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RESUMO

5-TRIALOMETIL-4,5-DIIDRO-1H-1-(CARBONILPIRIDIL)PIRAZOIS:
SINTESE E ATIVIDADE BIOLOGICA
FRENTE AO Mycobacterium tuberculosis

Autor: Jussara Navarini

Orientador: Dr. Helio Gauze Bonacorso

O presente trabalho descreve a sintese de séries de 5-hidroxi-3-alquil(aril/heteroaril)-
S-trifluor[cloro]metil-4,5-diidro-1H-1-(carbonilpiridil)pirazois, obtidas a partir de reacdes de
1,1,1-trialo-4-alquil(aril/heteroaril)-4-alcoxi-3-alquen-2-onas [CX3C(O)CH=CR'OR, onde R
= Me, Et; R'= H, Ph, 4-CIPh, 4-BrPh, 4-FPh, 4-MePh, 2-Furil e 2-tienil ¢ X = F, Cl] com
hidrazinas (NH,NHC(O)Z, onde Z = 4-piridil, 2-cloro-4-piridil e 3-piridil), em bons
rendimentos ( 50-89%).

Os compostos sintetizados foram avaliados quanto a atividade bioldgica in vitro
frente ao de Mycobacterium tuberculosis ATCC 27294(H37Rv), onde verificou-se que
compostos trifluormetilados sdo mais ativos que seus analogos triclorometilados. Além disso,
a posi¢do do dtomo de nitrogé€nio e o substituinte cloro no anel piridinico influenciaram na
atividade destes compostos. Os pirazois sintetizados com substituintes R'= H ¢ X=F (3a) ¢
R'=4-MePh ¢ X=F (3q) apresentaram melhor ativade contra as cepas testadas, mencionadas
acima.

Os compostos foram caracterizados a partir dos dados de RMN de 'H, RMN de "*C

{'"H} e por Espectrometria de Massas, e sua pureza comprovada por Analise Elementar.
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SANTA MARIA, AGOSTO-2008
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ABSTRACT

5-TRIHALOMETHYL-4,5-DIHYDRO-1H-1-(CARBONYLPYRIDYL) PYRAZOLES:
SYNTHESIS AND BIOLOGICAL ACTIVITY AGAINST

Mycobacterium tuberculosis

Author: Jussara Navarini
Advisor: Dr. Helio Gauze Bonacorso

This work describes the synthesis of series of 5-hydroxy-3-[alkyl(aryl/heteroaryl)]-5-
trifluoro[chloro]methyl-4,5-dihydro-1H-1(carbonylpyridyl)pyrazoles, obtained from the
reactions of 1,1,1-trihalo-4-[alkyl(aryl/heteroaryl)]-4-alkoxy-3-alken-2-ones
[CXgC(O)CH=CR10R, where R = Me, Et; R' = H, Ph, 4-CIPh, 4-BrPh, 4-FPh, 4-MePh, 2-
Furyl, 2-Thienyl and X= F, Cl] with hidrazines (NH,NHC(O)Z), where Z = 4-pyridyl, 2-
chloro-4-pyridyl and 3-pyridyl, in good yields (50-89%).

The obtained compounds were evaluated for their in vitro biological activities against
Mycobacterium  tuberculosis ATCC 27294 (H37Rv) strains, where it was found that
trifluoromethylated compounds were more active than their trichloromethylated analogues.
Moreover, the position of the atom of nitrogen and the chloro substituent in the ring of
pyridine influences the activity of these compounds. The synthesised pyrazoles with
substituints R'= H and X=F (3a) and R'=4-MePh and X=F (3g) showed the best activity
against the tested strains above mentioned.

The compounds were characterized by analytical 'H and *C NMR and of Mass
Spectrometry (GC-MS), and its purities they were determined by FElementary analysis

analysis.
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POST-GRADUATE COURSE IN CHEMISTRY
MASTER DISSERTATION IN CHEMISTRY
SANTA MARIA, AUGUST - 2008
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1. INTRODUCAO

1. INTRODUCAO

A tuberculose (TB) é uma doenga causada pela bactéria Mycobacterium tuberculosis,
e consiste em uma infeccdo cronica que tem afligido a humanidade durante muito tempo e
continua sendo um grande problema de saude publica'. Segundo dados da Organizagio
Mundial da Saude (OMS), estima-se uma incidéncia anual de 9 milhdes de novos casos de TB
e que ocorram 2 milhdes de 6bitos na populagio mundial, em decorréncia desta patologia®.

O surgimento de cepas de M. tuberculosis multirresistentes aos farmacos conhecidos
tem aumentado em diversos lugares do mundo, devido ao declinio de condi¢des socio
econdmicas e a propagacao do virus HIV (Virus da Imunodeficiéncia Humana). Estes fatores
dificultam o controle desta doenca e a cada ano 424 mil pessoas desenvolvem um tipo de TB
multirresistente que ndo responde ao tratamento padrdo™ *.

Devido a falta de uma vacina eficaz contra TB, o tratamento constitu-se na principal
ferramenta de controle desta doenca. Entretanto, algumas caracteristicas dos bacilos da TB
devem ser consideradas, tais como: o crescimento lento, impermeabilidade do envelope
celular, habilidade para entrar em estagio de laténcia e localizacdo intracelular, a qual dificulta
o tratamento. O tratamento padrdo tem longo periodo, aproximadamente de 6 a 12 meses °.

Na busca por farmacos mais potentes, com poucos efeitos colaterais, baixa toxicidade e
aos quais a M. tuberculosis ndo apresente resisténcia, pesquisadores tém desenvolvido novas
rotas sintéticas baseadas em prototipos bioativos, destacando a Isoniazida (INH), sintetizada
em 1952 e usada desde entdo, apresentando excelente atividade tuberculostatica (MIC = 0,02-
0,05 pg/mL)* 7. Devido a sua importancia farmacologica, a molécula de INH tém sido
incorporada a diversos nucleos como, por exemplo, pirazolinas ® e hidrazonas’, apresentando

atividades satisfatorias frente ao M. tuberculosis sensiveis e resistentes a INH (Figura 1).

X NHNH,

"

Figura 1: Estrutura molecular da Isoniazida (INH)
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1. INTRODUCAO

Alguns derivados hidrofobicos da INH, como o 1-isonicotinil-2-nonanoil hidrazina
(Figura 2) mostraram refor¢ada atividade antimicobacteriana contra M. tuberculosis H37Rv.
Desta forma, pode se dizer que grupos quimicos ligados a INH ajudam na penetracdo da
mesma na célula bacteriana o que tornam cepas M. tuberculosis mais vulneraveis a esta

10, 11
droga'® ',

@)

| X NHNHC(CH,);Me
N A

Figura 2: Estrutura molecular de 1-isonicotinoil-2-nonanoil hidrazina

Compostos heterociclicos sdao amplamente usados em muitos campos da quimica
moderna, pois apresentam uma grande variedade e complexidade estrutural. Sendo assim, uma
série ilimitada de novas estruturas, com larga faixa de propriedades fisicas, quimicas e
biologicas, com grande espectro de reatividade e estabilidade sdo desenvolvidas'?. Entre os
heterociclos, aqueles que apresentam como substituintes grupos halogenados t€ém mostrado um
papel importante, tanto do ponto de vista sintético atuando como intermediarios quimicos ou
do ponto de vista bioldgico apresentando atividade farmacologica.

Pesquisadores do Nucleo de Quimica de Heterociclos (NUQUIMHE) da Universidade
Federal de Santa Maria (UFSM) tém possibilitado a introducdo de atomos de fltior em
compostos heterociclicos, através do emprego de precursores 1,3-dieletrofilos trifluormetil

17-22

o, e, - . - , 13-16 . g
substituidos originarios de rea¢do de haloacilacdo de enoléteres ou acetais com anidrido

trifluoracético (Figura 3).

0 OR?2

XsC)LH{le X=F,Cl

R

Figura 3: Estrutura do precursor 1,3-dieletrofilos trialometil substituidos

Dos intimeros heterociclos conhecidos, podem-se destacar as piridinas e os pirazdis.

Embora a piridina ndo seja encontrada livremente na natureza, seus derivados sao encontrados
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1. INTRODUCAO

em abundancia como produtos naturais (nicotinamida, vitamina B6 e a nicotina). Os derivados
da piridina possuem varias aplicagdes quimicas, destacando-se principalmente os polimeros e
os corantes, e também sdo utilizados na area farmacéutica como analgésicos, anestésicos e

medicamentos psicofarmacologicos™ (Figura 4).

o) CH,OH
N HO CH,0H
X NH, ESSS \ X
Me
N N HO N
Nicotinamida Nicotina Vitamina Bg

Figura 4: Exemplos de compostos derivados da piridina

Os pirazois apresentam uma posicdo de destaque na quimica dos compostos
heterociclicos, devido a sua grande aplicabilidade. S3o compostos aromaticos de cinco
membros com dois atomos de nitrogénio nas posi¢des 1 e 2 do anel contendo ligagdes
polarizadas em suas estrutura. Nesta classe de compostos, um dos principais representantes
sdo as 2-pirazolinas com ampla aplicacdo farmacologica como antitumorais, bactericidas,
antifungicos, antivirais, antiparasiticos, antituberculares bem como agentes inseticidas®* .
Entretanto, rotas sintéticas para obten¢do de 1H-pirazois parcialmente saturados (2-
pirazolinas ou 4,5-diidropirazois) sdo pouco pesquisadas®>*. A metodologia convencional
para a obtencdo de pirazOis consiste na reagdo direta de P-dicetonas e derivados com
hidrazinas. Por outro lado, em muitos casos 5-hidroxi-4,5-diidro-1H-piraz6is tem sido
isolados quando o anel pirazolinico ¢ substituido com grupos fortemente retiradores de
elétrons, impedindo assim, a eliminacdo de 4gua e subseqiiente aromatizacdo anelar. Em

particular, o potencial sintético de vinil cetonas trialometiladas para obtencdo de séries de

novos 4,5 diidro-1H-pirazoéis trialometilados tem sido explorado e descrito pelo nosso
grupo.

Como substituinte de compostos heterociclicos, o grupo trifluormetil tem levado a
uma mudanca acentuada na reatividade do anel. A alta eletronegatividade do fluor, por
exemplo, capacita ao grupo trifluormetil diminuir a densidade de elétrons e a basicidade da
molécula, como também acentuar a eletrofilicidade dos grupos vizinhos. Em muitos

sistemas, a substitui¢do do grupo metil por um grupo trifluormetil, resulta em um acréscimo

3
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de lipofilicidade (mcp3=1,07 versus mcyz= 0,5). Esta lipofilicidade proporciona uma maior
permeabilidade nas membranas celulares, o que pode levar uma maior e mais facil absor¢ao,
e transporte dessas moléculas dentro do sistema bioldgico e, portanto, melhorar as
propriedades farmacocinéticas das drogas. Estas propriedades tém feito com que compostos
organo-fluorados, sejam muito utilizados na Quimica Medicinal®>™".

A inclusdo de um atomo de flior em uma droga pode influenciar a sua conformacao e
a sua interagdo com o alvo farmacolégico. Por exemplo, o efeito da presenca de atomos de
fluor nas forgas intermoleculares e intramoleculares afetam interagdes com ligantes e assim
introduzem uma seletividade em subtipos de receptores colinérgicos e adrenérgicos e tem
sido atualmente melhor compreendido®® ™. A presenca de atomos de flaor pode apresentar
um efeito profundo na conformacgdo de uma droga, em termos de distribui¢do e liberagdo nos
tecidos’'. O estudo de mudangas como estas podem ser usadas construtivamente por
quimicos sintéticos e medicinais para aperfeicoar a seguranga e a eficacia no uso de novas
drogas fluoradas.

Considerando que 2-pirazolinas s3o compostos que possuem ampla aplicagdo, a
presenca de grupos trialometilados e que a INH apesar dos efeitos adversos e limitado
espectro tem reconhecida atividade contra o M. tuberculosis, compostos pirazolinicos
contendo estes substituintes tornam-se objetos de interesse para testes biologicos frente a ao
M. tuberculosis, uma vez que estes até entdo possuem atividades biologicas pouco
exploradas. Portanto, diante da necessidade de novos farmacos para o combate aos bacilos
responsaveis pela TB e da simplificacdo do tratamento que ¢ longo e complexo, esse

trabalho tem por objetivo:
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OBJETIVO:
1. Sintetizar o sistema poliheterociclos trifluor(cloro)metilpirazol-1-il-piridil-cetona,
a partir de reacdo de ciclocondensacdo entre 4-alquil(aril/heteroaril)-1,1,1-

trifluor(cloro)-3-alquen-2-onas e piridilhidrazidas (Esquema 1 e 2 ).

Esquema 1
Rl
» X3C \
Z= 4-piridil N/N
0 OMe(Et) 0 HO
M + )k © oS
F5C R, H,NHN Z _ ‘
1,2 /N
3,4
R!=H, alquil, aril, heteroaril Rl
X=F,Cl
> XC \
Z=3-piridil ) /N
HO
o] X
o L
N
Esquema 2
Rl
o OH o OMe o) NHNH,
0 OMe(Et) FsC \N
N/
N N X = — HO
- — + FyC R,
— = 1 X
N Cl N cl N/ cl ° |
5 6 7 A"
R'=H, aril
Cl
2. Avaliar a atividade biolégica in vitro dos compostos sintetizados frente ao
Mycobacterium tuberculosis ATCC 27294 (H37Rv).
5
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Esta revisdo da literatura tem por objetivo abordar as principais referéncias
relacionadas a pesquisa desenvolvida. Inicialmente sera discutida, resumidamente, a sintese
de 4-alquil[aril(heteroaril)]-4-alcoxi-1,1,1-trialo-3-alquen-2-onas a partir de acilagdo de
acetais e enoléteres. Posteriormente, serdo enfocados os principais métodos para a sintese de
2-pirazolinas trialometiladas, além de uma breve revisao sobre a tuberculose. Também serdo
discutidos alguns compostos que possuem em sua estrutura o grupo INH, relacionando-os a

atividade bioldgica contra TB.
2.1 Sintese de 4-alquil[aril(heteroaril)]-4-alcoxi-1,1,1-trialo-3-alquen-2-onas

O potencial sintético de 4-alquil[aril(heteroaril)]-4-alcoxi-1,1,1-trialo-3-alquen-2-onas
esta relacionado a diferenca de reatividade nos dois centros eletrofilicos destes compostos: o
carbono carbonilico e o carbono-f. Esta diferenga de reatividade tem conduzido, muitas
vezes, a reagdes regiosseletivas ou regioespecificas de ciclocondensacdo com diferentes

dinucleofilos.

o} OR?

