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RESUMO

PIRAZOLO[1,5-a]PIRIMIDINAS: SINTESE E BROMACAO

Autor: Elisandra Scapin

Orientador: Marcos A. P. Martins

Este trabalho mostra a sintese de uma série de 2-metil-7-triclorometilpirazolo[1,5-
a]pirimidinas a partir da reagcao de ciclocondensagcdo do 3-amino-5-metilpirazol com
1,1,1-tricloro-4-alcoxi-3-alquen-2-onas [CCI;C(O)CH=C(R")OR onde R' = H, Me, Et,
Pr, Bu, t-Bu e R = Me, Et em bons rendimentos (69-98%). Também foi realizada a
sintese de 2-metil-7-arilpirazolo[1,5-a]pirimidinas a partir da reacdo de
ciclocondensacédo de B- dimetilaminovinil cetonas [R*C(O)CH=CHNMe,, onde R= Ph,
Ph-4-NO;, Ph-4-Me, Ph-4-Br, Ph-4-F, Ph-4-Cl, pirid-2-il, pirrol-2-il, tien-2-il e fur-2-il]
com 3-amino-5-metilpirazol em bons rendimentos (65-98%). Finalmente, foi realizada a
reagcao de bromacao das 2-metilpirazolo[1,5-a]pirimidinas a partir da reacido destes
compostos com N-bromosuccinimida. Os compostos foram obtidos com grau de pureza
satisfatorio e identificados através de espectroscopia de RMN de 'H, *C, HMQC,
HMBC, CG-MS e de Difracdo de Raio-X.

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA MARIA
CURSO DE POS-GRADUACAO EM QUIMICA
DISSERTAGCAO DE MESTRADO EM QUIMICA

SANTA MARIA, JANEIRO DE 2006



Abstract

Pyrazolo[1,5-a]pirimidines : Synthesis and Bromation

Author: Elisandra Scapin

Advisorr: Marcos A. P. Martins

The synthesis of a series of 2-methyl-7-trichloromethylpyrazolo[1,5-a]pyrimidines
from the cyclocondensation reaction of 3-amino-5-methylpyrazole with 1,1,1-trichloro-4-
alkoxyalk-3-en-2-ones [CCIlsC(O)CH=C(R")OR where R' = H, Me, Et, Pr, Bu, t-Bue R
= Me, Et] in good yields (69-98%) is reported. Also, was performed the synthesis of 2-
methyl-7-arylpyrazolo[1,5-a]pyrimidines from de cyclocondensation reaction of 3-amino-
5-methylpyrazole with B-dimethylaminovinyl ketones [R°C(O)CH=CHNMe,, where R=
Ph, Ph-4-NO,, Ph-4-Me, Ph-4-Br, Ph-4-F, Ph-4-Cl, pyrid-2-yl, pyrrol-2-yil, tien-2-yl e fur-
2-yl] in good yields (65-98%). Finally, was performed of the bromation reaction of 2-
methylpyrazolo[1,5-a]-pyrimidines from the reaction of these compounds with N-
bromosuccinimide (yields: 70-98%). All compounds were obtained in satisfactory purity
and were identified by 'H, *C, HMQC and HMBC spectroscopy, CG-MS and X-ray
diffraction.

Master Dissertation
Post-Graduate Course in Chemistry
Universidade Federal de Santa Maria

Santa Maria, January of 2006
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1. INTRODUCAO E OBJETIVOS

H4& uma grande variedade de compostos organicos nitrogenados usados como
componentes estruturais de substancias farmacéuticas e agroquimicas conferindo-lhes
alta atividade biologica. Atualmente 85% dos farmacos disponiveis na terapéutica
moderna sdo de origem sintética e destes, 62% sao heterociclos sendo que 91%
contém nitrogénio em suas estruturas.

Heterociclos nitrogenados como piridinas’, pirimidinas®, pirazolinas®, pirazdis*,
pirimidinonas® e pirazolopirimidinas® tem sido alvos de intensos estudos e pesquisas
em busca de guias farmacoféricos e farmacos . Dentre muitos destacam-se o celecoxib
(Celebra®),” potente antiinflamatério que atua como inibidor seletivo da enzima
prostaglandina endoperéxido sintase-2 (PGHS-2); o zaleplon (Sonata®)® agente
hipnético nao-benzodiazepinico utilizado no tratamento da ins6nia; o sildenafil
(Viagra®), usado contra a impoténcia masculina; o fipronil, inseticida (carrapaticida) que

atua bloqueando o canal de cloro do acido y-aminobutirico (GABA)® (Figura 1).

Figura 1: Alguns heterociclos nitrogenados de elevado potencial biolégico
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As pirazolo[1,5-a]pirimidinas s&o analogas a purinas (Figura 2) e assim, possuem

propriedades antimetabdlitas em reacdes de purinas naturais . Os compostos desta

classe tém ainda atraido interesse farmacéutico devido a atividade antitripanossémica

1% ¢ atividade antiesquistossémica !, como inibidores da HMG-CoA redutase '? e como

inibidores da PGHS-2 " (0 que Ihes confere alta atividade anti-inflamatdria) e como

agente ansiolitico™.

Figura 2: Algumas purinas

Assim,
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considerando o grande potencial farmacoldgico apresentado pelas

pirazolo[1,5-a]pirimidinas e dando continuidade aos trabalhos desenvolvidos em nosso

grupo de pesquisa foram estabelecidos como objetivos desta dissertagao:

1.

Realizar o estudo das reagdes de ciclocondensacido do tipo [NCN] +
[CCC] entre o 3-amino-5-metilpirazol e 1,1,1-tricloro-4-alcoxi-3-alquen-2-
onas, respectivamente (Esquema 1);

Realizar o estudo das reagdes de ciclocondensacido do tipo [NCN] +
[CCC] entre o 3-amino-5-metilpirazol e B-dimetilaminovinil cetonas,
respectivamente (Esquema 2);

Realizar a reagdo de bromagao das pirazolo[1,5-a]pirimidinas
sintetizadas nos itens 1 e 2 com NBS (Esquema 3);

Avaliar a possivel atividade antimicrobiana da série dos compostos

sintetizados;



Esquema 1:

NH, OR N. R
< S X
{ _ : . H cﬂ
3 '\\l CCl;

H CCl3

1 2
R = Me, Et
R'=H, Alquil
Esquema 2:
N(Me
NH, - < (Me), ﬂN\
7 H3C
CH N
3 N R2
| R2
H 3 4
R? = aril, heteroaril
Esquema 3:
N R' Br
= X N R1
CH3 \ + /1 E\ o N
N/N = O/ N \O — > CH3 \
2
R Br L2
2,4 5, 6
R'=H, alquil

R? = CCls, aril, heteroaril



2. REVISAO DA LITERATURA

Esta revisdo da literatura tera como objetivo apresentar os trabalhos relacionados
a sintese de pirazolo[1,5-a]pirimidinas e seus derivados. Inicialmente serdo mostrados,
resumidamente, os principais métodos de sintese de 1,1,1-tricloro-4-alcoxi-3-alquen-2-
onas e de PB-enamino cetonas. Posteriormente serdo apresentados os principais
métodos de sintese de pirazolo[1,5-a]pirimidinas encontrados na literatura seguida pela

halogenacado de nucleos pirazolinicos.

2.1. Sintese de 1,1,1-tricloro-4-alcoxi-3-alguen-2-onas

As p-alcoxivinil triclorometil cetonas apresentam um grande potencial sintético
devido as propriedades quimicas semelhantes aos sistemas 1,3-dicarbonilicos. A
principal diferenca esta na reatividade distinta dos dois centros eletrofilicos,
conduzindo, assim, a reagdes mais regioseletivas.

E muito vasta a literatura sobre a preparagéo de 1,1,1-tricloro-4-alcoxi-3-alquen-2-
ona e sua utilizagdo como 1,3-dieletrofilos. De uma maneira geral sdo preparadas a
partir da acilagao de acetais (Esquema 4) e ou enoléteres com cloreto de tricloroacetila
como agente acilante (Esquema 5). Para uma visdo mais completa sobre o assunto

consultar referéncias 15-26.

Esquema 4:
RZ OR
CHCI3, 60-70°C,20hs o 1
HyC™ R 60-96% - O R
0 CClj
R R’ R R’ R R’
Me Me Me Ph-4-Br Me i-Bu
Et Ph Me Ph-4-NO, Me i-Pent
Me Ph Me Et Me n-hex
Me  Ph-4-MeO Me Pr Me  -(CH3)sCO;Me
Me Ph-4-Me Me i-Pr Me Furil
Me Ph-4-F Me Bu Me Tienil

Me Ph-4-Cl




Esquema 5:

, , R2 OR3
R OR Cl,CCOCH :<
>< Py,CHCl3, 24hs R
1 . . T

H R 55-98% CC|3
R’ R® R® R’ R® R®
Me H Me H -(CHy)2-
Pr H Me H -(CHa)s-
H Me Et

2.2. Sintese de B-enamino cetonas

Enaminonas s&o reagentes versateis, facilmente obtidos e a quimica de
enaminonas tem recebido consideravel atencdo nos Ultimos anos®’. Sendo importantes
intermediarios sintéticos, particularmente na quimica de heterociclos. Heterociclos
sintetizados a partir de enaminonas incluem alcaldides carbazolequinonas?®,
benzo[a]quinolizinas triciclicas®®, pirréis®, isoxazois®', pirimidinas *2, pirazois®,
pirazolopirimidinas®* e piridinas>°.

Um grande numero de enaminonas foi sintetizada com alto grau de pureza por
Martins e colaboradores, reagindo diferentes aminas com 1,1,1-trifluor-4-alcoxi-3-buten-
2-onas® (Esquema 6) e também através da reagdo entre diferentes cetonas com
dimetilformamida*® (Esquema 7). Para uma visdo mais ampla sobre p-enamino

cetonas, consultar referéncias 36-41.



Esquema 6:

@ OEt

M + NHoR
FaC Z OEt

i: (@) NH3 (g), CH,Cl,, t. a., 3 horas
ii: (b-g) NH,R, CH3CN, t. a., 2-3 horas

o H\N/R
I, i, ii M
F3C =~ “OEt

65-87%

iii: (h-1) NH,R"HCI, CH3CN, piridina, refluxo, 6 horas

R R
H -CH,Ph
Me 5-metilisoxazol-3-il
Et Tioxazol-2-il
-CH,CH>OH Ph-4-NH,
-C(Me),Et Ph-4-COCHs5;
Ph Ph-4-NO,
Esquema 7:
e} OMe O
H MeO>L Me i J\/A Me
R™CH; © H N7 - R N
Me Me
i: F3BOEty, tolueno, refluxo, 24 HS
R R
Ph Ph-4-NO»
Ph-4-MeO Fur-2-il
Ph-4-Me Tien-2-il
Ph-4-F Pirrol-2-il
Ph-4-CI Pirid-2-il
Ph-4-Br CCl3

2.3. Sintese de pirazolo[1,5-a]pirimidinas

Em 2004, Yin e col.*® sintetizaram 3-alquenilpirazolo[1,5-a]pirimidinas via reagao

de acoplamento Heck Cross. Para a sintese do 2,5,7-trisubstituido pirazolo[1,5-

a]pirimidina Yin e col. realizaram a reagcao de condensacgao entre os 5-aminopirazois 3-

substituidos com 1,3-dicetonas em presenca de acido cloridrico concentrado, em acido

acético ou etanol (Esquema 8).



Esquema 8:
R3
R’ O o0
= >N
[( /\/\\ i /@N\>7R1
4 2 3 >
N R R Tes80% =~ g2 Ny =
!
i = HCI refluxo
R’ R® R®
Ph Me Ph
Ph-4-Cl Me Ph
Me Ph Ph
Ph Me Ph-4-Cl
Me Me Ph
Me Me Me
Ph Ph Ph
H Ph Ph

|.44

Gopalsamy e col.”™ sintetizaram pirazolo[1,5-a]pirimidin-7-il fenil amidas a partir da

reagao entre enaminonas e diferentes aminopirazois (Esquema 9).

