.

Figura 44. Mapa de correlacdo HMBC de 1c.
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No espectro de HSQC (Figura 45) do derivado 1g foram observados sete sinais de
correlacdo, uma a menos que o esperado, sendo: A entre o sinal referente ao a&tomo He’ € o sinal
de carbono em 6 117,0 (Cs’); B entre 0 H2’ e o sinal de carbono em ¢ 118,4 (C2’); C entre 0
sinal referente ao atomos H4”/H7” ou Hs”/He” em ¢ 7,20 e o sinal em ¢ 121,7 (C4”/C7” ou
Cs”/Cs”); D entre o sinal Hs* ¢ o sinal em 6 126,5 (C4’); E entre o sinal de Hs e 0 sinal em
0 127,2 (Cs); F entre Hs’ ¢ o sinal em ¢ 131,4 (Cs’) e G entre Hs e 0 sinal em ¢ 139,9 (Cs).

E importante destacar que, mesmo que o sinal de hidrogénio em J 7,59 seja relativo a
sobreposicao dos sinais de Hs” e Hs”/H7”” ou Hs”/Hs”, o sinal de carbono em ¢ 131,4 (correlagdo
F) so pode ser atribuido a Cs’, uma vez que no espectro de HMBC (Figura 46) ndo é observada
correlacdo entre esse sinal de carbono e o sinal em o 7,20 referente aos atomos H4”/H7” ou
Hs”/He”. Sendo assim, tal como para 1c, o sinal de carbono metinico ndo observado é referente

a dois dos atomos de carbono equivalentes do benzoimidazol.



Figura 45. Mapa de correlacdo HSQC de 1g.
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Os quatro sinais de carbono que ndo apresentaram correlacdo no HSQC séo relativos

aos atomos que ndo estdo ligados a &tomos de hidrogénio, um sinal a menos que o esperado, 0s

quais foram atribuidos a partir da analise do espectro de HMBC (Figura 46). O sinal 1 em

0 116,4 é referente a C4, uma vez que apresentou correlacdo em A com Hse em B com Hi. O

sinal 2 em ¢ 134,0 mostrou correlagdo com os atomos de hidrogénio do anel benzénico Hz’, Hs’

e Hs’ em C, D e E, respectivamente, sendo associado a Cs’. Para o sinal 3 em ¢ 140,2 foram

observadas correlagdes com os sinais de Hz2’, He’ e Hs’ em F, G e H, nessa ordem, sendo relativo

ao atomo C;1’. Ja o sinal 4 em o 145,4 apresentou uma correlagdo em I menos intensa com Hs,

tendo sido atribuido a C2”. O sinal ndo observado é relativo aos &tomos da fusdo dos anéis no

benzoimidazol C3” e Cg”.



Figura 46. Mapa de correlacdo HMBC de 1g.

Hs' e H, M H;”
ouHs"Hs H,"/H," ou

Hs
He
Cy o° ol
C,’
C.” Gy ou
C:7/Cq”
Cy
co | 0 0
CSJ
o (2 —
Cs & 0
c 3
Cy (4)— 4 1

Hy'
I'x

¢ 8

o *@ g0 ©
) L] i
o
06 il s 47
.
N i
i 8
c. ¥ p ¥ 29 NH
g @ ©E 3 4
(A
N 5
0..Fe .S Hm 1
6 2
. 3
s cl

F113
120
125

130E
o

140

145

8.2 B.0 7.8 e 7.4 [ 7.0 6.8
ppm

80

No espectro de HSQC de 1k (Figura 47) foram observados oito sinais de correlagéo, o

numero esperado de sinais de &tomos de carbono ligados a &tomos de hidrogénio. A correlacdo

em A ¢é entre o sinal em ¢ 7,53, referente a um dos atomos de hidrogénio do benzoimidazol

(H4”, H7” ou Hs”, He”), € 0 sinal de carbono em ¢ 110,9 (C4” ou C7” ou Cs” ou Cg”); 0 Sinal em

0 7,61-7,64 (H2’/He’ e Hs”, H7” ou Hs”, He”) apresentou correlagdo em B com o sinal em
0118,2 (C4” ou C7” ou Cs” ou Cs”) e em C com o sinal em ¢ 129,6 (C3’/Cs’). J&em D, o sinal

relativo a H2’/Hes’ ou Hs’/Hs’ foi correlacionado com o sinal em ¢ 120,2 (C2’/Cs’), enquanto em

E o sinal em ¢ 7,18-7,21, atribuidos a dois dos atomos de hidrogénio do benzoimidazol (Ha”,

H7” ou Hs”, He””), mostrou correlagdo com os sinais de carbono em ¢ 121,4 e 122,1 (C4” ou C7”

ou Cs” ou Cs”). Os atomos do anel pirazolico Hs e Hz foram correlacionados com os sinais de
carbono em ¢ 125,9 (F, Cs) e 0 139,7 (G, Cs), respectivamente.
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Figura 47. Mapa de correlacdo HSQC de 1k.
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Os seis sinais de carbono que néo apresentaram correlacdo no HSQC séo relativos aos
atomos gue ndo estdo ligados a atomos de hidrogénio, os quais foram atribuidos a partir da
analise do espectro de HMBC (Figura 48). O sinal 1 em ¢ 116,0 € relativo a Ca, visto que
apresentou correlacdo em A com Hse em B com Ha. O sinal 2 em 6 131,0, correlacionado com
0s 4tomos de hidrogénio do anel benzénico Hz2’/He” e H3’/Hs” em C e D, respectivamente, foi
associado a C4’. O sinal 3 em ¢ 134,2 foi atribuido a um dos atomos da fusdo do anel
benzoimidazol C3” ou Cg” devido as correlagdes em E com o sinal de NH e em F com o sinal
em ¢ 7,18-7,21, atribuido entdo a Ha” e H7”” devido a maior proximidade destes (*J) com a fuséo
dos anéis.

O sinal 4 apresentou correlacbes com 0s mesmos sinais que 2, Hz’/He’ € Hz’/Hs” em G
e H, respectivamente, e foi associado ao &tomo C:’, devido a regido em que o sinal relativo a
este atomo foi observado no espectro dos demais derivados. O sinal 5 em ¢ 143,6, assim como
o sinal 3, foi atribuido a um dos &tomos da fusdo do anel benzoimidazol C3” ou Cs” posto que
apresentou correlagdes com o sinal de NH em | e com Hs” e H7” em J. J4 0 sinal 6 em ¢ 145,4

mostrou correlagdo em K com o sinal de NH e em L com Hs, sendo referente a C,”.
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Figura 48. Mapa de correlagdo HMBC de 1k.
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Com base nessas analises, foi feita a atribuicdo dos sinais de carbono dos demais
derivados e os dados obtidos podem ser consultados na tabela 14. Os sinais observados estdo
na faixa tipica de carbono de sistemas aromaticos de ¢ 162,5 a 105,9, com um sinal em ¢ 55,4
no espectro de 1i, referente ao &tomo de carbono do grupo metoxi (OCH?3). Para o derivado 1h
(R= 4-F) néo foi possivel atribuir os sinais de carbono, devido ao grande numero de sinais de

contaminantes (Apéndice H, espectro 102).

Tabela 14. Dados de RMN de *3C (100 ou 125 MHz, DMSO-ds, § ppm, J Hz) obtidos para os derivados 1(b-k).

.
-
NH
TR s 2w
3%,/ _X

N
6' 5
R = a: H; b: 2,4-diCl; c: 3,5-diCl; d: 3,4-diCl; e: 3-F; f: 3-Br; g: 3-Cl; h: 4-F; i: 4-OCHg3; j: 4-Br; k: 4-Cl
b 1c  1d le 1f  1g 1i* 1j 1k

C3 136,2 140,3 139,6 139,8 140,0 1399 138,9 139,8 139,7

C4 115,1 116,5 1159 116,0 116,2 116,2 1154 116,1 116,0

C5 128,7 127,7 128,4 127,2  127,3 1272 126,5 126,8 126,9

140,5

C1 139,6 140,8 138,2 (d, 10,4)

140,4 140,2 134,2 138,4 137,9
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b 1c  1d le 1 1 1i* 1 1K
. 105.9
C2 1338 1172 117.7 1213 1184 1146 1206 1202
(d, 26,7)
c3' 1300 1351 1625 4417 1340 1202 1324 1296
0 158 13166 (@ 2439 1M1 1340 120 ’ ’
126.9
c4' 1310 126.0 1134 99004 1265 1580 1192 1310
(d, 21,1)
C5 1291 1351 1310 910 1795 1314 1202 1324 1296
) ) 1 (d’ 12114) ) 1 ) i) i)
, 114.4
Co' 1285 1172 1107 196 1075 1171 1146 1206 1202

C2'" 1454 1451 1447 1453 1455 1454 1458 145,4 145,4

c3",  1432e ~ 1437e 1437e 1436e
cs" 1337 1328 1342 1342
Cc4", 1216e 1218¢ 1219e 122,0e 122,1e
cye 1247 1218 Tong 1144 1218 1218 To0a 114 1214
C5" 1181e 12186 1181e 1182e 1182¢
cer L7 1218 Tia0 1144 1218 1218 Tiin9t 108 1109

*também identificado sinal em ¢ 55,4, referente ao grupo OCHjs

5.1.2.4 Caracterizagdo do subproduto 7c

Embora os derivados 1(b-h,j) tenham sido submetidos a purificagcdo por cromatografia
em coluna, apenas o subproduto 7c¢ (Figura 49) foi obtido puro, como um solido branco, devido
ao processo de separacdo ter sido pouco eficaz para separar as duas substancias, visto que uma

guantidade significativa das fracGes obtidas consistia ainda na mistura dos dois compostos.

Figura 49. Representacdo da estrutura do subproduto 7c.
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A analise de FT-IR (Figura 50) mostrou que o atomo de nitrogénio pirrélico do
benzoimidazol estava substituido, uma vez que ndo foi observada a banda serrilhada
caracteristica da ligacdo N-H do anel benzoimidazélico. Foram identificadas bandas referentes
as ligagBes Csp?-H dos anéis aromaticos entre 3137 e 3075 cm™ e Csp®-H do grupo metilénico
de 2929 a 2870 cm?, além das relativas as ligagdes C=C e C=N de 1589 a 1436 cm™.
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Figura 50. Espectro de FT-IR do subproduto 7c.
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Na analise de HRMS (Figura 51) foi identificado um pico com razdo m/z referente ao
fon molecular protonado [M+H]" (m/z tedrico: 555,0234), com erro de 0,54 ppm. Também foi
possivel confirmar que existem quatro atomos de cloro na molécula, uma vez que foram
observados os picos [M-2]" e [M+2]*, em relacdo ao pico base, com cerca de 80% e 50% de
intensidade, respectivamente, proporcdes esperadas devido a combinacdo da abundancia

isotopica do cloro.

Figura 51. Espectro de HRMS (ESI) obtido para 7c.
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A confirmagcéo da estrutura proposta foi realizada a partir das analises de RMN de 'H e
de 13C e dos espectros de correlagdo bidimensionais HSQC e HMBC. O espectro de RMN de 'H
(Figura 52) apresentou 11 sinais: cinco simpletos, dois dupletos, dois tripletos e dois
multipletos, com integracéo relativa dos sinais referente a 16 atomos de hidrogénio, enquanto
no espectro de RMN de **C (Figura 53) existem 22 sinais. Portanto, a quantidade de sinais tanto
de hidrogénio quanto de carbono corresponde ao nimero esperado para a estrutura sugerida. As
atribuicBes mostradas nos espectros de RMN de 'H e de **C foram realizadas a partir das
analises dos espectros HSQC (Apéndice I, espectro 107) e HMBC (Apéndice I, espectro 108),

discutidas a seguir.

Figura 52. Espectro de RMN de H (500 MHz, DMSO-ds) de 7c.
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Figura 53. Espectro de RMN de *3C (125 MHz, DMSO-ds) de 7c.
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Dos cinco sinais simpletos observados, quatro, em ¢ 9,29, 8,59, 8,42 e 7,73,
apresentaram integracdo relativa de um atomo de hidrogénio e podem ser associados aos &tomos
dos aneis pirazdlicos Hs, He, Hz e He, e um sinal em ¢ 5,69, o Unico sinal fora da regido de
atomos de hidrogénio aromaticos, com integracdo relativa a dois atomos de hidrogénio, é
referente aos &tomos de hidrogénio metilénicos Ht. Os dois sinais dupletos em 6 8,12 e 7,87,
com integracdo relativa a dois &tomos de hidrogénio, e os dois sinais tripletos em 6 7,62 e 7,49,
com integracdo relativa a um atomo de hidrogénio, sdo relativos aos atomos dos anéis
benzénicos Hy’, Hy’, Ha’e Hg’. Os dois sinais multipletos em 6 7,24-7,27 e 7,66-7,68, com
integracdo relativa a dois atomos de hidrogénio, foram associados aos atomos de hidrogénio do
benzoimidazol H4”, Hs” He” ¢ H7”.

No espectro de HSQC foram observados doze sinais de correlacdo, um a menos que o
esperado para 0 humero de atomos de carbono ligados a atomos de hidrogénio. Para melhor
compreenséo, o espectro de HSQC foi dividido em duas expans6es (Figuras 54 e 55). Na figura
54, pode ser observado em A que o sinal em ¢ 5,69, referente aos hidrogénios metilénicos Hs,
esta correlacionado com o sinal de carbono em ¢ 38,4, denominado Cy. O sinal multipleto em

0 7,66-7,68 apresentou correlagdo com dois sinais de carbono: em B com o sinal em 6 110,6 e
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em C com o sinal em ¢ 118,6, evidenciando que os 4&tomos de carbono do benzoimidazol ndo
séo equivalentes.

Para os sinais dupletos, foi observada a correlagdo em D entre o sinal em ¢ 7,87 e 0 em
0 116,6, e em E entre os sinais em ¢ 8,12 e 117,3. O multipleto em 6 7,24-7,27 apresentou
correlagédo apenas com o sinal em ¢ 122,1, em F, quando eram esperadas duas correlacoes tal
qual observado para o multipleto em ¢ 7,66-7,68. J& para os tripletos, o sinal em o 7,49 est4

relacionado ao sinal em 6 125,4 (G) e em 6 7,62 esta relacionado ao em ¢ 126,0 (H).

Figura 54. Expansdo (1) do mapa de correlagdo HSQC de 7c.
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Para os sinais simpletos, referentes aos atomos de hidrogénio dos nucleos pirazolicos,
foram observadas as seguintes correlacfes (Figura 55): em I, entre os sinaisem ¢ 8,59 e 127,1;
em J, entre os sinais em ¢ 9,29 e 128,0; em K, os sinais em ¢ 7,73 e 141,1; e em L, entre 0s
sinais em o 8,42 e 141,9.
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Figura 55. Expansdo (2) do mapa de correlagdo HSQC de 7c.
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A correta atribuicdo dos sinais, tanto de hidrogénio quanto de carbono, se deu a partir
da anélise do espectro de HMBC. Com a finalidade de melhorar a compreensao da discusséo,
o0 espectro foi divido em trés expans@es (Figuras 56, 57 e 58). A correlacdo em A (Figura 56),
mostra a interacdo entre 0 atomo de carbono do grupo metilénico Cs, em 6 38,4, com o sinal de
hidrogénio em ¢ 8,59 e, portanto, este foi atribuido a He, uma vez que este estd mais proximo
de Cr (3J) do que Hs (°J), para o qual foi relacionado o sinal em § 9,29. O sinal 1, referente a
um atomo de carbono ndo ligado a &tomo de hidrogénio, em ¢ 114,8, foi associado ao carbono
do anel pirazolico Cs, visto que apresentou correlacio em B com o sinal de Hs (5 9,29, 2J) e em
C com o sinal em ¢ 8,42 (°J), que foi atribuido a Ha.

Em D, o sinal em ¢ 116,6, associado ao dupleto em ¢ 7,87, apresentou correlagcdo com
o tripleto em ¢ 7,49 (3J), enquanto em E ¢ observada a correlagdo entre o sinal em 6 117,3,
relacionado ao dupleto em 6 8,12, com o tripleto em ¢ 7,62 (3J), indicando quais os sinais sdo
de um mesmo anel benzénico. O sinal 2 (6 120,2) referente a um &tomo de carbono néo ligado
a atomo de hidrogénio foi associado ao atomo de carbono Cg, uma vez que apresentou
correlagio em F com He (J 8,59, 2J), em G com o sinal em ¢ 7,73, que foi atribuido a Hc (2J) e
em H com Hs (6 5,69, 2).

O sinal 3, em ¢ 122,3, embora néo tenha apresentado correlagdo com nenhum sinal de
hidrogénio no HSQC, foi relacionado a um dos atomos de carbono ligado a atomos de

hidrogénio do anel benzoimidazoélico, uma vez que em | apresenta correlacdo com o sinal
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multipleto em § 7,66-7,68 (2J), correlagdo também observada para o sinal em ¢ 122,1, que

apresenta correlacdo 1J com o multipleto em 6 7,24-7,27.

Figura 56. Expansdo (1) do mapa de correlagdo HMBC de 7c.
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A figura 57 mostra que o sinal 4 em ¢ 134,9, com correlages com 0s sinais em ¢ 7,87
(J,23) e 07,49 (K, 2J), e o sinal 5 em § 135,0, que apresentou correlacdo com os sinais ¢ 8,12
(L, 2J) e 6 7,62 (M, 2J), foram associados aos atomos de carbono ligados aos atomos de cloro
C¢’ ou Cs’, indicando mais uma vez qual o conjunto de sinais de cada anel benzénico. Ja o sinal
6 em o 135,3 é referente ao atomo de carbono da fusdo entre os anéis no benzoimidazol Cs”,
visto que esta correlacionado em N com multipleto em ¢ 7,24-7,27, correlacdo esta que permitiu
a atribuicdo do multipleto a Hs” ¢ H7”, devido a interacdo de Cg” com atomo de hidrogénio
vicinal H7” (3J), e em O com Hs (6 5,69, 3J). Este sinal ndo poderia ser associado a Cs” tendo

em vista a maior distancia entre este &tomo e Hr (*J).
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Figura 57. Expansdo (2) do mapa de correlacdo HMBC de 7c.
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Para 0 4&tomo de carbono do anel benzénico diretamente ligado ao 4&tomo de nitrogénio
do pirazol de cada nucleo foram observadas (Figura 58) as correlagdes entre o sinal 7 em ¢ 140,8
e o dupleto em 6 8,12 (2J), em P, e entre o sinal 8 em ¢ 141,0 e o sinal de He (J 8,59, 2J), em Q,
e o0 dupleto em ¢ 7,87, em R, que pode entdo ser atribuido a Hy’, logo o dupleto em 6 8,12 €
referente a Hz’. Assim sendo, o sinal 7 pode entdo ser atribuido a C1’, enquanto 8 € referente a
Ca.

Figura 58. Expans&o (3) do mapa de correlagdo HMBC de 7c.
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Osinal 9 em 0 142,7 é referente ao atomo Cs”, da fusdo entre os anéis do benzoimidazol,
pois apresenta correlagido em U com o multipleto atribuido a Hs” e He” (6 7,66-7,68, J) e 0
multipleto relativo a Hy” e H7” (6 7,24-7,27, 2J). O sinal 10 em & 145,4 exibe correlago fraca
em W com Hs (6 9,29, 3J) e em X com Hs (d 5,69, 3J) e, diante disto, foi atribuido ao atomo
C>”, devido a sua ligacao direta a dois atomos de nitrogénio, o que desblinda o sinal do nucleo
e justifica 0 maior deslocamento quimico. A atribuico de todos os sinais de H e de *C, bem
como os dados de correlacdo observados, podem ser consultados na tabela 15.



Tabela 15. Dados de RMN de 'H e *C (DMSO-ds, § ppm, J Hz) obtidos para 7c.
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Correlagdo HSQC

Atribuicdo 6-13C(8) ¢-*H (multiplicidade, J, integral)

Correlacdo HMBC
Atribuicdo 'H (o)

f 38,4 5,69 (s, 1H) He (8,59)
5"ou6"  110,6 7,66-7,68 (m, 2H) He” e Hy” (7,24-7,27)

4 114,8 - Hs (9,29); Hs (8,42)

b 116,6 7.87 (d, 1,8, 2H) Hy’ (7,87); Ha® (7,49)

2 117,3 8,12 (d, 1,8, 2H) Hy’ (8,12); Ha’ (7,62)
5"ou6" 1186 7,66 -7,68 (m, 2H) He” e Hy” (7,24-7,27)

d 120,2 - He (8,59); He (7,73); Hs (5,69)
4ou7" 122, 7,25-7,27 (M, 2H) Hs” e He” (7,66-7,68)
4"ou7" 1223 - Hs” ¢ He” (7,66-7,68)

d 1254 749 (¢, 1,8, 1H) Hp’ (7,87)

4 126,0 7,62 (t, 1,8, 1H) Hy* (8,12)

e 127,1 8,59 (s, 1H) He (7,73); Hr (5,69)

5 128,0 9,29 (s, 1H) Hs (8,42)

¢ 134,9 - Hp’ (7,87); Ha® (7.49)

3 135,0 - Hy’ (8,12); Ha (7,62)

g 135.3 ] Ha” e Iﬁ;’(gézgd)f-Y,ZY);

1 140,8 - Hy* (8,12)

a' 141,0 - He (8,59); Hp’ (7,87)

141,1 7.73 (s, 1H) Hr (5,69)

3 141,9 8,42 (s, 1H) Hs (9,29)

- R O

2" 1454 - Hs (9,29); Hr (5,69)
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5.2 SINTESE DOS DERIVADOS TRIAZOL-IMIDAZOLINICOS 2(a-l)

A rota sintética (Esquema 22) escolhida para a obtencgdo de 2(a-I) é dividida em quatro
etapas, cujas metodologias estdo descritas no item 6.2. E importante destacar que, embora o
composto com o substituinte 4-NO2 ndo tenha sido inicialmente planejado, este foi acrescentado

ao trabalho devido ao estudo de metodologia discutido no item 5.2.2.

Esquema 22. Rota sintética para a obtencéo dos derivados 2(a-1).

CN CN NH
N N
iad 5 N
‘N~ NHz N . N
| Il 1l v
~ ] ] ] A ~ ]
N \\R NG \\R \\R
8(a-) 9(a-) 10(a-) 2(a-)
(68-97%) (22-98%) (74-96%) (40-99%)

~

i) NaNOy, HCI (5q); NaN3 (aq), 0°C, 2 h;ii) Nc”™>cN, TEA, etanol, 0°C-ta, 4-48 h; iii) >ONO‘ THF, rf, 3-6 h;
iv) y,n~-NH2, CS), 1-23 h
R = a: H; b: 2,4-diCl; ¢: 3,5-diCl; d: 3,4-diCl; e: 3-F; f: 3-Br; g: 3-Cl; h: 4-F; i: 4-OCHg; j: 4-Br; k: 4-ClI; I: 4-NO,

5.2.1 Sintese dos intermediarios-chave arilazidas 8(a-I)

As arilazidas 8(a-l) foram sintetizadas a partir da reacdo de anilinas com nitrito de sodio
e azida de s6dio em meio acido, tal qual a metodologia descrita no item 6.2.1. Os intermediarios
8(a-1) (Figura 59) foram obtidos com rendimentos que variaram de 68 a 97% (Tabela 16). Os
produtos 8(b-d,j,l) sdo sélidos com baixo ponto de fusdo, fundindo a temperatura ambiente,
exceto 8l, e 8(a,e-i,k) sdo liquidos. Todos 0s compostos apresentaram coloracdo de amarelo a

castanho.
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Figura 59. Representacdes estruturais dos intermediarios-chave 8(a-k).
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Tabela 16. Rendimentos e caracteristicas fisicas dos derivados 8(a-k).