X,¢7 8 Rl X=F,Cl
R
Desde a década de 70, pesquisas tém sido publicadas sobre a sintese de 4-alcoxi-1,1,1-
trialo-3-alquen-2-onas. A reacao de enoléteres e acetais com agentes acilantes derivados de

|.14, 15

acidos haloacéticos foi inicialmente publicada por Effenberger et a e a seguir por e Hojo

etal.''®,

A partir da década de 80, o Nucleo de Quimica de Heterociclos (NUQUIMHE) da
Universidade Federal de Santa Maria e outros grupos internacionais t€ém aplicado de maneira
sistemdtica o método de acilagcdo de enoléteres via acilantes halogenados. Reagdes de acilagao
de enoléteres foram otimizadas para preparacdo de 4-alcoxi-1,1,1-trialo-3-alquen-2-onas com
alto grau de pureza, em quantidades molares.

Assim, foram obtidas 4-alcoxi-1,1,1-trialo-3-alquen-2-onas com altos rendimentos,
reagindo uma série de enoléteres com anidrido trifluoracético, cloreto de tricloroacetila ou
cloreto de dicloroacetila. As reagdes de enoléteres com o cloreto de tricloroacetila ou de
dicloroacetila, foram realizadas usando diclorometano como solvente; e nas reacdes de

13,42

enoléteres com anidrido trifluoracético foi usado éter etilico como solvente (Esquema 2).
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Esquema 2:

OR (0] OR

R.Z\\//L,L i
/ Rl e R3 / Rl

80-95%

i =R3COZ, piridina, 10-25°C, 16h

R 7 R R? R’
CHCl, Cl Et H H
CCl, Cl Me H Me
CF; CF;CO, Et Me H
-(CHy)»- H

-(CHy)s- H

-(CHy),- Me

A metodologia desenvolvida por Hojo et al.'” '* foi ampliada e sistematizada pelo
NUQUIMHE a partir da acilagdo direta de acetais derivados de acetofenonas®, propiofenonas

20, 45

p-substituidas™ e alquilcetonas com excelentes rendimentos (Esquema 3 ).

Esquema 3:

R! OMe
MeO OMe

R1\>< i —
—_—
R 0 R

45-90%
CX;,

i = CX3COZ, Piridina, CHCl; 0-70° C, 5-24 h.

=

X Z R
Cl Cl Et
F CF3C02 Pr
i-Pr
i-Bu
t-Bu
-(CHz)zoMe
Ph
4-MePh
4-MeOPh
4-FPh
4-CIPh
4-BrPh
4-NO,Ph

(¢}
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o
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o

o
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Em 2002, foram realizadas acilagdes regioespecificas de acetais derivados de

heteroaril cetonas (Esquema 4) para obtencao de 4-heteroaril-4-metoxi-1,1,1-trialo-3-buten-2-

. . 46
onas, derivadas do tiofeno e furano™.

Esquema 4:
o OMe 0] OH
/ \ \\OMe . ..
Q ! F W, — Z W,
W 84-87% X5C 80-85% X5C
OMe \ \ /
Me
‘ 79-85% T
W=0, S; X=F, Cl; Z=CF;COO, Cl
i: CX3C0Z, CsHsN, CHCy3, -10-30°C, 12 h ii: H,SO41M, 50°C, 5h

Bonacorso et al.¥’ em 2005, obtiveram o 1-metoxi-2-trifluoracetil-3,4-diidro-
naftaleno, através da acilagao da a-tetralona, sem isolar o acetal, com rendimento de 75 %
(Esquema 5). Neste mesmo ano, mais dois trabalhos do grupo envolvendo acilagdo de novos
acetais foram publicados, um demonstra a acilacdo de uma série de cicloalcanonas (Esquema
6) e outro a acilacdo de 4-acetilbifenil e 1-acetilnaftaleno (Esquema 7), com anidrido
trifluoracético™. Para uma revisdo detalhada sobre metodologias de sintese e reatividade das
4-alcoxi-1,1,1-trialo-3-alquen-2-onas consultar também os reviews publicados por Martins et

al.¥e por Balenkova et al. 4%

Esquema 5:

CF,
i, i
75%

i: (CH;0);CH, MeOH, Cat. TsOH, 60°C, 24h
ii: (CF3CO),0, Piridina, CHCls, 0-50°C, 48 h
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Esquema 6:
Q MeO. OMe OMe O
i, i
- 70-82% /23 57-68% N CFs
R - 0 - 0 —
\—(@) ) )
i = (MeO);CH, MeOH, Cat.TsOH, t.a., 24 h.
ii = (CF5C0),0, Piridina, CHCl; 0-45° C, 16 h.
RIH H 6Me4-Me 4t-Bu H H H
n|l1 2 2 2 2 3 4 8
Esquema 7::

O
OMe (0]
i, ii
—_—
Me R \

80-81% R CF,

i: (CH30);CH, MeOH, Cat.TsOH, t. a., 24h

ii: (CF5C0),0,Piridina, CHCl5, 0-45°C, 16h.

0D OO

Nos ultimos anos, os pesquisadores do NUQUIMHE tém desenvolvido diversas rotas
sintéticas para a obten¢do de heterociclos de cinco, seis e sete membros, contendo grupos

trialometila a partir de vinil cetonas trialometiladas de forma regioespecifica*, como por

70, 71

26-6 , pirimidinonas®, piridinas ,

exemplo, isoxazois' " °*° pirazois,”*®* pirimidinas®>®®
727 entre outros. Além disso, o NUQUIMHE em parceria com outros grupos

benzodiazepinos
de pesquisa vem desenvolvendo estudos sobre atividade bioldgica para algumas classes de

compostos.
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2.2 Sintese de 4,5-diidro-1H-pirazois a partir de 1,3-dieletrdéfilos trialometil-substituidos

e hidrazinas

Os pirazoéis sdo compostos heterociclicos com anéis de cinco membros, que contém
apenas atomos de nitrogénio e carbono em sua estrutura, € que denominam-se 4,5-diidro-
1H-pirazéis quando possuem uma ligagao saturada entre os carbonos C4-C5 do anel. Estes

compostos também sdo conhecidos como 2-pirazolinas ou A*-pirazolinas (Figura 5).

SIS
I

N

H

2-pirazolina 1H-pirazol

Figura 5: Estrutura de 4,5-diidro-1H-pirazol (2-ou A’-pirazolina) e 1H-pirazol.

As rotas sintéticas de compostos heterociclicos podem ser classificadas a partir das
caracteristicas dos reagentes utilizados. A grande maioria dos compostos pirazolinicos tém
sido sintetizadas a partir de ciclocondensagdes de dois conjuntos de atomos, sendo um
dieletrofilo, geralmente 1 1,3-dieletrofilo e um outro 1,2-dinucleéfilo.

A sintese de piraz6is a partir da condensa¢do de 1,3-dicarbonilicos trifluormetil
substituidos com hidrazinas tem sido estudada por vérios grupos de pesquisa’®. Selivanov e
Ershov’”” foram os primeiros a caracterizar os intermedirios 3,5-diidroxipirazolidinas e 5-
hidroxi-4,5-piraz6is usando experimentos de RMN. Elguero e Yranzo'¥ foram os primeiros a
isolar uma 3,5-diidroxipirazolidina a partir da 1,1,1,5,5,5-hexafluorpentan-2,4-diona e
hidrazina. J4 em 2002, Singh, Elguero et al.”® propuseram que o passo de desidratacio do 5-
hidroxi-4,5-diidropirazol até o pirazol aromdtico envolve um intermediario catidnico do tipo
V (Esquema 8). Isso explica o fato de que quando R; é um grupo retirador de elétrons o passo
de desidratacdo ¢ dificultado e algumas vezes ndo ocorre. O mecanismo descrito (Esquema 8)
tem sido proposto tendo em vista experimentos com RMN a baixas temperaturas e alguns
resultados qualitativos, geralmente ele é aceito para a sintese de pirazéis’®.

Bonacorso et al.’’

, também comprovam que a presenca de grupos retiradores de
elétrons na posicdo 1 do anel dificulta a desidratacdo de 2-pirazolinas aos pirazdis
correspondentes, devido ao efeito de grupos retiradores de elétrons que estabilizam o

intermediario formado, o qual possui uma carga parcial positiva.

10
Dissertagdo de Mestrado - Jussara Navarini-UFSM-2008



2. REVISAO DA LITERATURA

Esquema 8:

RNH-NH, +

Os resultados obtidos nas condensacdes de -dicetonas perfluoralquil substituidas com
hidrazinas demonstram que essas reagdes sdo regiosseletivas, formando principalmente os
produtos com o grupo perfluoralquil na posicdo 5 do pirazol, conforme demonstrado por
Singh et al.”* (Esquema 9). Além disso, o substituinte perfluoralquil na posicio 5 e um
substituinte retirador de elétrons na posicao 1 sdo fatores que estabilizam os respectivos 5-
hidroxi-4,5-diidropirazois (Esquema 8).

Entretanto, alguns autores, nos estudos sobre a regiosseletividade das condensagdes
entre B-dicetonas trifluormetil substituidas e hidrazinas monosubstituidas tem afirmado que ¢
dificil racionalizar a razio entre os isomeros 3-trifluormetil - ou 5-trifluormetil-substituidos’®
7. Analisando o esquema abaixo, observa-se que a regiosseletividade estd relacionada ao
isolamento da pirazolina, pois sempre que a mesma ¢ isolada o isdmero 5-trialometil

substituido € obtido.

11
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Esquema 9:
R,
o 0 0 0 b
a,b: 1
NaOMe coe: i F,C \
+ Et,0 f.g:iii /N
T —_—
R; Me OEt CFs  “som R, CFy o swn o T
R,

i: N,Hy, EtOH; ii: NoHy, EtO,; iii: RyNHNH,, EtOH, 40°C; iv: AcOH, EtOH, refluxo ab: iv

c-e: v

v: H,SOyconc, EtOH, refluxo; vi: HCI, EtOH, refluxo; vii: AC,0, AcOH, 50°C fovi

g: vii

R;
/o
FsC e
a b c d e f g R,
N N — _
|- - ()— = o«
s N \ N \_/ Y ’ .
Me
Ry - " H H 4-NO,Ph Ph

Em 1993, Threadgil et al.”® estudaram a reacdo do composto 1,3-bis-trifluormetil-1,3-

dicarbonilico com hidrazinas e isolaram os 5-hidroxi-3,5-trifluormetil 4,5-diidro-1H-pirazdis

com bons rendimentos (Esquema 10).

Esquema 10:

CF3

(0] O

M i " \
—_— N
FsC CF 77-96% e

3
F3C

—2=2

i: NH,NH-R, EtOH, refluxo, 5h.
R: COPh, Ph, 4-NO,Ph, 2,4-(NO,),Ph

Em 1999, Bonacorso et al.*’sintetizaram duas séries de de 3-alquil(aril)-5-hidroxi-4,5-
diidro-1H-piraz6is a partir da reacdo de 4-alcoxi-1,1,1-tricloro-3-alquen-2-onas com

cloridrato de semicarbazida e tiosemicarbazida, em metanol(3:1) (Esquema 11).

12
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Esquema 11:
R Ry
N

2
—
64-89% -
: )\
o) NH,
CI30 Ry
R2 Ry
Ry
L i,  ciKe \
71-91% /N
N
: )\
s NH,

i:NH,NHCONH,.HCI, MeOH/H,0, 20-85 °C, 16-20 h

ii: NH,NHCSNH,, MeOH, 20-45 °C, 24 h.
R: H, Me, Ph, 4-MePh, 4-BrPh, 4-NO,Ph,
R;: H, Me, R,: Me, Et
Em 2000, Pashkevich et al.” também sintetizaram séries de 4,5-diidro-1H-
carboxamida(tiocarboxamida)pirazois a partir da reagdo de compostos polifluoralquil-1,3-

dicarbonilicos com cloridrato de semicarbazida e tiosemicarbazida (Esquema 12).

Esquema 12:

M NHZNHC(Z)NH > " \ N
R R 7

2 1 N

Z:0,S
R,: Ph, Me, Et, t-Bu, 4-BrPh, CF;, C,HF,, 2-tienil
R: CF;3, CoHFy, CyFs, CsF;, CoHF,, C4F

I.7® sintetizaram uma série de cloretos de 3-aril-5-

Em 2003, Bonacorso et a
trifluormetil-5-hidroxi-4,5-diidro-1H-1-piconoilpirazdis em passo reacional Uinico € com bons
rendimentos, a partir da reacdo entre 4-metoxi-1,1,1-triflior-3-buten-2-onas e 2-

13
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piridinocarboxiamida, utilizando uma solu¢ao de etanol e acido cloridrico como solvente

(Esquema 13).

Esquema 13:
Ry
OMe 0 HN N FaC \N
M - / \ —— N/
Ry ~ CF, 82-89% HO
HN
o) \
NH,
HCLN__~
i: EtOH/HCI, 78 °C, 2,5 h.
R;: Ph, 4-MePh, 4-FPh, 4-CIPh, 4-BrPh

Em 2005, Bonacorso et al.®*®

propuseram a sintese de 1-(2-tenoil)-, 1-(2-furil)- e 1-(2-
isonicotinoil)-3-alquil(aril)-5-hidroxi-5-trifluormetil-4,5-diidro-1H-pirazois a partir da reagdo
de ciclocondensagdo de 4-alcoxi-1,1,1-trifluormetil-3-buten-2-onas com tenoilhidrazina,
furanoilhidrazina e isonicotinoilhidrazina, respectivamente. As trés séries de compostos foram
obtidas utilizando uma relacdo molar de 1:1 entre hidrazinas e enonas, usando como solvente

metanol, levando a obtencdo dos produtos de maneira regioespecifica, em passo reacional

unico com rendimentos moderados a bons (Esquema 14).
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Esquema 14:
R>

R1
FsC
i N
} N
53-91% HO
L )

R,
(@]

R,
FsC \
i -

H

Ry
N
N
63-89%
o | X
i: NH,NHCOC,H;Z, MeOH, t.a., 48 h; ou 60-65 °C N

ii: NH,NHCOC;sH,4N, MeOH, t.a.; ou 60-65 °C, 16h
R;: H, Me, Ph, 4-MePh, 4-MeOPh, 4-CIPh, 4-Br-Ph, 4-NO,Ph
Rzi H, Me

_—

\

Em 2006, Martins et al.** publicaram recentemente trabalho demonstrando a utilizacdo
de energia proveniente da irradiacdo de microondas na sintese de uma série de 5-hidroxi-5-
triclorometil-4,5-diidro-1H-carboximetilpirazois. A reacdo entre as 4-alcoxi-1,1,1-tricloro-3-
buten-2-onas e carboximetilhidrazina foi realizada em forno de microondas doméstico sem a
necessidade do uso de solvente. A mistura foi aquecida por 6 minutos fornecendo 4,5-diidro-
1H-1carboximetilpirazéis com bons rendimentos. O wuso desta metodologia reduziu
drasticamente o tempo reacional, de 24h em refluxo de metanol no método tradicional, além

disso, aumentou os rendimentos em aproximadamente 10% (Esquema 15).
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Esquema 15:

R2 R1
(e} OR
ClsC \
ClyC = R : - "
3 1 -089 N
70-98% HG
Rz
(e} OMe

i: NH,NHCO,Me, 45 W, 50-55°C, 6 min
R;: H, Me. Et, Pr, i-Pr, i-Bu, t-Bu, 4-NO,, 4-NO,Ph

R,: H, Me
R: Me, Et

1.5 sintetizaram uma série de 4-fenil-3-alquil(aril)-5-

Em 2006, Bonacorso et a
hidroxi-4,5-diidro-1H-1-tosilpirazoéis a partir da ciclocondensa¢do das 4-alcoxi-1,1,1-trifluor-
3-buten-2-onas com p-tosilhidrazina, em tolueno como solvente. Os compostos sintetizados
tiveram suas atividades avaliadas in vitro contra fungos e bactérias, os quais evidenciaram alta
atividade frente a bactérias gram-positivas. O composto 3-(4-flaorfenil)-5-trifluormetil-5-

hidroxi-4,5-diidro-1H-tosilpirazol apresentou uma atividade promissora nos ensaios

realizados, por conferir alta sensibilidade das bactérias ao composto em estudo (Esquema 16).

