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“The most fundamental and lasting
objective of synthesis is not production

of new compounds, but production of properties”

George S. Hammond, Norris Award Lecture, 1968.



RESUMO

Tese de Doutorado
Programa de POs-Graduacdo em Quimica
Universidade Federal de Santa Maria

1-(2,4-Diclorofenil)-1H-pirazdis: Sintese, Analise Estrutural e Interacéo
com os Receptores Canabindides CB;

AUTOR: Pablo Machado
ORIENTADOR: Marcos Antonio Pinto Martins

Santa Maria, 25 de junho de 2010.

Este trabalho descreve um método para obter catorze enonas
[EtO,CC(O)C(R?)=C(RN)OR, onde R = H, Me; R' = Pr, Ph, 4-MeOCg¢H,4, 4-MeCgH., 4-
FCe¢Ha, 4-ClCgHa, 4-BrCeHas, 4-NO,CeHa, Fur-2-il; R? = H; RY,R? = -(CH,)s-, -(CH.)4-, -
(CH2)s-, -(CH2)e-, 3,4-diidronaftalen-2-il] a partir da acilagcdo de acetais com cloreto de
etil oxalila. A reagdo de ciclocondensagéo desses substratos com cloridrato de 2,4-
diclorofenil hidrazina utilizando irradiacdo de ultrassom forneceu uma série de 1-(2,4-
diclorofenil)-3-etilcarboxilato-1H-pirazéis em 71-92% de rendimento. Os pirazois
sintetizados (R*,R? = -(CH2)s-, -(CH2)s-, -(CH2)s-, -(CH»)s-) sofreram hidrélise em meio
basico conduzindo aos respectivos &cidos carboxilicos (94-97%) os quais foram
convertidos aos cloretos de 4cido correspondentes apds reacdo com cloreto de tionila.
A reacdo desses cloretos de acido com aminas priméarias (piperidin-1-ilamina,
propilamina, 2-morfolin-4-il-etilamina, anilina, 4-metoxifenilamina, 4-nitrofenilamina)
conduziram aos respectivos 3-carboxiamida-1-(2,4-diclorofenil)-1H-pirazéis em 85-97%
de rendimento. Adicionalmente aos dados espectroscépicos, a estrutura dos compostos
foi estudada por experimentos de difracéo raios-X. Uma vez que os 3-carboxiamida-1-
(2,4-diclorofenil)-1H-piraz6is séo estruturalmente analogos ao Rimonabanto, um
conhecido antagonista dos receptores CB;, foram realizados ensaios de ligagéo
especifica desses compostos para o receptor canabindide CB;. O ligante mais
promissor, candidato a protoétipo, foi o 3-carboxiamida-1-(2,4-diclorofenil)-N-(piperidin-1-



i-4,5,6,7,8,9-hexaidro-1H-ciclocta[c]pirazol o qual deslocou, aproximadamente, 100%

do [*H]Rimonabanto nos ensaio realizados.

Palavras-chave: pirazois, ultrassom, estrutura, raios-X, canabindéides, Rimonabanto
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ABSTRACT

Doctoral Thesis
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Universidade Federal de Santa Maria

1-(2,4-dichlorophenyl-1H-pyrazoles: Synthesis, Structural Analysis
and Interactions with Cannabinoid Receptors CB;

AUTHOR: Pablo Machado
ADVISOR: Marcos Antonio Pinto Martins

Santa Maria, June 25, 2010.

A method to obtain fourteen enones [EtO,CC(O)C(R?)=C(RYOR, where R = H,
Me; R = Pr, Ph, 4-MeOCgHa, 4-MeCgH., 4-FCgHa, 4-CICgHa, 4-BrCgHa, 4-NO,CgH., Fur-
2-yl; R? = H; RY,R? = -(CHy)s-, -(CH2)s-, -(CH2)s-, -(CH>)e-, 3,4-dihydronaphthalen-2-yl]
from acylation of acetals with ethyl oxalyl chloride is reported. The cyclocondensation
reaction of these substrates with 2,4-dichlorophenyl hydrazine hydrochloride under
ultrasound irradiation furnished a series of 1-(2,4-dichlorophenyl)-3-ethylcarboxylate-1H-
pyrazoles in 71-92% vyields. The pyrazole ester derivatives with RY,R? = -(CHy)s-, -
(CH2)s-, -(CH2)s-, and (CHy)e- suffered hidrolysis reaction in basic media supplied the
carboxylic acids (94-97%) which were converted to the corresponding acid chlorides
after reaction with thionyl chloride. The reaction of acid chlorides with primary amines
(piperidin-1-ylamine, propylamine, 2-morpholino-4-yl-ethylamine, aniline, 4-
metoxiphenylamina, 4-nitrophenylamina) led to respective 3-carboxyamide-1-(2,4-
dichlorophenyl)-1H-pyrazoles in 85-97% vyields. In addition to spectroscopic data the
structure of the compounds was studied by X-ray diffraction experiments. Since, the 3-
carboxyamide-1-(2,4-dichlorophenyl)-1H-pyrazoles are  structurally  similar to
Rimonabant, a known antagonist of CB; receptors, binding assays were performed to
the cannabinoid receptor CB;. The most promising ligand and candidate to become
prototype was the 1-(2,4-dichlorophenyl)-4,5,6,7,8,9-hexahydro-1H-
cycloocta[c]pyrazole-3-carboxylicacid-piperidin-1-ylamide which shifted approximately
100% of [*H]Rimonabant in the tests.

xii
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1. INTRODUCAO E OBJETIVOS

De acordo com fontes arqueolégicas as preparacdes contendo a planta
Cannabis sativa L. vém sendo utilizada para fins terapéuticos e recreacionais por
muitos séculos.’ Sob o nome de “ma” ou “ta ma”, que significa cAnhamo grande, a
Cannabis sativa foi descrita na farmacopéia Chinesa, considerada a primeira
farmacopéia conhecida do mundo e datada do ano 200. A identificacdo do
tetraidrocanabinol (A’-THC) (Figura 1), em 1964, como o principal constituinte
psicoativo da Cannabis sativa possibilitou a intensificacdo das pesquisas nas areas
biomédicas, incluindo bioquimica, farmacologia e quimica medicinal, culminando com a
sintese e avaliacéo farmacolégica de varios compostos estruturalmente anéalogos ao A°-
THC.? Entretanto, somente nos Gltimos 15 anos é que as pesquisas nessa area
resultaram em descobertas substanciais, entre estas, a descoberta dos receptores
celulares protéicos no qual o A’-THC ao ligar-se exerce seus efeitos farmacolégicos. O
chamado sistema endocanabinéide® compreende, até o momento, dois subtipos de
receptores denominados receptores canabinéides CB; e CB,, cinco ligantes endégenos
derivados de lipideos, principalmente a anandamida e o 2-araquidonil glicerol (Figura
1), e as enzimas envolvidas na sua producéo e depuracdo.” Varias doencas de origens
neuroldgicas, psiquiatricas, cardiovasculares, gastrointestinais, reprodutivas, desordens
alimentares apresentam altera¢cdes do sistema endocanabindide como um de seus

provaveis mediadores.’

A’-THC Anandamida 2-Araquidonil glicerol

Figura 1. Estrutura quimica do A®-THC e dos endocanabinéides Anandamida e 2-

Araquidonil glicerol.



A importancia desse sistema tem sido ilustrada também pelos relatos descritos na
literatura relacionando a atividade anti-inflamatoria e analgésica de alguns farmacos
como a indometacina e o flubiprofeno com a ativacdo dos receptores canabinéides.®

A expressao dos dois subtipos de receptores é diferenciada em diversos tecidos.
Enquanto o receptor CB, é aproximadamente restrito a tecidos periféricos do sistema
imune como timo, ganglios linfaticos, baco, medula éssea e pancreas’ os receptores
CB; sdo expressos abundantemente em tecidos cerebrais incluindo ganglios basais,
cerebelo, hipocampo e cortex bem como alguns tecidos periféricos como testiculos,
cérneas, bexiga urinaria e adipécitos.® O receptor CB; pode ser encontrado
predominantemente no terminal pré-sinaptico e sua funcdo parece estar relacionada
com a liberagdo de neurotransmissores como dopamina, noradrenalina, glutamato e
serotonina na fenda sinéptica.’

As aplicagBes farmacologicas, em potencial, de moléculas capazes de atuarem
como agonistas nao seletivos dos receptores canabindides como, por exemplo, o CP-
55940, WIN 55212-2 (Figura 2) e A®-THC incluem seu uso como estimulantes de

10-11

apetite, antieméticos, analgésicos, agentes antiglaucoma, e o0 tratamento de

desordens neurodegenerativas, incluindo esclerose mdltipla.***®* Por outro lado,
antagonistas dos receptores canabindides tém despertado o interesse de

pesquisadores tanto no ambito académico como na industria farmacéutica.

s
LI

CP-55940 WIN-55212-2

Figura 2. Estrutura quimica do CP-55940 e WIN-55212-2.



Enquanto as aplicacOes terapéuticas para antagonistas dos receptores CB, estdo
relacionadas principalmente com regulacdo do sistema imune e neurodegeneracao
carecendo ainda de maiores estudos, ha multiplas aplicacdes terapéuticas em potencial
para os antagonistas seletivos dos receptores CB;.

O primeiro antagonista seletivo desses receptores foi descoberto pela Sanofi-
Aventis em 1994 e foi comercializado sob o nome de Rimonabanto (Acomplia®)** Esse
farmaco foi aprovado para o tratamento da obesidade e demonstrou boa eficacia clinica
em pacientes com obesidade moérbida, no controle de peso de pacientes dentro dos
fatores de risco para doencas cardiovasculares e no diabetes melitus tipo 2. Aprovado
como uma nova alternativa para o tratamento da obesidade a Sanofi-Aventis iniciou sua
comercializacdo na Europa em julho 2006. A prescricdo do Rimonabanto foi
desautorizada e concomitantemente o farmaco foi retirado do mercado em outubro
2008 devido ao aumento das taxas de desordens relacionadas a ansiedade, depressao
e suicidios a partir do uso crénico do medicamento.'® Desde entdo as pesquisas tém
sido voltadas para obtencdo de novos compostos capazes de interagir com o0s
receptores canabindides. Segundo dados da Web of Science’® o numero de
publicacbes relacionadas com os receptores CBj, tanto em periddicos da area
bioquimica e farmacolégica como na area de sintese e avaliacdo de novas substancias
(quimica medicinal) vem aumentado na ultima década, demonstrando a relevancia do
tema e a necessidade por novas alternativas terapéuticas (Figura 3). Os dados da
Figura 3 demonstram que o numero de publica¢des, onde os receptores canabindides
CB; s@o o tema central, cresceu até o ano de 2008. Nesse ano, 0 numero total de
publicacdes foi de 570 e, destas, 41 publicagcbes foram em periddicos relacionados a
guimica medicinal. Comparando o ano de 2008 ao ano de 2009, houve uma pequena
diminuicdo no namero total de publicagfes, entretanto, aumentou a producao cientifica
relacionada a quimica medicinal. Em 2009, o numero total de publica¢cées chegou a 523
e 0 numero de publica¢cdes em periddicos relacionados a quimica medicinal chegu a 55
publicacdes.



600

500

400

300 L4 Quimica Medicinal
H Total
200
100 :I
0 + T T T T T T | — T T T |

2000 2001 2002 2005 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010

Figura 3. Numero de publicacdes totais e relacionadas apenas com a quimica
medicinal onde os receptores canabindides CB; estédo descritos como tema central. Os
dados foram coletados a partir da busca no site Web of Science. (Entrada: CB;
cannabinoid receptor).

Além dos efeitos contra a obesidade, algumas pesquisas descritas na literatura
demonstram que o Rimonabanto (Figura 4) apresenta significante eficacia no controle
do tabagismo.!” Esses dados estdo em acordo com a premissa de que antagonistas
dos receptores CB; sdo uma das alternativas para o tratamento da drogradigéo,

I'® e heroina.’® Desordens cognitivas sdo outra area de

incluindo adicdo em alcoo
aplicacOes terapéuticas para antagonistas dos receptores CB;. Outra aplicagéo
terapéutica em potencial do Rimonabanto e seus anélogos € a possivel participagdo
dos receptores CB; em desordens sexuais. Dados provenientes da literatura
demonstram que esse composto possui influéncia sobre a funcéo erétil em roedores.?
Outras possiveis aplicacfes clinicas para essa classe de compostos incluem distarbios
neuroinflamatérios,?* cirrose hepatica,?> aborto prematuro,”® asma,* osteoporose,*

esquizofrenia® e doenca de Parkinson.”
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Figura 4. Estrutura quimica do 5-(4-clorofenil)-1-(2,4-diclorofenil)-4-metil-N-(piperidin-1-

il)-1H-pirazol-3-carboxiamida (Rimonabanto).

O Rimonabanto é um derivado pirazélico contendo os substituintes 2,4-diclofenila
na posicdo 1 do anel heterociclico, um substituinte 4-clorofenila na posicdo 5 e uma
funcdo carboxiamida na posicdo 3 do anel pirazdlico (Figura 4). Segundo dados
provenientes da relagcdo estrutura atividade (SAR) esses seriam padroes de
substituicBes essenciais para a interacdo com os receptores CBi.2" Além disso, a
presenca do grupamento piperidin-1-ila na funcdo 3-carboxiamida seria um fator
importante para a interagdo. A Sanofi-Aventis trabalhando em uma segunda geracao de
antagonistas CB; desenvolveu o SR-147778 (Figura 5) o qual apresentou uma duragao
de efeito superior ao protétipo.? Esse aumento no tempo de acdo foi obtido
provavelmente devido a presenca do grupo etila na posicdo 4 do anel pirazdlico
conduzindo a um composto metabolicamente mais estavel e mais lipofilico.?® Outros
analogos ao Rimonabanto foram desenvolvidos pela Pfizer e pela NIDA como o CP-
272871 e o NIDA-41020 (Figura 5). Esses compostos demonstraram ser menos
potentes que o protétipo em relacdo ao antagonismo aos receptores CB1.> Em nova
investida, a empresa farmacéutica Pfizer obteve um composto onde o grupamento 5-
arila foi substituido por um 5-ariloxi.*® Assim, o nutcleo pirazélico tem sido usado como
importante modelo estrutural para construcdo de compostos capazes de interagir com

0s receptores canabindides, em especial com o subtipo CB;.*!
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Figura 5. Estrutura quimica dos compostos analogos ao Rimonabanto, SR-14778, CP-
272871 e NIDA-41020.

Por conseguinte, o planejamento e a identificacdo de novos compostos com
comprovada capacidade de interagir com 0s esses receptores e, se possivel, capazes
de exercer essa acdo com menores efeitos colaterais e com propriedades
farmacocinéticas melhoradas continua sendo uma importante area de pesquisa em
quimica medicinal bem como no ambito de sua aplicacdo biomédica.
Consequentemente, o desenvolvimento de novas metodologias e 0 emprego
estratégico de métodos conhecidos para a sintese dessa classe de compostos
constituem-se num importante campo de pesquisa da quimica organica sintética. Nesse
campo de pesquisa, alguns dos avancos mais significativos foram alcancados devido
ao planejamento e aos ensaios realizados com estruturas novas provenientes da
obtencdo de rotas sintéticas inovadoras, as quais tém conduzido a heterociclos
apropriadamente funcionalizados.

Entre as principais reagbes empregadas para construgdo de compostos
heterociclicos destacam-se as reacdes de ciclocondensacdo,* as quais possibilitam a
obtencdo de novas estruturas poli-funcionalizadas valendo-se de duas estratégias
principais: 1) uso de um bloco precursor poli-funcionalizado; 2) introdugédo de
grupamentos funcionais diretamente no heterociclo. A utilizagdo de blocos precursores

poli-funcionalizados € um método bastante viavel na obtenc&o de heterociclos poli-



funcionalizados devido a facil aquisicdo dos materiais de partida e 0 uso de
metodologias simplificadas.

Ha 30 anos, aproximadamente, os pesquisadores do Nucleo de Quimica de
Heterociclos (NUQUIMHE) da Universidade Federal de Santa Maria (UFSM) vém
desenvolvendo e adaptando rotas sintéticas visando a obtencdo de heterociclos
estrategicamente substituidos, com aplicagdo comprovada ou analogos estruturais de
compostos com aplicacdo conhecida, que oferecem, ainda, possibilidades de
derivatizacbes para outras estruturas. Dessa forma, o trabalho do grupo tem sido
direcionado a obtencdo sistemética de precursores [(-alcoxivinilcetonas, através da
reacdo de acilacdo de enoléteres e acetais com agentes acilantes, principalmente
polialogenados.*® Os enoléteres, ao sofrerem a substituicdo eletrofilica no carbono beta
com agentes acilantes, fornecem séries de B-alcoxivinilcetonas ou 4-alcoxi-3-alquen-2-
onas. Estes blocos precursores 1,3-dieletrofilicos vém sendo utilizados na obtencédo de
heterociclos de cinco, seis e sete membros via reac¢des de ciclocondensa¢céo com 1,2-,
1,3- e 1,4-dinucledfilos, além de outros compostos alifaticos, os quais, na sua maioria,
apresentam o grupo trialometila em sua estrutura. Os primeiros estudos visaram a
otimizacdo da reacdo de acilagdo comparando as acilacdes de enoléteres, acetais e
enaminas com acilantes halogenados para a obtencdo das 1,1,1-trialo-4-alcoxi-3-
alquen-2-onas.** Desde entdo, estes precursores tém sido aplicados em reacdes com
diferentes nucledfilos, mostrando uma regioguimica bem definida para fechamento de
heterociclos.***" Em relacdo a sintese de derivados pirazoélicos, os pesquisadores do
NUQUIMHE tém usado as B-alcoxivinilcetonas em reagdes com hidrazinas e seus
derivados.** Essa metodologia é conhecida por uma rota [3+2], onde 3 corresponde a
um bloco contendo trés atomos de carbono e 2 a outro bloco contendo dois atomo de
nitrogénio.>® Assim, esta rota de sintese pode ser especificada como [CCC+NN], onde o
bloco CCC é proveniente da enona, e o bloco NN é uma hidrazina. Além disso, o
NUQUIMHE, em outra frente de pesquisa, tem descrito na literatura as caracteristicas
estruturais de compostos heterociclicos por técnicas de difratometria de raios-X.*® As
pesquisas no campo da elucidacdo estrutural desses compostos estdo evoluindo
constantemente, culminando no desenvolvimento de metodologias inovadoras para seu

estudo bem como na obtencdo de bibliotecas de dados estruturais para estes



compostos. Logo, a utilizacdo do método de difratometria de raios-X torna-se muito
importante para estabelecer os tipos de interacdo que estas moléculas apresentam,
assim como, o seu arranjo no estado sélido.

Por conseguinte, considerando as questdes descritas acima e (a) a experiéncia
do nosso grupo de pesquisa na sintese de B-alcoxivinilcetonas, (b) o interesse do nosso
grupo de pesquisa na sintese de novos blocos precursores, bem como na aplicacdo
destes na sintese de novos heterociclos poli-funcionalizados utilizando metodologias
inovadoras em acordo com 0s preceitos da quimica sustentavel, (c) o interesse de
nosso grupo de pesquisa no estudo estrutural e na investigacdo das propriedades
farmacoldgicas de compostos heterociclicos, o presente trabalho tem por objetivos
principais:

l. Sintetizar novos precursores dieletrofilicos substituidos com um
grupamento  etilcarboxilato 2a-n  objetivando a sintese dos
carboxietilpirazéis por reagfes tipo one-pot (Esquema 1).

Il. Promover ciclocondensacdo das enonas 2a-n com 2,4-diclorofenil
hidrazina utilizando irradiacdo de ultrassom no intuito de obter uma
metodologia simples, eficiente para obtencdo de 1-(2,4-diclorofenil)-1H-
pirazéis estruturalmente analogos ao Rimonabanto (Esquema 2).

II. Comparar os resultados obtidos pela metodologia utilizando a irradiagao
de ultrassom e o0s resultados utilizando aquecimento térmico
convencional.

V. Estudar a regioquimica de formacdo dos pirazéis uma vez que ha a
possibilidade de formacdo regioisomérica de 3-carboxietilpirazéis 3a-n e
5-carboxietilpirazdis 3a’-n’ (Esquema 2).

V. Promover a derivatizag&o dos carboxietilpirazois com a hidrolise da funcao
éster seguido da obtencao do cloreto &cido e posterior formacdo da amida
com o objetivo de obter carboxiamida-1H-pirazéis (5-18 ou 5’-18’)
analogos ao Rimonabanto (Esquema 3).

VI. Promover o estudo estrutural dos compostos 3b, 3d-f, 3i e 6 utilizando

técnicas de difratometria de raios-X em monocristal avaliando as



VII.

interacdes intra- e intermoleculares presentes na estrutura cristalina
desses compostos.

Avaliar a capacidade de ligacdo especifica aos receptores CB; dos 3-
carboxiamida-1H-pirazois (5-18 ou 5’-18’) sintetizados, visando a

obtencao de novos ligantes (hits) para o receptor em estudo.
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Esquema 1.
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Esquema 2.
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7 -CHa(CHz)sCHz- —N ) 16 -CH(CH,)sCHp-  4-MeOCgH,4
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Revisdo da Literatura
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2. REVISAO DA LITERATURA

Esta revisdo da literatura tem o objetivo de evidenciar as referéncias
relacionadas mais especificamente com o0s estudos realizados neste trabalho.
Primeiramente, serdo demonstrados 0s principais métodos para a sintese das enonas,
bem como dos 1-(2,4-diclorofenil)-3-etilcarboxilato-1H-pirazéis e 3-carboxiamida-1-(2,4-
diclorofenil)-1H-pirazois. Posteriormente serdo discutidos os dados provenientes da
difratometria de raios-X de pirazéis analogos aos sintetizados neste trabalho.
Finalmente, serdo apresentados alguns dos principais dados obtidos na literatura em
relacdo as estratégias e resultados obtidos a partir das modificacdes estruturais para
obtencdo de novos analogos ao Rimonabanto, 3-carboxiamida-1-(2,4-diclorofenil)-1H-
pirazéis, capazes de interagir com os receptores canabindides CB;.

