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RESUMO

MACHADO, Felipe Pires. Sintese, Caracteriza¢io e Avaliacio in silico e in vitro do Efeito
Anti-leucemia de Pirazois Tetra-substituidos sobre Células Jurkat. 2024. 118p.
Dissertagdo de Mestrado em Quimica. Instituto de Quimica, Universidade Federal Rural do

Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2024.

Pirazois sao compostos heterociclicos aromaticos de cinco membros dos quais trés sao atomos
de carbono e os outros dois sdo atomos de nitrogénio que, por convengdo, assumem as
posicdes 1 e 2 do anel. Dado seu amplo espectro de atividades bioldgicas relatadas na
literatura, como analgésica e anti-inflamatoria, bactericida, fungicida, antiviral, antitumoral
entre outras, esta classe de compostos heterociclicos tem despertado o interesse das industrias
quimicas e farmacéuticas que buscam continuamente novas substincias que sejam
potencialmente mais eficazes no combate as doengas e, a0 mesmo tempo, apresentem menor
toxicidade. O cancer ¢ uma doenca que constitui a segunda maior causa de morte no Brasil e
no mundo. As leucemias sdo um grupo de neoplasias malignas que tem como principal
caracteristica a proliferagdo descontrolada de células progenitoras hematopoiéticas imaturas.
Uma vez produzidas, essas células se acumulam na medula 6ssea (MdO) causando uma série
de danos e comprometimento de suas fung¢des normais. Neste contexto, empregando trés
precursores nitrilados (47-49) previamente sintetizados e quatro nucleofilos distintos, este
trabalho teve como objetivo a preparagdo de uma familia de dez pirazois (53-62), sendo dois
deles inéditos (56 e S59). Foram empregadas técnicas espectroscopicas tais como
infravermelho, ressonancia magnética nuclear de hidrogénio e de carbono-13 para
confirmagdo das estruturas propostas. Uma vez confirmadas, as dez estruturas foram
submetidas a testes in silico por meio dos sofiwares LCL-Pred e AdmetSAR no intuito de
realizar uma triagem para posterior avaliacdo bioldgica destes compostos. Deste modo, a
partir dos dados gerados nessa andlise, foi possivel sugerir que os compostos 53 € 60 seriam
aqueles com maior probabilidade de possuirem atividade antitumoral e a0 mesmo tempo com
chances de apresentarem niveis de baixa toxicidade. Uma vez selecionados, estes dois
piraz6is foram submetidos a analises de toxicidade empregando o método da Artemia salina e
seus efeitos na viabilidade de células cancerigenas da linhagem Jurkat. Estes estudos
mostraram que ambos apresentaram efeitos sobre a inibi¢do da viabilidade celular, tendo sido
este mais ativo no composto 60. Dada a semelhanca estrutural entre estes compostos, sendo o

substituinte ligado ao anel pirazélico na posicdo 4, ser a unica diferenca, foi possivel sugerir



que o grupo nitrila desempenha um importante papel nesse mecanismo de agdo sobre as

células cancerigenas avaliadas.

Palavras-chave: Pirazol. Compostos heterociclicos. Sintese em micro-ondas. Atividade

antileucémica.



ABSTRACT

MACHADO, Felipe Pires. Synthesis, Characterization and In Silico and In Vitro
Evaluation of the Anti-leukemia Effect of Tetra-substituted Pyrazoles on Jurkat Cells.
2024. 1190. Master’s Dissertation in Chemistry. Institute of Chemistry, University Federal
Rural of Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2024.

Pyrazoles are five-membered aromatic heterocyclic compounds of which three are carbon
atoms and the other two are nitrogen atoms that, by convention, assume positions 1 and 2 of
the ring. Given its wide spectrum of biological activities reported in the literature, such as
analgesic and anti-inflammatory, bactericidal, fungicidal, antiviral, antitumor and others, this
class of heterocyclic compounds has aroused the interest of chemical and pharmaceutical
industries that continually search for new substances that are potentially more effective in
combating diseases and, at the same time, have lower toxicity. Cancer is a disease that is the
second cause of death in Brazil and worldwide. Leukemias are a group of malignant
neoplasms whose main characteristic is the uncontrolled proliferation of immature
hematopoietic progenitor cells. Once produced, these cells accumulate in the bone marrow
(BM), causing a series of damages and compromising their normal functions. In this context,
using three previously synthesized nitriled precursors (47-49) and four different nucleophiles,
this work aimed to prepare a family of ten pyrazoles (53-62), two of which are new (56 and
59). Spectroscopic techniques such as infrared, hydrogen and carbon-13 nuclear magnetic
resonance were used to confirm the proposed structures. Once confirmed, the ten structures
were subjected to in silico tests using the LCL-Pred and AdmetSAR software in order to carry
out screening for subsequent biological evaluation of these compounds. Thus, based on the
data generated in this analysis, it was possible to suggest that compounds 53 and 60 would be
those most likely to have antitumor activity and at the same time likely to present low toxicity
levels. Once selected, these two pyrazoles were subjected to toxicity analyzes using the
Artemia salina method and their effects on the viability of Jurkat cancer cells. These studies
showed that both had effects on the inhibition of cell viability, with compound 60 being more
active. Given the structural similarity between these compounds, with the substituent linked to
the pyrazole ring in position 4 being the only difference, it was possible to suggest that the

nitrile group plays an important role in this mechanism of action on the cancer cells evaluated.

Keywords: Pyrazole. Heterocyclic compounds. Microwave synthesis. Antileukemic activity.
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1. INTRODUCAO

1.1 Compostos Heterociclicos

Os compostos heterociclicos constituem um diversificado grupo de substancias de
origem natural ou sintética cuja representatividade corresponde a cerca de dois tergos de todas
as moléculas organicas descritas na literatura (MONDINO, 2014). Estruturalmente sao
moléculas que apresentam pelo menos um heterodtomo em um sistema ciclico, sendo mais
frequentemente observados os atomos de nitrogénio, oxigénio e enxofre (FROMTLING,
1988) como ocorre, por exemplo, nos nucleos pirrol (1), furano (2) e tiofeno (3)
respectivamente (Figura 1). Para fins didaticos sdo classificados em heterociclos alifaticos,
cujas propriedades fisico-quimicas sdo similares as dos hidrocarbonetos ciclicos ou aciclicos,
e em heterociclos aromaticos que, por sua vez, t€m tais propriedades e reagdes equiparadas

aquelas dos compostos aromaticos benzendides (MONDINO, 2014; SANGI, 2016).

NH O
1 2 3

Figura 1: Nucleos base pirrol (1), furano (2) e tiofeno (3).

Fonte: Proprio autor.

Historicamente, moléculas contendo unidades heterociclicas tém sido utilizadas pela
humanidade ha muitos séculos (SILVA, 2006), como ¢ o caso da quinina (4), um produto
natural extraido de arvores do género Cinchona. Tendo sido por quase 300 anos o Unico
principio ativo empregado na prevencdo e no tratamento da maldria, a quinina, apds sua
elucidacao estrutural no periodo seguinte a Segunda Guerra Mundial, inspirou a sintese de
analogos antimalaricos como a cloroquina (5) e a mefloquina (6), além de impulsionar e
estimular os quimicos organicos sintéticos da época na busca por novas substancias
biologicamente ativas (Figura 2; ALMEIDA et al., 2017; OLIVEIRA et al., 2009; VIEGAS et
al., 2006).
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H

HOlI

Cl N

Figura 2: Estrutura do antimalarico quinina (4) e de seus analogos cloroquina (5) e
mefloquina (6).

Fonte: Proprio autor.

A possibilidade de realizar modificacdes estruturais a partir da substitui¢do e/ou da
adi¢do de novos grupos funcionais, eventualmente promovendo alteragdes interessantes em
suas propriedades fisico-quimicas, bem como o seu amplo espectro de atividades bioldgicas,
tornam estes compostos um arcabougo de relevada importancia para as industrias quimicas e
farmacéuticas (MUHAMMAD, 2022; KATRITZKY, RACHWAL, 2011). E gragas a essas
caracteristicas que o termo “estruturas privilegiadas” ¢ comumente empregado para designar
tais moléculas (DUARTE ef al.,2007).

A distribuig¢do irregular de cargas decorrente da presenca do heterodtomo e a alta
estabilidade conformacional garantida pela privagdo do grau de liberdade nas ligacdes
estabelecidas entre os atomos que constituem o sistema ciclico promovem uma melhor e mais
eficiente interacdo dessas estruturas privilegiadas com os sitios receptores de macromoléculas
reguladoras de fung¢des bioldgicas (MELO ef al., 2006). Assim, € possivel propor sinteses de
moléculas com elevado grau de seletividade e eficiéncia da atividade bioldgica a partir do
emprego de estratégias de modificacdo estrutural, seja por uma simples troca de determinados
grupos funcionais ou pela inser¢ao destes (DUARTE et al., 2007).

A quimica dos compostos heterociclicos desempenha um papel cada vez mais
importante em nosso cotidiano, sobretudo em relagcdo a saide humana e animal. Isso porque
um namero expressivo, cerca de 70%, dos farmacos ja disponiveis para uso compreende

moléculas cujas estruturas apresentam unidades heterociclicas. Neste contexto, € possivel
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citar como exemplos a losartan (7), a ribavirina (8), o carbamato de fluorouracila (9), o
fluconazol (10), a dipirona (11), o metronidazol (12) e a benzilpenicilina (13), empregados

por suas atividades anti-hipertensiva, antiviral, antitumoral, antifingica, anti-inflamatéria e

analgésica, antiprotozoaria e antibacteriana, respectivamente (Figura 3: NEVES, 2018;
MELO et al., 2006).
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Figura 3: Exemplos de farmacos mundialmente usados com destaque para a presenca de
sistemas heterociclicos em suas estruturas.

Fonte: Proprio autor.

Dentre os compostos heterociclicos, os aromaticos nitrogenados de cinco membros,
genericamente denominados de azodis, merecem destaque. Estes heterociclos estdo presentes
em diversos produtos naturais e tém aplicagdes nas sinteses de agroquimicos, na quimica de
materiais e, sobretudo na quimica medicinal com o planejamento racional de moléculas
bioativas sendo, portanto, foco de estudo nas pesquisas de diversos grupos cientificos (LIO-
LIANG et al., 2023; SAINI et al., 2013). E importante ressaltar que os membros deste grupo
de substancias podem ainda apresentar, além do 4&tomo de nitrogénio, outros heterodtomos em

seus sistemas ciclicos, como oxigénio e enxofre, sendo assim denominados respectivamente
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de oxazéis e tiaz6is (MELO et al., 2006). Dentre seus membros estruturalmente mais simples
podemos citar o pirrol (14), o tiazol (15) e o oxazol (16) (Figura 4a). Além do nucleo pirrol, o
pirazol (17), o imidazol (18), o 1,2,3-triazol (19), o 1,3,4-triazol (20), o tetrazol (21) e o
pentazol (22) compreendem outros heterociclos de cinco membros, cujo heteroatomo ¢

exclusivamente o nitrogénio (Figura 4b).

4a) H

/ < .
4b) :N_N:/H N:/H ,.N_N{H N:/H - :/H . :/H
S RFS RIS

Figura 4: a) Estruturas dos nucleos pirrol (14), tiazol (15) e oxazol (16). b) Estruturas dos
nucleos pirazol (17), imidazol (18), 1,2,3-triazol (19), 1,3,4-triazol (20), tetrazol (21) e
pentazol (22), cujo nitrogénio se faz como Unico heterodtomo presente.

Fonte: Proprio autor.

1.2 O Nucleo Pirazol

1.2.1 Principais aspectos estruturais

Pirazois sdo sistemas heterociclicos aromaticos de cinco membros extraordinariamente
versateis € com notaveis efeitos terapéuticos, cuja estrutura basica contém dois dtomos de
nitrogénio adjacentes. Dada as caracteristicas que o assemelham ao sistema pirrol, N1 ¢
comumente denominado de “pirrélico” ao passo que N2, em funcdo de suas caracteristicas
similares as do nucleo piridina o faz ser frequentemente chamado de “piridinico” (Figura 5a).
A natureza distinta destes atomos permite ao nucleo pirazol atuar como doador ou aceptor de
hidrogénios segundo o meio reacional (Figura 5b; XU, 2023; FARIA et al., 2017; ALAN,
2015).
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Figura 5: a) Estrutura basica do nucleo pirazol; b) Carater anfotero do pirazol.

Fonte: Proprio autor.

Sua aromaticidade esta relacionada a coplanaridade existente entre os orbitais p
formadores das ligagdes  carbono-carbono entre C4 e C5 e nitrogénio-carbono entre N2 e C3
com o orbital p contendo par de elétrons ndo compartilhados em N1 (Figura 6; FARIA et al.,
2017).

Figura 6: Nucleo pirazol com destaque para a coplanaridade dos orbitais p dos atomos de
nitrogénio em azul e dos atomos de carbono em preto, conferindo aromaticidade ao anel.

Fonte: Adaptado de Faria et al., 2017.

Outra caracteristica estrutural importante atribuida aos pirazdis € o tautomerismo
prototropico. Observa-se neste caso, a possibilidade de trés (Figura 7a) e cinco (Figura 7b)
formas tautoméricas respectivamente para os nucleos ndo substituidos e monossubstituidos

(Figura 7b; FARIA et al., 2017).
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Figura 7: a) Tautomeros de pirazol ndo substituido; b) Tautomeros de pirazol
monossubstituido.

Fonte: Adaptado de Faria et al., 2017.

1.2.2 Principais atividades relatadas na literatura

O carater anfotero do nucleo pirazol lhe confere uma caracteristica importante do
ponto de vista sintético, uma vez que facilita a introdugdo de grupos funcionais interessantes
permitindo melhorar aspectos de polaridade e solubilidade em 4gua e conferir propriedades
bioldgicas de amplo espectro, como analgésica, anti-inflamatoria, antibacteriana, antifingica,
antiviral e antitumoral (XU et al.; 2023).

Dada a notoriedade do nucleo pirazol para a quimica medicinal, muitos pesquisadores
tém aplicado significativos esfor¢os no estudo e na sintese de novos compostos
monossubstituidos ou sistemas mais complexos onde se percebe, principalmente, anéis
heterociclicos nas posicdes 1, 3 € 4 (SELVAN et al., 2014).

E interessante observar que muitos medicamentos contendo o niicleo pirazol ja foram
aprovados por 6rgdos regulatorios como Food and Drug Administration (FDA) nos Estados
Unidos, a Agéncia Europeia de Avaliacdo de Produtos Medicinais (EMEA) na Europa e a
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), aqui no Brasil. Sao alguns exemplos
destes medicamentos ja disponiveis, o celecoxibe (23), indicado para o tratamento sintomatico
da osteoartrite e artrite reumatoide, o fenilbutazona (24), um anti-inflamatério nao esteroidal
(AINE) com atividade analgésica e antipirética e o rimonabanto (25), empregado no
tratamento da obesidade ou nos casos de pacientes com sobrepeso, onde haja fatores de risco
cardiometabodlico, como por exemplo, diabetes do tipo 2 ou dislipidemia (Figura 8; FARIA et

al., 2017).
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Figura 8: Estruturas do celecoxibe (23), fenilbutazona (24) e rimonabanto (25), exemplos de
farmacos comerciais derivados do pirazol.

Fonte: Proprio autor.

1.2.2.1 Atividade analgésica e anti-inflamatoria

Os anti-inflamatérios nao esteroidais (AINEs) desencadeiam atividade bioldgica por
inibicdo das enzimas ciclooxigenases 1 e 2 (COx-1 e COx-2) relacionadas a producdo de
prostaglandinas (PGs) (LARENTIS, 2018). Um exemplo ¢ o celecoxibe (23) que, por esse
mecanismo de ac¢do, ¢ capaz de promover agdo analgésica e anti-inflamatoria e ¢ usado,
principalmente, para tratar osteoartrite e artrite reumatoide (ZHANG et al., 2022). Contudo,
ha relatos de que o uso de AINEs esteja associado a graves efeitos colaterais como
sangramento gastrointestinal e at¢ mesmo acidente vascular cerebral (AVC) (FARIA et al.,
2017).

Em 2014, El-Sehemi e colaboradores obtiveram uma série de compostos contendo o
nucleo pirazol a partir da substituicao do grupo funcional acido carboxilico do naproxeno (26)
(Figura 9), um farmaco comercial da classe dos AINEs. Dentre a série obtida, concluiram que
0 composto 26a se mostrou bastante promissor, com significativa atividade analgésica e sem

exibir efeito ulcerogénico (EL-SEHEMI et al., 2014).
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Figura 9: Estrutura molecular do naproxeno (26) e seu analogo sintético (26a) com uma
porg¢ao contendo o anel pirazol.