Esquema 16:
R Ry
(0)
\\ __NHNH, OR 0 FsC \N
s\\ e
: N
i
n I HO
© Ry N CF3 58-92% |
O=—=S=—/™—0O
Me R
i: tolueno, refluxo, 4h.
R;: H, Me, 4-MePh, 4-MeOPh, 4-BrPh, 4-CIPh, 4-FPh
R,: H, Ph; R: Me, Et Me
16
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Em 2007, Martins et al.* sintetizaram 5-hidroxi-3-alquil/aril-5-trifluormetil-4,5-
diidro-1H-1-(2-hidroxibenzoil)pirazol, utilizando  4-alcoxi-4-alquil(aril)-1,1,1-triflGor-3-
buten-2-ona e salicil hidrazina. Os compostos obtidos apresentaram rendimentos bons a

otimos (Esquema 17).

Esquema 17:

OH

i: MeOH(EtOH), refluxo, 16h.
R: Me, Et; Ry: H, Me, Ph, 4-MePh, 4-BrPh, 4-FPh

Em 2008, na dissertacao de Portegl, foi sintetizada uma série de 4,5-diidro-1H-pirazois
contendo uma funcdo aldeido protegida sob a forma de acetal, a partir da 4,6,6-trimetoxi-

1,1,1-trifluorhex-3-en-2-ona com diferentes hidrazinas, em 6timos rendimentos (Esquemals8).

Esquema 18:
OMe
(@] OMe OMe OMe
‘ [ HO \
N
W 90-97% %
F3C OMe N
F3C
R

i: NH,NHR, EtOH, 4-20 h, refluxo
R: 2-furanoil, C¢Fs COOMe, COMe, Nicotinoil

Também em 2008, na dissertagio de Paim®”, foi sintetizada uma série de novas 2-[3-
alquil(aril/heteroaroil)-5-hidroxi-5-trialometil-4,5-diidro- 1H-pirazol-1-i1]-5-[ 3-
alquil(aril/heteroaril)-5-hidroxi-5-trialometil-4,5-diidro- 1 H-pirazol-1-il-1-carbonil]piridinas,
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obtidas a partir da reagdo de ciclocondensacao de 1,1,1-trialo-4-[alquil(aril/heteroaril)]-4-

alcoxi-3-alquen-2-onas com hidazida 6-hidrazino nicotinica em bons rendimentos ( Esquema
19).

Esquema 19:

(e}

N

0 OR X NN
/NHZ . Ry
. N . HO
F 67-97% Ny N/
FsC Ry HaN_ — R1\<//<7 F3C
OH
Rz

CF3

Iz

Iz
zZ

i: EtOH, refluxo, 4h
R: H, Me, Ph, 4-OMePh, 4-NO,Ph, 4,4'-BiPh, naft-1-il, fur-2-il, tien-2-il
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2.3 Tuberculose
2.3.1 Agente etioldgico

Micobactérias sdo bacilos de forma alongada, aerobicas, ndo esporuladas e imoveis,
com um revestimento céreo que lhes confere a propriedade de resistir a descoloragdo quando
tratadas com alcool-acido resistente (BAAR). Evolutivamente, encontram-se entre as
bactérias e os fungos, por isso o nome dado a familia a qual pertence, Mycobactereace. O
género de maior importancia, Mycobacterium, engloba bacilos patogénicos de interesse
clinico, como M. tuberculosis, M. leprae e M. bovis, além do complexo M. avium-
intracellulare, patégenos oportunistas principalmente em pessoas imunodeprimidas como
individuos portadores do virus HIV*.

O M. tuberculosis, principal agente causador da tuberculose, foi descoberto por Robert
Koch em 1882 (Figura 6). Em homenagem ao cientista alemdo, o bacilo ficou conhecido

como bacilo de Koch®.

Ve b
| ,,tm

. <N

o

Figura 6: Mycobacterium tuberculosis

Duas espécies de bactérias causam tuberculose: o complexo M. tuberculosis e M.
bovis. O complexo M. tuberculosis é transmitido, principalmente, por perdigotos produzidos
durante a tosse, espirro ou fala do individuo infectado pelo bacilo. As pequenas goticulas
espalhadas sdo suficientes para alcancar os alvéolos pulmonares, onde o bacilo inicia sua
multiplicacdo no macrofago alveolar. Ja o M. Bovis ¢ transmitido através do leite de vacas

. . . . . ~ . . . . . 85. 86
infectadas que, quando ingerido, produz primeiramente lesdes intestinais e amigdalianas™ ™.
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O complexo M. avium-intracellulare constitui-se de duas espécies de micobactérais
intimamente ligadas, com viruléncia muito baixa em hospedeiros normais, mas que causam
infecgdes disseminadas em pacientes com virus HIV®'. Podem também infectar pessoas com o
pulmdo debilitado pelo tabagismo prolongado, por tuberculose pulmonar, bronquite, efisema
ou outras doengas. Contrariamente a tuberculose causada pelo M. tuberculosis, a infec¢do por

M. avium-intracellulare nio ¢ transmitida de uma pessoa para outra™.

2.3.2 Agentes Antimicobacterianos

Na década de 40 a quimioterapia da TB foi baseada em um nimero limitado de
antibioticos (estreptomicina) e drogas sintéticas (dcido p-amino benzdico). Apos a descoberta
da estreptomicina, novos farmacos foram utilizados com sucesso, destacando-se a isoniazida
(INH) em 1952; a Rifampicina (RMP) em1956; Etambutol (EMB) sintetizado em 1960, e
empregado somente em 1968; e a Pirazinamida (PZA) sintetizada em 1936, e usada apenas
em 1970%.

Estes farmacos sdo chamados de primeira escolha, pois € a primeira op¢do no
tratamento podendo ser empregados com sucesso na grande maioria dos pacientes. Os
farmacos ditos como de segunda escolha sao utilizados em casos de faléncia aos farmacos de
primeira escolha, tais como, cicloserina, canamicina, 4acido p-aminosalicilico (PAS),
amicacina, etionamida, tiocetazona, clorofazimina e terizidona, além da potente classe de

fluorquinolonas™.

2.3.2.1 Isoniazida (INH)

A INH ¢ o principal e mais potente antimicobacteriano no tratamento da tuberculose
(Figura 1). Este farmaco foi descoberto em 1952 por Fox e Gibas (1952), durante a sintese de
tiosemicarbazona, quando estes notaram que as reacdes eram afetadas por uma modificacao
no percurso da sintese e se depararam com um intermediario isonicotinoilidrazinico. A partir
deste intermedidrio foram realizados ensaios, sendo que os resultados apresentados foram
superiores aos da estreptomicina, melhor antimicrobiano até entdo®’.

A INH ¢ ativada dentro da célula bacteriana pela enzima catalase-peroxidase (KatQG).
Da reagdo da INH com a enzima resulta uma variedade de radicais organicos toxicos que

atacam multiplos alvos da célula bacteriana™.
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A INH ¢ uma pro-droga que possui atividade bactericida principalmente contra o
microorganismo em replicacdo, e parece ser apenas bacteriostatica contra aqueles em fase de
laténcia'. Como o M. tuberculosis em presenca de INH mostra diminuicio de seus 4cidos
graxos presentes na parede celular, pode-se deduzir que o mecanismo de a¢do da INH ocorre
através da inibicao destes acidos graxos que sdo componentes da parede celular.

A resisténcia a INH pode estar associada a mutacdes que afetam um ou mais genes,
como os que codificam a catalase-peroxidase(KatG)-enzima ativadora do fAirmaco, as enzimas
enoil-ACP-redutase (inhA) e P-cetoacil ACP sintase (KasA) envolvidas na biossintese do
acido micolico, e a alquil hidroperéxido redutase (ahpC) envolvida na resposta celular ao
estresse oxidativo™™ *!.

A INH ¢ absorvida rapidamente pela administracdo oral, que pode ser alterada pela
alimentacdo concomitante ou uso de antidcidos sendo, portanto, recomendada a administra¢ao
em jejum. O farmaco ¢ amplamente distribuido pelos tecidos. O uso continuo de INH mostra
alta hepatotoxicidade, sendo que, portadores de hepatopatias devem ser clinicamente

. 1
monitorados .

2.3.2.2 Rifampicina

A Rifampicina ¢ um antibidtico semi-sintético produzido pelo Streptomyces
meditarranei'. E um farmaco lipofilico altamente ativo que se difunde rapidamente através do
envelope hidrofobico das micobactérias (Figura 7). Foi introduzida para uso na terapia contra
a tuberculose no inicio de 1970 e ¢, atualmente, um dos mais importantes componentes da
terapéutica, sendo capaz de diminuir o tempo de tratamento’".

O mecanismo de agdo envolve a inibi¢do da atividade da enzima RNA polimerase
DNA dependente (RPDD), uma metaloprotease, ligando-se a uma subunidade  da enzima,
tornando-se altamente ativo contra bacilos em divisdo, tanto intra como extracelular. A

inibi¢do da RPDD leva ao bloqueio da formagao da cadeia do RNA o
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Figura 7: Estrutura molecular da Rifampicina

A administracdo de Rifampicina ¢ via oral, sendo absorvida rapidamente pelo
intestino, deve ser administrada sem o uso concomitante de outros antimicrobianos ¢ em

jejum, devido a interferéncia na atividade'.
2.3.2.3 Pirazinamida (PZA)

A atividade antituberculosa da PZA foi descoberta em 1970 e, atualmente, € a terceira
droga mais importante no combate a tuberculose’’ (Figura 8).

A PZA ¢ bactericida para micobactérias latentes, reduz o tempo total de tratamento
destruindo os bacilos que permanecem em pH baixo e que, normalmente, ndo seriam afetados
por outras drogas antituberculosas'.

H,N o

A

Figura 8: Estrutura molecular da Pirazinamida (PZA)
Possui atividade antimicobacteriana contra M. tuberculosis, mas desenvolve a

resisténcia rapidamente sendo recomendada, portanto, a terapia combinada, uma vez que esse
22
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tipo de terapia reduz essa possibilidade. A atividade da PZA parece ser inativa em pH
neutro’.

E utilizada na primeira fase do tratamento quando a infec¢io encontra-se ainda como
granulomatosa, pelo fato deste firmaco atravessar facilmente a membrana do macrofago e
atuar muito bem em pH 4acido. A importancia da PZA reside, entdo, na sua capacidade de
destruir bacilos no interior dos macréfagos, complementando a acdo da INH e da RIF .

O mecanismo de agdo deste farmaco ¢ desconhecido. Uma hipotese proposta por
Cynamom et al. em 1992, ¢ que a PZA pode ser parcialmente ou totalmente ativada como um
farmaco. A PZA ¢ ativada apenas no pH acido do ambiente intramacrofagico, mas nio ¢
ativada simplesmente pelo pH. Este ambiente pode induzir componentes bacterianos que
ativam PZA, provavelmente uma amidase especifica a pirazinamidase. Organismos
suscetiveis produzem pirazinamidase, que € responsavel pela conversdo a acido pirazindico.
Cepas resistentes ndo produzem esta amidase, devido a mutase no gene associado (pncA),
sugerindo que a forma acida do farmaco ¢ a forma ativa. A PZA seria um pré-farmaco do

acido pirazin6ico ativo contra M. tuberculosis®*®.

2.3.2.4 Etambutol (EMB)

O EMB (Figura 9) ¢ um composto sintético, que possui atividade bacteriostatica.
Possui baixa solubilidade em 4gua e é absorvido rapidamente ap6s a administragdo oral'.

Apesar da modesta atividade antitubercular, o EMB ¢ usado em combinag¢do com
outros farmacos contra a TB devido ao seu sinergismo com estes e sua baixa toxicidade. E
amplamente utilizado no esquema primario de tratamento da tuberculose, pois atua
diretamente sobre a sintese de arabinose em M. tuberculosis e outras micobactérias. Seu
mecanismo de agdo esta relacionado a inibi¢do da incorporagdo do acido micdlico, essencial
para a formacdo da parede celular da micobactéria .

H
N

\/\NH
HO\)\/
HO
Figura 9: Estrutura molecular do etambutol (EMB)
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2.4 Compostos Derivados da Isoniazida

A INH (Figura 1) apresenta uma estrutura bastante simples e interessante, na qual esta
contido um anel de piridina e a fun¢do hidrazida que sdo essenciais para atividade contra M.
tuberculosis™. Devido a isso a sua importincia farmacoldgica, muitos compostos foram
sintetizados tendo como um dos precursores a INH ou derivados da mesma.

Em 2001 Mamolo et al.*** descreveram a sintese ¢ atividade antimicobacteriana de
uma série de 5-aril-1-isonicotinoil-3-(piridin-2-il)-4,5-diidro-1H-pirazol. Os compostos
sintetizados foram testados contra cepas de M. tuberculosis H37Rv e H4. Os resultados
demonstraram atividades antimicobacteriana in vitro e seus valores de CIM estdo entre 8 e 16
pg/ml.