15



2.1. Sintese dos 4-etoxi-2-0x0-3-butenoatos de alquila

Em 1988, Tietze e col.,*” publicaram a sintese do 4-et6xi-2-oxo-3-butenoato de
etila(metila) a partir da: (i) acilacao do etil vinil éter com cloreto de etil(metil) oxalila; e (ii)
a partir da condensacdo do etil(metil) piruvato com trietil ortoformiato. No primeiro
meétodo, a acilagéo foi realizada sem o uso de solvente e em uma relagdo molar de 2:1
do enoléter:agente acilante. Apdés 12 h sob agitacdo, o produto foi isolado e destilado,
sob presséo reduzida, para fornecer os produtos com rendimentos de 91% para o etil
derivado e 67% para o metil derivado (Esquema 4). No segundo método, o rendimento
dos respectivos produtos foi reduzido significativamente: o butenoato de etila foi obtido
em 18% de rendimento e o butenoato de metila foi obtido em 35% de rendimento

(Esquema 4).
0
R3 i
oy
o) 67-91% OEt
o
o COR?®
)JWTR:S i
18-35%
o]
R®
OMe
OEt

i EtOCH=CH,, 0-25°C, 12 h.
i- HC(OEt)s, Ac,0, 120°C, 24 h

Esquema 4.
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Em 2007, Martins e col.,*® propuseram a sintese dos 4-alcoxi-4-alquil(aril)-2-oxo-
3-butenoatos de etila a partir da acilagdo de enoléteres e acetais com cloreto de etil
oxalila (Esquema 5). A acilagdo de 2-metoxi-propeno foi realizada em uma relagéo
molar 1:1 (acilante e enoléter),*® em presenca de 1 equiv. de piridina e em cloroférmio
como solvente. Os melhores resultados foram obtidos quando os enoléteres, depois de
adicionado sobre o cloreto de etil oxalila a 0°C, foram agitados por 16-18 h a 35°C. A
acilacdo de acetais derivados de acetofenonas com cloreto de etil oxalila foi também
realizada e forneceu o0s 4-aril-4-metOxi-2-0xo-3-butenoatos de etila em bons
rendimentos (62-84%) A acilacdo dos acetais foram realizadas utilizando o agente
acilante, piridina e o acetal na relagdo molar de 2:2:1, respectivamente, em cloroférmio
como solvente. Os melhores rendimentos foram obtidos quando a mistura de reac¢ao foi

agitada por um periodo de 5 h a 65°C.

0
OEt
Cl
o)
OR Me())(OMe
2
R\/\Rl HaC™ a1
i | 68-92% 62-84% | ii
R2 OR OR
0 R! o) R!
CO,Et CO,Et
R Me Me Me Me Me Et
R' Me Ph 4-MeC¢H, 4-BrCeH, 4-FCeH, H
R® H H H H H Me

i CHClj, Piridina, 0-35°C, 16-18 h
ii: CHCI3, Piridina, 0-65°C, 5 h.

Esquema 5.
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2.2. Sintese dos 1-(2,4-diclorofenil)-3-etilcarboxilato-1H-pirazois

Os principais métodos de sintese desses compostos tém sido realizados a partir
de sais de compostos dicarbonilicos provenientes da reacdo de cetonas com dietil
oxalato na presenca de bases de litio. Apos reacdo desses sais com 2,4-diclorofenil
hidrazina os 1-(2,4-diclorofenil)-3-etilcarboxilato-1H-piraz6is sdo obtidos, geralmente,
em baixos a bons rendimentos.?’2%:31b. 39-41

Apesar de ja descrito desde 1994, a rota sintética do Rimonabanto foi
patenteada em 1997.% Envolvendo seis passos de reacdo, a rota sintética proposta
conduziu a um rendimento total (global) de 64%. A sintese do intermediario 1-(2,4-
diclorofenil)-3-etilcarboxilato-1H-pirazol foi obtida apds tratamento do sal de litio do 4-(4-
clorofenil)-3-metil-4-oxido-2-o0xo0-3-butenoato de etila com cloridrato de 2,4-diclorofenil

hidrazina em etanol como solvente a temperatura ambiente por 16 h (Esquema 6).

Cl

O O cl Cl

Q H,N , HN, .
EtO,C L@ HN@—@ i |N OLi
cl

Cl cl

Cl
i EtOH, t.a., 16 h.
ii: AcOH, refluxo, 24 h.

Esquema 6.
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Depois de decorrido o tempo de reacgdo, a respectiva hidrazona foi obtida em
rendimento moderado. O refluxo da hidrazona em &cido acético promoveu a ciclizagéo,
conduzindo ao composto de interesse em um rendimento de 65% (Esquema 6).
Subsequente hidrolise do éster, tratamento da funcdo &cido carboxilico com cloreto de
tionila e posterior aminagéo conduziu ao Rimonabanto em 64% de rendimento total.

Em 1999, Lan e col.,?”® publicaram a sintese e a avaliacdo da capacidade de
interacdo de compostos 1-(2,4-diclorofenil)-3-etilcarboxilato-1H-pirazéis com o0s
receptores canabindides do tipo 1 e 2 (CB; e CB,). Os compostos foram sintetizados a
partir da reacdo dos sais de litio do 3-metil-4-oxido-2-oxo-3-butenoato de etila com
cloridrato de 2,4-diclorofenil hidrazina utilizando etanol a temperatura ambiente por 20
h. Essa etapa conduziu a respectiva hidrazona. Apds esse tempo de reacdo, uma
subsequente etapa de refluxo em acido acético por 24 h levou a heterociclizacao e,
concomitantemente, aos compostos de interesse em rendimentos que variaram de 26-
71% (Esquema 7). Utilizando a mesma metodologia, em 2003, Katoch-Rouse e col.,?®
publicaram a sintese de 1-(2,4-diclorofenil)-3-etilcarboxilato-1H-pirazoéis. Nesse trabalho
os reatantes foram agitados, primeiramente, a temperatura ambiente por 16 h utilizando
etanol como solvente para obtencdo da hidrazona intermediaria e, em uma etapa
posterior, sob o refluxo de acido acético por 18 h. Os compostos foram obtidos em

rendimentos que variaram de 57-73% (Esquema 7). Esse mesmo protocolo foi utilizado

40 31b
L., L.,

ainda por Tseng e co em 2008, e por Wu e co e Spivey e col.,** em 2009, os
rendimentos obtidos foram de 36-88%. A hidrazona intermediaria foi sintetizada apos
tratamento do sal de litio do 3-metil-4-oxido-2-oxo-3-butenoato de etila com cloridrato de
2,4-diclorofenil hidrazina em etanol como solvente a temperatura ambiente por 16-22 h.

Os pirazois foram obtidos apos refluxo em acido acético por 16-24 h (Esquema 7).
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R'= Et, Ph, 4-MeOCgH;, 4-CIC¢H,;, 4-BrCeH;, 4-CF3CgHa, <O:<)\ , 3-Br-Tien-2-il
o &

R°= H, Me, Et

i EtOH, t.a., 16-22 h
ii: AcOH, refluxo, 18-24 h.

Esquema 7.

Entre os anos de 2003 e 2006 uma série de quatro trabalhos foram publicados,
provenientes do mesmo grupo de pesquisa, descrevendo a sintese de compostos
analogos ao Rimonabanto visando & obtencdo de novos ligantes CB1.*** Os autores
tinham por objetivo testar a hipotese de que restringindo as possiveis conformacgdes da
arila, ligada na posicdo 5 dos anéis pirazélicos, pudessem obter novas estruturas
dotadas de afinidade pelo receptor CB;. Os 3-etilcarboxilato-1-(2,4-diclorofenil)-1H-
pirazois foram sintetizados a partir da ciclocondensacdo de compostos 1,3-diceto
ésteres com 2,4-diclorofenil hidrazina utilizando etanol como solvente sob refluxo por 1-
5 h ou ainda &acido acético sob refluxo por 8 h (Esquema 8). Os rendimentos

observados foram de 54-100%.
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i: EtOH, refluxo, 1-5 h.
ii: AcOH, refluxo, 8 h.

Esquema 8.

Em 2008, Alvarado e col.,*® propuseram a sintese de novos 3-carboxiamida-1H-
pirazois capazes de interagir com o sistema canabindide. A sintese dos intermediérios
3-etilcarboxilato-1-(2,4-diclorofenil)-1H-piraz6is foram realizadas a partir das reacdes
dos etil 4-(4-clorofenil)-2,4-dioxobutanoatos e cloridrato de 2,4-diclofenil hidrazina em
refluxo de &acido acético por 24 h, conduzindo aos compostos em 76-79% de
rendimento (Esquema 9).

OH O cl I\

N HoN i N’
\ —L
L0 T ’ HN@CI 76-79% cl
R * HCI

Cl

cl
R'=H, Me

i: AcOH, refluxo, 24 h.

Esquema 9.
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No mesmo ano, Silvestri e col.,*

publicaram a sintese de um 3-etilcarboxilato-1-
(2,4-diclorofenil)-1H-pirazol a partir da reacdo de 1-ciano-3-etoxi-3-oxoprop-1-en-2-oato
de potassio com cloridrato de 2,4-diclorofenil hidrazina. A reacéo foi realizada usando
etanol como solvente sob refluxo por 2 h. O produto foi isolado em 47% de rendimento
apos adicdo de agua para a mistura de reacdo e coleta do precipitado resultante

(Esquema 10).

Cl
i: EtOH, refluxo, 2 h.

Esquema 10.

Também em 2008, Donohue e col.,*®

publicaram uma metodologia para sintetizar
o Rimonabanto através da reacdo de cicloadicdo 1,3-dipolar. A reacgdo foi realizada a
partir do hidrazonoil haleto (cloro(iodo)[(2,4-diclorofenil)hidrazona] etil acetato) o qual na
presenca de trietilamina gerou o 1,3-dipolo que reagiu com uma enamina, derivada da
morfolina, utilizando éter metilico como solvente a temperatura ambiente (Esquema
11). O 1-(2,4-diclorofenil)-3-etilcarboxilato-1H-pirazol foi obtido em 19-22% de
rendimento, dependendo do haleto utilizado como precursor. Apdés a obtencdo do
intermediario etilcarboxilato, 0 mesmo sofreu hidrélise da fungéo éster na presenca de
KOH, a subsequente reagdo do acido carboxilico com cloreto de tionila produziu o
cloreto de &cido correspondente o qual, por fim, reagiu com 2l1-aminopiperidina

conduzindo ao Rimonabanto (Semelhante ao demonstrado no Esquema 12).
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Esquema 11.
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2.3. Sintese dos 3-carboxiamida-1-(2,4-diclorofenil)-1H-pirazéis

A sintese dos 3-carboxiamida-1-(2,4-diclorofenil)-1H-pirazdis tém sido realizada a
partir da hidrélise dos respectivos ésteres para os acidos carboxilicos correspondentes
seguidos da sua conversdo para cloretos de acido, geralmente utilizando cloreto de
tionila, os quais reagem com aminas primarias e secundarias ou hidrazinas, fornecendo
0s compostos de interesse.

Em 1999, Lan e col.,?”® sintetizaram uma série de 3-carboxiamida-1-(2,4-
diclorofenil)-1H-piraz6is a partir dos seus respectivos ésteres. Primeiramente, 0s
ésteres foram hidrolizados utilizando KOH em metanol sob refluxo por 3 h. A relacéo
molar utilizada foi de 1:2 dos ésteres em relacdo ao KOH. Os respectivos acidos
carboxilicos sofreram reacdo com cloreto de tionila em refluxo de tolueno por 3 h
fornecendo os cloretos de acidos correspondentes. Para conversdo dos acidos
carboxilicos em seus cloretos derivados foi utilizado um excesso de 4,2:1 de cloreto de
tionila em relacdo aos acidos carboxilicos. Finalmente, os cloretos de acido reagiram
com uma série de aminas na presenca de trietlamina. A adicdo foi realizada a 0°C e
apos a reacdo foi agitada por 3 h, a temperatura ambiente, conduzindo aos compostos
em rendimentos totais que variaram de 23-98% (Esquema 12). Usando o mesmo

protocolo, Katoch-Rouse e col., >

sintetizaram 3-carboxiamida-1-(2,4-diclorofenil)-1H-
pirazois para realizacdo de ensaios de ligacdo especifica ao receptores CB; e CB..
Apenas os tempos de reacao foram alterados, pois a hidrélise dos ésteres foi realizada
apos refluxo em metanol por 16 h, também utilizando KOH. A formacao do cloreto foi
realizada com cloreto de tionila em refluxo de tolueno por 3 h. Por outro lado, a
formacdo da amida foi obtida apds agitacdo a temperatura ambiente por 16 h
fornecendo os 3-carboxiamida-1-(2,4-diclorofenil)-1H-piraz6is em 64-88% de

rendimento total (Esquema 12).
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RL COzEt RL COZH

R = Et, Ph, 4-MeOCgH,4, 4-HOCgH,4, 4-CICgH,, 4-BrCgH,, 4-O2NCgHy4, 2-O,NCeH,, O ;

A MA/E'?EL%:O, 2/0, %:Nﬁo

R?= EtOH, Ph, c-Hexil, %

R'=H, Me

i: KOH, MeOH, refluxo, 3-16 h.
ii: SOCI,, Tolueno, refluxo, 3 h.
iii: Ho,N-R?, NEts, CH,Cl,, 0-25°C, 3-16 h.

Esquema 12.

Em 2002, Francisco e col.*

publicaram a sintese de uma série de 3-
carboxiamida-1-(2,4-diclorofenil)-1H-pirazoéis a partir da rea¢do dos respectivos cloretos
de acido com aminas primérias e hidrazinas na presenca de trietlamina e utilizando
diclorometano como solvente. Os produtos foram obtidos em 78-95% de rendimento

apos a mistura de reacao ser agitada por 2 h a temperatura ambiente (Esquema 13).
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Cl NH
|
\ R
/N /N
Cl N -, cl N
Cl 78-95% cl
Cl cl

R = Et, Pr, i-Pr, Bu, i-Bu, Pentil, Hexil, c-Hexil, OH, EtOH, CH,-(CH,)-OH, CH,-(CHs)-OH,
(S)-CH-(CH3)-CH,-OH, (R)-CH-(CHa)-CH,-OH, NH, NH-Me, NH-Pr, NH-Bu, NH-i-Bu

i: HoN-R, NEt;, CH,Cl,, t.a. 2 h.
Esquema 13.

Em 2005, Murineddu e col.,**** publicaram a sintese de uma série de 3-
carboxiamida-1-(2,4-diclorofenil)-1H-pirazoéis. Esses compostos triciclicos foram obtidos
através de metodologias classicas como a hidrélise dos respectivos ésteres em meio
basico, seguido da obtencdo dos cloretos de &cido, utilizando cloreto de tionila e,
finalmente, a formacdo da amida apés reacdo dos cloretos de &acido com aminas
primérias na presenca de trietilamina (Esquema 14). Os compostos foram obtidos com

rendimentos de 35-78% a partir dos acidos correspondentes.
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NH
\ D4
=¥ / N Rl /i \N R
N i, ii N
R2 cl 35-78% R2 cl
R3 R3
cl
cl
R'=H, Cl
R?=H, Me, Cl, Br
R®=H, Cl

NO,%:’O, Q/Q

R* = Ph, 4-MeCgHs, 4-MeOCgH,, 4-CICgH4, 3,4-CICgHs3, c-Hexil, “S{

i: SOCI,, Tolueno, refluxo, 3 h.
ii: H,N-R*, CH,Cl,, 0°-t.a., = 16 h.

Esquema 14.

.,*° almejando melhorar a rota sintética patenteada para

Em 2007, Kotagiri e co
obtencdo do Rimonabanto, publicaram a ciclocondensacdo do sal de litio do 4-(4-
clorofenil)-3-metil-4-oxido-2-oxo0-3-butenoato de etila com cloridrato de 2,4-diclorofenil
hidrazina na presenca de acido sulfurico (50%, vv). Essa metodologia conduziu
diretamente ao acido carboxilico correspondente. Esse acido, apés reacdo com NN-
diciclohexilcarbodiimida (DCC), hidroxibenzotriazol (OHBt) e 1-aminopiperidina,
utilizando diclorometano como solvente, forneceu o composto desejado em 72% de

rendimento (Esquema 15).
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EtO,C ® R! 70% Cl cl 2% N
r2 U cl
cl
cl

i cloridrato de 2,4-diclorofenil hidrazina, H,SO, (50%), EtOH, 79°C, 14 h.
ii: 1-aminopiperidina, DCC, OHBt, CH,Cl,, t.a. 2,5 h.

Esquema 15.

Em 2008, Alvarado e col.,*® obtiveram 3-carboxiamida-1-(2,4-diclorofenil)-1H-

pirazois a partir da reacdo dos respectivos ésteres com N-oleil e N-hexadecilaminas na

presenca de trimetilaluminio. A reacgdo foi realizada utilizando diclorometano como

solvente sob refluxo por 20-96 h conduzindo aos compostos com rendimentos que

variaram de 47-87% (Esquema 16).

o)
1
R CO,Et Rl H
[\ R?
N |\
cl S N
Cl 47.87% Cl cl
cl &
R'=H, Me
R?*= ‘:rf\/\/\/\/\/\/\/\’ e =

ir R2-NH,, Al(CHg)s, CH,Cl,, refluxo, 20-96 h.

Esquema 16.
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.,>* propuseram a sintese de andlogos ao

Também em 2008, Lee e co
Rimonabanto que contivessem em sua estrutura os substituintes 1,2,4-triazol-1-ila, na
posicdo 4 do anel heterociclico e 1,3,4-oxadiazol-2-ila na posicdo 3 do anel.
Primeiramente, o acido carboxilico foi obtido a partir da hidrélise do 1-(2,4-diclorofenil)-
3-etilcarboxilato-1H-pirazol utilizando LIOH em THF/H,O (1:3 vv) como solvente. O
acido carboxilico correspondente foi obtido apos refluxo por 2 h com rendimento
quantitativo. Posteriormente, o acido carboxilico reagiu com cloreto de oxalila na
presenca de quantidades cataliticas de DMF por 1 h. Depois de transcorrido o tempo de
reacdo, a mixtura foi entdo adicionada para uma solugcéo contendo pivaloilhidrazida e
trietilamina em diclorometano como solvente conduzindo a hidrazida correspondente

com um rendimento de 61% (Esquema 17).

al Cl 100% ¢ Cl 61%

Cl Cl

Cl

i: LIOH, THF/H,0, refluxo, 2 h.
ii: (COCI),, DMF, CH,ClI, 1 h.
iii: pivaloilhidrazida, N(Et);, CH,Cl,, t.a., 2 h.

Esquema 17.

Em 2009, Szab6 e col.,*® publicaram uma metodologia para obtencdo de 3-
carboxiamida-1-(2,4-diclorofenil)-1H-piraz6is a partir dos seus respectivos acidos
carboxilicos utilizando cloreto de oxalila para sintese dos cloretos correspondentes,
conforme j& descrito anteriormente.®® Os &cidos carboxilicos foram agitados na
presenca de cloreto de oxalila por 2 h, em meio dimetilformamida (DMF), a temperatura

ambiente, utilizando diclorometano como solvente. ApOs esse tempo, a solucao
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resultante foi adicionada para uma mixtura contendo 1-aminopiperidina ou 1-
aminopirrolidina, e trietilamina em diclorometano a 0°C. Apds elevacdo da temperatura

para 25°C, os reatantes foram agitados por 14-16 h (Esquema 18).

Cl

Cl

R* = ¢-Pr, ¢c-Bu, c-Pentil, c-Hexil
R? = H, Me, Et, OMe
n=1,2

i: (COCl),;, DMF, CH,Cl,, t.a., 2 h.
ii: 1-aminopiperidina ou 1-aminopirrolidina, NEt;, CH,Cl,, 0-25°C, 14-16 h.

Esquema 18.

Também em 2009, Spivey e col.,*

publicaram uma metodologia para obtencé&o
de analogos ao Rimonabanto através do uso da sintese em fase soélida desses
compostos. O 3-carboxiamida-1-(2,4-diclorofenil)-1H-pirazol foi sintetizado a partir do
respectivo 3-tert-butilcarboxilato-1-(2,4-diclorofenil)-1H-pirazol ligado a uma resina de
germanio (Esquema 19). Para a solu¢éo contendo o éster e N-aminomorfolina em THF
foi adicionada hexametildisilazida de litio (LHMDS), a mistura foi agitada por 2 h a
temperatura ambiente conduzindo a amida correspondente em 95% de rendimento. A
ipso-iododergemilacéo usando I, em &cido acético conduziu aos 3-carboxiamida-1-(2,4-
diclorofenil)-1H-pirazois destituidos da ligacdo com a resina. Os dois compostos obtidos

possuiam uma fenila e uma 4-iodofenila na posi¢éo 5 do anel heterociclico.
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Gel cl 95% N

Cl
Cl

i: N-aminomorfolina, THF, LHMDS, t.a., 2 h.
Esquema 109.
Para outros exemplos de sintese de 3-carboxiamida-1-(2,4-diclorofenil)-1H-

pirazois a partir do uso de cloretos de &cidos como intermediarios veja as referéncias
31b,40,42 e 45.
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2.4. Difratometria de Raios-X de 3-etilcarboxilato-1H-pirazois e 3-carboxiamida-1H-

pirazois

A revisdo sobre o estudo estrutural dos compostos utilizando dados de
difratometria de raios-X foi restringida a 3-etil(metil)carboxilato-1H-pirazéis e 3-
carboxiamida-1H-pirazo6is com substituintes arilicos na posi¢do-1 do anel pirazolico. As
posicdes-3 e -4 ficaram livres para substituintes alquilicos, arilicos, e heteroarilicos.
Acidos carboxilicos, sais e compostos contendo ligagbes entre o carbono 5 do anel
pirazolico e a fenila da posi¢cdo-1 do mesmo foram excluidos. A busca foi realizada na
base de dados do CSD (Cambridge Structure Database)>® utilizando o programa
ConQuest.*

Em 1998, Quéré e col.,”® publicaram os dados provenientes de difratometria de
raios-X  do 5-(2,6-dimetoxifenil)-1(4-(N-(3-dimetilaminopropil)-N-metilcarbamoil)-2-
isopropilfenil)-1H-pirazol (Figura 6). Os autores propuseram que a ressonancia
eletrénica entre a isopropilfenila e o heterociclo é dificultada, uma vez que, a fenila e o
pirazol apresentam um angulo diedro de 110,5(4)°. Além disso, a ligacdo envolvendo o
N(1) do anel pirazdlico e a fenila apresenta um comprimento de ligagéo de 1,457 (5) A,
esse comprimento é maior que o apresentado por uma ligacéo tipica entre um N(sp?) e
um C aromatico (1,371 A).*® Assim, esses dados indicaram a falta da superposic&o
entre os pares de elétrons do nitrogénio e a fenila ja que esta se apresentou
praticamente perpendicular ao heterociclo. Por outro lado, a funcdo amidica foi
observada praticamente no mesmo plano do anel pirazélico com um angulo diedro de
5,8(6)°. Os autores afirmaram também, a existéncia de ligacdes de hidrogénio
intramoleculares entre o N(2) e N(27), [N(2)--"N(27) = 2,684(5) A, H(27)--N(2) = 2,127 A,
N(27)-H(27)---N(2) = 116,2°] formando um pseudo anel de cinco membros o que

aumentaria a rigidez da molécula.
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Figura 6. Estrutura quimica (A) e Ortep (B, adaptado da Ref. 55) da molécula 5-(2,6-
dimetoxifenil)-1(4-(N-(3-dimetilaminopropil)-N-metilcarbamoil)-2-isopropilfenil)- 1H-

pirazol.