Fonte: Adaptado de El-Sehemi, 2014.

Também em 2014, Alegaon e colaboradores investigaram a atividade anti-inflamatéria
de vinte e dois derivados de pirazol 1,3,4-trissubstituidos sintéticos (ALEAGAON et al.,
2014). Em suas avaliacdes empregaram o modelo de edema de pata de rato induzido por
carragenina, concluindo que os compostos 27a-b (> 84,2% de inibicao) foram bem sucedidos

em relacdo ao farmaco de referéncia diclofenaco (27) (86,72%) (Figura 10).

Cl

NH

Cl OH

27
27a: R;=0OH
27b: Rl = NOZ

27a-b

Figura 10: Estruturas do farmaco diclofenaco (27) e dos compostos 27a-b.

Fonte: Adaptado de Alegaon et al., 2014.

28



1.2.2.2 Atividade antibacteriana

Inegavelmente estamos diante de um grave problema de satde publica ao nos
deparamos com as questdes que envolvem a resisténcia bacteriana a medicamentos ja
disponiveis no mercado. Assim, estudos e pesquisas com foco para o desenvolvimento de
novas moléculas com maior atividade bactericida e menor toxicidade, tém se mostrado
extremamente necessarios (KADAM, et al., 2015).

Alguns grupos de pesquisa t€ém relatado significativa atividade antibacteriana em
compostos pirazdlicos ou em seus derivados. Observou-se que a presenca do grupo
trifluorometil (CF3) nestes compostos contribui para um aumento desta atividade. Em 2014,
por exemplo, Aggarwal e colaboradores sintetizaram uma série de quinze compostos € 0s
avaliaram frente a algumas cepas bacterianas. Esse estudo mostrou o composto 28 (Figura 11)
como o mais potente frente a Pseudomonas aeruginosa em uma concentragdo inibitoria
minima (CIM) de 0,022 uM, quando comparado a ampicilina (29) e o cloranfenicol (30) com

0,004 uM e 0,003 uM, respectivamente (AGGAWAL et al., 2014).

Br
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28 (0,022 pM) 29 (0,004 pM) 30 (0,003 pM)

Figura 11: Estruturas moleculares do composto 28 e dos farmacos de referéncia ampicilina
(29) e cloranfenicol (30) com seus respectivos valores de CIM.

Fonte: Adaptado de Aggarwal et al., 2014.

Paralelamente a esse trabalho, Malladi e colaboradores investigaram a atividade
antibacteriana frente a Escherichia coli, Staphylococcus aureus € Pseudomonas aeruginosa de

uma nova série de pirazois contendo também o nticleo oxadiazol. Seus estudos mostraram que
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o composto 31 (Figura 12) apresentou atividade frente a Escherichia coli e Staphylococcus

aureus equipotente a da estreptomicina (32) (500 pg/mL) (MALLADI et al., 2014).

Figura 12: Estrutura molecular do composto 31 e da estreptomicina (32).

Fonte: Adaptado de Malladi et al., 2014.

1.2.2.3 Atividade antifungica

Os fungos sdo microrganismos eucarioticos onipresentes cuja maioria ndo apresenta
perigo significativo. Contudo, algumas variedades podem ser prejudiciais aos seres humanos,
animais e alimentos, e causar doengas como candidiase, pneumocistose, coccidioidomicose,
aspergilose entre outras (FARIA et al., 2017).

Em 2022, Abderrahim e colaboradores prepararam uma familia de pirazdis e a
avaliaram quanto as suas propriedades antifingicas frente ao Fusarium oxysporum Albedinis
(FOA), um patoégeno fungico capaz de infectar raizes no solo causando prejuizos a diversas
culturas como tomates, bananas, cereais, batatas e melancias. Além do prejuizo agricola, suas
micotoxinas podem se acumular em organismos animais por ingestdo de plantas acometidas
por esse fungo e, em longo prazo, causar desde sintomas alérgicos até condigdes clinicas mais
graves como o cancer. Os resultados bioldgicos mostraram que os compostos 33, 34, 35 ¢ 36
(Figura 13), dentre os dez sintetizados, tiveram boa atividade antifiungica (ABDERRAHIM et
al., 2022).
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Figura 13: Estruturas moleculares dos compostos 33-36 com atividade antifungica.

Fonte: Proprio autor.

1.2.2.4 Atividade antiviral

Grande parte das doengas infecciosas € causada por virus, sendo alguns responsaveis
por sérios problemas de satde publica e causadores de doengas cronicas com altas taxas de
morbidade e mortalidade, como por exemplo, os virus das hepatites B ¢ C e o da
imunodeficiéncia humana (HIV, do inglés Human Immunodeficiency Virus) (ANURADA,
2014). Neste sentido, alguns grupos de pesquisa vém estudando e relatando a atividade
antiviral associada a compostos pirazodlicos ou a seus derivados.

Em 2014, Iyer e colaboradores sintetizaram o composto 37 (Figura 14) e avaliaram sua
atividade frente a inibicdo de uma proteina multifuncional essencial a viruléncia do HIV-1,
mostrando um bom resultado. Neste trabalho, estudos da relagdo estrutura-atividade (SAR, do
inglés Structure Activity Relationship) sugerem a importancia do ntcleo pirazol presente na
substancia avaliada para atividade antiviral (IYER et al., 2014).

H,N s

N OH
N/
\ |
N—N
O,N /
Cl 37

Figura 14: Estrutura do composto 37 com atividade antiviral por inibicdo de uma proteina
multifuncional essencial a viruléncia do HIV-1.

Fonte: Adaptado de Iyer ef al., 2014.
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1.2.2.5 Atividade anticancer

Diversos grupos de pesquisa t€ém sintetizado e avaliado moléculas das mais variadas
classes na busca por novas substancias capazes de interromper o crescimento tumoral ou
mesmo matar as células cancerosas sem prejuizo para as células normais. Neste sentido, ha
relatos na literatura de moléculas com o nucleo pirazol em sua estrutura ou derivadas deste,
com significativa atividade antitumoral.

Em 2014, por exemplo, Mohareb e colaboradores sintetizaram e avaliaram a atividade
anticancer de uma série de compostos pirazolicos. Neste estudo foi avaliada a inibicdo do
crescimento celular de trés tipos de células tumorais: adenocarcinoma de mama (MCF-7),
cancer de pulmao (NCI-H460) e cancer do sistema nervoso central (SNC) (SF-268). Segundo
o grupo de pesquisa, os compostos 38 e 39 (Figura 15) tiveram boa inibicdo quando

comparado ao fairmaco de referéncia doxorrubicina (40) (MOHARED et al., 2014).

(o]
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Figura 15: Estruturas moleculares dos compostos 38 e¢ 39 com atividade antitumoral e da
doxorrubicina (40), farmaco de referéncia utilizado no estudo.

Fonte: Adaptado de Mohared ef al., 2014.

Em 2022, Okamoto e colaboradores, inicialmente empregando ferramentas de

simulacdo computacional, chegaram a quatro compostos potencialmente promissores na
32



inibicdo do crescimento e metéstase de células cancerigenas pancreaticas, dos quais trés, 41,
42 ¢ 43 (Figura 16) eram pirazo6is. Apos a etapa sintética, estes compostos foram submetidos a
ensaios in vitro utilizando a linhagem celular BxPc-3 relacionada ao cancer pancreatico
humano, confirmando os resultados in silico. A partir de entdo, o grupo prosseguiu com a
inoculagdo destas células cancerosas na regido dorsal de camundongos machos com 5 a 6
semanas de idade. O composto 43 foi administrado por via oral uma vez por semana,
respeitando a dose de 40 mg/Kg, sem a observagdo de metdstase no grupo tratado por sete
semanas. Os resultados mostraram, com base no volume tumoral, que esse composto foi
capaz de inibir a migracdo celular impedindo o processo de metastase de forma mais eficaz

que a Gencitabina (44) (Figura 16) utilizada como referéncia (OKAMOTO et al, 2022).

R 41-43

42: Rl = Rz =Br

Figura 16: Estruturas dos compostos 41, 42 ¢ 43 com atividade inibitdria do processo de

metastase em cancer de pancreas e estrutura da Gencitabina (44).

Fonte: Adaptado de Okamoto ef al., 2022.

Recentemente, em 2023, Alves e colaboradores, utilizando a ferramenta de hibridacao
molecular, sintetizaram um composto heterociclico inédito (45, Figura 17) contendo em sua
estrutura as unidades piridina, pirazol e pirrol, conectadas consecutivamente. Neste estudo, o
grupo teve como objetivo examinar o potencial antitumoral e imunomodulador deste
composto frente as linhagens celulares HL60 e K562 relacionadas a leucemia mieloide aguda
(LMA) e a leucemia mieldide cronica (LMC), respectivamente. Dados os resultados obtidos,
o grupo concluiu que o composto 45 apresenta citotoxicidade seletiva para as linhagens de
células cancerosas avaliadas sem efeito citotoxico significativo para as células saudaveis

sendo, portanto, um candidato promissor para o tratamento de LMA e LMC.
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IC5o (HL60): 25,93 pg/mL
1C5( (K562): 10,42 pg/mL

45

Figura 17: Estrutura molecular do composto 45 com atividade antileucémica e valores de
ICs apresentados para as linhagens HL60 e K562 relacionadas as leucemias mieldides aguda
e cronica, respectivamente.

Fonte: Adaptado de Alves et al., 2023.

1.2.3 Principais metodologias para a sintese do ntcleo pirazol

O nucleo pirazol esta presente em muitos compostos bioativos € pode ser obtido por
rotas sintéticas versateis que permitem a insercdo de variados grupos funcionais capazes de
melhorar a poténcia bioldgica (KONWAR et al., 2021)

A sintese de Knorr compreende um dos métodos cldssicos para a obtengao do nucleo
pirazol e consiste em uma reagdo de ciclocondensagdo entre compostos 1,3-dicarbonilicos e
hidrazinas. Sua principal limitacdo estd na possibilidade de haver formacdo de mistura de
produtos isoméricos quando R, e R4 sdo diferentes (Esquema 1; RAJ, 2018; FARIA, 2017;
KUCUKGUZEL, 2015).

Z\Z
%
\Z

N
R1/ \NH2 N | / R, elou \ R,

R, R, —>

R;

Esquema 1: O método de Knorr para sintese do nucleo pirazol.

Fonte: Adaptado de Faria, 2017.

Em 2015, Rahmatzadeh e colaboradores, empregando o método de Knorr, sintetizaram
dois compostos pirazolicos com excelentes rendimentos. Neste trabalho, o uso de tungstato de

acido sulftrico (TSA) permitiu que a reagdo entre pentano-2,4-diona e hidrazina/fenil-
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hidrazina ocorresse na auséncia de solvente, em concordancia com os principios da Quimica
Verde, levando a formacdo de 3,5-dimetil-1H-pirazéis como produtos (Esquema 2,

RAHMATZADEH et al., 2015).

0 0
N
R~ ONH, @t

R =H; Ph

TSA
—_—

N\
80°C, 5 min N\N
\
R

pentano-2,4-diona

R = H (Rendimento de 90%)
R = Ph (Rendimento de 95%)

Esquema 2: Sintese de 3,5-dimetil-1H-pirazdis utilizando TSA como catalisador verde.

Fonte: Adaptado de Rahmatzadeh et al., 2015.

Recentemente em 2022, Konwar e colaboradores, apés um estudo prévio com
diferentes solventes e catalisadores, desenvolveram um protocolo e 0 empregaram nas reagoes
entre 1,3-dicetona e hidrazinas obtendo uma série de compostos da familia dos pirazois com

rendimentos bons a excelentes (Esquema 3, Konwar et al., 2022).

_NH, R'
HN 0 o N
\ N
AN N NiCl,.6H,0 N/
_—
‘ Agua, TA
/ Z R'
R
\ |/
R
Entrada R R' Tempo (h) Rend. (%) Entrada R R' Tempo (h) Rend. (%)

1 2A4-dinitro H 4 95 11 4-NO, H 4,5 88

2 H H 4 85 12 4-Cl H 4 84

3 4-CH;4 CH; 4 90 13 H Cl 3,5 93

4 4-Br H 4 84 14 4-CH; Cl 4 78

5 4-Br Cl 4 74 15 4-Cl CH; 6 70

6 H C,H; 5 60 16 4-CF; Cl 5 71

7 4-Br CH; 6 80 17 4-Cl Cl 4 82

8 4Br  CH; 5 86 18 4CHy; CHs 6 75

9 4CF, H 35 92 19  4CN  CHy, 25 82

10 4-CN H 4 88

Esquema 3: Sintese de pirazdis catalisada por cloreto de niquel através do método de Knorr.

Fonte: Adaptado de Konwar ef al., 2022.
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A sintese de Pechamann ¢ outro método classico para obten¢do do ntcleo pirazol a
partir de uma cicloadi¢ao 1,3-dipolar entre alcinos e diazocompostos (Esquema 4). Entretanto,
este método tem a desvantagem de formar subprodutos quando o alcino empregado apresenta

grupos distintos ligados aos carbonos sp (AGGARWAL, 2003).

Esquema 4: O método de Pechmann para sintese do ntcleo pirazol.

Fonte: Adaptado de Aggarwal, 2003.

Diversas moléculas contendo o nucleo pirazol tém sido sintetizadas a partir de alcinos
e diazocompostos por meio de metodologias alternativas derivadas do método de Pechmann.
Em 2012, Kawai e colaboradores, utilizando o [(trifluorometil)sulfonil]etinilbenzeno e cloreto
de (E)-N-fenilbenzodiazonila (Esquema 05) como materiais de partida em acetonitrila,
sintetizaram uma molécula com o nucleo pirazol polissubstituido e rendimento de 43%

(KAWAI et al., 2012).

Ph Ph SO,CF;
SO,CF, HIL
/ N iPr,NEt, MeCN / \
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Esquema 5: Sintese de 1,3,5-trifenil-4-trifluorometilsulfonilpirazol.

Fonte: Adaptado de Kawai et al., 2012.
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Neste trabalho de dissertagdo os compostos pirazolicos foram investigados in silico e
0s mais promissores in vitro contra linhagens de células de leucemias humanas. Assim, a

seguir sera apresentada uma breve abordagem sobre o cancer e os tipos de leucemias.

1.3 Cancer

O crescimento e a multiplicagdo de novas células ocorrem naturalmente segundo a
necessidade do organismo e, de modo geral, tem por objetivo promover a substitui¢ao
daquelas mais antigas ou que foram por algum motivo danificadas. Nem sempre esse processo
se desenvolve de modo ordenado e, por vezes, pode caminhar para um crescimento irregular e
descontrolado que resultara na formac¢ao de uma massa de células disfuncionais, denominada
tumor, cuja natureza pode ser benigna ou maligna (ALI et al., 2023).

Os tumores benignos se desenvolvem a partir de um crescimento um pouco menos
desordenado (Figura 18a), geralmente lento e com limites mais bem definidos, contudo,
passiveis de comprimir 6rgdos. Em contrapartida, os tumores malignos se desenvolvem a
partir do crescimento desordenado, rapido e autonomo de células anaplasicas, isto ¢, atipicas
ao tecido normal, ndo se delimitando a uma regido e, por isso, com a possibilidade de invadir
tecidos adjacentes (Figura 18b). Neste caso, as células cancerosas se espalham para outras

regides do corpo, dando inicio a um processo conhecido como metéstase (ALI ef al., 2023).

Figura 18: a) Ilustracdo de um tumor benigno; b) Ilustragao de um tumor maligno.

Fonte: Equipare, 2023.
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Assim, de acordo com o Instituto Nacional de Cancer (INCA), 6rgdo auxiliar do
Ministério da Saude (MS), cancer ou neoplasia € o termo utilizado para designar o conjunto
de mais de 100 patologias que t€m em comum a proliferacao desordenada de células, as quais
podem afetar tecidos e 6rgaos e se espalhar por diferentes regides do corpo.

O processo através do qual as células cancerosas sdo formadas ¢ conhecido como
carcinogénese ou oncogénese (Figura 19). Nele, genes especiais chamados proto-oncogenes,
cuja fungdo esta relacionada ao crescimento, diferenciacao e divisao celular, sao afetados por
agentes carcinogénicos e sofrem mutagao, translocag¢ao ou rearranjo. A partir do momento em
que sdo ativados, os proto-oncogenes se transformam em oncogenes, que serdo oOs

responsaveis por transformar células saudaveis em células cancerosas (INCA, 2023).