Derivado  Rendimento (%) Estado fisico Coloragéo
8a H 95 liquido amarelo
8b 2,4-diCl 97 solido amarelo claro
8c 3,5-diCl 83 solido marrom claro
8d 3,4-diCl 90 solido marrom
8e 3-F 68 liquido amarelo
8f  3-Br 88 liquido castanho
8g 3-Cl 84 liquido marrom claro
8h 4-F 96 liquido marrom arroxeado
8i 4-OCH3 80 liquido marrom escuro
8 4-Br 77 solido branco
8k  4-Cl 70 liquido amarelo
8l 4-NO2 93 solido laranja claro

O mecanismo para a obtencdo de 8(a-l) é mostrado no esquema 23. Primeiramente, o
meio acido leva a formacéo de acido nitroso (I1) a partir do ion nitrito (I), que € protonado e
sofre desidratacdo para a formacdo ion nitrosénio (I11). Na sequéncia, o ion nitrosénio (I11) sofre
uma adicdo nucleofilica do par de elétrons ndo ligante do 4&tomo de nitrogénio da anilina (IV).
Em seguida, uma sequéncia de equilibrios prototrépicos leva a liberacdo de agua e formacéo
do sal de diazbnio (V). Na terceira parte, o sal de diazénio (V) sofre uma adicéo eletrofilica do
ion azida formando o aduto pentazeno (V1) que sofre decomposicdo e libera gas nitrogénio e
gera os intermediarios 8(a-1) (Butler et al., 1998; Joshi et al., 2015; Solomons; Fryhle, 2012).
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Esquema 23. Mecanismo para a obtencéo de 8(a-l).
@ @

© H N, H . @nN. _HO @
o Vo HO S0 H0) (0 N0
0] (1 (1)
EQ@ H\N'H 0 E OH ° N
X @ N? Xy @' N’ X N°N8H2 -H,0 XN
| l// | _ l
R R RS <
V)
® -0
N=N=N : ¢NO o) o
¢ N® Ny ® N
N2 (N NJ ON N
@® 20 X °N” X ,\5 -N, A
f? — (I — (Y =
R R R
V1) 8(a-1)

R = a: H; b: 2,4-diCl; c: 3,5-diCl; d: 3,4-diCl; e: 3-F; f: 3-Br; g: 3-ClI; h: 4-F; i: 4-OCHs; j: 4-Br; k: 4-Cl; I: 4-NO,

As andlises de FT-IR comprovaram a obtencdo de 8(a-l1) (Apéndice J, espectros 109 a

120) e os dados das principais bandas estdo organizados na tabela 17. As bandas referentes aos

estiramentos das ligagdes do grupo azida (N3) foram identificados entre 2150 e 2059 cm™ e na

regido de 1593 a 1419 cm™ foram observadas bandas relativas aos estiramentos das ligacdes

C=C.

Tabela 17. Dados de FT-IR obtidos para os derivados 8(a-I).

Movimento vibracional v N=N*=N- v C=C
8a H 2123; 2090 1593; 1491
8b 2,4-diCl 2148; 2109: 2059 1568-1437
8c 3,5-diCl 2106 1584-1419
8d 3,4-diCl 2103 1587-1440
8e 3-F 2107 1589-1447
8f 3-Br 2133; 2098 1586-1422
8¢ 3-Cl 2150; 2098 1590-1428
8h 4-F 2107; 2066 1498
8i 4-OCHjs 2098 1501-1441
8j 4-Br 2122; 2085 1584, 1480
8k 4-Cl 2125; 2090 1593; 1485
8l 4-NO2 2119; 2085 1605-1489
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5.2.2 Sintese dos intermediarios-chave 5-amino-1-aril-1H-1,2,3-triazol-4-carbonitrilas
9(a-1)

Para a sintese dos intermediarios-chave 9(a-l) foi utilizada a metodologia descrita no
item 6.2.2, onde as arilazidas 8(a-1) reagiram com malononitrila na presenca de trietilamina
(TEA), em etanol, segundo o mecanismo apresentado no esquema 24. Inicialmente, ocorre a
reacdo acido-base entre a malonitrila (I) e a TEA, formando o intermediario anidnico (l1).
Embora a metodologia descrita na literatura indique o uso de etoxido de s6dio como base
(Frasson et al., 2019), nesse trabalho optou-se pelo uso de trietilamina, uma vez que ha relatos
do uso de TEA para desprotonacdo de malonitrila na obtencao de tiofenos via sintese de Gewald
(Mojtahedi et al., 2010). Tal substitui¢cdo se mostrou eficiente para a maioria dos derivados.

Na segunda etapa da reacdo, o intermediario (1) promove uma adicao nucleofilica ao
atomo de nitrogénio mais afastado do grupo aril de 8(a-1). Em seguida, a ciclizacdo ocorre apds
a adicdo nucleofilica do par de elétrons do atomo de nitrogénio, ligado diretamente ao grupo
aril, ao atomo de carbono de uma das nitrilas, formando o intermediario (111), que é protonado
pelo sal quaternario de trietilamdnio, proveniente da reacéo acido-base, gerando o intermediario

ndo-aromatico (IV). Por fim, a obtencdo de 9(a-1) se da ap6s o equilibrio imina-enamina.

Esquema 24. Mecanismo proposto para a obtencéo de 9(a-I).
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R = a: H; b: 2,4-diCl; ¢: 3,5-diCl; d: 3,4-diCl; e: 3-F; f: 3-Br; g: 3-Cl; h: 4-F; i: 4-OCHjs; j: 4-Br; k: 4-Cl; I: 4-NO,

A partir dessa metodologia foi possivel obter com éxito os intermediarios-chave
9(b-h,j,1), sendo que 9(c-h) sdo inéditos. Os derivados 9(b-h,j-1) (Figura 60) sdo solidos, com
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coloracdo branca, bege, cinza, laranja, lilas ou amarelo, obtidos com rendimentos de 22 a 98%,
para 0s quais as faixas de fusdo apresentaram variagdo 1 a 4 °C (Tabela 18).

Figura 60. Representagdes estruturais dos derivados 9(b-h,j,I) obtidos.
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Tabela 18. Rendimentos, aspecto e faixas de fusdo obtidos para os derivados 9(b-h,j,1).

Derivado Rendimento (%) Estado fisico  Coloracdo Faixas de fusdo (°C)
9b 2,4-diCl 66 solido cinza claro 196-200
9¢c 3,5-diCl 98 sélido bege claro 183-185
9d 3,4-diCl 65 solido bege 218-220
%e 3-F 61 solido branco 195-196
of 3-Br 48 solido branco 220-222
99 3-Cl 48 sélido laranja claro 234-237
9h 4-F 22 solido lilas 214-216
9j 4-Br 79 sélido branco 282-285
9k 4-Cl 43 solido branco 280-283
91 4-NO2 93 solido amarelo claro 309-311

Mesmao apos longos periodos de reacdo (> 24 h) e da tentativa de alteracdo do solvente,
néo foi possivel obter 9a e 9i a partir deste protocolo, os dois Unicos derivados que ndo possuem
halogénios, atomos retiradores de elétrons por efeito polar indutivo, no anel benzénico. As

metodologias avaliadas para a obtencdo destes compostos sdo apresentadas no item 5.2.2.1.
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Diante disso, com o intuito de avaliar a influéncia do substituinte do anel benzénico na
reacdo, decidiu-se avaliar a sintese do derivado 5-amino-1-(4-nitrofenil)-1H-1,2,3-triazol-4-
carbonitrila 91, que ndo estava inicialmente planejado neste trabalho, considerando o
pronunciado efeito retirador de elétrons do grupo nitro, tanto por efeito polar indutivo quanto
por ressonancia. O produto desejado foi obtido com o menor tempo de reacdo, evidenciando a
importancia do tipo de substituinte no grupo aril para que a reagdo ocorra nessas condicoes.

A ocorréncia da reacdo e obtencdo de 9(b-h,j-I) foi confirmada pela caracterizacéo por
FT-IR (Apéndice K, espectros 121 a 130), uma vez que nao foram observadas bandas referentes
aos estiramentos das ligacdes do grupo azida (2059-2150 cm™). Os dados obtidos podem ser
consultados tabela 19.

A presenca do grupo NH> foi comprovada pelas bandas de estiramentos simétrico (vs),
de 3305 a 3337 cml, e assimétrico (vas), de 3361 a 3392 cm’, e de deformagéo angular no
plano (&) na regido de 1655 a 1637 cm™, com banda harmdnica entre 3234 e 3250 cm™. O grupo
C=N foi confirmado pela banda entre 2232 e 2252 cm™ e as bandas de estiramentos
relacionadas aos sistemas aromaticos foram observadas em regiGes caracteristicas, com as
relativas a ligagdo C-H entre 3078 e 3211 cm™ e as na regido de 1421 a 1605 cm™ associadas
as ligagbes C=C e C=N.

Tabela 19. Principais absorc6es na regido do Infravermelho para os derivados 9(b-h,j-I).

Movimento Harmoénica

vibracional Ve NHz vsNH2 “gnpp®  vCH  vC=N  3NH2 vC=C/C=N
ob 24-diCl 3369 3306 3250 3149-3094 2233 1639 1597-1470
oc 35diCl 3373 3337 - 3211-3083 2238 1655 1586-1434

9d 3,4-diClI 3361 3327 3248  3203-3096 2240 1649  1595-1460
9% 3-F 3385 3327 3234  3203-3090 2247 1650 1605-1451
of 3-Br 3392 3323 3250  3202-3078 2245 1647  1588-1422
9g 3-CI 3390 3324 3250  3203-3079 2246 1649  1592-1425
9h  4-F 3389 3325 3238  3204-3085 2247 1649  1587-1421
9] 4-Br 3385 3326 3248  3203-3099 2246 1651  1595-1475
9k  4-Cl 3384 3325 3250  3202-3104 2246 1650 1596-1478
91 4-NO: 3381 3327 3238  3192-3080 2252;2238 1650 1587-1478

A tabela 20 apresenta os dados obtidos nas analises de HRMS (Apéndice L, espectros
131 a 140) dos intermediarios 9(b-h,j-1). Para os derivados 9(b-h, k) foram identificados o pico

de razdo m/z relativa ao ion molecular cationizado com sé6dio [M+Na]*, com erro na faixa de
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0,35 a 4,55 ppm, e 0 pico com m/z referente ao ion molecular protonado [M+H]*, com menor
intensidade, exceto para 9b, com erro entre 0 e 6,37 ppm. Para os derivados 9j e 9l a analise
foi realizada no modo negativo, sendo assim identificado o pico com m/z relativa ao ion
molecular desprotonado [M-H] com erro de 1,91 e 3,93 ppm, respectivamente. Esses resultados
confirmaram a massa esperada para os intermediarios 9(b-h,j-1) propostos.

A partir das anélises de HRMS também foi possivel confirmar a abundancia isotopica
dos atomos de cloro e bromo presentes nas moléculas, uma vez que identificou-se 0s picos com
m/z com duas unidades a mais que o pico base e intensidade relativa de 2/3 para os derivados
diclorados 9(b-d), de cerca de 97% para os bromados 9f e 9j e de 1/3 para os monoclorados 99
e 9k.

Além dos picos com m/z referente aos compostos analisados, também foram
identificados alguns referentes a contaminantes comuns na espectrometria de massas com
ionizag&o por eletrospray, como os plastificantes dibutilftalato (m/z 301,1410) e diisoctilftalato
(m/z 413,2662), o detergente triton (m/z 353,2686 e m/z 381,2975) e eucaramida (m/z
360,3237), um tipo de graxa (Keller et al., 2008).

Tabela 20. Dados de HRMS (ESI) dos derivados 9(b-h,j-1).

Derivado fon m/z experimental m/z teérico Erro (ppm)
9b 2,4-diCl [M+Na]* 275,9821 275,9815 2,17
9c 3,5-diCl [M+Na]* 275,9811 275,9815 1,45
9d 3,4-diCl [M+Na]* 275,9812 275,9815 1,09
9 3-F [M+Na]* 226,0509 226,0500 3,98
of 3-Br [M+Na]” 285,9700 285,9699 0,35
9g 3-CI [M+Na]* 242,0213 242,0204 3,72
%h 4-F [M+Na]* 226,0507 226,0500 3,10
9j 4-Br [M-HT 261,9739 261,9734 1,91
9k 4-ClI [M+Na]* 242,0215 242,0204 4,55
91 4-NO, [M-H] 229,0488 229,0479 3,93

As estruturas dos intermediarios 9(b-h,j-1) foram confirmadas com a caracterizacao por
RMN de *H e de $3C. Os dados obtidos nas analises de RMN de *H (Apéndice M, espectros 141

a 150) estdo organizados na tabela 21.
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O sinal referente aos 4&tomos de hidrogénio do grupo amino foi identificado como um
simpleto na faixa de ¢ 7,15 a 7,44. Todos os sinais referentes aos atomos de hidrogénio do anel
benzénico foram identificados na regido esperada, de ¢ 8,44 a 7,43.

No espectro de 9b (R= 2,4-diCl) existem dois sinais dupletos, um em ¢ 7,73 (3J= 8,5 Hz)
associado a He’ e 0 outro em ¢ 8,00 (*J= 2,2 Hz) relativo a Hs’, e um dupleto de dupletos em
57,68 (3J=8,5; 4J= 2,2 Hz) atribuido ao 4&tomo Hs’. Para 9c (R= 3,5-diCl) foram identificados
dois sinais com #J= 1,8 Hz: um dupleto em ¢ 7,72 que corresponde a Hz’/Hs’ e um tripleto em

0 7,85 relacionado ao atomo Hs’.

Tabela 21. Dados de RMN de *H (400 MHz, DMSO-ds, § ppm, J Hz) obtidos para os derivados 9(b-h,j-1).

N:N’
6' 5
R = b: 2,4-diCl; c: 3,5-diCl; d: 3,4-diCl; e: 3-F; f: 3-Br; g: 3-Cl; h: 4-F; j: 4-Br; k: 4-CI; I: 4-NO,

H2' Hs' Hy4' Hs' Hs' NH:2

9 . 8,00 . 7,68 7,73 7,29
(d.2.2) (dd,8522)  (d,85) (s

9c 7,72 - 7,85 : 7,72 7,36
(d, 1,8) (t, 1,8) (d, 1,8) (s)

od 7,94 - - 7,88 7,60 7,31
(d,2,4) (d, 8,6) (dd, 8,6; 2,4) (s)

9  7,43-747 - 743-747  17,64-7,69 7,52 7,27
(m) (m) (m) (dt, 9,5; 2,2) (s)

9f  ver Ha-Hg’ - 7,79-7,81; 7,77-7,79; 7,54-7,59 7,27
(m) (s)

99 7,70-7,71 - 7,64-7,66 7,64-7,66 7,54-7,57 7,28
(m) (m) (m) (m) (s)

9h 7,62 7,45 - 7,45 7,62 7,15

9j 7,82 7,54 - 7,54 7,82 71,22
(d, 8,6) (d, 8,6) (d, 8,6) (d, 8,6) (s)

9k 7,69 7,61 - 7,61 7,69 7,21
(d, 8,8) (d, 8,8) (d, 8,8) (d, 8,8) (s)

9l 7,90 8,44 - 8,44 7,90 7,44
(d,9,1) (d,9,1) (d,9,1) (d,9,1) (s)

O sinal relativo ao &tomo H>’ foi identificado no espectro de 9d (R= 3,4-diCIl) como um
dupleto em 6 7,94 (*J= 2,4 Hz) e o dupleto em § 7,88 (3J= 8,6 Hz) foi associado ao 4tomo Hs’.
Para He’ foi atribuido o sinal dupleto de dupletos em ¢ 7,60 (3J= 8,6; “J= 2,4 Hz).
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Para os derivados meta substituidos foram identificados trés sinais referentes aos &tomos
de hidrogénio do anel benzénico, sendo dois multipletos em ¢ 7,43-7,47 (H2’e Hs") e 7,64-7,69
(Hs’) e um dupleto de tripletos (dt) em 6 7,52 com 3J=9,5 e *J= 2,2 Hz (Hs’), para 9e (R= 3-F);
e trés multipletos para 9f (R= 3-Br),em 67,79-7,81,7,77-7,79 e 7,54-7,59, e para 99 (R= 3-Cl)
em ¢ 7,70-7,71 (H2’), 7,64-7,66 (Hs* e Hs’) e 7,54-7,57 (H¢").

No espectro de 9h (R= 4-F), o sinal tripleto em ¢ 7,45 e 3J= 8,9 Hz corresponde aos
atomos Hs’/Hs’ e o dupleto de dupletos em ¢ 7,62 (3J= 8,9; “J= 4,9 Hz) foi associado a H,’/Hs’.
Para os demais derivados para substituidos 9j (R= 4-Br), 9k (R=4-Cl) e 91 (R=4-NO,) foram
identificados dois sinais dupletos referentes aos hidrogénios benzénicos H.’/Hes’ e Hs’/Hs’,
nessa ordem, em 6 7,86 e 7,54 (3J=8,6 Hz), 7,69 ¢ 7,61 (3J=8,8 Hz) € 8,44 ¢ 7,90 (3J= 9,1 H2),
respectivamente.

Todos os sinais de carbono (Apéndice M, espectros 151 a 160) foram observados na
regido caracteristica de sistemas aromaticos entre 100,2 e 162,4 ppm, com o sinal de maior
valor de deslocamento quimico, exceto nos espectros dos derivados fluorados 9e e 9h, atribuido
ao atomo de carbono Cs, diretamente ligado ao grupo amino, em ¢ 147,9 a 149,1. No espectro
dos derivados fluorados 9e e 9h foi possivel verificar os dupletos referentes aos acoplamentos
entre o atomo de fldor e os 4&tomos de carbono do anel benzénico, sendo & 162,0 (1J = 245,9
Hz), 6 135,1 (3J = 10,4 Hz), 6 131,5 (3J = 9,0 Hz), 6 121,2 (*J= 3,0 Hz), 6 116,6 (J = 21,0
Hz) e d 112,6 (3J = 24,9 Hz) para 9e e 6 162,4 (1) = 247,1 Hz), § 130,3 (*J = 2,8 Hz ), § 127,9
(3J=9,4 Hz) e § 116,8 ()= 23,1 Hz) para 9h.

5.2.2.1 Investigacdo de metodologias para a obtencéo dos derivados 9a e 9i

Na tentativa de sintese do produto 9a, seguindo a mesma metodologia utilizada para os
demais derivados, ap6s 24 h de reacdo a analise por CCD indicava o consumo da matéria-prima
e a formacdo de dois produtos. O contetido da reacédo foi vertido em agua gelada, obtendo um
produto oleoso e foi feita uma tentativa de extracdo com acetato de etila e, posteriormente, com
diclorometano. Contudo, a extracdo ndo foi bem-sucedida, visto que o produto formado era de
coloragdo muito escura, 0 que impossibilitava a visualizacdo da separacdo das fases. Dessa
forma, os solventes volateis foram removidos e, quando restou apenas agua, observou-se a
formacdo de um sélido preto, que foi purificado por cromatografia em coluna. Entretanto,
nenhuma das fra¢Oes obtidas correspondiam ao produto esperado.

A mesma metodologia foi avaliada na tentativa de obter 9i, porem o consumo total da
matéria-prima (8i) s6 ocorreu ap06s 96 h (4 dias) e foram observadas, a partir da analise de CCD,

a formacéo de diversos compostos.
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Diante disso, uma vez que a sintese de 9i ndo foi possivel pela metodologia empregada
para os demais derivados, como forma alternativa para sua obtencdo, utilizou-se uma solucéo
de metoxido de sdédio/metanol 30% m/v em substituicdo a TEA, mantendo a proporgédo
estequiométrica de base e utilizando o mesmo protocolo da reacdo com TEA. Nessa
metodologia, embora tenha sido observado na anélise por CCD o consumo do material de
partida 8i, apos 28 h de reacdo, na caracterizacdo por HRMS (Figura 61) os picos identificados
tém razdo m/z que ndo correspondem aos ions [M+H]" (m/z 216,0880) e [M+Na]* (m/z
238,0700) de 9i, mas sim ao [M+H]" (m/z 248,1142) e [M+Na]* (m/z 270,0962) de um imidato
(Figura 61), sugerindo uma reagéo de adi¢do entre a base utilizada e a nitrila formada. Diante
disso, esta metodologia foi desconsiderada e as etapas posteriores foram realizadas sem os

derivados 9a e 9i.

Figura 61. Espectro de HRMS e representacdo estrutural do produto obtido na tentativa de sintese de 9i.
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5.2.3 Sintese dos intermediérios-chave 1-aril-1H-1,2,3-triazol-4-carbonitrilas 10(b-h,j-I)

Seguindo a metodologia descrita no item 6.2.3, os intermediarios-chave 10(b-h,j-I)
foram obtidos a partir da reacdo de desaminagéo aproética dos derivados 9(b-h,j-1) com nitrito
de t-butila em tetra-hidrofurano (THF). Baseado no mecanismo simplificado publicado por
Cadogan e Molina (1973) e proposto em trabalhos anteriores do nosso grupo de pesquisa (dos
Santos, 2009; Ferreira, 2020), 0 mecanismo para essa reac¢do, apresentado no esquema 25,
inicia-se com a liberag&o do ion nitrosénio (1) a partir do aquecimento do nitrito de t-butila. Em
seguida, o ion nitrosénio (I) sofre uma adicdo nucleofilica do par de elétrons néo ligante do
atomo de nitrogénio do grupo amino dos intermediarios 9(b-h,j-1), que, apds uma sequéncia de
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equilibrios prototropicos, leva a liberagdo de agua e formac&o do sal de diazénio (11). Uma cisdo
homolitica da ligacdo entre o carbono do triazol e o grupo diazo, gera o triazol radicalar (111),
que reage com o solvente THF, adquirindo um hidrogénio radicalar, obtendo assim 10(b-h,j-1).
A reacdo entre o cation-radical de nitrogénio e o radical formado pelo solvente leva a liberagédo

de gés nitrogénio, obtendo o cation do THF, que reage com t-butdxido formando o acetal (1V).

Esquema 25. Mecanismo proposto para a obtencéo de 10(b-h,j-1).
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R = b: 2,4-diCl; c: 3,5-diCl; d: 3,4-diCl; e: 3-F; f: 3-Br; g: 3-Cl; h: 4-F; j: 4-Br; k. 4-CI, I: 4-NO,

Os derivados 10(b-h,j-1) (Figura 62), sendo 10(b-f,h,k) inéditos, foram obtidos com
rendimentos de 74 a 96% e sdo solidos de coloracdo bege claro, amarelo, amarelo claro ou

laranja claro que apresentam faixa de fusdo com variagdo de 2 a 5 °C (Tabela 22).
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Figura 62. Representacdes estruturais dos intermediarios-chave 10(b-h,j-I).
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Tabela 22. Rendimento, caracteristicas fisicas e faixas de fusdo obtidas para 10(b-h,j-I).

Derivado Rendimento (%) Estado fisico  Coloracdo Faixas de fusédo (°C)
10b  2,4-diCl 96 solido amarelo claro 202-205
10c 3,5-diCl 74 solido amarelo 152-156
10d  3,4-diCl 95 solido amarelo 242-245
10e 3-F 87 solido amarelo claro 184-187
10f  3-Br 92 solido laranja claro 162-166
10g 3-ClI 96 sélido amarelo 160-165
10h 4-F 79 solido amarelo claro 121-125
10j 4-Br 89 sélido amarelo 221-226
10k  4-Cl 89 sélido bege claro 203-205
10l  4-NO- 87 solido amarelo 230-233

A principal evidéncia da ocorréncia da reacdo se deu a partir das analises dos espectros

de FT-IR (Apéndice N, espectros 161 a 170) dos compostos 10(b-h,j-1), nos quais ndo foram

identificadas as bandas nas regides caracteristicas dos movimentos vibracionais do grupo NHz,

presente no material de partida. As principais bandas observadas (Tabela 23) podem ser

associadas aos estiramentos da ligagio C-H, quando o atomo de carbono tem hibridac&o sp?, na

regido de 3153 a 3045 cm; ao estiramento do grupo carbonitrila de 2255 a 2246 cm™ e aos

estiramentos das ligagdes C=C e C=N de 1622 a 1426 cm™.
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Tabela 23. Principais absor¢des na regido do Infravermelho para os derivados 10(b-h,j-I).