Em 1999, Aliev e col.,>” publicaram a sintese e o estudo estrutural a partir dos
dados de difratometria de raios-X do 5-(4-etoxifenil)-3-metilcarboxilato-1-(4-tolil)-4-(4-
toliloxamoil)-1H-pirazol (Figura 7). As ligacdes duplas do anel heterociclico N(2)=C(3) e
C(4)=C(5) apresentaram comprimento de 1,330 A e 1,400 A, respectivamente. Todos
0s substituintes ndo estdo no mesmo plano do heterociclo, com angulos diedros
variando de 35,4° (éster) até 115,8° (oxamoila). No fragmento oxamoila 0s grupos
carbonilas apresentaram uma relagdo trans e na estrutura cristalina ndo foram

observadas ligacdes de hidrogénio intermoleculares.
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Figura 7. Ortep®® obtido a partir da dados de difratometria de raios-X da molécula 5-(4-
etoxifenil)-3-metilcarboxilato-1-(4-tolil)-4-(4-toliloxamoil)-1H-pirazol.

.,>® publicaram os dados provenientes de

Em 2003, Thamotharan e co
difratometria de raios-X do monocristal obtido a partir do dimetil 1-(3-cloro-4-metilfenil)-
pirazol-3,4-dicarboxilato (Figura 8). A fenila e o heterociclo estdo praticamente no
mesmo plano formando um angulo diedro de 8,66(8)° entretanto, os angulos diedros
formados pelo anel pirazdlico e os grupamentos 3,4-dimetil carboxilato foram de

38,9(8)° e 19,5(7)°, respectivamente.
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Figura 8. Ortep®® obtido a partir de difratometria de raios-X do monocristal da molécula

dimetil 1-(3-cloro-4-metilfenil)-pirazol-3,4-dicarboxilato.

Em 2004, Dinger e col.,*° publicaram os dados provenientes do estudo estrutural
do metil 4-benzoil-3-carboxilato-1,5-difenil-1H-pirazol (Figura 9). Os dados de
difratometria de raios-X apresentaram que o atomo que mais desviou do plano principal
do anel pirazodlico foi o a&tomo N(1) com 0,007(1) A. A ligacdo N(1)-N(2) apresentou
comprimento de 1,359(1) A, sendo assim menor que valores obtidos na literatura para
ligacBes N-N tipicas (1,383 A).®* Esse fato foi atribuido pelos autores como resultante
do efeito estérico produzido pelos substituintes presentes no heterociclo. Os angulos
diedros formados entre o heterocilclo e o grupamento benzoila, fenila presente na
posicéo-5 e fenila na posi¢cdo-1 foram de 59,3(7)°, 39,3(7)° e 60,9(7)°, respectivamente.
Por sua vez, o grupamento metil carboxilato formou um angulo de 26,4(8)° com o plano

do anel pirazdlico.
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Figura 9. Ortep®® obtido a partir de difratometria de raios-X do monocristal do metil 4-

benzoil-3-carboxilato-1,5-difenil-1H-pirazol.

Também em 2004, o mesmo grupo de pesquisa® publicou os dados de
difratometria de raios-X do 4-benzoil-N-metil-3-carboxilato-1,5-difenil-1H-pirazol (Figura
10). Como no derivado proveniente do éster, todos os substituintes foram observados
fora do plano principal do anel heterociclico. Os angulos diedros formados entre o
heterocilclo e o grupamento benzoila, fenila ligada na posi¢éo-5 do anel e fenila ligada
na posi¢cdo-1 foram de 59,4(2)°, 39,5(2)° e 60,8(2)°, respectivamente. Além disso, foi
observado a presenca de uma ligacdo de hidrogénio intramolecular envolvendo os
atomos N(3)-HN(1) formando um pseudo anel de cinco membros (N(1)-C(3)-C(4)-N(3)-
H(3)). O grupamento 3-carboxiamida foi planar com r.m.s. a partir posi¢cdo dos atomos
em relacdo ao melhor plano do substituinte de 0,008(3) A e desviou 26,8(3)° a partir do
plano principal do anel pirazolico. A molécula apresentou interagées intermoleculares

do tipo C-H"O, -1 e C-H 11 estabilizando o empacotamento cristalino.
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Figura 10. Ortep®® obtido a partir de difratometria de raios-X do monocristal da molécula
4-benzoil-N-metil-3-carboxilato-1,5-difenil-1H-pirazol (Adaptado Ref. 62).

Ainda em 2004, Charlier e col.,®® estudando a estrutura de compostos anélogos
ao celecoxib, um classico inibidor seletivo da ciclooxigenase-2, publicaram os dados de
difratometria de raios-X do composto 3-etilcarboxilato-1-(4-metilsulfonilfenil)-5-fenil-1H-
pirazol (Figura 11). O composto cristalizou com duas moléculas independentes na
unidade assimétrica. O empacotamento cristalino foi governado por ligacdes de
hidrogénio fracas do tipo C-HN, envolvendo o grupamento metilsulfonil e o pirazol, C-
H~"O e C-H"mr. Para os autores foi surpreendente o fato do grupamento etilcarboxilato

nao participar de nenhuma interagéo intermolecular.
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Figura 11. Ortep®® obtido a partir de difratometria de raios-X do monocristal da molécula

3-etilcarboxilato-1-(4-metilsulfonilfenil)-5-fenil-1H-pirazol.

Em 2005, Sundar e col.,* propuseram o estudo estrutural utilizando técnicas de
difratometria de raios-X do monocristal do composto 3,4-dimetildicarboxilato-1-{4-[4,5-
bis(metoxicarbonil)-1,2,3-triazol-1-ilmetilcarbonil]fenil}-1H-pirazol (Figura 12). O angulo
diedro formado entre os planos principais do anel pirazdlico e triazdlico foi de 82,4(1)°
na molécula estudada. Por outro lado, a fenila formou um angulo diedro de 14,0(1)°
com o heterociclo enquanto os grupos 3,4-dimetilcarboxilatos formaram angulos de
53,9(1)° e 22,8(1)°, respectivamente. O angulo diedro formado entre os planos
principais do anel triazolico e da fenila foi de 68,3(1)°. O empacotamento cristalino foi

estabilizado por ligacées de hidrogénio fracas do tipo C-H~O e C-HN.
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Figura 12. Ortep™® obtido a partir de difratometria de raios-X do monocristal do 3,4-
dimetildicarboxilato-1-{4-[4,5-bis(metoxicarbonil)-1,2,3-triazol-1-ilmetilcarbonil]fenil}-1H-

pirazol.

Os dados provenientes de difratometria de raios-X do 3-etoxicarbonil-1-fenil-1H-
pirazol-5-il-4-clorobenzoato (Figura 13) foram publicados por Zheng e col.®® A partir de
sua analise foi possivel observar que o anel pirazélico forma um angulo diedro de
31,2(1)° e 74,3(1)° com a fenila e a 4-clorofenila, respectivamente. As interacdes
intermoleculares foram governadas principalmente por ligagdes do tipo 11-1T € a etila do

grupamento etilcarboxilato apresentou desordem.
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Figura 13. Ortep®® obtido a partir de difratometria de raios-X do monocristal da molécula

3-etoxicarbonil-1-fenil-1H-pirazol-5-il-4-clorobenzoato.

Em 2009, Alkorta e col.,®® publicaram o estudo estrutural por difratometria de
raios-X de dois 1,5-diaril pirazéis (Figura 14). A amida B cristalizou com duas
moléculas independentes na unidade assimétrica. O angulo diedro formado entre o
grupamento fenila e a 4-clorofenila, ligados na posi¢éo-1 do anel, e o anel heterociclico
foi de 43,7° (A) e 50,5° (B). Outro dado discutido pelos autores foi o angulo do grupo
arila ligado na posicdo-5 do anel pirazdlico. Os angulos formados pelo grupo 4-
clorofenila foram de 37,7° (A) e 37,5° (B). O empacotamento cristalino de ambos os
compostos foram estabilizados por ligagbes de hidrogénio do tipo C—H O, C—H"N e N—
H~N, esta ultima foi observada no empacotamento cristalino da molécula B.
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Figura 14. Estruturas obtidas a partir de difratometria de raios-X dos 1,5-diaril pirazois
A e B. (Adaptado da Ref. 66).

Em outro trabalho Alkorta e col.,®’ descreveram os resultados obtidos a partir do
estudo por difratometria de raios-X de dois 3-etilcarboxilato-1H-pirazéis (Figura 15). Os
autores relataram que nao foi observada nenhuma ligagdo de hidrogénio classica no
empacotamento cristalino dos compostos estudados. Além disso, os angulos diedros
formados pelas fenilas ligadas nas posicdes-1 e -5 e o0 anel pirazolico foram de 49,0° e

57,6°, respectivamente, quando os dados foram coletados a 293 K, e 51,0° e 53,49,
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respectivamente, quando a medida do composto A fora realizada a 100 K. Os angulos
formados entre a 2,4-diclorofenila e a 4-clorofenila em relacdo ao heterociclo no
composto B foram de 59,1° e 52,9°, respectivamente, quando medidos a 293 K. Além
disso, o empacotamento cristalino do composto A foi estabilizado por ligagbes de
hidrogénio entre os atomos C(15)-H(15)"0O(2) enquanto no composto B foram
observadas interacdes do tipo CICl (3,46 A) entre o grupamentos 4-clorofenila e 2,4-

diclorofenila e também interacdes do tipo CI 11 (Clcentréide = 4,01 A).
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Figura 15. Ortep® obtido a partir de difratometria de raios-X do monocristal dos 3-
etilcarboxilato-1H-pirazoéis A e B. (Adaptado da Ref. 67).

1,8 também publicaram, em 2009, o estudo

O grupo de pesquisa de Alkorta e co
estrutural por difratometria de raios-X do Rimonabanto (Figura 16). A estrutura
cristalina foi obtida com a presenca de uma molécula de metanol na unidade

assimétrica.
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Figura 16. Ortep® obtido a partir da difratometria de raios-X do Rimonabanto
(Adaptado da Ref. 68).

A partir dos dados obtidos foi possivel observar que o grupamento 2,4-diclorofenila
forma um angulo de 66,3° enquanto o substituinte 4-clorofenila forma um angulo de
54,3°, ambos com o anel pirazélico. O empacotamento cristalino foi estabilizado por
ligacbes de hidrogénio (—-N-H~O-H"O-) formando cadeias infinitas ao longo do plano
b (Figura 17). Outro dado discutido, foi que o grupamento 3-carboxiamida adota uma
configuragdo sSE a partir da rotacdo da ligacdo C(3)-C(1). Essa conformagédo seria
ajudada por uma possivel interacdo de hidrogénio entre o N(2)H-N(3) e também pela
repulsdo entre os pares de elétrons do N2 e da carbonila em caso de uma configuracao
SZ.
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Figura 17. Ligacbes de hidrogénio entre os atomos N3-H3°023-H23°0O1 no

empacotamento cristalino do Rimonabanto (Adaptado da Ref. 68).

Por conseguinte, os dados do Esquema 20, compilados a partir da revisdo da
literatura, demonstraram que a maioria dos 1,5-diaril-1H-pirazois apresentaram angulos
diedros entre as fenilas, ligada na posi¢do-1 do anel pirazdlico, e o heterociclo na faixa
de 39,3 — 89,5°. Por outro lado, a maior parte dos compostos apresentaram as fenilas,
ligadas na posicao-5 do heterociclo, com angulos em uma faixa maior, compreendendo
entre 27,1 — 89,9°.
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R® R x* X° pL() ¢5() Rel
CO,Me COPh H H 393 60,9 60
CO,Me COCONHAr 4-CH, 4-OFt 89,5 68,2 57
CO,Et H 4-SO,Me H 64,8 32,9 63
CO,Et H 4-SO,Me H 63,6 27,1 63
CO,Et H H 4-Cl 43,7 377 66
CO,Me Me H H 490 57,6 67
CO,Me Me H 4-Cl 59,1 529 67

CONHR H 2,4-R*? 2,6-OMe 725 89,9 55
CONHMe COPh H H 395 60,8 62
CONHR*? Me 2,4-Cl 4-Cl 66,3 54,3 68

CONHC16Has H 4-Cl 4-Cl 50,5 37,5 66
CONHC16Has H 4-Cl 4-Cl 450 394 66

 R'= piperidin-1-ila, R*= 2-i-Pr, 4-(N-(3-dimetilaminopropil)-N-metilcarbamoil).

Esquema 20.
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2.5. Principais estratégias para obtencdo de novos 3-carboxiamida-1-(2,4-

diclorofenil)-1H-pirazdis capazes de interagir com 0s receptores CBj.

Desde a descoberta do Rimonabanto, em 1994, alguns trabalhos relacionando a
estrutura quimica de novos ligantes e a sua capacidade de interagdo com os receptores
CB; tém sido descritos na literatura.>’®® 3!2 A partir desses estudos foi observado que
os melhores substituintes, para uma melhor afinidade em relacdo aos receptores CBs,
sdo arilas 4-substituidas e ligadas na posicdo-5 de anéis pirazélicos, bem como, 2-
cloro- ou 2,4-diclorofenilas ligadas na posicdo-1 dos mesmos heterociclos. O
grupamento 3-carboxiamida parece ter como um dos principais substituintes o grupo
piperidin-1-ila. Segundo dados provenientes da literatura, uma ligagdo chave do
Rimonabanto com o sitio de ligagdo do receptor CB; € uma interacdo por ligacédo de
hidrogénio entre a carbonila da amida e lisina-192. Outras interacdes possiveis, as
guais estabilizariam o complexo formado pelo composto e o receptor seria entre a 2,4-
diclorofenila e o triptofano-279, fenilalanina-200 e triptofano-356 através de interacdes
do tipo -1 e hidrofébicas. Da mesma forma, a 4-clorofenila, ligada na posi¢cao-5 do
anel pirazdlico, deverd interagir com o triptofano-275, triptofano-255 e fenilalanina-278
também por ligacdes interagdes do tipo -1 e hidrofébicas. O grupamento piperidinila
ajuda na estabilizacdo do complexo através de ligagbes do tipo hidrofébicas com a
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valina-196, fenilalanina-170, leucina-387 e a metionina-38 Essas possiveis

interagOes podem ser observadas na Figura 18.
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Figura 18. Rimonabanto e as possiveis interacdes com receptor CB;.

Um exemplo de composto planejado para interagir com o0s receptores CB;
baseado na estrutura do Rimonabanto foi o O-1248 (Figura 19).*° Esse indazol
derivado possui a fenila geminada no anel heterociclico e mesmo havendo uma alta
similaridade com a molécula que Ihe deu origem essa estrutura obteve uma afinidade

67 vezes menor que o Rimonabanto em relacdo aos receptores CB;.

Cl

0-1248

Figura 19. Estrutura quimica do composto O-1248 publicado por Bass e col.?®

Os dados obtidos na literatura sobre a relacdo entre a estrutura quimica e a
atividade (SAR) de andlogos ao Rimonabanto denotam que a auséncia do atomo de
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cloro na posicdo-2 do grupamento 2,4-diclorofenila promove uma reducdo de 5 vezes
na afinidade pelo receptor CB1.?’® A seletividade em relacdo ao mesmo receptor
também é reduzida uma vez que a relacdo CB;:CB; cai de 1:143 do Rimonabanto para
1:14 no composto contendo o substituinte 4-clorofenila ligado na posi¢cdo-1 do anel
pirazolico. Comparando a posicdo dos cloros na fenila ligada na posi¢do-1 do anel
pirazoélico, a modificacdo da 2,4-diclorofenila para 2,3-diclorofenila e 2,6-diclorofenila
promove a reducdo da afinidade dos compostos em 5 vezes e 10 vezes,
respectivamente.”’® Além disso, a substituicdo da 2,4-diclorofenila por 2,4-dimetilfenila
reduz a afinidade em 3 vezes.

Considerando o grupo 4-clorofenila, ligado na posi¢do-5 do anel heterociclico, a
auséncia do cloro conduz a um decréscimo de 10 vezes na afinidade do Rimonabanto
pelo receptor CB;. Por outro lado, a mudancga entre os halogénios ligados na fenila
possui uma fraca relagdo com a capacidade de interagir com o receptor canabindide,
tanto bromo quanto cloro fornecem compostos praticamente equipotentes. A mudanca
de 4-clorofenila para 4-iodofenila produz um composto com uma maior afinidade pelo
receptor CB; entretanto esses composto possuiu menor seletividade (CB1:CB, = 1:85).
Além disso, compostos contendo iodo possuem, geralmente, meia vida de agdo menor,
comparado a compostos contendo outros halogénios, devido a labilidade da ligacao
carbono-iodo. Ambas as modificacoes de 4-clorofenila para 4-nitrofenila e 4-aminofenila
conduziram a compostos de afinidade reduzida por 5 vezes e 7 vezes, respectivamente,
em relagdo a afinidade pelo receptor CB;. Outra modificacéo proposta foi a substituicao
do grupo 4-clorofenila na posicdo-5 do anel pirazélico por uma etila a qual reduziu em
16 vezes a afinidade do composto pelo receptor CB;. Em geral os dados apontam para
uma reducao de afinidade para ligagdo aos receptores CB; tanto quanto menor for a
lipossolubilidade dos substituintes ligados na posicdo-4 da fenila. 2@

Em relacdo a funcdo carboxiamida ligada na posicao-3 do anel pirazdlico, alguns
substituintes tém sido bastante eficazes. Segundo dados da literatura, os grupos
homopiperidinila, piperidinila, pirrolidinila e hexila tém conduzido a compostos com
afinidades semelhantes. Por outro lado, a substituicdo do grupo piperidinila por uma
fenila conduziu a uma reducéo de 1,8 vezes na afinidade pelo receptor CB;. Outro dado

relevante foi que a presenca do NH da funcdo carboxiamida possui uma participacao
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importante na estabilizagdo do complexo receptor-ligante, conforme ja discutido, uma
vez que o uso de amina secundaria conduz a uma reducéo de 6 vezes na afinidade.*

A posicdo-4 do anel pirazolico, segundo os dados da literatura, deve possuir um
substituinte para aumentar a afinidade pelo receptor CB;. A modificagdo da metila
presente no Rimonabanto para um hidrogénio fornece um composto com uma afinidade
6 vezes menor enquanto sua substituicdo por um bromo produz um composto com
afinidade semelhante.?”

Entre as estratégias em quimica medicinal, a rigidificacdo estrutural tem sido
aplicada para obtencdo de novos compostos capazes de interagir com 0 sistema
endocanabindide baseados no modelo estrutural do Rimonabanto.**** Essa estratégia
foi utilizada no planejamento das estruturas descritas na Figura 20. Em geral as novas
estruturas apresentaram ligagcdes que dificultam as possiveis conformagfes dos
compostos conduzindo a estruturas rigidas. Surpreendentemente, 0 composto A,
Figura 20, mostrou-se como um antagonista CB, enquanto os outros compostos (B e
C) mantiveram a seletividade para o receptor CB;. Isso demonstra que modificacdes
sutis na estrutura quimica de derivados do Rimonabanto podem conduzir a diferentes
afinidades pelos dois subtipos de receptores (CB; e CB,). Em relacdo a quantidade de
atomos de carbono ligando a fenila a posi¢cdo-4 do anel heterociclico, 3 carbonos
parece ser o numero ideal desde que o composto C possuiu uma afinidade =40000x
maior pelo receptor CB; em comparagcdo com seu analogo B que apresenta 2 &tomos
de carbono separando a posi¢do-4 e a fenila ligada na posi¢cdo-5 do anel pirazélico. A
seletividade também foi influenciada pela distancia dos atomos de carbono, enquanto o
composto B apresentou seletividade (CB;:CB,) de 1:15,3 o composto C apresentou
uma seletividade de 1: >60000. Comparando a presenca do atomo de cloro ligado na
posi¢céo-8 do composto C sua modificagcdo para hidrogénio, metila e bromo conduziu a
compostos com afinidades 48000 vezes, 15 vezes e 23 vezes menor, respectivamente,
em relacdo ao receptor CB;. Finalmente, na funcdo 3-carboxiamida a substituicdo do
grupo 1-piperidinila por uma 4-metoxifenila reduz a afinidade em 37 vezes em relagéao
ao referido receptor.
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Figura 20. Rimonabanto e seus analogos com seus respectivos K; para as duas

isoformas dos receptores canabindides.
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Apresentacéo e Discussao dos Resultados

o1



3. Apresentacao e Discusséo dos Resultados

Neste capitulo serdo apresentadas a nomenclatura e a numeragdo das enonas
2a-n, (Esquema 21) dos 3-etilcarboxilato-1-(2,4-diclorofenil)-1H-pirazéis 3a-n
(Esquema 22) bem como dos seus acidos derivados 4j-m e das 3-carboxiamida-1-(2,4-
diclorofenil)-1H-pirazois 5-18 (Esquema 23) sintetizados neste trabalho (secdes 3.1 e
3.2). Posteriormente, sera detalhada a metodologia sintética (se¢bes 3.3, 3.5, 3.7 e 3.8)
bem como a identificagédo estrutural dos compostos (se¢des 3.4, 3.6 e 3.9) incluindo a
discussdo dos dados provenientes da técnica de difratometria de raios-X (secao 3.10).
Finalmente, serdo apresentados os resultados da capacidade de interacdo dos 3-
carboxiamida-1-(2,4-diclorofenil)-1H-pirazois 5-18 com os receptores canabinoides CB;
obtidos a partir dos ensaios de ligacdo especifica usando o [*H]Rimonabanto (secéo
3.11).