Esquema 9:

N02 NH2

N(CHa),

NO,

i CH3COOH, refluxo, 82%
ii: Fe, NH4Cl, MeOH, H,0, 61%

N,N-Dietilbutanamidas foram usadas por Selleri e col.*®

para a sintese dos
intermediarios N,N-dietil-(3-amino-5-arilpirazol-4-il)acetamidas  utilizados na sintese

das pirazolo[1,5-a]pirimidin-3-il acetamidas (Esquema 10).



ESC] uema 10:
Rs
CN (0] R2 = N/N
N(Et), i R, \N
o
i: hidrazina hidratada, EtOH, refluxo
ii: reagentes mostrados na tabela
Reagente® R R’ R’ R°
A H Me H H
A H H H Me
B H H H H
C H Me H Me
C Cl Me H Me
C F Me H Me
C Me Me H Me
C OMe Me H Me

A= 4,4-dimetoxi-2-butanona, B= 1,1,3,3-tetraetoxipropano, C= 2,4-pentanodiona

|.46

Compton e col.™ sintetizaram pirazolo[1,5-a]pirimidinas através da reacao entre

tetrametoxipropano e 3-aminopirazol em meio acido (Esquema 11).

Esquema 11:

-MeO

MeO

i HOAc, 110°C, 3h

R R’

H H

H OMe
OMe H

OMe OMe




Fabron e col.*’

estudaram a regiosseletividade da reacdo de ciclocondensacao de
5(3)-polifluoraril-5(3)-aminopirazdis com acetilacetona. O 3-aminopirazol reage com
acetilacetona em refluxo de acido acético formando a pirazolo[1,5-a]pirirmidina,
enquanto a reagdao com o 5-amino-1-fenilpirazol forma apenas o intermediario imina

(Esquema 12).

Esquema 12:

NH,

N M
B J L =4
N + NS =
F15C7 N Me Me  85% F4sCys N~
||_| Me
MY\‘/ Me

N OH
NH, o o
— i _
N s o
— NS
F1SC7/CN/< Ph Me Me 70% F1SC7 N/

i: CH3COOH, 0°C - t.a., 120°, 2 hs

e

Entretanto, Singh e Col*®, através da reagdo entre 5-amino 1,3-pirazol
dissubstituido e B-dicetonas sintetizaram um Unico isbmero da pirazolo[3,4-b]piridina
(Esquema 13). A reacédo inicia exclusivamente com o ataque do grupo amino ao
carbono carbonilico adjacente ao grupo CF3. A ciclizagdo envolve o ataque do carbono

a outra carbonila do 1,3-dieletrdfilo trifluormetil substituido.
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Esquema 13:

i: CH3COOH, 12 hs, refluxo

R R’ R?

H Ph tien-2-il

H Ph Ph

H Ph-4-OMe Tien-2-il
benzotiazol-2-il Ph Ph
benzotiazol-2-il Ph Tien-2-il

Cunico e col.** sintetizaram aminopirazolo[1,5-a]pirimidinas a partir da reacgéo
entre enaminonas e 5-trifluormetil-3-aminopirazol em tolueno sob irradiagdo de
microondas por 12 minutos utilizando 50% da poténcia maxima do aparelho (Esquema
14). Eles também reagiram o 5-trifluormetil-3-aminopirazol com 1,1,1-trifluor-4-alcoxi-3-
alquen-2-onas para formar as pirazolo[1,5-a]pirimidinas. A reacao foi realizada em

acetonitrila, em refluxo por 16 horas (Esquema 15).
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Esquema 14:
/ OEt 50 62% FsC
H
R H Me Et
]\
Me: O/N

Esquema 15:

R1

J: N~
I( 022:<1 55-74% Fs R?

i CH3CN, refluxo, 16 horas

R’ H Me Pr t-Bu H Ph-4-Me OEt

R® H H H H Me Me H

R® Et Me Me Me Me Me Et
Fraley e col.* sintetizaram pirazolo[1,5-a]pirimidinas 3,6-disubstituidas a partir

da reagdo de condensagao entre 3-amino-4-arilpirazdis e 2-ariimalonaldeido em
presenca de acido acético em etanol (Esquema 16). As pirazolo[1,5-a]pirimidinas

disubstituidas resultantes séo potentes inibidores da KDR kinase.



Esquema 16:

|‘_| H A 2
r N
HN_ N Ar2 7 ONTN
N + (@] .
\ B R A=
40-60% N
Ar' OH Ar!

i = CH3COOH cat., EtOH, refluxo

Ar® Ar’ Ar® Ar’
Pirid-4-i Pirid-4-i Ph-4-OMe Pirid-3-i
Ph-4-Me Pirid-4-i Pirid-4-i Ph
Ph-4-Me Pirid-4-il Pirid-2-il Ph

Ph-4-OMe Pirid-4-i Ph-4-OMe Tien-3-i

12



13

2.4. Halogenacdo de Pirazdis

Este item descreve os principais métodos de hologenacéo de pirazois, mais
especificamente, a halogenacao na posi¢ao 4 do anel pirazolinico.

Recentemente Stefani e col.®°

realizaram a halogenacédo de pirazdis utilizando
ultrasson. Stefani e col. usaram como precursores diferentes pirazés com N-

halosuccinimidas com tempo reacional em 6 a 60 minutos em ultrasson (Esquema 17).

Esquema 17:
CHgs X CH3
o | ﬁ
| \
R R

i = NXS, AcOEY, ))), 6-60 min

R X Tempo(min.)  Rend. (%)
H Br 15 80
H I 30 71
Ph Br 60 82
Ph I 60 70

Dalinger e col.”

realizaram a nitragdo do 5-metil-1H-pirazol seguida pela reacao
de cloragcdo do anel pirazolinico na posicdo 4 utilizando SOCI, em cloroférmio

conforme o Esquema 18.

Esquema 18:
NO o NO,
/m N . ) , /A
N~ i N i, N
| N 90% N
H b )

i =1) HNOs/ AcOH/ Ac,0, 0-5°C, 2h; 2)Tetracloroetileno, refluxo, 8h
il = SOCI,,CHCIj, refluxo, 10 h
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A iodacéo de pirazéis foi também feita por Burchat e col.>? utilizando NIS em DMF,

50°C em duas etapas (Esquema 19).

Esquema 19:
NC

foN i

|
H

i: 1)formamida, 180°C
2) NIS, DMF, 50°C, 84%, duas etapas
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3. APRESENTACAO E DISCUSSAO DOS RESULTADOS

3.1. Numeracao e nomenclatura dos compostos

A numeragao adotada para a identificagdo os compostos sintetizados neste

trabalho esta representada na Figura 3:

3 3aN_ 5CH; 3 _3a N
4{\( X 8 4(\( X5
H5C N H5C
1 7 1 7
CCl;
2b
4a

Figura 3: Numeragao dos compostos sintetizados

A nomenclatura dos compostos 2, 4, 5 e 6 foi determinada conforme
nomenclatura desenvolvida por Hantzch-Widman®®. Esta baseia-se nos passos
demostrados na Figura 4:

[1]1 o heterociclo condensado é separado em dois heterociclos no ponto de
interseccéo;

[2] determina-se qual heterociclo apresenta prioridade. Aquele que tiver o maior
numero de heteroatomos seguido pelo maior numero de atomos é o prioritario (ambos
apresentam dois atomos de nitrogénio, porém a pirimidina tem 1 atomo de carbono a
mais);

[3] numeram-se os heterociclos separadamente, colocam-se numeros nos atomos
do heterociclo ndo principal e letras nas liga¢des do heterociclo principal;

[4] finalmente, o composto € numerado colocando no quadrante superior direito o

maior numero de heteroatomos possivel.
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N
=SS A 5
N
S N =35
N~ F
HsC \
R 1 7
5 b _N_c R
4 __ ( X
{ \ a d 2-metil-7-arilpirazolo[1,5-a]pirimidina
3 ~ N 1 _ p [ ]p
N~ :
2
[1,5-a]

Figura 4. Nomenclatura dos compostos das séries 2,4,5e 6

Tabela 1. Nomenclatura das 2-metil-7-triclorometilpirazolo[1,5-a]pirimidinas 2a-f

Composto Nomenclatura
2a 2-metil-7-triclorometilpirazolo[1,5-a]pirimidina
2b 2-metil-7-triclorometil-5-metilpirazolo[1,5-a]pirimidina
2C 2-metil-7-triclorometil-5-etilpirazolo[1,5-a]pirimidina
2d 2-metil-7-triclorometil-5-propilpirazolo[1,5-a]pirimidina
2e 2-metil-7-triclorometil-5-butilpirazolo[1,5-a]pirimidina
2f 2-metil-7-triclorometil-5-isobutilpirazolo[1,5-a]pirimidina

Tabela 2: Nomenclatura das 2-metil-7-arilpirazolo[1,5-a]pirimidinas 4a-|
Composto Nomenclatura

4da 2-metil-7-fenilpirazolo[1,5-a]pirimidina

4b 2-metil-7-(4-nitrofenil)pirazolo[1,5-a]pirimidina
4c 2-metil-7-(4-metilfenil)pirazolo[1,5-a]pirimidina
4d 2-metil-7-(4-bromofenil)pirazolo[1,5-a]pirimidina
de 2-metil-7-(4-fluorfenil)pirazolo[1,5-a]pirimidina
4f 2-metil-7-(4-clorofenil)pirazolo[1,5-a]pirimidina
49 2-metil-7-(pirid-2-il)pirazolo[1,5-a]pirimidina

(
(
4h 2-metil-7-(pirrol-2-il)pirazolo[1,5-a]pirimidina
4i 2-metil-7-(tien-2-il)pirazolo[1,5-a]pirimidina

(

4 2-metil-7-(fur-2-il)pirazolo[1,5-a]pirimidina
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Tabela 3: Nomenclatura das 3-bromo-2-metil-7-triclorometilpirazolo[1,5-a]pirimidinas

5a-b,d e das 3-bromo-2-metil-7-arilpirazolo[1,5-a]pirimidinas 6a-b,d-f,i-j

Composto Nomenclatura
5a 3-bromo-2-metil-7-triclorometilpirazolo [1,5-a]pirimidina
5b 3-bromo-2-metil-7-triclorometil-5-metilpirazolo [1,5-a]pirimidina
5d 3-bromo-2-metil-7-triclorometil-5-propilpirazolo [1,5-a]pirimidina
6a 3-bromo-2-metil-7-fenilpirazolo[1,5-a]pirimidina
6b 3-bromo -2-metil-7-(4-nitrofenil)pirazolo[1,5-a]pirimidina
6d 3-bromo -2-metil-7-(4-bromofenil)pirazolo[1,5-a]pirimidina
6e 3-bromo -2-metil-7-(4-fluorfenil)pirazolo[1,5-a]pirimidina
o6f 3-bromo -2-metil-7-(4-clorofenil)pirazolo[1,5-a]pirimidina

6i 3-bromo -2-metil-7-(tien-2-il)pirazolo[1,5-a]pirimidina

6j 3-bromo 2-metil-7-(fur-2-il)pirazolo[1,5-a]pirimidina
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3.2. 2-Metil-7-triclorometilpirazolo[1,5-a]pirimidinas 2a-f

3.2.1. Sintese das 2-metil-7-triclorometilpirazolo[1,5-a]pirimidinas 2a-f

A sintese das 2-metil-7-triclorometilpirazolo[1,5-a]pirimidinas 2a-f foi realizada a
partir da reagao de ciclocondensagdo do tipo [NCN] + [CCC] entre o 3-amino-5-

metilpirazol e as 1,1,1-tricloro-4-alcoxi-3-alquen-2-onas la-f, respectivamente

(Esquema 20).
Esquema 20:
OR 1
NH; < ﬂN\ R
T - H3C
\ - 1 iy '3 \
CH ﬂ ) ( R 69-98% N~
©oN CCls cCl
H 3
la-f 2a-f

i: CH3COOH, refluxo, 16h

Reagente R’ R
la H Me
1b Me Et
1c Et Me
1d Pr Et
le Bu Me
1f i-Bu Me

Para otimizagdo da reacdo foram testadas diferentes condigbes reacionais
(Tabela 4). Observou-se que quando a reacdo foi realizada em acido acético, em
condicdes de refluxo durante 16 horas foram obtidos os melhores rendimentos. Desta
forma os demais compostos 2b-f foram obtidos com base na reagao niumero 5.