Movimento vibracional v C-H (Csp?) vC=N v C=C/C=N

10b 2,4-diCl 3136-3090 2251  1588-1440
10c 3,5-diCl 3117-3077 2254  1583-1439
10d 3,4-diCl 3151-3045 2249  1600-1474
10e 3-F 3144-3049 2249  1602-1433
10f 3-Br 3139-3060 2246  1586-1426
109 3-Cl 3143-3062 2247  1593-1427
10h 4-F 3132-3093 2249  1526-1455
10j 4-Br 3142-3047 2248  1530-1441
10k 4-Cl 3147-3057 2254  1525-1441
101 4-NO2 3153-3094 2255  1622-1503

A massa molecular dos compostos 10(b-h,j-I) obtidos foi confirmada pelas anélises de
GC-MS (Apéndice O, cromatogramas 12 a 21, espectros 171 a 180), uma vez que na
caracterizacdo por HRMS néo foi possivel identificar picos correspondentes aos derivados
sintetizados, mesmo utilizando diferentes solventes. Os dados obtidos podem ser consultados
na tabela 24. Os cromatogramas dos compostos sugerem alta pureza, uma vez que foi observado
apenas um sinal e nos espectros de massas dos intermediarios 10(b-h.j-I) foi observado o pico
com razdo m/z relativo ao ion molecular [M], ainda que com baixa intensidade.

A abundancia isotopica dos atomos de cloro e de bromo foi confirmada a partir da
identificacdo dos picos [M+2] com 2/3 da intensidade do pico base para os derivados diclorados
10(b-d); com cerca de 1/3 da intensidade do pico base para os monoclorados 10g e 10k e de
aproximadamente 97% da intensidade do pico base para os bromados 10f e 10j.

Tabela 24. Dados de GC-MS (EI) dos derivados 10(b-h,j-I).

Derivado Tempo de fon miz

retencdo (min) experimental tedrico
10b 2,4-diCl 18,879 M 238,0 238,0
10c 3,5-diCl 33,636 M 237,8 238,0
10d 3,4-diCl 34,780 M 237,8 238,0
10e 3-F 16,022 M 188,1 188,0
10f 3-Br 19,288 M 248,0 248,0
10g 3-Cl 18,241 M 204,1 204,0
10h 4-F 16,183 M 188,1 188,0




. Tempo de > m/z
Derivado < . I i _—
retencéo (min) experimental  teérico
10j  4-Br 19,531 M 248,0 248,0
10k  4-Cl 18,451 M 204,1 204,0
10l  4-NO2 21,174 M 215,1 215,0
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A técnica de ionizacdo por impacto de elétrons (EI) utilizada permitiu ainda a

observacdo de alguns fragmentos das moléculas (Tabela 25). A fragmentacao (1) foi observada

no espectro de todos os derivados, na qual ocorre a liberacdo de gas nitrogénio, muito

favorecida no sistema, formando a azirina A. O fragmento proveniente de (2), onde a azirina A

perde um atomo de cloro, bromo ou o grupo nitro a partir de uma cisdo homolitica formando a

azirina radicalar B, foi identificado em todos os espectros, exceto nos dos derivados fluorados

10e e 10h e do derivado bromado 10f. O fragmento radical aril C obtido em (3), identificado

nos espectros dos derivados 10(b-e,g,h,k), vem da cisdo homolitica da ligacdo entre o atomo

de carbono da posicéo ipso do grupo aril e 0 &tomo de nitrogénio 1 do triazol. J4 a fragmentacgéo

representada em (4) trata da formacé&o de benzino D ap0s a liberacdo de HX a partir de C, sendo
X=F, Clou Br.

Tabela 25. Fragmentos observados nos espectros de massas (El) obtidos para 10(b-h,j-I).

Fragmentacéo Derivado m/z Derivado m/z

1) o1t 10b 24-diCl 2100 10g 3-CI 1761

N@ ne.__ 17 10c 35diCl 2098 10h 4F 1601

" MNa \';7 10d 3,4-diCl 209,8 10j 4-Br  220,0

7 R 10e 3-F 1601 10k 4-Cl 176,
\\R \\R

A 10f  3-Br  220,0 10l 4-NO, 1871

) NG 1+ " 4+ 10b 24-diCl 1751 10g 3-Cl 1411

\;7 N \;7 10c 3,5-diCl 1748 10h 4-F -

N 7 | — N h 10d 34-diCl 1748 10j 4-Br 1411

N \B\, 10e  3-F - 10k 4-Cl 1411

R; = H, CI; X= ClI, Br, NO, 10f 3-Br - 10l 4-NO, 1411
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Fragmentacéao Derivado m/z Derivado m/z
©) N 10b 2,4-diCl 1450 10g 3-CI 1111
CN-I CN
N \ , 10c 35-diCl 1448 10h 4-F 95,1
l\j// \ N\ . —l
N - N /| 10d 3,4-diCl 1448 10j 4-Br -
SO
@ b 10e  3-F 95,1 10k 4-Cl 1111
SO
R 10f  3-Br - 101 4-NO; -
4 10b 2,4-diCl 1091 10g 3-ClI 751
1" .7 10c 3,5-diCl 108,8 10h 4-F 75,1
S . S I
T R T 10d 3,4-diCl 108,8 10j 4-Br 75,1

10e  3-F 751 10k 4-Cl 75,1
10f  3-Br 75,1 101 4-NO: -

R1=H, Cl; X=F, CI, Br

As estruturas dos intermediarios 10(b-h,j-I) foram confirmadas a partir da
caracterizagdo por RMN de 'H e de 3C. Os dados obtidos nas analises de RMN de *H (Apéndice
P, espectros 181 a 190) estdo organizados na tabela 26. Em todos os espectros, para o &tomo de
hidrogénio do triazol Hs foi atribuido o sinal simpleto na regido de ¢ 9,94 a 9,57. Os sinais
referentes aos atomos de hidrogénio do anel benzénico foram observados na faixa tipica de
hidrogénios aromaticos, de ¢ 8,52 a 7,47.

No espectro de 10b (R=2,4-diCl) foram identificados dois sinais dupletos, um em
7,86 (3J= 8,6 Hz) associado a Hs’ & 0 outro em ¢ 8,08 (*J= 2,3 Hz) relativo a Hz’. O sinal
dupleto de dupletos em & 7,76 (3J= 8,6; “J= 2,3 Hz) foi atribuido a Hs’. Para 10c (R= 3,5-diCl)
foram identificados dois sinais simpletos em ¢ 8,09 e 7,89 que correspondem aos &tomos
H>’/He” e Ha’, respectivamente. Ja para 10d (R= 3,4-diCl) foram identificados dois sinais: um
dupleto em § 8,29 (*J= 2,2 Hz), relativo a H’ e um sinal multipleto em J 7,96-7,97 associado
aos atomos Hs’ e He’.

Para o derivado meta substituido 10e (R= 3-F) foram identificados um sinal dupleto de
tripletos em 6 7,89 (3J=9,7; 4J= 2,2 Hz) associado a He’ e trés sinais multipletos em & 7,81-7,84,
7,69-7,75 e 7,47-7,49 referentes a Hs’, H2’e Hs’, respectivamente, enquanto para 10f (R= 3-Br)
os sinais observados foram dois tripletos em § 8,19 (*J= 2,1 Hz) e 7,62 (3J= 8,1 Hz) associados
a Hyx’ e Hs’, respectivamente, um multipleto em ¢ 7,79-7,82 relativo a Hs> € um dupleto de
dupletos em 6 7,76 (3J=8,1; “J= 2,1 Hz) atribuido a He’. Para 10g (R= 3-Cl) foram identificados
apenas trés sinais: um dupleto de tripletos em 6 7,94 (3= 7,2; J= 2,1 Hz) referente a He’, e

dois multipletos em ¢ 8,08-8,07 e 7,67-7,72, relativo a H2’ e Hs” ¢ Hs’, respectivamente.
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Tabela 26. Dados de RMN de *H (400 ou 500 MHz, DMSO-ds, 6 ppm, J Hz) obtidos para 10(b-h,j-I).

6' 5'
R = b: 2,4-diCl; c: 3,5-diCl; d: 3,4-diCl; e: 3-F; f: 3-Br; g: 3-Cl; h: 4-F; j: 4-Br; k: 4-CI; I: 4-NO,

Hs Ha' Hs' Ha' Hs' He'
op 57 ] 8,08 ] 7,76 7,86

(s) (d, 2,3) (dd, 8,6, 2,3) (d, 8,6)
e 981 8,09 ] 7,89 ] 8,09

(s) (s) (s) (s)

9,79 8,29 7,96-7,97
Y9 @22 (m)
10e 9,78 7,69-7,75 ) 7,47-7,49 7,81-7,84 7,89

(s) (m) (m) (m) (dt, 9,7; 2,2)
10f 9,78 8,19 ) 7,79-7,82 7,62 7,98

(s) (t, 2,1) (m) (t, 8,1) (dd, 8,1, 2,1)
10g 9,79 8,08-8,07 ) 7,68-7,72 7,68-7,72 7,94

(s) (m) (m) (m) (dt, 7,2;2,1)
10h 9,71 7,98 7,53 ) 7,53 7,98

(s) (dd, 9,0,4,7) (d,9,0) (d, 9,0 (dd, 9,0, 4,7)
10j 9,76 7,89 7,89 i 7,89 7,89

(s) (s) (s) (s) (%)
10k 9,76 7,97 7,75 ) 7,75 7,97

(s) (d, 8,9) (d, 8,9) (d, 8,9) (d, 8,9)
101 9,94 8,52 8,24 ) 8,24 8,52

(s) (d,9,2) (d,9,2) (d,9,2) (d,9,2)

No espectro de 10h (R= 4-F) o sinal tripleto em ¢ 7,53 e 3J= 9,0 Hz corresponde aos
atomos Hz’/Hs’ e o dupleto de dupletos em ¢ 7,62 (3J=9,0; 4J= 4,7 Hz) foi associado a Hz2’/Hg’.
Ja no espectro de 10j (R= 4-Br) foi identificado um dnico sinal simpleto em ¢ 7,89 referente
aos atomos de hidrogénio do anel benzénico. Para os demais derivados para substituidos 10k
(R=4-Cl) e 10l (R= 4-NO>) foram identificados dois sinais dupletos referente a H2’/He’ €
Hs’/Hs’, nessa ordem: em 6 7,97 € 7,75 (3J= 8,9 Hz) e 8,24 e 8,52 (3J= 9,2 Hz), respectivamente.

Todos os sinais de carbono (Apéndice P, espectros 191 a 200) foram observados na
regido caracteristica de sistemas aromaticos, entre 108,6 e 163,2 ppm. Nos espectros dos
derivados fluorados 10e e 10h foi possivel verificar os dupletos referentes aos acoplamentos
entre 0 &tomo de fllor e os atomos de carbono do anel benzénico, sendo 6 163,2 (1J = 245,9 Hz),
6 136,6 (*J = 10,7 Hz), 6 132,0 (3J = 9,0 Hz), 6 116,9 (*J = 3,3 Hz), 6 116,6 (*.J = 20,9 Hz) e
5 108,6 (*.J= 26,9 Hz) para 10e e § 162,2 (}J = 247,5 Hz), 6 132,05 (*J = 2,8 Hz ), 6 123,5
((J=9,3 Hz) e 6 116,9 (3J= 23,5 Hz) para 10h.
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5.2.4 Sintese dos derivados 1-aril-4-(4,5-di-hidro-1H-imidazol-2-il)-1H-1,2,3-triazdis
2(b-h,j-1)

Para obtencao dos derivados 2(b-h,j-1) inicialmente, utilizando 100 mg (0,42 mmol) de
10c, 2 mL de etilenodiamina (EDA) e 0,1 mL de CSp, foram avaliadas duas condi¢cfes
reacionais distintas: a primeira utilizando aquecimento a 100°C, conforme o procedimento ja
consolidado pelo grupo de pesquisa para a obtencdo de derivados pirazol-imidazolinicos (dos
Santos et al., 2011b) e uma segunda metodologia onde a reacdo foi mantida sob agitacdo a
temperatura ambiente (ta).

Na primeira metodologia, ap6s 3 h de aquecimento, a anélise de CCD ndo indicava mais
a presenca do material de partida 10c, todavia, apresentava trés manchas na CCD, indicando a
obtencdo de uma mistura. Ja a partir da segunda metodologia, apds 18 h de reacédo, na analise
de CCD nao foi observada a presenca do material de partida e o produto da reacdo apresentava
apenas uma mancha. O acréscimo de um atomo de nitrogénio ao heterociclo, substituindo o
pirazol (1,2-diazol) pelo 1,2,3-triazol, aumenta a eletrofilicidade do grupo nitrila, favorecendo
a ocorréncia da reacdo em condicGes mais brandas.

A partir das analises de FT-IR (Apéndice Q, espectro 202), de HRMS (Apéndice R,
espectro 212) e de RMN de 'H e de *C (Apéndice S, espectros 222 e 232) do produto da
segunda reacao, foi possivel confirmar a obtencdo do produto 2c. Diante disso, a metodologia
com aquecimento foi desconsiderada e os demais produtos 2(b,d-h,j-I) foram obtidos a
temperatura ambiente, conforme a metodologia descrita no item 6.2.4.

O mecanismo para essa reacdo (Esquemas 26 e 27) é similar ao ja discutido para a
obtengdo do derivado la via carbonitrila (item 5.1.1, esquemas 14 e 15), onde o derivado
carbonitrilico 4a foi substituido pelos derivados 10(b-h,j-I) e a o-fenilenodiamina foi

substituida por etilenodiamina.

Esquema 26. Primeira parte do mecanismo proposto para a obtencdo de 2(b-h,j-I).

(&8 —(F — (L —
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Esquema 27. Segunda parte do mecanismo proposto para a obtencdo de 2(b-h,j-I).

%
'NA{\“ s. NH NH, N
N - . 2

HH —_— —_— - >
)J\@) )J\SH /§ >

R1 =E _ E SH2 R»] R1 ('S H2N
R | 0
X

10(b-h.j-I)
o HaN H,N H,N
HON S (S J -NH,4 RL/”
ke #N )\N
R1 HZ R H S\) H
1 (I
o N H N
R >< N
N H
H 2(b-h,j-1)

R = b: 2,4-diCl; c: 3,5-diCl; d: 3,4-diCl; e: 3-F; f: 3-Br; g: 3-Cl; h: 4-F; j: 4-Br; k: 4-CI; |: 4-NO»

Os produtos finais 1-aril-4-(4,5-di-hidro-1H-imidazol-2-il)-1H-1,2,3-triazéis 2(b-h,j-I)
inéditos (Figura 63) sdo solidos, de coloracdo branco, bege claro, amarelo claro ou marrom
claro e foram obtidos com 40 a 99% de rendimento. As faixas de fusdo medidas apresentaram
variacdo de 1 a 4 °C (Tabela 27).

Figura 63. Representacdes estruturais dos produtos finais 2(b-h,j-I).
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NH NH NH NH NH
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F Br Cl



Tabela 27. Rendimento, aspecto e faixas de fusédo obtidas para os derivados 2(b-h,j-I).
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Derivado Rendimento (%) Estado fisico  Coloracdo Faixas de fuséo (°C)
2b  2,4-diCl 40 solido bege claro 241-243
2c  3,5-diCl 87 solido amarelo claro 249-251
2d  3,4-diCl 99 solido bege claro 253-254
2e 3-F 56 solido branco 223-225
2f 3-Br 85 solido bege claro 227-230
29 3-Cl 76 solido branco 222-225
2h 4-F 64 solido marrom claro 284-286
2j 4-Br 93 sélido branco 285-289
2k 4-Cl 64 solido amarelo claro 273-275
2l  4-NO2 63 solido bege claro 275-278

Na caracterizacdo por FT-IR (Apéndice Q, espectros 201 a 210) dos produtos 2(b-h,j-I),

a principal evidéncia da ocorréncia da reacdo foi a ndo observagdo de bandas na regido de

estiramento da ligagdo C=N, presente no material de partida 10(b-h,j-1). Além disso, foram

observadas bandas que sugerem a formacéo do anel imidazolina, como as bandas na regiao de

3326 a 3204 cm:, relativas ao estiramento da ligagdo N-H, as entre 2944 e 2865 cm™, referente

aos estiramentos das ligacbes C-H quando o carbono tem hibridacio sp® e bandas de 1630 a

1624 cm™ que podem ser atribuidas a ligagdo C=N da imidazolina. Também foram identificadas
as bandas relativas aos estiramentos das ligagdes C-H (3142-3035 cm™) e C=C/C=N (1605-

1434 cm™) dos sistemas aromaticos (Tabela 28).

Tabela 28. Principais absorc6es na regido do Infravermelho para os derivados 2(b-h,j-I).

Vibracion v N-H (vccsplj) (vci;?) (imivdgz_ol?:na) v C=CiC=N
ob  24-diCl 3226  3137-3104 2938-2873 1626 1567-1452
2c  35-diCl 3326  3112-3035 2044-2874 1629 1584-1434
od  34-diCl 3204 3114 2933-2865 1630 1584-1435
2% 3F 3231 3142-3079  2935-2877 1630  1605-1451
of  3-Br 3233 3135-3113  2935-2875 1628 1586-1450
29 3Cl 3236 3137-3058 2936-2874 1628 1592-1439
oh  4F 3235  3135-3085 2934-2876 1628 1564-1462
2% 4Br 3233 3134-3102 2933-2876 1629 1563-1451
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Movimento v C-H v C-H v C=N _ _

vibracional YN csp) (Csp)  (imidazolina) Y ©=¢/C=N
ok 4Cl 3233 3132-3083  2933-2876 1627  1562-1435
2l 4-NO; 3237 3122-3102  2933-2876 1624 1596-1441

Nos espectros de HRMS de 2(b-h,j-1) (Apéndice R, espectros 211 a 220) foi possivel

identificar tanto o pico de razdo m/z referente ao ion molecular protonado [M+H]* quanto

relativo ao ion molecular cationizado com sédio [M+Na]*, com erros de 0 a 4,45 e 0 a 6,40 ppm,

con

dos

firmando a massa esperada para os produtos sintetizados (Tabela 29). A partir da anélise
espectros foi possivel ainda confirmar a abundéncia isotopica dos &tomos de cloro e bromo,

visto que foram identificados picos [M+2], em relacdo ao pico base, com 2/3 de intensidade

para os derivados diclorados 2(b-d), com cerca de 97% para os monobromados 2f e 2h e de 1/3

dei

ntensidade para 0os monoclorados 2g e 2k.

Tabela 29. Dados de HRMS (ESI) dos derivados 2(b-h,j-I).

. m/z (M+H)* Erro m/z (M+Na)* Erro
Derivado ) ] ] )

experimental ~ teérico  (PPM) experimental  teérico  (PPM)

2b  2,4-diCl 282,0314 282,0308 2,13 304,0127 304,0133 1,97
2c  3,5-diCl 282,0316 282,0308 2,84 304,0135 304,0133 0,66
2d  3,4-diCl 282,0307 282,0308 0,35 304,0125 304,0133 2,63
2e 3-F 232,0991 232,0993 0,86 254,0811 254,0812 0,39
2f 3-Br 292,0187 292,0192 1,71 313,9996 314,0012 5,10
29 3-Cl 248,0697 248,0697 0,00 270,0517 270,0517 0,00
2h 4-F 232,0992 232,0993 0,43 254,0812 254,0812 0,00
2j 4-Br 292,0179 292,0192 4,45 313,9989 314,0012 7,32
2k 4-Cl 248,0693 248,0697 1,61 270,0512 270,0517 1,85
2l 4-NO2 259,0930 259,0938 3,09 281,0739 281,0757 6,40

Embora a técnica de ionizacdo utilizada (ESI) ndo favoreca a fragmentacdo das

moléculas, nos espectros dos derivados 2(b-h,j-1) foi identificado um pico com alta intensidade

com m/z cerca de 28 unidades a menos que o pico [M+H]", referente a perda de gas nitrogénio

formando azirina (Figura 64), com erro na faixa de 0,39 a 5,68 ppm (Tabela 30). Vale destacar

que

assi

, nos espectros de 2c e 2I, embora o valor referente a esta fragmentagdo ndo esteja

nalado, foi possivel identificar o pico correspondente.
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Figura 64. Representacdo da eliminacdo de gas nitrogénio nos derivados 2(b-h,j-I).

Nﬁ ®
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R = b: 2,4-diCl; c: 3,5-diCl; d: 3,4-diCl; e: 3-F; f: 3-Br; g: 3-Cl; h: 4-F; j: 4-Br; k: 4-Cl; I: 4-NO,.

Tabela 30. Dados de HRMS (ESI) da perda de N> observada para os compostos 2(b-h,j-1).

) m/z (M+H-N2)*
Derivado ) . Erro (ppm)
experimental teorico

2b 2,4-diCl  254,0252  254,0247 1,97
2¢ 3,5-diCl ndo assinalado 254,0247 -
2d 3,4-diCl  254,0246  254,0247 0,39
2e  3-F 204,0929  204,0932 1,47
2f  3-Br 264,0119  264,0131 4,55
2g 3-Cl 220,0635  220,0637 0,91
2h  4-F 204,0930  204,0932 0,98
2] 4-Br 264,0116  264,0131 5,68
2k 4-Cl 220,0632  220,0637 2,27

2l  4-NO; ndo assinalado 231,0877 -

As estruturas dos produtos finais 2(b-h,j-1) foram confirmadas a partir da caracterizacédo
por RMN de 'H e de *C. Em todos os espectros de RMN de *H (Apéndice S, espectros 221 a
230) foram identificados trés sinais simpletos (Tabela 31): na faixa de ¢ 9,43 a 8,91 o sinal foi
atribuido ao &tomo de hidrogénio do triazol Hs, de 6 7,09 a 7,00, o sinal alargado é relativo ao
atomo de hidrogénio ligado ao nitrogénio (NH) e de ¢ 3,63 a 3,60, o sinal referente aos atomos
de hidrogénio metilénicos equivalentes Hs” ¢ Hs” da imidazolina. Os sinais referentes aos
atomos de hidrogénio do anel benzénico foram observados na faixa tipica de hidrogénios
aromaticos, de ¢ 8,46 a 7,36.

Em relacdo aos hidrogénios benzénicos, no espectro de 2b (R=2,4-diCl) foram
identificados dois sinais dupletos, em ¢ 7,79 (3J= 8,5 Hz) associado a Hs’ e em ¢ 8,03
(“J= 2,3 Hz) relativo a Hs’, e um dupleto de dupletos em J 7,71 (3J=8,5; *J= 2,3 Hz) atribuido
a Hs’. Para 2¢ (R= 3,5-diCl) foram identificados um dupleto em ¢ 8,34 e um tripleto em ¢ 7,80,

ambos com 4J= 1,8 Hz, que correspondem aos atomos Hz’/He’ e Ha’, respectivamente. J4 para
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2d (R= 3,4-diClI) foram identificados dois dupletos, em ¢ 8,34 (*J= 2,6 Hz) e 7,89 (3J= 8,8 Hz),
e um dupleto de dupletos em § 8,02 (3J= 8,8; “J= 2,8 Hz) relativo a Hy’, Hs’ ¢ Hs’,
respectivamente.