3.1. Numerac¢ao dos Compostos.

o R2 ORS
MeO, OMe —
o) CO,Et
la-n 2a-n
Comp. 1,2 R R? R® Comp. 1,2 R R? R®
a Pr H Me h 4-NO,CeHs  H Me
b Ph H Me [ Fur-2-il H H
Cc 4-MeOCgHg4 H Me ] -CH,CH,CH.- Me
d 4-MeCgH4 H Me k -CHz(CHz)chz- Me
e 4-FCgH4 H Me [ -CHz(CHz)chz- Me
f 4-C|C6H4 H Me m -CHz(CH2)4CH2- Me
Esquema 21.
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R%2  CO,Et
/\
R2 OR Cl Rl N
_ H2N
o K1t HN cl —— Cl
CO,Et e HCI
2a-n
3a-n
Comp.23 R R R? Comp.2,3 R R R?
a Me Pr H h Me  4-NO,CgH, H
b Me Ph H i H Fur-2-il H
c Me  4-MeOCeH, H j Me -CH,CH,CH-
d Me 4'MeC6H4 H k Me -CHz(CHz)chz-
e Me 4-FC6H4 H I Me -CHz(CHz)chz-
f Me 4-C|C6H4 H m Me 'CHZ(CH2)4CH2'
g Me 4-BrCgH,4 H n Me CQ
Esquema 22.
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R2 COzEt R2 COzH R2 NH
|
/ /Z_\< 7\ R
1/Z_§\l N N
R N Rl N, Rl N/
Cl Cl Cl
3j-m 4j-m 5-18
Comp. R R? R® Comp. R R? R®
4] -CHchchz' - 10 -CHz(CH2)4CH2' Et
4K -CHz(CHz),CH,- - 11 -CH2(CH;)sCH- _\_N\ P
4 -CHz(CHz)chz- - 12 -CHz(CH2)4CH2- _\_N o)
4m -CH2(CH,)4CH,- - 13 -CH3(CH,)sCH,- Ph
5 -CH,CH,CH,- —N_ ) 14 -CH3(CH,)4CH,- Ph
6 -CH3(CH,),CH,- —N_ ) 15 -CH2(CH,)sCH,-  4-MeOCgH,
7 -CH2(CHz)sCH;- —N_ ) 16 -CH2(CH,)4CHx-  4-MeOCgH,
8 -CH2(CHz)4CH;- —N_ ) 17 -CH2(CH,)sCHx-  4-NO,CgH,
9 -CHa(CHz)sCHz- Et 18 -CHy(CH,)4CHp-  4-NO,CgH,
Esquema 23.
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3.2. Nomenclatura dos Compostos 2-18.

A nomenclatura dos compostos sintetizados segundo a IUPAC (Unido Internacional de

Quimica Pura e Aplicada) esta apresentada nas Tabelas 1, 2, 3, 4.

Tabela 1. Nomenclatura dos compostos 2.

Composto Estrutura Nomenclatura
EtO,C xOMe
2a (E)-4-MetOxi-2-0x0-3-heptenoato de etila
o
EtO,C o OMe
2b 5 (E)- 4-Fenil-4-metdxi-2-ox0-3-butenoato de etila
EtO,C xOMe
2c O] (E)-4-Metoxi-4-(4-metoxifenil)-2-oxo-3-butenoato de etila
OMe
EtO,C X OMe
2d O] (E)-4-(4-Metilfenil)-4-metoxi-2-oxo-3-butenoato de etila
Me
EtO,C OMe
2e (E)-4-(4-Fluorfenil)-4-metoxi-2-oxo-3-butenoato de etila

@)
. /
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Tabela 1. Nomenclatura dos compostos 2 (continuagao).

Composto Estrutura Nomenclatura
EtO,C N OMe
2f O] (E)-4-(4-Clorofenil)-4-metoxi-2-oxo-3-butenoato de etila
Cl
EtO,C N OMe
29 o (E)-4-(4-Bromofenil)-4-metoxi-2-oxo-3-butenoato de etila
Br
EtO,C N OMe
2h O (E)-4-MetOxi-4-(4-nitrofenil)-2-oxo-3-butenoato de etila
NO,
EtO,C N OMe
2i (E)-4-(Furan-2-il)-4-metoxi-2-ox0-3-butenoato de etila
o
)
O
2j EtOZC’4 OMe (2-Metoxiciclopenten-1-il)-oxoacetato de etila
O
2k EtO,C OMe (2-Metoxiciclohexen-1-il)-oxoacetato de etila

X
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Tabela 1. Nomenclatura dos compostos 2 (continuagao).

Composto Estrutura Nomenclatura
O
2l EtO,C OMe (2-Metoxiciclohepten-1-il)-oxoacetato de etila
O
2m EtO,C OMe (2-Metoxicicloocten-1-il)-oxoacetato de etila

EtO,C OMe

2n (3,4-Diidronaftalen-2-il-1-metoxi-)-oxoacetato de etila
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Tabela 2. Nomenclatura dos compostos 3.

Composto Estrutura Nomenclatura
CO,Et
\
/ ,N
3a N 1-(2,4-Diclorofenil)-5-propil-1H-pirazol-3-carboxilato de etila
Cl
Cl
CO,Et
\
/ /N
3b 1-(2,4-Diclorofenil)-5-fenil-1H-pirazol-3-carboxilato de etila

Qz

cl
CO,Et

/
N 1-(2,4-Diclorofenil)-5-(4-metoxifenil)-1H-pirazol-3-carboxilato
3¢ MeO cl .
de etila

Cl

Z/

CO,Et
]\
3d N,N 1-(2,4-Diclorofenil)-5-(4-metilfenil)-1H-pirazol-3-carboxilato de
Me cl etila

cl
CO,Et

3 = N 1-(2,4-Diclorofenil)-5-(4-fluorfenil)-1H-pirazol-3-carboxilato de
e ©/Cl
etila
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Tabela 2. Nomenclatura dos compostos 3 (continuagao).

Composto Estrutura Nomenclatura
CO,Et
/A
af N,N 5-(4-Clorofenil)-1-(2,4-diclorofenil)-1H-pirazol-3-carboxilato de
Cl cl etila
Cl
CO,Et
/R
3 N,N 5-(4-Bromofenil)-1-(2,4-diclorofenil)-1H-pirazol-3-carboxilato
g .
Br cl de etila
Cl
CO,Et
\
/ ,N
N 1-(2,4-Diclorofenil)-5-(4-nitrofenil)-1H-pirazol-3-carboxilato de
3h OaN cl .
etila
Cl
CO,Et
\
\ / /N
ai \ o N 1-(2,4-Diclorofenil)-5-(furan-2-il)-1H-pirazol-3-carboxilato de
I Cl .
©/ etila
Cl
CO,Et
\
/ ,N
) N 1-(2,4-Diclorofenil)-1,4,5,6-tetraidrociclopenta[c]pyrazole-3-
3 Cl : :
carboxilato de etila
Cl
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Tabela 2. Nomenclatura dos compostos 3 (continuagao).

Composto Estrutura Nomenclatura

CO,Et
\
< 2/ /<N
N
3k i Cl
Cl
COEt
\
( 2/ }N
3l N 1-(2,4-Diclorofenil)-1,4,5,6,7,8-hexaidro-1H-cicloheptalc]pirazol-3-
©/CI carboxilato de etila
Cl
COEt
\
/ .N
3 N 1-(2,4-Diclorofenil)-4,5,6,7,8,9-hexaidro-1H-ciclooctal[c]pirazol-3-
m
©/CI carboxilato de etila
Cl

CO,Et

1-(2,4-Diclorofenil)-4,5,6,7-tetraidro-1H-indazol-3-carboxilato de etila

]\

s

N 1-(2,4-Diclorofenil)-4,5-diidro-1H-benzo[g]indazol-3-carboxilato de
Cl

Z

3n )
etila

ass
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Tabela 3. Nomenclatura dos compostos 4.

Composto Estrutura Nomenclatura
CO,H
\
/ /N
4 N Acido 1-(2,4-diclorofenil)-1,4,5,6-tetraidrocyclopenta[c]pyrazole-3-
Cl "
) ©/ carboxilico
Cl
CO,H
\
/ ,N
N
4k i cl Acido 1-(2,4-diclorofenil)-4,5,6,7-tetraidro-1H-indazol-3-carboxilico
Cl
CO,H
\
/ ,N
Al N Acido 1-(2,4-diclorofenil)-1,4,5,6,7,8-hexaidro-1H-
©/ cl ciclohepta[c]pirazol-3-carboxilico
Cl
CO,H
\
/ /N ;
4 N Acido 1-(2,4-diclorofenil)-3-etilcarboxilato-4,5,6,7,8,9-hexaidro-1H-
m

~

@]

cicloocta|c]pirazol-3-carboxilico
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Tabela 4. Nomenclatura dos compostos 5-18.

Composto Estrutura Nomenclatura
NH
. 7\ 1-(2,4-Diclorofenil)-N-(piperidin-1-il)-1,4,5,6-
N

Cl
NH
6 /N

tetraidrociclopenta[c]pirazol-3-carboxiamida

1-(2,4-Diclorofenil)-N-(piperidin-1-il)-4,5,6,7-tetraidro-1H-indazol-3-

carboxiamida

1-(2,4-Diclorofenil)-N-(piperidin-1-il)-1,4,5,6,7,8-

hexaidrocicloheptal[c]pirazol-3-carboxiamida
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Tabela 4. Nomenclatura dos compostos 5-18 (continuagéo).

Composto Estrutura

Nomenclatura

o

N

J

C

[
o
\
N
Cl

J

o

N

Cl

N
C

H

I
H
I

.
%
@

H
I

1-(2,4-Diclorofenil)-N-(piperidin-1-il)-4,5,6,7,8,9-hexaidro-1H-

ciclocta[c]pirazol-3-carboxiamida

1-(2,4-Diclorofenil)-3-N-propilamida-1,4,5,6,7,8-

hexaidrocicloheptalc]pirazol

1-(2,4-Diclorofenil)- 3-N-propilamida-4,5,6,7,8,9-hexaidro-1H-

ciclocta[c]pirazol
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Tabela 4. Nomenclatura dos compostos 5-18 (continuagéo).

Composto Estrutura Nomenclatura
)
N
© NH
1 1-(2,4-Diclorofenil)-N-(2-morfolinoetil)-1,4,5,6,7,8-
/ \N hexaidrocicloheptal[c]pirazol-3-carboxiamida
N’
@ )
Cl
)
N
° NH
1 1-(2,4-Diclorofenil)-N-(2-morfolinoetil)-4,5,6,7,8,9-hexaidro-1H-
/ \N ciclocta[c]pirazol-3-carboxiamida
N’
@ )
Cl
© NH
13 ]\ 1-(2,4-Diclorofenil)-N-fenil-1,4,5,6,7,8-
N
N hexaidrocicloheptal[c]pirazol-3-carboxiamida
ij ’
Cl

65



Tabela 4. Nomenclatura dos compostos 5-18 (continuagéo).

Composto Estrutura Nomenclatura
° NH
v ]\ 1-(2,4-Diclorofenil)-N-fenil-4,5,6,7,8,9-hexaidro-1H-
N , : I
N ciclocta[c]pirazol-3-carboxiamida
@ )
Cl
OMe
© NH
15 1-(2,4-Diclorofenil)-N-(4-metoxifenil)-1,4,5,6,7,8-
/ ,\N hexaidrocicloheptal[c]pirazol-3-carboxiamida
N
@ )
Cl
OMe
© NH
16 1-(2,4-Diclorofenil)-N-(4-metoxifenil)-4,5,6,7,8,9-hexaidro-1H-
/ ,\N ciclocta[c]pirazol-3-carboxiamida
N
@ )
Cl
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Tabela 4. Nomenclatura dos compostos 5-18 (continuagéo).

Composto Estrutura Nomenclatura
NO,
O NH
17 1-(2,4-Diclorofenil)-N-(4-nitrofenil)-1,4,5,6,7,8-
/ ,\N hexaidrocicloheptal[c]pirazol-3-carboxiamida
N
Cl
Cl
NO,
° NH
18 1-(2,4-Diclorofenil)-N-(4-nitrofenil)-4,5,6,7,8,9-hexaidro-1H-
/ ,\N ciclocta[c]pirazol-3-carboxiamida
N
Cl
Cl
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3.3. Sintese das enonas 2a-n.

Tendo em vista que a preparacdo de enoléteres pode se tornar um processo
dificil devido ao longo tempo de reagcdo e, também, as dificuldades no seu
isolamento/purificacdo,”® a acilacdo de acetais tem sido uma boa rota alternativa na
obtencéo de B-alcoxivinil halometil cetonas. Esta rota alternativa de sintese tem como
vantagens: (i) evitar a necessidade de isolamento/purificacdo do enoléter e (i) a
minimizagdo de reacdes laterais comuns a enoléteres como, por exemplo, hidrélise e
polimerizacdo,”* uma vez que este composto é gerado in situ.

Assim, utilizando a rota alternativa mencionada, a acilagcdo de acetais derivados
de acetofenonas com cloreto de etil oxalila foi realizada e forneceu as enonas 2a-n em
bons rendimentos (55-80%) (Esquema 24). A sintese dos acetais 1la-n foram realizadas

a partir da reacéo da correspondente cetona com trimetil ortoformiato em presenca de

quantidades cataliticas de &cido p-tolueno sulfénico. 3¢ 7
o RZ OR®
MeO_ OMe i, ii ou iii —
C')S( R \)<Rl 55-80% 022_<R1
o} CO,Et
la-n 2a-n
1,2 R* R? R? 1,2 R* R? R?
a Pr H Me h 4-NO,CeHs  H Me
b Ph H Me [ Fur-2-il H H
Cc 4-MeOCgH4 H Me ] -CH,CH,CH.- Me
d 4-MeCgH4 H Me k -CHz(CHz)chz- Me
e 4-FCgH4 H Me [ -CHz(CHz)chz- Me
f 4-C|C6H4 H Me m -CHz(CH2)4CH2- Me

\ ’
\ G

g 4-BrCeHs H Me n CQ Me

i CHCIs, Piridina, 0-65°C, 5 h (2a-g).
i CHCI3, Piridina, 0-65°C, 24 h (2h).
iii: CHCls, Piridina, 0-25°C, 16 h (2i-n).

Esquema 24.
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A acilacdo dos acetais 1a-n foram realizadas utilizando o agente acilante, piridina
e o acetal na relacdo molar de 2:2:1, respectivamente, em cloroféormio como solvente.
Os melhores rendimentos foram obtidos quando a mistura de reacao foi agitada por um
periodo de 5 h a 65°C para os acetais la-g. Essa condi¢cdo de reagdo ja havia sido
utilizada previamente para sintese das enonas 2b-c, 2e, 2g a partir dos respectivos
acetais.®® O acetal 1h necessitou de aquecimento & temperatura de refluxo do
cloroformio, usado como solvente, para conversdao completa. Utilizando também
condicdes de reacdo bem estabelecidas em nossos laboratorios, os acetais 1li-n foram
agitados por 16 h a temperatura ambiente na presenca do cloreto de etil oxalila e
piridina para obtencdo das respectivas enonas 2i-n. O mecanismo proposto para
formacdo das enonas 2a-n envolve, primeiramente, a utilizacdo de uma molécula de
acilante para a formacéo do enoléter, com a consequente saida do oxalato de etila e
metila. A seguir, uma segunda molécula do cloreto de etil oxalila reage com o enoléter
(formado in situ) para formar as enonas 2a-n.** A piridina no meio de reacao funciona
como base para neutralizacdo do acido cloridrico formado nas duas etapas de
reacdo.*" A purificacdo dos produtos 2a-g, 2i-n foi realizada por destilacéo sob pressé&o
reduzida, dessa forma, o oxalato de etila e metila formado durante o curso da reacéo,
foi facilmente separado do produto (ver Parte Experimental). Por outro lado, o produto
2f, 2h-i foram obtidos na forma soélidos e sua purificacdo foi obtida apds sucessivas
lavagens com hexano. As constantes fisicas e rendimentos dos compostos 2a-n estdo

listados na Tabela 5.
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Tabela 5. Constantes fisicas e rendimentos das enonas 2a-n.

Férmula molecular p.e. (°C) a
Composto p.f. (°C) . Rend.
PM (g/mol) (Presséo)
Ci0H160 . 130-132
2a 10T e Oleo 58%
210,23 (6,6 mbar)
C13H1404 3 169-171°/ 168-170° b .
2b Oleo b . 80% " / 74%
234,24 (6,0"/5,9" mbar)
C14H1605 ! 176-178
2c Oleo 68%
264,27 (2,1 mbar)
C14H160 , , 180-182°/178-180°
2d e Oleo®/ Oleo® . 70%
313,13 (6,0" /6,8 mbar)
CisH13FO, b . o 174-176°/178-180° X .
2e 45-47" /| Oleo b . 84% " / 81%
252,24 (6,8 " /5,9 mbar)
C13H13C|O4
2f 54-56 - 80%
268,69
Ci3H13BrO, b .. . 196-198 ®/198-200°¢ b .
29 68-70" / Oleo b . 62% " /167%
313,14 (5,9 /6,2" mbar)
ClSHlSNOG
2h 62-64 - 79%
279,25
. ClOHlOOS
2i 79-81 - 69%
210,18
i C10H1404 , 154-156
2j Oleo 55%
198,22 (10.0 mbar)
C11H1604 ! 150-152
2k Oleo 64%
212,24 (6,2 mbar)
C12H1804 ! 166-168
2l Oleo 67%
226,27 (4,9 mbar)
C13H2004 ! 183-185
2m Oleo 74%
240,30 (5,7 mbar)
CisH1604 , 139-141
2n Oleo 71%
260,29 (16 mbar)

®Rendimento do produto isolado.
"Referéncia 38.
‘Dado desta Tese.
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3.4. Identificacéo estrutural das enonas 2a-n.

A identificacdo das enonas 2a-n sintetizadas neste trabalho foi feita através de
técnicas de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) de *H e de *3C, e Espectrometria de
Massas.

Os espectros de RMN de 'H e *C dos compostos sintetizados apresentam
conjuntos de sinais caracteristicos para as estruturas propostas e foram obtidos em
200,13 MHz ou 400,13 MHz para *H e 50,32 MHz ou 100,63 MHz para *C, utilizando
CDCIl; como solvente. Nos espectros de RMN de *H foram observados os sinais da etila
do éster como um tripleto com deslocamento quimico no intervalo 1,24-1,41 ppm e um
guarteto no intervalo 4,04-4,39 ppm. Os sinais atribuidos para os hidrogénios vinilicos
foram observados no intervalo 6,13-6,94 ppm, para os compostos 2a-i. Além disso, 0s
grupamentos alquila e arila, presentes em R e R?, apresentaram sinais caracteristicos
para cada um deles e em suas regides do espectro.

Os espectros de RMN de **C dos compostos 2a-n apresentaram os dois sinais
caracteristicos para os carbonos vinilicos, os quais foram obtidos, em média, em 103,7
ppm para o C-3 (C-a) e 172,5 ppm para o C-4 (C-B). O sinal referente ao carbono
carbonilico foi obtido na faixa de 180,0-188,5 ppm para as enonas 2a-n.

A comparacéo entre os deslocamentos quimicos de **C de B-alcoxivinil cetonas
com diferentes substituintes ligados a carbonila (R = Me, CO,Et, Haloalquil), sugeriram
gue ha semelhancas nos efeitos eletrénicos dos substituintes CO,Et e Haloalquilas. Os
dados presentes na Tabela 6 compara os deslocamentos quimicos do composto (E)-4-
etdxi-2-oxo-3-butenoato de etila,”* com seus analogos polialoalquil substituidos.” Estes
dados demonstram que o aumento do efeito indutivo do grupo ligado a carbonila tende
a deslocar o sinal do C-B para campo baixo, evidenciando o efeito de desblindagem
sobre o0 mesmo. Levando em consideracao que esse efeito ocorre a partir do aumento
relativo da carga parcial positiva sobre o ndcleo observado, é possivel presumir que o
aumento do efeito retirador de elétrons do grupamento ligado a carbonila aumenta a
eletrofilicidade do C-f3.
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Tabela 6. Comparacdo dos deslocamentos quimicos de **C (ppm) do composto (E)-4-

etoxi-2-oxo-3-butenoato de etila e seus analogos polialoalquil substituidos.

RT(\/OEt

o)
R coO Ca CB

CH;, 196,2 105,8 162,6
CHF, 187,3 98,8 166,1
CH(CFs), 182,4 103,7 166,2
CO,Et 182,4 107,4 166,6
CCl; 180,7 95,82 167,4
CsF- 181,2 98,7 168,0
CF; 180,2 97,7 168,4
CoFs 182,6 98,9 168,6

Assim, como os deslocamentos quimicos dos C-a e C-B do composto (E)-4-

etoxi-2-oxo-3-butenoato de etila foram semelhantes aos dos compostos haloalquil

substituidos (em especial para R = CCl; e CF3), € possivel prever para os compostos

2a-n um comportamento similar em reac¢des de ciclocondensag¢do como ja demonstrado

pelo trabalho previamente publicado por nosso grupo de pesquisa.®
Os dados de RMN de *H e de '°C das enonas 2a, 2c, 2f, 2h-n esto listados na

Tabela 7. As enonas 2b, 2d-e e 2g possuem os dados espectroscépicos descritos na

Ref. 38.
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Tabela 7. Dados? de RMN de 'H e de 3C das enonas 2a, 2c, 2f, 2h-n.

Composto Estrutura

RMN H, &

RMN C, §

o

2 3 4 _OMe
2a SOER I

o)

o

2 3 4 _OMe
oe EtO"1 N

o)

Q 3
2 4 _OMe
of EtO"1 N
(@]

2h

(@)
3
i 2 4 _OH
2i EO 1
(@) s

0,96 (t, 3H, CHy), 1,38 (t, 3H, O-C-
CHa), 1,60 (sex, 2H, CHy), 2,77 (t,
2H, CH,), 3,79 (s, 3H, O-CHj),
4,31 (g, 2H, O-CH,), 6,23 (s, 1H,
H3).

1,29 (t, 3H, O-C-CHs), 3,84 (s, 3H,
4-OCH3CeHs), 3,92 (s, 3H, O-
CHa), 4,14 (g, 2H, O-CH,), 6,14 (s,
1H, H3), 7,49-7,52 (m, 2H, CsHa),
7,97-8,00 (M, 2H, CqHa).

1,28 (t, 3H, O-C-CHs), 3,91 (s, 3H,
O-CHs), 4,15 (g, 2H, O-CH,), 6,27
(s, 1H, H3), 7,32-7,45 (m, 4H,
CeHa).

1,34 (t, 3H, O-C-CHj), 4,00 (s, 3H,
OCHs), 4,26 (q, 2H, O-CH,), 6,49
(s, 1H, H3), 7,60-8,26 (m, 4H,
CeHa).

1,41 (t, 3H, O-C-CHj), 4,39 (g, 2H,
O-CH,), 6,63 (dd, J= 1.7, J = 3.7,
1H, Fur), 6,94 (s, 1H, H3), 7,35
(dd, J=0,7,J = 3,5, 1H, Fur), 7,69
(dd, J=0,7,3=1,7, 1H, Fur).

13,7 (CHa); 13,9 (O-C-CHy);
20,4 (CH,); 35,3 (CH,); 56,2
(O-Me); 62,0 (O-CH,); 94,1
(C3); 163,1 (C1); 180,2 (C4);
183,2 (C2).

13,9 (O-C-CHy); 553 (4-
OCH3CeH.); 55,5 (O-CHs); 61,9
(O-CHp); 97,7 (C3); 114,2;
130,2; 130,9; 164,3 (CeHa);
162,4 (C1); 168,1 (C4); 181,8
(C2).