As constantes fisicas e rendimentos dos compostos 2a-f estdo listados na Tabela



Tabela 4:

Condicdes

reacionais

triclorometilpirazolo[1,5-a]pirimidinas 2a.

testadas para a

19

sintese da 2-metil-7-

Reacéo Solvente Temp. (°C) Tempo (h)  Rendimento (%)
1 Etanol 78 16 35
2 Etanol 78 48 42
3 CHsCN 67 16 59
4 CH3;CN 67 24 67
5 Ac. Acético 118 16 87

Tabela 5: Rendimentos, Pontos de fusdo, Férmula Molecular e Analise Elementar das

2-metil-7-triclorometilpirazolo[1,5-a]pirimidinas 2a-f.

Comp. Rend.(%) P.F. Formula Anal. Elem. (%)
°C) Molecular Calc./ Exp.

(g/Mol) C H N

2a 87 94-96 CgHsClI3N3 38,36 2,41 16,77
(250,52) 38,30 2,56 16,63

2b 75 118-120 CgHgClI3N3 40,86 3,05 15,88
(264,54)

2c 80 69-70 C10H10Cl3N3 43,12 3,62 15,08
(278,37) 42,80 3,63 14,50

2d 98 59-61 C11H12CI3N3 4515 413 14,36
(292,60) 4520 415 1456

2e 69 50-52 C12H14C|3N3 47,01 4,60 13,70
(306,62)

2f 98 89-90 C12H14ClI3N3 4701 4,60 13,70

(306,62)
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3.2.2. Identificacdo dos compostos 2a-f através de RMN de 'H, **C e através de

técnicas de 2D

Os compostos obtidos foram identificados por RMN de 'H, *C e através de
técnicas de 2D, como HMQC (Heteronuclear Multiple-Quantum Coherence) e HMBC
(Heteronuclear Multiple Bond Correlation). Os espectros de RMN de 'H das 2-metil-7-
triclorometilpirazolo[1,5-a]pirimidinas 2a-f apresentam & na faixa de 6,54-6,71 para o
hidrogénio vinilico do anel pirazdlico (H3). No composto 2a, os hidrogénios H5 e H6
apresentam-se na forma de dubletos e tém & 8,55 e 7,43, respectivamente.

Com o objetivo de mostrar como se apresentam os sinais de RMN de 'H e de *C
das pirazolo[1,5-a]pirimidinas 2a-f foram selecionados os espectros de RMN de 'H e
3C do composto 2b. No espectro de RMN de 'H (Figura 5) observam-se dois singletos
com & 2,58 e 2,68 correspondendo aos 3 hidrogénios da metila do anel pirazolinico e
aos 3 hidrogénios do anel pirimidinico respectivamente. Em & 6,54 observa-se um
singleto com integracdo correspondente a um hidrogénio. Esse sinal refere-se ao
hidrogénio pirazolinico (H-3). Da mesma forma em & 7,28 encontra-se um singleto
correspondente ao hidrogénio pirimidinico (H-6), com integragdo também
correspondente a um hidrogénio. No espectro de RMN de '*C (Figura 6) em & 89
observa-se o sinal do grupamento CCls. Em seguida aparecem os carbonos vinilicos
em & 96,6 e & 104,9 correspondendo aos carbonos C-3 e C-6 respectivamente. A
metila do anel pirazolinico possui & em 14,9 e a metila do anel pirimidinico (C-8) em &
24,9. Os carbonos C-5, C-2, C-7 e C-3a encontram-se entre 6 157,5 e 141,8. O C-5
encontra-se em campo mais baixo devido a ser um carbono de hibridizagdo sp? ligado

a dois atomos de nitrogénio.
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Pelo espectro de HMQC do composto 2b (Figura 7) foi confirmada a atribuicao
do C-3 e do C-6, pelo acoplamento destes com os respectivos hidrogénios H-3 e H-6.

Pelo espectro de HMBC do composto 2b (Figura 8) foi confirmada a atribuicao do
carbono C-5 a & 157,5 pelo acoplamento a distancia de duas ligagdes com o H-6 e
com o grupo CHs-8. Também foram observados acoplamentos de duas ligagdes entre
o C-2 e os hidrogénios da metila do anel pirazolinico e entre o C-2 e o H-3. Aparecem
ainda o acoplamento de duas ligacdes entre o C-3a e o H-3, do carbono C-7 com o H-6
e o0 acoplamento de trés ligacdes do grupo CCl; com o H-6.

Portanto, péde-se observar o C-5 ligado ao C-6, ao N do anel pirimidinico e ao
grupamento alquila; o C-6 ligado ao C-5 e ao C-7. O C-7 esta ligado ao N do anel
pirazolinico e ao grupamento CCls, confirmando, assim, a formagao de uma 2-metil-7-
triclorometillpirazolo[1,5-a]pirimidina.

Os espectros de RMN de 'H, "*C, HMQC e HMBC foram registrados em CDCls
como solvente. Os dados de RMN de 'H e "*C dos compostos 2a-f estdo listados na
Tabela 6.
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Tabela 6: Dados de RMN de 'H e "*C dos compostos 2a-f
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Produto/Estrutura RMN 'H &(m, n°H, RMN "°C &(m, identificacao,
identificacdo, J = Hz) J=Hz)
3 35 N 8,55 (d, 1H, H5,J=4,41);  160,7 (C5); 156,5 (C2);
o /7" 5 7,43 (d, 1H, H6 J = 4,41); 153,0 (C3a); 147,7 (C7);
CHy— 6,71 (s, 1H, H3); 109,4 (C6); 103,1 (C3); 94,4
NN _~ 6 2,58(s, 3H, CH3) (CCl3); 20,5 (CH3)
7
CCl,
2a

7
CCly
2b
3 &,c
N H,CH
SECEEAN 22
CHy—X 5
NN~ 6
7
CCl,
2c
8 9 10
3 3a N CH20H2CH3
= X
2 5
CHj; \
N/N PP
7
CCly

2d

7,27(s, 1H, H6);
6,54 (s, TH, H3);
2,68 (s, 3H, H8);
2,58 (s, 3H, CH3)

7,29 (s, 1H, H6):
6,56 (s, 1H, H3):
2,93 (q, 2H, H8);
2,59 (s, 3H, CH3);
1,40 (t, 2H, H9);

7,28 (s, 1H, HE);
6,56 (s, 1H, H3);
2,88 (t, 2H, H8);
2,56 (s, 3H, CH3);
1,85 (sex, 2H, H9);
1,04 (t, 3H, H10)

157,5 (C5); 155,1(C2); 150,6
(C3a); 141,9(C7);

104,9 (C6); 96,2 (C3); 89,1
(CCl3); 24,8 (C8); 14,9 (CHs3)

162,2 (C5); 154,8 (C2);
150,7 (C3a); 141,8 (C7);
103,9 (C6); 96,3 (C3); 89,1
(CCly); 31,5 (C8); 14,8
(CHa); 12,6 (C9)

161,2 (C5); 154,9 (C2);
150,5 (C3a); 141,9 (C7);
104,2 (C6); 96,2 (C3); 89,1
(CCl,); 40,3 (C8); 22,1 (C9);
14,9 (CHa); 13,7 (C10)
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Tabela 6: Dados de RMN de 'H e "*C dos compostos 2a-f (continuacéo)

Produto/Estrutura

RMN 'H d(m, n° H,

identificacdo, J = Hz)

RMN "C &(m,

identificacdo, J = Hz)

8

3 33 N CH,CH,CH,CHj3

CHj \

7
CCl;
2e
\
CH, 2\ 5
N/N =~ 6
7
CCl;

g 9
3_3a N CHCH(CHy),

0,98 (t, 3H, H11)
1,46 (set, 2H, H10);
1,80 (quit, 2H, HI);
2,59 (s, 3H, CH3);
2,90 (t, 2H, H8);
6,56 (s, 1H, H3);
7,28(s, 1H, H6);

7,27 (s, 1H, H6);
6,57 (s, 1H, H3);
2,77 (d, 2H, H8);
2,59 (s, 3H, CH3);
2,21 (non, 8H, H9);
1,01 (d, 6H, H10)

161,5 (C5); 155,0(C2);
150,8 (C3a); 141,9 (C7);
104,3 (CB); 96,3 (C3); 89,2
(CCl,); 38,3 (C8); 30,9
(C9); 22,4 (C10) 14,9
(CHa); 13,8 (C11)

160,7 (C5); 155,0(C2);
150,8 (C3a); 141,8 (C7);
104,7 (CB); 96,4 (C3); 89,2
(CCly); 47,5 (C8); 28,8
(C9); 22,4(C10) 14,9 (CHs)
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3.2.3. Dados de Espectrometria de Massas para os compostos 2a-f

Através dos dados apresentados na Tabela 7 pode-se observar os principais
fragmentos ionizados para as 2-metil-7-triclorometilpirazolo[1,5-a]pirimidinas 2a-f . O
composto 2b apresenta como principal caracteristica a perda do fragmento m/z = 35,

referente a perda de um atomo de cloro e o composto 2e a quebra do grupamento

N CHs N
S —
228 262
Cl Cl Cl ) Cl

35 Cl

alquila.

Tabela 7: Principais fragmentos ionizados obtidos para os compostos 2a-f a uma

energia de 70 eV

Comp. MS [m/z(%)]
2a 249(M*, 46), 214(100, -Cl), 144(42), 50(25)
2b 263 (M*, 68), 228(100, -Cl), 158(61), 107 (26) 73(33)
2c 277 (M*, 53), 242 (100, -Cl), 207(80), 51(20)
2d 291 (M*, 47), 263(100, -Et), 228(90), 158(15), 120(21)
2e 307(M+, 6), 263 (100, -Pr), 228 (62), 149 (14), 107 (13), 77(17), 51 (24)
2f 305 (M+, 24), 290(37), 272 (29), 263(100, -i-Pr), 228(68), 120(11)
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3.2.4. Mecanismo da Reacéo

O 3-amino-5-metilpirazol possui trés centros nucleofilicos com reatividade
diferenciada, sendo eles: o nitrogénio pirazolinico, (N1 ou N2, pois existe um equilibrio
tautomérico, (Figura 9); o nitrogénio do grupo amino (NH); e ainda o carbono C4. A

nucleofilicidade acentuada dos atomos de nitrogénio garante a regioespecificidade da

reacao.

NH, NH NH

iy 2 ”

(- iy 'y

. 2 2
HC o HaC— N N H HiC N H

1 1

H 1 H

Figura 9: Formas tautoméricas para o 5-metil-3-aminopirazol

O mecanismo ocorre com o ataque inicial do nitrogénio do grupo amino ao
carbono beta da 1,1,1-tricloro-4-alcoxi-3-alquen-2-onas formando a enaminona
intermediaria com posterior adicao nucleofilica intramolecular do nitrogénio do anel
pirazolinico ao carbono carbonilico e subsequente eliminagcdo de uma molécula de
54, 55 (

agua Esquema 21). Este mecanismo segue uma rota reacional diferente daquela

sugerida por Singh e col.** onde o produto final obtido &€ uma pirazolo[3,4-b]piridina.



Esquema 21:

R1

NS
Ha N~ Y
cl,¢ \ OH

E

R1

N N
Hs NN

CCl,

-
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3.3. 2-Metil-7-arilpirazolo[1,5-a]pirimidinas 4a-j

3.3.1. Sintese das 2-metil-7-arilpirazolo[1,5-a]pirimidinas 4a-j

Para a sintese das 2-metil-7-arilpirazolo[1,5-a]pirimidinas 4a-j foi realizada a
reacao de ciclocondensacéao do tipo [NCN] + [CCC] entre o 3-amino-5-metilpirazol com
as pB-dimetilaminovinil cetonas 3a-j utilizando acido acético em refluxo durante 16 horas
(Esquema 22). As B-dimetilaminovinil cetonas 3a-j foram sintetizados conforme a

referéncia 42.