Figura 19: O processo de carcinogénese resumidamente.

Fonte: INCA, 2023.

Esse processo ¢ lento e compreende trés estagios consecutivos. O primeiro,
denominado iniciacdo, se caracteriza pela acdo dos agentes cancerigenos ou agentes
iniciadores sobre os proto-oncogenes (Figura 20a). Neste estagio, as células estdo apenas
geneticamente alteradas e ndo ha detecgdo clinica de tumor. O segundo estagio, conhecido
como promogado, ¢ marcado pela transformacao lenta e gradual da célula iniciada no estagio
anterior em célula maligna, e tem por caracteristica a agdo de outros agentes cancerigenos
denominados oncopromotores (Figura 20b). Geralmente, a ruptura do contato com esses
agentes pode interromper o processo oncogénico no estagio de promocao. No ultimo estagio,
ou estagio de progressao, o cancer ja esta instalado. Nele, se observa a evolucao do paciente

para o aparecimento das primeiras manifestacdes clinicas, onde a proliferagdo de células
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alteradas se da de maneira descontrolada e irreversivel (Figura 20c) (INCA, 2023, ALI et al.,
2023).

Figura 20: a) Estidgio de iniciagdo da carcinogénese; b) Estidgio de promogdo da
carcinogénese; ¢) Estagio de progressdo da carcinogénese.

Fonte: INCA, 2023.

A classificacdo dos diferentes tipos de canceres se da a partir da localizagdo primaria
do tumor e por sua origem histoldgica. Deste modo, os canceres mais comuns ja
diagnosticados sdao os de pulmdo, mama, prdstata, colon, reto, bronquios, bexiga, pele,
linfoma nao-Hodgkin, pelve, rim, estdmago, pancreas, colo do utero e leucemias. (INCA,
2023; ALl et al., 2023).

Notadamente, o século passado apresentou uma queda das taxas de mortalidade por
doencas cardiovasculares elevando o cancer a principal causa de morte prematura por doengas
ndo transmissiveis em muitos paises, apesar dos avangos tecnologicos (ALI et al., 2023; KE
et al., 2022). Conforme estimativas da Organizagdo Mundial da Satide (OMS), em 2019 o
cancer ocupou a primeira ou a segunda posi¢do dentre as principais causas de morte entre
pessoas com menos de 70 anos em 112 paises, incluindo o Brasil, e a terceira ou quarta em
outros 23 (Figura 21 a).

O aumento do niimero de novos casos e da mortalidade por razio do céncer vem
crescendo a cada ano como reflexo do envelhecimento e crescimento da populagdo mundial.

Com base nos quatro niveis (baixo, médio, elevado e muito elevado) do Indice de
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Desenvolvimento Humano (IDH), estabelecido pela Organizagdo das Nacdes Unidas (ONU)
em seu Relatério de Desenvolvimento Humano (Figura 21 b), é possivel sugerir que hd uma

correlacdo entre os fatores de risco associados ao cancer com fatores socioecondmicos

(SUNG et al., 2021).

Figura 21: a) Classifica¢do nacional do cancer como causa de morte de individuos com idade
inferior a 70 anos em 2019; b) indice de Desenvolvimento Humano (IDH) de 2019, baseado
em quatro niveis.

Fonte: Organizacdo Mundial da Saude, 2023; Sung ef al., 2021.

Considerando os 10 tipos de neoplasias mais comuns (Figura 22), sendo elas pulmao,
colo retal, figado, estbmago, mama, es6fago, pancreas, prostata, colo do utero e leucemia, a
OMS, estimou que em 2020 foram diagnosticados cerca de 19,3 milhdes de novos casos e
quase 10 milhdes de mortes em todo o mundo. Desses Obitos, 3,1% sdo atribuidos as

leucemias (OMS, 2023; ALMEHMADI et al., 2021).
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Figura 22: Distribuicao de casos e mortes para os 10 tipos de cancer mais comuns em 2020.

Fonte: GLOBOCAN, 2020.

1.4 Leucemias

As leucemias sdo um grupo de neoplasias malignas que tem como principal
caracteristica a proliferagdo descontrolada de células progenitoras hematopoiéticas imaturas.
Uma vez produzidas, essas células se acumulam na medula ¢ssea (MdO) causando uma série
de danos e comprometimento de suas fun¢des normais (INCA, 2023).

A MO ¢ um tecido gelatinoso encontrado na regido interna dos ossos e € responsavel
pelo processo de producdo, proliferacdo, maturagdo e renovagdo das células hematoldgicas
através de um processo denominado hematopoiese (Figura 23). Nele, células-tronco
hematopoiéticas com alto poder de renovagdo e pluripotentes, isto ¢, com capacidade da dar
origem a qualquer tipo de tecido sem, no entanto, formar um organismo completo, se
diferenciam em duas linhagens sanguineas. A primeira linhagem, denominada linfoide, se
torna responsavel pela producdo dos linfocitos B e T, enquanto a segunda linhagem,
denominada mieldide, passa por multiplas etapas adicionais e ciclos de ampliagdo antes de
formarem eritrocitos ou hemadcias, plaquetas, mondcitos, neutréfilos, eosindfilos e basofilos

(INCA, 2023; MERDAD et al., 2023; OLIVEIRA et al., 2021).
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Figura 23: Células-tronco hematopoiéticas e o processo de hematopoiese.

Fonte: MedicinaNET, 2023.

Neste contexto, o microambiente da medula dssea é, portanto, um fator importante
para o perfeito funcionamento da hematopoiese, uma vez que sua interacdo com as células
sanguineas ird determinar o controle da proliferacdo, diferenciagdo e maturacdo das mesmas
segundo o que se espera dentro da normalidade (ANJOS et al., 2000).

Segundo dados do INCA, entre os anos de 2020 e 2022, foram estimados 10.810
novos casos diagnosticados de leucemias entre os brasileiros, com prevaléncia de ocorréncia
em individuos do sexo masculino. Mulheres representaram aproximadamente 45,2% dos
casos com um risco estimado de 4,56 novos casos para cada 100 mil mulheres, contrapondo o

numero de 5,67 novos casos para cada 100 mil homens.

1.4.1 Classificagao das leucemias

As leucemias estdo inseridas em um grupo vastamente diversificado e complexo de
neoplasias relacionadas ao sistema hematologico e, por isso, sua classificagdo se tornou algo
importante e necessaria. Nesse sentido, ha hoje sistemas internacionais de classificagdo, como
o proposto pelo grupo Franco-Americano-Britanico (FAB), que as agrupa segundo critérios

morfologicos da célula cancerosa, e a classificacdo segundo a OMS, baseada em uma
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combinag¢do de caracteristicas clinicas, morfoldgicas, imunofenotipicas e genéticas (LENZI et
al., 2015).

Embora mais antigo, o sistema de classificacdo apresentado pelo FAB, proposto em
1982 e modificado em 1985, se tornou bastante difundido e aceito em todo o mundo, dada sua
facil compreensdo. Dezesseis anos mais tarde, a OMS, julgando necessario um melhor
agrupamento das leucemias segundo comportamentos clinicos semelhantes, resolveu publicar
modificagdes no sistema FAB inserindo subgrupos aos principais tipos de leucemias
(BORTOLHHEIRO, 2006).

De um modo geral, as leucemias sdo classificadas em quatro tipos principais que
consideram o grau de evolugdo da doenca, sendo aguda ou cronica, e a linhagem celular que ¢
acometida, isto ¢, linfoide ou mieldide. Os termos utilizados como aguda ou crdnica referem-
se ao percentual de blastos ou células leucémicas encontradas na medula 6ssea ou no sangue,
sendo este maior na classificagdo aguda, cuja evolugdo ocorre de maneira mais rapida. Deste
modo, a combinagdo desses dois fatores resulta nos tipos: Leucemia Linfoblastica Aguda
(LLA), Leucemia Linfobléstica Cronica (LLC), Leucemia Mieloblastica Aguda (LMA) e
Leucemia Mieloblastica Cronica (LMC) (LENZI et al., 2015).

1.4.1.1 Leucemia linfoblastica aguda (LLA)

A LLA tem como principal caracteristica o desenvolvimento do processo oncogénico
relacionado a transformacao maligna e a proliferagao nao controlada das células progenitoras
hematopoiéticas linfoides, com rapida evolucdo do quadro para sintomas mais graves da
doenga. Este tipo de leucemia ¢ mais frequente em criangas € menos comum em jovens
adultos, entretanto, ¢ possivel observar um ligeiro aumento no niumero de casos em individuos

apos os 50 anos de idade (GENESCA et al., 2015).

1.4.1.2 Leucemia linfoblastica cronica (LLC)

Afetando cerca de 75% dos pacientes leucémicos, a LLC se caracteriza pelo acimulo
progressivo de linfocitos (B ou T, sendo mais comum o tipo B) malignos fenotipicamente
maduros em regides como a medula Ossea, sangue periférico, baco e linfonodos. Ao contrario
da LLA, a LLC ¢ mais comum em adultos, cuja idade média dos pacientes, segundo a
Sociedade Americana de Cancer (SAC), ¢ de 70 anos, ¢ menos frequentes em criangas

(BARROS, 2009).
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1.4.1.3 Leucemia mieloblastica aguda (LMA)

De modo semelhante a LLA, a LMA tem como causa uma série de modificagoes
genéticas adquiridas, entretanto, se caracteriza principalmente pelo comprometimento do
processo hematopoiético da linhagem mieloide de desenvolvimento celular, acarretando uma

producdo insuficiente de células sanguineas maduras normais, as quais sdo substituidas por

células cancerosas (LIMA et al., 2016).

1.4.1.4 Leucemia mieloblastica cronica (LMC)

De maior incidéncia em individuos adultos € em idosos, a LMC tem como
caracteristica principal o acometimento de células da linhagem mieloide, tal como a LMA,
entretanto, de desenvolvimento a principio lento. Seu diagndstico ¢ facilitado gragas a uma
particularidade essencial relacionada a uma anormalidade citogenética especifica conhecida
como “o cromossomo Philadelphia” (LENZI et al., 2015).

Essa anomalia citogenética ¢ caracterizada pela translocacao reciproca entre os
cromossomos 9q32 e 22qll que resulta em uma oncoproteina denominada BCR-ABL
responsavel pela liberacdo de efetores da proliferacao celular e inibidores da apoptose ou

“morte celular programada” (BORTOLHEIRO, CHIATTONE, 2008).

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Sintetizar, caracterizar e avaliar os efeitos anticancer de compostos pirazolicos tetra-

substituido frente as células leucémicas Jurkat.

2.2 Objetivos Especificos

. Sintetizar precursores nitrilados em uma reagdo “one-pot” em trés etapas consecutivas

sem o isolamento das espécies intermedidrias, explorando a acidez dos hidrogénios a nitrila

na adi¢ao sobre dissulfeto de carbono e posterior alquilagcao dos atomos de enxoftre;
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. Sintetizar uma série de compostos contendo o nucleo pirazol tetra-substituido a partir
dos precursores nitrilados obtidos anteriormente empregando tiossemicarbazida, hidrazina
hidrato, fenilhidrazina e metilhidrazina como nucledéfilos;

. Caracterizar os compostos obtidos por técnicas espectroscopicas de rotina como
infravermelho e ressondncia magnética nuclear de 'H e de "°C.

o Realizar a triagem dos compostos pirazolicos obtidos aplicando testes in silico com o
uso dos softwares CLC-Pred e AdmetSAR com base nas estruturas moleculares propostas.

o Avaliar a toxicidade dos compostos selecionados a partir dos testes in silico
empregando ensaios com Artemia salina.

o Avaliar a citotoxicidade dos compostos selecionados in silico por meio de ensaios in

vitro de viabilidade celular empregando a linhagem celular Jurkat.

3. MATERIAIS E METODOS
3.1. Equipamentos e Materiais

3.1.1 Sintese e analise dos produtos

Todos os reagentes utilizados tiveram suas respectivas massas aferidas em balanca
analitica modelo M214-AIH BEL do Laboratério do Grupo de Sintese de Compostos
Bioativos (GSCB), localizado na sala 104C do Instituto de Ciéncias Exatas (ICEx) da
Universidade Federal Fluminense (UFF) no Campus Aterrado, Volta Redonda-RJ.

As sinteses dos pirazois foram feitas com o emprego de micro-ondas cientifico modelo
Anton Paar Monowave 300, localizado nesse mesmo laboratorio.

As andlises cromatograficas em camada delgada (CCD) foram realizadas em
cromatofolhas de silica gel 60 F254 (Aldrich) e reveladas sob luz UV (254 nm) e solucdo de
vanilina sulfarica para verificar qualitativamente a pureza dos produtos sintetizados e
isolados.

Os solventes empregados nas sinteses, purificacdo, CCD e analises instrumentais eram
de grau P.A. e foram utilizados como recebidos bem como os demais reagentes:
dimetilformamida  (Sigma-Aldrich), etanol (NEON), diclorometano (Dinamica),
dimetilsulfoxido hexadeuterado (Sigma-Aldrich), cloroformio deuterado (Sigma-Aldrich),

acetato de etila (NEON), 2-cianoetanoato de metila (Sigma-Aldrich), benzoilacetonitrila
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(Sigma-Aldrich), malononitrila (Sigma-Aldrich), dissulfeto de carbono (Sigma-Aldrich),
carbonato de potéassio (Dinamica), sulfato de soédio anidro (Dinamica), tiossemicarbazida
(Sigma-Aldrich), hidrazina hidrato (Sigma-Aldrich), fenil-hidrazina (Sigma-Aldrich), metil-
hidrazina (Sigma-Aldrich), iodeto de metila (Sigma-Aldrich), dimetilformamida (DMF)
(Sigma-Aldrich) e dgua destilada.

3.1.2 Caraterizacao dos precursores nitrilados e dos pirazois

Os pontos de fusdo dos compostos foram determinados em um aparelho da marca
Gehaka, modelo PF1500. Os espectros no infravermelho foram obtidos em espectrofotometro
Briiker, modelo FT-IR Vertex 70, usando o modo Attenuated Total Reflectance (ATR) na
faixa de 400 a 4000 cm™. Os espectros de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio a 500
MHz e carbono a 126 MHz foram registrados em um espectrometro Briiker Ultrashield Plus
em CDCl; ou DMSO-ds contendo tetrametilsilano (TMS) como referéncia interna. Os
deslocamentos quimicos (o) foram registrados em parte por milhdo (ppm) e as constantes de

acoplamento (J) em Hertz (Hz).

3.1.3 Avaliagdo dos efeitos bioldgicos

3.1.3.1 Triagem in silico dos compostos pirazdlicos
Os ensaios in silico foram realizados com base nos softwares online gratuitos CLC-

Pred e AdmetSAR

3.1.3.2 Avaliagdo in vitro do efeito antiproliferativo e de toxidez geral.

Foi utilizada como modelo a linhagem celular Jurkat, gentilmente cedida pela
professora Dra. Juliana Echevarria-Lima do Instituto de Microbiologia Paulo Goes da
Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ). As andlises de toxicidade foram realizadas
utilizando Artemia salina, cujos cistos foram adquiridos da empresa Maramar Aquacultura
Com. Imp. Exportagcdo Ltda. A contagem do nimero de nauplios viaveis foi feita com auxilio
de microscopio estereoscopico da marca Fisher Science Education.

O meio de cultivo celular utilizado foi Roswell Park Memorial Institute (RPMI)
(Gibco ™/Thermo Fisher) suplementando com soro fetal bovino (SFB) (Gibco ™/Thermo

Fisher) e penicilina-estreptomicina (LGC Biotecnologia). Para a avaliacdo da viabilidade
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celular foi utilizado brometo de 3-4,5-dimetil-tiazol-2-il-2,5-difeniltetrazélio (MTT) (Sigma-
Aldrich) e sua leitura realizada em espectrofotdmetro para microplacas (MolecularDevices
SpectraMax ®; SoftMax ® Pro).

Os ensaios para a avaliacao da toxicidade bem como para a avaliagao da viabilidade
celular foram realizados em colaboragdo com a MSc. Maria Clara Salgado Campos, também

do Instituto de Microbiologia Paulo Goes da UFRJ.