13,9 (O-C-CHj); 57,2 (O-CHa);
62,2 (O-CH,); 96,7 (C3); 128,2;
130,5; 132,4; 136,9 (CeHa);
163,2 (C1); 174,5 (C4); 180,9
(C2).

13,8 (O-C-CHy); 57,4 (OCHy),
62,4 (O-CH,), 96,9 (C3); 123,0;
130,0; 140,3; 148,6 (CeHa);
162,6 (C1); 172,8 (C4); 180,0
(C2).

13,8 (O-C-CHj); 62,3 (O-CH,);
98,7 (C3); 112,9; 118,3; 147,5;
161,7 (fur-2-il); 150,6 (CA);
165,8 (C1); 180,7 (C2).

?0Os espectros de RMN de "H e C foram registrados em Espectrdmetro Bruker DPX 200 ou em um
Espectrometro Bruker DPX 400 (200,13 MHz ou 400,13 MHz para 'H e 50,32 MHz ou 100,63 MHz para

3¢, respectivamente). Os espectros foram obtidos usando CDCI; como solvente.
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Tabela 7. Dados® de RMN de 'H e de **C das enonas 2a, 2c, 2f, 2h-n (continuacao).

RMN H, &

RMN C, §

Composto Estrutura
_ o
2 Eto. s OMe
2 4
o
O
2k Et0. 1 OMe
2\3_/4
o
EtO. éo
{ONg]
2| o\ 3 OMe
d 4
EtO o
1
2m Vi 2/%3 fOMe
o 4
EtO.1 OMe
2n

@)
N
‘wo
Op

1,35 (t, 3H, O-C-CHy), 1,96 (qui,
2H, CH,), 2,60 (t, 2H, CH,), 2,75 (,
2H, CH,), 3,85 (s, 3H, OCHs), 4,32
(g, 2H, O-CH,).

1,36 (t, 3H, O-C-CHs), 1,55-1,66
(m, 2H, CH,), 1,71-1,83 (m, 2H,
CH,), 2,26-2,32 (m, 2H, CH},), 2,37-
2,44 (m, 2H, CH,), 3,68 (s, 3H,
OCHb), 4,30 (g, 2H, O-CH,).

1,36 (t, 3H, O-C-CHs), 1,51-1,56
(m, 2H, CH,), 1,65-1,70 (m, 2H,
CH,), 1,74-1,79 (m, 2H, CH,), 2,42-
2,47 (m, 2H, CH,), 2,55-2,61 (m,
2H, CH,), 3,64 (s, 3H, OCHs), 4,29
(g, 2H, O-CH,).

1,36 (t, 3H, O-C-CHs), 1,53 (br, 6H,
3CH,), 1,75 (br, 2H, CHy), 2,41 (br,
2H, CH,), 2,61 (t, 2H, CH,), 3,68
(s, 3H, OCHs), 4,29 (q, 2H, O-CH,).

1,41 (t, 3H, O-C-CHs), 2,56-2,60
(M, 2H, CH,), 2,80 (t, 2H, CH,),
3,74 (s, 3H, OCHs), 4,38 (g, 2H, O-
CH,), 7,24-7,50 (m, 4H, Ar).

13,8 (O-C-CHy); 18,9 (CHy);
26,7 (CH,); 31,2 (CH,); 58,1
(O-CHg); 61,1 (O-CH,); 111,7
(C3); 166,1 (C1); 176,1 (CA);
182,5 (C2).

14,0 (O-C-CHg); 21,2 (CHy);
21,8 (CH,); 22,0 (CH,); 25,6
(CH,); 54,9 (O-CHa); 61,1 (O-
CH,); 113,3 (C3); 166,9 (C1);
170,9 (C4); 186,4 (C2).

13,8 (O-C-CHg); 22,5 (CHyp);
24,0 (CHy); 25,9 (CHy); 29,0
(CH,); 31,3 (CHy); 55,7 (O-
CHj3); 60,7 (O-CHp); 1199
(C3); 166,6 (C1); 176,6 (C4);
185,9 (C2).

14,0 (O-C-CHg); 25,8 (CHy);
26,2 (CHy); 26,5 (CH,); 28,4
(CH,); 29,6 (CH,); 55,5 (O-
CH3); 61,0 (O-CHp); 1171
(C3); 166,8 (C1); 172,8 (C4);
186,5 (C2).

13,8 (O-C-CHg); 20,0 (CHy);
27,1 (CH,); 61,2 (O-CHy); 61,3
(O-CHp); 119,3 (C3); 126,5;
128,0; 128,5; 131,0; 141,0;
144,3 (Ar); 166,0 (C1); 172,5
(C4); 186,5 (C2).

?0Os espectros de RMN de 'H e °C foram registrados em Espectrdmetro Bruker DPX 200 ou em um
Espectrometro Bruker DPX 400 (200,13 MHz ou 400,13 MHz para 'H e 50,32 MHz ou 100,63 MHz para

3¢, respectivamente). Os espectros foram obtidos usando CDCI; como solvente.

A configuracdo da ligacdo dupla nos compostos 2a-i foi estabelecida com base

no experimento de difratometria de raios-X em trabalho anteriormente publicado.*® De

forma analoga as B-alcoxivinil trialometil cetonas,®?* os compostos 2a-i apresentam

configuragdo E com o grupamento metoxido localizado trans, em relagdo ao grupo

carbonila [C(2)-O(2)]. Trabalhos anteriores tém demonstrado que nesses sistemas
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ocorre a predominancia do isdmero E.*** ™ Este fato tem sido explicado pela interacdo
de ressonancia mais efetiva (‘push-pull resonance interaction”) entre o grupo aceptor de
elétrons RCO- e o grupo doador -OR no isdbmero de estrutura E do que no isdbmero Z.”
As enonas 2a-n sao estruturas que possuem 3 centros eletrofilicos, entretanto,
apenas o carbono-4 e o carbono carbonilico sofrem ataque nucleofilico. Segundo dados
provenientes de nossas pesquisas é possivel observar que o C4 apresenta o maior
coeficiente de LUMO (lowest unoccupied molecular orbital), o que evidencia uma maior
reatividade para adi¢do nucleofilica deste centro em relacdo ao C2 (grupo carbonila da
cetona) e C1 (grupo carbonila do éster). Desta forma, é esperado que, em uma
ciclocondensacgéo desses substratos com hidrazinas, o nitrogénio mais nucleofilico (de
maior coeficiente de HOMO (highest occupied molecular orbital), ataque primeiro o C4
e, em seguida, o segundo nitrogénio deverd atacar o C2 da carbonila. Dados
provenientes de célculos de orbitais moleculares do tipo AM1 (Austin Model 1)”
apontam para uma reatividade menor do C1 do grupo éster, uma vez que este possui
um valor menor do coeficiente de LUMO em relagdo aos demais centros eletrofilicos.
Uma explicacdo para o valor baixo de coeficiente de LUMO do C1 esta ligado a pouca
conjugacao desse centro eletrofilico com o restante da molécula. A Figura 21 mostra a
densidade total de carga positiva na molécula 2e com a conjugacao interrompida na
ligacdo C1-C2. Assim, com base também nos dados tedricos € esperado que o C1

apresente uma reatividade menor em rea¢cdes com compostos nucleofilicos.
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Figura 21. Densidade Total de Carga positiva disposta ao longo da molécula do

composto 2e.

Os dados de espectrometria de massas dos compostos 2a, 2c¢, 2f, 2h-n estdo
apresentados na Tabela 8. As enonas 2b, 2d-e e 2g ja foram descritas por nosso grupo
de pesquisa.®® Através dos dados presentes na Tabela 8 é possivel observar que o
fragmento ionizado mais estavel corresponde a perda do grupamento etilcarboxilato
(CO3Et) (Figura 22). Os ions moleculares (M*) dos compostos 2a-n se mostraram
pouco estaveis sendo detectados em quantidades menores que 7% em relagcdo ao pico

base.

o

EtO)L _f’é Ny OMe

0]
127
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Figura 22. Formac¢do do fragmento ionizado mais estavel a partir da perda do

grupamento CO-Et na espectrometria de massas do composto 2a.
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Tabela 8. Dados de espectrometria de massas dos compostos 2a, 2c, 2f, 2h-n a partir

da incidéncia de um feixe de elétrons de 70 eV.

Composto MS? [m/z (%)]
2a 201 (MH", 3), 127 (100, -CO,Et), 111 (2), 95 (3), 59 (8).
2c 264 (M*, 4), 191 (100, -CO,EY), 161 (17), 135 (71), 115 (16), 77 (23).
2f 268 (M'< 1), 195 (100, -CO,Et,), 139 (7), 115 (10), 89 (5), 59 (11).
2h 279 (M+, < 1), 206 (100), 160 (80), 131 (63), 59 (64).
2i 210 (M*, 40), 136 (100), 94 (93), 68 (47).
2j 198 (M*, 4), 125 (100), 95 (3), 67 (17).
2k 212 (M*, 1), 139 (100), 124 (1), 111 (1), 79 (11).
2l 226 (M*, 3), 153 (100), 121 (26), 93 (78), 79(29), 67 (63).
2m 241 (M*H, 7), 167 (100), 139 (55), 93 (7), 67 (7).
2n

261 (M'H, 1), 187 (100), 144 (5), 129 (9), 115 (20).

% Os dados de espectrometria de massas foram obtidos em um Cromatégrafo Gasoso HP 6890 acoplado

a um espectrometro de Massas HP 5973 (CG/MS), com Injetor automatico HP 6890.
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3.5. Sintese dos 1-(2,4-diclorofenil)-3-etilcarboxilato-1H-pirazois 3a-n.

Nosso grupo de pesquisa tem se especializado na sintese de pirazéis e 4,5-
diidro-1H-pirazéis a partir da ciclocondensacdo de compostos o,B-insaturados
halogenados com hidrazinas.** Nesses trabalhos a obtencéo dos compostos ocorreram
de maneira altamente regiosseletiva com o0 grupamento haloalquila presente na
posicao-5 do anel pirazélico ou pirazolinico e geralmente envolveu o uso de condi¢cbes
de reagOes brandas como por exemplo, refluxo de etanol ou metanol.

Seguindo o objetivo desse trabalho em obter compostos pirazélicos
estruturalmente andlogos ao Rimonabanto a ciclocondensacdo entre as enonas 2 e

cloridrato de 2,4-diclofenil hidrazina foi proposta (Esquema 25).

R, CO,Et
\
R, OR Cl RM
= F2N iouii - N
+ HN cl ——
© Ry - HCl 71-92% cl
CO,Et
Cl
2a-n 3a-n
2,3 R R R? 2,3 R R R?
a Me Pr H h Me 4-NO,CgH4 H
b Me Ph H i H Fur-2-il H
c Me 4-MeOCeH,; H i Me -CH,CH,CH,-
d Me 4-MeCgH, H k Me -CH3(CH,).CH,-
e Me 4-FC6H4 H I Me -CHz(CHz)chz-
f Me 4-CICgH4 H m Me -CH3(CH,)4CH,-

\ ’
\ ’

o] Me 4-BrCgH4 H n Me CQ

Esquema 25. Condicdes: (i) EtOH, ))), 10-12 min.
(ii) EtOH, refluxo, 2,5-3 h.
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Essas reacdes foram realizadas utilizando a irradiacdo de ultrassom com o
objetivo de obter uma metodologia simples e rapida para acessar compostos de

relevancia farmacolégica bem estabelecida.?’®?3!2

Recentemente, a energia
proveniente da irradiacdo de ultrassom tem sido usada para acelerar inUmeras
transformacées sintéticas.”® O uso desta forma de energia na sintese de compostos
heterociclicos tém apresentado melhora consideravel de rendimentos e diminuigdo
drastica nos tempos de reagdo conduzindo a compostos com estruturas quimicas
diversas através de uma metodologia em acordo com 0s preceitos da quimica

sustentavel.”’

As reacdes de ciclocondensacdo também foram realizadas utilizando
aquecimento térmico convencional objetivando a comparacdo da eficiéncia de ambos
0s métodos. O equipamento de ultrassom utilizado nas reacfes estava equipado com
um probe de 6,5 mm e sensor de temperatura integrado. As conversdes foram
monitoradas com auxilio de cromatografia em camada delgada utilizando como fase
moével 10% de acetato de etila em hexano. Em acordo com 0s conceitos da quimica
sustentavel, a utilizacdo de solventes ndo clorados e também de baixa toxicidade foi
testada. Assim, no primeiro momento foram utilizados nas reacdes agua, etanol e
acetato de etila como solventes. A partir dos dados descritos na Tabela 9 pode-se
observar que os melhores rendimentos foram obtidos quando as misturas, contento a
enona 2b, cloridrato de 2,4-diclorofenil hidrazina e etanol, foram irradiadas por um
periodo de 12 min. Para as enonas derivadas das cicloalcanonas (2j-n) o tempo de
reacdo requerido foi de 10 min. A temperatura das reagOes foram mantidas entre 68-
72°C apoés 5-6 min de irradiacdo. Em ambas as metodologias utilizadas, a relacdo molar
utilizada para sintese dos compostos foi de 1:1.1 da enona e da hidrazina,
respectivamente. A dgua quando usada como solvente ndo rendeu o produto desejado
provavelmente devido a falta de solubilidade dos reatantes, mesmo ap0s a incidéncia
das ondas ultrassbnicas. Tanto etanol como acetato de etila usado como solventes da
reacdo conduziram aos produtos, tendo o etanol um rendimento aproximadamente 10%

superior ao acetato de etila (Tabela 9).
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Tabela 9. Otimizacdo das condi¢Bes de reacdo para sintese do composto 1-(2,4-

diclorofenil)-5-fenil-1H-pirazol-3-carboxilato de etila (3b) (Ultrassom).

Reacéo Reatantes Tempo (min) Solvente Produtos Rendimento®

1 2b + hidrazina 5 H,O MP -
2 2b + hidrazina 10 H,O MP -
3 2b + hidrazina 12 H,O MP -
4 2b + hidrazina 5 AcOEt 2b +3b -
5 2b + hidrazina 10 AcOEt  2b+3b ®
5 2b + hidrazina 12 AcOEt 3b 70%
6 2b + hidrazina 5 EtOH 2b +3b -
7 2b + hidrazina 10 EtOH 2b +3b ®
8 2b + hidrazina 12 EtOH 3b 81%
9 2b + hidrazina 12 CHCl3 3b 75%
10 2b + hidrazina 12 CH,Cl, 3b 77%

®Rendimento do produto isolado
bApenas tracos do reatante 2b.

Outros solventes também foram testados usando o tempo de 12 min, solventes
halogenados como cloroférmio e diclorometano forneceram o0s produtos em
rendimentos semelhantes e um pouco inferiores aos obtidos com o etanol. Desta forma,
as reacOes foram entdo conduzidas utilizando o etanol para os demais subtituintes
propostos. Os produtos foram isolados a partir do tratamento da mistura de reagdo com
agua, o que levou a uma mistura turva e esbranquicada, a qual foi, entdo, extraida com
diclorometano. Apds evaporagdo do solvente sob pressdo reduzida, foram obtidos
solidos, geralmente com coloracdo amarelo claro. A purificacdo dos compostos foi feita
por recristalizacéo utilizando hexano a quente. Os compostos 3a-n foram obtidos com
bons rendimentos (71-92%) utilizando a metodologia envolvendo a irradiacdo de
ultrassom e sua pureza foi assegurada pela analise elementar. Os compostos 3b-c, 3f,
3k e 3n ja foram descritos em trabalhos prévios publicados na literatura.??*3%46.78 ag
metodologias sintéticas utilizadas nesses trabalhos conduziram aos compostos em
rendimentos de 38-96%.

Com o objetivo de comparar a eficiéncia do uso do ultrassom nas reacdes de

ciclocondensagdo para obtencdo dos 1-(2,4-diclorofenil)-3-etilcarboxilato-1H-pirazéis
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3a-n, as reacgbes foram realizadas também utilizando o aquecimento térmico
convencional. As condi¢cbes de reacdo testadas envolveram o uso de etanol como
solvente em tempos de 30 min, 1 h, 2 h, 2,5 h e, finalmente, 3 h sob refluxo (Tabela
10). Apés 1 h sob refluxo o produto desejado comegou a ser obtido, porém a conversao
ainda nado era 100% o que foi alcancado apenas ap0s os reatantes ficarem sob refluxo
por 3 h. Em acordo com os resultados observados quando a metodologia de ultrassom
foi utilizada, as enonas derivadas das cicloalcanonas (2j-n) necessitaram um tempo de
reacdo menor sendo a sua conversdo completa obtida apos 2,5 h de refluxo. Os
rendimentos observados na metodologia de aquecimento convencional variaram entre
72-90%. Nos dois métodos ndo houve diferencas significativas de rendimentos segundo
dados descritos na Tabela 11.

Tabela 10. Otimizacdo das condicfes de reacdo para sintese do composto 1-(2,4-

diclorofenil)-5-fenil-1H-pirazol-3-carboxilato de etila (3b) (Método Convencional).

Reacéo Reatantes Tempo (h) Solvente® Produtos Rendimento

1 2b + hidrazina 0,5 EtOH MP -
2 2b + hidrazina 1 EtOH 2b +3b -
3 2b + hidrazina 2 EtOH 2b +3b -
4 2b + hidrazina 2,5 EtOH 2b +3b ®
5 2b + hidrazina 3 EtOH 3b 78%

# Temperatura de refluxo
b Apenas tracos do reatante 2b.

Comparando as reagfes das 1,1,1-trialo-4-alcoxi-3-alquen-2-onas com
dinucledfilos, a reacdo das enonas 2 com cloridrato de 2,4-diclofenil hidrazina
apresentou uma regioquimica invertida uma vez que o grupamento etilcarboxilato
estava ligado ao carbono 3 do anel pirazdlico. Em geral as 1,1,1-trialo-4-alcoxi-3-
alquen-2-onas fornecem preferencialmente heterociclos de cinco membros com a
grupamento trialometila ligado na posicdo cinco desses compostos. 243234 A
regioquimica de fechamento do anel pirazélico observada para os compostos 3 pode
ser explicada, em parte, pela reatividade elevada do C- das enonas 3 combinado com

o carater nucleofilico alto do grupamento amino secundario da hidrazina. De acordo
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com célculos de orbitais moleculares do tipo AM1 (Austin Model 1)”> o amino
secundario da 2,4-diclorofenil hidrazina apresenta um coeficiente de HOMO de 0,212
enquanto o amino primario apresentou um coeficiente de 0,011. O termo coeficiente
descreve a contribuicdo de um orbital atdmico individual num orbital molecular. Assim,
guanto maior o valor do coeficiente maior a densidade eletronica no HOMO e menor a
densidade eletrénica no LUMO. Os calculos dos coeficientes de HOMO foram feitos
sobre a estrutura totalmente minimizada 2,4-diclorofenil hidrazina. Na Figura 23 é
possivel observar graficamente a presenca maior do HOMO sobre o grupo amino

secundario.

Figura 23. Representacao grafica do HOMO ao longo da 2,4-diclorofenil hidrazina.

O mecanismo proposto para formacado dos compostos 3 envolve inicialmente a
adicdo de Michel do grupo amino secundario da hidrazida no C-B das enonas 3
fornecendo produtos de adigdo. O aminoéter formado € instavel e entdo a metoxila é
eliminada na forma de metanol. A subsequente heterociclizacdo é obtida a partir do
ataque do grupo amino primario da hidrazina no carbono carbonilico da, ndo isolada, -
enaminona (Esquema 26). Outro fator que pode contribuir para a reatividade elevada
do C-B das enonas 3 € a presenca de HCI no meio de reacdo proveniente do cloridrato
de hidrazina. A presenca de HCI pode protonar o oxigénio da carbonila aumentando a
reatividade do C-B."
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Tabela 11. Rendimentos® obtidos para sintese dos compostos 3a-n utilizando a

metodologia de irradiagdo de ultrassom e aquecimento térmico convencional.

Ultrassom Convencional Ultrassom Convencional
Produto Rendimento Rendimento Produto Rendimento Rendimento
3a 80% 72% 3h 85% 83%
3b 81% 78% 3i 81% 80%
3c 75% 79% K] 88% 84%
3d 71% 80% 3k 86% 79%
3e 78% 85% 3l 82% 85%
3f 87% 90% 3m 80% 74%
3g 92% 84% 3n 83% 80%

®Rendimento do produto isolado.

Também relacionado a regioquimica dos compostos 3, o resultado apresentado
pelo composto 3j tem sido ratificado pela formacéo desfavoravel de um carbono sp? na
juncdo de dois anéis de cinco membros. Segundo dados da literatura® essa formacéo
seria termodinamicamente desfavoravel quando a ligacdo C=N estivesse em carbonos
responsaveis pela juncdo dos dois anéis, fato que poderia ser observado se o
regioisbmero do composto fosse obtido (3j’). Um resultado que também merece
destaque foi que a irradiacdo de ultrassom nao parece ter influéncia na regioquimica de
fechamento do anel pirazélico nos compostos 3a-n uma vez que tanto a metodologia
envolvendo o ultrassom como o aquecimento térmico convencional conduziram a
compostos apresentando o grupamento etilcarboxilato na posicdo 3 do anel. Outro
resultado observado foi que o dicetoester (21) ndo apresentou mudancas significativas
de rendimento, tempo de reacdo ou regioquimica na obtencdo do produto em relacao
as outras enonas. Esse resultado estd em acordo com trabalhos provenientes da
literatura que descrevem o0 comportamento similar de dicetonas e cetonas q,(3-

insaturadas em reacéo de ciclocondensacéo.*

As constantes fisicas como pontos de
fusdo e analise elementar dos 1-(2,4-diclorofenil)-3-etilcarboxilato-1H-pirazéis 3a-n

estao listado na Tabela 12.
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Tabela 12. Pontos de fusao

etilcarboxilato-1H-pirazois 3a-n.

e andlise elementar?

dos 1-(2,4-diclorofenil)-3-

Férmula £ eC) Analise elementar (%)
Composto molecular Pt Calculado/experimental
PM (g/mol) C H N
C15H16CILN,0O, 55,06/ 4,93/ 8,56/
3a 64-66
327,21 55,11 4,94 8,75
C18H14CIbN,0O, 59,85/ 3,91/ 7,76/
3b 110-112
361,22 59,81 3,69 7,92
3 C19H16CIoN,0O3 118-120/ 58,33/ 4,12/ 7,16/
c
391,25 114-115° 57,88 4,02 7,22
C19H16CIbN,0O, 60,81/ 4,30/ 7,47/
3d 140-142
375,25 60,39 4,20 7,69
C18H13CIoFN2O; 57,01/ 3,46/ 7,39/
3e 149-151
379,21 56,87 3,59 7,38
3f C1gH13CI3N,0, 113-115/ 54,64/ 3,31/ 7,08/
395,67 108-110° 54,99 3,41 7,03
C1gH13BrCIoN,0O, 49,12/ 2,98/ 6,36/
3g 96-98
440,12 48,94 3,10 6,36
C1gH13CIoN304 53,22/ 3,23/ 10,34/
3h 135-137
406,22 53,21 3,20 10,25
. C16H12CI:N,O4 54,72/ 3,44/ 7,98/
3i 103-105
351,18 54,67 3,42 7,94
) C15H14CIbN, 0O, 55,40/ 4,34/ 8,61/
3 97-99
325,19 55,15 4,31 8,49
C16H12CIbN,0O, 56,65/ 4,75/ 8,26/
3k 102-104
339,22 56,94 4,63 8,19
C17H15CIoN,0, 57,80/ 5,14/ 7,93/
3l 116-116
353,24 57,51 4,85 7,91
C1gH20CIoN,0, 58,86/ 5,49/ 7,63/
3m 89-91
367,27 58,45 5,49 7,41
3 CooH16CIoN,0, 124-126/ 62,03/ 4,16/ 7,23/
n
387,26 158° 62,01 4,03 7,31

#Considerado + 0,5 %.