Neste estudo, os autores demonstraram que a atividade dos compostos depende da
liberagdo de INH no meio biologico. Esta liberacao de INH ¢ favorecida devido a presenca do
substituinte 2-piridil na posicdo C-3 da pirazolina, quando comparada com compostos
descrito na literatura’®, nos quais estes apresentam como substituite orto hodroxi fenila nesta
posicdo. Estes autores atribuem que a falta de atividade destes compostos ¢ devido a ligagdo
de hidrogénio que ocorre entre a hidroxila e o nitrogénio da posi¢do C-2 da pirazolina que

impede a liberacao da INH.

=N
R: H, 2-Cl, 3-Cl, 4-Cl, 2-Br, 3-Br, 4-Br, 2-F, 3-F, 4-F, 2-CHj, 3-CHs, 4-CHj

Figura 10: Estrutura de 5-aril-1-isonicotinoil-3-(piridin-2-il)-4,5-diidro- 1H-pirazol

Ja em 2006, Shaharyar et al.® sintetizaram uma série de N'-nicotinoil-3-(4’-hidroxi-3’-
metilfenil)-5-[(aril)-fenil]-2-pirazolinas pela reagdo entre chalconas e isonicotinoil hidrazina.

Estes compostos foram testados frente M. tuberculosis H37Rv e M. tuberculosis INH-
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resistentes. Os valores de CIM variaram entre 0,26 a 16,13 uM para cepas M. tuberculosis
H37Rv e a 0,23 a 8,05uM para cepas INH-resistentes.

Entre os compostos testados, os autores descrevem que compostos que possuem grupo
fenila substituidos com 4tomos de halogénio e furil sdo ativos que a INH para cepas de M.
tuberculosis H37Rv. Ja para cepas M. tuberculosis INH-resistentes, todos os compostos

demonstram melhores valores CIM quando comparadas a INH.

HO CH,

R: 4-MeOPh, 4-CIPh, Ph, 3,4-MeOPh, 2,3,4-MeOPh, Furil, 4-FPh, 2-CIPh, 2,6-CIPh, 3-NO,Ph

Figura 11: Estrutura de N'-nicotinoil-3-(4’-hidroxi-3’-metilfenil)-5-[(aril)-fenil]-2-
pirazolinas

1. em 2005 realizaram a sintese e atividade antimicobacteriana de uma série

Sinha et a
de derivados da isonicotinoil hidrazina VI, as hidrazonas. A atividade foi testada frente a
cepas de M. tuberculosis.

Segundo os autores, observou-se que quando o anel fenila é substituido por cloro com
variagdo nas posi¢des Orto, para e meta, os compostos exibiram atividade semelhantes a INH.
Porém quando ocorre substituicdo do atomo de cloro pelos substituintes nitro e metoxila
ocorreu uma reducdo na atividade. Além disso, sugere-se que grupos volumosos ou
dissubstituicao no anel da fenila nao sao favoraveis.

Alguns destes compostos foram submetidos a reagdo de redugdo, resultando em uma
nova série de compostos VIl que foram avaliadas as atividades antimicobacterianas. Estes
compostos demonstraram aumento na atividade. Isto ocorre devido ao grau de liberdade da
ligagdo dos substituintes fenila, permitindo melhor interacdo a um receptor levando a
atividade inibitéria (Figura 12).
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ijj e
o

Vi
Ar: 3-CIPh, 4-CIPh, 3-NO,Ph, 4-MeOPh, 2-CIPh, 2,3-Cl,Ph, 2-furil, 3-MeO-4-OHPh, 2-OH-MeOPh, 3-PhOPh

Figura 12: Estrutura de derivados da isonicotinoil hidrazida
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3. APRESENTACAO E DISCUSSAO DOS RESULTADOS

Neste capitulo sera apresentada a numeracdo e a nomenclatura dos compostos
sintetizados os quais foram submetidos a testes de atividade bioldgica contra o
M.tuberculosis.

A identificagdo dos compostos foi feita por Cromatografia Gasosa acoplada a
Espectroscopia de Massas (CG-MS) e Ressonincia Magnética Nuclear (RMN) 'H, °C {H} ¢
suas purezas foram comprovadas por analise elementar.

Na primeira etapa, serd descrita a sintese dos precursores 4-alcoxi-1,1,1-trialo-3-
alquen-2-onas la-i e 2g-i a partir da reagdo de acilagdo de enoléteres e acetais, conforme
metodologia desenvolvida por Hojo et al.'” '® ¢ sistematizada por Martins et al. .

Na sequéncia, serao discutidas as reagdes de 4-alcoxi-1,1,1-trialo-3-alquen-2-ona la-i
e 20-i com isonicotinoil, 2-cloro isonicotinoil e nicotinoil hidrazinas.

Por fim, serdo discutidos os testes destes compostos contra o M.tuberculosis, através

da realizacdo de ensaios in Vvitro.
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3.1 Numeracéo e Nomenclatura dos compostos

A numeracdo dos compostos adotada neste trabalho e a nomenclatura segundo o
Chemical Abstract, estdo representadas na Tabela 1.

Tabela 1 - Numeragao dos compostos 1-8

Compostos Nomenclatura
o} OEt
1a )\L’\" )\ 4-etoxi-1,1,1-trifluor-3-buten-2-ona
F3C H
0 OMe
1b )LLL)\ 4-metoxi-1,1,1-trifluor-3-penten-2-ona
F3C / Me
OMe
1c )J,,% > 4-fenil-4-metoxi-1,1,1-trifluor-3-buten-2ona
FsC
O OMe
1d e )L,lﬁ F 4-(4-clorofenil)-4-metoxi-1,1,1-trifluor-3-buten-2-ona
3
cl
o} OMe
le . C)JM,/ 4-(4-bromofenil)-4-metoxi-1,1,1-trifluor-3-buten-2-ona
3
Br
o} OMe
1f e )L,\a P 4-(4-fluorfenil)-4-metdxi-1,1,1-trifluor-3-buten-2-ona
3
F
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Tabela 1 - Numeragao dos compostos 1- 8

Compostos Nomenclatura
(T OMe
19 Fy C)"‘«,,)\@\ 4-(4-metilfenil)-4-metoxi-1,1,1-trifluor-3-buten-2-ona
Me
o] OMe
o )L% 4-(2-furil)-4-metoxi-1,1, 1 -triflaor-3-buten-2-ona
£.C / =

3

‘/

o| OMe
. L P
FiC G = 4-(2-tienil)-4-met6xi-1,1,1-trifldor-3-buten-2-ona
\_/
OMe
29 e )L,‘/v > 4-(4-metilfenil)-4-metoxi-1,1,1-tricloro-3-buten-2-ona
3
Me
(T OMe
2h )v\,M 4-(2-furil)-4-metoxi-1,1,1-tricloro-3-buten-2-ona
cl,C 7N
s/
o] OMe
2i )L,‘" ¥ .. .. .
cliC = 4-(2-tienil)-4-metoxi-1,1,1-tricloro-3-buten-2-ona

L/
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3. APRESENTACAO E DISCUSSAO DOS RESULTADOS

Tabela 1 - Numeragao dos compostos 1- 8

Compostos Nomenclatura
HO \
N
yd
N
3a FsC . . . . .
5-hidroxi-5-trifluormetil-4,5-diidro -1H-1-
o N (isonicotinoil)pirazol
P
Me
HO
3b /\N
. N 5-hidroxi-3-metil-5-trifluormetil-4,5-diidro -1H-1-
° (isonicotinoil)pirazol
o) ‘ X
N
3c HO \
N y N 5-hidroxi-3-fenil-5-trifluormetil-4,5-diidro-1H-1-
FoC (isonicotinoil)pirazol
(¢} ‘ \
N
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Tabela 1 - Numeragao dos compostos 1- 8

Compostos Nomenclatura

\ 5-hidroxi-3-(4-clorofenil)-5-trifluormetil-4,5-
HO

3d yZ

N diidro-1H-1-(isonicotinoil)pirazol

HO \

3e /N 5-hidroxi-3-(4-bromofenil)-5-trifluormetil-4,5-
N
FsC diidro 1H-1-(isonicotinoil)pirazol
o ‘ X
/ N
F
3f \ 5-hidroxi-3-(4-fluorfenil)-5-trifluormetil-4,5-
HO
pZ N diidro 1H-1-(isonicotinoil)pirazol
FaC \
o) ‘ X
N
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Tabela 1 - Numeragao dos compostos 1- 8

Compostos Nomenclatura
Me
39 Ho \ 5-hidroxi-3-(4-metilfenil)-5-trifluormetil-4,5-
/N diidro- 1H-1-(isonicotinoil)pirazol
FaC \
o] ‘ X
/ N
L
o]
HO \
3h AN 5-hidroxi-3-(2-furil)-5-trifluorometil-4,5- diidro-
N
FsC 1H-1-(isonicotinoil)pirazol
o) ‘ \
N
\
S
3i HO \ 5-hidroxi-3-(2-tienil)-5-trifluormetil-4,5- diidro-
AN 1H-1-(isonicotinoil )pirazol
FsC N
o) ‘ \
N
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Tabela 1 - Numeragao dos compostos 1- 8

Compostos Nomenclatura
Me
49 HO \ 5-hidroxi-3-(4-metilfenil)-5-triclorometil-4,5-
N
o N/ diidro-1H-1-(isonicotinoil)pirazol
3

o X

P

5-hidroxi-3-(2-furil)-5-triclorometil-4,5- diidro-

1H-1-(isonicotinoil)pirazol

4i
5-hidroxi-3-(2-tienil)-5-triclorometil-4,5- diidro-

1H-1-(isonicotinoil)pirazol
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Tabela 1 - Numeragao dos compostos 1- 8

Compostos Nomenclatura

O
X OMe
| metil 2-cloroisonicotinoato
5 N /
Cl
0]
N NHNH, e )
6 | 2-cloro isonicotinoilhidrazina
N P
Cl

Cl

Ho \

N/N

7d FaC 5-hidroxi-3-(4-clorofenil)-5-trifluormetil-4,5-
o X diidro-1H-1-(2-cloroisonicotinoil)pirazol
)
Cl
Br
5-hidroxi-3-(4-bromofenil)-5-trifluormetil -
HO \N 4,5diidro-1H-1-(2-cloroisonicotinoil)pirazol
7 g
e F;C
o X
P
cl
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3. APRESENTACAO E DISCUSSAO DOS RESULTADOS

Tabela 1 - Numeragao dos compostos 1- 8

Compostos Nomenclatura
F
HO \
7f % N 5-hidroxi-3-(4-fluorfenil)-5-trifluormetil-4,5-diidro-
FsC | 1H-1-(2-cloroisonicotinoil)pirazol
o) ‘ X
N
cl
Me
o \ 5-hidroxi-3-(4-metilfenil)-5-trifluormetil-4,5-diidro-

79 / N 1H-1-(2-cloroisonicotinoil)pirazol

FsC N

o ‘ X
/ N
Cl
HO \
/ N
N
F3C
5-hidroxi-5-trifluormetil-4,5-diidro-1H-1-
8a o ‘ X (nicotinoil)pirazol
=
N
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Tabela 1 - Numeragao dos compostos 1- 8

Compostos Nomenclatura

5-hidroxi-3-fenil-5-trifluormetil-4,5-diidro-1H-1-

HO \
N
8c v
FsC (nicotinoil)pirazol
o] ‘ X
=
N
cl
HO \ 5-hidroxi-3-(4-clorofenil)-5-trifluormetil-4,5-
N
8d N/ diidro-1H-1-(nicotinoil)pirazol
FsC
o) ‘ X
G
N
Br
8e HO \
/ N
N
FsC
o ‘ X
=
N

5-hidroxi-3-(4-bromofenil)-5-trifluormetil-4,5-

diidro-1H-1-(nicotinoil)pirazol
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Tabela 1 - Numeragao dos compostos 1- 8

Compostos Nomenclatura
F
8f HO \ 5-hidroxi-3-(4-fluorfenil)-5-trifluormetil-4,5-diidro-1H-
N
N/ 1-(nicotinoil)pirazol
FsC
o ‘ X
=
N
Me
80 o \ 5-hidroxi-3-(4-metilfenil)-5-trifluormetil-4,5-diidro-1H-
N
N/ 1-(nicotinoil)pirazol
o ‘ X
=
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3.2 Sintese de Acetais

A reacdo de obtencdo dos acetais (Esquema 20) foi realizada de acordo com técnica
descrita por Martins et al.”°, a partir de acetofenonas com ortoformiato de trimetila e
quantidades cataliticas de acido p-tolueno sulfonico, em metanol anidro. O tempo reacional ¢
de 24 horas em repouso, a temperatura ambiente (25 °C). Apo6s neutralizagdo com carbonato
de sodio anidro, filtrado e solvente removido por rota evaporagdo. Os acetais foram obtidos na

sua forma pura através de destilagdo a pressao reduzida. Os pontos de ebuli¢do, bem como os

rendimentos estio de acordo com a literatura' "% *.
Esquema 20:
0
MeO OMe
CH;4 i ></CH3
R 45-90% R
i= TsOH, HC(OMe);, t.a., 24h
c d e f g h i
R Ph 4-C]Ph 4-BrPh 4-FPh 4-MePh 2-furil 2-tienil

3.3 Sintese de 1,1,1-Trialo-4-alquil[aril(heroaril)]-4-alcoxi-3-alquen-2-onas Substituidas
(1a_i) e (Zg") 17-19,42,48

A sintese dos compostos la-i e 2g-i foi baseada na metodologia desenvolvida pelos
pesquisadores do NUQUIMHE.

A reacgdo de acilagdo foi realizada adicionando-se anidrido trifluoracético ou cloreto de
tricloroacetila a mistura de acetal ou enoléter, piridina e cloroférmio anidro em banho de gelo
e sob agitacdo magnética. A mistura foi deixada durante 16 horas, a 45 °C para os acetais
derivados das acetofenonas e 16 horas a temperatura ambiente para os enoléteres adquiridos
comercialmente. Os produtos foram purificados por meio de destilagdo a pressao reduzida. A
literatura cita rendimentos, na faixa de 80-90%, nossos trabalhos levaram a rendimentos
similares aos descritos (70-90%) (Esquema 21).
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Para que ocorra acilagdo de acetais sao necessarios dois equivalentes do acilante e da
piridina. Isto porque o mecanismo da reagdo envolve primeiro a utilizacdo de uma molécula
do acilante na formac¢ao do endleter, in Situ, com conseqiiente saida do trifluoracetato de
metila. A seguir, uma segunda molécula do acilante reage com o enoléter para formar a vinil
cetona desejada. A piridina no meio reacional funciona como base para a neutralizagdo do

acido trifluoracético resultante das duas etapas reacionais.