3.2 Sinteses

3.2.1 Procedimento geral para a sintese dos intermedidrios nitrilados

Inicialmente, foram preparados trés precursores nitrilados (46, 47 ¢ 48) por meio de
uma sintese “one-pot” em trés etapas consecutivas sem o isolamento das espécies
intermediarias. Assim, em um baldo de fundo redondo contendo dimetilformamida (DMF),
sob agitagdo magnética a temperatura ambiente, foram adicionadas quantidades equimolares
da substincia contendo hidrogénios ativos e carbonato de potassio (K,COs3). Apds duas horas
o baldo contendo a mistura reacional foi imerso em banho de gelo e a ela foi adicionado
lentamente dissulfeto de carbono (CS;) em quantidade equivalente ao nimero de mols dos
reagentes anteriores. Manteve-se a mistura da reagdo a 0 °C e agitacdo constante por mais
duas horas. Ao término deste tempo foi adicionado iodeto de metila (CH;3I) na quantidade de
1:2 (um para os reagentes anteriores e dois para CHsl) deixando a mistura da reagdo sob
agitacdo a temperatura ambiente por vinte e quatro horas. Estes procedimentos estdo

resumidamente descritos no Esquema 6 e as informagdes acerca dos reagentes utilizados e

suas respectivas quantidades em niimero de mols podem ser visualizadas na Tabela 1.

R, R, R, R,
Ry R, 2 R, R, b c
_
~ K,C0, ~ cs, iyl
DMF, 2h DMF, 2h S S DMF, 24h MeS SMe
46-48

a) Etapa de desprotonag@o dos hidrogenios acidos; 46: R; = CN; R, = COOMe
b) Etapa de adi¢@o do dissulfeto de carbono; 47: R; = CN; R, = COPh
¢) Etapa de alquilacdo dos 4tomos de enxrofre por adi¢do de iodeto de metila 48: R, = R, = CN

Esquema 6: Sintese “one-pot” em trés etapas dos precursores nitrilados 46, 47 ¢ 48.

Fonte: Adaptado de Sangi, 2014
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Tabela 1: Reagentes utilizados para sintese dos intermediarios 46-48 e suas respectivas

quantidades.
Substiancia com K,CO; DMF CS, CH;l
hidrogénios ativos (n° de mol) (mL) (n° de mol) | (m°demol)
46 | 2-cianoacetato de metila 0,03 40 0,03 0,06
47 Benzoilacetonitrila 0,014 16 0,014 0,028
48 Malononitrila 0,03 40 0,03 0,06

Apbés as vinte e quatros horas sob agitacdo a temperatura ambiente, a reacdo foi
finalizada com adi¢do de diclorometano (CH,Cl,) e a mistura transferida para um funil de
separac¢do, onde recolheu-se a fase inferior que foi submetida a sucessivas extragdes com agua
destilada. Por fim, secou-se a fase organica com sulfato de sodio anidro, seguida de uma
filtracdo simples e remocao do solvente em evaporador rotativo, obtendo-se os respectivos

(Figura 24).

Figura 24: Precursores 46-48 obtidos na forma de solidos amarelos depois de isolados.

Fonte: Proprio autor.

A pureza dos produtos obtidos foi previamente analisada de forma qualitativa
empregando a técnica de cromatografia em camada delgada (CCD). Amostras dos produtos
foram separadas, identificadas e posteriormente enviadas para andlise espectral por
ressondncia magnética nuclear de hidrogénio e carbono (RMN de 'H e C). Os
procedimentos supradescritos foram realizados no laboratério Grupo de Sintese de Compostos
Bioativos (GSCB), sala 104C, do instituto de Ciéncias Exatas (ICEx) da Universidade Federal
Fluminense (UFF), campus Aterrado na cidade de Volta Redonda, RJ.
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Caracterizagdo dos precursores nitrilados 46-48

(o] (o]
'~ MR | MR N
3\4/2\0/5 \9\0/1\3/5\7 2\4/3
I I | | I
NN N N N
l ) L
46 47 48

3,3-bis(metilsulfanil)-2-cianoacrilato de metila (46): S6lido amarelo; Ponto de Fusao (°C):
98-100 (99-102; GOMPPER et al., 1962); Rendimento: 92,0%; Infravermelho (ATR) em™:
2210 (vex), 1720 (Voo ester), 1460-1269 (ve-o), 750 (vs.cus) ; RMN de 'H (500 MHz, CDCls)
8 (ppm): 3,76 (s, 3H, H,) 2,68 (s, 3H, Hy), 2,53 (s, 3H, He); RMN de "*C (126 MHz, CDCl;) &
(ppm): 181,6 (C1), 163,0 (C2), 116,3 (C3) 98,3 (C4), 52,8 (C5), 21,1 (C6), 19,1 (C7).

2-benzoil-3,3-bis(metilsulfanil)-acrilonitrila (47): S6lido amarelo; Ponto de Fusao (°C): 73-
74 (70-71, ELGEMEIE et al., 2017); Rendimento: 83,5%; Infravermelho (ATR) cem’: 3100-
2900 (Ve sp2 aromatico)s 2200 (ve=n), 2000-1700 (bandas harmonicas de aromatico); 1650 e
1600 (Ve=c aromitico); 1420 € 1400 (Vc=c aromatico); 750 € 700 (padrao monossubstituido de anel
aromatico), 600 (vs.cu3) ; RMN de 'H (300 MHz, CDCl) & (ppm): 7,90-7,87 (m, 2H, H,),
7,60-7,54 (tt, J = 7,2 ¢ 1,5 Hz, 1H, Hy), 7,50 — 7,44 (m, 2H, H.), 2,77 (s, 3H, Hy); 2,49 (s, 3H,
H.); RMN de "°C (75 MHz, CDCls) & (ppm): 187,3 (C1), 179,5 (C2), 136,6 (C3), 133,3 (C4),
129,1 (C5 + C6), 128,5 (C7 + C8), 117,5 (C9), 106,0 (C10), 20,2 (C11), 19,6 (C12).

2-((bis-metilsulfanil)metileno-malononitrila (48): Solido amarelo ocre; Ponto de Fusdo
(°C): 76-79 (79-81, BARALDI et al., 2003); Rendimento: 75,0%; Infravermelho (ATR) cm™:
2210 (ven), 1450 e 1400 (vec), 700-600 (vs.cuz); RMN de 'H (300 MHz, CDCl3) & (ppm):
2.75 (s, 6H, H,); RMN de "*C (75 MHz, CDCls) & (ppm): 183,7 (C1), 112,7 (C2 + C3); ndo
observado (C4), 19,2 (C5 + C6).

3.2.2 Procedimento geral para a sintese dos pirazois
Em um tubo de micro-ondas cientifico contendo etanol (3,00 mL) foi preparada uma

solugdo equimolar de cada precursor nitrilado (46-48) previamente preparado e uma dentre as
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quatro espécies nucleofilicas: tiossemicarbazida (49), hidrazina hidrato (50), fenil-hidrazina
(51) e metil-hidrazina (52) (Esquema 07). Apds uma homogeneizagdo prévia da solucdo, o
tubo foi vedado e inserido em forno de micro-ondas cientifico ajustado com os parametros de
temperatura ¢ tempo para 80 °C e trinta minutos. A rea¢ao foi acompanhada por CCD em
intervalos de dez minutos para verificar o progresso da reagdo. Utilizou-se uma mistura de
eluentes entre diclorometano e acetato de etila (2:1) como fase mével e cromatofolhas de

silica gel como fase estacionaria.

R
IS
R R I\\I R
1 2 5
Ry, _NH, MO, 0,5h New
‘ + N EtOH
H R
MeS SMe 4
49-52
46-48 53-62

R Ry Rs Rg
49: R, = CSNH, (Ti . 53 | CSNH, SMe COOMe NH,
b N R — ‘R3y= » (Tiossemicarbazida 54 H SMe COOMe NH,
33 ? B SII:II’ Ez B Egg}l:ﬂe 50: R; = H (Hidrazina hidrato) 55 Ph SMe COOMe  NH,

PRI TN R 51: R; = Ph (Fenil-hidrazina) 56 | CSNH, SMe  CN Ph

48: R =R, =CN o . 57 H SMe CN Ph

52: Ry = Me (Metil-hidrazina) 58 Ph SMe CN Ph

59 Me SMe CN Ph
60 CSNH, SMe CN NH,
61 H SMe CN NH,
62 Ph SMe CN NH,

Esquema 7: Sintese dos pirazois.

Fonte: Proprio autor.

Passados 30 minutos sob irradiagdo com micro-ondas os pirazois foram obtidos na
forma solida (Figura 25) apds serem filtrados a vacuo, lavados com etanol gelado e

recristalizados também em etanol.

Figura 25: Pirazois 53-62 obtidos na forma sdlida e com coloragdo variada apds filtragem &
vacuo e recristalizagao em etanol.

Fonte: Proprio autor.
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Caracterizagdo dos pirazois 53-62

HzN\ ﬁ HzN\ ﬁ T/ \ﬁ NH,
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5- amino-1-carbamotioil-3-metilsulfanil-1H-pirazol-4-carboxilato de metila (53): Solido
amarelo claro; Ponto de Fusdo (°C): 189-191; Rendimento: 82,3%. Infravermelho (ATR) v
cm™': 3450 € 3410 (VN-H amina primésia fivie); 3315 € 3270 (VN- amina priméria conjugada); 1860 (V=0 éster
conjugado com anel aromitico); 1300-1000 (V.0 de ester); 700-600 (vs.cu3). RMN 'H (500 MHz, DMSO-
de) & (ppm): 9,76 (s, 2H, H,), 9,14 (s, 2H, Hy), 3,73 (s, 3H, H.), 2,46 (s, 3H, Hg). RMN “C
(126 MHz, DMSO-d¢) 6 (ppm): 176,6 (C1), 163,4 (C2), 155,0 (C3), 151,9 (C4), 92,5 (C5),
51,3 (C6), 128,0 (C7).

5-amino-3-metilsulfanil-1H-pirazol-4-carboxilato de metila (54): S6lido marrom; Ponto de
Fusao (°C): 171-174; Rendimento: 86,2%; Infravermelho (ATR) cm™: 3450 e 3300 (VN-H amina
priméria); 1750 (Ve=0 ¢ster); 1350-1000 (V-0 éster); 700-600 (vs.crz). RMN 'H (500 MHz, DMSO-
de) & (ppm): 6,27 (s, 1H, H,), 3,67 (s, 2H, Hy), 2,34 (s, 3H, H.). RMN *C (126 MHz, DMSO-
ds) O (ppm): 164,1 (C1), 153,4 (C2), 147,6 (C3), 91,9 (C4), 50,7 (C5), 12,9 (C6).

5-amino-1-fenil-3-metilsulfanil-1H-pirazol-4-carboxilato de metila (55): Soélido branco
aperolado; Ponto de Fusdo (°C): 118-120 (114-115, GOMPPER et al., 1962) ; Rendimento:
74,7%; Infravermelho (ATR) cm™': 3340 e 3320 (VN-H amina primaria); 3100-3000 (Vc-H sp2 aromitico)s
2000-1700 (bandas harmoénicas de aromatico); 1680 (Vc=0 éster conjugado com anel aromatico); 1600 €
1460 (Vc=c aromatico); 1300-1000 (Voo éster); 900-800 (S aromatico); 750 € 690 (padrao de anel
monossubstituido); 700-600 (vs.cuz). RMN 'H (500 MHz, DMSO-dg) & (ppm): 7,55 (d, 4H, J
=3.9 Hz, Ha), 7,54 (m, 1H, Hy), 6,41 (s, 2H, H,), 3,74 (s, 3H, Hy), 2,40 (s, 3H, H,). RMN "*C
(126 MHz, DMSO-d¢) 6 (ppm): 164,0 (C1), 151,4 (C2), 149,3 (C3), 138,2 (C4), 129,9 (C5),
128,0 (C6 + C7), 124,2 (C8 + C9), 92,9 (C10), 51,1 (C11), 12,8 (C12).
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4-ciano-3-metilsulfanil-5-fenil-1H-pirazol-1-carbotioamida (56): Solido amarelo; Ponto de
Fusao (°C): 123-127; Rendimento: 72,0%; Infravermelho (ATR) cm’™: 3460 e 3380 (VN-H amina
priméria); 2300 (ve=n); 1600 € 1500 (Ve=c aromatico); 750 € 690 (padrdo de anel monossubstituido);
700-600 (vs.ci3). RMN 'H (500 MHz, DMSO-dg) & (ppm): 7,72-7,45 (m, 5H, Has), 2,36 (s,
3H, H.). RMN "C (126 MHz, DMSO-d) & (ppm): 176,4 (C1), 155,9 (C2), 151,4 (C3), 140,4
(C4), 131,4 (C5), 128,6 (C6), 128,4 (C7), 128,0 (C8), 127,7 (C9), 118,8 (C10), 70,9 (C11),
13,9 (C12).

3-metilsulfanil-5-fenil-1H-pirazol-4-carbononitrila (57): Solido bege; Ponto de Fusao (°C):
152-153 (147-149, ELGEMEIE et al., 2017); Rendimento: 81,0%; Infravermelho (ATR) cm”
12300 (ve=n); 1600 e 1550 (Ve=c aromatico); 750 € 690 (padrao de anel monossubstituido); 700-
600 (vs.cu3). RMN 'H (500 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 11,63 (s, 1H, Ha), 7,62 (m, 5H, Hy),
2,72 (s, 3H. Ho). RMN *C (126 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 151,4 (C1), 148,3 (C2), 139,3
(C3), 129,0 (C4), 128,1 (C5), 127,8 (Co6), 127,5 (C7), 127,3 (C8), 117,0 (C9), 88,9 (C10),
12,8 (C11).

5-metilsulfanil-1,3-difenil-4-carbonitrila (58): Solido branco rosado; Ponto de Fusao (°C):
115-117 (119-120, RUDOREF et al., 1978); Rendimento: 68,9%; Infravermelho (ATR) cem™:
3100-3000 (Vc-H sp2 aromatico); 2225 (Ve=n); 2000-1700 (bandas harmonicas de aromatico); 1600-
1555 e 1450 e 1430 (Vc=c aromatico); 760 € 700 (padrao de anel monossubstituido); 655 (vs.cus).
RMN 'H (500 MHz, DMSO-d) & (ppm): 7,47 — 7,34 (m, 10H, Ha), 2,65 (s, 3H, Hy). RMN
BC (126 MHz, DMSO-dg) & (ppm): 151,3 (C1), 149,7 (C2), 138,6 (C3), 130,9 (C4), 129,7
(C5+C6 +C7+C8),129,6 (C9), 129,5 (C10 + C11), 126,7 (C12 + C13), 126,1 (C14), 113,7
(C15), 92,8 (C16), 14,5 (C17).
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5-metilsulfanil-1-metil-3-fenil-1H-pirazol-4-carbonitrila (59): So6lido amarelo ocre; Ponto
de Fusdo (°C): 85-89; Rendimento: 90,8%; Infravermelho (ATR) em™: 3100-3000 (Ve sp2
aromitico)s 2225 (Ve=n); 2000-1700 (bandas harmonicas de aromatico); 1650-1600 ¢ 1500-1450
(Ve=C aromatico); 760 € 700 (padrao de anel monossubstituido); 655 (vs.cu3). ). RMN 'H (500
MHz, DMSO-dg) 6 (ppm): 7,86 — 7,48 (m, 5H, Ha), 3,98 (s, 3H, Hy); 2,60 (s, 3H,H.). RMN
13C (126 MHz, DMSO-dg) & (ppm): 1518 (C1), 144,1 (C2), 130,7 (C3), 130 (C4 + C5), 12,6
(Co), 126,4 (C7 + C8), 114,9 (C9), 93,8 (C10), 38,1 (C11) 18,4 (C12).

HN HN NH,
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5-amino-4-ciano-3-metilsulfanil-1H-pirazol-1-carbotioamida (60): Solido amarelo; Ponto
de Fusdo (°C): 147-151; Rendimento: 74,3%; Infravermelho (ATR) em’™: 3340 e 3250 (VN
amina primiria); 3200 € 3175 (VN-H amina primiria); 2205 (Ve=n); 730-600 (vs.cu3). RMN 'H (500 MHz,
DMSO-de) & (ppm): 8,52 (s, 2H, H4), 6,95 (s, 2H, Hy), 2,54 (s, 3H, He). RMN °C (126 MHz,
DMSO0-dg) 8 (ppm): 181,2 (C1), 150,0 (C2), 145,9 (C3), 113,4 (C4), 76,1 (C5), 18,6 (C6)

5-amino-3-metilsulfanil-1H-pirazol-4-carbonitrila (61): Solido amarelo; Ponto de Fusao
(°C): 149-150 (152, TOMINAGA et al., 1990); Rendimento: 68,4%; Infravermelho (ATR)
em™: 3295 € 3127 (VNH amina priméria); 2290 (Ve=x); 700-600 (vs.ciz). RMN 'H (500 MHz,
DMSO-dg) & (ppm): 12,0 (s, 1H, Ha), 6,41 (s, 2H, Hy), 2,43 (s, 3H, H.). RMN °C (126 MHz,
DMSO0-de) & (ppm): 155,1 (C1), 149,2 (C2), 115,3 (C3), 76,7 (C4), 14,3 (C5).