PReferéncia 29b.

‘Referéncia 43.
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3.6. Identificagdo dos 1-(2,4-diclorofenil)-3-etilcarboxilato-1H-pirazois 3a-n.

A identificacdo dos 1-(2,4-diclorofenil)-3-etilcarboxilato-1H-pirazdis  3a-n
sintetizados neste trabalho foi feita através de técnicas de RMN de 'H e de *3C,
difratometria de raios-X em monocristal e espectrometria de massas. Os dados
referentes a difratometria de raios-X sera discutida na secéo 3.10.

Os dados RMN de 'H dos compostos sintetizados apresentaram sinais
caracteristicos e condizentes com as estruturas propostas. Os compostos 3a-i
apresentaram sinais correspondentes aos hidrogénios vinilicos com deslocamentos
quimicos no intervalo de 6,76 — 7,22 ppm. Os espectros de RMN de **C dos compostos
3a-i apresentaram sinais caracteristicos para o anel pirazélico em média 145,9 ppm
para o C-3, 108,3 ppm para o C-4, 144,1 ppm para o C-5 e 161,9 ppm para o carbono
carbonilico do éster (CO,Et). Os 1-(2,4-diclorofenil)-3-etilcarboxilato-1H-pirazéis 3j-n,
derivados das cicloalcanonas, apresentaram os sinais de RMN de **C para o C-3
variando na regido de 140,7-153,6 ppm, o C-3a foi observado na regido entre 120,0—
130,6 ppm, C6a-C9b em 133,2-141,3 ppm e o carbono carbonilico do éster foi obtido
em média em 162,7 ppm.

Os dados espectroscopicos de RMN de 'H e de *C dos 1-(2,4-diclorofenil)-3-
etilcarboxilato-1H-pirazdis 3a-n estéo listados na Tabela 13.
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Tabela 13. Dados® espectroscépicos de RMN de *H e de **C dos 1-(2,4-diclorofenil)-3-

etilcarboxilato-1H-pirazois 3a-n

Composto

Estrutura

RMN 'H, §°

RMN ©C, §°

3a

/4\

& \
3b
3c MeO
3d Me

jm

JN

0,91 (t, 3H, H8), 1,40 (t,
3H, H1), 1,58-1,64 (m,
4H, H6,HT7), 4,41 (g, 2H,
H2), 6,76 (s, 1H, H4),
7,35-7,56 (M, 3H, Ar).

1,42 (t, 3H, H1), 4,45 (q,
2H, H2), 7,08 (s, 1H, H4),
7,18-7,44 (m, 8H, Ph, Ar).

1,42 (t, 3H, H1), 3,79
(OMe), 4,45 (g, 2H, H2),
6,79-6,83 (M, 2H, CgHa),
7,01 (s, 1H, H4), 7,00-
7,13 (m, 2H, CeHy), 7,32
7,44 (m, 3H, Ar).

1,42 (t, 3H, H1), 2,31
(Me), 4,45 (g, 2H, H2),
7,04 (s, 1H, H4), 7,06-
7,10 (m, 4H, CeHy), 7,32
7,43 (m, 3H, Ar).

13,6 (C8); 14,4 (Cl); 21,4
(C6); 27,5 (C7); 61,0 (C2);
107,3 (C4); 127,9; 130,7;
133,4; 1354; 1364 (Ar);
144,9 (C5); 147,0 (C3); 162,4
(CO).

14,3 (C1); 61,2 (C2); 108,3
(C4); 127,8; 127,9; 128.6;
128,8; 130,1; 130,6; 133,0;
136,0; 136,1 (Ph, Ar); 1451
(C5); 146,5 (C3); 162,0 (CO).

14,5 (C1); 55,2 (OMe); 61,3
(C2); 108,2 (C4): 114,1;
121,2; 128,0; 129,4; 130,2;
133,3; 136,1; 136,3; 160,0
(CeHa, Ar); 1451 (C5); 146,5
(C3); 162,2 (CO).

14,3 (Cl); 21,2 (Me); 61,2
(C2); 1084 (C4); 125,9;
127,8; 127,9; 129,3; 130,1;
130,65; 133,1; 136,0; 136,3;
139,0 (C¢H4 Ar); 145,0 (C5);
146,6 (C3); 162,1 (CO).

0s espectros de RMN de "H e °C foram registrados em Espectrémetro Bruker DPX 200 ou em um Espectrémetro
Bruker DPX 400 (200,13 MHz ou 400,13 MHz para 'H e 50,32 MHz ou 100,63 MHz para **C, respectivamente).

®Obtidos em CDCl; como solvente.
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Tabela 13. Dados® espectroscopicos de RMN de 'H e de **C dos 1-(2,4-diclorofenil)-

1H-pirazdis 3a-n (continuacéo).

Composto Estrutura RMN 'H, §° RMN °C, 8, Jcr (Hz)°
o 2 1,42 (t, 3H, H1), 4,45 (q, (13;3. ((ﬁg 861'(4(; ((:23),:102;3
/77 2H, H2), 7,05 (s, 1H, H4), T oy Y
O 6,95-7,47 (m, 7H, CeH,, CoMe) 1249 (d. 0 = 4,
e A'r) : n ' CeHi); 1298 (d, %) = 8,
5 N ' CeHa); 162,8 (d, 13 = 250,
3e c N CeHa); 127,7; 127,9; 130,1;
cl 130,54; 135,83; 136,2 (Ar);
145,0 (C5); 145,4 (C3); 161,9
(CO).

2
Q /=, 142 (t 3H, H1), 445 (q
o 2H, H2), 7,07-7,30 (m, 4H,
e CeHas), 7,14 (s, 1H, H4),
5N/N

7,33-7,47 (m, 3H, Ar).
3f
cl ©/CI

cl
[e) 2
/1 1,42 (t, 3H, H1), 4,45 (q,
4 o 2H, H2), 7,03 (s, 1H, H4),
& Y 7,08-7,47 (m, TH, Ar).
*
39 Br ©/C|
cl

Q  f— 143 (t 3H, H1), 4,46 (q,

o 1 2H, H2), 7,22 (s, 1H, H4),

A (3 7,38-7,46 (m, 3H, Ar),
5 N 7,52-8,18 (M, 4H, CgHy).

N
3h
O2N ©/CI
Cl

14,3 (C1); 61,3 (C2); 108,8
(C4); 127,2; 128,0; 128,6;
128,9; 129,1; 130,2; 130,5;
132,9; 135,1; 1358; 136,3
(CeHa, Ar); 145,2 (C5); 145,3
(C3); 161,9 (CO).

14,2 (C1); 61,2 (C2); 108,7
(C4); 123,3; 127,6; 127,9;
129,3; 130,2; 130,5; 131,8;
132,8; 135,7; 136,2 (CeHa,
Ar); 145,1 (C5); 145,3 (C3);
161,8 (CO).

14,3 (C1); 61,5 (C2); 109,9
(C4); 123,9; 1282; 128,5;
130,3; 130,4; 132,5; 134,8;
135,4; 136,6; 147,6 (CeHa,
Ar); 144,1 (C5); 1454 (C3);
161,5 (CO).

®0s espectros de RMN de "H e °C foram registrados em Espectrémetro Bruker DPX 200 ou em um Espectrémetro
Bruker DPX 400 (200,13 MHz ou 400,13 MHz para 'H e 50,32 MHz ou 100,63 MHz para **C, respectivamente).

®Obtidos em CDCl; como solvente.
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Tabela 13. Dados® espectroscopicos de RMN de 'H e de **C dos 1-(2,4-diclorofenil)-

1H-pirazdis 3a-n (continuacéo).

RMN 'H, 8, Jun (Hz)°

RMN ©C, §°

Composto Estrutura
[e) 2
—
0]
3
Jé N
X N
3i 4 N
@ ’
Cl
) 2
O/\l
3
4
3j N
@ ’
Cl
o) 2
J—
0]
3
4
( 2/5 }<N
3k N
ij ’
Cl
'e) 2
O/\l
3
4
s N
3l N
ij ’
Cl

1,42 (t, 3H, H1), 4,44 (g, 2H,
H2), 5,88 (d, J = 3,5, 1H, Fur),
6,33 (dd, J = 1,8, J = 3,4, 1H,
Fur), 7,20 (s, 1H, H4), 7,39-7,49
(m, 3H, Ar), 7,56 (d, J = 2,1, 1H,
Fur).

1,39 (t, 3H, H1), 2,58-2,65 (m,
2H, CH,), 2,72 (t, 2H, CH,), 2,89
(t, 2H, CH,), 4,39 (g, 2H, H2),
7,34-7,52 (m, 3H, Ar).

1,39 (t, 3H, H1), 1,80-2,83 (m,
8H, 4CH,), 4.40 (g, 2H, H2),
7.36-7.53 (m, 3H, Ar).

1,39 (t, 3H, H1), 1,62-3,07 (m,
10H, 5CH,), 4,40 (g, 2H, H2),
7,37-7,53 (m, 3H, Ar).

14,2 (Cl); 61,2 (C2); 106,7
(C4); 127,9; 130,1; 130,5;
133,6; 136,1; 136,6; 143,1 (Fur,
Ar); 137,4 (C5); 1451 (C3);
161,7 (CO).

14,3 (H1); 24,1; 250; 30,8
(3CH,); 60,8 (H2); 127.8;
129,6; 130,0; 131,0; 1354;
136,0; (Ar); 130,9 (C4); 139,0
(C5); 153,7 (C3); 162,4 (CO).

14,3 (Cl); 21,4, 21,6; 22,0;
22,4 (4CH,); 60,6 (C2); 120,0
(C4); 127,8; 129,9; 130,4;
132,8; 135,4; 135,9 (Ar); 141,4
(C5); 142,3 (C3); 162,8 (CO).

14,3 (H1); 24,0, 26,4; 26,5;
27,8; 31,6 (5CH,); 60,6 (H2);
1244 (C4); 1278, 129,8;
130,6; 133,3; 135,6; 135,9 (Ar);
141,3 (C5); 146,0 (C3); 163,1
(CO).

0s espectros de RMN de "H e °C foram registrados em Espectrémetro Bruker DPX 200 ou em um Espectrémetro
Bruker DPX 400 (200,13 MHz ou 400,13 MHz para 'H e 50,32 MHz ou 100,63 MHz para **C, respectivamente).

®Obtidos em CDCl; como solvente.
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Tabela 13. Dados® espectroscopicos de RMN de 'H e de **C dos 1-(2,4-diclorofenil)-

1H-pirazdis 3a-n (continuacéo).

Composto Estrutura RMN 'H, 8" RMN °C, 8°

14,4 (Cl); 21,0; 22,6; 25,5;

2
o 1 12H,6CHy), 4,40 (a9, 2H, H2). 1295 (c4); 127,7; 1300;
Ay 7,32-7,55 (m, 3H, Ar). 130,5; 1338, 1355 1362
5 N
v

(Ar); 141,3 (C5); 144,2 (C3);
3m
©/CI
Cl

162,9 (CO).
'e) /2\ 1,42 (t, 3H, Hl), 2,97-3,22 (m, 14,5 (Cl); 19’9; 30'0 (ZCHZ);
g 1 4H. 2CH:), 444 (0, 2H, H2), 610 (C2); 121,0 (C4); 121,5;

(3 6,55-6,57 (m, 1H, C¢Hu), 7.17- 1757 126,6; 128,1; 128,2:

EN 7,21 (m, 1H, CeHa), 7,28-7,30 138 7. 130,2; 130,3; 136,3;

an N (3n|:'| AlH' CeHa), 7,42-7,58 (M, 136 9; 137,0; 140,8 (Ar); 133,2
Cl , Ar). (C5); 140,7 (C3); 162,5 (CO).

®0s espectros de RMN de "H e “°C foram registrados em Espectrémetro Bruker DPX 200 ou em um Espectrémetro
Bruker DPX 400 (200,13 MHz ou 400,13 MHz para 'H e 50,32 MHz ou 100,63 MHz para **C, respectivamente).
®Obtidos em CDCl; como solvente.

‘Obtidos em DMSO-ds como solvente.

Os dados referentes a espectrometria de massas dos compostos 3a-n estéao
apresentados na Tabela 14. A partir destes dados foi possivel observar que o
fragmento ibnico mais estavel (pico base) para a maioria dos compostos correspondeu
a perda do grupamento etilcarboxilato e um CI (Figura 24). Entretanto, os compostos
3g e 3h apresentaram comportamentos distintos em relagdo a sua fragmentacéo
apresentando o pico base correspondendo a perda de dois Cl para o produto 3g e para
o composto 3h a perda do grupo etilcarboxilato, nitro e dois Cl. Os compostos 3j-n, em
geral, apresentaram o pico base correspondendo a perda do grupo etilcarboxilato o qual
possui um fragmento m/z de 73. Apenas os produtos 3c e 3i apresentaram 0 ion

molecular correspondendo ao bico base.
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Cl

Figura 24. Formacdo do Fragmento ionizado mais estavel a partir da perda do

grupamento CO-Et e Cl na espectrometria de massas do composto 3a.

Tabela 14. Principais fragmentos obtidos para os compostos 1-(2,4-diclorofenil)-1H-

pirazéis 3a-n por impacto de elétrons (70 eV).

Composto MS? [m/z (%)]

3a 326 (M*, 15), 281 (66), 253 (54), 219 (100), 191 (34), 145 (25), 109 (25).

3b 360 (M*, 52), 315 (53), 288 (71), 253 (100), 218 (52), 185 (26), 104 (73).

3c 390 (M*, 100), 364 (5), 345 (16), 318 (27), 283 (26), 248 (8), 134 (15).

3d 374 (M*, 57), 329 (44), 302 (55), 267 (100), 232 (48), 118(74).

3e 378 (M", 57), 333 (56), 306 (81), 271 (100), 236 (58), 185 (31), 122 (72).

3f 394 (M*, 61), 349 (53), 322 (74), 287 (100), 252 (72), 184 (48), 138 (88), 111 (34).

3g 440 (M*2, 77), 395 (53), 368 (100), 333 (78), 296 (42), 252 (36), 216 (25), 184 (52), 139
(43), 109 (25).

3h 405 (M*, 10), 360 (40), 333 (72), 316 (34), 298 (72), 252 (30), 216 (100), 185 (41), 149
(37), 115 (17).

3i 350 (M+, 100), 305 (49), 278 (67), 243 (73), 208 (83), 179 (31), 145 (18), 109 (20), 94 (40).

3j 324 (M+, 45), 279 (32), 251 (100), 217 (43), 185 (22), 145 (19), 109 (17).

3k 338 (M*, 23), 293 (21), 265 (100), 231 (10), 198 (6), 172 (5), 145 (8).

3l 352 (M*, 38), 306 (49), 278 (100), 243 (10), 198 (12), 172 (7), 145 (12).

3m 366 (M*, 6), 331 (26), 285 (67), 207 (100), 185 (13) 161 (35).

3n

386 (M*, 27), 339 (31), 313 (100), 278 (42), 242 (39), 215 (18), 160 (13), 140 (26).

% Os dados de espectrometria de massas foram obtidos em um Cromatégrafo Gasoso HP 6890 acoplado

a um espectrémetro de Massas HP 5973 (CG/MS), com Injetor automatico HP 6890.
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3.7. Sintese dos Acidos 1-(2,4-diclorofenil)-1H-pirazol-3-carboxilicos 4j-m.

Seguindo um dos objetivos centrais do presente trabalho que foi a obtencéao de
compostos analogos ao Rimonabanto e que contivessem, em suas estruturas, cadeias
alquilicas geminadas nos anéis pirazolicos, a sintese dos acidos 1-(2,4-diclorofenil)-1H-
pirazol-3-carboxilicos 4j-m foi proposta (Esquema 27). Os compostos 4j-m sé&o
intermediarios para sintese dos 3-carboxiamida-1-(2,4-diclorofenil)-1H-pirazéis produtos
alvo desse trabalho. Algumas poucas tentativas de formagéo das respectivas amidas a
partir dos ésteres foram testadas em nossos laboratorios, todavia, nenhumas das
condi¢cOes testadas conduziram aos produtos desejados. Os compostos 4j-m foram
obtidos a partir da hidrélise dos seus respectivos ésteres derivados 3j-m de acordo com
metodologias ja descritas na literatura.?’® Essa metodologia envolveu o uso de KOH na
presenca de etanol como solvente sob refluxo por 3 h. Apds, os produtos foram
isolados a partir da adicdo de uma solugcdo de &gua/HCI (10:1) conduzindo aos
produtos em 94-97% de rendimento. As constantes fisicas e rendimentos dos
compostos 4j-m estéao listados na Tabela 15.

R COEt RZ2  CO,H
- J
RIS N i RIAN N
94-97% cl
Cl cl
3j-m 4j-m
3,4 R* R®
j -CH,CH,CH,-
k -CH3(CH,),CH,-
| -CH3(CH3)sCH,-
m -CHz(CH2)4CH2-

Esquema 27. Condic¢bes: i) KOH, EtOH, refluxo, 3h.
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Tabela 15. Pontos de fusdo, rendimentos e analise elementar dos acidos 1-(2,4-
diclorofenil)-1H-pirazol-3-carboxilicos 4j-m.

Anélise elementar® (%)

Férmula molecular p.f. (°C) a )
Composto Rend. (%) Calculado/experimental
PM (g/mol)
C H N
. C13H10CI:N,0, 52,55/ 3,39/ 9,43/
4j 216-218 94
297,14 52,23 3,45 9,21
C14H1,CILN,O, 54,04/ 3,89/ 9,00/
4k 212-214 97
311,16 53,97 3,88 8,99
Ci15H14CILN, O, 55,40/ 4,34/ 8,61/
41 217-219 95
325,19 55,38 4,29 8,51
C16H16CI2N2O2 56,65/ 4,75/ 8,26/
4m 204-206 94
339,22 56,51 4,69 8,13

®Rendimento do produto isolado.
®Considerado + 0,5 %.

Os compostos 4j-m foram identificados por espectroscopia de RMN de *H e *C
e suas estruturas confirmadas por analise elementar. Os espectros de RMN de *3C dos
compostos 4j-m apresentaram sinais caracteristicos para o anel pirazélico variando na
regidao de 142,0-153,2 ppm para o C-3, o C-3a foi observado na regido entre 119,1—
128,4 ppm, C6a-C9b em 138,9-141,5 ppm e o carbono carbonilico da funcéo &cido foi
obtido em média em 163,75 ppm. Comparando o deslocamento do carbono carbonilico
dos ésteres 3j-m como 0s respectivos acidos 4j-m foi observado aproximadamente os
mesmos deslocamentos quimicos uma vez que nos ésteres a carbonila apresentou
deslocamento quimico em média em 162,7 ppm. Os dados espectroscopicos de RMN
de 'H e de '3C dos &cidos 1-(2,4-diclorofenil)-1H-pirazol-3-carboxilicos 4j-m est&o
listados na Tabela 16.
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Tabela 16. Dados® espectroscépicos de RMN de 'H e de

1H-pirazdis 4j-m.

13C dos 1-(2,4-diclorofenil)-

Composto Estrutura

RMN 'H, §°

RMN ©C, §°

Crt

4

J
J
~}
J

4

@)
OH
3
4
5 'N
N
Cl
Cl
@]
OH
a\\3
5 _N
N
Cl
Cl
0]
OH
3
4
/8 }N
N
Cl
Cl
o
OH
3
7
N
@fd
Cl

4m

2,51-2,58 (m, 2H, CH,), 2,69 (t,
2H, CH,), 2,76 (t, 2H, CHy), 7,60-
7,91 (m, 3H, Ar).

1,71 (sa, 4H, 2CH,), 2,36 (sa, 2H,
CH,), 2,70 (sa, 2H, CH,), 7,59-
7,94 (m, 3H, Ar).

1,58-1,64 (m, 4H, 2CH,), 1,79-1,80
(M, 2H, CH,), 2,44-2,46 (m, 2H,
CH,), 2,96-2,97 (m, 2H, CH,),
7,59-7,92 (m, 3H, Ar).

1,37 (sa, 2H, CH,), 1,44 (sa, 4H,
2CH,), 1,64 (sa, 2H, CH,), 2,49-
2,51 (m, 2H, CH,), 2,88 (t, 2H,
CH,), 7,62-7,94 (m, 3H, Ar).

23,8 (CHp); 24,2 (CHp; 30,3
(CH,); 128,4 (C4); 129,8; 129,9;
130,0; 130,1; 134,5; 135,7 (Ar);
138,9 (C5); 153,2 (C3); 163,0
(CO).

21,0 (CHp); 21,2 (CHp); 21,6
(CHp); 22,1 (CHy); 119,0 (C4);
128,6; 129,9; 131,0; 131,9;
135,4; 1352 (Ar); 141,4 (C5);
141,9 (C3); 163,6 (CO).

23,6 (CH): 259 (CHy); 26,1
(CHz); 27,6 (CHp); 31,1 (CHy);
123,2 (C4); 128,5; 129,6; 131,2;
132,2; 135,1; 135,4 (Ar); 141,2
(C5): 145,6 (C3); 164,1 (CO).

21,2 (CHy); 22,8 (CHy); 24,8
(CHz); 25,0 (CH); 28,1 (CHy);
29,0 (CH,); 121,0 (C4); 128.5:
129,9; 131,3; 132,8; 135,4 (Ar);
1412 (C5); 1437 (C3); 163.8
(CO).

0s espectros de RMN de "H e °C foram registrados em Espectrémetro Bruker DPX 200 ou em um Espectrémetro
Bruker DPX 400 (200,13 MHz ou 400,13 MHz para 'H e 50,32 MHz ou 100,63 MHz para **C, respectivamente).

®Obtidos em DMSO-ds como solvente.
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3.8. Sintese dos 3-carboxiamida-(2,4-diclorofenil)-1H-pirazéis 5-18.