Para o derivado 2e (R= 3-F) foram identificados um sinal dupleto de tripletos em ¢ 7,92
()= 8,8 e 4J= 2,8 Hz) relativo a He’ e trés sinais multipletos em ¢ 7,86-7,89, 7,64-7,63 e
7,36-7,41 referentes aos atomos Hs’, H2’ e Ha’, respectivamente. Para os demais derivados meta
substituidos foram observados quatro sinais: para 2f (R= 3-Br) identificou-se dois tripletos em
5 8,24 (=19 Hz) e 7,57 (*J= 8,1 Hz) associado a Hz’ e Hs’, respectivamente, e dois
multipletos em 0 8,01-8,03 e 7,72-7,74 referentes a Hs’ ou He’, e para2g (R= 3-ClI) dois tripletos
em ¢ 8,12 (*J= 1,9 Hz) e 7,57 (3J= 8,0 Hz) atribuidos a Hz’ e Hs’, respectivamente, e dois
multipletos em 6 7,97-8,00 e 7,58-7,67 relativos a Ha” ou He’.

Tabela 31. Dados de RMN de *H (400 ou 500 MHz, DMSO-ds, 6 ppm, J Hz) obtidos para 2(b-h,j-I).

.
4"(\NH 5 2' 3
NJ\é\ @

N a

N=y R

6' 5'
R = b: 2,4-diCl; c: 3,5-diCl; d: 3,4-diCl; e: 3-F; f: 3-Br; g: 3-Cl; h: 4-F; j: 4-Br; k: 4-CI; I: 4-NO,
Hs H' Hs' Ha' Hs' He' NH Has"/Hs"
op 891 ] 8,03 ] 7,71 779 7,09 3,60
(s) (d, 2,3) (dd, 8,5,2,3) (d, 8,5) (br) (s)
e 933 814 ] 7,80 ] 814 7,04 3,62
(s) (d,1,8) (t, 1,8) (d, 1,8) (br) (s)
2d 9,30 8,34 i i 7,89 8,02 7,09 3,62
s)  (d,26) (d,88) (dd,88,26) (br) (5
26 9,27  7,64-7,70 ) 7,41-7,36 7,86-7,89 7,92 7,06 3,62
(s) (m) (m) (m) (dt, 9,9;2,2) (br)  (s)
of 9,28 8,24 ) 7,72-7,74 1,57 8,01-8,03 7,04 3,62
(s) (t, 19 (m) (t,81) (m) (br) (9
2 9,28 8,12 i 7,58-7,61 7,65 7,97-8,00 7,04 3,62
(s) (t, 1,9) (m) (t, 8,0) (m) (br) (s
oh 9,18 8,02 7,47 ) 7,47 8,02 7,00 3,61
(s) (dd,9,0,47) (t9,0) (t90) (dd, 9,0,47) (br) ()
i 9,23 7,95 7,82 i 7,82 7,95 7,03 3,63
) (d,89) (d 89) (d, 8,9) d,89) (br)  (br)
ok 9,23 8,01 7,69 i 7,69 8,01 7,02 3,61
(s) (d, 8,9) (d, 8,9) (d, 8,9) (d, 8,9) (br) (s)
ol 9,43 8,30 8,46 ) 8,30 8,46 7,02 3,63

(s) d,92) (92 (d,9,2) (d,9,2) (br) (s)
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No espectro de 2h (R= 4-F), o sinal tripleto em § 7,47 (3J= 9,0 Hz) corresponde aos
atomos Hs’/Hs’ e o dupleto de dupletos em ¢ 8,02 (3J=9,0; *J= 4,7 Hz) foi associado a H,’/Hs’.
Para os demais derivados para substituidos 2j (R= 4-Br), 2k (R=4-Cl) e 2 (R=4-NO,) foram
identificados dois sinais dupletos: referente a Ho’/Hg’ em 6 7,95 (3J= 8,9 Hz), 8,01 (3J=8,9 Hz)
e 8,30 (3J= 9,2 Hz), respectivamente, e relativo a Hs’/Hs> em ¢ 7,82 (3J=8,9 Hz), 7,69
(3J= 8,9 Hz) e 8,46 (3J= 9,2 Hz), nessa ordem.

Os sinais de carbono (Apéndice S, espectros 231 a 240) dos sistemas aromaticos foram
observados na regido caracteristica, entre 107,8 e 162,3 ppm, sendo o sinal de maior
deslocamento quimico, exceto nos espectros de 2e e 2h, atribuido ao atomo de carbono C,”
ligado diretamente a dois atomos de nitrogénio na imidazolina, de ¢ 157,2 a 156,4. Nos
espectros dos derivados fluorados 2e e 2h foi possivel verificar os dupletos referentes aos
acoplamentos entre o &tomo de fltor e os &tomos de carbono do anel benzénico, sendo ¢ 162,3
(1J = 245,1 Hz), 6 137,5 (3J = 10,5 Hz), 6 131,8 (J = 9,3 Hz), ¢ 116,2 (*J = 3,0 Hz), 6 115,6
(3J=20,9 Hz) e 6 107,8 (3J = 26,8 Hz) para 2e e § 161,3 (}J= 246,0 Hz), 6 132,8 (*J = 2,8 Hz),
5122,6 (3J = 8,8 Hz) e 6 116,6 (3J= 23,1 Hz) para 2h.

O sinal relativo aos atomos de carbono sp® equivalentes C4” ¢ Cs” foram observados
como um sinal alargado nos espectros dos derivados 2(b-h,l) na faixa de ¢ 49,0 a 49,8 e no
espectro de 2j como dois sinais, também alargados, em ¢ 44,9 e 55,0. No espectro do derivado

2k n3o foi observado o sinal relativo aos atomos de carbono sp® da imidazolina.
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5.3 SINTESE DOS DERIVADOS AMINOTRIAZOL-IMIDAZOLINICOS 3(b-h,j-1)

Para a sintese dos derivados 3(b-h,j-I) planejou-se o emprego de uma metodologia em
trés etapas, apresentada no esquema 28. A sintese dos intermediarios 8(a-1) e 9(b-h.j-I) ja foram
previamente discutidas (itens 5.2.1 e 5.2.2). Para a obtenc¢éo dos produtos finais 3(b-h,j-I) foram
avaliadas trés abordagens diferentes, que serdo apresentadas a seguir.

E importante ressaltar que os testes iniciais de metodologia para obtencao dos derivados

3(b-h,j-1) (item 5.3.1) foram realizados antes da sintese dos derivados 2(b-h,j-I).

Esquema 28. Rota sintética avaliada para a obtencéo dos derivados 3(b-h J-.

NH2 i Na i N iii
= = = =
S Q) ol
8(a-l) 9(b-h,j- |) 3(b-h,j- |)
(68-97%) (22-98%)

i) NaNOy, HCI (5q); NaN3 (aq), 0°C, 2 h;ii) Nc"™cN, TEA, etanol, 0°C-ta, 4-48 h; iii) HZN/\/NHz, CS,
R = b: 2,4-diCl; c: 3,5-diClI; d: 3,4-diCl; e: 3-F; f: 3-Br; g: 3-Cl; h: 4-F; j: 4-Br; k: 4-CI; I: 4-NO,
5.3.1 Avaliacdo de metodologias com aquecimento convencional e por irradiacdo de

micro-ondas

Tendo como base as metodologias ja utilizadas pelo nosso grupo para a sintese de
derivados pirazol-imidazolina (dos Santos et al., 2011b; Orlando et al., 2021; Pereira et al.,
2023; Rosa et al., 2019), para a obtencao dos derivados 3(b-h,j-1) foi feita uma investigacéo de
diferentes condicGes reacionais. Utilizando o intermediario 9¢ (100 mg, 0,39 mmol) como
matéria-prima, etilenodiamina (2 mL) e dissulfeto de carbono (CS2), foram testadas quatro

metodologias, cujos parametros avaliados estdo descritos na tabela 32.

Tabela 32. Condigdes reacionais para otimizagéo da reacdo de obtencdo de 3c com aquecimento.

Entrada Volume CS2(mL) Tipo de aquecimento Poténcia (W) Tempo (h)

1 0,10 convencional - 16
2 0,10 MW 70 1

3 0,10 MW 100 0,5
4 0,20 MW 100 0,5
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Na entrada 1 foi utilizado aquecimento convencional e, apds 16 h de reacéo a 100 °C, a
andlise de CCD (eluente: diclorometano) indicava o consumo de toda matéria-prima. A reagdo
foi vertida em agua gelada, sob vigorosa agitacao, obtendo um solido fino de coloracdo amarela
e em pouca quantidade (2 mg, 1,7% de rendimento). O solido obtido foi caracterizado pelas
técnicas de FT-IR (Figura 65), que ndo apresentou banda referente ao estiramento da ligagéo
C=N por volta de 2240 cm™, e de HRMS (Figura 66), onde foi possivel identificar o pico
referente ao ion molecular protonado [M+H]* com razdo m/z 297,0428 (m/z teérico 297,0417)
e erro de 3,70 ppm, sugerindo a obtencdo do produto desejado. Além disso, foi possivel notar
0 pico com duas unidades a mais que o pico [M+H]" com 2/3 da intensidade deste, devido a
abundancia isotopica dos atomos de cloro. Como o rendimento da reagdo foi muito baixo,

decidiu-se investir na sintese via irradiacdo por micro-ondas.

Figura 65. Espectro de FT-IR de 3c obtido pelo método da Entrada 1.
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Figura 66. Espectro de massas de 3c obtido pelo método da Entrada 1.
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Os testes foram iniciados com a poténcia de 70 W (Entrada 2), a mesma utilizada para
a obtencdo de analogos com pirazol no lugar do nucleo 1,2,3-triazol (Rosa et al., 2019). Apds
60 min de reacdo (2 pulsos de 30 min), a analise de CCD indicou que ndo havia mais matéria-
prima. O produto foi isolado da mesma maneira que na reacgéo anterior, formando um sélido
amarelo com rendimento bruto de 17%. O espectro de FT-IR do produto da reacdo mostrou o
mesmo perfil do obtido para 3c sintetizado por método convencional, sugerindo sua obtencéo
também por irradiagdo por micro-ondas.

Na tentativa de aumentar o rendimento, aumentou-se a poténcia para 100 W, mantendo
a quantidade de CS; (Entrada 3). Nessa metodologia, depois de 30 min, a anélise de CCD ndo
indicava mais a presenca de matéria-prima no meio reacional. A reacdo também foi vertida em
agua gelada, obtendo um s6lido marrom claro (30,0 mg, 26% de rendimento). A caracterizagdo
por FT-IR comprovou o consumo da matéria-prima e as caracterizagdes por HRMS e RMN
comprovaram a obtencdo de 3c por esta metodologia.

O espectro de FT-IR (Figura 67) apresentou banda serrilhada entre 3411 e 2907 cm™,
padrdo diferente do observado no espectro do produto obtido por método convencional (Figura
65). A banda em 1631 pode ser associada a ligacdo C=N do anel imidazolina, uma forte
evidéncia da formacéo do produto esperado. Foram observadas ainda bandas na regido de 1585-

1421 cm™ associadas aos estiramentos das ligagdes C=C e C=N dos sistemas aromaticos.
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Figura 67. Espectro de FT-IR para o derivado 3c (Entrada 3).
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Na analise de HRMS, o espectro adquirido (Figura 68) contém um pico de razdo m/z
297,0408 , que corresponde ao ion [M+H]* de 3c (m/z tedrico 297,0417), com erro de 3,03 ppm,
indicando a obtencdo do produto desejado.

Figura 68. Espectro de HRMS do produto obtido na sintese de 3c (Entrada 3).
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A caracterizacdo de RMN também confirmou a obtencdo de 3c. Conforme apresentado
no espectro de RMN de *H (Figura 69), foram identificados os sinais esperados para o produto,
em regido tipica, tanto para os atomos do anel benzénico, que foram observados como simpletos
em o 7,45 e 6,88, atribuidos a H>’/Hs’ e H4’, respectivamente, quanto para os atomos ligados

aos atomos de carbono da imidazolina, associados ao sinal em ¢ 3,81. O sinal alargado em
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0 8,42 e o simpleto em § 6,53 sdo relativos aos atomos de hidrogénio ligados a nitrogénio do

grupo amino e na imidazolina, respectivamente.

Figura 69. Espectro de RMN de 'H (400 MHz, DMSO-dg) para 3c (Entrada 3).
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No espectro de RMN de *C (Figura 70) foram identificados todos os sinais esperados
para 3c. O sinal com maior deslocamento quimico, ¢ 158,6, foi atribuido ao atomo de carbono
C>” da imidazolina, por estar ligado a dois &tomos de nitrogénio simultaneamente, enquanto 0s
atomos de carbono sp® deste heterociclo foram associados ao sinal em § 43,9. O 4tomo Cs do
triazol, ligado diretamente ao grupo amino, foi relacionado ao sinal em ¢ 147,0. Os demais
sinais encontram-se na faixa tipica de atomos de carbono de sistemas aromaticos, entre ¢ 145,9
e 111,6.

Figura 70. Espectro de RMN de *C (100 MHz, DMSO-ds) para 3c (Entrada 3).

< 0 - o I~ O~
p N ol © — o w o~ o g
w uy oy w0 (== Ty W O 091
[Is] =N o o™ O WD 0 o3 04 04 o
w I~ o) e ) — o) O 00 W I
] < < o3 — = [ R=Re RN
— — = — _—— =T =T o o) )
| N I VN s
1

n n n

Cc,’ Cs , CyICs

I

.ll s . -
o

MMMWW.:‘ iy .‘Il.rrm.,.w

T

150

r T T T T T T T T v T T N T T T T T T T T T T
170 160 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0



120

Com o intuito de aumentar o rendimento da reacdo, avaliou-se ainda uma terceira
metodologia via irradiacdo por micro-ondas (Entrada 4), dobrando o volume de CS; utilizado.
Apds 30 min, aandlise de CCD indicou o fim da reacdo. A reacao foi isolada da mesma maneira
que as anteriores, gerando um sélido de coloracdo cinza (49,5 mg, 42% de rendimento). Na
caracterizacdo por FT-IR obteve-se um espectro muito similar ao obtido para o produto da
metodologia da entrada 3 e, diante da caracterizacdo completa do produto anterior, a
metodologia em questdo foi considerada a melhor, uma vez que houve um aumento de
rendimento de 26 para 42%.

Diante de todos estes dados, a metodologia da entrada 4, apresentada em detalhes no
item 6.3.1, foi selecionada como procedimento para a obtencdo dos demais produtos da série.
Este protocolo foi empregado na tentativa de sintese dos produtos 3(b,d-h). Contudo, ndo se
obteve sucesso em nenhuma das reacoes, principalmente devido as dificuldades para isolar o
produto da reacdo. Em virtude disso, novas metodologias foram avaliadas para obtencéo dos

produtos desejados.
5.3.2 Auvaliacdo de metodologia sem aquecimento

Devido ao éxito na obtencdo dos derivados 2(b-h,j-1) sem aquecimento (item 5.2.4),
avaliou-se a sintese de 3c a temperatura ambiente, utilizando as mesmas condigdes reacionais
para obtencdo de 2(b-h,j-I) (item 6.2.4). Ap6s 30 h de reacdo, quando a analise por CCD néo
indicava mais a presenca de matéria-prima. A reacdo foi vertida em &gua gelada com agitacdo
vigorosa, obtendo-se um sélido de coloracdo bege, cuja as caracterizacdes por FT-IR (Figura

71) e HRMS (Figura 72) sugeriram a formacéo do produto.
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Figura 71. Espectro de FT-IR de 3c obtido por metodologia sem aquecimento.
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Figura 72. Espectro de HRMS de 3c obtido por metodologia sem aquecimento.
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Desse modo, o procedimento foi utilizado para a sintese dos demais derivados da série,
conforme a metodologia descrita no item 6.3.2. Os derivados 3(b-h,j-I), sdo todos inéditos,
exceto 3k. E importante destacar que, dos dez derivados propostos, apenas quatro foram obtidos
com sucesso a partir desta metodologia: 3d, obtido apos purificagdo por cromatografia em
coluna, e 3(e-g) obtidos por precipitacdo direta, sem necessidade de processo de purificagdo
(Figura 73), todos substituidos na posic¢éo 3 do anel benzénico. O mecanismo para a obtengédo

de 3(d-g) ocorre da mesma maneira ja apresentada para 2(b-h,j-1) (Esquemas 26 e 27).
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Figura 73. Representa(;(")es das estruturas dos produtos finais 3(d—g).
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Os derivados 3(d-g) foram obtidos com rendimentos entre 46 e 70% e séo solidos de
coloracdo amarelo claro, rosa palido, bege e bege claro, respectivamente. Em relacdo as faixas
de fusdo, 3d e 3e apresentaram variacdo de 5 °C, enquanto 3f teve variacdo de 8 °C e 3g de
4 °C (Tabela 33).

Tabela 33. Rendimento, aspecto e faixas de fusdo obtidas para os derivados 3(d-g).

Derivado Rendimento (%) Estado fisico  Coloracdo Faixas de fusédo (°C)

3d  3,4-diCl 46 solido amarelo claro 205-210
3e 3-F 56 sélido rosa palido 170-175
3 3-Br 70 solido bege 143-150
39 3-Cl 70 sélido bege claro 143-147

Na caracterizacdo por FT-IR (Apéndice T, espectros 241 a 244) foi possivel identificar
bandas que sugerem a obtencdo dos derivados 3(d-g) (Tabela 34), como as que podem ser
relacionadas aos movimentos vibracionais das liga¢cdes do nucleo imidazolinico: entre 3328 a
3289 cm referente aos estiramentos das ligacdes N-H; as de 2976 a 2860 cm™ associadas as
ligacBes C-H quando o atomo de carbono tem hibridac&o sp, e as na regido de 1626 a 1627 cm™
relativa ao estiramento da ligacdo C=N. Além disso, também foram verificadas as bandas
correlacionadas ao estiramentos das ligagdes Csp?-H, e C=C/C=N, em 3155-3065 cm™ e 1596-

1428 cm?, respectivamente, provenientes da por¢do aromatica da molécula.

Tabela 34. Principais absor¢des na regido do Infravermelho para os derivados 3(d-g).

Movimento v C-H v C-H v C=N ——

vibracional vN-H (C sp? (Csp®  (imidazolina) ¥ C=CIC=N
3d 3,4-diCl 3328 3155-3089 2943-2873 1620 1568-1444
3e 3-F 3289 3065 2976-2930 1619 1596-1451

3f 3-Br 3301 3079 2936-2863 1617 1590-1428
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Movimento v C-H v C-H v C=N _ _
vibracional YN sy (Cspd)  (imidazolina) ¥ €TC/CN
3 3Cl 3303 3089 2934-2860 1626 15921431

A massa molecular dos compostos 3(d-g) foi confirmada pela analise de HRMS
(Apéndice U, espectros 245 a 248). Em todos os espectros foram identificados o pico referente
ao ion molecular protonado [M+H]" (Tabela 35), com erro na faixa de 0 a 2,28 ppm, e 0 pico
relacionado ao ion molecular cationizado com so6dio [M+Na]*, exceto no espectro de 3d, com
erro relativo entre 0 e 6,08 ppm. Também foram observados picos [M+2], em relacéo ao sinal
base, que confirmam a presenca dos atomos cloro, com pico de 2/3 de intensidade para 3d e de
1/3 para 3g, e do atomo de bromo no derivado 3f, com pico que apresentou cerca de 97% de

intensidade.
Tabela 35. Dados de HRMS (ESI) dos derivados 3(d-g).
Derivado | m/z (M+H)* | Erro | m/z (M+Na)* | Erro
experimental  teérico  (PPM) experimental tedrico  (PPM)
3d 3,4-diCl 297,0420 297,0417 1,01 - 319,0237 -
3e 3-F 247,1102 247,1102 0,00 269,0917 269,0921 1,49
3f 3-Br 307,0294 307,0301 2,28 329,0101 329,0121 6,08
39 3-Cl 263,0807 263,0806 0,38 285,0626 285,0626 0,00

Assim como observado nos espectros de HRMS dos derivados 2(b-h,j-1) (Figura 64),
foi identificado nos espectros dos derivados 3(d-g) o pico referente perda de gas nitrogénio
[M+H-N2]", proveniente do anel triazélico, com erro entre 0 e 5,02 ppm (Tabela 36), com pico

[M+2] corresponde a abundéncia isotopica dos atomos de cloro e bromo para 3d, 3f e 3g.

Tabela 36. Dados de HRMS (ESI) da perda de N> observada para os compostos 3(d-g).

) m/z (M+H-N2)*
Derivado ) . Erro (ppm)
experimental tedrico
3d 3,4-diCl  269,0351  269,0355 1,49
3e 3-F 219,1041  219,1041 0,00
3f 3-Br 279,0226 279,024 5,02

3g 3-Cl ndoassinalado 235,0745 -

A caracterizacio por RMN de *H e de *C confirmou as estruturas dos derivados 3(d-g)
sintetizados. Nos espectros de RMN de *H (Apéndice V, espectros 249 a 252) foi identificado

um sinal alargado entre J 6,76 e 6,70, referente aos atomos de hidrogénio ligados aos atomos
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de nitrogénio (NH2 e NH), exceto no espectro de 3e, no qual foram identificados dois sinais
alargados em 6 6,71 e 6,96. O sinal simpleto associado aos atomos de hidrogénio equivalentes
H4” e Hs” da imidazolina ficaram na faixa de ¢ 3,57 a 3,56. Os sinais referentes aos atomos de
hidrogénio do anel benzénico foram observados na faixa tipica de hidrogénios aromaticos na
regido de ¢ 7,93 a 7,37.

Em relacdo aos atomos de hidrogénio do anel benzénico, para 3d (R= 3,4-diCl) foram
identificados dois dupletos, em & 7,93 (*J= 2,4 Hz) e 7,88 (3J= 8,6 Hz), e um dupleto de dupletos
em ¢ 7,65 (3J=8,6; “J= 2,4 Hz) relativos a Hy’, Hs’ ¢ He’, respectivamente. Para o derivado 3e
(R=3-F) os 4&tomos de hidrogénio benzénicos foram relacionados aos trés sinais multipletos em
07,37-7,42, 7,49-7,55 e 7,63-7,67. No espectro de 3f (R=3-Br) identificou-se dois tripletos
em ¢ 7,84 (4J= 1,9 Hz) e 7,57 (3J= 8,0 Hz) associados a Hz’ e Hs’, respectivamente, e dois
dupleto de dupletos de dupletos em 6 7,74 e 7,74 ( 3J= 8,0, 4J=1,9; “J= 1,0 Hz) referentes a Ha’
ou He’. Ja para3g (R= 3-Cl), o simpleto em ¢ 7,72 foi atribuido a H2” e o multipleto em § 7,60-
7,764 foi correlacionado aos &tomos Hs’, Hs’ e He’.

Tabela 37. Dados de RMN de *H (400 ou 500 MHz, DMSO-ds, 6 ppm, J Hz) obtidos para 3(d-g).

(\NH

6 5'
R =d: 3,4-diCl; e: 3-F; f: 3-Br; g: 3-ClI

H»’ Hs’ Hy’ Hs’ He¢’ NH2 NH H4”/Hs”

oy 193 _ 7.88 7.65 676 357
(d, 2,4) d,86) (04,8624 (5 (s)
2o ver HoHe' 7.37-7.42: 7,49-7,55: 7,63-7,67 671696 357
(m) (s) 5 (9

7.84 7,66 0u 7,74 76600774 670 356
8 w19 T (ddd.80,19 10 2780 44480 19,100 () (5
y 12 760-7.64  7.60-7.64  7,60-7,64 671 357

(s) (m) (m) (m) (s) (s)

Os sinais de carbono (Apéndice V, espectros 253 a 256) dos sistemas aromaticos foram
observados na regido caracteristica, entre 110,2 e 162,8 ppm. O sinal de maior deslocamento
quimico, exceto no espectro de 3e, foi atribuido ao &tomo de carbono C,” ligado diretamente a
dois atomos de nitrogénio da imidazolina, de ¢ 158,9 a 158,4. O sinal na faixa de ¢ 143,4 aos
142,7 foi correlacionado ao atomo de carbono Cs, ligado diretamente ao grupo amino. No
espectro do derivado fluorado 3e foi possivel verificar os sinais dupletos referentes aos

acoplamentos entre o &tomo de fldor e os &tomos de carbono do anel benzénico, sendo ¢ 161,6
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(1J = 245,6 Hz), 6 135,8 (°J = 10,4 Hz), 6 130,9 ((J = 9,3 Hz), 6 119,1 (*J = 3,0 Hz), § 115,1
(?3J =209 Hz) e 9 110,4 (3J = 25,0 Hz).