5-amino-3-metilsulfanil-1-fenil-1H-pirazol-4-carbonitrila (62): So6lido na forma de cristais
translucidos; Ponto de Fusdo (°C): 129-134 (136, TOMINAGA et al., 1990); Rendimento:
77,4%; Infravermelho (ATR) cm™: 3450 e 3330 (V. amina priméria); 2305 (ve=n); 1620 e 1550
(Ve=c aromatico); 750 € 690 (padrao de anel monossubstituido); 700-600 (vs.cy3). RMN 'H (500
MHz, DMSO-ds) & (ppm): 7,47 (m, 5H, H4), 6,70 (s, 2H, Hy), 2,46 (s, 3H, H.). RMN °C (500
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MHz, DMSO-dg) & (ppm): 152,7 (C1), 149,5 (C2), 137,4 (C3), 130,6 (C4 + C5), 128,6 (C6),
124,6 (C7 + C8), 114,5 (C9), 73,9 (C10), 13,8 (C11).

3.3 Triagem in silico dos pirazois

Foram utilizados os softwares CLC-Pred ¢ AdmetSAR empregando um método de
representacdo das estruturas quimicas denominado SMILES (do inglés Simplified Molecular-
input Line-entry System), para a avaliagdo in silico do potencial de toxicidade, da toxicidade
oral aguda, da carcinogenicidade e outros aspectos (LAGUNIN et al., 2018; FILIMOV et al.,
2014; CHENG et al., 2012; WEININGER, 1988). A Tabela 2 ilustra todos os SMILES que

foram utilizados neste trabalho.

Tabela 2: SMILES e estrutura molecular dos pirazodis

Composto, SMILES e estrutura quimica
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3.4 Ensaios Biolégicos

3.4.1 Analise de toxicidade com Artemia salina

O ensaio de toxicidade com Artemia salina foi realizado segundo a metodologia
descrita por Meyer et al. (1982). Preparou-se uma solu¢ao salina artificial na concentragao de
30 g.L"' cuja composicio foi de 48 g de NaCl, 3 g de CaCl,.2H,0, 0,20 g de KBr, 1,40 g de
KCl, 8 g de Na,SOy4, 0,4 g de NaHCOs3 e 22 g de MgCl,.6H,0 para 2 L de dgua destilada, e
ajustou-se o pH entre 8-9 (LIBRALATO et al., 2016). Colocaram-se os cistos (3 g) em placas
de seis pocos contendo 5 mL da solugdo por pogo mantendo-os em temperatura ambiente com
iluminacdo parcial e aeracdo por um periodo de 24 horas para que os mesmos eclodissem.
Apoés este tempo, os nduplios foram transferidos para placas de 24 pogos na presenga ou
auséncia dos compostos. Os ensaios com os piraz6is foram realizados em duplicatas em
quatro concentracdes distintas, sendo elas de 25, 50, 100 e 200 uM. Como controle foram
utilizados nauplios mantidos somente em solugdo salina e nauplios tratados com a mistura de
solugdo salina e DMSO (0.4 e 4%). Aguardou-se o tempo de 24 horas de incubagdo para
realizar a avaliacdo de sobrevivéncia dos nauplios, que foram observados com auxilio de
microscopio estereoscopico. Foram considerados nauplios mortos aqueles sem movimentos
internos ou externos por um tempo de 10 segundos (CARBALLO ef al., 2002). A partir da
formula a seguir, dada pela relagdo entre o nimero de nauplios mortos observados apos o
periodo de incubacdo e o total de nduplios colocados no pogo, foi possivel calcular a taxa de

mortalidade (WAGHULDE, KALE e PATIL, 2019).

) n°® de nduplios mortos
Taxa de mortalidade = x 100
n° total

O célculo da dose letal para 50% da populagdo (DLs) foi feito utilizando o software
GraphPadPrism 8, onde se considerou baixa toxidade os valores de DLsy menores que 25 uM

€ muito toxico os valores acima de 100 uM.

3.4.2 Avaliagao da viabilidade celular
As células Jurkat, uma linhagem de células T leucémicas cuja origem ¢ o sangue
periférico de um jovem paciente portador de LLA (MIYOSHI et al., 1981; HAMANO et al.,

2012) foram cultivadas na concentra¢io de 2 x 10° células/mL em garrafas plasticas propria
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para o cultivo celular. Utilizou-se como meio de cultura Roswell Park Memorial Institute
(RPMI) suplementado em 10% do volume com soro fetal bovino (SFB) inativado e 100 U/mL
de penicilina-estreptomicina. As células foram incubadas em triplicata e cultivadas a 37 °C
em atmosfera imida com 5% de CO; na presenca ou auséncia dos pirazoéis (1,56 a 100 puM).
Os controles foram feitos a partir de células tratadas com DMSO (0,2 e 2%) e células tratadas
somente com RPMI, enquanto que para o branco foram utilizados pocos contendo somente o
meio. A viabilidade celular foi analisada por meio do ensaio MTT (brometo de 3-4,5-dimetil-
tiazol-2-il-2,5-difeniltetrazolio) apés um periodo de 72 horas de tratamento com os pirazois.
Neste ensaio, foi analisada a capacidade que as células vidveis t€ém de metabolizar o MTT e
formar cristais de formazana que apresentam a coloragdo purpura. Para cada poco foram
pipetados 20 pL de MTT na concentragdo de 5 mg mL™" aguardando um periodo de incubagio
de 3 horas. Ao término deste tempo, as células foram centrifugadas a 250 g por um periodo de
cinco minutos, o sobrenadante desprezado e os cristais de formazana dissolvidos em 200 pL
de DMSO. Por fim, em espectrofotdometro para microplacas, realizou-se a leitura por

colorimetria no comprimento de onda de 490 nm.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Sintese dos Precursores Nitrilados (46 — 48)

Inicialmente, este trabalho consistiu nas sinteses dos precursores nitrilados (46-48) a
partir de uma reagdo “one-pot” em trés etapas consecutivas sem isolamento dos
intermediarios (SANGI et al., 2016).

Na primeira etapa destas reacdes foi explorado o carater 4cido dos hidrogénios a ao
grupo nitrila em uma tipica reacdo acido-base, onde se utilizou carbonato de potéassio para
desprotonacdo destes hidrogénios. Nesta etapa, um par de elétrons ndo compartilhados do ion
carbonato presente em solu¢do promoveu a abstragdo de um dos hidrogénios a, levando a
formacdo da espécie anionica (Esquema 08). Visualmente observou-se a mudanca da
coloragdo da mistura reacional, que passou de esbranquicada para um tom laranja

avermelhado.
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Esquema 8: Etapa [ — Reacdo de desprotonagado.

Apos a desprotonagdo do primeiro hidrogénio ativo, foi adicionado dissulfeto de
carbono a mistura reacional, iniciando a segunda etapa. Nesta, o par de elétrons nao
compartilhados do carbanion formado anteriormente, promoveu o ataque nucleofilico ao
atomo de carbono parcialmente positivo do dissulfeto de carbono, como consequéncia da
maior eletronegatividade dos enxofres aos quais se encontra ligado. Na sequéncia, o segundo
hidrogénio foi desprotonado seguindo o mesmo mecanismo proposto na primeira reagao, isto
¢, a partir do ataque de um par de elétrons ndo compartilhado presente no ion carbonato em

solucao (Esquema 09).

K+
O : O.
10 K"
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NC R
NE AR “ DMF
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R: Grupos retiradores
de elétrons (COOMe,
COPh ou CN)

Esquema 9: Etapa II — adi¢do de dissulfeto de carbono e desprotonagdo do segundo

hidrogénio.

A terceira etapa da obtengdo “one-pot” dos precursores nitrilados, consistiu em uma
alquilacdo dos atomos de enxofre por adicdo de iodeto de metila. Esta reacdo se deu por um

mecanismo de substitui¢do nucleofilica bimolecular (Sy2) em que o iodeto de metila atuou
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como eletrofilo e os sulfetos atuaram como centros nucleofilicos promovendo a substitui¢ao

(Esquema 10).

NC R DMF NC R

‘ TA, 24h agitagdo

.. .. H,C CH,
.S” NS 67 s/
46: R = COOMe
47:R = COPh
H,C—1
b CH Y 48:R=CN

EsquemalO0: Etapa III — alquilagdo dos atomos de enxofre por adicdo de iodeto de metila.

Ap6s realizar uma extragdo com diclorometano e sucessivas lavagens com agua
destilada em um funil de separagdo, a fase organica foi seca com sulfato anidro, garantindo a
remocdo de qualquer resquicio de dgua, e submetida a uma filtracdo simples. O filtrado foi
recolhido e, entdo, levado ao rotaevaporador para remocdo do solvente remanescente, onde se
observou, apds algum tempo, a formacdo de s6lidos amorfos e coloracdo variando entre o
amarelo e o ocre.

ApoOs terem suas respectivas massas aferidas, foi possivel verificar que os precursores
nitrilados foram obtidos com bons rendimentos, tendo sido eles de 92%, 83,5% e 75% para os
compostos 46, 47 e 48, respectivamente (Figura 26). Esses valores, bem como os pontos de
fusdo observados experimentalmente e aqueles descritos na literatura, podem ser observados

na tabela 3.

INC
L

46 (Rend. 92%) 47 (Rend. 83,5%) 48 (Rend. 75%)

CN:
s:,'

Figura 26: Precursores nitrilados obtidos e seus respectivos rendimentos.
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Tabela 3: Valores de pontos de fusdo (°C) determinados experimentalmente e descritos na

literatura para os compostos nitrilados 46-48 e seus respectivos rendimentos.

Precursor Ponto de Fusao (°C) | Ponto de Fusao (°C)
Rendimento (%)
Nitrilado Experimental Literatura
46 92 98-100 99-102°
47 83,5 73-74 70-71°
48 75 76-79 79-81°

* GOMPPER et al., 1962, " ELGEMEIE et al., 2017;  BARALDI et al., 2003.

4.2 Caracterizacio dos Precursores Nitrilados (46-48)

Os precursores nitrilados obtidos foram submetidos a técnicas espectroscopicas no
intuito de terem suas respectivas estruturas confirmadas. Assim, foram realizadas analises de

infravermelho (IV), ressonancia magnética nuclear (RMN) de 'Hede “C.

4.2.1 Caracterizagao por Infravermelho (IV)

Os espectros no infravermelho obtidos permitiram a observagao de bandas de absorc¢ao
importantes € comuns aos trés precursores nitrilados, sendo essas compativeis com a presenca
de grupos funcionais que eram esperados. Deste modo, para cada um dos trés compostos, foi
observada uma banda de média a alta intensidade, relativamente fina e compreendida entre
2220 cm™ e 2210 cm™, compativeis com a presenca do grupo funcional nitrila (Figura 27a).
Observaram-se, também, um conjunto de bandas finas e de intensidade varidvel entre 750 cm”

e 600 cm’1, que sugeriram a presenca de grupos metilsulfanil (Figura 27b).
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Figura 27: a) Recorte dos espectros de IV na faixa de 2500 cm™ a 2100 cm™ com destaque
em azul para bandas de absor¢do compativeis com estiramento C=N em 2210 cm™, 2220 cm™
e 2210 cm™ dos compostos 46, 47 e 48, respectivamente; b) Recorte dos espectros de IV na
faixa de 900 cm™ a 500 cm™ com destaque em rosa para os conjuntos de duas ou mais bandas

compativeis com estiramento S-CHj3 entre 750 cm™ e 600 cm™.

Para os compostos 46 e 47, os espectros de IV mostraram uma banda de média a alta
intensidade e no aspecto relativamente fino em 1720 cm’! e em 1650 cm'l, respectivamente,
sugerindo um estiramento C=0O (Figura 28). A absor¢do em menor comprimento de onda,
observada para o estiramento C=0 no composto 47, quando comparado ao valor observado
deste estiramento no composto 46, pode ser explicada pela conjuga¢dao com o anel aromético
havendo efeito doador de elétrons por ressonancia. Essas bandas de absor¢ao, como esperado,

estdo ausentes no composto 48.
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Figura 28: Recorte dos espectros de IV na faixa de 2900 cm™ ¢ 1500 cm™ com destaque em
cinza para bandas de absorgdo compativeis com estiramento C=0 em 1720 cm™ e em 1650

cm’ para os compostos 46 ¢ 47, respectivamente.

4.2.2 Caracterizacdo por Ressonancia Magnética Nucelar de 'H (RMN'H)

Os espectros de RMN de 'H também mostraram alguns sinais comuns aos trés
precursores com pequenas variagdes em seus respectivos deslocamentos quimicos. Foram
observados, para os trés intermediarios, simpletos entre 2,77-2,49 ppm. Estes sinais foram
compativeis com deslocamentos quimicos referentes aos hidrogénios metilicos. Nos casos dos
compostos 46 e 47 foram observados dois simpletos, sendo cada um deles integrado para trés
hidrogénios. Devido a diferenca de ambientes quimicos em que os grupos metilsulfanil se
encontravam, era esperado que os espectros mostrassem dois simpletos. Entretanto, o
composto 48 mostrou em seu espectro um Unico singleto, cuja integracdo foi de 6

hidrogénios, j& que esses grupos se encontram em um mesmo ambiente quimico.
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Figura 29: a) Espectros de RMN de 'H dos precursores nitrilados 46-48 na faixa 2,15-2,90
ppm mostrando sinais atribuidos aos grupos metilsulfanil (S-CHj3); b) Estrutura do precursor

nitrilado 48 com destaque para o plano de simetria ao longo da dupla ligacao vinilica.

Considerando a diferenga estrutural entre os precursores nitrilados, os espectros de
RMN de 'H mostraram algumas particularidades. Assim, no caso do composto 46, foi
observado um simpleto em 3,76 ppm integrado para trés hidrogénios, que se encontrava
ausente no espectro do composto 47. Este sinal foi compativel com o deslocamento quimico
relacionado a presenga de nucleos de H ligados a 4tomo de carbono no qual se liga um atomo
de oxigénio de um grupo éster, ou seja, uma metoxila. J& o composto 47 mostrou sinais na
forma de multipleto entre 7,90-7,47 ppm que, juntos integraram para cinco hidrogénios. Estes
sinais se encontravam na regido de aromaticos e estavam ausentes no espectro do composto
46. Deste modo, dado o valor de sua integracdo e do deslocamento quimico, foi possivel

atribuir a presenga de um anel monossubstituido em 47 (Figura 30).
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Figura 30: Comparagio entre os espectros de RMN de 'H dos intermediarios 46 ¢ 47
evidenciando a manutencao dos sinais atribuidos aos grupos metilsulfanil, indicado pela tarja
azul, e troca do sinal da metoxila em 46 por sinais de aromaticos em 47, indicados pela figura

tracejada.

A expansio do espectro de RMN de 'H na regido de aromaticos para o intermediario
47 permite observar um padrao de multipleto disposto em trés grupos distintos, caracteristico
de anel monossubstituido (Figura 31). A carbonila conjugada (C=0O) atua como grupo
retirador de elétrons diminuindo a densidade eletronica sobre as posigdes orto (0) e para (p) e,
como consequéncia, foi possivel observar os sinais com maior deslocamento quimico para
estes nucleos, ou seja, estdo mais desblindados em relagdo ao ntcleo de hidrogénio na posigao

meta (m).
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Figura 31: Expansdo do espectro de RMN de 'H para o intermediério 47 na regido entre 7,95-

7,40 ppm correspondente aos hidrogénios de anel aromatico.