Finalmente, a sintese dos 3-carboxiamida-(2,4-diclorofenil)-1H-pirazéis foi
proposta no intuito de obter compostos analogos ao Rimonabanto. Esses compostos
foram sintetizados a partir dos acidos 1-(2,4-diclorofenil)-1H-pirazol-3-carboxilicos 4j-m
0s quais foram tratados com cloreto de tionila em refluxo de tolueno por 3 h. As amidas
foram obtidas ap0s reacdo dos respectivos cloretos com aminas primarias na presenca
de trietlamina (Esquema 28). Os compostos 5-18 foram obtidos em bons rendimentos
(85-97%) nao havendo variacdes significativas em relacdo aos substituintes. Em um
primeiro momento, foram sintetizadas as amidas derivadas da N-piperidina (5-8), a qual
faz parte da estrutura do Rimonabanto (Figura 25). Convém destacar que o composto 6
ja havia sido descrito na literatura.®* Os compostos sintetizados apresentaram em suas
estruturas o aumento do numero de carbonos no carbociclo geminado no anel
pirazolico. Conforme ha um aumento da cadeia carbdnica ocorrera um aumento da
lipofilicidade dos compostos o0 que poderia ser traduzido em alteracoes
farmacocinéticas importantes, desde que 0s compostos apresentassem capacidade de
interagir com o receptor CB;. Desta forma, os compostos foram sintetizados e, apdés
purificagdo, foram testados quanto a sua capacidade de interacdo com 0s receptores
CB;1 e qual seria o carbociclo mais promissor para 0s ensaios subsequentes (Secao

3.11).
NH NH
\ Y 7 g
[ N ( ,»,/N/N n=1,234

N
Cl Cl ©/CI
Cl Cl
Rimonabanto 5-8

Figura 25. Estrutura quimica do Rimonabanto e seus analogos sintetizados neste
trabalho.
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R?2  CO.H R? NH
|
3
|\ /N, R
1 _N 1 N
RTON i i R
cl 85-97% cl
cl
4j-m
Comp. R R? R® Comp. R R? R®
4] -CHchchz' - 10 -CHz(CH2)4CH2' Et
4K -CHz(CHz),CH,- - 11 -CH2(CH;)sCH- _\_N\ P
4] -CHy(CH,)sCH,- - 12 -CH2(CH2)4CH- _\_N\ /O
4m -CH,(CH,)4CH,- - 13 -CH3(CH,)sCH,- Ph
5 -CH,CH,CH,- —N_ ) 14 -CH,(CH,)4CH,- Ph
6 -CHy(CH,),CH,- —N_ ) 15 -CH2(CH,)sCH,-  4-MeOCgH,
7 -CHa(CHz)sCHz- —N ) 16 -CH(CH,)sCHp-  4-MeOCgH,4
8 -CH2(CH2)4CHz- —N ) 17 -CH(CH,)sCHp-  4-NO,CgH,
9 -CHa(CHz)sCHz- Et 18 -CHy(CH,)4CHp-  4-NO,CgH,

Esquema 28. Condic¢bes: i) SOCI,, Tolueno, refluxo, 3h.

i) HoN-R®3, CH,Cl,, N(Et)s, 0°C-25°C, 3h.

Uma vez que os pirazois 7 e 8 apresentaram a maior capacidade de interacdo

com o receptor CB; (Secdo 3.11) o proximo passo foi variar as aminas presentes na

fungcdo 3-carboxiamida. Os substituintes propostos foram derivados alquilicos e arilicos,

estes ultimos possuiam grupamentos doadores e retiradores de elétrons. O objetivo foi

verificar essas modificagbes na posicdo 3 dos compostos pirazolicos em relagdo a

capacidade de interagdo com o receptor CB;. Os compostos 5-18 foram facilmente

purificados apos recristalizacdo em hexano e acetato (10:1 vv). Antes dos ensaios de
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ligacdo especifica os compostos foram deixados sob vacuo em dessecador por

aproximadamente 48 h. As constantes fisicas e rendimentos dos 3-carboxiamida-1-(2,4-

diclorofenil)-1H-pirazodis 5-18 estao listados na Tabela 17.

Tabela 17. Pontos de fusédo e rendimentos dos 3-carboxiamida-1H-pirazois 5-18.

Férmula molecular p.f. (°C) a
Composto Rend. (%)
PM (g/mol)
ClEiHZOCIZN4()
5 110-112 95
379,28
C19H22(:|2N4()
6 158-160 91
393,31
C20H24C|2N4O
7 145-147 92
407,34
C21H2(3(:|2N4()
8 129-131 94
421,36
C18H21C|2N30
9 oleo 87
366,28
C19H23CIoNZO
10 Ho e 6leo 89
380,31
C21H2(3(:|2N4()2
11 120-121 97
437,36
C22H28(:|2N4()2
12 124-126 92
451,39
CZlngCIZNgO
13 128-130 85
400,30
C22H21C|2N3O
14 134-136 88
414,33
CZZHZlCIZNSOZ
15 121-123 93
430,33
Ca3H23CIoNZO
16 e 6leo 89
444,35
C21H18C|2N403
17 93-95 85
445,30
C22H20(:|2N4()3
18 133-135 87
459,33

®Rendimento do produto isolado.
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3.9. Identificagdo dos 3-carboxiamida-1-(2,4-diclorofenil)-1H-pirazdis 5-18.

A identificacdo dos 3-carboxiamida-1-(2,4-diclorofenil)-1H-pirazéis 5-18 foi
realizada através de técnicas de RMN de 'H e de °C e difratometria de raios-X em
monocristal. Os dados referentes a difratometria de raios-X sera discutida na secao
3.10.

Os espectros de RMN de 'H e *C dos compostos sintetizados apresentam
conjuntos de sinais caracteristicos para as estruturas propostas e foram obtidos em
200,13 MHz ou 400,13 MHz para *H e 50,32 MHz ou 100,63 MHz para *C, utilizando
CDCIl; como solvente. Nos espectros de RMN de *H foram observados os sinais dos
grupos alquilicos como multipletos ou sinais alargados com deslocamentos quimicos no
intervalo de 1,26-3,74 ppm. Os grupamentos alquilas e arilas, presentes em R?,
apresentaram sinais caracteristicos para cada um deles e em suas regides do espectro.
Os espectros de RMN de **C dos compostos 5-18 apresentaram sinais caracteristicos
para o anel pirazélico em média 146,9 ppm para o C-3, 123,0 ppm para o C-3a, 142,9
ppm para o C6a-C9b e 160,4 ppm para o carbono carbonilico da amida (COHNR?). Os
dados espectroscépicos de RMN de 'H e de **C dos 3-carboxiamida-1-(2,4-diclorofenil)-
1H-pirazdis 5-18 estéo listados na Tabela 18.
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Tabela 18. Dados? espectroscopicos de RMN de 'H e de *C dos 3-carboxiamida-1-
(2,4-diclorofenil)-1H-pirazois 5-18.

Composto Estrutura RMN 'H, 8" RMN °C, 8°

Z/lj 1,41-1,42 (m, 2H, CH,), 1,72-1,75 23,1 (C1); 23,9 (CH,): 24,9
2
5

(m, 4H, 2CH,), 2,58-2,61 (m, 2H, (CH,), 25,2 (C2, C2); 31,0
4
5\

O
6
N
Cc
6

N CH,), 2,68-2,71 (m, 2H, CH,), (CH,): 56,8 (C3, C3); 127.9;
/ 2,87-2,93 (m, 4H, 2CH,), 7,36- 129,3; 130,0; 130,1; 130,8;
7,54 (m, 3H, Ar), 7,65 (Sa, 1H, 1359 (Ar); 1353 (C5); 141,0

N
NH). (C6); 153,8 (C4); 159,4 (CO).

C

21,2 (CHp); 21,7 (CH,); 22,1

(CHz); 22,5 (CHp); 23,2 (C1),

25,3 (C2, C2); 57,0 (C3, C3);

119,2 (C5); 127,9; 130,2; 130,2;

132,8; 134,4; 135,9 (Ar); 142,5
(C6); 143,1 (C4); 160,0 (CO).

3
H
|
o 1
, , 1,36-1,47 (m, 2H, CHy), 1,71-1,77
8 (m, 8H, 4CH,), 2,40 (Sa, 2H,
o NT3 CHy, 282287 (m, 6H, 3CHy),
H 7,29-7,57 (m, 3H, Ar), 7,62 (Sa,
1H, NH).
5\
/ /N
N
I
C
1
2 1,41 (Sa, 2H, CHy), 1,72-1,83 (Sa, 23,3 (C1); 23,8 (CH,); 25,3 (C2,
62 10H, 5CH), 2,45-2,50 (Sa, 2H, (C2); 26,6 (CH,); 26,7 (CH,);
N—3 CHa), 2,83 (Sa, 4H, 2CH;), 3,12- 27,9 (CH,); 31,8 (CH); 56,9
‘ 3,13 (Sa, 2H, CHy), 7,34-7,61 (m, (C3, C3); 123,5 (C5); 127,9;
3H, Ar). 130,0; 130,5; 133,2; 135,7;

135,9 (Ar); 142,9 (C6); 146,2
(C4); 160,5 (CO).

5
N

4

6

C
N
N

4

5

7 s }N

C

Cl

|
|

ONNH

N

|

®0s espectros de RMN de "H e °C foram registrados em Espectrdmetro Bruker DPX 200 ou em um Espectrémetro
Bruker DPX 400 (200,13 MHz ou 400,13 MHz para 'H e 50,32 MHz ou 100,63 MHz para **C, respectivamente).

®Obtidos em CDCl; como solvente.
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Tabela 18. Dados? espectroscopicos de RMN de 'H e de *C dos 3-carboxiamida-1-

(2,4-diclorofenil)-1H-pirazois 5-18 (Continuagao).

Composto Estrutura

RMN 'H, §°

RMN ©C, §°

10

1,41-1,50 (m, 8H, 4CH), 1,71-

1,75 (m, 6H, 3CH,), 2,52 (t, 2H,
CH,), 2,85-2,86 (m, 4H, 2CH,),
3,01 (t, 2H, CHy), 7,30-7,57 (m,
3H, Ar), 7,67 (Sa, 1H, NH).

0,95 (t, 3H, H1), 1,55-1,64 (m,
4H, H2, CH,), 1,69-1,71 (Sa, 2H,
CH,), 1,83-1,84 (Sa, 2H, CH,),
2,45-2,50 (Sa, 2H, CH,), 3,13
3,16 (m, 2H, CH,), 3,33-3,34 (Sa,
2H, CH,), 6,91 (Sa, 1H, NH),
7,32-7,56 (m, 3H, Ar).

0,95 (t, 3H, H1), 1,43-1,50 (m,
6H, 3CH,), 1,60 (sex, 2H, H2),
1,74-1,79 (Sa, 2H, CH,), 2,51-

2,52 (Sa, 2H, CH,;), 3,01-3,04

(Sa, 2H, CH,), 3,34 (g, 2H, H3),
6,90 (Sa, 1H, NH), 7,30-7,58 (m,
3H, Ar).

21,6 (CHp): 233 (Cl); 23,4
(CHy); 25,4 (C2, C2); 255
(CHy); 25,5 (CHy); 28,6 (CHy);
29,1 (CHy): 56,9 (C3, C3):
121,3 (C5); 127,9; 130,3;
130,5; 133,8; 135,6; 136,2 (Ar);
142.9 (C6); 144,3 (C4): 160,2
(CO).

11,4 (Cl); 22,9 (C2); 239
(CHy); 26,6 (CHy); 26,7 (CHy);
28,0 (CH,): 31,8 (CH,): 40.6
(C3): 123.0 (C5); 127,9; 130,0:
130,5; 133,2; 135,7; 135,9 (Ar);
143.6 (C6); 146,3 (C4); 163,2
(CO).

11,5 (C1); 21,6 (CHp); 22,9
(C2); 23,4 (CH,); 25,5 (CH,);
25,55 (CH,); 28,6 (CHy); 29,2
(CH,); 40,6 (C3); 120,7 (C5);
127,8; 130,3; 130,4; 133,8;
135,6; 136,2 (Ar); 143,7 (C6);
144,4 (C4); 162,9 (CO).

®0s espectros de RMN de "H e °C foram registrados em Espectrémetro Bruker DPX 200 ou em um Espectrémetro
Bruker DPX 400 (200,13 MHz ou 400,13 MHz para 'H e 50,32 MHz ou 100,63 MHz para **C, respectivamente).

®Obtidos em CDCl; como solvente.
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Tabela 18. Dados? espectroscopicos de RMN de 'H e de *C dos 3-carboxiamida-1-

(2,4-diclorofenil)-1H-pirazois 5-18 (Continuagao).

Composto Estrutura RMN 'H, 8" RMN °C, 8°

1 -0
2,(/71 1,56-1,85 (m, 6H, 3CH,), 2,50- 23,9 (CH,); 26,6 (CH,); 26,7
2 2,62 (m, 8H, 4CHy), 3,12 (t, 2H, (CH,); 28,0 (CH,); 31,8

N H3), 3,49-354 (m, 2H, H4), (CH,); 354 (C4); 53,4 (C2,
o ﬁ3 3,69-3,71 (m, 4H, 4CH,), 7,21 C2); 57,4 (C3); 66,8 (C1,
NH (Sa, 1H, NH), 7,32-7,57 (m, C1); 1231 (C6); 127,9;
] 3H, Ar). 130,1; 130,5; 133,2; 135,7;
11 6\ 136,0 (Ar); 143,6 (C7); 146,6
7N,N (C5); 163,3 (CO).
@C'
cl
10 21,4 (CH,); 23,2 (CH,); 25,2
2,( 1 166180 (m, 8H, 4CHy), 1,76 21° ( 5)55 : C(H 2) o
N—2 (Sa 2H, CHy), 252-262 (m, (CHai 255 (CH): = 28,
6H, 3CH,), 3,01 (t, 2H, H3); (CHa)i 28,6 (CHy); 35,3 (C4);
o 72 3,53 (q, 2H, H4), 3,70 (Sa, 4H, 232 (C2, C2); 57,4 (C3);
NH 2CH,), 7,19 (Sa, 1H, NH), 66,3 (C1, C1’); 120,4 (C6);
12 e 135,5: 136,3 (Ar); 143,5 (C7);
7 N 144,3 (C5); 163,0 (CO).
N
@C'
cl
1,64-1,87 (m, 6H, 3CH,), 2,50 23,9 (CH2); 26,6 (CHy); 26,7
(Sa, 2H, CHyp), 3,17-3,23 (m, (CHa2)i 28,0  (CHp); 31,7
0 2H, CHy), 7,04-7,67 (m, 8H, Ar, (CHa)i 1196, 123,7; 128,0;
NH CoH), 8,77 (Sa, 1H, NH), 128,8; 130,0; 130,5; 133,2;
] 135,5; 136,1; 138,0 (CeHs,
13 Jan Ar); 123,6 (C4); 143,3 (C5);
N 146,8 (C3); 161,1 (CO).
@C'

Cl

®0s espectros de RMN de "H e °C foram registrados em Espectrémetro Bruker DPX 200 ou em um Espectrémetro
Bruker DPX 400 (200,13 MHz ou 400,13 MHz para 'H e 50,32 MHz ou 100,63 MHz para **C, respectivamente).

®Obtidos em CDCl; como solvente.
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Tabela 18. Dados? espectroscopicos de RMN de 'H e de *C dos 3-carboxiamida-1-

(2,4-diclorofenil)-1H-pirazois 5-18 (Continuagao).

Composto Estrutura RMN 'H, 8" RMN °C, 8°
1,45-1,51 (m, 6H, 3CH,), 1,79- 247 (CHa); 23,4 (CHy); 25,5
1,83 (sa, 2H, CH,), 2,53-2,54 (m, (CH2)i 2555 (CHy), 28,6
83 (58, 2, L), 255250 M (o). 202 (CHy):  119,6;

© NH
3
4
14 /5 ,\N
N
@ ’
Cl

OMe

0 NH
3
15 /54 /\N
N
@C'
Cl

OMe

16 74\

Cl

2H, CH,), 3,07 (. 2H, CH,),
7,05-7,66 (m, 8H, Ar, CeHs), 8,78
(Sa, 1H, NH).

1,57-1,91 (Sa, 6H, 3CH,), 2,45
2,57 (Sa, 2H, CH,), 3,16-3,22
(Sa, 2H, CH,), 3,79 (s, 3H,
OMe), 6,84-6,89 (m, 2H, CeHa),
7,39-7,41 (m, 2H, CeHa), 7,53-
7,58 (m, 3H, Ar).

1,44-1,52 (m, 6H, 3CH,), 1,78-
1,81 (m, 2H, CH,), 2,53-2,56 (m,
2H, CH,), 3,05-3,08 (m, 2H,
CH,), 3,78 (s, 3H, OMe), 6,85-
6,87 (m, 2H, CgHa), 7,31-7,42
(m, 2H, Ar), 7,55-7,59 (m, 3H,
Ar, CHa), 8,66 (Sa, 1H, NH).

123,7; 127,9; 128,8; 130,3;
130,4; 133,7; 1354; 136,3;
138,0 (CeHs, Ar); 121,3 (C4);
143,4 (C5); 144,9 (C3); 160,8
(CO).

23,9 (CH,); 26,6 (CH,); 26,7
(CH,); 28,0 (CH,); 31,8 (CHy);
55,4 (OMe); 114,0; 1214
128,0; 130,1; 130,5; 131,1;
130,5; 131,1; 133,3; 1354;
136,2; 143,4 (CeHs, Ar); 123,6
(C4); 146,8 (C5); 156,0 (C3);
160,8 (CO).

21,7 (CH,); 23,5 (CH,); 255
(CHy); 25,6 (CHy); 28,6 (CHy);
29,2 (CH,); 55,4 (OMe): 114,0:
121,3; 127,9; 130,3; 130,4;
131,2; 133,8; 135,5; 136,6;
143.6 (CeHs, Ar); 121,2 (CA):
144.8 (C5); 156,0 (C3); 160,6
(CO).

®0s espectros de RMN de "H e °C foram registrados em Espectrémetro Bruker DPX 200 ou em um Espectrémetro
Bruker DPX 400 (200,13 MHz ou 400,13 MHz para 'H e 50,32 MHz ou 100,63 MHz para **C, respectivamente).

®Obtidos em CDCl; como solvente.
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Tabela 18. Dados® espectroscépicos de RMN de 'H e de **C dos 33-carboxiamida-1-

(2,4-diclorofenil)-1H-pirazois 5-18 (Continuagao).

Composto Estrutura

RMN *H, 8 (ppm)°

RMN C, 8 (ppm)°

NO,

° NH

17 /4\3
5

<“jc.

Cl

18 74\

1,60-1,91 (Sa, 6H, 3CH,), 2,45
2,58 (Sa, 2H, CH,), 3,02-3,20
(Sa, 2H, CHy), 7,35-7,43 (m, 2H,
Ar), 7,60-7,61 (m, 1H, Ar), 7,81-
8,24 (M, 4H, CeH.).

1,26-1,55 (Sa, 6H, 3CH,), 1,74
1,77 (Sa, 2H, CH,), 2,54-2,57
(Sa, 2H, CH,), 2,97-3,00 (Sa,
2H, CH,), 6,61-6,63 (m, 2H,
CeHs), 7,31-7,57 (m, 3H, Ar),
8,06-8,08 (M, 2H, CqHa).

23,8 (CH,); 26,5 (CH,); 26,6
(CH); 27,8 (CH,); 31,6 (CH,);
124,0 (C4); 118,8; 124,9;
128,0; 130,1; 130,3, 133,1;
135,2; 136,4; 143,0; 144,0 (A,
Ph); 142,5 (C5); 147,2 (C3);
161,2 (CO).

21,8 (CH,); 23,5 (CH,); 25,4
(2CH,); 28,6 (CH,): 29,0
(CHp); 113,3; 126,3; 127,9;
130,2; 130,4; 133,6; 135,3;
136,5; 138,9 (CeHs, Ar); 122,6
(C4); 140,7 (C5); 144,9 (C3);
152,7 (CO).

®0s espectros de RMN de "H e “°C foram registrados em Espectrémetro Bruker DPX 200 ou em um Espectrémetro
Bruker DPX 400 (200,13 MHz ou 400,13 MHz para 'H e 50,32 MHz ou 100,63 MHz para **C, respectivamente).

®Obtidos em CDCl; como solvente.
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3.10. Estudo estrutural dos 1-(2,4-diclorofenil)-1H-pirazdis (3b, 3d-f, 3i e 6).

O estudo estrutural de algumas moléculas, através de técnicas de difratometria
de raios-X em monocristal, foi proposto com o objetivo de analisar a regioquimica,
conformacao e as interacfes intermoleculares dos 1-(2,4-diclorofenil)-1H-pirazoéis (3b,
3d-f, 3i e 6) (Figura 26) no estado sélido. Quando possivel os dados foram comparados
com as estruturas provenientes da literatura. Os dados experimentais foram, também,
comparados com dados tedricos obtidos a partir de calculos semiempiricos de orbitais
moleculares os quais consideram a molécula em um sistema isolado, ou seja, sem
interacdes intermoleculares. As moléculas foram recristalizadas em hexano (3b, 3d, 3I)
ou em uma mistura de cloroférmio e metanol (1:1, w) (3e, 3f, 6), apds evaporacao lenta

do solvente os cristais foram coletados e conduzidos ao difratbmetro.

CO,Et CO,Et CO,Et

@/Q{\l / N,\N M
©/CI Me cl F ©/CI

Cl Cl Cl

CO,Et CO,Et Q
O !
) i > \ NH
M s Q—T
)
Cl cl Cl ! N
N
cl
Cl Cl
Cl

3f 3l 6

3b 3d 3e

Figura 26. Estrutura quimica dos 1-(2,4-diclofenil)-1H-pirazéis estudados por

difratometria de raios-X.
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Os compostos 3b, 3d-f apresentam um grupamento arila ligado na posicéo 5 do
anel pirazolico. Por outro lado, os compostos 3l e 6 possuiam um carbociclo ligado nas
posicbes 4 e 5 do anel. As ilustracbes das estruturas cristalinas dos compostos
analisados produzidas pelo Ortep® estéo apresentadas nas Figuras 27-29.

Cl2

3b 3d

Figura 27. Ortep®® obtido a partir da difratometria de raios-X do 1-(2,4-diclorofenil)-5-
fenil-1H-pirazol-3-carboxilato de etila (3b) e 1-(2,4-diclorofenil)-5-(4-metilfenil)-1H-
pirazol-3-carboxilato de etila (3d).
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3e 3f

Figura 28. Ortep>® obtido a partir da difratometria de raios-X do 1-(2,4-diclorofenil)-5-(4-
fluorfenil)-1H-pirazol-3-carboxilato de etila (3e) e 5-(4-clorofenil)-1-(2,4-diclorofenil)-1H-
pirazol-3-carboxilato de etila (3f).