Esquema 22:
N(Me
NH, o < (Me)2 ﬂN\
T - H3C
ﬂ ' O( Ho NN~
CHj N~ R2 65 - 99%
R2
H _ _
3a-] Aa-j
i: CH3COOH, refluxo, 16hs
Comp. R? Comp. R?
a Ph g Pirid-2-il
b Ph-4-NO, h Pirrol-2-il
c Ph-4-Me [ Tien-2-il
d Ph-4-Br j Fur-2-il
e Ph-4-F
f Ph-4-Cl

As constantes fisicas e rendimentos dos compostos 4a-j estdo listados na Tabela
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Tabela 8: Rendimentos, Pontos de Fusdo, Férmula Molecular e Analise Elementar dos

compostos 4a-

Comp. Rend. (%) P.F. Formula Anal. Elementar (%)
°C) Molecular
(g/Mol) Calc./Exp.
C H N
4a 92 124-125 C13H11N3 74,62 5,30 20,08
(209,25) 7457 538 19,97
4b 90 171-173  Cq3H1oN4O, 61,41 396 22,04
(254,24)
4c 87-88 CiuHisN3 75,31 587 18,82
82 (223,28) 7499 6,03 18,71
4d 98 148-150 Cq3H1BrN; 54,19 350 14,58
(288,15) 5403 365 1447
4e 99 158-160 Cq3HiFN; 68,71 4,44 18,49
(227,24) 6810 468 18,16
4f 83 145-147 Cq3H1CIN; 64,07 4,14 17,24
(243,70) G482 420 16,67
4g 65 136-138  CyoHioNs 68,56 4,79 26,65
(210,24)
4h 72 101-103  CqH¢Ns 66,99 460 28,41
(198,23)
4 80 106-108  Cq4HoN3S 61,37 4,21 19,52
(215,27) 6194 48 20,01
4 76 86-87 Ci1HoN3O 66,32 4,55 21,09
(199.21) 6703 457 2069
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3.3.2. Identificacdo dos compostos 4a-j através de RMN de 'H, °C e através de

técnicas 2D

Os compostos obtidos foram identificados por RMN de 'H, *C e através de
técnicas de 2D, como HMQC (Heteronuclear Multiple-Quantum Coherence) e HMBC
(Heteronuclear Multiple Bond Correlation). Os espectros de RMN de 'H das 2-metil-7-
arilpirazolo[1,5-a]pirimidinas 4a-j apresentam & na faixa de 6,54-6,62 para o hidrogénio
vinilico do anel pirazolinico (H3).

Com o objetivo de mostrar como se apresentam os sinais de RMN de 'H e de °C
das pirazolo[1,5-a]pirimidinas 4a-j foram selecionados os espectros de RMN de 'He
3C do composto 4d. No espectro de RMN de 'H (Figura 10) observam-se dubletos
com O de 6,76 e 8,42 correspondendo ao hidrogénio 6 e ao hidrogénio 5 do anel
pirimidinico respectivamente. Em & 6,55 observa-se um singleto com integracdo
correspondente a um hidrogénio. Esse sinal refere-se ao hidrogénio pirazolinico (H-3).
Ainda, tem-se um singleto com & em 2,51 correspondendo a metila na posigao 2 do
anel pirazolinico. A integracao corresponde aos 3 hidrogénios da metila. No espectro
de RMN de *C (Figura 10) em & 96,4 observa-se o sinal correspondente ao carbono
vinilico (C-3) do anel pirazolinico. Em seguida aparece o carbono vinilico em & 106,2
correspondendo ao carbono C-6. A metila possui & 14,7. Os carbonos da fenila
apresentam & entre 125,4 e 132,0. Em & 155,1; 150,6; 148,4 e 144,9 encontram-se C-
2, C-3a, C-5 e C-7 respectivamente.
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Figura 10: Espectro de RMN de "H do composto 4d em CDCls
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Figura 11: Espectro de RMN de "*C do composto 4d em CDCl,
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Pelo espectro de HMQC (Figura 12) do composto 4j foi confirmada a atribuicdo dos
C-3 e C-6, pelo deslocamento destes com os respectivos hidrogénios H-3 e H-6.

Pelo espectro de HMBC (Figura 13) do composto 4j foi confirmada a atribuicdo do
carbono C-5 pelo acoplamento de duas ligagdes com o H-6. Também foram observados
acoplamentos de duas ligagdes entre o C-2 e os hidrogénios da metila do anel pirazolinico
e entre 0 C-2 e o C-3. Aparecem ainda o acoplamento de duas ligagdes entre o C-3a e 0
H-3, do carbono C-7 com o H-6.

Desta forma, pdde-se observar o C-5 ligado ao C-6 € ao N do anel pirimidinico, o C-6
ligado ao C-5 e ao C-7. O C-7 esta entao ligado ao N do anel pirazolinico e ao grupamento

arila, confirmando, assim, a formagao de uma 2-metil-7-arilpirazolo[1,5-a]pirimidina.
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Figura 12: Espectro de RMN de HMQC do composto 4d em CDCl3
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Figura 13: Espectro de RMN de HMBC do composto 4d em CDCl3



Tabela 9: Dados de RMN de 'H e *C dos compostos 4a-j
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Produto/Estrutura RMN "H & (m, n°H, RMN "°C &(m, identificacao,
identificacao, J = Hz) J=Hz)
3 35 N 8,42 (d, 1H, H5, J = 4,4) 154,8 (C2),
%\( X5 8,03-7,53 (m, 5H, Ph) 150,5 (C3a),
CHy—= 6,77 (d, 1H, H6, J = 4,4) 148,4 (C5),
NN _~6 6,54 (s, 1H, H3) 146,0(C7),
7 2,51 (s, 3H, CH3) 128,5; 129,1; 130,8; 131,1
(6C, Ph),
106,4 (C6),
96,2 (C3),
14,7 (CH5)
da
3 N 8,51 (d, 1H, H5, J = 4,3) 155,3 (C2),
o/ N5 8,41-8,26 (m , 4H, Ph) 150,4 (C3a),
CHz—= 6,82 (d, 1H, H6, J = 4,3) 148,8 (C5),
NN _~6 6,62 (s, 1H, H3) 148,3 (C7),
7 2,53 (s, 3H, CHs) 123,6; 130,2; 137,1; 143,3
(6C, Ph),
106,9 (CB6),
96,8 (C3),
14,6 (CH5),
NO,
4b
3 35 N 8,41 (d, 1H, H5 , 1 =42) 154,8 (C2,
o/ 7T N5 7,95-7,34 (m, 4H, Ph) 150,6 (C3a),
CHz—= 6,76 (d, 1H, H6, J = 4,2) 148,5 (C5),
NN~ 6 6,54 (s, 1H, H3) 146,2 (C7),
7 2,52 (s, 3H, CH3) 141,3; 129,2; 129,1; 128,2;
2,43 (s, 3H, C¢H4CH3) (6C, Ph),
106,1 (C6)
96,1 (C3),
21,5 (CHs, Ph)
14,7 (CH3)
CHs
4c
3 35 N 8,42 (d, 1H, H5, J = 4,2) 155,0 (C2),
ﬁ N5 7,94-7,67 (m, 4H, Ph) 150,6 (C3a),
CHy—= 6,76 (d, 1H, H6, J = 4,4) 148,4 (C5),
NN~ 6 6,55 (s, 1H, H3) 144.8 (C7),
7 2,51 (s, 3H, CH3) 132,0; 125,4; 130,0; 130,7;
(6C, Ph),
106,2 (C6)
96,5 (C3),
14,7 (CH5)
Br

4d
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Tabela 9: Dados de RMN de 'H e "*C dos compostos 4a-j (continuagao)

Produto/Estrutura RMN "H & (m, n°H, RMN ™C &(m, identificagao,
identificacao, J = Hz) J=Hz)
8,43 (d, 1H, H5, J = 3,9) 165,3-162,8 (1C, C¢Hs, J =
3 35 N 8,10-7,23 (m, 4H, Ph) 252,3),
42(\( X5 6,77 (d, 1H, H6, J = 4,2) 155,0 (C2); 150,5 (C3a),
CH— 6,56(s, 1H, H3) 148,3 (C5), 145,0 (C7),
NN _~ 6 2,52 (s, 3H, CH3) 106,1 (C86)
7 131,5-131,4(1C, Ph, J =
8,47);
127,2-127,1(1C, Ph, J =
3,53);
115,8-115,6 (1C, Ph, J =
21,83);
96,3 (C3);
F 14,70 (CH3)
4e
8,43 (d, 1H, H5, J = 4,4) 154,9 (C2),
3 35 N 8,02-7,52 (m, 4H, Ph) 150,5 (C3a),
ﬁ X 5 6,77 (d, 1H, H6, J = 4,4) 148,4 (C5),
CHy—X 6,56 (s, 1H, H3) 1447 (C7),
NN _~ 6 2,52 (s, 3H, CHs) 136,9; 130,4; 129,5; 129,4;
7 128,8; (6C, Ph),

9,09; 8,80; 7,95; 7,47 (m, 4H,
piridil)

8,55 (d, 1H, H5, J = 4,6)
7,46(d, 1H, H6, J = 4,4)

6,62 (s, 1H, H3)

2,58(s, 3H, CH3)

12,32 (s, 1H, N-H)

8,32 (d, 1H, H5, J = 4,6)
7,16 (m, 2H, pirrol, J =1,3)
6,99(d, 1H, H6, J =4,9)
6,45 (s, 1H, H3, J = 2,6)
6,42 (m, 1H, pirrol)

2,55(s, 3H, CHj3)

106,2 (C6)
96,4 (C3),
14,6 (CH3)

154,9 (C2),
150,8 (C3a),

149,6 (C5),

148,3 (C7),

143,3; 125,0; 125,9; 136,5;
(6C, Ph),

106,9 (C6)

96,2 (C3),

14,6 (CHy)

154,1 (C2)

150,7 (C3a),

148,2(C5),

136,5 (C7),

144,1; 122,5; 112,7; 110,7;
(4C, pirrol),

100,3 (C6),

94,9 (C3),

14,4 (CH,),
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Tabela 9: Dados de RMN de 'H e ™*C dos compostos 4a-j (continuagao)

Produto/Estrutura RMN "H &(m, n°H, RMN °C &(m,
identificagao, J = Hz) identificagao, J = Hz)
3 35 N 8,37 (d, 1H, H5,J =47 154,7 (C2),
%\( X5 8,31 (d, 1H, tienil, J =3,8)  150,3 (C3a),
CHy— 7,65 (d, 1H, tieni, J=4,0)  147,5 (C5),
NN _~ 6 7,21 (t, 1H, tieni, J=3,9)  139,2 (C7),
7 7,08 (d, 1H, H6, J = 4,7) 127,4; 131,2; 131,4;
6,53 (s, 1H, H3) 132,07;(4C, tienil),
s N 2,58 (s, 3H, CHs) 102,8 (C6),
96,1 (C3),
— 14,7 (CHs)
4i
3 353 N 8,444 (d, 1H,H51=46)  155,0 (C2)
=7 X5 8,24 (d, 1H, furil, J=3,5)  150,1 (C3a),
CH3—<\( 7,68 (d, 1H, furil, J=1,2)  147,6(C5),
2 NN _~6 7,22 (d, 1H, H6, J = 4,7) 145,4(C7),
7 6,69 (m, 1H, furil, J=1,8)  144,1; 135,1; 119,5; 112,9;
6,55 (s, 1H, H3) (4C, furil),
o X 2,58 (s, 3H, CHs) 101,6 (C6),
95,9 (C3),
— 14,7 (CHs),
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3.3.3. Identificacdo dos compostos 4a-j através de cromatografia gasosa CG-MS

Através dos dados apresentados na Tabela 10 pode-se identificar os principais

fragmentos ionizados positivos para os compostos 4a-f. Por exemplo, para a 2-metil-7-

(4-bromofenil)pirazolo[1,5-a]pirimidina 4d a principal caracteristica € a perda do atomo

de bromo ligado a fenila.