Assim como observado nos espectros dos derivados 2(b-h,j-I), o sinal relativo aos
atomos de carbono sp® C4” e Cs” foi observado apenas nos espectros dos derivados 3d e 3g, em
0 48,4 e 48,8, respectivamente.

Embora somente os derivados 3(d-g) tenham sido obtidos com sucesso, outros produtos
da serie, os compostos 3(b,c,h,j,k) também foram sintetizados. Contudo, mesmo com as
analises de HRMS sugerindo a obtencdo de tais produtos, as analises de RMN comprovou a
contaminagdo mesmo apas sucessivas tentativas de purificacdo tanto por recristalizacdo quanto
por cromatografia em coluna. Os espectros obtidos na caracterizag¢ao dos produtos 3(b,c,h,j,k)
por FT-IR, HRMS e RMN de 'H ap6s os processos de purificagdo podem ser consultados no
Apéndice W, espectros 257 a 269. O produto 3b foi caracterizado apenas por FT-IR (Espectro
257) devido a pequena quantidade obtida. O produto 3l ndo foi sintetizado.

5.3.3 Auvaliacdo de metodologia com a prote¢do do grupo amino

A dificuldade para obtencédo dos derivados 3(b-h,j-I) parece estar atrelada a presenca do
grupo amino na posi¢cdo 5 do anel triazolico, visto que esse grupo aumenta a densidade
eletrdnica do nuacleo devido sua contribuicdo por ressonancia (Esquema 29), diminuindo a
eletrofilicidade do &tomo de carbono da carbonitrila dos intermediarios-chave 9(b-h,j-1).

Esquema 29. Representa¢do das estruturas de ressonancia dos derivados 9(b-h,j-I), indicando a influéncia do
grupo amino na carbonitrila.
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Sendo assim, visando minimizar os efeitos do grupo amino na reatividade, decidiu-se
realizar a protegdo do grupo amino antes da sintese da imidazolina, seguida da reacdo de

desprotecdo para a obtencdo dos derivados 3(b-h,j-1), conforme apresentado no esquema 30.
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Esquema 30. Rota sintética para a obtencao dos derivados 3(b—h ,J-1) com protec¢do do grupo amino.

CN CN {NH {NH
i Ni
’/ i Boc i
NH2
iii
QA
\\

9(b-h,j- I) 11(b-h,j- I) 12(b-h,j 1) 3(b-h,j- I)
O \
Boc = ?(OJQ i) Boc,O, THF, base; ii) NNz, CS,; iii) meio acido
R = b: 2,4-diCl; c: 3,5-diCl; d: 3,4-diCl; e: 3-F; f: 3-Br; g: 3-Cl; h: 4-F; j: 4-Br; k: 4-Cl; I: 4-NO,

Para isso, inicialmente foi realizado um estudo das condicGes reacionais para a geracao
dos derivados protegidos (1-aril-4-ciano-1H-1,2,3-triazol-5-il)carbamatos de t-butila
11(b-h,j-I) a partir do intermediario 9c¢ (100 mg, 0,39 mmol), dicarbonato de t-butila (Boc.0)
e THF anidro como solvente, sob agitacdo magnética, sem aquecimento. Foram avaliadas seis

metodologias variando as proporcdes dos reagentes e a base utilizada (Tabela 38).

Tabela 38. Condigdes reacionais avaliadas para a obtencdo de 11c.

Entrada Boc20 Base Quantidade de base Tempo (h)
1 0,39 mmol (LEM) TEA 0,78 mmol (2 EM) 48
2 0,78 mmol (2EM) TEA 0,78 mmol (2 EM) 48
3 0,39 mmol (LEM) TEA 1,56 mmol (4 EM) 48
4 0,39 mmol (1EM) NaH 0,39 mmol (1 EM) 48
5 0,39 mmol (LEM) DBU 0,39 mmol (1 EM) 23
6 0,47 mmol (1,2 EM) DBU 0,39 mmol (1 EM) 23

Legenda: EM = proporg¢éo, em mol, em relagdo a 9c. TEA = trietilamina; DBU = 1,8-diaza-
biciclo[5.4.0]Jundec-7-eno.

A primeira tentativa para a sintese de 11c (Entrada 1) foi baseada na metodologia
empregada por Maslah e colaboradores (2023), na qual usou-se a propor¢do, em mmol, de 1:1:2
de 9c:Boc,O:TEA. Apls 48 h, via CCD (eluente: heptano:acetato de etila 3:2), ndo foi
observada a evolugéo da reagdo. Ainda assim, o produto da reagéo foi isolado, removendo o
excesso de solvente no rotaevaporador e o solido obtido foi recristalizado em uma mistura de
etanol/agua. Posteriormente, o sélido foi caracterizado por FT-IR, que comprovou que a reagdo

ndo havia ocorrido, pois o espectro obtido foi similar ao da matéria-prima (Figura 74).
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Figura 74. Comparativo entre os espectros de FT-IR da matéria-prima 9c e do produto da reacéo 1.
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Diante disso, na segunda reagéo para a obtencéo de 11c (Entrada 2) foi utilizado o dobro
da quantidade de Boc2O (1:2:2, 9¢c:Boc2O:TEA). Apos 48 h, a CCD indicava a formagéo de um
produto de fator de retencao (Rf) maior que do 9c, entretanto, ndo houve a conversdo completa
da matéria-prima. Na tentativa de avaliar se a quantidade de base influenciava na reacdo, na
entrada 3 utilizou-se a proporcao de 1:1:4 de 9¢:Boc2O:TEA e o resultado da reagdo observado
na CCD ap0s 48 h foi 0 mesmo que o da reacdo da entrada 1.

Como a TEA ndo se mostrou uma base adequada para esta reacdo, optou-se pela
avaliacdo de outras duas bases: hidreto de sédio (Entrada 4) e 1,8-diaza-biciclo[5.4.0]Jundec-7-
eno (DBU) (Entradas 5 e 6). Na reacdo da entrada 4 foi utilizada a mesma quantidade, em mmol,
de todos os reagentes e, ap6s 48 h de reacdo, a CCD mostrou que houve a formacdo de um
produto com Rf maior que da matéria-prima, contudo, mais uma vez, ndo ocorreu 0 consumo
completo de 9c.

Na reacdo da entrada 5, onde foram utilizadas as mesmas quantidades, em mmol, de
todos os reagentes, ap0s 23 h foi observado na CCD a formacao de um produto com Rf menor
que o do intermediario 9c e a conversdo quase completa da matéria-prima. A caracterizagdo por
FT-IR apresentou bandas que eram esperadas para o derivado 11c (Figura 75). A fim de garantir
a completa conversdo de 9c, na reacdo da entrada 6 foi utilizado 20% a mais de Boc2O e, apds
23 h, a CCD indicava o consumo de toda a matéria-prima. O produto da reacdo 6 apresentou
um espectro de FT-IR igual ao da reagéo anterior. O protocolo da entrada 6 foi o escolhido para

sintese dos demais derivados da série 11(b-h,j-1).
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Figura 75. Comparativo entre os espectros de FT-IR obtidos nas reacdes das entradas 5 e 6.
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Seguindo este protocolo, foram realizadas as tentativas de sintese dos derivados
11(b,k,I) e todos apresentaram espectros de FT-IR similares ao obtido para 11c, entretanto, para
todos os derivados o rendimento foi superior a 100%, indicando que os produtos podiam néo
corresponder a estrutura esperada. Na caracterizacdo por HRMS dos compostos sintetizados
todos os espectros apresentaram pico com m/z com cerca de 175,12 a mais que o esperado
(Tabela 39). Esse valor corresponde a razdo m/z da base DBU cationizada com sbdio (m/z

tedrico 175,1206), sugerindo a incorporacdo da base as estruturas das moléculas, com erros de
0,19 a 5,11 ppm, as quais foram denominadas 13(b,c,k,I).

Tabela 39. Dados de HRMS (ESI) dos produtos obtidos na reacdo com DBU.

Derivado m/z m/z diferenca m/z tedrico Erro
esperado* experimental ¢ [M+DBU+Na]* (ppm)
13b 2,4-diCl  353,0446 528,1625 175,1179 528,1652 511
13c 3,5-diCl  353,0446 528,1651 175,1205 528,1652 0,19
13k 4-Cl 319,0836 494,2035 175,1199 494,2042 1,42
13l 4-NO,  330,1077 505,2289 175,1212 505,2282 1,39
*razdo m/z referente a 11(b,c k).

Embora o DBU seja considerado uma base pouco nucleofilica, existem iniumeros relatos
na literatura de reacfes em que o DBU é parte da reacdo e ndo apenas um catalisador, como nas

diversas reacdes apresentadas na revisao feita por Muzart (2020). Tendo como referéncia o
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trabalho publicado por Vangala e Shinde (2016), no qual carbonato de p-nitrofenil promoveu a
abertura do anel do DBU formando 3(azepin-1-il)proprilcarbamatos com diferentes

substituintes, a proposta para a estrutura obtida é apresentada na figura76.

Figura 76. Estrutura proposta para os produtos obtidos na reagdo de protecdo com DBU.
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O mecanismo proposto para a formacao de 13(b,c,k,l) é apresentado no esquema 31. A
reacdo comeca com a substituicdo nucleofilica acilica do DBU (1) a uma das carbonilas do
dicarbonato de t-butila (I1), formando o intermediario N-substituido (lI), liberando gas
carboénico e t-butdéxido. Em seguida, o atomo de carbono amidinico sofre uma adicdo
nucleofilica do grupo amino dos intermediarios 9(b,c,k,l), seguido de equilibrio &cido-base que
leva a abertura do anel, formando o carbamato (IV), que € desprotonado pela base t-butoxido,
obtendo-se entdo 3(2((1-aril-4-ciano-1H-1,2,3-triazol-5-il)imino)azepan-1-il)propilcarbamato
de t-butila 13(b,c,k,l) (Muzart, 2020; Vangala; Shinde, 2016).
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Esquema 31. Mecanismo proposto para obtencdo dos derivados 13(b,c,k,l).
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No espectro de RMN de H (Figura 77) do derivado 13c, a integragdo mostra a
proporcéo 1:1 dos sinais que podem ser relacionados ao DBU, o que confirma que a base faz
parte da estrutura da molécula e ndo é apenas um contaminante. Os sinais na faixa de 6 1,52 a
3,56 encontram-se em uma regido tipica de hidrogénio metilénicos ligados a &tomos de carbono
com hibridac&o sp® e correspondem aos atomos de hidrogénio provenientes do DBU (Ha-Hn).

Os sinais simpletos em ¢ 7,79 e 1,34 sdo referentes aos atomos de hidrogénio do anel
benzénico (H2’/Hs’ € Ha’) € aos do grupo t-butila, respectivamente. O sinal referente ao atomo
de hidrogénio do grupo NH pode ser atribuido ao tripleto em ¢ 6,74 (3J= 5,4 Hz), devido ao
acoplamento com os 4&tomos de hidrogénio metilénicos do carbono vicinal Ch. No espectro de
RMN de *3C foram identificados todos os sinais esperados para a estrutura proposta (Figura
78).



131

Figura 77. Espectro de RMN de 'H (500 MHz, DMSO-dg) para 13c.
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Figura 78. Espectro de RMN de *3C (125 MHz, DMSO-dg) para 13c.
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Dado que a caracterizagdo mostrou que 13c foi obtido e ndo 11c, os demais derivados

ndo foram caracterizados e novas metodologias de sintese foram avaliadas. Por questdo de

disponibilidade do composto, os testes seguiram utilizando o derivado 99 e foram avaliadas

outras duas bases: 4-(N,N-dimetilamino)piridina (DMAP) e piridina, mantendo THF anidro

como solvente. As condicGes avaliadas estdo organizadas na tabela 40.
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Tabela 40. Condicdes reacionais avaliadas para obtencdo de 11g.

Entrada 99 Boc20 Base Quantidade de base Tempo
1 0,91 mmol 1,09 mmol (1,2 EM) DMAP 0,91 mmol (1 EM) 48 h
2 0,91 mmol 1,09 mmol (1,2 EM) piridina 0,91 mmol (1 EM) 48 h
3 0,45 mmol 0,91 mmol (2,0 EM) piridina 0,45 mmol (1 EM) 48 h

4* 0,45 mmol 0,55 mmol (1,2 EM) piridina 0,45 mmol (1 EM) 48 h
Legenda: EM = proporg¢do, em mol, em relagdo a 9g. *reacdo realizada sob refluxo.

Todas as reacfes foram mantidas sob agitacdo durante 48 h, sem aquecimento, exceto
na reacao da entrada 4, que foi mantida sob refluxo. Em nenhuma das reacdes a CCD (eluente:
heptano:acetato de etila 2:3) indicou a conversdo total da matéria-prima utilizada. Os produtos
das reacdes foram vertidos em &gua gelada e gelo, formando um sélido viscoso. A fim de
comparar o produto bruto de cada reacéo foi realizada uma CCD (eluente: heptano:acetato de

etila 1:1) a qual esta representada na figura 79.

Figura 79. Representagdo da placa de CCD dos produtos obtidos nas tentativas de sintese de 11g.
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Para o produto da reacéo 1, foi realizada uma tentativa de recristalizacdo em etanol/agua,
porém ndo se obteve sucesso. Devido a pequena quantidade de produto, o mesmo foi
descartado, assim como o produto da reacdo 4, visto que se tratava de uma mistura com valores
de Rf muito préximos, que seria de dificil separacao.

J& os produtos das reacdes 2 e 3 foram submetidos a purificagdo por cromatografia em
coluna, uma vez que o produto formado em cada reacéo apresentava Rf diferentes. Entretanto,
para o produto da reacdo 2, embora a CCD apresentasse uma mancha fraca com Rf 0,58, ndo
foi possivel obter a substancia de Rf 0,68 pura, ja que todas as fraces obtidas consistiam em
uma mistura, cujo aspecto era de um 6leo amarelo e o produto foi descartado.

Na purificacdo do produto da reacao 3, a separacao das substancias foi eficiente, obtendo
um solido branco, com 17% de rendimento. A metodologia utilizada estéa descrita no item 6.3.3.
A caracterizacdo por FT-IR apresentou um perfil diferente dos espectros obtidos na sintese com

DBU (Figura 80). Foi possivel observar bandas que sugerem a formacéo de 11g, como a em
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3248 cm, associada ao estiramento da ligagdo N-H, as entre 2994 a 2930 cm relativas aos
estiramentos das ligacdes C-H quando o carbono tem hibridacio sp® e aem 1705 cm™ atribuida
ao estiramento da ligacdo C=0. Ja& na caracterizacdo por HRMS (Figura 81) foi identificado o
pico relativo ao ion molecular cationizado com sédio [M+Na]* (m/z teérico 342,0734) com erro

de 7,02 ppm e pico [M+2], em relacdo ao pico base, com cerca de 1/3 de intensidade,
confirmando a massa esperada 11g.

Figura 80. Espectro de FT-IR do derivado 11g.
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A caracterizagdo por RMN confirmou a obtengdo do composto desejado 11g. No

espectro de RMN de H (Figura 82) foram identificados dois sinais simpletos em 6 10,53 e 1,38,

atribuidos aos atomos de hidrogénio ligado ao atomo de nitrogénio (NH) e aos atomos das

metilas (CHs) do grupo t-butila, respectivamente. Além disso, foram observados os sinais

relativos aos atomos de hidrogénio do anel benzénico, sendo dois tripletos, em & 7,78

(*J=1,8 Hz) e § 7,68 (3J=7,9 Hz) relativos a H,’ e Hs’, respectivamente, e dois dupletos de

tripletos em § 7,73 e ¢ 7,61 associados a He’ e Ha’, nessa ordem, ambos com 3J=7,9¢e

4J=1,8 Hz.
Figura 82. Espectro de RMN de H (400 MHz, DMSO-ds) para 11g.
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No espectro de RMN de 3C (Figura 83) foram identificados 12 sinais, nimero esperado

para a estrutura sugerida. As atribui¢des dos sinais de carbono foram realizadas a partir das
analises dos espectros HSQC (Apéndice X, espectro 270) e HMBC (Apéndice X, espectro 271).

O sinal de maior deslocamento quimico, em 151,1 ppm, foi relacionado ao atomo de carbono

da carbonila (C=0), enquanto os sinais em ¢ 82,2 e 27,5 correspondem aos sinais C,” e CHsz do

grupo t-butila. Os demais sinais na faixa de 111,7 a 139,7 ppm sdo relativos aos demais atomos

de carbono da molécula e encontram-se na regidao onde sdo tipicamente observados.
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Figura 83. Espectro de RMN de *3C (100 MHz, DMSO-ds) para 11g.
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Embora a metodologia 3 tenha sido satisfatoria para a obtencdo de 11g, devido a falta
de tempo habil, ndo foram sintetizados nenhum outro derivado da série 11(b-h,j-1), bem como

o0s das séries subsequentes.
54 AVALIACAO DAS PROPRIEDADES FiSICO-QUIMICAS

Um estudo empirico conduzido por Lipinski com mais de dois mil compostos foram
avaliadas quatro propriedades fisico-quimicas que podem ser associados com a solubilidade e
permeabilidade destes farmacos: a massa molecular (MM), o coeficiente de particdo
octanol/agua calculado (cLogP) e o numero de doadores (HBD) e de aceptores (HBA) de
ligagdo de hidrogénio. A andlise desses parametros levou a formulagdo da “regra dos 57, que
preconiza que para uma boa absorcdo ou permeabilidade, um composto deve apresentar MM
menor ou igual a 500 Daltons, cLogP menor ou igual a 5, HBD menor ou igual a 5 e HBA
menor ou igual a 10. A presenca de dois pardmetros fora da “regra dos 5 é considerado um
indicativo de baixa absorcdo ou permeabilidade (Lipinski et al., 1997). Um estudo
complementar ao de Lipinski, avaliou mais de mil compostos e estabeleceu que uma melhor
biodisponibilidade oral esta relacionada com uma &rea superficial polar topolégica (tPSA)
menor ou igual a 140 A? (Veber et al., 2002).

Para avaliar se os compostos propostos neste trabalho atendem aos critérios da “regra
dos 5” ¢ de biodisponibilidade oral, foram calculadas as propriedades fisico-quimicas dos
derivados 1(a-k) (Tabela 41), 2(b-h,j-1) (Tabela 42) e 3(b-h,j-I) (Tabela 43) segundo a
metodologia descrita no item 6.5. Os dados obtidos indicam que todos os produtos atendem a
ambas as regras, com MM < 339,20 g.mol, cLogP < 3,28, HBA <7, HBD <2 e tPSA entre
46,5 e 126,9 A?, sugerindo boa permeabilidade na membrana celular e boa biodisponibilidade

oral.



Tabela 41. Propriedades fisico-quimicas dos produtos finais 1(a-k).

Derivado MM (g/mol) cLogP HBA HBD  tPSA
la H 260,30 2,07 4 1 46,5
1b 2,4-diCl 329,19 3,28 4 1 46,5
1c 3,5-diCl 329,19 3,28 4 1 46,5
1d 3,4-diCl 329,19 3,28 4 1 46,5
le 3-F 278,29 2,17 4 1 46,5
1f 3-Br 339,20 2,80 4 1 46,5
19 3-Cl 294,74 2,68 4 1 46,5
1h 4-F 278,29 2,17 4 1 46,5
1i 4-OCHjs 290,33 2,00 5 1 55,7
1j 4-Br 339,20 2,80 4 1 46,5
1k 4-Cl 294,74 2,68 4 1 46,5

Tabela 42. Propriedades fisico-quimicas dos produtos finais 2(b-h,j-I).

Derivado MM (g/mol) cLogP HBA HBD  tPSA
2b 2,4-diCl 282,13 1,11 5 1 55,1
2C 3,5-diCl 282,13 1,11 5 1 55,1
2d 3,4-diCl 282,13 1,11 5 1 55,1
2e 3-F 231,23 0,00 5 1 55,1
2f 3-Br 292,14 0,62 5 1 55,1
29 3-Cl 247,69 0,50 5 1 55,1
2h 4-F 231,23 0,00 5 1 55,1
2j 4-Br 292,14 0,62 5 1 55,1
2k 4-Cl 247,69 0,50 5 1 55,1
2l 4-NO3 258,24 -1,02 7 1 100,9

Tabela 43. Propriedades fisico-quimicas dos produtos finais 3(b-h,j-I).

Derivado MM (g/mol) cLogP  HBA HBD  tPSA
3b 2,4-diCl 297,15 0,79 6 2 81,1
3c 3,5-diCl 297,15 0,79 6 2 81,1
3d 3,4-diCl 297,15 0,79 6 2 81,1
3e 3-F 246,25 -0,33 6 2 81,1
3f 3-Br 307,15 0,30 6 2 81,1
39 3-Cl 262,70 0,18 6 2 81,1
3h 4-F 246,25 -0,33 6 2 81,1
3j 4-Br 307,15 0,30 6 2 81,1
3k 4-Cl 262,70 0,18 6 2 81,1
3l 4-NO> 273,26 -1,35 8 2 126,9

136
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5.5 AVALIACAO DA ATIVIDADE TRIPANOCIDA E CITOTOXICIDADE

A avaliagdo da atividade anti-T. cruzi e da citotoxicidade dos derivados 1(a-g,j-k) e
2(b-h,j-1) foram realizadas no Laboratério de Ultraestrutura Celular (LUC), na Fiocruz - RJ,
conforme o item 6.6.

Os resultados obtidos os para produtos finais 1(a-g,i-k) estdo organizados na tabela 44.
O derivado 1h (4-F) ndo foi testado, uma vez que ndo foi obtido puro, conforme discutido no
item 5.1.2.3. Em geral, os compostos ndo foram tdxicos frente a células Vero, visto que 0s
valores de CCso foram maiores que 100 pM, exceto para 1b, cujo CCso, no ensaio de 72 h, foi
de 40,3 + 12,4 uM.

Em relacdo a atividade tripanocida, contra tripomastigotas os compostos que
apresentaram atividades similares ou melhores do que o benznidazol (ICso= 19,3 + 2,8 uM),
exceto 1d (ICso > 100 uM), 1g (ICso= 32,1 £ 15,9 uM) e 1k (ICs0= 59,2 + 7,5 pM). O derivado
1b (ICso= 3,0 + 1,0 uM) apresentou a melhor eficacia e foi cerca de 6,3 vezes mais ativo que 0
Bz, enquanto 1f (ICso=13,4 £ 2,6 uM) e 1i (ICs0= 11,7 + 3,1 uM) apresentaram alta seletividade

contra o protozoario, com indice de seletividade (IS) maior que 37,3 e 42,7, respectivamente.

Tabela 44. Dados de atividade tripanocida e citotoxicidade dos derivados 1(a-g,i-k).