Esquema 21:
1 1
OR 0 OR MeO, OMe
H\)\ —>i )L».,\)\ <_ii ><
R 80-95% x,C R 70-90% R
la-i
2f-h
. Xl F Cl
i= CX3COZ, piridina, CHCl3, 0-25°C, 24h
ii= CX3COZ, piridina, CHCl;, 25-70°C, 5-16h z|crcoo  C
a b c d e f g h i
R H Me Ph 4-CIPh 4-BrPh  4-FPh 4-MePh 2-furil 2-tienil
R! Et Me Me Me Me Me Me Me Me

3.4 Sintese de 5-Hidroxi-3-alquil[aril(heteroaril)]-5-trifluor(cloro)metil-4,5-diidro-1H-

1-(isonicotinoil)pirazéis (3a-i e 4g-i)

Neste topico serdo relatadas as reacdes de 1,1,1-trialo-4-alquil[aril(heteroaril)]-4-
alcoxi-3-alquen-2-onas com isonicotinoilhidrazina segundo metodologia descrita por
Bonacorso et al.®*° (Esquema 22). Todas as reacdes foram realizadas em metanol com tempo
reacional variando de 16 a 48h e temperatura de 20-65°C. Apds do término do tempo
reacional, todos os compostos apresentaram-se na forma de solidos e foram recristalizados em

metanol ou acetona.
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Esquema 22:
Rl
0
(0] OMe(Et
(Et) _ HO \
X NHNH, = — L - yd N
| T xc Rl 48-85%
N
Z la-i
20-i
i=MeOH, 20-65°C, 16-48h
X[ F ¢l
1,3 24
1-4 a b c d e f g h i

R! H Me Ph 4-CIPh 4-BrPh 4-FPh  4-MePh 2-Furil  2-Tienil

A identificagdo dos compostos 3a-i e 4g-i foi realizada por RMN 'H, espectrometria
de massas e ponto de fusdo. Os espectros foram registrados em DMSO-dg, utilizando
tetrametilsilano (TMS) como referéncia interna. Os dados encontrados experimentalmente

. . 62a, b
concordaram com os dados descritos na literatura”™® °.

3.5 Sintese de 5-Hidroxi-3-alquil(aril)-5-trifluormetil-4,5-diidro-1H-1-(2-

cloroisonicotinoil)pirazois (7a, 7d-g)
3.5.1 Sintese de 2-cloro isonicotinoilhidrazina (6)

Considerando o fato de que nem todas as hidrazinas derivadas do acido isonicotinico
sdo disponiveis comercialmente, foi necessario realizar a sintese do composto 6 através de
metodologias previamente descritas na literatura’®. Neste trabalho foi obtida a 2-cloro
isonicotinoilhidrazina em dois passos reacionais, onde primeiramente foi realizada a reacao de
esterificacao do acido 2-cloro isonicotinico e em seguida a sintese da hidrazina utilizando a

metodologia de Khan’® (Esquema 23).
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Esquema 23:
O (0] (6]
\ OH i | \ OMe i | \ NHNH,
_— —_—
N o W N 0% N
Cl Cl Cl
5 6

i= CH,N,_ éter, t.a
ii= NH,NH,.H,O0, EtOH, refluxo, 12h

A Tabela 2 mostra os dados de rendimento e ponto de fusdo dos compostos isolados 5
e 6.

Tabela 2: Propriedades Fisicas dos Compostos 5 e 6.

Composto Rend. (%) P.F. (°C) Formula Molecular

(g/mol)
0]
| S OMe %0 Oleo C,HCINO,
N (52-56) 1 (171,01)
Cl
(0]
X NHNH,
| 70 168-170 ol
N / ?
Cl
[a] Ref. 97

A identificacio dos compostos 5 e 6 foi realizada por RMN 'H ¢ °C {H} e
espectrometria de massas. Os espectros foram registrados em cloroférmio-d; para o composto
5 ¢ DMSO-ds para o composto 6 utilizando tetrametilsilano (TMS) como referéncia interna
(espectros estdo no anexo I e II desta dissertagao).

No Esquema 24 serdo relatadas as reag¢des de 1,1,1-trifluor-4-alquil(aril)-4-alcoxi-3-

alquen-2-onas substituidas com 2-cloroisonicotinoilhidrazina, a qual permitiu o isolamento de
41
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uma nova série de 5-hidroxi-3-(aril)-5-trifluormetil-4,5-diidro-1H-1-(2-

cloroisonicotinoil)pirazois (7d-g).

Esquema 24:
Rl
0 HO \
0 OR yd N
H F}C N
N R Z 51 ;2 %
F;C R! - 0
N 3 o) ‘ X
1a, d-f
7d-f P N
Cl
6 Cl
i= MeOH, 60-65°C, 20 h
1,7 a d e f g
R Et Me Me Me Me
R' H 4-CIPh 4-BrPh 4-FPh 4-MePh

Para realizar a ciclocondensagdo [3+2] foram testadas varias condi¢des reacionais a

62° " A melhor condigdo foi em metanol, e tempo

partir de dados experimentais ja publicados
reacional de 20 horas, sob temperatura de refluxo, com rendimentos de 51-62%.

Na tentativa de obter o composto 7a, foram realizadas véarias condi¢des reacionais
(Tabela 3), porém nao foi possivel isolar este composto, obtendo como produto final mistura
complexa de produtos de partida e impurezas que dificultaram até mesmo a identificacao.
Vale salientar que todas as condi¢cdes reacionais testadas foram acompanhadas por

Cromatografia em Camada Delgada (CCD).

Tabela 3: Condigoes testadas para a obtengdo do composto 7a.

Reacéo solvente T (°C) Tempo (h) Rendimento (%)
1 MecOH t.a 24 a
2 MeOH t.a 48 a
3 MeOH 40 16 a
4 MeOH 50 24 a

[a]mistura complexa de material de partida e impurezas
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Os compostos 7d-g foram isolados do meio reacional como so6lidos brancos, estaveis e
de alta pureza e foram recristalizados em metanol ou acetona a temperatura de 0 -10°C.

A identificacdo destes compostos foi feita através de RMN de 'H e BC {H},
Cromatografia Gasosa Acoplada a Espectrometro de Massas, andlise elementar e pontos de
fusdo.

A Tabela 4 mostra os dados de rendimento, ponto de fusdo analise elementar dos

compostos isolados 7d-g.

Tabela 4- Propriedades Fisicas dos compostos 7d-g.

Ho \

N
FaC

o) | X

/N

Cl
Composto R! Rend.(%) P.F (°C) Formula Anélise Elementar

[a] [b] Molecular Cal./Exp

(g/mol) C H N
7d 4-CIPh 53 174-176  C1H;1CLFsNsO, 47,75 2,59 10,30
(404.17) 47,67 2,46 10,33
Te 4-BrPh 58 162-164 C;¢H;;CIBrFsN;0, 42,13 2,30 9,19
(448.62) 42,08 2,22 937
7f 4-FPh 62 145-147  Cy¢H 1 BrFsN;O, 49,67 2,57 10,88
(387.72) 49,78 2,48 10,67
79 4-MePh 51 152-154  C7Hi4CIFsN3;O, 53,21 3,41 10,95
(383,75) 52,81 3,11 10,72

[a] Rendimentos dos compostos recristalizados. [b] Pontos de fusdao nao corrigidos

3.5.2 Identificacao Espectroscopica dos Compostos 7d-g
A identificagio dos compostos (7d-g) foi realizada por RMN 'H e °C {H}. Os

espectros foram registrados em DMSO-dg, utilizando tetrametilsilano (TMS) como referéncia
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interna. A atribuicdo de sinais para os compostos, citados na Tabela 4, foram baseados a partir
da interpretagdo dos dados do composto (7d), e em dados contidos na literatura para

compostos similares.

3.5.2.1 RMN 'H e ©*C {H}

O espectro de RMN de 'H em DMSO-ds, para o composto 7d (Figura 13) mostrou um
sinal em 8,59 ppm referente a um hidrogénio do anel piridinico; na regido de 7,66-7,52 ppm
multipletos referentes a 2 hidrogénios piridinicos ¢ 4 hidrogénios do anel fenila; um singleto
em 8,5 ppm, referente ao deslocamento do hidrogénio da hidroxila ligada ao C-5 do anel
pirazolinico; dubletos em 4,04 e 3,67 ppm, referente aos hidrogénios diasterotdpicos ligados

ao C-4 do anel pirazolinico com constante de acoplamento J=19Hz.

mmmmmmm
vvvvvvv

4090
—— 3993
3733
———3626

Hee e e

| H,0

Ph

L iy I 0]

o [y e
e o —
IR ] LR ] i i ] i R L i ] ] i i ] 0

i (1] T T T T e T e T T P T T e T P s o T P T T T T e P T T T T T T T T T T P e T T e T T T T T s T T T e e T e e e T T
2.0 23 20 7.5 7.0 B.5 .0 3.5 50 4.5 4.0 33 20 235 20 15 10 0.5 oo

Figura 13: Espectro de RMN 'H a 200,13 MHz de 5-hidroxi-3-(4-clorofenil)-5-trifluormetil-
4,5-diidro-1H-1-(2-cloroisonicotinoil)pirazol (7d), em DMSO-ds.

O espectro de RMN de °C {H} do composto 7d (Figura 14), em DMSO-ds, mostrou
um sinal em 163,4 ppm, referente ao carbono carbonilico; C-3 em 150 ppm; 5 sinais em
152,6; 150,1; 145,9; 122,8 e 121,8 ppm referentes aos 5 carbonos piridinicos. Os sinais
observados em 135,6 e na regido de 128-127 ppm sdo referentes aos seis carbonos da fenila; o

sinal do CF; aparece na forma de um quarteto com 'Jcr =285 Hz na regido del22, 5 ppm. O
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sinal em 92,1 ppm foi atribuido a um quarteto com J=34 Hz para o C-5 ¢ o sinal da metilena

em 44,1 ppm foi atribuido ao C-4 do 4,5-diidro pirazol.

163 469
152608
150210
150153
145961
135645
-44.127

-

Figura 14: Espectro de RMN C {H} a 100,61 MHz 5-hidroxi-3-(4-clorofenil)-5-
trifluormetil-4,5-diidro-1H-1-(2-cloroisonicotinoil )pirazol (7d), em DMSO-ds.

Os dados de RMN 'H e °C {H} dos compostos 7d-g estdo descritos na Tabela 5. Os

demais espectros destes compostos encontram-se no Anexo I desta dissertagao.

Tabela 5: Dados de RMN de 'H ¢ *C {*H} dos compostos 7d-g.

RMN H RMN Bc

Composto
) Jun (HZ) ) \]CF (HZ)

Cl

8,59 (d, J= 5 Hz, 1H, 163,4 (C=0); 152,6; 150,1; 145.9
Py); 8,5 (s, OH); 7,71- (3C, Py); 150,2 (C-3); 135,6 (1C,
7,64 (m, 2H, Py; 2H, Ph); 128.9; 128.5; 128,40 (5C,
Ph); 7,54 (m, 2H, Ph); Ph); 122,9 (q, CF3, J=285,) 122,8;
" \ 4,04 (d, 1H, J=19, 121,8 (2C, Py); 92,1 (q, 2J=34, C-
\ 1H); 3,66 (d, 1H, 5);44,1 (C-4)
7d v J=19, 1H)

Cl
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Tabela 5: Dados de RMN de 'H ¢ *C {'H} dos compostos 7d-g. Continuagao.

Composto

RMN H
3 \]HH (HZ)

RMN Bc
3 \]CF (HZ)

Br

HO \

Cl

Cl

Cl

4,03 (d,

8,58 (d, 1H, Py); 8,51
(s, 1H, OH); 7,71-7,54
(m, 2H, Py; 4H, Ph);
IH, J=19,
1H); 3,65 (d, 1H, J=19
, 1H)

8,59 (d, 1H, Py); 8,50
(s, 1H, OH); 7,72-7,64
(m, 2H, Py; 2H, Ph);
7,28-7,37 (m, 2H, Ph);
4,09 (d, 1H, J=19, 1H);
3,67 (d, 1H, J=19,
1H)

8.54 (d, 1H, Py); 8,50
(s, 1H, OH); 7,67 (m,
2H, Py); 7,56; 7,27 (m,
4H, Ph); 4,0 (d, 1H,
J=19, 1H ); 3,60 (d,
1H, J=19, 1H ); 2,33
(s, Me)

163,4 (C=0); 152,7; 150,1 (2C,
Py); 150,2 (C-3); 145,9 (1C, Py);
131,8; 128,8; 128,6 (5C, Ph);
124,5 (1C, Ph); 122,8; 121,8 (2C,
Py); 125,1 (q, CFs, J=285); 92,3
(q, 2J=34, C-5); 44,0 (C-4)

163,4 (C=0); 163,5; (d, Ph, JCF=
249): 152,6; 150,1 (2C, Py); 150,1
(C-3); 146,0 (1C, Py); 129,2 ( d,
Ph, JCF=9); 1263 (d, Ph,
JCF=2,3); 115,9 (d, Ph, JCF=22);
122,9; 121,8 (2C, Py): 122,9 (q,
CF;, J=285); 92,1 (q, 2JCF=34);
44,2 (C-4)

163,3 (C=0); 153,4; 150,1; 146,0
(3C, Py); 141,0 (1C, Ph); 129,3;
126,5; 126,6 (3C, Ph); 122,9;
121,9 (2C, Py); 123,0 (q, CF;,
J=285); 91,95 (q, J=34, C-5); 44,2
(C-4); 20,9 (Me)
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3.5.2.2 Espectrometria de Massas

O espectro de massa do composto 7d apresenta uma série de fragmentos ionizados,
utilizando uma energia de 70eV, nos quais podemos identificar o ion molecular (M"). O
provavel mecanismo de fragmentagdo estd representado no Esquema 25 e Figura 15. Os
principais fragmentos sdo (Esquema 25): o ion relativo a perda do anel pirazolinico com
substituinte fenila (M/z=140), fragmento relativo ao anel da piridina (m/z=112), o ion relativo

a perda do CF; (m/z= 334) e o ion relativo a perda do substituinte do anel pirazolinico

(M/2=292).