N

= X
CHs \ \

N~ N F

208

79
4d

Tabela 10: Principais fragmentos positivos obtidos para os compostos 4a-j a uma

energia de 70 eV

Comp. MS [m/z (%)]
4a  209(M", 100), 140 (7)
4b  254(M*, 100), 208 (38, -NOy), 63 (10)
4c 223 (M*, 100), 207 (37, -CHj3), 115 (15)
4d 288 (M7, 100), 208 (27, -Br), 180 (10), 140 (12), 101 (16), 75 (25), 50 (20).
4e 227 (M7, 100), 158 (9), 133 (12), 120 (9), 95 (10).
4f 243 (M*, 100), 208 (14, -Cl), 140 (10), 113 (9), 75 (15)
4g 210 (M7, 100), 182 (16), 129 (11), 78 (17), 51 (21)
4h 198 (M, 100), 170 (18), 145 (11), 92 (23), 52 (20)
4i 215 (M", 100), 162 (10), 108 (9), 69 (8).
4j 199 (M*, 100), 170 (23), 146 (10), 51 (17),51(17)




3.3.4. Mecanismo da Reacgéo

O mecanismo reacional para a sintese das pirazolopirimidinas 4a-j € analogo ao
mecanismo proposto para a sintese dos compostos 2a-f. Inicialmente ocorre com o
ataque do nitrogénio do grupo amino ao carbono beta da B-dimetilaminovinil cetona
formando a enaminona intermediaria com posterior adicdo nucleofilica intramolecular

do nitrogénio do anel pirazolinico ao carbono carbonilico e subsequente eliminagao de

54, 55
(

uma molécula de agua Esquema 23).

Esquema 23

NH,
4 H N(Me),
N\ —

N +

HaC v AN Y
|1 2
L R

N
X
NS H <
Hs N~ HsC
R2 OH
-H,0
N H
AN
N
Hs NN H

—XI
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3.3.5. Estrutura do composto 4a obtida por difratometria de Raios-X em

monocristal

Além da identificagdo das pirazolopirimidinas 2a-f e 4a-j através de técnicas de
RMN de 'H, *C, HMQC, HMBC e cromatografia gasosa CG-MS foi realizada analise
por difracdo de Raio-X em monocristal do composto 4a. O ORTEP*® mostrado na
Figura 14, confirma a regioquimica proposta para a ciclocondensacgao [NCN] + [CCC]
entre o 3-amino-5-metilpirazol e p-dimetilaminovinil cetonas a partir da atribuicdo
estrutural dos produtos isolados. Os dados da difratometria de Raios-X encontram-se

no Anexo 3.

Figura 14. ORTEP obtido por difracao de Raios-X do composto 4a
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3.4. 3-Bromo-2-metil-7-triclorometilpirazolo[1,5-a]pirimidinas 5a-b,d e 3-bromo-2-

metil-7-arilpirazolo[1,5-a]pirimidinas 6a-b,d-f,i-j

3.4.1. Sintese das 3-bromo-2-metil-7-triclorometilpirazolo[1,5-a]pirimidinas 5a-b,d
sintese das 3-bromo-2-metil-7-arilpirazolo[1,5-a]pirimidinas 6a-b,d-f,i-|

A halogencéo das pirazolopirimidinas 2a-b,d e 4a-b,d-f,i-] foi realizada através da

reagdo com N-bromosuccinimida em refluxo de THF durante 20 horas (Esquema 24).

Esquema 24:
N R’ Br
S X N R1
CHs%\( + ///\1\ i N
N A 0= N\ SO0 > CHy <
| 70-98% NN~
R2 Br
R2

2a-b,d; 4a-b,d-f,i-] 5a-b,d, 6a-b,d-f,i-j

i: THF, refluxo, 20 h

Comp. R’ R?
5a H CC|3
5b Me CCls;
5d Pr CCl;
6a H Ph
6b H Ph-4-NO,
6d H Ph-4-Br
6e H Ph-4-F
6f H Ph-4-ClI
6i H Tien-2-il
6j H Fur-2-i

Com o objetivo de otimizar a reacado, algumas condigdes reacionais foram
testadas para a obtengdo do composto 6a (Tabela 9). Observou-se que quando a
reacao foi realizada utilizando N-bromosuccinimida, THF, em condigdes de refluxo
durante 20 horas foram obtidos os melhores rendimentos. Desta forma os demais
compostos 5a-b, d, 6b,d-f,i-j foram obtidos com base na reagdo numero 5.

As constantes fisicas e rendimentos dos compostos 5a-b, d, 6a-b,d-f,i-] estdo

listados na Tabela 12.
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Tabela 11: Condigbes reacionais testadas para a sintese da 3-bromo-2-metil-

pirazolo[1,5-a]pirimidina 6a

Reacéao Condi¢oes Reacionais Rend. (%)
1 Bry, t.a., CH.Cly, 6h, Py, 0°C, 1h _
2 NBS, Tolueno,110 °C,16 h 30
3 NBS, CHCIl3;, MCPBA 15 %, t.a., 36 h 50
4 NBS, CHCI3, MCPBA 15 %, refluxo, 24 h 70
5 NBS, THF, 116°C, 20 h 78




Tabela 12: Rendimentos, Pontos de Fusao, Formula Molecular e Analise Elementar

dos compostos 5a-b,d e 6a-b,d-f,i-

Comp. Rend. (%) P.F. Foérmula Molecular
(°C) (9/Mol)
5a 89 144-146 C8H5BFC|3N3
(329,41)
5b 78 136-138 CoH7BrCI3N3
(343,44)
5d 88 110-112 C11H11N3BrCl3
(371,49)
6a 78 174-176 C13H10N3Br
(288,15)
6b 87 183-185 C13HgBrN402
(333,14)
6d 98 178-179 C13HgBraN3
(367,04)
6e 95 159-161 C13HoBrFN;
(306,14)
of 95 166-168 C13HgBrC|N3
(322,59)
oi 91 125-128 C11HgBrN3S
(294,17)
6j 70 133-135 C11HsBrNs;O

(278,11)
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3.4.2. Identificacdo dos compostos 5a-b,d e 6a-b,d-f,i-j através de RMN de *H, *C

e através de técnicas de 2D

Os compostos obtidos foram identificados por RMN de 'H, *C e através de
técnicas de 2D, como HMQC (Heteronuclear Multiple-Quantum Coherence) e HMBC
(Heteronuclear Multiple Bond Correlation). Os espectros de RMN de 'H das 3-bromo-2-
metil-7-arilpirazolo[1,5-a]pirimidinas 5a-b,d, 6a-b,d-f,i-j apresentam & na faixa de 2,49-
8,61. Os hidrogénios H5 e H6 apresentam-se na forma de dubletos e tém & de 8,42 e ©
6,77, respectivamente.

Com o objetivo de mostrar como se apresentam os sinais de RMN de 'H e de *C
das pirazolo[1,5-a]pirimidinas 5a-b,d, 6a-b,d-f,i-j foram selecionados os espectros de
RMN de "H e *C do composto 6d. No espectro de RMN de 'H (Figura 15) observam-se
dubletos com & 6,84 e 8,51 correspondendo ao hidrogénio 6 e ao hidrogénio 5 do anel
pirimidinico respectivamente. Em & 7,67 e 7,91 observam-se dois dubletos com
integracédo correspondente a dois hidrogénio. Estes sinais referem-se aos hidrogénios
da fenila ligada ao anel pirimidinico. Ainda, tem-se um singleto com & em 2,49 e
integracao referente a trés hidrogénios correspondendo a metila na posi¢céo 2 do anel
pirazolinico. No espectro de RMN de '*C (Figura 16) em & 85,2 observa-se o sinal
correspondente ao carbono (C-3) do anel pirazolinico. Em seguida aparece o carbono
vinilico em 106,2 correspondendo ao carbono do anel pirimidinico. Os C-7, C-5, C3a e
C-2 apresentam & em 145,3; 146,7; 149,4 e 153,24 respectivamente. A metila do anel

pirazolinico possui & em 13,3. Os carbonos da fenila apresentam & entre 131,9 e 125,8.



6855
683
2502

&3 KHIoSR
. - Br
N
/ e
3
2\N/N =6
7
CH3)
Br
Ph
H5 I HE 4o]
| |
IEN [ ]
I
) ' A \

Figura 15: Espectro de RMN de "H do composto 6d em CDCl3

fala by "‘|QQQ = & Br &
N
/ // V=875
HaC
2NN__~'6
7
Br
Cpa Fh
| CH3
c2 |
| |c5 I o C3
- |

Figura 16: Espectro de RMN de "*C do composto 6d em CDCl;
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Tabela 13: Dados de RMN de 'H e "*C dos compostos 5a-b,d e 6a-b,d-f,i-j

Produto/Estrutura RMN "H & (m, n°H, RMN °C &(m,
identificagao, J = Hz) identificagao, J = Hz)
Br 8,65 (d, 1H, H5) 153,6 (C5), 148,6 (C2),
N 7,50 (d, 1H, H6) 147,1 (C3a), 142,7(C7),
I=38 " 5 2,62 (s, 3H, CH3) 104,9 (C6); 88,3 (CCI3),
CHs—( 87,3 (C3); 13,5 (CH5)
2 N =6
7
CCly
5a
Br 7,34 (s, 1H, H6) 159,1 (C5), 153,3 (C2),
N & 2,74 (s, 3H, H8) 146,9 (C3a), 142,2(C7),
338" 3 2,57 (s, 3H, CH3) 106,0 (C6); 89,6 (CCI3),
CHs—( 3 85,9 (C3), 25,2 (C8), 13,5
2N N 6 (CHs),
7
CCly
5b
7,30 (s, 1H, H6); 162,8 (C5); 153,2 (C2);
Br o 10 293(t 2H H8) 147,0 (C3a); 142,3 (C7);
32 N gH CH.CH. 257 (s, 3H, CH3); 105,4 (C6); 88,7 (C3); 85,9
I8 2¥122118 1,87 (sex, 2H, H9); (CCl3); 40,6 (C8); 22,2
CHy— 5 1,06 (t, 3H, H10) (C9); 13,8 (CHs); 13,5
NN _~'6 (C10)
7
CCly
5d
Br 8,50 (d, 1H, H5, J = 4,2) 153,1 (C2),
N 8,01-7,54 (m, 5H, Ph) 149,6 (C3a),
3)=3a -\ 5 6,69 (d, 1H, H6, J = 4,4) 146,8 (C5),
HsC 2,50 (s, 3H, CHs) 146,6(C7),
2N\ N 6 131.2; 130,2; 129,2; 128,6
N
> (6C, Ph);
107,3 (C6);
85,0 (C3);
13,3 (CHs)

6a
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Tabela 13: Dados de RMN de "H e "*C dos compostos 5a-b,d e 6a-f, i-j (continuagao)

Produto/Estrutura RMN "H &(m, n°H, RMN °C &(m,
identificagao, J = Hz) identificagao, J = Hz)
8,61 (d, 1H, H5, J = 4,3) 153,8 (C2),
Br 8,43-8,24 (m , 4H, Ph) 149,5 (C3a),
N 6,95 (d, 1H, H6, J = 4,3) 149,1 (C5),
3=33 N\ 5 2,53 (s, 3H, CH3) 146,7 (C7),
HaC 144,1; 136,2; 130,4; 123,8;
2N N e (6C, Ph),
5 107,9 (C6),
85,9 (C3),
13,4 (CH3)
b NO,
Br 8,51 (d, 1H, H5, J = 4,3) 153,2 (C2),
N 7,91-7,67 (m, 4H, Ph) 149,3 (C3a),
3)=3a "\ ¢ 6,84 (d, 1H, H6, J = 4,5) 146,6(C5),
HaC 2,49 (s, 3H, CH3) 145,3 (C7),
2N\ N g 131,8; 130,7; 129,0; 125,8;
N (6C, Ph),
7 107,0 (C6)
85,2 (C3),
13,3 (CHs),
Br
6d
8,52(d, 1H,H5,J=4,4)  165,6-163,0 (1C, Ph, J =
Br 8,06-7,24 (m, 4H, Ph) 252,9)
N 6,84 (d, 1H,H6 ,J=4,4)  153,3 (C2); 149,4 (C3a),
332N\ 5 2,51 (s, 3H, CHs) 146,7 (C5), 145,6 (C7),
HaC 131,6-131,5( 1C, Ph, J =
2 \N N. Je 8,47);
3 126,3-126,3 (1C, Ph, J =
3,53);
116,0-115,8 (1C, Ph, J =
21,89);
107,1 (C6);
85,2 (C3);
13,3 (CH3)
F

6e




Tabela 13: Dados de RMN de "H e "*C dos compostos 5a-b,d e 6a-f, i-j (continuagao)