Atividade anti-T. cruzi (uM) Citotoxicidade (uUM)
(média * desvio) (média * desvio)
Tripomastigota Amastigota Células Vero
Derivado 1Cso0 IS 1Cs0 IS plCso CCs024h CCso72h
la H 255+43 >196 205+12 >243 4,69 > 500 > 500

1b 2,4-diCI 3,0+10 397 8,6 3,8 4,6 5,06 120,7+152 40,3+124
1c 35-diCl 20,2+52 216 26,0+3,6 4,9 4,58 436,8 +21,6 130,0+45,0
1d 3,4-diCl > 100 ND 469%+91 >10,6 4,32 > 500 > 500
le 3-F 215+8,7 >232 191+24 >262 471 > 500 > 500
1f 3-Br 134+26 >373 6619 452 517 >500 300,8 +26,7
1g 3-CI 321+159 >156 33,3+33 9,6 4,48 >500 319,5+90,3

1i 4-OCHs 11,7+3,1 >427 94+01 >530 5,03 > 500 > 500
1) 4-Br 171+34 >292 648x64 >7,7 4,18 > 500 > 500
1k  4-Cl 592+75 >84 194+x03 >257 471 > 500 > 500
Bz 193+28 >259 30%+15 >1650 5,52 > 500 > 500

Legenda: ND = ndo determinado
Os derivados 1b, 1f e 1i, os mais ativos contra a forma tripomastigota de T. cruzi,
também foram os que demonstraram maior eficacia contra a forma amastigota. Os derivados 1f

(IC50=6,6 £ 1,9 uM) e 1i (ICso= 9,4 + 0,1 uM) foram os que apresentaram maior seletividade
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contra amastigotas, com IS > 45 e poténcia (plCso) superior a 5, poténcia similar a observada
para 0 Bz (pICso= 5,52). O derivado 1b (ICso= 8,6 + 3,8 uM), embora tenha sido o segundo
potente contra a forma intracelular do protozoario, apresentou baixo indice de seletividade
(IS=4,6), devido a sua alta toxicidade em células Vero (CCso= 40,3 + 12,4 uM).

Diante disso, 1f e 1i foram selecionados para realizacdo de ensaios em modelo de
microtecido cardiaco in vitro, considerando que a Doenca de Chagas apresenta relevante efeito
no miocardio dos pacientes e, portanto, € de interesse que a substancia utilizada no tratamento
ndo tenha efeito cardiotoxico. Apds 72 h de tratamento, comprovou-se que nao ha efeito
citotoxico frente a células cardiacas, mesmo em concentracfes maiores que 500 pM. No
tratamento do microtecido cardiaco infectado por T. cruzi nas concentracfes avaliadas (Figura
84), tanto para 1f quanto para 1i foi observado uma alta inibicdo parasitaria, com inibicao
méaxima dos protozoarios intracelulares, amastigotas, de 82 e 87%, nivel de inibicdo préxima

ao do Bz, que apresentou 97% de inibi¢do na concentracdo de 100 puM.

Figura 84. Efeito dos compostos 1f e 1i e Bz no microtecido cardiaco.
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O efeito do tratamento com 1f e 1li no microtecido cardiaco também foi avaliado
utilizando microscopia confocal de fluorescéncia. Na figura 85 é possivel observar que o0s
esferdides cardiacos infectados com T. cruzi por 96 h e ndo tratados apresentam um grande
namero de protozoarios intracelulares (A-B). Por outro lado, o tratamento com 1f (C-D) e 1i
(E-F) reduziu drasticamente o perfil de infec¢cdo, com uma diminuicdo expressiva da carga
parasitaria. No microtecido cardiaco tratado com Bz (G-H) sédo identificados apenas algumas
amastigotas, ressaltando a eficacia desse composto na reducdo parasitaria. Os resultados nos
testes in vitro para 1f e 1i mostram o potencial desses compostos para avaliacdo da atividade in

Vivo.



Figura 85. Efeito de 1f e 1i no tratamento de microtecido cardiaco infectado com T. cruzi.
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Para a investigagdo do mecanismo de ac&o dos derivados 1f e 1i, foi realizado o estudo
de docking molecular dos derivados no sitio ativo da enzima cruzipaina, devido a importancia
desta cisteina protease em processos bioldgicos essenciais do T. cruzi, comparando 0s
resultados com o 3H5 (N-(1H-benzimidazol-2-il)-1,3-dimetilpirazol-4-carboxamida), um
composto que apresenta forte interagdo com esta enzima. Conforme observado na figura 86,
tanto 1f quanto 1i interagiram nos subsitios S1 e S1°, mas em locais diferentes. Assim como o
3H5, o nucleo benzimidazol de 1f forma uma interacdo m-stacking com o residuo TRP184,
enquanto 1i forma uma interacdo m-stacking entre o anel benzénico e o residuo TRP184.

O derivado 1f tem uma interagéo n-stacking adicional entre o anel de pirazol e TRP188,
além de apresentar ligacdo de hidrogénio entre o atomo de nitrogénio do benzimidazol e o
residuo TRP184. No derivado 1i, o grupo metoxi interage por meio de uma ligacdo de
hidrogénio com o residuo SER25, enquanto o grupo carboxamida no 3H5 interage com o

residuo GLN21 também a partir de uma ligacéo de hidrogénio.

Figura 86. Analise de docking molecular de 1f, 1i e do inibidor de cruzipaina 3H5 no sitio ativo da enzima.
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Em posse dos dados obtidos no dockinhg molecular, a fim de avaliar se as interagdes de
1f e 1i com o sitio ativo da cruzipaina leva a inibicéo da atividade enzimética, foi realizado um
estudo de inibicdo de cisteina protease, comparando 1f e 1i com o inibidor de protease E-64
(&cido ((2S,35)-3-(((S)-1-((4-guanidinobutil)amino)-4-metill-1-oxopentan-2-il)carbamoil)oxi-
rano-2-carboxilico). Como pode ser observado na f 87, enquanto a inibicdo do E-64 fica em
torno de 80% em todas as concentragOes avaliadas (de 3,7 a 300 uM), os derivados 1f e 1i
atingiram inibicdo maxima de cerca de 40% na concentracao de 300 UM, sugerindo que, embora
haja uma interacdo com o sitio ativo da cruzipaina, este ndo é o principal mecanismo de acéo

destes compostos.

Figura 87. Efeito dos derivados 1f, 1i e E-64.na atividade de cisteina proteases do T. cruzi.
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Em relacdo aos produtos finais 2(b-h.j-l), todos os derivados apresentaram baixa
citotoxicidade, com CCsg maiores que 500 uM, como pode ser consultado na tabela 45.
Entretanto, no geral, os compostos também se mostraram pouco ativos frente ao T. cruzi.

Contra a forma tripomastigota, a maioria dos compostos apresentaram ICsp> 100 M,
exceto 2j (ICso= 46,7 = 16,41 uM), também menos ativo que 0 Bz (ICso= 16,8 + 1,8 uM), e 2b
(ICs0=2,8 £ 0,2 uM) que foi cerca de 6 vezes mais ativo que 0 Bz e apresentou alta seletividade
contra o protozoario, com I1S=179,2. Ja contra a forma amastigota, nenhum composto da série
2(b-h,j-1) foi mais ativo que o0 Bz (ICso= 4,2 £ 0,4 uM), sendo novamente o derivado 2b o com

a maior eficcia e o mais seletivo, com [1Cso= 16,5+ 1,8 uM e 1S= 30,4.
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Tabela 45. Dados de atividade tripanocida e citotoxicidade dos derivados 2(b-h,j-1).

Atividade anti-T. cruzi (UM) Citotoxicidade (uUM)
(média = desvio) (média + desvio)
Tripomastigota Amastigota Células Vero

Derivado 1Cs0 IS 1Cso0 IS plCso CCso
2b 2,4-diClI 2,8+%0,2 179,2 16,5%+3,6 304 4,78 > 500
2c 3,5-diCl >100 ND 984+28 ND 4 > 500
2d 3,4-diCl 100,0+0,03 ND 70,8* 706 4,15 > 500
2e  3-F >100 ND >100 ND 4 > 500
2f  3-Br >100 ND 722+6,5 6,9 4,14 > 500
29 3-Cl >100 ND 949186 53 4,02 > 500
2h  4-F >100 ND >100 ND 4 > 500
2]  4-Br 46,7+16,4 10,7 351+9,6 1423 445 > 500
2k 4-Cl 99,4+0,8 ND >100 ND 4 > 500
2l 4-NO2 >100 ND 995+%0,9 ND 4 > 500
Bz 16,8+ 1,8 29,7 42+04 >1199 5,37 > 500

Legenda: ND = ndo determinado. *Resultado de um Unico experimento.
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6 METODOLOGIAS
6.1 SINTESE DOS DERIVADOS PIRAZOL-BENZIMIDAZOLICOS 1(a-k)
6.1.1 Obtencao de la via 1-fenil-1H-pirazol-4-carbonitrila 4a

A um baldo de 10 mL foram adicionados 200 mg (1,18 mmol) de 1-fenil-1H-pirazol-4-
carbonitrila e 510 mg (4,74 mmol) de o-fenilenodiamina PA (OPD). A mistura foi submetida a
irradiagdo por micro-ondas, utilizando um equipamento Discover CEM, com um condensador
de Allihn acoplado e agitagdo com barra magnética, a 50 W de poténcia, em pulsos de 10
minutos. A cada pulso foi realizada a analise de CCD, para acompanhamento da evolucgéo da
reacdo, utilizando placas de silica suportada em aluminio como fase estacionéria e a mistura
heptano/acetato de etila na proporcéo 3:2 como fase moével. Ao final de 11 pulsos (110 min),
obteve-se uma mistura que foi purificada por cromatografia em coluna (fase estacionaria: silica
gel 230-400 mesh, fase mdvel: heptano/acetato de etila nas proporcdes 4:1, 3:2 e 1:1). O produto
1a foi obtido ap0s a purificagdo (Esquema 32).

Esquema 32. Sintese do derivado 2-(1-fenil-1H-pirazol-4-il)-1H-benzoimidazol 1a.

N\ ’

CN /—_{—NH
!/ \§ I\
Ny NH; Ny

SO

+
@ NH2 110 min @
4a oP

D 1a

6.1.2 Obtencdo de 1(a-k) via 1-aril-1H-pirazol-4-carbaldeidos 6(a-k)
6.1.2.1 Sintese dos intermediarios-chave 1-aril-1H-pirazois 5(a-k)

A um baldo de fundo redondo de 50 mL, acoplado a um condensador de Allihn,
adicionou-se 2,0011 g (13,7 mmol) de fenilhidrazina 99%, 2,2504 g (13,7 mmol) de
tetrametoxipropano 99% e 30 mL de etanol (Esquema 33). A reacdo foi mantida sob refluxo
(rf), com agitacdo com barra magnética, por 3,5 h, quando foi realizada a anélise de CCD,
utilizando heptano/acetato de etila (7:3) como eluente e constatou-se que ndo havia mais
matéria-prima, determinando entdo o fim da reacdo (Vera-DiVaio et al., 2009). Ap0s a mistura

reacional atingir a temperatura ambiente, adicionou-se 15 mL de solucéo saturada de cloreto de
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sodio ao baldo, transferindo todo o conteddo para um funil de separagdo e foi realizada a
extracdo com trés porgdes de 20 mL de diclorometano. A fase organica foi concentrada, depois
de ser adicionado agente secante (CaCl. anidro), obtendo-se o produto 5a. Os demais produtos
5(b-k) foram obtidos utilizando a mesma metodologia. Para a obtencdo de 5e foi necessaria a
realizag&o de purificacdo por cromatografia em coluna, utilizando como fase estacionéria silica
gel 230-400 mesh e como fase movel as misturas de heptano/acetato de etila nas proporcoes
8:2e7:3.

Esquema 33. Sintese dos intermediarios-chave 1-aril-1H-pirazois 5(a-k).

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

6.1.2.2 Sintese dos intermediarios-chave 1-aril-1H-pirazol-4-carbaldeidos 6(a-k)

Para a sintese de 6a adicionou-se a um baldo de fundo redondo de 10 mL, acoplado a
um condensador de Allihn, 399,3 mg (2,8 mmol) de 5a, 812,0 mg (5,6 mmol) de
hexametilenotetramina (HMTA) PA e 2 mL de acido trifluoroacético 99% (TFA) (Esquema
34). A reacdo foi mantida sob refluxo, com agitacdo com barra magnética, e acompanhada por
analise de CCD, usando heptano/acetato de etila (7:3) como eluente. Apos 44 h, ndo se observou
mais mancha com Rf relativo a 5a na CCD, evidenciando o fim da reacdo. O contetdo do baldo
foi vertido em &gua gelada, neutralizado com solucéo aquosa de NaHCO3 10% m/v, ocorrendo
a formacdo de um soélido que foi filtrado a vacuo em funil de Bichner e seco no dessecador (de
Oliveira et al., 2013). Os demais derivados 6(b-k) foram obtidos de maneira similar, sendo que
6b e 6d foram purificados por cromatografia em coluna, utilizando silica gel 230-400 mesh
como fase estacionaria e como eluentes as misturas de heptano:acetato de etila nas proporcdes

de 8:2 e 7:3, finalizando com acetato de etila.
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Esquema 34. Sintese dos intermediarios-chave 1-aril-1H-pirazol-4-carbaldeidos 6(a-k).
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R = a: H; b: 2,4-diCl; c: 3,5-diCl; d: 3,4-diCl; e: 3-F; f: 3-Br; g: 3-Cl; h: 4-F; i: 4-OCHs; j: 4-Br; k: 4-ClI

6.1.2.3 Sintese dos derivados 2-(1-aril-1H-pirazol-4-il)-1H-benzoimidazois 1(a-k)

A um baldo de 10 mL foram adicionados 100,2 mg (0,58 mmol) de 6a, 63,0 mg
(0,58 mmol) de o-fenilenodiamina (OPD) PA e 3 mL de etanol (Esquema 35) (Tie-gang et al.,
2012). A reacdo foi mantida em refluxo, com agitagdo com barra magnética, e acompanhada
por anélise de CCD, usando heptano/acetato de etila (3:2) como eluente. Ao final de 18 h, a
analise por CCD néo indicava mais presenca de substancia com mesmo Rf da matéria-prima e,
portanto, considerou-se que a reacdo havia finalizado. O produto bruto foi vertido em agua
gelada com agitacdo vigorosa, levando a precipitacdo de 1a, que foi filtrado a vacuo e levado
ao dessecador. Os outros produtos da série 1(b-k) foram sintetizados usando a mesma
metodologia, sendo que 1(b-h,j) foram obtidos ap6s purificacdo por cromatografia em coluna

(fase estacionaria: silica gel 230-400 mesh, fase mdvel: heptano/acetato de etila 8:2).

Esquema 35. Sintese dos produtos finais 2-(1-aril-1H-pirazol-4-il)-1H-benzoimidazois 1(a-k).
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R = a: H; b: 2,4-diCl; c: 3,5-diCl; d: 3,4-diCl; e: 3-F; f: 3-Br; g: 3-Cl; h: 4-F; i: 4-OCHs; j: 4-Br; k: 4-Cl

6.2 SINTESE DOS DERIVADOS TRIAZOL-IMIDAZOLINICOS 2(a-I)
6.2.1 Sintese dos intermediarios-chave arilazidas 8(a-I)

A um balédo de fundo redondo de 100 mL, adicionou-se 4,0110 g (0,043 mol) de anilina

99,5% e 43,0 mL de solucdo aquosa de acido cloridrico 15% m/v, o qual foi colocado em banho
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de gelo e a agitagcdo com barra magnética foi iniciada. Quando a mistura atingiu 0°C,
transferiu-se 4,4226 g (0,064 mol) de nitrito de sédio PA solubilizado em 133,0 mL de &gua,
mantendo a reacdo com temperatura maxima de 0 °C.

Ao fim da adicdo da solucdo de NaNOy, a reagdo foi mantida sob agitacdo por 30 min a
temperatura entre -3 e 0°C e, em seguida, iniciou-se a adi¢do de 5,5569 g (0,086 mol) de azida
de sodio PA solubilizada em 100 mL de agua, mantendo a temperatura maxima de 0°C
(Esquema 36). Ao final da adicdo da solucdo de NaNsz, a analise de CCD, usando
heptano:acetato de etila 3:2 como eluente, ndo indicava presenca do material de partida e
constatou-se o fim da reagéo.

O produto 8a foi obtido apds extracdo com quatro por¢des de 40 mL de acetato de etila,
em que a fase organica foi lavada com agua destilada até pH = 7, que foi concentra no
rotaevaporador apods adi¢do de CaCl, anidro como agente secante. Os demais derivados liquidos
8(e-k) foram isolados da mesma maneira. Para os derivados 8(b-d,l), o sélido obtido durante a
reacdo foi filtrado a vacuo e lavado com agua destilada gelada até pH = 7 e seco sobre a bancada
(Liu et al., 2016).

Esquema 36. Sintese dos intermediérios-chave arilazidas 8(a-l).
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R = a: H; b: 2,4-diCl; c: 3,5-diCl; d: 3,4-diCl; e: 3-F; f: 3-Br; g: 3-Cl; h: 4-F; i: 4-OCHaj; j: 4-Br; k: 4-Cl; I: 4-NO,

6.2.2 Sintese dos intermediarios-chave 5-amino-1-aril-1H-1,2,3-triazol-4-carbonitrilas
9(b-h,j-I)

Em um bal&o de fundo redondo de 25 mL foram adicionados 77,6 mg (1,17 mmol) de
malononitrila 99%, 124 mg (1,23 mmol) de trietilamina 99% (TEA) e 6 mL de etanol (Esquema
37). O baldo foi levado ao banho de gelo e a mistura ficou sob agitacdo com barra magnética
por 30 min, quando se iniciou a adigdo de 183,9 mg (0,98 mmol) de 8c solubilizado em 6 mL
de etanol, mantendo a temperatura maxima durante a adi¢éo de 0°C (Frasson et al., 2019). Ao
fim da adicéo, a reacdo foi mantida a temperatura ambiente (ta) e foi acompanhada por analise
por CCD (eluente: heptano:acetato de etila 8:2). Ap6s 5 h de reacdo ndo foi observada mancha
com o mesmo Rf da matéria-prima na CCD, fato que estabeleceu o término da reagdo. O
conteudo do baldo foi vertido em agua gelada com agitacao vigorosa, formando um sélido 9c
que foi filtrado a vacuo, lavado com agua gelada e seco no dessecador. Os produtos 9(d-h,j-1)
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foram sintetizados de maneira andloga. Para a sintese de 9b foi utilizado metanol como

solvente.

Esquema 37. Sintese dos intermediarios-chave 5-amino-1-aril-1H-1,2,3-triazol-4-carbonitrilas 9(b-h,j-I).

CN
; kgt
N3 AN N NH,
% +  CN7CN - =~
“ | etanol, 0°C - ta, 4-48 h S |
\R \R
8(b-h,j-I) 9(b-h,j-I)

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

6.2.3 Sintese dos intermediérios-chave 1-aril-1H-1,2,3-triazol-4-carbonitrilas 10(b-h,j-I)

Em um bal&o de fundo redondo de 25 mL foram adicionados 1,2 mL de nitrito de t-butila
e 5 mL de THF. O baldo foi levado ao aquecimento, sob agitacdo magnética, e, 30 min ap6s o
inicio do refluxo, foram adicionados 400 mg (1,57 mmol) de 9b (dos Santos et al., 2011b). A
reacdo foi mantida sob refluxo durante 6 h e acompanhada por anélise de CCD (eluente: heptano
acetato de etila 1:1). Ao término da reacdo os volateis foram removidos no rotaevaporador e o
solido obtido foi recristalizado em etanol/agua. Os demais intermediarios 10(c-h,j-I) foram

obtidos de maneira similar (Esquema 38).

Esquema 38. Sintese dos intermediarios-chave 1-aril-1H-1,2,3-triazol-4-carbonitrilas 10(b-h,j-I).

CN CN
N
05 &3
N NH, - N
>-“\ THF
% + NO, ———> @~
« | f, 3-28 h « |
R R
9(b-h,j-I) 10(b-h,j-I)

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

6.2.4 Sintese dos derivados 1l-aril-4-(4,5-di-hidro-1H-imidazol-2-il)-1H-1,2,3-triazdis
2(b-h,j-1)

A um baldo de fundo redondo de 10 mL foram adicionados 100 mg (0,42 mmol) de 10b,
2 mL de etilenodiamina PA e 0,1 mL de dissulfeto de carbono PA. A mistura foi mantida sob
agitacdo, a temperatura ambiente (ta), durante 1h. Apos esse periodo, a anélise de CCD (eluente:
heptano:acetato de etila 1:1) ndo indicava mais a presenca de material de partida no meio

reacional. O produto bruto foi solubilizado em 5 mL de etanol e vertido em &gua gelada,
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obtendo 2b como um sdlido que foi filtrado e seco no dessecador. Os demais produtos finais

2(c-h,j-I) foram obtidos seguindo a mesma metodologia (Esquema 39).

Esquema 39. Sintese dos derivados 1-aril-4(4,5-di-hidro-1H-imidazol-2-il)-1H-1,2,3-triazéis 2(b-h,j-1).

CS,

+ H2N/\/NH2 P ——
| N ta, 1-23,5 h | N
/\/R f\R
10(bh,j-1) 2(b-h,j-1)

R = b: 2,4-diCl; ¢: 3,5-diCl; d: 3,4-diCl; e: 3-F; f: 3-Br; g: 3-Cl; h: 4-F; j: 4-Br; k: 4-CI; I: 4-NO»

6.3 SINTESE DOS DERIVADOS AMINO-TRIAZOL-IMIDAZOLINICOS 3(a-l)

6.3.1 Sintese de 5-amino-1(3,5-diclorofenil)-4(4,5-di-hidro-1H-imidazol-2-il)-1H-1,2,3-

triazol 3c via irradiacdo por micro-ondas

A um baldo de fundo redondo de 10 mL foram adicionados 100 mg (0,39 mmol) de 9c,
2 mL de etilenodiamina PA e 0,2 mL de dissulfeto de carbono PA. A mistura foi submetida a
irradiacdo por micro-ondas, utilizando um equipamento Discover CEM, com um condensador
de Allihn acoplado e agitacdo com barra magnética, a 100 W de poténcia, em pulsos de 15
minutos. A cada pulso foi realizada a analise de CCD (eluente: heptano:acetato de etila 3:2).
Ao final de 2 pulsos (30 min), a analise de CCD n&o indicava mais a presenca de material de
partida no meio reacional. O produto bruto foi vertido em agua gelada, obtendo 3c como um

solido fino, que foi filtrado e seco no dessecador (Esquema 40).

Esquema 40. Sintese do derivado 3c via irradiagdo por micro-ondas.

CN {NH
N N
/ 1
N/\4§\ N. \ NH
N 2

N~ NH: CS,

+ H N/\/NHz : >
/@\ 2 100 W, 30 min il:
Cl Cl Cl Cl

9c 3c
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6.3.2 Sintese dos derivados 5-amino-1-aril-4(4,5-di-hidro-1H-imidazol-2-il)-1H-1,2,3-
triazéis 3(b-h,j,k) sem aquecimento

A um baldo de fundo redondo de 10 mL foram adicionados 100 mg (0,39 mmol) de 9c,
2 mL de etilenodiamina PA e 0,11 mL de dissulfeto de carbono PA. A mistura foi mantida sob
agitacdo, a temperatura ambiente, durante 30 h. Apos esse periodo, a analise de CCD (eluente:
heptano:acetato de etila 1:1) ndo indicava mais a presenga de material de partida no meio
reacional. O produto bruto foi solubilizado em 5 mL de etanol e vertido em &gua gelada,
obtendo uma mistura sélida contendo 3c, que foi filtrada e seca no dessecador. Os demais
produtos finais 3(b,d-h,j,k) foram sintetizados seguindo a mesma metodologia (Esquema 41),
e foram submetidos a purificagdo por cromatografia em coluna, utilizando silica gel 230-400
mesh como fase estaciondria e heptano:acetato de etila 1:1 como fase mdvel, exceto 3(e-g) que

foram obtidos por precipitacdo direta.

Esquema 41. Sintese dos derivados 3(b-h,j,k) a temperatura ambiente.