Esquema 25:
. cl
A ¥
N
Ho \ 7
/N
N cl
Cl
AN m/z=112
O — p—
‘ P \ /
m/z=334
cl
L ] HO. \
/N
N
F5C
o ‘ X \ _ —
/ = N HO. \ )
N
_ s 404,01 g/mol N/
a FsC
o/ A
o X
N |
/ N
cl
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Abundance Scan 2252 {19.196 min): 0098-08.D\data.ms
14p.0
3000000
0 HO
CF5
2500000 ‘ TRy N\
il / N 2.
2000000
cl
404,01 gfmol
1500000
Cl
1000000 12.0
403.0
500000 1
292.0
. % E ‘ 167.0 20002250 2630 _ 5927
mize> 4c 80 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 430 500 520 540 560 580 soo

Figura 15: Espectro de massas de 5-hidroxi-3-(4-clorofenil)-5-trifluormetil-4,5-diidro-1H-1-

(2-cloroisonicotinoil)pirazol (7d).
3.6 Sintese de

(nicotinoil)pirazais (8a, 8c-g)

5-Hidroxi-3-alquil(aril)-5-trifluormetil-4,5-diidro-1H-1-

O Esquema 26 apresenta a reacdo de ciclocondensacdo entre as 1,1,1-trifluor-3-

alquil(aril)-4-alcoxi -3-buten-2-onas com nicotinoilhidrazina para a sintese dos compostos

(8a, 8c-g)
Esquema 26:
Rl
Q ) OR) HO \
I, = 7Y
X NHNH, o Z Rl 63-75% FC
N/ 1a, c-g 0 N
8a, c-g =
i= MeOH, 60-65°C, 16 h; 40-45°C,20h N
1,8 a c d e f g
R Et Me Me Me Me Me
Ry H Ph 4-CIPh 4-BrPh 4-FPh 4-MePh
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Inicialmente foram determinadas as condigdes envolvendo o composto 1d e
nicotinoilhidrazida conduzindo a formagdo e isolamento do composto S5-hidroxi-3-(4-
clorofenil)-5-trifluormetil-4,5-diidro-1H-(nicotinoil)pirazol (8d)

As condigdes reacionais utilizadas para os compostos 8d-g foram metanol a
temperatura de 60-65 °C por 16 horas.

Para o composto 8a foi necessario testar algumas condigdes reacionais, visto que ao
término da reacdo ainda havia material de partida. Entdo foram testadas 3 condigdes
reacionais (Tabela 6), partindo de condi¢des ja conhecidas e descritas®®®. A reagdo 3, a qual
foi executada em metanol a temperatura de 40-45 °C por 20 horas, foi a melhor uma vez que
todo material de partida foi consumido e obtendo o produto desejado em bom rendimento

(63%).

Tabela 6: Otimizagdo da sintese de 5-hidroxi-5-trifluormetil-4,5-diidro-1H-1-

(nicotinoil)pirazol (8a).

Reacao solvente T (°C) Tempo (h) Rendimento (%)
1 MeOH t.a 24 a
2 MeOH t.a 48 a
3 MeOH 40-45 20 63

[a] mistura de material de partida e produto
Todas as reacdes, logo apds a adi¢do dos reagentes, apresentavam-se como solucdes
limpidas que em seguida comegavam a precipitar um so6lido branco, com excecdo do
composto 8a que apresentou-se como um oOleo apos a retirada do solvente por rota
evaporacao.
A identificacio destes compostos foi feita através de RMN 'H e e C {H},
Cromatografia Gasosa Acoplada a Espectrometro de Massas, analise elementar e pontos de

fusdo.
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A Tabela 7 mostra os dados de rendimento, ponto de fusdo e andlise elementar dos

compostos.

Tabela 7: Propriedades Fisicas dos compostos 8a e 8c-g.

R!

HO \
FsC N/N
o X
| P
Composto R Rend. P.F (°C) Formula Analise Elementar
(%) [b] Molecular Cal. /Exp
[a] (g/mol) C H N
8a H 63 6leo C1oHgF3N350, 46,43 3,11 16,21
(259,18) 46,98 3,22 15,93
8c Ph 75 137-139 Ci6H12F3N50, 57,41 3,69 12,68
(335.00) 57,30 3,61 12,74
ad 4-CIPh 67 170-172  CyH;1CIF5N3O, 52,23 3,26 11,36
(369.95) 51,98 3,13 11,45
8e 4-BrPh 72 154-156 Ci6H11BrFsNsO, 46,94 2,84 10,42
(414,18) 46,85 2,91 10,38
8f 4-FPh 65 186-188 CigH11F4sN3O, 5438 3,26 11,98
(353.27) 54,42 3,09 12,01
89 4-MePh 71 142-144 Ci7H14F3N30, 58,62 4,13 12,15
(349.31) 58,41 4,20 12,01

[a] Rendimentos dos compostos recristalizados. [b] Pontos de fusdo nao corrigidos
3.6.1 Identificacdo Espectroscdpica do Composto 8a e 8c-g

1 13 st

Os compostos 8a e 8d-g apresentaram em seus espectros de RMN He “C {H} sinais
caracteristicos, visto que apenas o substituinte na posicdo 3 do anel pirazolinico foi
modificado no decorrer da série. Para interpretagdo destes sinais foi utilizado como base o

composto 8d.
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3.6.1.1 RMN 'H e *C {H}

O espectro de RMN de 'H do composto 8d (Figura 16), mostrou um sinal em 8,92
ppm referente a um hidrogénio do anel piridinico; um dubleto em 8,72 ppm de J = 3 Hz
referente a um hidrogénio do anel piridinico; multipleto em 8,15 ppm referente ao hidrogénio
piridinico; multipleto em 7,73-7,69 ppm referente a dois hidrogénios do anel da fenila;
multipleto na regido 7,55 ppm referente a 2 hidrogénios da fenila e um hidrogénio piridinico;
um singleto em 8,40 ppm, referente ao deslocamento do hidrogénio da hidroxila ligada ao C-5
do anel; dubletos em 4,02 e 3,65 ppm, referente aos hidrogénios diasterotopicos ligados ao C-

4 do anel pirazolinico, os quais apresentam constantes de acoplamento J=19,0 Hz .

3 S e e e om e
& B8 S EHEAREZ8IRE EE 23
o6 0308 05 00 o8 03 08 L Er 0 0o et ot ER I
4 3
HO \N
N/
FaC
H,O
O "\\ 2
o
N
K K
- s
?Dlg q?lr‘”—‘ll-'ligﬂ |2L|;‘EL:‘1‘ 7.0 6.5 a0 55 50 4.5 ’% %35 30 25 20 15 10 0.5 0.0

Figura 16: Espectro de RMN 'H a 200,13 MHz de 5-hidroxi-3-(4-clorofenil)-5-trifluormetil-
4,5-diidro-1H-1-(nicotinoil)pirazol (8d), em DMSO-dg.

O espectro de RMN de ¢ °C {H} do composto 8d (Figura 17), em DMSO-ds, mostrou
um sinal em 164,9 ppm, referente ao carbono carbonilico; em 151,9; 149,5 ppm referentes a
dois carbonos da piridina; em 151,5 ppm um sinal referente ao C-3; em136,8 ppm um sinal
referente a um carbono da piridina. Os sinais observados em 135,8 e na regido de 128 ppm
sdo referentes aos seis carbonos da fenila; o CF; aparece na forma de um quarteto com Uer=
285 Hz em 123,0 ppm. Em 92,0 ppm observou-se um quarteto com 2J=34 Hz para o C-5 e em

44,12 ppm um sinal referente ao C-4.
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164937
151904
151541
135.511
136254
130.247
128933
127415

=<

T 149548

——

Fh
Fh

Py

Cl

124578
123121
121.740
123790
128.410
119.084
91.766
62,732
52,442
52.107
44,120

T

Ph

140

Figura 17: Espectro
trifluormetil-4,5-diidro-1H

Os dados de RMN

de RMN "C {H} a 100,61 MHz 5-hidroxi-3-(4-clorofenil)-5-
-1-(nicotinoil)pirazol (8d), em DMSO-d.

'H e C {H} dos compostos 8a e 8c-g estio descritos na Tabela 8.

Os demais espectros destes compostos encontram-se no Anexo | desta dissertacao.
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Tabela 8: Dados de RMN de 'H ¢ *C {'H} dos compostos dos compostos 8a e 8c-g.

Composto RMN *H RMN C
) Jun (HZ) ) Jcp (HZ)

o \ 9,09 (s, 1H, Py); 8,74 (d, 168,5 (C=0); 152,1; 150,68
8a N 1H, Py); 8,18 (d, 1H, Py); (2C, Py); 145,5 (C-3); 137,5;
N 738 (t, 1H, Py); 7,03 (s, 129,0; 124,5 (3C, Py); 123,1
FoC OH); 3,45 (d, 1H, J=19); (q, CF; J=285); 90,9 (q,

N 3,23 (d, 1H, J=19). 2J=34); 44,4 (C-4).

8,93 (s, 1H, Py); 8,73 (d, 164,9 (C=0); 152,8; 145,5
1H, Py); 8,34 (s, OH); (2C, Py); 151,4 (C-3); 136,8;
8,16 (m, 1H, Py); 7,70 (m, 130,9 (2C, Py); 130,8; 129,8

8¢ o \ 2H, Ph); 7,56 (m, 1H, (2C, Ph); 128,8; 126,6 (4C,
N Py); 7,50-7,44 (m, 3H, Ph); 123,2 (q, CF; J=285);
AN Ph); 4,00 (d, 1H, J=19, 92,12 (q, 2J=33.6 ); 44,1 (C-
? H); 3,66 (d, J=19, H) 4)
o ‘ \
Z

Cl

8,92 (s, 1H, Py); 8,72 (d, 1649 (C=0); 151.9; 149,

1H, Py); 834 (s, OH); (G, Py); 151,5 (C-3); 136,8

8,15 (m, 1H, Py); 7,71 (m, (1C, Py); 135,8 (IC, Ph);

2H, Py); 7,55 (m, 2H, 1H, 130,8 (1C, Py); 128,9; 128,7;

Ph) 409 (d, 1H, J=19. 1284 (5C, Ph); 123,1 (IC,

H); 3,65 (d, J=19, H) Py); 1232,0 (q, CF;, J=285);
N 92,2 (q, 2J=34); 44,1(C-4)

8d

HO
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Tabela 8: Dados de RMN de 'H ¢ *C {'H} dos compostos dos compostos 8a ¢ 8c-g.

Continuagao.

Composto RMN *H RMN cC
) Jun (HZ) ) Jcr (HZ)

Br

8,92 (s, 1H, Py); 8,72 (d, 164,9 (C=0); 152; 151 (2C,
IH, Py); 840 (s, OH); Py); 149,5 (C-3); 136,8 (IC,
8,15 (m, 1H, Py): 7.67- Ph); 1318 (2C, Ph); 130.8;
7,53 (m, 4H, Ph; 1H, Py); 129.1 (2C, Py); 128 (2C, Ph);
86 \ 4,02 (d, 3=19, H); 3,65 (d, 1243 (1C, Py); 123,1 (1C, Ph);
HO \ J=19, H) 2123,4 (q, CF;,J=285) 92,2 (q,
/ J=34, C-5); 44,0 (C-4).

8,92 (s, 1H, Py); 8,72 (d, 164,8(C=0); 163,4 (d, Ph,

1H, Py); 8,34 (s, OH); J=249); 151,9; 149,5 (2C, Py);

8,15 (m, 1H, Py); 7,77- 1514 (C-3); 136,8; 130,8 (2C,

7,74 (m, 2H, Ph); 7,57- Py); 129,0; (d, Ph, J=8); 126,5

7,54 (m, 1H, Py); 7,34- (d, Ph, J=3 Ph); 123,0 (1C,
8f 1o \ 7,29 (m, 2H, Ph); 3,99(d, Py); 115,9 (d, Ph, J=22); 123,1
AN J=19, H); 3,68 (d, J=19, gq, CF;, J= 285); 92,2 (q,
N H) J=34, C-5); 44,2 (C-4).

Me
8,92 (s, 1H, Py); 8,73 (d, 164,8 (C=0); 152,7; 149,5
IH, Py); 8,30 (1H, OH); (2C, Py); 151,4 (C-3); 140,7
8,14 (m, 1H, Py); 7,59- (IC, Ph); 1368 (IC, Py):
7,54 (m, 2H, Ph; 1H, Py); 130,7; 128,7; 126,6 (5C, Ph);
7,26 (d, 2H, Ph); 3,96 (d, 123,0 (1C, Py); 123.2 (q, CF;.
89 o \ J=19, 1H); 3,61 (d, J=19, J=285.); 92,0 (q, 2J=34, C-5);
N 1H); 2,34 (s, 3H, Me). 44,1 (C-4); 20,9 (Me)
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3.6.2 Espectrometria de Massas

O espectro de massa do composto 8d apresenta uma série de fragmentos ionizados,
utilizando uma energia de 70eV, nos quais podemos identificar o ion molecular (M"). O
provavel mecanismo de fragmentagdo estd representado no Esquema 27 e Figura 18. Os
principais fragmentos (Esquema 27) sdo: ion relativo perda do anel pirazolinico com
substituinte (M/z=106), o fragmento relativo do anel de piridina (m/z=78), o ion relativo a

perda do CFs; (m/z= 300) e o ion relativo a perda do substituinte do anel pirazolinico

(M/z=258)

Esquema 27:

HO

o= \ / \_/

m/z=258 <
[e]
F

\N
3C N/

o} ‘ X \
o t 369,73g/mol N/

| +
| _
= N
miz=106 m/z=78
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Abundance Scan 2282 (19.477 min}; UsZ0-U8. UWamE.ms
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Cl
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Figura 18: Espectro de massas de 5-hidroxi-3-(4-clorofenil)-5-trifluormetil-4,5-diidro-1H-1-
(nicotinoil)pirazol (8d)

3.7 Mecanismo Proposto Para a Obtencdo de 3-Aquil(aril/heteroaril)-5-
trifluor(cloro)metil-4,5-diidro-1H-1-(carbonilpiridil)pirazéis (3, 4, 7 e 8)

Considerando que as 1,1,1-trialo-4-(aril)-4-alcoxi-3-alquen-2-onas substituidas (1 e 2)
possuem dois centros eletrofilicos com reatividade diferenciada e o carbono olefinico C-4 ¢
um centro eletrofilico mais reativo que o carbono carbonilico, € que, por sua vez, as
hidrazinas possuem dois centros nucleofilicos diferenciados devido aos N-substituintes, que
demonstram alta reatividade em presenca de carbonos eletrofilicos, concluiu-se que o
primeiro passo da reagdo foi o ataque nucleofilico do nitrogénio ao carbono olefinico (C-4)
com posterior saida do grupamento metoxila. A seguir, ocorre o ataque nucleofilico do
segundo nitrogénio da hidrazina ao carbono carbonilico, formando o anel de cinco membros.