4.2.3 Caracterizacdo por Ressonancia Magnética Nuclear de Bc (RMNBC)

Em relagio aos espectros de RMN de "°C foi possivel observar alguns sinais comuns
aos trés precursores nitrilados com variacao de seus deslocamentos quimicos. Observaram-se
entre 19,1-21,1 ppm sinais caracteristicos de metila ligada a enxofre confirmando, portanto, a
presenca dos grupos S-CH; Em 46 e 47, estes sinais estavam dispostos aos pares, devido aos
ambientes quimicos diferentes, ao passo que para 48 estes grupos estavam em um mesmo
ambiente quimico gerando um sinal tnico. Os carbonos vinilicos na posi¢ao 3 aos grupos S-
CH; foram atribuidos aos sinais entre 98,3-106,0 ppm para os intermediadrios 46 ¢ 47,
entretanto, nio foi possivel observa-los no espectro de RMN de °C para o intermediario 48.
Os sinais correspondentes as nitrilas (C=N) foram atribuidos com deslocamentos quimicos na
faixa de 112,7-117,5 ppm e os carbonos vinilicos a aos grupos S-CHj; puderam ser observados

com deslocamentos quimicos entre 179,5-183,7 ppm (Figura 32).
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Figura 32: Sobreposicdo dos espectros de RMN de C para os intermediarios 46-48 com

destaque para presenca de grupos comuns a eles.

Os precursores nitrilados 46 ¢ 47 apresentaram uma particularidade estrutural em
relacdo a 48, devido a presenga da carbonila (C=0) em ambas as estruturas. A sobreposicao
de seus espectros de RMN de "°C permitiu observar sinais atribuidos a este grupo em 163,0
ppm e em 183,7 ppm, respectivamente, para 46 e¢ 47 (Figura 33). Atribuiu-se o maior
deslocamento quimico da C=0O cetonica em 47, & conjugacdo com o anel aromatico cuja
corrente de elétrons do sistema m provoca o efeito de anisotropia desblindando, assim, este
nucleo em relagdo a carbonila de éster em 46. Além disso, um sinal em 52,8 ppm para 46 foi
atribuido a metila ligada ao oxigénio que, por ser mais eletronegativo em relacao carbono,
desloca a nuvem eletronica a seu favor e desblinda o niicleo do carbono metilico. Foi possivel
observar para 47, a presenca de quatro sinais na regido de aromadticos entre 136,6 e 128,5
ppm, um padrao tipico de anel aromatico monossubstituido, uma vez que os carbonos orto e
meta sao duplicados por simetria. Dentre estes sinais, atribui-se ao carbono ipso (i) o sinal de

menor intensidade decorrente de seu longo tempo de relaxagao.
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Figura 33: Espectros de RMN de "°C para os intermediarios 46 ¢ 47 com destaque para os

sinais dos grupos C=0, C=C sp” em anel aromatico ¢ O-CH.

A Tabela 4 mostra, resumidamente, os valores de deslocamentos quimicos de

hidrogénio (dy) e de carbono (3¢) observados para os precursores nitrilados 46-47.

Tabela 4: Deslocamentos quimicos de 'H e °C, em ppm, observados para o precursor

nitrilado 46.
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4.3 Sintese dos Pirazéis (53 - 62)

A segunda fase deste trabalho consistiu na sintese e caracterizacao de dez compostos
pirazolicos (53 — 62) a partir dos precursores nitrilados (46 — 48), preparados anteriormente, e
quatro compostos nucleofilicos, sendo eles a tiossemicarbazida (49), a hidrazina hidrato (50),
a fenil-hidrazina (51) e a metil-hidrazina (52).

O mecanismo de sintese sugerido tem seu inicio com o ataque nucleofilico ao carbono
vinilico em posicdo o aos grupos metilsulfanil, promovido pelo par de elétrons nao
compartilhado do nitrogénio terminal nas espécies nucleofilicas (Figura 34a-c, destaque tarja
azul). Simultaneamente, a dupla ligagdo entre os carbonos vinilicos ¢ rompida de modo que,
por efeito de ressonancia, a carga negativa resultante fique localizada no oxigénio carbonilico
no caso dos compostos 46 ¢ 47 (Figura 34a-b, destaque tarja lilds) ou no nitrogénio da nitrila
no caso do composto 48 (Figura 34c, destaque tarja verde).

Posteriormente, ocorre o retorno do par de elétrons por ressonancia, reestabelecendo a
dupla ligagdo vinilica com elimina¢do de um dos grupos metilsulfanil (Figura 34a-c, destaque
tarjas lilds e verde). A saida deste grupo se d4 com uma carga negativa sobre o enxofre
possibilitando, deste modo, a desprotonacdo de um dos hidrogénios ligados ao nitrogénio
positivo e, assim, reestabelecendo sua neutralidade.

A ciclizagdo com a formagdo dos anéis pirazélicos ocorre a partir de um segundo
ataque nucleofilico, agora promovido pelo par de elétrons ndo compartilhados sobre o
segundo nitrogénio. Os pirazdis obtidos a partir dos compostos 46 ¢ 48 (53, 54, 55, 60, 61 ¢
62) tiveram esse ataque ocorrido no carbono da nitrila (Figura 34a e 34c, destaque tarja rosa),
ao passo que aqueles cuja origem foi o composto 47 (56, 57, 58 e 59), formaram-se a partir do

ataque ao carbono carbonilico (Figura 34b, destaque tarja cinza).
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Figura 34: Esquemas mecanisticos sugeridos envolvendo os ataques dos nucleodfilos
propostos para obtengdo dos compostos a) 53-55, b) 56-59 e c¢) 60-62 a partir dos precursores

nitrilados 46, 47 e 48, respectivamente.

Assim como para seus precursores nitrilados, os pirazois obtidos também tiveram seus
pontos de fusdo determinados experimentalmente e os respectivos valores comparados
aqueles quando descritos na literatura. Contudo, dado seu ineditismo, os compostos 56 ¢ 59
ndo apresentavam, at¢ o momento, valores de referéncia e, embora ndo inéditos, os compostos
53, 54 e 60, ndo tiveram seus valores de ponto de fusdo descritos na literatura.

As sinteses dos pirazois 60, 61 e 62, além da metodologia utilizada com o uso de
micro-ondas cientifico, também foram realizadas por meio de refluxo em etanol visando
comparar os rendimentos obtidos por ambas as metodologias. Neste caso, pode-se observar
que a metodologia empregada pouco influenciou nos rendimentos obtidos, uma vez que a
variagdo dos valores para uma ou outra metodologia se mostrou praticamente desprezivel.
Contudo, ao analisar o tempo de reagdo, observou-se uma consideravel vantagem da sintese
assistida por micro-ondas em relagdo a metodologia convencional por refluxo, sendo ele de

0,5 hora e 24 horas, respectivamente.
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Além de o tempo de reacdo ser consideravelmente menor na metodologia de sintese
assistida por micro-ondas, esta se mostrou de acordo com os principios da Quimica Verde,
uma vez que o volume de solvente empregado foi significativamente reduzido.

A tabela 5 mostra os valores de pontos de fusao obtidos experimentalmente e aqueles
encontrados na literatura, bem como os respectivos rendimentos com a distingdo da técnica

empregada no caso dos pirazois 60-62.

Tabela 5: Valores de rendimentos para as sinteses assistidas por micro-ondas dos pirazois 53-
62 e por refluxo dos pirazois 60-61 bem como seus pontos de fusdo determinados

experimentalmente e os valores descritos na literatura.

Rendimento (%)
Ponto de Fusao Ponto de Fusao
Pirazol | Micro-ondas Refluxo
(°C) Experimental (°C) Literatura
(0,5h) (24 h)

53 82,3 - 189-191 Nao relatado
54 86,2 - 171-174 Nao relatado
55 74,7 - 118-120 114-115°
56 72,0 - 123-127 Inédito
57 81,0 - 152-153 147-149°
58 68,9 - 119-120 115-117¢
59 90,1 - 85-89 Inédito
60 70,3 69,7 147-151 Nao relatado
61 68.4 70,0 149-150 Nao relatado
62 77,4 75,0 129-134 1369

* GOMPPER, 1962, " ELGEMEIE, 2017, “RUDORF, 1978, “TOMINAGA, 1990.

4.4 Caracterizacao dos Pirazois 53-62

4.4.1 Caracterizacdo por Infravermelho (IV)
Os espectros no infravermelho revelaram bandas de absor¢do comuns aos dez pirazois
obtidos. Assim, foi possivel observar um conjunto de bandas relativamente finas, cujas

intensidades variaram de média a alta, situado entre 730 cm™ e 600 cm™. Tal conjunto de
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bandas ¢ compativel com o estiramento S-CH3 e sugerem a presenca de grupos metilsulfanil

provenientes de seus respectivos precursores nitrilados (Figura 35).

Figura 35: Recorte dos espectros de infravermelho (700-500 cm™) com destaque para as
bandas atribuidas ao substituinte metilsulfanil (SMe) ligado ao anel pirazolico na posi¢do 3 e

presentes nos pirazois 53-62.

O primeiro grupo de pirazois, isto €, os compostos 53-55, obtidos a partir do precursor
46, apresentou em seus espectros de IV bandas estreitas e de alta intensidade em 1760 cm™,
1750 cm™ e 1680 cm™, respectivamente. Essas bandas foram compativeis com estiramento de
C=0 de carbonila de éster (Figura 36, destaque tarja rosa) e confirmadas pela presenca de um
conjunto de bandas compativeis com estiramento C-O situado entre 1350 cm™ e 1000 cm™

(Figura 36, destaque tracejado vermelho).

70



Figura 36: Recorte dos espectros de infravermelho (1900-900 cm™) com destaque para as
bandas atribuidas a carbonila (destaque rosa) e para as bandas atribuidas ao estiramento C-O

de éster (destaque tracejado vermelho), presente2 no pirazodis 53-55.

O pirazol 53 revelou em seu espectro de IV dois pares de bandas relativamente finas e
com intensidades distintas entre si, situadas entre 3450 cm™ e 3270 cm™ e compativeis com
estiramento N-H de aminas primarias. Atribuiu-se, neste caso, um par para a presenca da
amina ligada ao anel pirazélico na posi¢ao 5 e o outro a amina do grupo tioamida, proveniente
da tiossemicarbazida (Figura 37, destaque tarja azul). J4 para os pirazois 54 e 55, foi
observado para cada um apenas um bar de bandas, sendo elas em 3450 cm™ ¢ 3330 cm™ ¢ em

3340 cm™ e 3320 cm™, respectivamente (Figura 37, destaque tarja rosa).

Figura 37: Recorte dos espectros de infravermelho (3700-3300 cm™) com destaque para as

bandas atribuidas a estiramentos N-H de aminas primarias, presentes no pirazois 53-55.

Bandas situadas imediatamente acima da regido de 3000 cm™, observadas no pirazol

55, foram atribuidas a estiramentos C-H de carbonos sp® em anel aromético (Figura 38a,
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destaque tarja rosa), cuja presenga foi corroborada pelas bandas harmoénicas de aromatico
entre 2000 cm™ ¢ 1700 cm™ (Figura 38a, destaque tarja azul). Além disso, um par de bandas
estreitas e intensas em 760 cm™ e em 690 cm™ sugere um padrio de substituicio de anel

aromatico do tipo monossubstituido (Figura 38b).

Figura 38: Recorte do espectro de IV para o pirazol 55 entre a) 3100-1700 cm™ com
destaque para bandas atribuidas a estiramento C-H em carbono sp® de anel aromatico
(destaque tarja rosa) e bandas harmonicas de aromatico (destaque tarja azul); e entre b) 900-
500 cm™ com destaque para bandas de padrido monossubstituido de anel aromatico (destaque

tarja lilas).

O segundo grupo de pirazdis, compostos 56-59, correspondeu a aqueles cujo precursor
nitrilado foi o composto 48. Seus espectros no IV também mostraram algumas similaridades
entre si, como as bandas estreitas de média a alta intensidade situadas em 2300 cm™, no caso
dos compostos 56 ¢ 57, ¢ em 2225 cm™, para os compostos 58 ¢ 59. Tais bandas sio
compativeis com estiramento C=N e, portanto, foram atribuidas a presenca de grupos nitrila

(Figura 39).
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Figura 39: Recorte dos espectros de IV (2300-2100 cm™) com destaque para bandas

atribuidas ao estiramento C=N (tarja verde), presentes nos pirazois 56-59.

Ainda sobre os pirazois 56-59, foram observadas bandas imediatamente acima da
regidio de 3000 cm™, sugerindo a presenca de estiramento C-H em carbonos do tipo sp” de

anel aromatico (Figura 40).

Figura 40: Recorte dos espectros de IV (3100-2900 cm™) com destaque para bandas
imediatamente acima de 3000 cm™ compativeis com estiramento C-H em carbono sp® de
aromaticos.
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A presenca do anel aromatico nos pirazois 56-59 se reforca pelos de pares de bandas
estreitas e intensas observadas em seus respectivos espectros entre 1650 cm™ ¢ 1430 cm,
uma vez que estas sdo compativeis com estiramento C=C de anel aromatico. Além disso,
pares de bandas, também de aspecto fino e intenso entre 760 cm™ e 690 cm™, sugerem um

anel aromatico monossubstituido (Figura 41).

Figura 41: Recortes dos espectros de IV entre 1700-700 cm™ dos pirazois 56-59 com
destaque para as bandas atribuidas a estiramentos C=C de anel aromatico (destaque tarja lilas)

bem como pares de bandas compativeis com anel monossubstituido (destaque tracejado azul).

O composto 56 apresentou em seu espectro de IV um par de bandas relativamente

estreita e de média intensidade, sendo elas em 3460 cm™ e em 3380 cm™ que foram atribuidas
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ao estiramento N-H de aminas primadrias, neste caso relacionado ao grupo NHj; da tioamida

proveniente da tiossemicarbazida (Figura 42).

Figura 42: Recorte do espectro de IV entre 3700-300 cm” com destaque para um par de
bandas (tarja verde) compativel com estiramento N-H em aminas primarias.

Fonte: Proprio autor.

O terceiro e ultimo grupo de pirazodis foi obtido a partir do precursor nitrilado 48 e
corresponde aos compostos 60-62. Em seus espectros de IV, assim como nos espectros dos
pirazdis obtidos a partir do precursor nitrilado 47, foram observadas bandas estreitas e
intensas em 2205 cm™', 2290 cm™ e 2305 cm™', respectivamente para 60, 61 e 62. Tais bandas

sdo compativeis com estiramento C=N e foram atribuidas a grupos nitrila (Figura 43).

Figura 43: Recorte dos espectros de IV (2300-2100 cm™) dos pirazdis 60-62 com destaque

para bandas compativeis com estiramento de C=N.
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O composto 60 apresentou em seu espectro de IV dois pares de bandas entre 3340 cm’
"¢ 3175 cm™ que, embora parcialmente sobrepostas, foram facilmente distintos entre si
(Figura 44, destaque rosa). Os valores de absor¢do e aspectos dessas duas bandas foram
compativeis com estiramento N-H de aminas primarias e foram, portanto, atribuidos ao grupo
amina na posicao 5 do anel pirazélico e ao grupamento NH; da fun¢do amida proveniente da
tiossemicarbazida. Da mesma forma, os compostos 61 e 62 também apresentaram em seus
respectivos espectros de IV bandas que foram atribuidas a estiramento N-H de aminas

primarias. Contudo, seus espectros mostraram apenas um unico par de bandas, sendo eles em

3295 cm™ ¢ 3125 cm™ para 61 ¢ em 3450 cm™ e 3330 cm™ para 62 (Figura 44, destaque azul).

Figura 44: Recorte dos espectros de IV (3500-3100 cm™) dos pirazois 60-62 com destaque
para pares de bandas (tarjas rosa e azul) compativeis com estiramento N-H de aminas

primarias.

Um conjunto de bandas imediatamente acima da regido de 3000 cm™ sugeriu a
presenca de um anel aromatico no composto 62 proveniente do estiramento C-H em carbonos
sp” aromaticos (Figura 45, destaque tarja rosa). A presenca da estrutura aromatica é reforcada
pelo par de bandas estreitas e intensas em 1620 cm™ e 1550 cm™ (Figura 45, destaque tarja
lilas), compativeis com estiramento C=C de anel aromético bem como do par de bandas
também estreitas e intensas em 750 cm™ ¢ 690 cm™ que sugere um anel monossubstituido

(Figura 45, destaque tarja azul).
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Figura 45: Recortes do espectro de IV para o pirazol 62 nas faixas 3100-2900 cm™ (tarja
rosa), 1700-1500 cm™ (tarja lilas) e 900-500 cm’ (tarja azul) com destaque para bandas
compativeis com os estiramentos de C-H de carbono sp2 e de C=C aromatico e padrao de anel

monossubstituido, respectivamente.