\
N cs
+ H2N/\/NH2 —2>
| SN ta, 24-120 h | AN
/\/R /\R
g(b'hsjsk) 3(b'h!jyk)

R = b: 2,4-diCl; c: 3,5-diCl; d: 3,4-diCl; e: 3-F; f: 3-Br; g: 3-Cl; h: 4-F; j: 4-Br; k: 4-CI

6.3.3 Sintese do intermediario (1-(3-clorofenil)-4-ciano-1H-1,2,3-triazol-5-il)carbamato
de t-butila 11g

A um baldo de 10 mL foram adicionados 100 mg (0,45 mmol) de 9g, 202,8 mg
(0,91 mmol) de dicarbonato de t-butila 98% e 0,04 mL (0,45 mmol) de piridina PA, utilizando
4 mL de THF anidro como solvente (Esquema 42). A mistura foi mantida sob agitacdo, a
temperatura ambiente, e monitorada por CCD (eluente: heptano:acetato de etila 2:3). Apds 48 h,
a CCD néo indicava a evolucéo da reacdo e a mesma foi interrompida sem o consumo completo
da matéria-prima. A mistura reacional foi vertida em agua gelada e gelo, recristalizada com
etanol/dgua. O soélido obtido foi submetido a purificacdo por cromatografia em coluna
utilizando silica gel 230-400 mesh como fase estacionaria e heptano:acetato de etila 7:3 como

fase movel.
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Esquema 42. Sintese do intermediario 11g.

NH iridi
N 2 ’/)\ )J\ )]\ J\\\ piridina N
+ _—
©\ o O O THF, ta, 48 h ©\
Cl Cl

99 11g

6.4 CARACTERIZACAO DAS SUBSTANCIAS
6.4.1 Espectroscopia na Regido do Infravermelho (FT-IR)

Os espectros na regido do Infravermelho foram adquiridos no equipamento modelo
Spectrum 100 PerkinElmer, utilizando a técnica de reflexdo total atenuada (ATR) com
diamante-ZnSe, 16 varreduras, resolucio de 4 cm™, no Laboratorio de Espectroscopia do
Biomateriais (Prédio J2) da UNIFEI.

6.4.2 Espectrometria de Massas de Alta Resolugdo (HRMYS)

As andlises foram realizadas em um espectrdmetro de massas Q-TOF ZQ-4000 da
marca Micromass/Waters de alta resolucdo, utilizando capilar 3,0 kV, cone 30,0 V, extrator
1V, lente RF 1,0 V, temperatura de fonte 1500C, temperatura de dessolvatacdo 300 °C, com
ionizacdo por eletrospray (ESI-MS), na Central Analitica da Fiocruz-RJ.

6.4.3 Cromatografia a Gas acoplada a Espectrometria de Massas (GC-MS)

Os cromatogramas foram obtidos em um cromatografo a gas acoplado a um
espectrdmetro de massas, com ionizacao por impacto de elétrons (EI) da marca Agilent, na
Central Analitica da Fiocruz-RJ.

A coluna utilizada nas analises é HP-5 da Agilent, com 30 m de comprimento, 0,25 mm
de diametro interno e espessura de filme de 0,25 um. A amostra (1 L) é injetada a temperatura
de 20°C e split na razdo 20:1, com temperatura inicial do forno no primeiro minuto de 60°C e

rampa de 13°C/min até atingir 300°C.
6.4.4 Espectroscopia de Ressonancia Magnetica Nuclear

As analises de Ressonancia Magnética Nuclear de 'H e de 3C foram realizadas no
Laboratorio de Ressonancia Magnética Nuclear da UNIFAL (Alfenas-MG) utilizando um
instrumento BRUKER Avance 111 300 MHz, e na Central Analitica da FIOCRUZ-RJ, em um
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instrumento BRUKER Avance 111 HD 400 MHz e BRUKER Avance Neo 500 MHz, ambos
com criossonda de N2 liquido. O solvente utilizado foi dimetilsulfoxido hexadeuterado
(DMSO-ds) e tetrametilsilano (TMS — Si(CHs)4) como padréo interno.

6.4.5 Determinacéo das faixas de fuséo

As faixas de fusdo foram medidas em duplicata, sem corre¢do, em um equipamento da
marca Allerbest no Laboratério de Sintese de Sistemas Heterociclicos (LaSSH) da UNIFEI.

6.5 PROPRIEDADES FiSICO-QUIMICAS

As predicdes das propriedades fisico-quimicas dos produtos 1(a-k), 2(b-h,j-1) e
3(b-h,j-I) foram realizadas utilizando o software Osiris DataWarrior v. 5.2.1, disponivel

http://www.openmolecules.org/datawarrior/download.html.
6.6 TESTES DE ATIVIDADE TRIPANOCIDA

Os testes de atividade tripanocida de Concentracdo Inibitéria média (ICso) frente as
células amastigotas e tripomastigotas de T. cruzi e de Citotoxicidade Celular (CCso) frente as
celulas Vero, bem como os ensaios de tratamento de microtecido cardiaco, foram realizados no
Laboratorio de Ultraestrutura Celular (LUC) na Fundacdo Oswaldo Cruz (Fiocruz-RJ), sob

coordenacao da Dr2. Mirian Claudia de Souza Pereira.


http://www.openmolecules.org/datawarrior/download.html
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7 CONCLUSOES

Ao fim deste trabalho, foram obtidos 80 substancias com alto grau de pureza, das quais
cinguenta e cinco sdo intermediarios-chave, sendo onze derivados 1-aril-1H-pirazol 5(a-k) com
rendimentos de 18 a 84%, onze derivados 1-aril-1H-pirazol-4-carbaldeidos 6(a-k) com
rendimentos de 29 a 94%, doze derivados arilazidas 8(a-1) com rendimentos de 68 a 97%, dez
derivados 5-amino-1-aril-1H-pirazol-4-carbonitrilas 9(b-h,j-1) com rendimentos de 22 a 98% e
dez derivados 1-aril-1H-pirazol-4-carbonitrilas 10(b-h,j-I) com rendimentos de 74 a 96%, o
intermediario (1-(3-clorofenil)-4-ciano-1H-1,2,3-triazol-5-il)carbamato de t-butila 11g, com
17% de rendimento. Também foram obtidos quatro produtos inesperados 3(2((1-aril-4-ciano-
1H-1,2,3-triazol-5-il)imino)azepan-1-il)propilcarbamato de t-butila 13(b,c,k,I).

Em relacdo aos produtos finais propostos, foram obtidos dez derivados 2-(1-aril-1H-
pirazol-4-il)-1H-benzoimidazéis 1(a-g,i-k), a partir de duas metodologias distintas, com
rendimentos de 10 a 87%, dez derivados 1-aril-4(4,5-di-hidro-1H-imidazol-2-il)-1H-1,2,3-
triazois 2(b-h,j-1) com rendimentos de 40 a 99%, a partir de uma metodologia com condi¢des
brandas e cinco derivados 5-amino-1-aril-4(4,5-di-hidro-1H-imidazol-2-il)-1H-1,2,3-triaz0is
3(c-g) com rendimentos 46 a 70%, utilizando metodologia com irradiacdo por micro-ondas ou
a temperatura ambiente. Todos os produtos finais obedecem a “regra dos 5 de Lipinski e
apresentam area superficial polar topoldgica < 126,9 A% que sugerem boa biodisponibilidade
oral e boa absor¢do ou permeabilidade a membrana celular.

Na avaliacdo da atividade bioldgica, tanto os produtos 1(a-g,i-k) quanto 2(b-h,j-I),
apresentaram baixa citotoxicidade, com CCso> 100 e > 500 uM, respectivamente. Em relacdo
a atividade anti-T. cruzi contra a forma tripomastigota, os destaques foram os compostos 1f
(ICs0= 13,4 = 2,6 uM), 1i (ICs0= 11,7 £ 3,1 uM) e 2b (ICs0= 2,8 £ 0,2 pM) com atividade
superior ao benznidazol (Bz). Ja contra a forma amastigota, 1f (ICs0=16,6 £ 1,9 uM) e 1i (ICso=
9,4 £0,1 uM) foram os mais seletivos contra amastigotas, com IS > 45 e poténcia (pICso)
superior a 5, poténcia similar a observada para 0 Bz (plCso= 5,52). Os derivados 1f e 1i
apresentaram ainda uma alta inibicdo dos protozoarios intracelulares (amastigotas) no

tratamento de microtecido cardiaco, sem efeito cardiotoxico.
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APENDICE A - Espectros de absor¢&o na regido do infravermelho dos derivados 5(a-k)

Espectro 1. Espectro de FT-IR do derivado 5a.
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Espectro 2. Espectro de FT-IR do derivado 5b.
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Espectro 3. Espectro de FT-IR do derivado 5c.
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Espectro 4. Espectro de FT-IR do derivado 5d.
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Espectro 5. Espectro de FT-IR do derivado 5e.
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Espectro 6. Espectro de FT-IR do derivado 5f.

~-676 3
=773 am‘m
—— —876 038 i
—206 —1034 -m
== ogg 1068 ~1044 2
— [
=75 1197 <
Wlawm _-1388 1=
= 1404 1481 =
— 580 ES
1592 e
=
=
SE
A
=]
N
g8
2
F @
ob
IMN
s
&
(=]
S
—3075 7
3098 =
3122 o
3143 F
]
=5
& Iﬂ.u
=
= =
\N E
z £
T UALARALN LARRY RARRN RARMN b LR KRR RAML RARR
o =t li=] [=e] = (] =t
N " i M V™

BIOUEILLSLIEL] %



‘o4 Transmiténcia

‘% Transmitancia

=]
[=}

|
%]

[=r]
=

[44)
[=2]

h‘
o

o £
[2¥) (=}
FET T

[+l
iy

Espectro 7. Espectro de FT-IR do derivado 5g.
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Espectro 8. Espectro de FT-IR do derivado 5h.
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Espectro 9. Espectro de FT-IR do derivado 5i.
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Espectro 10. Espectro de FT-IR do derivado 5j.
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Espectro 11. Espectro de FT-IR do derivado 5k.
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APENDICE B - Espectros de absorcdo na regifo do infravermelho dos derivados 6(a-k)

Espectro 12. Espectro de FT-IR do derivado 6a.
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Espectro 14. Espectro de FT-IR do derivado 6c.
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Espectro 16. Espectro de FT-IR do derivado 6e.
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Espectro 17. Espectro de FT-IR do derivado 6f.
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Espectro 18. Espectro de FT-IR do derivado 6g.
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Espectro 20. Espectro de FT-IR do derivado 6i.
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Espectro 22. Espectro de FT-IR do derivado 6k.
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APENDICE C - Cromatogramas e espectros de massas (El) dos derivados 6(a-k)

Cromatograma 1. Cromatograma do derivado 6a.

Abundéancia TIC: EM01_22_05_0174.D\data.ms
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Tempo

Espectro 23. Espectro de massas (El) do derivado 6a.

Scan 1859 (16.709 min): EM01_22_05_0174.D\data.ms
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Cromatograma 2. Cromatograma do derivado 6b.
Abundéancia TIC: EM01_22_05_0178.D\data.ms
8000000 19.551
7500000
7000000
6500000
6000000
5500000
5000000
4500000
4000000
3500000
3000000
2500000
2000000
1500000 A\
-

1000000 Cl

500000

Tempo 600 300 1000 ‘IZUU 1400 ‘ISUO 1800 2000 2200 2400 2600 2800 3000 3200 3400 3600 3300 4000 4200 4400 4600

Espectro 24. Espectro de massas (EI) do derivado 6b.
Scan 2313 (19.549 min): EM01_22_05_0178.D\data.ms
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Cromatograma 3. Cromatograma do derivado 6c.

Abundancia TIC: EM01_22_05_0181.D\data.ms
Buuuuwd 20.195
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R R R === R R R s o AR BAREREE
600 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00 22.00 24.00 26.00 28.00 30.00 32.00 34.00 35.00 38.00 40.00 42.00 44.00 46.00

Tempo

Espectro 25. Espectro de massas (El) do derivado 6c.

Scan 2416 (20.193 min): EM01_22_05_0181.D\data.ms
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Cromatograma 4. Cromatograma do derivado 6d.

‘Abundancia TIC: EMO1_22_05_0184.D\data.ms
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5500000
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4500000
4000000
3500000
3000000
2500000
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1000000

500000

. cl L_L
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6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00 22.00 24.00 26.00 28.00 30.00 32.00 34.00 36.00 38.00 40.00 42.00 44.00 46.00

Tempo
Espectro 26. Espectro de massas (El) do derivado 6d.
Scan 2508 (20.769 min): EM01_22_05_0184.D\data.ms
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Cromatograma 5. Cromatograma do derivado 6e.

snni TIC: EM01_22_06_0178.D\data.ms
Abundanf}la 16.428

TODOUOO‘:
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—————

T T L T T T T T T - N EEE T B R T T T T
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Espectro 27. Espectro de massas (El) do derivado 6e.
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Cromatograma 6. Cromatograma do derivado 6f.

Abundéncia TIC: EM01_23_03_0183.D\data.ms
4600000 19.447
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4200000
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1000000 H
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600000

400000

200000 Br 20 128

L T T e e e e
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Tempo

Espectro 28. Espectro de massas (El) do derivado 6f.
Scan 2297 (19.449 min): EM01_23_03_0183.D\data.ms
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Cromatograma 7. Cromatograma do derivado 6g.
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19.851

180

Tempo

5000

50.1

Espectro 29. Espectro de massas (El) do derivado 6g.
Scan 2182 (18.730 min): EM01_22_05_0175.D\data.ms
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Cromatograma 8. Cromatograma do derivado 6h.

Abundancia TIC: EMO1_22_05_0185.D\data.ms
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600000 N
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200000
F

" AN —— e

0%
Tempo 600 300 1000 ‘IZUU 1400 ‘ISUU 1300 2000 2200 2400 2600 2800 3000 3200 3400 3600 3300 4000 4200 4400 4600

Espectro 30. Espectro de massas (El) do derivado 6h.
Scan 1829 (16.521 min): EM01_22_05_0185.D\data.ms
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Cromatograma 9. Cromatograma do derivado 6i.

Abundéancia TIC: EM01_22_05_0187 D\data.ms
2900000 10 604
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800000 0

700000 H
600000
so0000f N
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0k

Tempo

Espectro 31. Espectro de massas (El) do derivado 6i.
Scan 2322 (19.605 min): EM01_22_05_0187.D\data.ms
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Cromatograma 10. Cromatograma do derivado 6j.

Abundéncia TIC: EMO1_22_05_0186.D\data.ms
5000000 19.604

4800000
4600000
4400000
4200000
4000000
3800000
3600000
3400000
3200000
3000000
2800000
2600000
2400000
2200000
2000000
1800000
1600000
1400000
1200000
1000000

800000 N

600000

400000

200000
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Tempo

Espectro 32. Espectro de massas (El) do derivado 6j.

Scan 2386 (20.006 min): EM01_22_05_0186.D\data.ms
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Cromatograma 11. Cromatograma do derivado 6k.

Abundancia TIC: EMO1 22 08_0049.D\data.ms
18.823

7500000
7000000
6500000
6000000
5500000
5000000
4500000
4000000
3500000
3000000
2500000
2000000 0
1500000 I\
N
1000000

500000

L4 X

DS AL T DAL S YA B AL S AL BN AL SN WAL SR PO AL N
Tempo 6.00 800 1000 1200 14.00 1600 18.00 2000 2200 2400 2600 2800 3000 3200 34.00

Espectro 33. Espectro de massas (El) do derivado 6k.
Scan 1933 (18.821 min): EM01_22_08_0049.D\data.ms

123.0 138.0 1500 4639 179.0490 9
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tica nuclear dos derivados 6(a-k)

ancia magné

A

APENDICE D - Espectros de resson

Espectro 34. Espectro de RMN de H (400 MHz — DMSO-dg) do derivado 6a.
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Espectro 35. Espectro de RMN de *H (400 MHz — DMSO-dg) do derivado 6b.
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Espectro 36. Espectro de RMN de *H (400 MHz — DMSO-dg) do derivado 6c.
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Espectro 38. Espectro de RMN de 'H (400 MHz — DMSO-dg) do derivado 6e.
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Espectro 39. Espectro de RMN de 'H (400 MHz — DMSO-dg) do derivado 6f.
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Espectro 40. Espectro de RMN de H (400 MHz — DMSO-dg) do derivado 6g.
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Espectro 41. Espectro de RMN de H (400 MHz — DMSO-dg) do derivado 6h.
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Espectro 42. Espectro de RMN de 'H (400 MHz — DMSO-ds) do derivado 6i.
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Espectro 43. Espectro de RMN de 'H (400 MHz — DMSO-dg) do derivado 6j.
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Espectro 44. Espectro de RMN de H (300 MHz — DMSO-dg) do derivado 6k.
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Espectro 45. Espectro de RMN de **C (100 MHz — DMSO-dg) do derivado 6a.
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Espectro 46. Espectro de RMN de *3C (100 MHz — DMSO-ds) do derivado 6b.
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Espectro 47. Espectro de RMN de **C (100 MHz — DMSO-dg) do derivado 6c.
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Espectro 48. Espectro de RMN de *3C (100 MHz — DMSO-ds) do derivado 6d.
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Espectro 49. Espectro de RMN de **C (100 MHz — DMSO-dg) do derivado 6e.
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Espectro 50. Espectro de RMN de *3C (100 MHz — DMSO-dg) do derivado 6f.
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Espectro 51. Espectro de RMN de **C (100 MHz — DMSO-ds) do derivado 6g.

mwmm.mm
mwmo.mm
G562 68

9126'6¢

mmrh.mmgﬁ
£0EL 0O

_‘_‘mm_h_‘_‘ /
8560611~
§cel sel \
286F L2~
€655 LEL ~
_.wmm.mm_.M
gelevel

mwmm.mm_.%
mmmm_‘v_‘

285068l —

190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10
ppm

200



194

Espectro 52. Espectro de RMN de *3C (100 MHz — DMSO-ds) do derivado 6h.
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Espectro 53. Espectro de RMN de *3C (100 MHz — DMSO-ds) do derivado 6i.
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Espectro 54. Espectro de RMN de *3C (100 MHz — DMSO-dg) do derivado 6j.
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Espectro 55. Espectro de RMN de *C (75 MHz — DMSO-ds) do derivado 6k.
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APENDICE E - Espectros de massas de alta resolucio (ESI) dos derivados 1(a-e,g-k),

obtidos antes da purificagéo por cromatografia em coluna

Espectro 56. Espectro de HRMS (ESI) do derivado 1a.

Intens. +MS, 0.3-0.9min #16-54
x106 [M+H]* 1a
2611138
a_
NH
NTS =
N
81 1a
N 7 M+HI* 7a
4 N\——CN [41? 1!!25
%N :
Yy &
N
24 @ 7a
[M+Na]* 1a [2M+Na]* 1a
283.0056 [M+Na]* 7a B9:e020,
157.0767 439.1645 573.2511
0 . |\ . . il I\ : - I - . - |\
100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 m/z
Espectro 57. Espectro de HRMS (ESI) do derivado 1b.
Intens. +MS, 0.1-0.8min #5-45
x1067 [M+H]* 1b
329.0358
N/J\]f\
N Cl
1.5 =N Ei>
1b
[M+Na]* 1b
[M+H]* 7Tb
N 555.0234
] : N\,_C'\‘
N
Yoo IOl
N
cl cl cl
0.5
7b
“ 224.9982
261.1128
133.0764 189.0215 | h 4171821 521.0623
0.0 I , T —r el ] Moy ] ol r\iu P " I .
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Espectro 58. Espectro de HRMS (ESI) do derivado 1c.

Intens. +MS, 0.3-0.6min #16-32
x108 [M+H]*1¢c
1.2 329.0364
Q\NH Cl
N=S =
] N
1.0 =N
cl
1c
0.8
N ;
0.6
\ N\_Cw
SN Cl
N
N
0.4+
Cl
Tc M+Na]* 1c
cl cl [M+Na] [M+H]* 7c
i 357.0676
0.2 555.0247
2249988
9y I L N | O L S .
100 150 200 250 350 400 450 550 m/z
Espectro 59. Espectro de HRMS (ESI) do derivado 1d.
Intens. +MS, 0.1-0.3min #7-20
x106 [M+H]+
329.0354
3.0
2.5
2.0
N/)\E;\
4 (N—< />—CI
1.5 =y
1.0+
0.5
226.9517 | 441.0489
0.0 : v || . " Ll 1y . Lus, L — f
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Espectro 60. Espectro de HRMS (ESI) do derivado 1le.

Intens. | +MS, 0.1-0.3min #8-20
x108 [M+H]* 7e
304 453.1625
Qv
o
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25 \N/
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] N
g Te
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Espectro 61. Espectro de HRMS (ESI) do derivado 1g.
Intens, +MS, 0.2-0.5min #12-26
x105
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Espectro 62. Espectro de HRMS (ESI) do derivado 1h.

Intens. | +MS, 0.1-1.0min #8-59
x108 [M+H]* 7h
453.1640
“ NH
_ [M+H]*1h
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i N
N,
s L
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Espectro 63. Espectro de HRMS (ESI) do derivado 1i.
Intens. | +MS, 0.1-0.3min #8-18
x106 [M+H]*
291.1251
4_
3_
o
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Espectro 64. Espectro de HRMS (ESI) do derivado 1j.

Intensé +MS, 0.1-1.0min #8-58
x10 [M+H]* 7j
575.0007

2.0 Q\NH

[M+H]* 1j
339.0240

0.5
Br 7i
369.0533
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219:103F | 453‘f 530 47,0005
0.0 - - - L - ||.|. Aol I\I i - IlI -
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Espectro 65. Espectro de HRMS (ESI) do derivado 1k.
Intens, | +MS, 0.3-0.7min #17-42
x108 [M+H]*
295.0740
2.01
1.54

0.5+
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APENDICE F - Espectros de absorc¢ao na regio do infravermelho dos derivados 1(b-k)

% Transmitancia

% Transmitancia
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Espectro 66. Espectro de FT-IR do derivado 1b.
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Espectro 67. Espectro de FT-IR do derivado 1c.
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Espectro 68. Espectro de FT-IR do derivado 1d.
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Espectro 69. Espectro de FT-IR do derivado le.
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Espectro 70. Espectro de FT-IR do derivado 1f.
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Espectro 71. Espectro de FT-IR do derivado 1g.
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Espectro 72. Espectro de FT-IR do derivado 1h.
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Espectro 73. Espectro de FT-IR do derivado 1i.
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Espectro 74. Espectro de FT-IR do derivado 1j.
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Espectro 75. Espectro de FT-IR do derivado 1k.
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APENDICE G - Espectros de massas de alta resolucéo (ESI) dos derivados 1(b-k),
obtidos ap6s purificagdo por cromatografia em coluna

Espectro 76. Espectro de HRMS (ESI) do derivado 1b.

Intens. +MS, 0.4-0.6min #25-32
x106 [M+ H]+
329.0368
3.0
2.5
2.0

1.5 N\ ;
NH
/
104 N_ \

N
Cl
0.5 555.0260
261.0915
353.2672
" Cl | | | ; I, IILL | . 457.?791 | .
100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 miz
Espectro 77. Espectro de HRMS (ESI) do derivado 1c.
Intens. +MS, 0.3-0.6min #18-33
x106 [M+H]+
329.0358
1.5
1.0 ;
N\
NH
os] W
N
Cl i Cl 555.0234
0.0 | || ”. N L L 1l

100 200 300 400 500 600 miz
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Espectro 78. Espectro de HRMS (ESI) do derivado 1d.

Intens. +MS, 0.4-0.6min #23-35
x1084 [M+H]+

329.0350

2.5

2.0

0.5

Cl 226.9510 353.2655
1

0.04+———————— ———————— I N e ——
100 150 200 250 300 350 400 4350 200 250 m/z

Espectro 79. Espectro de HRMS (ESI) do derivado 1e.

Intens. +MS, 0.0-0.2min #2-12)
x107 [M+H]+

279:1051

0.8
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0.4+ \

am 307.0309
N

0.2

200.1062 247.1109
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m
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Espectro 80. Espectro de HRMS (ESI) do derivado 1f.

Intens. +MS, 0.2-0.7min #11-39
x106 | .
] [M+H]
339,0243
5_
4
3.
24 N\ ;
1 NH
/
N \
1 N
[M-+Na]*
261.0749 361.0058
] Br | I
100 150 200 250 300 350 400 450 m/z

Espectro 81. Espectro de HRMS (ESI) do derivado 1g.