A partir das consideracdes anteriores, podemos propor o mecaniSmo para as
ciclocondensacdes que levam a obtencdo de 5-hidroxi-4,5-diidro-1H-1-pirazéis (Esquema
28).
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Esquema 28:

O OMe

0 OMe Y A

q) (OMe
.. /\

X3CMR1 £ NHNHCOp2 == X3C%Rl—> )\/\‘X “

1,2 X5C

. NHNHC(O)-Z
NH,NHC(0)-Z
— _ Rl
Rl
HO \
’/\N /N
- —_—
MeOH | @ N
N
L x,C 0 C(0)-Z )\
O V4
Z.: 4-piridil, 2-cloro-4-piridil, 3-piridil
X:F, Cl
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3.8 Avaliacao Biologica dos Compostos

Os compostos sintetizados neste trabalho foram submetidos a avaliacdo biologica
frente ao M. tuberculosis ATCC 27294(H37Rv). Os testes foram realizados no Departamento
de Microbiologia da FURG.

A metodologia utilizada foi baseada nos estudos de Palomino et al. * com pequenas
modificagdes. Os compostos foram solubilizados em DMSO 99,5% e utilizando resazurina
como indicador de viabilidade celular. Os compostos 3, 4, 7 e 8 foram testados a fim de
avaliar o efeito dos substituintes ¢ do grupo INH ligados ao anel pirazolinico na atividade
frente ao M. tuberculosis ATCC 27294(H37Rv).

Primeiramente foram testados compostos pirazolinicos trialometilados isonicotinoil
substituidos (3 e 4) frente ao M. tuberculosis ATCC 27294(H37Rv). Os resultados obtidos
demonstraram que compostos trifluormetilados ndo substituidos e substituidos por alquil e aril
na posicdo 3 do anel pirazolinico apresentavam melhor atividade, compostos estes ja
sintetizados e publicados®®”.

A partir destes resultados foram sintetizados novos compostos trifluormetilados 7 e 8
com variagdo da posi¢do do nitrogénio no anel da piridinico e diferentes substituintes na

posi¢ao 3 do anel pirazolinico.

3.8.2 Triagem dos compostos frente ao M. tuberculosis ATCC 27294(H37Rv)

Dos vinte e dois compostos citados neste trabalho, dezenove destes tiveram suas
atividades testadas frente ao M. tuberculosis ATCC 27294(H37Rv). Através de uma triagem,
foi avaliada a sensibilidade ou a resisténcia do M. tuberculosis ATCC 27294(H37Rv),
utilizando uma concentracao fixa de 100 pg/ml. Com isso, foram obtidos os resultados abaixo
(Tabela 9).

Neste estudo, observou-se que apenas quatro compostos (3d, 3h, 8c e 8e) nao
apresentaram atividade a 100 pg/ml, o que demonstra que estes ndo foram eficazes frente ao
M. tuberculosis ATCC 27294(H37Rv).

Os demais compostos (3a-c, 3e-g, 3i, 4g-i, 7d-g e 8d) que demonstraram atividade

este teste foram submetidos a uma nova avaliagao antimicrobiana.
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Tabela 9: Avaliagdo da atividade antimicrobiana de compostos pirazolinicos(100 pg/ml)

conforme a variacdo nos radicais X, RY, Z frente ao M. tuberculosis ATCC 27294(H37Rv).

R!
HO \
/N
X,C
A
Composto X R z Suscetibilidade
3a F H 4-piridil sensivel
3b F Me 4-piridil sensivel
3c F Ph 4-piridil sensivel
3d F 4-CIPh 4-piridil resistente
3e F 4-BrPh 4-piridil sensivel
3f F 4-FPh 4-piridil sensivel
39 F 4-MePh 4-piridil sensivel
3h F 2-furil 4-piridil sensivel
3i F 2-tienil 4-piridil resistente
4q Cl 4-MePh 4-piridil sensivel
4h Cl 2-furil 4-piridil sensivel
4i Cl 2-tienil 4-piridil sensivel
7d F 4-CIPh 2-cloro-4-piridil sensivel
7e F 4-BrPh 2-cloro-4-piridil sensivel
7f F 4-FPh 2-cloro-4-piridil sensivel
79 F 4-MePh 2-cloro-4-piridil sensivel
8c F Ph 3-piridil resistente
8d F 4-C1Ph 3-piridil sensivel
8e F 4-BrPh 3-piridil resistente

3.8.3 Concentragao Inibitéria Minima (CIM) dos compostos frente ao H37Rv

De acordo com a triagem, os quinze compostos selecionados (3a-c, 3e-g, 3i, 4g-i, 7d-g

e 8d) com atividade a 100 pg/ml, foram avaliados quanto a Concentragdo Inibitoria Minima

(CIM) frente ao M. tuberculosis ATCC 27294(H37Rv). As concentragdes analisadas foram
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entre 100 e 0,20 pg/ml. Foi determinada também a CIM da INH sendo como 0,20 ug/ml

(Tabela 10).

Tabela 10: Determinagdo das CIMs dos compostos pirazolinicos conforme a variagdo nos

radicais X, RY, Z frente ao M.tuberculosis ATCC 27294(H37Rv).

Composto X R Z CIM

3a F H 4-piridil 0,39ug/ml
3b F Me 4-piridil 1,56 pg/ml
3c F Ph 4-piridil 3,12pug/ml
3e F 4-BrPh 4-piridil 6,25ng/ml
3f F 4-FPh 4-piridil 1,56pug/ml
39 F 4-MePh 4-piridil 0,39ug/ml
3h F 2-furil 4-piridil 6,25ug/ml
49 Cl 4-MePh 4-piridil 25ug/ml
4h Cl 2-furil 4-piridil 25ug/ml
4i Cl 2-tienil 4-piridil 25ug/ml
7d F 4-C1Ph 2-cloro-4-piridil 6,25ug/ml
7e F 4-BrPh 2-cloro-4-piridil 3,12pug/ml
7f F 4-FPh 2-cloro-4-piridil 6,25ng/ml
79 F 4-MePh 2-cloro-4-piridil 1,56pg/ml
8d F 4-CIPh 3-piridil 12,5 pg/ml

INH 0,20 pg/ml
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Foi observado que compostos pirazolinicos trifluormetilados apresentaram melhor
atividade que os respectivos compostos triclorometilados. Por exemplo, o composto 39 (CIM
=0,39 pg/ml) € cerca de 60 vezes mais ativo que o analogo triclorometilado 4¢ (CIM =25
pg/ml). A mesma tendéncia pode ser observada para o composto 3h (trifluormetil substituido

CIM =6,25 pg/ml) e seu analogo triclorometilado 4h (C I M= 25 ug/ml) (Figura 19).

295 1

20 -

Conc. Inibitoria Minima
(pg/mil)

3g 3h 4g 4h INH

Compostos

Figura 19: Concentragdo Inibitoria Minima dos compostos trifluormetilados e

triclorometilados.
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Outro resultado importante foi demonstrado para os compostos com diferentes
substituintes na posicdo C3 do anel pirazolinico. Os compostos com esta posicdo nao
substituida ou substituida por alquil e aril demonstram significativa atividade frente ao M.
tuberculosis H37Rv (Figura 20). Esses resultados mostraram que mudangas na estrutura dos

compostos induz a diferencas significativas na atividade.

Conc. Inibitéria Minima
(ug/ml)

3a 3b 3c 3e 3f 3g 3h INH

Compostos

Figura 20: Varia¢des das CIMs frente ao M.tuberculosis ATCC 27294(H37Rv) em fungao

dos substituintes na posi¢ao 3 do anel pirazolinico.

Nos compostos 3a e 39, a atividade foi mantida na mesma concentragdo (CIM
=0,39ug/ml), indicando que a presenca de um substituinte tolueno na posi¢ao 3 do anel
pirazolinico do composto 3g ndo aumenta sua atividade em relacao ao 3a, o qual ¢ constituido

apenas por INH e pirazol.
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Também observou-se que a presenga de substituinte na posi¢ao 2 do anel da piridinico
e a variacao da posicao do atomo de nitrogénio neste anel influenciam na atividade avaliada.
Os compostos 3 € 4 que possuem o nitrogénio na posi¢ao 4 do anel pridinico demonstraram
ser mais ativos que os compostos 7 cloro substituidos na posi¢do 2 e nitrogénio na posicao 4,
e estes por sua vez foram mais ativos que compostos 8 que apresentam nitrogénio na posi¢ao

3 (Figura 21).

14 ;
12

101
e

Conc. Inibitéria Minima
(ng/ml)

3a 3b 7e T7g &d INH

Compostos

Figura 21: Variac¢des das CIMs frente ao M.tuberculosis ATCC 27294(H37Rv) em fungao da

vari¢do da posi¢ao do nitrogénio e presenca de substituinte no anel da piridina.

Sabe-se que a CIM da INH ¢ de 0,20 pg/ml frente ao M. tuberculosis H37Rv, o que
corresponde a uma concentragdo molar de 1,45 pM. No entanto, foi observado que a CIM do
composto 3a(0,39 pg/ml) apresenta uma concentracdo semelhante a INH, com 1,50 uM. Por
outro lado, apesar da CIM do composto 3g ser igual ao 3a, e também maior que da INH, ¢
necessaria uma concentracdo menor (1,12 uM) para inibir o crescimento bacteriano em
relacdo a INH. As demais moléculas apresentaram concentragdo molar significativamente

superior a esse farmaco.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Reagentes e Solventes Utilizados

Os reagentes e solventes utilizados para a sintese dos compostos em estudo

apresentaram qualidade técnica ou P.A., e/ou foram purificados segundo procedimentos

usuais de laboratério *®. Os reagentes e solventes utilizados, estio descritos abaixo:

4.1.1 Reagentes

Isonicotinoilhidrazina (Sigma)

Acido 2-cloro isonicotinoil (Aldrich)

Cloreto de tionila

Trimetil ortoformiato (Aldrich)

Acido p-toluenosulfonico dihidratado (Aldrich)
Acetais sintetizados e purificados conforme técnicas descritas
Anidrido trifluroacético (Vetec)

Cetonas

Etil viniléter

Piridina (Merck): destilada sob KOH
Carbonato de sodio anidro

Diazometano

4.1.2 Solventes

Alcool etilico P.A.(Vetec): destilado sob magnésio e iodo
Alcool metilico P.A.(Vetec): destilado sob magnésio e iodo
Cloroférmio P.A. (Vetec): destilado sobre P,Os

Eter dietilico: seco com s6dio metalico
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4.2 Aparelhos Utilizados

4.2.1 Especroscopia de RMN

Os espectros de RMN de 'H e '°C foram registrados em dois Espectrometros:
BRUKER DPX-200, que opera a 200,13 MHz para 'H e 50,32 MHz para °C ¢ BRUKER
DPX-400, que opera a 400,13 MHz para 'H ¢ 100,61 MHz para "°C.

Os dados de 'H e 13C, obtidos no aparelho BRUKER DPX-200, foram realizados em
tubos de 5 mm na temperatura de 300K, em Dimetilsulfoxido deuterado (DMSO-dc)
utilizando tetrametilsilano (TMS) como referéncia interna. As condi¢cdes usadas no
espectrometro BRUKER DPX-200 foram: SF 200,13MHz para 'H e 50,32MHz para "*C; lock
interno pelo “D; largura de pulso 9,9us para (‘H) e 19,5us para (**C), tempo de aquisicio 3,9s
para ('"H) e 2,8s para ("°C); janela espectral 2400Hz para ('H) e 11500Hz para ('*C); namero
de varreduras de 8 a 32 para (‘"H) e 2000 a 20000 para ("°C); dependendo do composto,
namero de pontos 65536 com resolugdo digital Hz/ponto igual a 0,128875 para (‘H) e
0,17994 para (°C). A reprodutibilidade dos dados de deslocamento quimico é estimada ser de
mais ou menos 0,01ppm.

Os dados de 'H e 13C, obtidos no aparelho BRUKER DPX-400, foram realizados em
tubos de 5Smm na temperatura de 300K, em Dimetilsulfoxido deuterado (DMSO-dy) utilizando
tetrametilsilano (TMS) como referéncia interna. As condi¢des usadas no espectrometro
BRUKER DPX-400 foram: SF 400,13MHz para 'H e 100,6]1MHz para *C; lock interno pelo
’D; largura de pulso 8,0us para (‘H) e 13,7us para (°C); tempo de aquisi¢do 6,5s para ('H) e
7,6s para (°C); janela espectral 2400Hz para (‘H) e 11500Hz para (°C); numero de
varreduras de 8 a 32 para ('H) e 2000 a 20000 para ("°C); dependendo do composto, nimero
de pontos 65536 com resolugdo digital Hz/ponto igual a 0,677065 para (‘H) e 0,371260 para
(C). A reprodutibilidade dos dados de deslocamento quimico é estimada ser de mais ou

menos 0,01ppm.

4.2.2 Ponto de Fusao

Os pontos de fusdo foram determinados em aparelhos KOFLER REICHERT-
THERMOVAR e Electrothermal Mel-Temp 3.0. (Pontos de fusdao nao corrigidos).
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4.2.3 Cromatografia Gasosa — Espectrometria de Massas (CG/MS)

As analises por cromatografia gasosa foram efetuadas em um Cromatografo gasoso da
HP 6890 acoplado a um espectrometro de Massas HP 5973 (CG/MS), com Injetor automatico
HP 6890. Coluna HP-5MS (Crosslinked 5% de PH ME Siloxane)- Temperatura maxima de
325°C - (30mx0.32mm., 0.25um). Fluxo de gas Hélio de 2mL/min, pressdo de 5.05psi.
Temperatura do injetor 250°C; Seringa de 10uL, com inje¢do de 1uL; Temperatura inicial do
forno de 70 °C por 1 min e ap6s aquecimento de 12°C por min até 280°C. Para a fragmentagao

dos compostos foi utilizado impacto de elétrons de 70ev no espectrometro de Massas.

4.2.4 Andlise Elementar

As analises elementares foram realizadas em um analisador Perkin Elmer 2400 CHN,

no Instituto de Quimica, USP, Sao Paulo.

4.3 Procedimentos Experimentais Sintéticos
4.3.1 Sintese de acetais

A uma solug@o da cetona respectiva (667 mmol) e ortoformiato de trimetila (84,8g,
800 mmol) em metanol anidro (50 mL), adicionou-se acido p-tolueno sulfonico (0,19g, 1
mmol). Apds ter ficado em repouso por 24h a temperatura ambiente, o meio reacional foi
neutralizada com carbonato de sodio anidro (30g), e filtrada a pressdo ambiente. O metanol e
o ortoformiato de trimetila (excesso) foram retirados em rota-evaporador e o respectivo acetal

foi entdo destilado a pressao reduzida.