Produto/Estrutura RMN 'H d(m, n° H, RMN "C &(m,
identificacdo, J = Hz) identificagao, J = Hz)
8,53 (d, 1H, H5, J = 4,4) 153,4 (C2),
Br 8,00-7,53 (m, 4H, Ph) 149,4(C3a),
N 6,85 (d, 1H, H6, J=4,2) 146,6 (C5),
3)=38" N5 2,51 (s, 3H, CH3) 1455 (C7),
HaC—4 85,2 (C3),
2N, N_ 6 107,1 (C6),
> 129,0 ; 130,6 ; 137,5; 128,6
; (6C, Ph),
13,3 (CH3)
Cl
6f
8,47 (d, 1H, H5, J = 4,7) 153,1 (C2), 148,5 (C3a),
8,32 (d, 1H, tienil, J = 4,8) 146,5 (C5), 139,9 (C7),
Br 7,72 (d, 1H, tienil, J = 4,0) 132,72; 130,61; 131,9;
N 7,24 (t, 1H, tienil, J = 3,9) 127,64; (4C, tienil), 103,70
3)=38 " 7,16 (d, 1H, H6, J = 4,7) (C6), 84,9(C3), 13,4 (CHs)
HiC—( 2,57 (s, 3H, CHs)
7
s~ N
6i
8,45(d, 1H, H5 ,J=4,7) 153,0 (C2), 148,4 (C3a),
8,11 (d, 1H, furil, J = 3,5) 146,4 (C5), 145, 6 (C7),
Br 7,65 (d, 1H, furil, J = 1,6) 143,3; 135,4; 119,9; 112,9;
N 7,18 (d, 1H, H6, J = 4,6), (4C, furil), 102,3 (C6),
3)=38- "\ 5 6,6 (t, 1H, furi, J = 1,7), 84,8(C3), 13,3 (CHs)
HsC A 2,51 (s, 3H, CH3)
N 6
7
o~ X

6]
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3.4.3. Dados de Espectrometria de massas dos compostos 5a-b,d e 6a-b,d-f,i-j

Os principais fragmentos ionizados obtidos para os compostos 5a-b,d e 6a-b,d-

f,i-j encontram-se na Tabela 14, onde observa-se a perda de um atomo de cloro para o

composto 5a, a perda grupo —NO, ligado a fenila no composto 6b e a quebra do Br na

posicao 3 da pirazolopirimidina 6j. (Tabela 14).

Br B
N " \ 79 Br
= X =~ N N
X
CH3 \ N H3C \ H3C \\
N— = N/N = N/N =
294
198
| |
35C |C 286 o~ N
5a .
NO, 6)
46
6b

Tabela 14: Principais fragmentos ionizados obtidos para os compostos 5a-b,d e 6a-

b,d-f,i-j a uma energia de 70 eV

Comp. MS [m/z (%)]
5a  329(M+2, 50), 294(100, -Cl), 212 (10), 110 (14), 85 (18)
5b  343(M+2, 56), 308(100, -Cl), 226(15), 202(09), 157 (09), 73(16).
5d  371(M+2, 33), 356(20), 344(100), 308(47)

6a  287(M*, 100), 206 (19, -Br), 182 (24), 140 (44), 115 (27), 51 (30),
6b  332(M*, 100), 286 (36, -NO,), 207 (37), 74 (27), 52 (34)
6d 367 (M+2, 100), 286 (15, -Br), 206 (10), 166 (13), 113 (23), 75 (21),

51 (16).

6e 305 (M*, 100), 224 (17, -Br), 200 (28), 173 (21), 158 (58), 133 (33),
75(16).

6f 323 (M+2, 100), 242(14, -Br), 216(18), 189 (13), 140 (29), 113(17),
75 (25).

6i 293 (M*, 100), 214 (17, -Br), 188 (29), 161 (19), 121 (24), 63 (19).
6j 277 (M*, 100), 198(14, -Br), 172 (28), 102 (19), 76 (22), 51 (31).
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3.4.4. Mecanismo da Reacgéo

O mecanismo proposto para a reacdo de bromagao das pirazolo[1,5-a]pirimidinas
5a-b,d e 6a-b,d-f,i-j segue o mecanismo de uma reagcdo de Substituicdo Eletrofilica
Aromatica. Na etapa 1 ocorre a formagao do ion broménio seguida pela etapa 2 onde
ocorre a formagao do cation intermediario. Na etapa 3 ocorre a retirada do préton pelo
nucleodfilo formado na etapa 1 ocorrendo assim o restabelecimento da aromaticidade

(Esquema 25).

Esquema 25
Etapa 1:
©
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4. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

4.1. Equipamentos Utilizados

4.1.2. Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear

Os espectros de RMN de 'H e *C foram obtidos em espetrémetro BRUKER DPX
200 de 200,13 MHz para 'H e/ou espectrometro BRUKER DPX 400 de 400,13 MHz
para 'H e 100,62 MHz para "*C.

As amostras de RMN foram dissolvidas em cloroférmio deuterado (CDClI3). As
condigdes usadas para 'H no espectrdmetro BRUKER DPX 200 foram: SF 200,13
MHz; lock interno pelo 2D, largura do pulso 9,9 us: tempo de aquisicdo 3,89 s, janela
espectral 965 Hz, numero de varreduras 8 a 32, numero de pontos 65536 com
resolugao digital Hz/ponto igual a 0,128875; temperatura de 300 K.

As condicdes usadas no espetrometro BRUKER DPX 400 foram: SF 400,13 MHz
para 'H e 100,32 para *C; lock interno pelo 2D, largura do pulso 9,9 ps ('H) e 19,5 us
(**C): tempo de aquisicdo 3,98 s ('H) e 1,41 s ('°C), janela espectral 965 Hz ('H) e
5000 Hz (**C), nimero de varreduras 8 a 32 ('H) e 500 a 60000 para "*C dependendo
do composto, numero de pontos 65536 com resolugdo digital Hz/ponto igual a
0,128875 ("H) e 0,179994 ('C); temperatura de 300 K.

4.1.3. Espectroscopia de Massas

Os espectros de massa e respetivos cromatogramas foram obtidos através de um
Cromatografo Gasoso HP 6890 acoplado ao Detector de Massas Seletivo 5973
(CG/MS), com injetor automatico HP 6890. Coluna HP-5MS (Crosslinked 5% de PH
ME Siloxane) — temperatura maxima de 325°C - didmetro interno 0,32mm e fase
estacionaria 0,25 A. Fluxo de gas hélio de 2m</min., pressdo de 5.05 psi. Temperatura
do injetor: 250° C; Seringa de 10 pL, com injec&do de 1 pL; temperatura inicial do forno
de 70° C/min e apds aquecimento de 12°C/min até 280°C. Para a fragmentagdo dos

compostos foi utilizado 70 eV no espectrdbmetro de massas.
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4.1.4. Ponto de Fuséao

Os pontos de fusdo foram determinados em um aparelho KOFLER REICHERT-
THERMOVAR (pontos de fusao nao corrigidos).

4.1.5. Analise Elementar

As analises elementares pra os compostos foram realizadas em um analisador
Perkin Elmer 2400 CHN, no Instituto de Quimica, USP, Sao Paulo.

4.1.6. Difragéo de Raio-X

As medidas cristalograficas do composto 4a foram feitas em um espectrometro
Bruker Kappa Apex Il, equipado com um detector de area tipo CCD, usando radiagao
Mo Ka (A = 0,71073 A). A estrutura foi resolvida usando métodos diretos (SHELXS-97),
achando todos os atomos C e N. A estrutura foi refinada nas F? (SHELXL-97). Os
atomos de H foram achados no mapa de densidade diferencial (Fo— F;) e refinados

junto com os atomos para quais eles estao ligados.

4.2. Sintese dos Compostos

4.2.1. Procedimento geral para a sintese de pirazolo[1,5-a]pirimidinas 2a-f e 4a-j.

Adicionou-se a um baldo acoplado a um condensador de refluxo, as 1,1,1-tricloro-
4-alcoxi-3-alquen-2-onas 1la-f (1 mmol) ou as B-dimetilaminovinil cetonas (1 mmol) e o
5-metil-3-aminopirazol (1 mmol) em acido acético (5 mL). Elevou-se a temperatura de
refluxo do solvente e manteve-se a reagao por 16 horas. Posteriormente ao tempo
reacional a solugao foi extraida com cloroférmio (3 x 10 mL), lavada com agua
destilada (3 x 10 ml), seca com sulfato de magnésio. O solvente foi retirado no

rotaevaporador rotatério a pressao reduzida e um sélido foi obtido como produto.
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4.2.2. Procedimento geral para a sintese de 3-bromo-2-metil-pirazolo[1,5-

alpirimidinas 5a-b,d e 6a-b,d-f,i-j .

Adicionou-se a um baldo acoplado a um condensador de refluxo, as pirazolo[1,5-
alpirimidinas 2a-b,d ou 4a-b,d-f,i-j (1 mmol) e a N-bromocuccinimida (1 mmol) em
tetraidrofurano (5 mL). Elevou-se a temperatura de refluxo do solvente e manteve-se a
reacao por 20 horas. Posteriormente ao tempo reacional a solugao foi extraida com
cloroférmio (3 x 10 mL), lavada com agua destilada (3 x 10 ml), seca com sulfato de
magneésio. O solvente foi retirado no rotaevaporador rotatorio a presséo reduzida e um

sélido foi obtido como produto. O sdélido resultante foi entdo recristalizado em hexano.
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5. CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos nesta dissertacdo, as conclusdes sao as
seguintes:

. As reacbes entre o 3-amino-5-metilpirazol com 1,1,1-tricloro-4-alcoxi-3-

alquen-2-onas foram regioespecificas formando as pirazolo[1,5-a]pirimidinas 2a-

f com altos rendimentos e boa pureza.

. As reagbes entre o 3-amino-5-metilpirazol com B-dimetilaminovinil
arilcetonas também foram regioespecificas formando as pirazolo[1,5-
a]pirimidinas 4a-j. Os produtos foram obtidos com éxito, altos rendimentos e

pureza.

o Portanto, a atribuicdo estrutural das pirazolo[1,5-a]pirimidinas obtidas
permite dizer que os sistemas 1,3-dieletréfilos (enonas la-f e enaminonas 3a-j)
reagem de modo analogo com o 1,3-dinucledfilo 3-amino-5-metilpirazol. Ent&o,
foram obtidos somente produtos do ataque do grupo 3-amino do pirazol ao
carbono-f dos sistemas 1 e 3 com posterior ciclizagdo a partir do ataque do N-1

do pirazol as carbonilas de 1 e 3.

. A bromagdo dos compostos 2a-b, d, 4a-b, d-f, i-j utilizando N-
bromosuccinimida ocorreu na posicdo 3 do anel pirazolinico via Substituicdo

Eletrofilica Aromatica com bons rendimentos.

o Os compostos testados demonstraram moderada atividade antimicrobiana

(Apéndice 1).
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ANEXO 1

Espectro de massas dos compostos 2a-f, 4a-j, 5a-b,d, 6a-
b, d-f, i
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Figura 17: Espectro de massas 2-metil-7-triclorometilpirazolo[1,5-a]pirimidina 2a
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Figura 18: Espectro de massas 2-metil-7-triclorometil-5-metilpirazolo[1,5-

a]pirimidina 2b
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Figura 19: Espectro de massas 2-metil-7-triclorometil-5-etilpirazolo[1,5-
a]pirimidina 2c

Abundance
6000000/

5500000

5000000

4500000

4000000

3500000
| 3000000

| 2500000

| 2000000/
1500000/

1000000

Average of 12.787 to 12,798 min.: M6GD33.D

228

263

N. _CH,CH,CH:

= X
HsC

CClg
M+ = 291

l_' 315332351 3?2. 4«0? 436 466485 512 542

m/z--> 40 60 80 100 120 ‘140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 4E|50 480 500 520 540

Figura 20: Espectro de massas 2-metil-7-triclorometil-5-propilpirazolo [1,

a]pirimidina 2d

|
i
5-



67

Abundance
13000/

12000,
11000
10000,
9000
8000
7000
6000
5000
4000
so00, J
2000,
1000

05
m/iz--=

Average of 14.168 to 14.450 min.. MBU16F.D
263
—
HsC
N~

i CCly

228

307

by W 331

18 5 Eillbi Sl 355371 388 406422 439 461
4(] 60 80 10(} 120 140 150 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500 520 540