4.4.2 Caracterizagdo por Ressondncia Magnética Nuclear de "H (RMN 'H)

Para todos os pirazois obtidos, foram observados em seus espectros de RMN 'H sinais
em forma de simpleto e integrados para 3 hidrogenios, cujos deslocamentos quimicos
variaram de 2,72 ppm a 2,34 ppm. Estes sinais sdo caracteristicos de nucleos de hidrogénio
ligados a carbono em um grupo S-CHj e, portanto, foram atribuidos ao grupo metilsulfanil

remanescente de seus respectivos precursores nitrilados (Figura 46).
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Figura 46: Recortes dos espectros de RMN 'H (3,00-2,00 ppm) dos pirazdis 53-62
evidenciando singletos integrados para 3 hidrogenios (tarja azul), compativeis com nucleos do
grupo metilsulfanil (substituinte na posi¢ao 3 do anel pirazolico). Setas vermelhas indicam

sinais do solvente (DMSO-dg).

Os espectros referentes aos pirazois 53-55 apresentaram simpletos integrados para 3
hidrogenios e deslocamentos quimicos cuja varia¢ao foi de 3,74 ppm a 3,67 ppm. Estes sinais
foram compativeis a nucleos de hidrogénios diretamente ligados a carbono em um grupo O-
CHj e foram, portanto, atribuidos aos hidrogenios da por¢do metoxila no grupo éster na

posi¢do 4 do anel pirazélico (Figura 47).
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Figura 47: Recortes dos espectros de RMN 'H (4,00-3,00 ppm) dos pirazdis 53-55
evidenciando singletos integrados para 3 hidrogénios (tarja lilas), compativeis com nucleos de

grupo metoxila no grupo éster (substituinte na posi¢do 4 do anel pirazolico).

Para 53, foram observados dois simpletos, cada um integrado para 2 hidrogénios, em
9,76 ppm e em 9,14 ppm. Estes sinais foram atribuidos a ntcleos de hidrogenios ligados a
nitrogénio em um dos grupos amina, sendo eles a amina primdria na posi¢do 5 do anel
pirazdlico e o0 NH; do grupo tioamida oriundo da tiossemicarbazida (Figura 48, tarja rosa). Em
54 e 55, o sinal atribuido aos nticleos de hidrogénio do grupo amina ligado ao anel pirazélico
na posicao 5, foi assinalado em 6,27 ppm ¢ 6,41 ppm, respectivamente (Figura 48, destaque

tarja azul).

Figura 48: Recortes dos espectros de RMN'H para os pirazois 53 (10,00-9,00 ppm, tarja
rosa), 54 e 55 (6,50-5,00 ppm, tarja azul), evidenciando singletos integrados para 2

hidrogénios, compativeis com nicleos em grupos aminas.
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Sinais na forma de multipleto e integrados para 5 hidrogenios foram observados na
regido de aromatico, entre 7,60 ppm e 7,40 ppm, para o pirazol 55, os quais foram atribuidos
aos nucleos de hidrogénio ligados a carbono sp” de anel aromatico (Figura 49, tarja lilas). O
nucleo de hidrogénio diretamente ligado ao anel pirazdlico na posi¢do 1, entretanto, ndo foi

observado no espectro referente ao pirazol 54 (Figura 49).

Figura 49: Estrutura do pirazol 54 (3 esquerda) e recorte do espectro de RMN 'H (7,60-7,35
ppm) evidenciando sinais na forma de multipleto integrados para 5 hidrogénios em regido de

aromatico, compativeis com nticleos de hidrogénio em uma estrutura aromatica (tarja lilés).

Os espectros relacionados aos pirazois 56-59 apresentaram sinais na regido atribuida a
aromaticos. Na forma de multipletos, estes sinais tiveram deslocamentos quimicos que
variaram de 7,72 ppm a 7,31 ppm e integracdo de 5 hidrogénios para 56, 57 ¢ 59 (Figura 50,
destaque em verde), e de 10 hidrogénios para 58, o que nos permitiu, portanto, sugerir a
presenca de dois anéis aromaticos neste ultimo (Figura 50, destaque em rosa). Um destes
anéis, tal como para os pirazois 56, 57 e 59, foi atribuido ao substituinte na posi¢do 5 do anel

pirazdlico e o outro, oriundo da fenil-hidrazina, ao substituinte ligado na posicao 1.
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Figura 50: Recortes dos espectros de RMN 'H na regidio de aromaticos para os pirazéis 56-59
evidenciando sinais na forma de multipletos integrados para 5 hidrogenios (destaque em

verde) e 10 hidrogenios (destaque em rosa), compativeis com nucleos em um anel aromatico.

Um simpleto integrado para 3 hidrogénios em 3,98 ppm foi observado no espectro do
pirazol 59 e atribuido aos nticleos de hidrogénio do substituinte metila na posicdo 1 do anel
pirazolico. Estes nucleos apresentam maiores deslocamentos quimicos em relagao aqueles do
grupo metilsulfanil, neste mesmo composto, por estarem mais desblindados em fungdo da
proximidade com o atomo de nitrogénio da posicdo 1 do anel pirazolico que, ¢ mais

eletronegativo que o enxofre em S-CHj (Figura 51).
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Figura 51: Recorte do espectro de RMN'H para o pirazol 59 evidenciando o simpleto

integrado para 3 hidrogénios em 3,98 ppm, compativel com nicleos em um grupo metila.

Os pirazo6is 60-62 apresentaram em seus espectros um simpleto integrado para 2
hidrogénios, respectivamente em 6,95 ppm, 6,41 ppm e 6,70 ppm. Estes sinais foram,
portanto, atribuido aos nticleos de hidrogénios ligados a nitrogénio no grupo NH, ou seja, ao
substituinte amina na posicdo 5 do anel pirazdlico (Figura 52), tais como aqueles

anteriormente discutidos para os pirazois 53-55.

Figura 52: Recorte dos espectros de RMN'H (7,00-6,00 ppm) dos pirazois 60-62
evidenciando sinais na forma de simpletos integrados para 2 hidrogénios, compativeis com

nucleos de hidrogénio em grupo amina.

O pirazol 61 mostrou em seu espectro um simpleto bastante desblindado em 12,00

ppm e integrado para 1 hidrogénio, o qual foi atribuido ao ntcleo de H diretamente ligado ao
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nitrogénio na posicao 1 do anel pirazdlico (Figura 53, destaque tarja verde). E, por fim, para
62 um multipleto integrado para 5 hidrogenios e centrado em 7,47 ppm, foi observado na
regido caracteristica de aromaticos. Estes sinais foram, portanto, atribuidos aos nucleos de H
ligados a carbono sp” de aromaticos, isto &, o substituinte ligado ao anel pirazoélico na posi¢io

1 (Figura 53, destaque tarja rosa).

Figura 53: Recortes dos espectros de RMN'H dos pirazois 61, entre 13,0 ppm e 11,0 ppm
com destaque (tarja verde) para simpleto integrado para 1 hidrogénio e 62, entre 7,5 ppm e 6,5

ppm com destaque para multipleto integrado para 5 hidrogénios.

4.2.3 Caracterizacdo por Ressonancia Magnética Nuclear de Bc (RMN 13C)

Sinais de média a alta intensidade em fase negativa no espectro, compativeis com
carbono terciario (CHj3), cujos deslocamentos quimicos variaram de 18,6 ppm a 12,8 ppm,
foram observados nos dez pirazois obtidos. Estes sinais foram atribuidos ao nucleo de
carbono ligado ao enxofre no grupo S-CHj, isto ¢, ao grupo tiometil remanescente de seus

respectivos precursores nitrilados, ligados ao anel pirazélico na posicao 3 (Figura 54).
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Figura 54: Recortes dos espectros de RMN °C (20,00-10,00 ppm) dos pirazdis 53-62 com

destaque para sinal compativel com S-CHs.

Além deste, outros sinais comuns a todos os pirazéis também foram observados, como
aqueles relacionados aos nucleos dos carbonos que constituem o anel pirazolico, ou seja, os
carbonos das posi¢des 3, 4 e 5 do anel. Assim, os nucleos referentes aos carbonos vinilicos do
anel pirazolico foram observados por meio dos sinais em fase positiva e, portanto,
quaterndrios, com deslocamentos quimicos variando de 93,8 ppm a 70,9 ppm para o vinilico
na posicao 4 do anel e de 155,9 ppm a 138,6 ppm para o vinilico na posi¢do 5 do anel (Figura
55, destaques em rosa e azul). J& o nucleo referente ao carbono da posicdo 3 do anel
pirazolico, foi atribuido aos sinais em fase positiva, também quaternarios, cujos

deslocamentos quimicos variaram de 151,9 ppm a 145,9 ppm (Figura 55, destaque em verde).
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Figura 55: Recortes dos espectros de RMN '°C entre 160,0 ppm e 70,0 ppm dos pirazéis 53-
62, evidenciando sinais compativeis com o nucleo do carbono C3 e os carbonos vinilicos do

anel pirazdlico, C4 e C5.

Os espectros dos pirazois 53-55 mostraram sinais em fase negativa, relacionados a
carbonos primarios (CH3) e com deslocamentos quimicos variando de 51,3 ppm a 50,7 ppm.
A estes sinais foram atribuidos os nticleos de carbono do grupo metoxilico da funcdo éster,

isto ¢, os substituintes ligados ao anel pirazdlico na posi¢ao 4 nestas trés estruturas (Figura
56).
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Figura 56: Recortes dos espectros de RMN "*C de 60,0 ppm a 0,00 ppm dos pirazois 53-55

com destaque para sinais compativeis com nucleo de carbono em grupo O-CHs.

Também foram observados em seus espectros sinais em fase positiva em regioes
bastante desblindadas e compativeis com nucleos de carbono quaternario, cujos
deslocamentos quimicos variaram de 164,1 ppm a 163,4 ppm. A estes sinais foram atribuidos

o nucleo do carbono carbonilico da fung¢ao éster (Figura 57).
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Figura 57: Recortes dos espectros de RMN"C entre 170,0 ppm e 150,0 ppm dos pirazois 53-

55 com destaque para sinais compativeis com nucleo de carbono carboxilico.

Os espectros dos pirazodis 53, 56 ¢ 60 mostraram um sinal em fase positiva em 176,6
ppm, 176,4 ppm e 181,2 ppm, respectivamente. Estes sinais foram, em cada caso, o de maior
deslocamento quimico e, portanto, o nicleo mais desblindado nessas estruturas. A eles foram
atribuidos os nucleos dos carbonos da tiocarbonila, cujos nucleos diretamente ligados
correspondem aos de 4tomos bastante eletronegativos, sendo eles o enxofre e dois nitrogénios

(Figura 58).
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Figura 58: Recortes dos espectros de RMN'"C entre 180,0 ppm ¢ 150,0 ppm dos pirazois 53,

56 e 60, evidenciando sinais compativeis com o nucleo de carbono em grupo tioamida.

Os pirazois 56-62 mostraram em seus respectivos espectros sinais em fase positiva que
variaram de 118,8 ppm a 113,4 ppm, compativeis com nucleos de carbono quaternario. A
esses sinais foram atribuidos o nucleo de carbono da fungdo nitrila, ligadas ao anel pirazolico
na posi¢do 4 (Figura 59, destaque em verde). Sinais em fase negativa na regido de aromaticos
entre 135,0 ppm e 125,0 ppm foram observados nos espectros dos pirazois 55-59 ¢ 62 e
contribuiram para confirmar a presenca do anel aromaticos nessas estruturas (Figura 59,
destaque em lilas). Por fim, um sinal em fase negativa compativel com nucleo de carbono
primério, cujo deslocamento quimico foi de 38,1 ppm, foi observado no espectro do pirazol
59 e atribuido ao nucleo do carbono metilico ligado ao anel pirazélico na posicdo 1 (Figura

59, destaque em rosa).
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Figura 59: Recortes dos espectros de RMN °C dos pirazéis 56-62 com destaque para os

sinais atribuidos aos nucleos de carbono em grupos nitrila, anel aroméatico e metila.

4.5 Triagem in silico da possivel atividade bioldgica dos pirazois tetra-substituidos

A analise prévia das estruturas moleculares dos pirazois 53-62 a partir de uma triagem
in silico empregando ferramentas online gratuitas, tais como CLC-Pred e AdmetSAR, nos

forneceu dados importantes a partir dos quais foi possivel selecionar os pirazois com maiores
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probabilidades de sucesso para dar sequéncia com os ensaios bioldgicos in vitro, feitos
posteriormente.

O CLC-Pred (Cell Line Cytotoxicity Predictor) ¢ um software capaz de realizar a
predi¢ao dos efeitos citotoxicos de compostos quimicos em linhagens cancerigenas ou nao
tumorais (LAGUNIN et al., 2018). A partir do grau de similaridade entre as estruturas
moleculares analisadas e as estruturas moleculares de outros compostos ja com atividade
biologica estudada e confirmada, esse software calcula a probabilidade de uma determinada
molécula ser ativa, gerando um valor denominado Pa (probabilidade de ser ativo), bem como
a sua probabilidade de ser inativa fornecendo, neste caso, um valor denominado Pi
(probabilidade de ser inativo).

Inicialmente, a andlise realizada a partir do CLC-Pred gerou resultados acerca do
nimero total de linhagens celulares de cancer que poderiam ser alvo para cada pirazol. Como
pode ser visto na Figura 60, os pirazois 53 e 60 apresentaram os maiores alcances em termos

do numero de linhagens cancerigenas, com 55 e 54, respectivamente.

Figura 60: Resultados da predigdo com o nimero total de linhagens celulares de cancer a

partir da analise empregando CLC-Pred. Valores de Pa > Pi.

Posteriormente, foi estabelecido um valor minimo de Pa, onde apenas aqueles em que
Pa > 0,7 foram considerados. A Tabela 6, como pode ser observado, mostra os resultados da
analise com diferentes linhagens celulares e seus respectivos valores de Pa. Novamente, os
pirazois 53 e 60 mostraram o maior nimero de linhagens cancerigenas com alvo em potencial,
sendo ele de 19 linhagens e 21 linhagens, respectivamente. Neste caso, os valores de Pa

ficaram compreendidos entre 0,7000 para linhagem 780-0 (carcinoma renal) e 0,9369 para a
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linhagem MCF7 (carcinoma de mama) para o pirazol 60 e, entre 0,7070 ¢ 0,8500 para o
pirazol 53. Os piraz6is 54, 55, 57, 58 ¢ 59 ndo apresentaram resultados para os valores

considerados.

Tabela 6: Andlise in silico de atividade antitumoral obtida com o CLC-Pred (Way2Drug ©).

g Pa Linhagem cancerigena como alvo —s Pa Linhagem cancerigena como alvo
.E potencial E potencial
0,8500 MCF7 (carcinoma de mama) 0,9360 | MCEF7 (carcinoma de mama)
0,8020 HOP-92 (carcinoma pulmonar) 0,9560 | SR (linfoma imunoblastico adulto)
0,8020 HCC 2998 (adenocarcinoma de célon) 0,9320 | AS549 (carcinoma pulmonar)
0,7870 SR (linfoma imunoblastico adulto) 0,8420 | HOP-92 (carcinoma pulmonar)
0,7860 SNB-75 (glioblastoma) 0,8270 | HCC 2998 (adenocarcinoma de colon)
0,7820 EKVX (carcinoma pulmonar) 0,8260 | SNB-75 (glioblastoma)
0,7810 UACC-257 (melanoma) 0,8030 | OVCAR-4 (adenocarcinoma ovario)
0,7580 A549 (carcinoma pulmonar) 0,8010 | UACC-257 (melanoma)
0,7480 OVCAR-5(adenocarcinoma ovario) 0,7920 | OVCAR-5(adenocarcinoma ovario)
53 0,7470 NCI-H226 (carcinoma pulmonar) 07870 | EKVX (carcinoma pulmonar)
0,7440 RXF 393 (carcinoma renal) 60 0,7790 | A498 (carcinoma renal)
0,7420 TK-10 (carcinoma renal) 0,7730 | TK-10 (carcinoma renal)
0,7400 OVCAR-4 (adenocarcinoma ovario) 0,7640 | BT-549 (carcinoma ductal de mama)
0,7360 CAKI-1 (carcinoma renal) 0,7640 | CAKI-1 (carcinoma renal)
0,7340 A498 (carcinoma renal) 0,7620 | RXF 393 (carcinoma renal)
0,7320 UO-31 (carcinoma renal) 0,7550 | UO-31 (carcinoma renal)
0,7260 BT-549 (carcinoma ductal de mama) 0,7400 | NCI-H226 (carcinoma pulmonar)
0,7190 M14 (melanoma) 0,7120 | U-251 (glioma)
0,7070 KM12 (adenocarcinoma de célon) 0,7040 | KM12 (adenocarcinoma de cdlon)
56 0,7270 MCF7 (carcinoma de mama) 0,7040 | M14 (melanoma)
61 0,9020 SR (linfoma imunoblastico adulto) 0,7000 | 786-0 (carcinoma renal)
0,8170 SR (linfoma imunoblastico adulto)
62 0,7750 MCF7 (carcinoma de mama)

Foram considerados valores de Pa > 0,7. Os compostos 54, 55, 57, 58 e 59 ndo mostraram

resultados significativos.