Intens,| —— +MS, 0.5-0.8min #27-49
x10! *
2950754
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4_
N\
NH
1
2\ \
N
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Espectro 82. Espectro de HRMS (ESI) do derivado 1h.

Intens. +MS, 0.3-0.8min #15-48
x107 [M+H]*
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Espectro 83. Espectro de HRMS (ESI) do derivado 1i.*
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*Mesmo espectro apresentado no Apéndice E, espectro 63.



Espectro 84. Espectro de HRMS (ESI) do derivado 1j.
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Espectro 85. Espectro de HRMS (ESI) do derivado 1k.*
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*Mesmo espectro apresentado no Apéndice E, espectro 65.
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tica nuclear dos derivados 1(b-k)

ancia magné

A

APENDICE H - Espectros de resson

Espectro 86. Espectro de RMN de H (400 MHz — DMSO-dg) do derivado 1b.
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Espectro 87. Espectro de RMN de 'H (400 MHz — DMSO-dg) do derivado 1c.
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Espectro 88. Espectro de RMN de H (400 MHz — DMSO-dg) do derivado 1d.
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Espectro 89. Espectro de RMN de 'H (400 MHz — DMSO-dg) do derivado 1e.
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Espectro 90. Espectro de RMN de *H (400 MHz — DMSO-dg) do derivado 1f.
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Espectro 91. Espectro de RMN de *H (500 MHz — DMSO-dg) do derivado 1g.
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Espectro 92. Espectro de RMN de H (400 MHz — DMSO-dg) do derivado 1h.
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Espectro 93. Espectro de RMN de ‘H (400 MHz — DMSO-ds) do derivado 1i.
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Espectro 94. Espectro de RMN de *H (400 MHz — DMSO-dg) do derivado 1j.
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Espectro 95. Espectro de RMN de H (400 MHz — DMSO-dg) do derivado 1k.
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Espectro 96. Espectro de RMN de *3C (100 MHz — DMSO-ds) do derivado 1b.
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Espectro 97. Espectro de RMN de *3C (100 MHz — DMSO-ds) do derivado 1c.
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Espectro 98. Espectro de RMN de *3C (100 MHz — DMSO-ds) do derivado 1d.
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Espectro 100. Espectro de RMN de **C (100 MHz — DMSO-d6) do derivado 1f.
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Espectro 101. Espectro de RMN de *3C (125 MHz — DMSO-ds) do derivado 1g.
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Espectro 102. Espectro de RMN de **C (100 MHz — DMSO-ds) do derivado 1h.
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Espectro 103. Espectro de RMN de **C (100 MHz — DMSO-ds) do derivado 1i.
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Espectro 104. Espectro de RMN de **C (100 MHz — DMSO-ds) do derivado 1j.
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Espectro 105. Espectro de RMN de **C (100 MHz — DMSO-ds) do derivado 1k.
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Espectro 106. Mapa de correlagio HMBC do derivado 1e.
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APENDICE I - Espectros de correlagio bidimensionais do subproduto 7¢
Espectro 107. Mapa de correlacdo HSQC de 7c.
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Espectro 108. Mapa de correlagdo HMBC de 7c.
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APENDICE J - Espectros de absor¢ao na regido do infravermelho dos derivados 8(a-k)

Espectro 109. Espectro de FT-IR do derivado 8a.
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Espectro 110. Espectro de FT-IR do derivado 8b.
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Espectro 111. Espectro de FT-IR do derivado 8c.
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Espectro 112. Espectro de FT-IR do derivado 8d.
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Espectro 113. Espectro de FT-IR do derivado 8e.
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Espectro 114. Espectro de FT-IR do derivado 8f.
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Espectro 115. Espectro de FT-IR do derivado 8g.
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Espectro 116. Espectro de FT-IR do derivado 8h.
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Espectro 117. Espectro de FT-IR do derivado 8i.
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Espectro 118. Espectro de FT-IR do derivado 8j.
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Espectro 119. Espectro de FT-IR do derivado 8Kk.

€651
80.—

8¢CLL—
ZLol—

0i¢l-—

N3

160L—

gele—
Zc8

v6Cl—

0602

Cl

S8y l—

LR L A LR L LA L LR R LR R LR LR LR AL RLRE RALLE RN LR LN LR
3800 3600 3400 3200 3000 2800 2600 2400 2200 2000 1800 1600
Namero de onda (cm")

Espectro 120. Espectro de FT-IR do derivado 8l.
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APENDICE K - Espectros de absorcéo na regido do infravermelho dos derivados 9(b-
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Espectro 121. Espectro de FT-IR do derivado 9b.
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Espectro 122. Espectro de FT-IR do derivado 9c.
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Espectro 123. Espectro de FT-IR do derivado 9d.
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Espectro 126. Espectro de FT-IR do derivado 9g.
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Espectro 127. Espectro de FT-IR do derivado 9h.
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Espectro 128. Espectro de FT-IR do derivado 9j.

—764 EPP:
— ~842 815
= — —986F
= ~1071
~
Ijm.ﬂlmnm 1108
= —1278 400
= T —1402
o0 = —1504
=2l_15g5
—1651

3600 3400 3200 3000 2800 2600 2400 2200 2000 1800 1600 1400 1200 1000 80O
_1)

3800

= 7
[==]

[=] o0
s3]

T,

ejoUBHLSUE]] 9

Namero de onda (cm



233

Espectro 129. Espectro de FT-IR do derivado 9Kk.
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APENDICE L - Espectros de massas de alta resolucéo (ESI) dos derivados 9(b-h,j-I)

Espectro 131. Espectro de HRMS (ESI) do derivado 9b.
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Espectro 132. Espectro de HRMS (ESI) do derivado 9c.
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Espectro 133. Espectro de HRMS (ESI) do derivado 9d.
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Espectro 134. Espectro de HRMS (ESI) do derivado 9e.
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Espectro 135. Espectro de HRMS (ESI) do derivado 9f.
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Espectro 136. Espectro de HRMS (ESI) do derivado 9g.
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Espectro 137. Espectro de HRMS (ESI) do derivado 9h.
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Espectro 138. Espectro de HRMS (ESI) do derivado 9j.
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Espectro 139. Espectro de HRMS (ESI) do derivado 9k.
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Espectro 140. Espectro de HRMS (ESI) do derivado 9l.
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APENDICE M - Espectros de ressonancia magnética nuclear dos derivados 9(b-h,j-I)

Espectro 141. Espectro de RMN de H (400 MHz — DMSO-dg) de 9b.
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Espectro 142. Espectro de RMN de H (400 MHz — DMSO-dg) de 9c.
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Espectro 143. Espectro de RMN de 'H (400 MHz — DMSO-dg) de 9d.
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Espectro 144. Espectro de RMN de *H (400 MHz — DMSO-dg) de 9e.
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Espectro 145. Espectro de RMN de H (400 MHz — DMSO-dg) de 9f.
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Espectro 146. Espectro de RMN de *H (400 MHz — DMSO-ds) de 9g.
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Espectro 147. Espectro de RMN de 'H (400 MHz — DMSO-dg) de 9h.
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Espectro 148. Espectro de RMN de H (400 MHz — DMSO-dg) de 9j.
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Espectro 149. Espectro de RMN de 'H (400 MHz — DMSO-dg) de 9k.
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Espectro 150. Espectro de RMN de 'H (400 MHz — DMSO-dg) de 9l.
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Espectro 151. Espectro de RMN de *C (100 MHz — DMSO-dsg) de 9b.
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Espectro 152. Espectro de RMN de **C (100 MHz — DMSO-ds) de 9c.
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Espectro 153. Espectro de RMN de *C (100 MHz — DMSO-dsg) de 9d.
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Espectro 155. Espectro de RMN de **C (100 MHz — DMSO-ds) de 9f.
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Espectro 156. Espectro de RMN de *3C (100 MHz — DMSO-ds) de 9g.
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Espectro 157. Espectro de RMN de *3C (100 MHz — DMSO-dsg) de 9h.
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Espectro 158. Espectro de RMN de **C (100 MHz — DMSO-ds) de 9j.
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Espectro 159. Espectro de RMN de *C (100 MHz — DMSO-ds) de 9k.
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Espectro 160. Espectro de RMN de *3C (100 MHz — DMSO-ds) de 9l.
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APENDICE N - Espectros de absor¢&o na regido do infravermelho dos derivados

% Transmitancia

% Transmitancia

10(b-h,j-I)

Espectro 161. Espectro de FT-IR do derivado 10b.
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Espectro 162. Espectro de FT-IR do derivado 10c.
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Espectro 163. Espectro de FT-IR do derivado 10d.

90 §
|
| |
£
© | o |
‘o N =~
[ = | [} w
5 &b = 1
£ = © P ™)
C E o o o
[ - SN o
=50 L |
=] E s —_
o ~J g
75 CN > o | A
N - j<=
40 3 N \ @ N
35 N i |
— g Il
30 3 38
E D
Cl |
(0]
Cl et
2800 2600 2400 3200 3000 2800 2600 2400 2200 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800
Namero de onda (cm-)
Espectro 164. Espectro de FT-IR do derivado 10e.
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% Transmitancia

% Transmitancia

Espectro 165. Espectro de FT-IR do derivado 10f.
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Espectro 166. Espectro de FT-IR do derivado 10g.
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% Transmitancia

% Transmitancia

Espectro 167. Espectro de FT-IR do derivado 10h.
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Espectro 168. Espectro de FT-IR do derivado 10j.
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Espectro 169. Espectro de FT-IR do derivado 10k.
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Espectro 170. Espectro de FT-IR do derivado 10l.
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APENDICE O - Cromatogramas e espectros de massas (EI) dos derivados 10(b-h,j-I)

Cromatograma 12. Cromatograma do derivado 10b.
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Espectro 171. Espectro de massas (El) do derivado 10b.

Tempo
Scan 2208 (18.879 min): EM02_23_09_0083.D\data.ms
145.0 175.1 210.0

238.0
i 281.2 356.1

miz 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360




255

Cromatograma 13. Cromatograma do derivado 10c.
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Espectro 172. Espectro de massas (El) do derivado 10c.
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Cromatograma 14. Cromatograma do derivado 10d.
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Cromatograma 15. Cromatograma do derivado 10e.
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Espectro 174. Espectro de massas (El) do derivado 10e.
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Cromatograma 16. Cromatograma do derivado 10f.
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Espectro 175. Espectro de massas (El) do derivado 10f.
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Cromatograma 17. Cromatograma do derivado 10g.
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Espectro 176. Espectro de massas (El) do derivado 10g.
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Cromatograma 18. Cromatograma do derivado 10h.
Abundéancia TIC: EM02_23_09_0085.D\data.ms
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Espectro 177. Espectro de massas (EI) do derivado 10h.
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Cromatograma 19. Cromatograma do derivado 10j.
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Espectro 178. Espectro de massas (El) do derivado 10j.
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Cromatograma 20. Cromatograma do derivado 10Kk.
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Espectro 179. Espectro de massas (El) do derivado 10k.
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Cromatograma 21. Cromatograma do derivado 10l.
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Espectro 180. Espectro de massas (EI) do derivado 10l.
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APENDICE P - Espectros de ressonancia magnética nuclear dos derivados 10(b-h,j-1)

Espectro 181. Espectro de RMN de H (500 MHz — DMSO-dg) de 10b.
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Espectro 182. Espectro de RMN de 'H (500 MHz — DMSO-dg
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Espectro 183. Espectro de RMN de *H (500 MHz — DMSO-dg) de 10d.
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Espectro 184. Espectro de RMN de 'H (400 MHz — DMSO-dg) de 10e.
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Espectro 185. Espectro de RMN de *H (400 MHz — DMSO-dg) de 10f.
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Espectro 186. Espectro de RMN de H (400 MHz — DMSO-dg) de 10g.
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Espectro 187. Espectro de RMN de H (400 MHz — DMSO-dg) de 10h.
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Espectro 189. Espectro de RMN de H (500 MHz — DMSO-dg) de 10k.
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Espectro 190. Espectro de RMN de ‘H (400 MHz — DMSO-dg) de 10l.
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Espectro 191. Espectro de RMN de **C (125 MHz — DMSO-ds) de 10b.

9c06'8¢
g9690'6E
g98gd 6e
SeorBe

= oy g

7L9g9'6e
clelBe
6.286¢E
L¥0B'6E

€808 LLL —

7zo86Ll —
28t 82l
mmmm.mm_‘w
€666 6CL
mm.\._‘.om_‘\
Ll Zel
585 w.m_‘%
oFer el

150 140 130 120 110 100 90 80 7o 60 50 40 30 20 10
ppm

160

Espectro 192. Espectro de RMN de *3C (125 MHz — DMSO-ds) de 10c.
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Espectro 193. Espectro de RMN de **C (125 MHz — DMSO-ds) de 10d.
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Espectro 194. Espectro de RMN de **C (100 MHz — DMSO-ds) de 10e.
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Espectro 195. Espectro de RMN de *3C (100 MHz — DMSO-ds) de 10f.
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Espectro 196. Espectro de RMN de **C (100 MHz — DMSO-ds) de 10g.
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Espectro 197. Espectro de RMN de **C (100 MHz — DMSO-ds) de 10h.
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Espectro 198. Espectro de RMN de *3C (100 MHz — DMSO-ds) de 10j.
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Espectro 199. Espectro de RMN de *3C (125 MHz — DMSO-ds) de 10k.
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Espectro 200. Espectro de RMN de **C (100 MHz — DMSO-ds) de 10l.
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APENDICE Q - Espectros de absorcéo na regido do infravermelho dos derivados
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Espectro 201. Espectro de FT-IR do derivado 2b.
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Espectro 202. Espectro de FT-IR do derivado 2c.
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Espectro 203. Espectro de FT-IR do derivado 2d.

%mﬂmmz

807
= —877 813
—944 9761030
= —1043
1131
—1188 gl_ 242

—1254

-1485

—1630

—2865
—2933

—3114
—3204

I
i m .
MwunH//Huuu// M
z O ¢
NuN\

~-1584 “1567

T T HUARELRAREA AR LA L LR RN R LR AR RN LA R RN R AL AL RRARE RN
3600

=]
'3}

T T T T
M~ w 2=} u

B|oUBHLISLEL] 94

3200 3000 2800 2600 2400 2200 2000 1800 1600 1400 1200 1000 @800

3400

3800

Namero de onda (cm-')

Espectro 204. Espectro de FT-IR do derivado 2e.
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Espectro 205. Espectro de FT-IR do derivado 2f.
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Espectro 206. Espectro de FT-IR do derivado 2g.
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Espectro 207. Espectro de FT-IR do derivado 2h.
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Espectro 208. Espectro de FT-IR do derivado 2j.
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Espectro 209. Espectro de FT-IR do derivado 2k.
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Espectro 210. Espectro de FT-IR do derivado 2I.
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APENDICE R - Espectros de massas de alta resolugéo (ESI) dos derivados 2(b-h,j-I)

Espectro 211. Espectro de HRMS (ESI) do derivado 2b.
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Espectro 212. Espectro de HRMS (ESI) do derivado 2c.
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Espectro 213. Espectro de HRMS (ESI) do derivado 2d.
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Espectro 214. Espectro de HRMS (ESI) do derivado 2e.
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Espectro 215. Espectro de HRMS (ESI) do derivado 2f.
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Espectro 216. Espectro de HRMS (ESI) do derivado 2g.
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Espectro 217. Espectro de HRMS (ESI) do derivado 2h.
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Espectro 218. Espectro de HRMS (ESI) do derivado 2j.
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Espectro 219. Espectro de HRMS (ESI) do derivado 2k.
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Espectro 220. Espectro de HRMS (ESI) do derivado 2I.
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APENDICE S - Espectros de ressonancia magnética nuclear dos derivados 2(b-h,j-I)

Espectro 221. Espectro de RMN de H (400 MHz — DMSO-dg) de 2b.
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Espectro 222. Espectro de RMN de *H (500 MHz — DMSO-dg) de 2c.
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Espectro 223. Espectro de RMN de 'H (400 MHz — DMSO-dg) de 2d.
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Espectro 224. Espectro de RMN de H (400 MHz — DMSO-dg) de 2e.
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Espectro 225. Espectro de RMN de H (400 MHz — DMSO-dg) de 2f.
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Espectro 226. Espectro de RMN de 'H (400 MHz — DMSO-dg) de 2g.
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Espectro 227. Espectro de RMN de 'H (400 MHz — DMSO-dg) de 2h.
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Espectro 228. Espectro de RMN de *H (500 MHz — DMSO-ds) de 2j.
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Espectro 229. Espectro de RMN de 'H (400 MHz — DMSO-dg) de 2k.
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Espectro 230. Espectro de RMN de 'H (400 MHz — DMSO-dg) de 2l.
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Espectro 231. Espectro de RMN de *3C (100 MHz — DMSO-ds) de 2b.
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Espectro 232. Espectro de RMN de **C (100 MHz — DMSO-ds) de 2c.
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Espectro 233. Espectro de RMN de *C (100 MHz — DMSO-ds) de 2d.
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Espectro 234. Espectro de RMN de **C (100 MHz — DMSO-ds) de 2e.
Oy =T Oy Oy ¢ <7 O I~ Ly o - —
o) D O o [ ©) ) oy — w2 5 = ) D o = O
oW - O Oy O O 0 - w ue o I— = W g 00 O O
0 oW WO~ O — v © ONNFODD
o — W O~ W - - Moo o
W W = 000 000 o — i O o O O an O O
— o - — T — =T T ) € €
] N | [ Ry
[=2] g ME I~ o — o O I~
) [ o) v — ~ =y
(=] w [=)e)] o4 7 o wy =T o [ e )
I N @ I~ =~ S ©
[5r] — [ — W 0 w I~ P~
© @ Q0 oo -t = = 22
I N/ AW N I I
Cs Cy Cs C¢ C, Cy N
J=2451Hz J=10,5Hz J=93Hz J=30HzJ=209Hz J=26,8Hz ,
' t L | 6' 2
| | 3-
e
== I 1 rrr =TT r T T T T T T
162 1376 | 132.0 116.0 115.5
ppm ppm ppm ppm ppm
C!!
2 1
1
M l C4”f"05”

|

170 160

150

140 130

120

110

100

90 80 70
ppm

60 50 40 30

20

10



291

Espectro 235. Espectro de RMN de **C (100 MHz — DMSO-ds) de 2f.
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Espectro 236. Espectro de RMN de *3C (100 MHz — DMSO-ds) de 2g.
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Espectro 237. Espectro de RMN de *C (100 MHz — DMSO-ds) de 2h.
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Espectro 238. Espectro de RMN de **C (100 MHz — DMSO-ds) de 2j.
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Espectro 239. Espectro de RMN de *C (100 MHz — DMSO-ds) de 2k.
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Espectro 240. Espectro de RMN de *3C (100 MHz — DMSO-ds) de 2I.

I~ ~ O o OO
= oo W Oof o4 - D NHD D= O
@ T D D oo b TOWH- 0o
) W O T | o HONHO DD O
w woo wlo o oo w i
e} = = < ol o [oR=Fo¥ FoRoN N
- - | T T ] e ed o
| Vo ! | e
4"
1
C!!
2
I
1 |
|
" - L_JLJUI ) . ')L_ A __J

170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0
ppm



294

APENDICE T - Espectros de absorcio na regido do infravermelho dos derivados 3(d-g)

% Transmitancia

Espectro 241. Espectro de FT-IR do derivado 3d.
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Espectro 242. Espectro de FT-IR do derivado 3e.
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% Transmitancia

% Transmitancia

Espectro 243. Espectro de FT-IR do derivado 3f.
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Espectro 244. Espectro de FT-IR do derivado 3g.
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APENDICE U - Espectros de massas de alta resolugéo (ESI) dos derivados 3(d-g)

Espectro 245. Espectro de HRMS (ESI) do derivado 3d.
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Espectro 246. Espectro de HRMS (ESI) do derivado 3e.
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Espectro 247. Espectro de HRMS (ESI) do derivado 3f.
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Espectro 248. Espectro de HRMS (ESI) do derivado 3g.
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APENDICE V - Espectros de ressonancia magnética nuclear dos derivados 3(d-g)

Espectro 249. Espectro de RMN de 'H (500 MHz — DMSO-dg) de 3d.
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Espectro 250. Espectro de RMN de *H (400 MHz — DMSO-ds) de 3e.
— @MU OWo O S O o ol oW — -
U R W O ST o Oy O o O uw - — I~ 3 O
SEORIINSER® © © e =R=R
©WOOLWW0WW0LWST A o W0 S "
L A R el S S Sy S S S (s e} ©r o 4
i A | (. e N 5
\!
W~ WD v~ OO0 NG O3
== OO~ 0~ 3D N
COOONWWNWWNWLW T T MO
P F= F= = = = = = F= [= = = [= = = [- I\jf \
S\ TEs N A N NH2
6 2
H2,| H4,| H5,| HG, 5'
| i F
I | 4
bl I|I ) n n
! [} H4fH5
: —g— g
Q Q
™ -—
| B s S S N S R
7.50 7.40 !
ppm
L . I
-«
9.0 8.5 8.0 75 7.0 6.5 6.0 55 50 4.5 4.0 35 3.0 25 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0

ppm



299

Espectro 251. Espectro de RMN de H (400 MHz — DMSO-dg) de 3f.
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Espectro 252. Espectro de RMN de 'H (400 MHz — DMSO-dg) de 3g.
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Espectro 253. Espectro de RMN de *3C (125 MHz — DMSO-ds) de 3d.
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Espectro 254. Espectro de RMN de **C (100 MHz — DMSO-ds) de 3e.
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Espectro 255. Espectro de RMN de **C (100 MHz — DMSO-ds) de 3f.
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Espectro 256. Espectro de RMN de *3C (100 MHz — DMSO-ds) de 3g.
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APENDICE W - Caracterizacéo dos derivados 3(b,c,h,j,k) apds a purificacéo

% Transmitancia
[a]
[}

% Transmitancia

Espectro 257. Espectro de FT-IR do derivado 3b.
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Espectro 258. Espectro de FT-IR do derivado 3c.

88F 1

18- —
SPLL-
YL6—

100k

4
82cal
L\
LG~

9851
LIS

Cl Cl

Sevl—
186—
198—

vigl—
4908—

cEl—=

Y P
[ %]
| «Q © L&
(%]
w -':.‘I'I\J O
w n
o RS
)% )
N\
NH
N
N
\N NH}
cl | |
= -
o
LAY o S
con B
20n
@
Cl W Wy
» o
B S —————————.
3800 3600 3400 3200 3000 2800 2600 2400 2200 2000 1800 160 1400 1200 1000 800

6.9~

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
3800 3800 3400 3200 3000 2800 2600 2400 2200 2000 1800 1600
Nimero de onda (cm™)

LARARN RARARRAAAS LasRS) T
1400 1200 1000 800



303

Espectro 259. Espectro de HRMS (ESI) do derivado 3c.
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Espectro 260. Espectro de RMN de *H (400 MHz — DMSO-dg) de 3c.
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% Transmitancia

Espectro 261. Espectro de FT-IR do derivado 3h.
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Espectro 262. Espectro de HRMS (ESI) do derivado 3h.
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Espectro 263. Espectro de RMN de 'H (400 MHz — DMSO-dg) de 3h.
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Espectro 265. Espectro de HRMS (ESI) do derivado 3;j.
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Espectro 266. Espectro de RMN de *H (400 MHz — DMSO-ds) de 3j.
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Espectro 267. Espectro de FT-IR do derivado 3Kk.
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Espectro 268. Espectro de HRMS (ESI) do derivado 3Kk.
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Espectro 269. Espectro de RMN de 'H (400 MHz — DMSO-dg) de 3k.
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APENDICE X - Espectros de correlacdo bidimensionais do derivado 11g

Espectro 270. Mapa de correlagdo HSQC de 11g.
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