CH,CH,CH,CH3

M+2 = 307

488502 520535

IF

igura 21:
a]pirimidina 2e

Espectro de massas 2-metil-7-triclorometil-5-butilpirazolo

[1,5-

Abundance
i 5000000|

_ 5500000;

' [ H3C
| 5000000 ® \N/N P

7

45000001 CC|3

4000000 M+ =305

3500000

3000000

2500000

2000000

1500000

1000000

500000

Average of 13.729 to 13.741 min.: M6FD82.D

N CH,CH(CH3)2

228

156

; 215 ‘
[ 178 ‘ 240
.u'l"E}rJrIIIJJ Jpl“” 1] I}|F||||| L r|\| J ‘”

263

290

40 50 60 .?G &0 90 100110120 130 140 ‘ISU 160 170180 19020021022023024025026027028029030031d

Figura 22: Espectro de massas 2-metil-7-triclorometil-5-isopropilpirazolo [1,5-

a]pirimidina 2f



68

Abypdance Scan 2030 (13.691 min): M6IX052.D
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Figura 23: Espectro de massas 2-metil-7-fenilpirazolo[1,5-a]pirimidina 4a
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Figura 24: Espectro de massas 2-metil-7-(4-nitrofenil)pirazolo[1,5-a]pirimidina 4b
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Figura 25: Espectro de massas 2-metil-7-(4-metilfenil)pirazolo[1,5-a]pirimidina 4c
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Figura 26: Espectro de massas 2-metil-7-(4-bromofenil)pirazolo[1,5-a]pirimidina
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Figura 27: Espectro de massas 2-metil-7-(4-fluorfenil)pirazolo[1,5-a]pirimidina 4e
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Figura 28: Espectro de massas 2-metil-7-(4-clorofenil)pirazolo[1,5-a]pirimidina 4f
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Figura 29: Espectro de massas 2-metil-7-(pirid-2-il)pirazolo[1,5-a]pirimidina 49
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Figura 30: Espectro de massas 2-metil-7-(pirrol-2-il)pirazolo[1,5-a]pirimidina 4h
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Figura 32: Espectro de massas 2-metil-7-(tien-2-il)pirazolo[1,5-a]pirimidina 4]
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Figura 33: Espectro de massas 3-bromo-2-metil-7-triclorometilpirazolo [1,5-

a]pirimidina 5a
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Figura 34: Espectro de massas 3-bromo-2-metil-7-triclorometil-5-metilpirazolo [1,5-

a]pirimidina 5b
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Figura 35: Espectro de massas 3-bromo-2-metil-7-triclorometil-5-metilpirazolo [1,5-

a]pirimidina 5d
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Figura 36: Espectro de massas 3-bromo-2-metil-7-fenilpirazolo[1,5-a]pirimidina 6a
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Figura 37: Espectro de massas 3-bromo-2-metil-7-nitrofenilpirazolo[1,5-
a]pirimidina 6b
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Figura 39: Espectro de massas 3-bromo -2-metil-7-(4-fluorfenil)pirazolo[1,5-
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ANEXO 2

Espectros de RMN de 'H e °C dos compostos 2a-f, 4a,
5a-b, d, 6a-b, d-f, i-j
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ANEXO 3

Estrutura de Raio-X do composto 4a
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Coleta dos Dados de Raio-X

As medidas cristalograficas foram feitas num Bruker Kappa Apex Il, equipado com
um detector de area tipo CCD, usando radiagdo Mo Ka (A = 0,71073 A). A estrutura foi
resolvida usando métodos diretos (SHELXS-97), achando todos os atomos de C e N. A
estrutura foi refinada nas F? (SHELXL-97). Os atomos de H foram achados no mapa de
densidade diferencial (Fo— F;) e refinados junto com os atomos para quais eles estéo
ligados.

Dados cristalinos para o composto 4a: Cq3H{1N3, M = 209,25, monoclinico, grupo
espacial P2;/n (N° 14 alternativo), a = 3,9095(14) A, b = 10,516(5) A, ¢ = 25,498(12) A,
B = 90,634(10)°, V = 1048,2(8) A%, T = 294(2) K, Z = 4, D, = 1.326 g/cm™, y = 0.082
mm™, 3,74 < 06 < 31,57, F(000) = 440; 16595 reflexdes medidas, 3429 unicos (Rint =
0.0358). indices de concordancia finais: wR, = 0.1680 (todos os dados), Ry [| > o(l)] =
0.0668, GoF = 1,079. CCDC No. XXXXX



Tabela 15: Dados cristalograficos e refinamento da estrutura para o composto 4a.

|dentification code
Empirical formula
Formula weight
Temperature
Wavelength
Crystal system
Space group

Unit cell dimensions

Volume
Z

Density (calculated)

Absorption coefficient

F(000)

Crystal size

Theta range for data collection
Index ranges

Reflections collected
Independent reflections
Completeness to theta = 31.57°
Absorption correction

Max. and min. transmission

Refinement method

Data / restraints / parameters
Goodness-of-fit on F2

Final R indices [I>2sigma(l)]

R indices (all data)

Largest diff. peak and hole

rbo_mm_4a_0m
C13 H11 N3
209.25

294(2) K
0.71073 A
Monoclinic
P2(1)/n
a=3.9095(14) A
b=10.516(5) A
c =25.498(12) A
1048.2(8) A3

4

1= 90°.
1= 90.634(10)°.
1 =90°

1.326 Mg/m3

0.082 mm-1
440

0.7x0.2x 0.1 mm3

3.74 to 31.57°.

-5<=h<=5, -15<=k<=15, -37<=I<=37
16595

3429 [R(int) = 0.0358]

97.5%

Semi-empirical from equivalents

1 and 0.827858

Full-matrix least-squares on F2
3429/0/ 146

1.079
R1 =0.0668, wR2 = 0.1527
R1=0.1001, wR2 = 0.1680

0.264 and -0.235 e.A-3

133
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Tabela 16: Coordenadas atbmicas (x 104) e parametros de substituicdo de

equivaléncia isotropica (Azx 103) para o composto 4a.

U(eq) is defined as one third of the trace of the orthogonalized Uij tensor.

X y z U(eq)
N(1) 9057(4) 1756(1) 1513(1) 30(1)
N(2) 7660(4) 2093(1) 1041(1) 33(1)
N(3) 10053(5) 2609(2) 2377(1) 45(1)
C(6) 10369(4) 592(2) 1641(1) 30(1)
C(3) 8864(5) 2743(2) 1880(1) 35(1)
C(5) 11561(5) 466(2) 2147(1) 39(1)
C4) 11355(5) 1495(2) 2495(1) 44(1)
Cc(1) 6596(5) 3292(2) 1115(1) 36(1)
C(2) 7271(5) 3733(2) 1619(1) 42(1)
c(11) 10379(4) -458(2) 1257(1) 29(1)
C(15) 11652(5) 1338(2) 413(1) 43(1)
C(14) 10550(6) 2515(2) 579(1) 47(1)
C(13) 9366(6) 2675(2) 1081(1) 48(1)
C(12) 9282(5) 1650(2) 1423(1) 38(1)
C(16) 11570(5) -305(2) 748(1) 36(1)
C(21) 4939(6) 3987(2) 670(1) 48(1)
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Tabela 17: Comprimentos de ligacédo [A] e angulos [°] para o composto 4a.

N(1)-N(2) 1.3610(19)
N(1)-C(6) 1.366(2)
N(1)-C(3) 1.400(2) C(6)-N(1)-C(3) 121.75(13)
N(2)-C(1) 1.342(2) C(1)-N(2)-N(1) 104.01(14)
N(3)-C(4) 1.311(3) C(4)-N(3)-C(3) 115.87(16)
N(3)-C(3) 1.353(2) N(1)-C(6)-C(5) 115.79(16)
C(6)-C(5) 1.373(2) N(1)-C(6)-C(11)  120.98(14)
C(6)-C(11) 1.476(2) C(5)-C(6)-C(11)  123.21(16)
C(3)-C(2) 1.380(3) N(3)-C(3)-C(2) 132.73(17)
C(5)-C(4) 1.402(3) N(3)-C(3)-N(1) 121.94(17)
C(1)-C(2) 1.388(3) C(2)-C(3)-N(1) 105.32(16)
C(1)-C(21) 1.493(3) C(6)-C(5)-C(4) 119.89(18)
C(11)-C(12) 1.392(3) N(3)-C(4)-C(5) 124.74(18)
C(11)-C(16) 1.394(2) N(2)-C(1)-C(2) 112.84(16)
C(15)-C(14) 1.379(3) N(2)-C(1)-C(21)  119.07(18)
C(15)-C(16) 1.382(3) C(2)-C(1)-C(21)  128.08(19)
C(14)-C(13) 1.376(3) C(3)-C(2)-C(1) 105.88(16)
C(13)-C(12) 1.385(3) C(12)-C(11)-C(16) 119.54(16)
C(12)-C(11)-C(6) 118.04(15)
N(2)-N(1)-C(6) 126.23(14) C(16)-C(11)-C(6) 122.37(16)
N(2)-N(1)-C(3) 111.95(14) C(14)-C(15)-C(16) 120.40(18)
C(13)-C(14)-C(15) 120.35(18)
C(14)-C(13)-C(12) 119.98(19)
C(13)-C(12)-C(11) 120.06(17)
C(15)-C(16)-C(11) 119.68(17)

Symmetry transformations used to generate quivalent

atoms:
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Tabela 18: Parametros de substituicdo anisotropica (A2x 103) para o composto

4a.

The anisotropic displacement factor exponent takes the form: -2D2[ h2a*2u11 + .

+2hka*b*Ul12)

u22 u33 u23 ul13 ul12

y11
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Tabela 19: Coordenadas de hidrogénio (x 104) e parametros de substituicdo

isotropica (A2x 103) para o composto 4a.

X y z U(eq)
H(5) 12504 -301 2259 46
H(4) 12203 1379 2834 53
H(2) 6755 4532 1753 51
H(15) 12456 -1239 73 51
H(14) 10608 -3204 351 57
H(13) 8622 -3470 1191 57
H(12) 8491 -1759 1762 46
H(16) 12306 488 634 43
H(21A) 6633 4472 487 73
H(21B) 3218 4550 802 73
H(21C) 3902 3387 433 73
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APENDICE 1

Atividade Antimicrobiana
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1. Atividade antimicrobiana

1.1. Microrganismos

Os microrganismos utilizados nos ensaios para determinacdo da concentracéo
inibitéria minima provieram de cepas catalogadas pela American Type Culture
Collection (ATCC), constituidas de bactérias gram-positivos e gram-negativos, fungos
leveduriformes e alga. Os microrganismos sem referéncia sao provenientes de isolado

clinico.

GRAM-POSITIVOS
Staphylococcus aureus ATCC 25923

GRAM-NEGATIVOS
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27850
Klebsiella pneumoniae ATCC1003
Salmonela setubal ATCC19196
Escherichia coli ATCC 25922

FUNGOS
Candida albicans ATCC 44373
Candida dubliniensis BRCD 12
Candida glabrata ATCC 10231
Cryptococcus neoformans ATCC 28952
Saccharomyces cerevisiae ATCC 2601

ALGA
Prototheca zoopfi
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1.2. Meios de cultura

Os meios de cultura utilizados foram de procedéncia Merck ou Difco, sendo a

composicao dos mesmos descrita abaixo.

Agar batata-dextrose

Infusdo de batata (desidratada)...............evvvveniinnnnnnn. 4,09
DEXIIOSE. . 20,09
AGAT e 15,049
Agua destilada g.S.p. .cecovveviiieieee e, 1000 mL

Os compostos foram misturados e fervidos para efetuar a solugéo, seguindo-se
esterilizagcéo por autoclavacéo a 120°C por 15 minutos.

Agar Mueller-Hinton

INfUSO € CAINE ..o 3009
Caseina hidrolisada ..........coooeveveviiiiiiiiiiieeeeee e, 17,59
Y 1o o 1,59
AQAr-A0aT ...c.oooviieiiieeeeeee e 17,09
Agua destilada ..........cccevereeeeeieee e 1000,0mL

Preparado conforme as instrucbes do fabricante, reidratar 38,00 em agua

destilada, em seguida esterilizar em autoclave por 15 minutos a 120°C.