4.3.2 Sintese 1,1,1-trialo-4-alquil[aril(heteroaril)]-4-alcoxi-3-alquen-2-onas (1la-i e 2g-i)

Meétodo A: A partir de Enoléteres

A uma solugdo do enoléter (30 mmol) e piridina (30 mmol) em cloroférmio (30 ml),
em banho de gelo a 0°C e sob agitagdo magnética, foi adicionado anidrido trifluoracético (30
mmol). A mistura foi deixada sob agitacdo durante 24 horas a temperatura ambiente. A

mistura foi lavada com uma solucdo de 4cido cloridrico 0,1M (3x 15 ml) e 4gua (1%, 15mL).
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A fase organica foi desidratada com sulfato de magnésio anidro. O solvente foi removido por

rota-evaporagao e os produtos 1a-b purificados através de destilagdo sob pressao reduzida.

Meétodo B: A partir de Acetais

A uma solugdo de acetal (30 mmol) e piridina (60 mmol) em cloroférmio (30 ml), em
banho de gelo a 0°C e sob agitagdo magnética, foi adicionado anidrido trifluoracético ou
cloreto de tricloacetila (60 mmol). A mistura foi deixada durante 16 horas, a 45° C. A seguir,
a mistura foi lavada com uma solucdo de acido cloridrico 0,IM (3%, 15mL) e agua (1x,
15mL). A fase organica foi desidratada com sulfato de magnésio anidro e o solvente removido
por rota-evaporagdo. Os produtos 1c-i e 2g-i purificados através de destilagdo sob pressido

reduzida.

4.3.3 Sintese metil 2-cloro isonicotinoato (5)

Em um balao de 100mL contendo éter etilico (20mL) foi adicionado acido 2-cloro
isonicotinoil (3mmol) e agitou-se vigorosamente. Depois de dissolvido, adicionou-se
diazometano (9ml) gota a gota. A mistura reacional foi deixada por 2h em repouso e o

solvente retirado por rota evaporacao obtendo-se o produto desejado.

4.3.4 Sintese de 2-cloro isonicotinoil hidrazina (6)

Em um baldo reacional munido de agitagdo magnética e condensador de refluxo,
contendo metil 2-cloro isonicotinoato (2 mmol) em etanol (10 ml), foi adicionado hidrato de
hidrazina (4 mmol). A mistura reacional foi aquecida a 78 °C por 12 horas. Apds o tempo

reacional o solvente organico foi evaporado obtendo-se um sélido branco com alta pureza.

435 Sintese de 5-hidréxi-5-trialo-3-alquil[aril(heteroaril)]-4,5-diidro-1H-pirazdis
substituidos (3, 4,7 e 8)

Em um baldo reacional munido de agitagdo magnética e condensador de refluxo,
contendo 1,1,1-trialo-4-alcoxi-3-alquen-2-onas (2 mmol) diluido em metanol (10 mL) sob
agitacdo magnética e temperatura ambiente, foi adicionada isonicotinoilhidrazida, 2-cloro

isonicotinoilhidrazida ou nicotinoilhidrazida (2 mmol). A mistura reacional ficou sob
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agitagdo magnética por 20h a 60-65 °C (7d-g); 16h a 60-65 °C (8c-g e 3c-g); 20h a 40-45 °C
8a; 48h a 20-25°C (3a-b) e 24h a 20-25°C (3g-i ¢ 4g-i). Apos o tempo reacional houve a
precipitagdo de um solido, o qual foi filtrado e recristalizado em metanol ou acetona. O

composto 8a apresentou-se na forma de 6leo.

4.4 Procedimentos Experimentais para a avaliacdo da Atividade Bioldgica

4.4.1 Microorganismos
Foi utilizada a cepa de M. tuberculosis ATCC 27294(H37Rv), virulenta e que

apresenta sensibilidade as principais drogas administradas no tratamento da tuberculose.

4.4.2 Manutencdo dos microrganismos®

As cepas foram mantidas em meio solido de Ogawa-Kudoh em estufa bacterioldgica a

37 °C. Essas eram utilizadas no experimento com até 14 dias de crescimento.

4.4.3 Preparo das solugdes
4.4.3.1 Compostos sintéticos

Foram testados dezenove compostos pirazolinicos. Todos os compostos foram
estocados na geladeira, solubilizados em DMSO 99,5% (Sigma), numa concentragdo de 10
mg/ml. Para o experimento, estes foram diluidos em 4agua destilada estéril até obter-se a
concentragdo de 400pg/ml, para que, dessa forma, a concentracdo nos testes de suscetibilidade

bacteriana fosse de 100 pg/ml no primeiro pogo.

4.4.4 Teste de suscetibilidade do M. tuberculosis ATCC 27294(H37Rv) aos compostos

pirazolinicos trialometilados

4.4.4.1 Suspensédo bacteriana

Foram utilizados tubos de ensaio com tampa de rosca, estéreis contendo pérolas de
vidro e pesados, individualmente, em balanca de precisdo. A seguir, com o auxilio de alcas
descartaveis, por¢des da colonia de microrganismos eram transferidas para tubos previamente
pesados. Realizava-se outra pesagem para a determinacdo da massa bacteriana incluida em
cada tubo. A seguir, adicionavam-se volumes de 1ml para cada 0,001g de massa bacteriana,

tendo-se o cuidado de fracionar este volume em 2 aliquotas de 500ml, para a obten¢dao de uma
68
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suspensdo bacteriana bem homogénea. A suspensao final era padronizada pela turvacao
equivalente ao tubo 1,0 da escala de Mac Farland.
O indculo bacteriano foi preparado a partir dessa suspensdo, em uma propor¢ao de

1:20 em meio 7H9 liquido .

4.4.4.2 Preparacdo da placa para a triagem da atividade antimicobacteriana pelo
método REMA frente ao M. tuberculosis ATCC 27294(H37Rv)

A metodologia foi baseada nos estudos de Palomino et al.'®

, com pequenas
modificagdes. Os dezenove compostos sintéticos foram testados frente ao M. tuberculosis
ATCC 27294(H37Rv), onde foi avaliada a sensibilidade ou a resisténcia do microrganismo
utilizando uma concentragdo fixa de 100pg/ml. Foi utilizada uma microplaca de 96 cavidades
em fundo U (figura 22). Nas cavidades periféricas eram adicionados 200ul de agua destilada
estéril, para evitar a evaporacdo do meio liquido quando incubado na estufa. Nos pogos de
teste, eram adicionados 100ul de meio 7H9 enriquecido com OADC (4cido oléico albumina
dextrose catalase), 100ul do composto ¢ 100 pl do inéculo. Assim, a concentragdo do
composto em cada pogo era de 100ug/ml, devido a sua diluicdo no meio e no inoculo.

Posteriormente, a placa era incubada na estufa a 37°C, sob atmosfera de aerobiose e sem

agitacdo durante sete dias.
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Figura 22: Distribui¢do dos compostos na microplaca para a triagem da atividade

antimicobacteriana.
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4.4.4.3 Preparagao das placas de CIM com o M. tuberculosis ATCC 27294(H37Rv).

Volumes de 200 pl de agua destilada estéril eram depositados nos pogos da periferia
com o proposito de evitar a evaporagao do meio liquido 7H9. Em seguida, em todos os pocos,
eram adicionados 100 pl do meio 7H9 enriquecido com 10% de OADC, 100 pl do composto
partindo-se de uma concentragdo de 100pug/ml no primeiro pogo (microdilui¢ao 1:2) e 100ul
do inéculo bacteriano em todos os pogos. A seguir, a placa era incubada em estufa a 37°C por

sete dias.

4.4.5 Leitura dos ensaios de triagem e determinacao das CIMs.

Decorrido o tempo de incubacdo (sete dias), eram adicionados 30ul de resazurina a
0,02% a cada pogo, incubando-se por mais dois dias na estufa a 37°C. O corante age como um
indicador da viabilidade celular. A leitura ¢ baseada na mudanca de cor do azul para o rosa,
devido a oxi-redu¢ao do corante; esta mudanca de cor do corante indica o crescimento
bacteriano, os poc¢os que mantinham a cor azul eram interpretados como inibicdo do

crescimento bacteriano.
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A partir dos resultados obtidos nesta pesquisa as seguintes conclusdes podem ser

apresentadas:

a)

b)

A ciclocondensagdo entre 1,1,1-trialo-4-alquil|(aril/heteroaril)]-4-alcoxi-3-
alquen-2-onas e piridil hidrazinas ocorre de forma regioespecifica, levando a
formagdo de 4,5-diidro-1H-pirazol (3 e 4) conforme metodologia descrita
na literatura, ¢ também a formagao de 4,5-diidro-1H-pirazol( 7 e 8) inéditos

na literatura em bons rendimentos.

Os resultados dos ensaios in vitro para determina¢do da atividade dos
compostos frente ao Mycobacterium tuberculosis ATCC 27294(H37Rv)

demonstraram que:

e Com base nas CIMs os compostos pirazolinicos trifluormetilados

foram mais ativos do que os triclorometilados.

e As posigoes do atomo de nitrogénio bem como o substituinte cloro

influenciam na atividade antimicobacteriana dos compostos em estudo.

e Os compostos 3a e 3g demonstram excelente atividade
antimicobacteriana (CIM= 0,39 pg/ml), porém nenhum composto

mostrou atividade superior a INH.

e Compostos pirazolinico com posicao C-3 do anel ndo substituida ou
substituida por alquil, aril e hetroaril apresentam atividade inibitoria
frente as cepas testadas. Todavia alguns compostos com substituinte
aril e heteroaril nesta posicdo evidenciaram perda da atividade

antimicobacteriana.
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Espectros de RMN de *H e "*C{*H} dos compostos obtidos e citados na dissertac&o
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Figura 28: Espectro de RMN 'H a 200,13 MHz ¢ RMN °C {'H} a 100,61 MHz de 5-hidroxi-
3-(4-fluorfenil)-5-trifluormetil-4,5-diidro-1H-1-(2-cloroisonicotinoil)pirazol (7f), em DMSO-

ds.
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Figura 29: Espectro de RMN 'H a 200,13 MHz ¢ RMN °C {'H} a 100,61 MHz de 5-hidroxi-
3-(4-metilfenil)-5-trifluormetil-4,5-diidro-1H-1-(2-cloroisonicotinoil)pirazol (7g), em DMSO-

de.
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Figura 30: Espectro de RMN 'H a 200,13 MHz ¢ RMN "“°C {'H} a 100,61 MHz de 5-hidroxi-
5-trifluormetil-4,5-diidro-1H-1-(nicotinoil)pirazol (8a), em cloroférmio- d;.
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Figura 31: Espectro de RMN 'H a 200,13 MHz e RMN "°C {'H} a 100,61 MHz de 5-hidroxi-
3-(fenil)-5-trifluormetil-4,5-diidro-1H-1-(nicotinoil)pirazol(8c), em DMSO-ds .
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Figura 32: Espectro de RMN 'H a 200,13 MHz ¢ RMN "°C {'H} a 100,61 MHz de 5-hidroxi-
3-(4-clorofenil)-5-trifluormetil-4,5-diidro-1H-1-(nicotinoil )pirazol(8d), em DMSO-ds.
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Figura 33: Espectro de RMN 'H a 200,13 MHz ¢ RMN °C {'H} a 100,61 MHz de 5-hidroxi-
3-(4-bromofenil)-5-trifluormetil-4,5-diidro-1H-1-(nicotinoil )pirazol(8e),em DMSO-dg.
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Figura 34: Espectro de RMN 'H a 200,13 MHz ¢ RMN °C {'H} a 100,61 MHz de 5-hidroxi-
3-(4-fltorfenil)-5-trifluormetil-4,5-diidro-1H-1-(nicotinoil)pirazol(8f),em DMSO-d.
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Figura 35: Espectro de RMN 'H a 200,13 MHz ¢ RMN °C {'H} a 100,61 MHz de 5-
hidroxi-3-(4-metilfenil)-5-trifluormetil-4,5-diidro-1H-1-(nicotinoil)pirazol(8g), em DMSO-

ds.
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8. ANEXO I1

8. ANEXO II

Espectros de MASSAS dos compostos obtidos e citados na dissertagio
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Figura 36: Espectro de Massas de metil 2-cloro isonicotinoato (5).
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Figura 37: Espectro de Massas de 2-cloroisonicotinoilhidrazina (6).
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Figura 38: Espectro de Massas do composto 5-hidroxi-3-(4-clorofenil)-5-trifluormetil-
4,5-diidro-1H-1-(2-cloroisonicotinoil)pirazol (7d).
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Figura 39: Espectro de Massas do composto 5-hidroxi-3-(4-bromofenil)-5-

trifluormetil-4,5-diidro-1H-1-(2-cloroisonicotinoil)pirazol (7€).
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Figura 40: Espectro de Massas do composto 5-hidroxi-3-(4-flaorfenil)-5-trifluormetil-
4,5-diidro-1H-1-(2-cloroisonicotinoil)pirazol (7).
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Figura 41: Espectro de Massas do composto 5-hidroxi-3-(4-metilfenil)-5-trifluormetil-
4,5-diidro-1H-1-(2-cloroisonicotinoil)pirazol (79).
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Figura 42: Espectro de Massas do composto 5-hidroxi-5-trifluormetil-4,5-diidro-1H-1-
(nicotinoil)pirazol (8a).
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Figura 43: Espectro de Massas do composto 5-hidroxi-3-(fenil)-5-trifluormetil-4,5-
diidro-1H-1-(nicotinoil)pirazol (8c).
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Figura 44: Espectro de massas de 5-hidroxi-3-(4-clorofenil-5-trifluormetil-4,5-diidro-
1H-1-(nicotinoil)pirazol (8d).
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Figura 45: Espectro de Massas do composto 5-hidroxi-3-(4-bromofenil)-5-
trifluormetil-4,5-diidro-1H-1-(nicotinoil)pirazol (8e).
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Figura 46: Espectro de Massas do composto 5-hidroxi-3-(4-metilfenil)-5-trifluormetil-
4,5-diidro-1H-1-(nicotinoil)pirazol (8f).
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Figura 47: Espectro de Massas do composto 5-hidroxi-3-(4-metilfenil)-5-trifluormetil-
4,5-diidro-1H-1-(nicotinoil)pirazol (8g).
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9. ANEXO Il

9. ANEXO Il
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