Foi realizada também, ainda por meio do programa CLC-Pred, a andlise das estruturas
moleculares dos pirazois para avaliar suas citotoxicidades perante células ndo tumorais. Os
compostos 53, 54, 55, 59, 61 e 62 demonstraram valores de Pa variando de 0,2070 em células
de fibroblastos a 0,3710 em células endoteliais da veia umbilical, conforme pode ser
observado na Tabela 7. Isso sugere que estes compostos possuem baixa probabilidade de

serem ativos contra células ndo tumorais.
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Tabela 7: Predicdo de baixa citotoxicidade contra células nao tumorais

§ Pa Resultados de previsiao de linhagem celular ndo-tumoral
%
0,2110 BJ (fibroblasto do prepucio)
> 0,2070 HEL299 (fibroblasto)
0,2400 BJ (fibroblasto do prepucio)
> 0,2120 HEL299 (fibroblasto)
0,2190 BJ (fibroblasto do prepucio)
3 0,2070 HEL299 (fibroblasto)
59 0,3710 HUVEC (célula endotelial da veia umbilical)
61 0,2070 BJ (fibroblasto do prepucio)
62 0,2170 PBMC (célula mononuclear do sangue periférico)

O programa AdmetSAR foi a segunda ferramenta utilizada nas andlises in silico dos

pirazbis 53-62. Este software, de modo semelhante ao CLC-Pred, ¢ capaz de buscar

similaridade estrutural entre as moléculas estudadas e outras com atividade biologica ja

conhecida e realizar predigdes importantes relacionadas as suas propriedades de absorcao,

distribuicdo, metabolismo, excrecao e toxicidade (Figura 61).

Figura 61: Propriedades ADMET (absorcdo, distribuicdo, metabolismo, excrecdo e

toxicidade) previstas pelo software AdmetSAR ©.
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Os resultados obtidos a partir do AdmetSAR sugeriram que todos os pirazois
sintetizados neste trabalho apresentam uma boa absorc¢ao intestinal bem como sdo capazes de
transpor a barreira hematoencefalica (valores acima de 0,5 em ambas as situagdes). Por outro
lado, nenhum pirazol mostrou probabilidade de atuar como substrato da glicoproteina P
(ABCBI) sugerindo, portanto, que as células tumorais ndo poderiam se utilizar deste
mecanismo de resisténcia no caso destes pirazois atuarem como agentes quimioterapicos.
Apenas os pirazois 58 e 60 indicaram probabilidade de inibi¢do do transportador de sal biliar,
sendo o valor do 58 mais préximo ao da doxorrubicina.

Estudos indicam que o citocromo P450 (CYP) humano ¢ capaz de promover
biotransformagdes em substincias xenobidticas levando a ativagdo de compostos altamente
reativos. Uma vez ativados, esses compostos poderdo interagir com o DNA acarretando
mutacgdes capazes de promover o aumento e a multiplicacdo descontrolada de células que
resultariam na formagao de tumores (FERREIRA et al., 2007). Deste modo, o AdmetSAR,
realizou uma predigdo da inibicdo de cinco isoformas do CYP (CYP3A4, CYP2C9,
CYP2C19, CYP2D6 ¢ CYP1A2) e a probabilidade de algum composto ser substrato. Os
resultados sugeriram que todos os pirazois apresentam probabilidade de inibicdo da isoforma
CYP1A2, no entanto, nenhum deles mostrou probabilidade de inibi¢do para as isoformas
CYP3A4 e CYP2D6. As isoformas CYP2C9 e CYP2C19 mostraram probabilidade de serem
inibidas por agdo dos pirazois 55-59 e 62. Em relagdo a atuagdo como substrato nenhum
pirazol apresentou probabilidade. Embora apenas o pirazol 54 ndo tenha mostrado
probabilidade de hepatotoxicidade, os demais indicaram uma probabilidade equivalente ou

inferior ao da doxorrubicina.

4.6 Ensaios Biologicos

Uma vez realizada a triagem in silico, essa nos permitiu optar pela escolha dos
pirazois 53 e 60 para seguir com o0s ensaios bioldgicos, uma vez que estes apresentaram maior
alcance em termos de numero de linhagens cancerigenas como alvo em potencial, bem como
melhores indices em relacdo as propriedades de absorcdo, distribui¢do, metabolismo e

excregdo, apresentando baixa toxicidade ou toxicidade equivalente a doxorrubicina.
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4.6.1 Analise da toxicidade com Artemia salina

Os ensaios para avalicdo da toxicidade geral dos pirazéis 53 e 60 foram baseados em
sua capacidade toxica sobre a espécie de A. salina, um microcrustaceo, compreendendo um
método rapido e de baixo custo (RAJABI et al., 2015). A Figura 62 mostra os resultados com
o percentual de sobrevivéncia dos nduplios para estes compostos bem como para os grupos

controle tratados somente com agua salina artificial (CTRL) ou DMSO (4% e 0,4%).

Figura 62: Efeitos dos pirazois 53 e 60 na viabilidade de A. salina. Percentual de nauplios
vivos (n=12) apods o tratamento por 24h com diferentes concentragdes de 53 e 60 (200, 100,
50 e 25 uM). CTRL = nauplios somente em solucao salina; DMSO = nduplios tratados com

DMSO 4% e 0,4%.

Estes ensaios foram realizados em numero de dois experimentos independentes feitos
cada um em duplicata. A Figura 62 mostra uma taxa de mortalidade dos nauplios nos grupos
controle bastante baixa, com percentual de sobrevivéncia igual ou muito proximo de 100%.
Este comportamento se mantém nos grupos tratados com os pirazdis em todas as
concentragdes testadas indicando, portanto, que estes compostos ndo afetaram a viabilidade

das artemias e indicaram nao serem toXicos a essa espécie.
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4.6.2 Avaliacao da viabilidade celular

Um dos objetivos deste trabalho foi justamente avaliar os efeitos anti-leucemia in vitro
dos pirazo6is apos a triagem in silico. Assim, foi realizado o tratamento de células leucémicas
da linhagem Jurkat com os compostos selecionados em diferentes concentragdes sendo elas de

100, 50, 25, 12,5, 6,25, 3,12 ¢ 1,56 uM. A Figura 63 ilustra esses resultados.

Figura 63: Efeitos dos pirazois 53 e 60 na viabilidade de células leucémicas da linhagem

Jurkat.

Foi possivel observar que ambos os pirazois indicaram efeitos significativos quanto a
viabilidade celular na maior concentracao testada (100 uM) mostrando, respectivamente, um
percentual de células vidveis pouco abaixo de 25% (53) e proximo a zero (60).

Observando-se a Figura 63 para o pirazol 53, pode ser sugerido um valor de ICs, entre
25 e 50 uM. Em contrapartida, para o pirazol 60 observa-se que o valor sugerido para ICsg se
encontra entre 12,5 e 25 uM. Na concentragao de 25 uM ¢ possivel perceber um aumento
significativo do percentual de células viaveis para o pirazol 60, no entanto, permanecendo
ainda abaixo dos 25%, que corresponde ao menor valor do percentual de viabilidade na maior
concentragdo para o pirazol 53. Em outras palavras, a melhor eficiéncia do pirazol 53, que se

da em sua maior concentragdo, corresponde a eficiéncia observada no valor de "4 desta
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concentragdo para o pirazol 60. A partir da concentragdo de 12,5 uM, o percentual de
viabilidade celular praticamente se mantém para o pirazol 53, permanecendo préoximo de
100%. Entretanto, este comportamento continuo do percentual de viabilidade celular ndo ¢
observado para o pirazol 60 nesta mesma faixa de concentragdo que, como se pode observar,
ocorre com um aumento mais gradual.

Estes valores, portanto, sugerem que os efeitos sobre a viabilidade de células Jurkat ¢é
mais promissor para o pirazol 60 em relacao ao 53, indicando um maior potencial na inibi¢ao
das células tumorais. Analisando as suas respectivas estruturas moleculares, verifica-se, uma
mudanga apenas no substituinte ligado ao anel pirazélico pela posicdo 4, sendo um grupo
¢éster metilico em 53 e uma nitrila em 60. Deste modo, € possivel sugerir que o grupo nitrila
na posicdo 4 do anel pirazdlico resulta em uma significativa potencialidade dos efeitos
citotoxicos frente as células Jurkat quando comparados com um grupo éster nesta mesma
posicao.

Os experimentos relacionados as andlises de toxicidade com Artemia salina e
viabilidade celular, bem como a triagem in silico, discutidos acima, foram realizados em
parceria com a profa. Dra Juliana Echevarria e sua aluna de doutorado MSc Maria Clara
Campos, do Programa de Pos-graduacdo em Imunologia e Inflamacdo da Universidade

Federal do Rio de Janeiro.

5. CONCLUSOES

Os trés precursores nitrilados, obtidos na primeira parte deste trabalho, mostraram ser
importantes unidades para a constru¢do do anel pirazdlico. Juntamente com os nucleofilos
empregados (hidrazinas), estes blocos construtores resultaram em uma série de moléculas
com diversificado grupo de substituintes ligados ao anel, sugerindo que o emprego de outros
nucleodfilos pode aumentar a diversidade estrutural desta familia de moléculas. Contudo, esta
via de obtencao foi dificultada pela restricdo de compra de hidrazinas, medida imposta pelo
orgao responsavel por gerir a compra de substancias quimicas no Brasil.

A metodologia empregada para a sintese do nucleo pirazol tetrassubstituido, a partir de
micro-ondas cientifico, embora tenha sido equivalente em termos de rendimentos quando
comparada a metodologia convencional (refluxo em etanol), se mostrou superior a esta por

apresentar um tempo de reagdo significativamente menor, confirmando, portanto, ser uma
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técnica que atende a alguns dos principios da Quimica Verde, como reducdo do uso de
energia e auséncia de solvente.

Os rendimentos obtidos, tanto para os precursores quanto para o0s pirazdis
propriamente ditos, foram considerados satisfatorios.

As técnicas espectroscopicas empregadas na etapa de caracterizagdo dos compostos
confirmaram as estruturas propostas.

O uso de softwares online e gratuitos como o CLC-Pred e AdmetSAR, representaram
uma ferramenta fundamental para a economia de tempo nos testes in vitro, uma vez que
tornaram possivel promover uma triagem prévia dos pirazois com maiores probabilidades de
apresentaram atividade bioldgica, inclusive prevendo caracteristicas importantes associadas
aos farmacos como a absor¢ao, distribui¢ao, metabolismo, excrecao e toxicidade.

O uso da espécie Artemia salina para avaliagdo da toxicidade dos pirazois
selecionados apds a analise in silico, comprovou ser um método eficiente, simples, rapido e de
baixo custo, mostrando que os compostos ndo apresentaram toxicidade significativa.

Os experimentos de viabilidade celular mostraram que ambos os pirazdis testados
apresentaram efeitos significativos sobre a linhagem celular Jurkat, confirmando as analises
obtidas a partir dos testes in silico.

O composto 60 mostrou maior atividade sobre as células cancerigenas quando
comparado ao composto 53, inclusive inibindo as células em concentragdes menores. Dado o
maior efeito observado sobre as células Jurkat no composto 60 e considerando o substituinte
ligado ao anel pirazélico na posi¢do 4, ser a inica diferenca estrutural nestes dois compostos,
foi possivel sugerir que o grupo nitrila nesta posicao do anel desempenha papel importante em
relagdo a viabilidade celular. Neste sentido, € necessario que estudos mais detalhados acerca
deste papel sejam feitos futuramente, de modo a ajudar a compreender melhor seu mecanismo

de agao.
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Anexo A: Espectros de Infravermelho (ATR)

A1) 3,3-bis(metilsulfanil)-2-cianoacrilato de metila (46).

A2) 2-benzoil-3,3-bis(metilsulfanil)-acrilonitrila (47).
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A3) 2-((bis-metilsulfanil)metileno-malononitrila (48):

A4) 5- amino-1-carbamotioil-3-metilsulfanil-1H-pirazol-4-carboxilato de metila (53):
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AS5) 5-amino-3-metilsulfanil-1H-pirazol-4-carboxilato de metila (54):

A6) 5-amino-1-fenil-3-metilsulfanil-1H-pirazol-4-carboxilato de metila (55):
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A7) 4-ciano-3-metilsulfanil-5-fenil-1H-pirazol-1-carbotioamida (56):

AS8) 3-metilsulfanil-5-fenil-1H-pirazol-4-carbononitrila (57):
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A9) 5-metilsulfanil-1,3-difenil-4-carbonitrila (58):

A10) 5-metilsulfanil-1-metil-3-fenil-1H-pirazol-4-carbonitrila (59):
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A11) 5-amino-4-ciano-3-metilsulfanil-1H-pirazol-1-carbotioamida (60):

A12) 5-amino-3-metilsulfanil-1H-pirazol-4-carbonitrila (61):
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A13) 5-amino-3-metilsulfanil-1-fenil-1H-pirazol-4-carbonitrila (62):
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Anexo B: Espectros de Ressoniancia Magnética Nuclear de 'H (500 MHz, CDCl3)

B1) 3,3-bis(metilsulfanil)-2-cianoacrilato de metila (46).

B2) 2-benzoil-3,3-bis(metilsulfanil)-acrilonitrila (47) com expansao em 7.90-7.45 ppm.
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B3) 2-((bis-metilsulfanil)metileno-malononitrila (48):

B4) 5- amino-1-carbamotioil-3-metilsulfanil-1H-pirazol-4-carboxilato de metila (53):
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B5) 5-amino-3-metilsulfanil-1H-pirazol-4-carboxilato de metila (54):

B6) 5-amino-1-fenil-3-metilsulfanil-1H-pirazol-4-carboxilato de metila (55):
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B7) 4-ciano-3-metilsulfanil-5-fenil-1H-pirazol-1-carbotioamida (56):

B8) 3-metilsulfanil-5-fenil-1H-pirazol-4-carbononitrila (57):
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B9) 5-metilsulfanil-1,3-difenil-4-carbonitrila (58):

B10) 5-metilsulfanil-1-metil-3-fenil-1H-pirazol-4-carbonitrila (59):
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B11) 5-amino-4-ciano-3-metilsulfanil-1H-pirazol-1-carbotioamida (60):

B12) 5-amino-3-metilsulfanil-1H-pirazol-4-carbonitrila (61):
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B13) 5-amino-3-metilsulfanil-1-fenil-1H-pirazol-4-carbonitrila (62):
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Anexo C: Espectros de Ressoniancia Magnética Nuclear de 3C (126 MHz, CDCl;)

C1) 3,3-bis(metilsulfanil)-2-cianoacrilato de metila (46).

C2) 2-benzoil-3,3-bis(metilsulfanil)-acrilonitrila (47).
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C3) 2-((bis-metilsulfanil)metileno-malononitrila (48):

C4) 5- amino-1-carbamotioil-3-metilsulfanil-1H-pirazol-4-carboxilato de metila (53):
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C5) 5-amino-3-metilsulfanil-1H-pirazol-4-carboxilato de metila (54):

C6) 5-amino-1-fenil-3-metilsulfanil-1H-pirazol-4-carboxilato de metila (55):
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C7) 4-ciano-3-metilsulfanil-5-fenil-1H-pirazol-1-carbotioamida (56):

C8) 3-metilsulfanil-5-fenil-1H-pirazol-4-carbononitrila (57):

124



C9) 5-metilsulfanil-1,3-difenil-4-carbonitrila (58):

C10) 5-metilsulfanil-1-metil-3-fenil-1H-pirazol-4-carbonitrila (59):
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C11) 5-amino-4-ciano-3-metilsulfanil-1H-pirazol-1-carbotioamida (60):

C12) 5-amino-3-metilsulfanil-1H-pirazol-4-carbonitrila (61):
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C13) 5-amino-3-metilsulfanil-1-fenil-1H-pirazol-4-carbonitrila (62):
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