Agar sabouraud

Peptona .......coooiiiii e 10,09
DEXITOSE ..ovviiiiii et 40,09
AQAr-A0AT .....oooviieeee et 15,09
Agua destilada ..........coveeeeeeeerieeieie e 1000,0mL

Reidratou-se em 1000 mL de agua destilada 65,0g do meio, com aquecimento
até a fusdo do agar. Posteriormente cerca de 5,0 mL foram distribuidos em tubos de
ensaio 16X150mm e esterilizados em autoclave a 120°C por 20 minutos. Apés a
esterilizacdo, os tubos foram mantidos inclinados até a sua solidificacao.

Caldo Mueller-Hinton

INfUSO D€ CAMNE ...eeviiiiiieeeeec e, 300g
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Caseina hidrolisada ..........cooevvieeiiiiiviiiiieeeeeee e, 17,59
Y 21T [ PRSP 1,59
Agua destilada ...........coccveeeeeiiiiieeee e 1000,0mL

Preparado conforme as instrucbes do fabricante, reidratar 38,00 em agua

destilada, em seguida esterilizar em autoclave por 15 minutos a 120°C.

Caldo RPMI-1640

RPMI=1640 €M PO..vcreoeeeeeeeeeseeeeeeeeeee e 10,0 g

Carbonato de SOIO..........cceeveviiiiiiiiiiiiiiieeeeeee e 20g
Tampao MOPS........coo e 34,53 g
Agua destilada g.S.P. ..oeeveverieir e 1000 mL

Foi medido 5% menos de agua destilada do que o volume final desejado. O
meio foi adicionado entre 15° a 30°C na agua, agitando-se suavemente; o carbonato
de sodio e o restante do volume de agua foram adicionados, agitando-se até completa
dissolucdo. O pH foi ajustado até 7,0 pela adicdo de hidréxido de sodio IN. O meio foi

esterilizado imediatamente por filtrag&o.

1.3. Avaliacado da atividade antimicrobiana

Técnica M27-A2 (NCCLS) de microdiluicio em caldo para avaliagdo da
concentracao inibitoria minima (CIM) frente a fungos leveduriformes

A técnica M27-A2 é utilizada na determinagdo da suscetibilidade de leveduras a
agentes antifiingicos, sendo realizado em duplicata e utilizando como padrdo um
controle de crescimento positivo. O teste foi adaptado para bactérias, alterando-se a
penas o0 meio de cultura usado - Mueller-Hinton, e o tempo e a temperatura de

incubacédo da placa - 24h a 35°C.

1.3.1. Preparacdao do inéculo

As leveduras foram incubadas em tubos com agar Sabouraud a 30°C durante
24h. Apo6s decorrido este periodo, foi preparada uma suspensdo dos microrganismos
em salina 0,85% estéril ajustando-se a turvacédo visualmente de acordo com o tubo n°

0,5 da escala MacFarland. A suspenséo foi, entdo, diluida a 1:50 no meio RPMI-1640,
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pipetando-se 0,01mL da suspens&o em 0,5 mL do meio, caracterizando um inoculo

prévio. Esse inoculo prévio foi novamente diluido 1:20 no meio, utilizando-se 0,1mL do
inoculo em 1,9mL do meio.

A preparacdo do inoculo das espécies bacterianas foi realizada da mesma
forma, substituindo-se apenas os meios agar Sabouraud e RPMI-1640 por agar

Mueller-Hinton e caldo Mueller-Hinton, respectivamente.

1.3.2. Preparacao das amostras para a avaliagédo da atividade antimicrobiana

Uma aliquota das amostras foram dissolvidas em 1 mL uma mistura de
DMSO:MEIO (1:7) de maneira a se obter uma solugcéo estoque a 5,12mg/mL.

A solucédo estoque foi diluida no meio de cultura de maneira a se obter as
concentracdes intermediarias de 640-320-160-80-40-20-10-5ug/mL, de maneira que
as concentracdes finais testadas fossem 320-160-80-40-20-10-5-2.5ug/mL.

1.3.3. Inoculagéo no meio de cultura

Cada atividade da placa de microdiluicdo ja contendo 0,1mL da concentracdo
do antifungico foi inoculada com 0,1mL da suspensédo preparada conforme descrito
acima. Esta etapa diluia a concentracao da droga, a densidade do inéculo e o diluente
(quando usado) as concentracdes finais desejadas para o teste. A cavidade do
controle positivo deve conter 0,1mL do in6culo e 0,1mL meio e do diluente na mesma
propor¢ao em que este foi encontrado na cavidade contendo a maior concentragao do

agente antifingico, mas sem a presenca do mesmo.

1.3.4. Incubagéo

As placas de microdiluicdo foram incubadas a 25°C sem agitacdo durante 46 a
50 horas para fungos leveduriformes e 35°C durante 24 horas para bactérias, ou até
gue o crescimento do controle positivo pudesse ser evidenciado.

1.3.5. Leitura do teste
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A leitura do teste foi realizada apdés transcorrido o periodo de incubacgéo

preconizado por cada metodologia para cada tipo de microrganismo (fungos
leveduriformes ou bactérias). A leitura foi realizada mediante comparacéo visual com o
controle de crescimento positivo, determinando-se como CIM a menor concentragcéo

da(s) substancia(s) testadas onde néo foi visualizado crescimento do microrganismo.

1.4. Determinagé&o da concentracdo bactericida ou concentracao fungicida

Para se determinar a concentra¢do bactericida minima (CBM) ou concentracao
fungicida minima (CFM) dos compostos, fez-se repiques das diluicbes em que nao
havia crescimento de microrganismos em placa de Petri contendo agar Mueller-Hinton
para bactérias e agar Sabouraud para fungos. As placas foram incubadas de acordo
com o método adotado. Apds periodo de incubacgdo, verificou-se qual a menor
concentracdo em que 0S repiques nao apresentavam crescimento microbiano,
determinando assim a CBM, nos testes antibacterianos ou CFM, nos testes

antifangicos.
RESULTADOS

Nos ultimos dez anos, 0 uso de novas e mais efetivas drogas antimicrobianas e
Imunossupressoras aumentaram a sobrevida dos pacientes com diversas
enfermidades. A pesquisa de compostos biologicamente ativos vem crescendo cada
vez mais, na busca da cura de muitos males tais como diversas doencas infecciosas
causadas por fungos e bactérias.

As técnicas empregadas para avaliagdo da atividade antimicrobiana de
compostos sao difusdo em agar, bioautografia e teste de suscetibilidade determinado
pelo National Commitee for Clinical and Laboratory Standards (NCCLS) 2.

O NCCLS padronizou o teste de suscetibilidade, técnica de microdiluicio em
caldo, e veio tornar a execucao e leitura mais faceis, com maior praticidade e menor

custo, tornando-se um método de referéncia.
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Alguns fatores devem ser levados em consideracdo para a determinacéo da

metodologia a ser utilizada como: o método de ensaio, 0 inéculo, o meio de
crescimento, o tempo de leitura do teste, 0os microrganismos e ainda a solubilidade dos
compostos a serem testados®’. A atividade antimicrobiana foi avaliada baseada na
concentracao inibitéria minima (CIM) de acordo com os procedimentos NCCLS M27-
A2°® para fungos e alga e para bactérias de acordo com NCCLS M7-A4°. Desta
forma, a atividade antimicrobiana in vitro para as pirazolo[1,5-a]pirimidinas foi avaliada
frente a uma série de microrganismos patogénicos incluindo bactérias gram-positivas
(Staphylococcus aureus ATCC 25923) gram-negativas (Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27850, Klebsiella pneumoniae ATCC 1003, Salmonela setubal ATCC 19196,
Escherichia coli ATCC25922), fungos (Candida albicans ATCC 44373, Candida
dubliniensis CBR 7987, Candida glabrata ATCC 10231, Cryptococcus neoformans var.
gattii (sorotipo D) ATCC 28952, Saccharomyces cerevisiae ATCC 2601) e alga
(Prototheca zopfii isolado clinico) de acordo com o método de microdiluicdo em caldo.
Nas Tabelas 20 e 21 estdo reportadas as concentracbes das pirazolo[1,5-
a]pirimidinas necessarias para inibir o crescimento dos diferentes microrganismos

utilizados nos ensaios.



Tabela 20: Avaliagdo da atividade antibacteriana in vitro de pirazolo[1,5-

a]pirimidinas ( CIM/CBM - pgml™):
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CIM?* / CBM”

Comp. S.a’ K.p.° P.at E.c.! S.s.f
2a 160/>320  160/>320 320/320 320/>320 320/>320
2b >320 160/>320 >320 >320 >320
2d >320 >320 >320 >320 >320
4a >320 320/>320 >320 >320 >320
4b >320 >320 320/>320 >320 >320
4c 320/>320 >320 >320 >320 320/>320
4d >320 >320 >320 >320 >320
4e 320/>320 320/>320 320/>320 320/>320 320/>320
af >320 >320 >320 >320 >320
4i 320/>320  320/>320 320/320 320/>320 320/>320
4 >320 >320 320/>320 >320 >320
5a 320/320 160/>320 160/320 160/>320 320/>320
5b >320 >320 320/>320 >320 >320
6a 80/320 160/>320  160/>320 160/>320 320/>320
6b >320 160/>320 >320 320/>320 320/320
6d 80//>320 160/>320 >320 160/>320 >320

" 0,06 <4,0 2,0 0,06 <4,0

2 Concentracéo Inibitéria Minima ° Concentracdo Bactericida Minima

Microrganismos: “Staphylococcus aureus ATCC 25923, “Klebsiella pneumoniae ATCC
1003, °Pseudomonas aeruginosa ATCC 27850,
9Salmonela setubal ATCC 19196

Controle: "imipenen

‘Escherichia coli ATCC25922,
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Tabela 21: Avaliacdo da atividade antifingica in vitro de pirazolo[1,5-a]pirimidinas

(CIM/CFM - pgml™):

CIM? / CFM®
Comp. C.a’ C.dr C.g.r° p.z C.nt S.c.

2a 320/>320 160/160 >320 320/160 160/320 320/>320
2b >320 320/320 >320 320/>320  320/320 >320
2d >320 160/160 320/>320 >320 >320 320/>320
4a 320/>320 >320 >320 >320 160/>320 >320
4b >320 320/>320 >320 320/>320 320/>320 >320
4c >320 320/>320 320/320 >320 160/160 >320
4d >320 >320 >320 >320 >320 >320
4e >320 320/>320 >320 >320 >320 320/>320
Af >320 >320 >320 >320 >320 >320
4 >320 320/>320 >320 >320 >320 >320
4i >320 160/320 >320 >320 80/160 320/>320
5a 320 320/>320 320 >320 320 320/>320
5b >320 320/>320 320/>320 320/>320 >320 320/>320
6a >320 160/160 >320 320/320 320/320 >320
6b >320 >320 >320 320/>320  320/320 >320
6d >320 >320 >320 >320 >320 >320
F 4,0 2,0 8,0 2,0 1,0

Al 0,5

2 Concentracéo Inibitéria Minima ° Concentracdo Fungicida Minima

Microrganismos: °Candida albicans ATCC 44373; “Candida dubliniensis CBS 7987; °Candida glabrata
ATCC 10231; 'Prototheca zopfii; °Cryptococcus neoformans var. gattii (sorotype D) ATCC 28952;
"Saccharomyces cerevisiae ATCC 2601

Controle: 'fluconazol, 'anfotericina B

Os compostos evidenciaram moderada atividade antibacteriana. Apos analise
dos resultados verificou-se que apresentam apenas atividade bacteriostatica.

Os compostos 6a e 6d apresentaram-se ativos frente a bactérias gram-positiva.
A concentracdo minima dos compostos 6a e 6d necessaria para inibir Staphylococcus
aureus foi 80ug/mil.

Ao compararmos 0s compostos 6a, 6d e 4d; podemos verificar que 0 composto
4d, o qual ndo apresenta o substituinte Br no carbono C-3, ndo foi sensivel para os
diferentes microrganismos testados. Desta forma podemos sugerir que este
substituinte é responsavel pela sensibilidade conferida os compostos 6a e 6d.

Os compostos mostraram-se pouco ativos frente a fungos, e em alguns casos
foram inativos. Apenas o composto 4j foi ativo para Cryptococcus neoformans. A

concentracéo inibitdria necessaria para inibir o seu crescimento foi de 80ug/ml.
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