031 § Qess
Q C@O 031 ?
O

032

Ci2

Ci2

Figura 29. Ortep®® obtido a partir da difratometria de raios-X do 1-(2,4-diclorofenil)-
1,4,5,6,7,8-hexaidro-1H-cicloheptalc]pirazol-3-carboxilato de etila (3l) e 1-(2,4-
diclorofenil)-N-(piperidin-1-il)-4,5,6,7-tetraidro-1H-indazol-3-carboxiamida (6).
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Os compostos 3b, 3d, 6 cristalizaram em um sistema cristalino monoclinico
enquanto os compostos 3e, 3f cristalizaram em um sistema triclinico e o composto 3l
em um sistema ortorrdmbico. Como esperado,® os anéis pirazélicos apresentaram uma
estrutura plana com desvios médios (r.m.s.) a partir do plano principal do anel variando
entre 0,0006 — 0,0029 A. A presenca do anel de sete membros ligado ao heterociclo
pareceu nao influenciar significativamente na planaridade do mesmo, uma vez que 0s
compostos 3b e 3l apresentaram o mesmo desvio médio de 0,0023 A. O composto que
apresentou o maior desvio médio foi 0 composto 6 com um desvio de 0,0029 A. O
atomo que mais desviou do plano principal do anel pirazdlico foi o C5 nas estruturas 3b,
3d e 3f com desvio de 0,0031 A, 0,0009 A e 0,0036 A, respectivamente. Por outro lado,
nas estruturas que continham um carbociclo ligado ao anel (3l e 6) o &omo que mais
desviou do plano foi 0 C4 com desvio de 0,0032 A e 0,0040 A, respectivamente.

Outro dado obtido a partir da difratometria de raios-X foi o angulo formado entre
os planos do anel pirazolico e a 2,4-diclorofenila. Os resultados descrevem que o
substituinte esta aproximadamente perpendicular ao heterociclo com angulos entre os
planos variando entre 69,99 (9)°— 83,42 (9)°. Essa perpendicularidade tende a dificultar
a ressonancia eletrénica entre o anel pirazdlico e o grupamento 2,4-diclorofenila.
Segundo dados da literatura, esses angulos foram muito préximos ao apresentado pelo
Rimonabanto que forma angulo entre os planos de 66,3° entre o grupamento 2,4-
diclorofenila e o anel heterociclico.® Em relacdo aos substituintes ligados na posicéo 5
do anel, as estruturas 3b, 3d-f apresentaram os grupos arilas com angulos entre seus
planos e o anel heterociclico variando entre 25,14 (1)°- 46,53 (1)°. O grupo 4-fluorfenila
no composto 3e foi 0 que apresentou o maior angulo com 46,53 (1)° seguido da fenila
(3b) com 39,25 (1)°. Os substituintes 4-metilfenila (3d) e 4-clorofenila (3f) apresentaram
aproximadamente os mesmos angulos entre os planos com 25,14 (1)° e 25,54 (2)°,
respectivamente. O Rimonabanto apresenta angulo de 54,3° entre o grupo 4-clorofenila,
ligado na posicdo-5, e o anel heterociclico.”® Segundo dados da literatura, os angulos
diedros formados por substituintes arilicos presentes nas posi¢des-5 e -1 de anéis
pirazolicos séo interdependentes e tendem a ficarem em posicao perpendicular um em
relacdo ao outro sendo a soma desses angulos geralmente préxima a 90°.%° Nos

compostos estudados 3b, 3d-f a soma dos angulos formados pelos substituintes ligados
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na posicao 5 do heterociclo e a 2,4-diclorofenila, presente na posicdo 1 do anel,
variaram de 89,1°— 113,7°. Esses dados estdo préximos ao observado para o
Rimonabanto que foi de 120,6°.°® O composto 3e foi 0 que apresentou a maior soma
com 113,7°, seguido do composto 3b com 109,2°, 3d e 3f apresentaram uma soma de
97,0° e 89,1°, respectivamente. Convém destacar também, que o angulo formado entre
0s substituintes ligados na posicdo-5 do anel pirazolico € também dependente do
padrdo de substituicdo no C4 do anel.®® Havendo substituicdo no C4 o angulo entre o
substituinte, ligado na posicédo-5, e o0 heterociclo tende a ser maior. Isso pode ser
constatado na comparagao do composto 3f, que apresentou um angulo de 25,5° entre o
substituinte 4-clorofenila e o anel heterociclico, com seu analogo publicado por Alkorta
e col.,*” o qual possui uma metila na posicdo 4 do anel e forma uma angulo de 52,9°
entre a 4-clorofenila e o anel pirazdlico.

Os grupamentos etilcarboxilato [O(31)=C(31)-O(32)] e carboxiamida
[O(31)=C(31)-N(31)] ligados na posicdo 3 do anel pirazdlico foram observados
praticamente no mesmo plano do anel com angulos entre os planos que variaram entre
4,53 (1)°- 14,43 (5)°. Desta forma, a carbonila do éster ou da amida deve possuir
ressonancia eletrénica com o anel pirazélico.

No composto 6 os atomos N(32) e C(34) desviam a partir do plano
C(32)C(33)C(35)C(36) (0.8°) por -0,332 A e 0,307 A, respectivamente, indicando que o
anel piperidinico adota uma conformac¢éo de cadeira.

Os empacotamentos cristalinos dos 1-(2,4-diclorofenil)-1H-pirazéis (3b, 3d-f, 3i e
6) foram estabilizados por ligagcdes de hidrogénio intermoleculares. Na estrutura 3b
foram observadas a presenca de ligacdes de hidrogénio entre os atomos C(4)-
H(4)--0O(32), C(4)-H(4)---N(2) e C(33)-H(33B)---O(31) com distancias interatbmicas de
3,320(3) A, 3,492(3) A e 3,512(7) A para C(4)-0(32), C(4)N(2) e C(33)-0O(31),
respectivamente, formando cadeias infinitas ao longo do plano ac (Figura 30).
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Figura 30. Composto 3b apresentando a formacédo de ligacdes de hidrogénio
estabilizando o empacotamento cristalino ao longo do plano ac.

Além disso, essas cadeias estdo ligadas por ligagdes de hidrogénio envolvendo
0os atomos C(55)-H(55)--O(31) (x-1,-y+3/2,z-1/2) com distancias interatbmicas de
3,593(4) A para C(55)---O(31).

No composto 3d o empacotamento cristalino apresentou, além das ligacdes de
hidrogénio do tipo C-H---O, as ligacdes do tipo C-H---Cl. Ambos os tipos de ligacdes
sd0 também conhecidas como ligacdes fracas ou ndo classicas.?? Na estrutura do
composto 3d as ligagcdes de hidrogénio intermoleculares C(4)-H(4)---O(31) e C(52)-
H(52)---O(31) foram organizadas como dimeros formando pseudo anéis de 7 membros
(Figura 31) com distancias interatdmicas de 3,373(4) A e 3,477(4) A para C(4)---O(31) e
C(52)---O(31) (-x+1, -y, -z+2), respectivamente.
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Figura 31. Composto 3d apresentando a formacéo de dimeros através de ligacGes de

hidrogénio ao longo do plano ab.

O empacotamento cristalino do composto 3e apresentou ligagdes de hidrogénio
do tipo C-H---O e C-H---F além de interagcdes do tipo CI---Cl. As ligacoes
intermoleculares envolvendo os atomos C(4)-H(4)---O(31) formaram pseudo anéis de 10
membros com distancias interatdmicas de 3,445(3) A para C(4)---O(31) (-x+2,-y+1,-z+1)
enquanto as ligacbes intermoleculares entre os atomos C(55)-H(55)-F formaram
pseudo anéis de 8 membros com distancias de 3,383(3) A for C(55)--F (-x+1,-y+2,-
z+1). As duas interacdes formam cadeias infinitas ao longo do plano bc (Figura 32). Por

fim, conforme ja descrito na literatura,®”*°

a presenca de ligacdes do tipo ClI---Cl foram
observadas no empacotamento cristalino do monocristal do composto 3e com

distancias interatémicas de 3,364(2) A para CI(1)---Cl(1) (-x+1,-y+1,-2).
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Figura 32. Apresentando a formacao de ligagbes de hidrogénio no empacotamento
cristalino do composto 3e ao longo do plano bc.

Diferentemente dos compostos 3b, 3d-e o composto 3f cristalizou com a
presenca de agua na unidade assimétrica levando a formacdo de ligacdes de
hidrogénio entre os atomos O(1)-H(1A)---N(2) (Figura 33) com distancias interatdmicas
de 2,993(3) A for O(1)---N(2) (x, y, z). Além dessas, as ligacbes de hidrogénio
intermoleculares entre os &tomos C(4)-H(4)---O(31) e C(52)-H(52)---O(31) foram
organizadas na forma de dimeros gerando pseudo anéis de 7 membros com distancias
de 3,396(3) e 3,326(3) A para C(4)--O(31) e C(52)---O(31) (-x+2,-y,-z), respectivamente.
Outras interacdes observadas, foram do tipo Cl---Cl ligando os dimeros com distancias
de 3,359(2) A para CI(3)---CI(3) (-x,-y,-z+1).

111



Figura 33. Representando a disposi¢cao das ligacdes de hidrogénio no empacotamento
cristalino do composto 3f.

Na estrutura cristalina do composto 3l o anel pirazélico atua como aceptor de
hidrogénio e a molécula de agua, presente na unidade assimétrica, atua como doadora
e aceptora de hidrogénio formando cadeias infinitas ao longo do plano ac (Figura 34).
Essas interagbes intermoleculares envolvem os atomos O(1)-H(1B)---O(1) com
distancias de 2,818(3) A para O(1)---O(1) (x+1/2, -y+1/2, -z). Cada molécula de agua
liga os pirazois dessa cadeia através de ligacdes de hidrogénio entre os atomos O(1)-
H(1A)---N(2) com distancias interatdmicas de 2,928(5) A para O(1)---N(2) (X, y, 2).
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Figura 34. Composto 3| apresentando a formacao de ligagcdes de hidrogénio com a

molécula de agua ao longo do plano ac.

Na estrutura cristalina obtida a partir da difratometria de raios-X do monocristal
do composto 6 foi observado que o anel pirazélico e a molécula de agua, presente na
unidade assimétrica, atuam, da mesma forma como na molécula 3l, tanto como doador
como aceptor de hidrogénio (Figura 35). Essa interagfes formam cadeia infinitas ao
longo do plano ab através de ligacdes de hidrogénio envolvendo os &tomos O(1)-
H(1A)---O(31) (x,y,z) e N(31)-H(31)---O(1) (-x, y+1/2, -z+1/2) com distancias
interatdémicas de 2,743(3) A para O(1)--O(31) e 2.943(3) A para N(31)---O(1).
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Figura 35. Composto 6 apresentando a formacdo de ligacbes de hidrogénio com a

molécula de agua ao longo do plano ab.

Os dados geométricos das interagbes observadas o empacotamento cristalino
dos compostos 3b, 3d-f, 3| e 6 estdo descritos na Tabela 19.
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Tabela 19. Dados geométricos das ligacbes de hidrogénio observadas nas estruturas
3b, 3d-f, 3l e 6 (A, °).

Comp. D-H"A D~H H™A DA D-H"A Cadigos de Simetria

3b C(4)-H(4)--0O(32) 0,93 2,57 3,320(3) 138,0 X,-y+3/2,z-1/2
C(4)-H(4)N(2) 0,93 2,63 3,492(3) 1543 X,-y+3/2,z-1/2
C(33)-H(33B)*-O(31) 0,96 2,56 3,5612(7) 170,4 X,-y+3/2,z+1/2
C(55)-H(55)--0(31) 0,93 2,70 3,593(4) 160,9 x-1,-y+3/2,z-1/2

3d C(4)-H(4)---O(31) 0,93 2,56 3,373(4) 146,8 x+1,-y,-z+2
C(52)-H(52)---O(31) 0,93 2,56 3,477(4) 168,5 -x+1,-y,-z+2

3e C(4)-H(4)---O(31) 0,93 2,59 3,445(3) 152,9 X+2,-y+1,-z+1
C(55)-H(55)F 0,93 2,67 3,383(3) 134,0 X+1,-y+2,-z+1

3f O(1)-H(1A)*N(2) 0,909(2) 2,117(2) 2,993(3) 161,3(2) X, Y,z
O(1)-H(1B)--O(1) 0,765(3)  2,226(3) 2,887(5) 145,2(1) X+2,-y+1,-Z
C(4)-H(4)--O(31) 0,93 2,56 3,396(3) 149,3 -X+2,-y,-Z
C(52)-H(52)--0(31) 0,93 2,41 3,326(3) 166,6 X+2,-y,-Z

3l O(1)-H(1A)*N(2) 0,979(3) 1,981(4) 2,928(5) 162,2(3) X,y,z
O(1)-H(1B)--O(1) 0,853(4) 2,042(4) 2,818(3) 151,1(2) X+1/2,-y+1/2,-z

6 O(1)-H(1A)--O(31) 1,001(2) 1,755(2) 2,743(3) 168,4(2) X,y,z
N(31)-H(31)---O(1) 0,86 2,15 2,943(3) 153,8 -X,y+1/2,-z+1/2

Com o objetivo de comparar a capacidade de predicdo da estrutura dos
compostos estudados, calculos semiempiricos de orbitais moleculares foram realizados.
Nas Tabelas 20-22 estdo descritos comprimentos de ligacoes, angulos de ligacdes e
angulos diedros selecionados, obtidos experimentalmente (difratometria de raios-X) e
por célculos de orbitais moleculares usando os métodos semiempiricos AM1 (Austin
model 1)”> e PM3 (Parameterized Model 3).2* Convém destacar que os célculos
semiempiricos consideram a molécula isoladamente sem os efeitos de empacotamento
presentes nos dados experimentais. Mesmo desta forma, os dados obtidos pelos
calculos forneceram valores muito proximos aos obtidos experimentalmente em ambos
os algoritmos utilizados para os calculos (AM1 ou PM3). Através da andlise dos
coeficientes de correlacéo (r) e dos coeficientes de determinacéo (r?), provenientes das
regressdes lineares entre os dados experimentais e os dados estruturais obtidos
experimentalmente, foi possivel concluir que os dois métodos semiempiricos sao

capazes de explicar mais de 98% da variabilidade dos dados selecionados.
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Tabela 20. Comprimentos de ligacdes (A), angulos de ligacdes e angulos diedros
selecionados (°), obtidos experimentalmente e por calculos de orbitais moleculares para
0s compostos 3b, 3d.

Composto 3b 3d
Comprimento de ligacdo Raios-X  Calc. AM1/ PM3 Raios-X  Calc. AM1/ PM3
N(1)-N(2) 1,353(3) 1,336/ 1,354 1,353(3) 1,337/ 1,354
N(2)-C(3) 1,329(3) 1,367/ 1,363 1,333(3) 1,367/ 1,363
C(3)-C(4) 1,397(3) 1,448/ 1,422 1,392(4) 1,448/ 1,422
C(4)-C(5) 1,372(3) 1,402/ 1,395 1,371(3) 1,402/ 1,394
N(1)-C(5) 1,368(3) 1,420/ 1,409 1,378(3) 1,421/ 1,409
N(1)-C(11) 1,432(3) 1,428/ 1,450 1,434(3) 1,428/ 1,450
C(12)-CI(2) 1,722(2) 1,693/ 1,677 1,723(3) 1,693/ 1,677
C(14)-CI(2) 1,740(2) 1,696/ 1,681 1,730(3) 1,697/ 1,681
C(3)-C(31) 1,469(3) 1,462/ 1,476 1,470(4) 1,462/ 1,476
C(31)-0(31) 1,202(3) 1,235/ 1,218 1,200(3) 1,235/ 1,218
C(31)-0(32) 1,316(3) 1,365/ 1,361 1,338(3) 1,365/ 1,361
0(32)-C(32) 1,612(8) 1,440/ 1,429 1,449(3) 1,440/ 1,429
C(5)-C(51) 1,473(3) 1,450/ 1,458 1,469(4) 1,450/ 1,458
Angulos de Ligacéo Raios-X  Calc. AM1/ PM3 Raios-X  Calc. AM1/ PM3
N(1)-N(2)-C(3) 103,9(2) 106,5/ 107,4 103,6(2) 106,5/ 107,4
N(2)-C(3)-C(4) 112,3(2) 110,3/ 109,2 112,1(2) 110,4/ 109,2
C(3)-C(4)-C(5) 105,3(2) 105,0/ 106,6 106,3(2) 105,0/ 106,7
C(4)-C(5)-N(2) 105,8(2) 105,8/ 106,0 104,7(2) 105,8/ 106,0
C(5)-N(1)-N(2) 112,7(2) 112,2/ 110,6 113,2(2) 112,2/ 110,6
N(2)-C(3)-C(31) 121,2(2) 126,6/ 124,9 121,8(3) 126,6/ 124,9
C(3)-C(31)-0(31) 124,4(2) 126,2/ 125,6 123,0(3) 126,2/ 125,6
N(2)-N(1)-C(11) 116,9(2) 122,1/ 120,8 117,5(2) 122,2/ 120,8
Angulos Diedros Raios-X  Calc. AM1/ PM3 Raios-X  Calc. AM1/ PM3
N(2)-N(1)-C(11)-C(12) 105,1(2) 111,6/ 119,9 -103,9(3)  -63,7/-120,6
N(2)-C(3)-C(31)-0O(31) -166,5(3)  -179,4/ -167,5 174,3(3) 176,7/ 176,0
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Tabela 21. Comprimentos de ligacdes (A), angulos de ligacdes e angulos diedros
selecionados (°), obtidos experimentalmente e por calculos de orbitais moleculares para
0s compostos 3e, 3f.

Composto 3e 3f
Comprimento de ligacdo Raios-X  Calc. AM1/ PM3 Raios-X  Calc. AM1/ PM3
N(1)-N(2) 1,353(3) 1,336/ 1,353 1,360(3) 1,336/ 1,353
N(2)-C(3) 1,332(3) 1,367/ 1,363 1,331(3) 1,367/ 1,363
C(3)-C(4) 1,398(3) 1,448/ 1,422 1,391(3) 1,448/ 1,422
C(4)-C(5) 1,372(3) 1,403/ 1,394 1,375(3) 1,402/ 1,394
N(1)-C(5) 1,371(3) 1,420/ 1,410 1,368(3) 1,420/ 1,409
N(1)-C(11) 1,426(3) 1,428/ 1,448 1,432(3) 1,428/ 1,450
C(12)-CI(2) 1,708(3) 1,693/ 1,677 1,731(2) 1,693/ 1,677
C(14)-CI(2) 1,741(3) 1,696/ 1,680 1,731(3) 1,696/ 1,680
C(3)-C(31) 1,478(3) 1,462/ 1,477 1,480(3) 1,462/ 1,476
C(31)-0(31) 1,191(3) 1,235/ 1,218 1,187(3) 1,235/ 1,218
C(31)-0(32) 1,315(3) 1,364/ 1,360 1,328(4) 1,364/ 1,360
0(32)-C(32) 1,459(4) 1,441/ 1,430 1,463(4) 1,441/ 1,430
C(5)-C(51) 1,468(3) 1,449/ 1,456 1,471(3) 1,449/ 1,458
Angulos de Ligacéo Raios-X  Calc. AM1/ PM3 Raios-X  Calc. AM1/ PM3
N(1)-N(2)-C(3) 103,4(2) 106,5/ 107,4 104,1(2) 106,6/ 107,5
N(2)-C(3)-C(4) 112,6(2) 110,3/ 109,3 112,2(2) 110,3/ 109,2
C(3)-C(4)-C(5) 105,2(2) 105,0/ 106,6 105,6(2) 105,0/ 106,6
C(4)-C(5)-N(2) 105,6(2) 105,8/ 105,9 105,9(2) 105,9/ 106,0
C(5)-N(1)-N(2) 113,1(2) 112,2/ 110,6 112,2(2) 112,2/ 110,6
N(2)-C(3)-C(31) 121,7(2) 126,6/ 124,9 121,8(2) 126,6/ 124,9
C(3)-C(31)-0(31) 123,4(3) 126,1/ 125,6 122,9(3) 126,1/ 125,6
N(2)-N(1)-C(11) 119,1(2) 122,1/ 121,5 116,6(2) 122,2/ 120,9
Angulos Diedros Raios-X  Calc. AM1/ PM3 Raios-X  Calc. AM1/ PM3
N(2)-N(1)-C(11)-C(12) 110,2(3) 67,8/ 55,3 -113,5(2)  -65,71/-59,6
N(2)-C(3)-C(31)-0O(31) -171,4(3) 172,41 167,1 172,3(3) 175,4/ 169,6
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Tabela 22. Comprimentos de ligacdes (A), angulos de ligacdes e angulos diedros

selecionados (°), obtidos para os compostos 3lI, 6.

Composto 3l 6
Comprimento de ligacdo Raios-X Calc. AM1/ PM3 Raios-X  Calc. AM1/ PM3
N(1)-N(2) 1,336(5) 1,336/ 1,360 1,355(3) 1,341/ 1,361
N(2)-C(3) 1,336(5) 1,366/ 1,359 1,334(3) 1,367/ 1,364
C(3)-C(3a) 1,398(6) 1,455/ 1,425 1,403(3) 1,446/ 1,422
C(3a)-C(7a) - - 1,368(4) 1,406/ 1,397
C(3a)-C(8a) 1,373(6) 1,404/ 1,398 - -
N(1)-C(7a) - - 1,355(3) 1,411/ 1,404
N(1)-C(8a) 1,366(5) 1,419/ 1,405 - -
N(1)-C(11) 1,431(5) 1,426/ 1,448 1,429(3) 1,424/ 1,444
C(12)-CI(2) 1,724(5) 1,692/ 1,682 1,726(3) 1,693/ 1,677
C(14)-CI(2) 1,727(5) 1,696/ 1,681 1,732(3) 1,696/ 1,681
C(3)-C(31) 1,488(6) 1,462/ 1,481 1,479(3) 1,485/ 1,485
C(31)-0(31) 1,191(6) 1,236/ 1,214 1,224(3) 1,246/ 1,221
C(31)-0(32) 1,326(6) 1,365/ 1,362 - -
0(32)-C(32) 1,461(6) 1,440/ 1,429 - -
C(31)-N(31) - - 1,344(3) 1,397/ 1,430
N(31)-N(32) - - 1,406(3) 1,370/ 1,452
C(3a)-C(4) 1,496(6) 1,467/ 1,479 1,506(4) 1,467/ 1,477
Angulos de Ligacéo Raios-X Calc. AM1/ PM3 Raios-X  Calc. AM1/ PM3
N(1)-N(2)-C(3) 103,0(3)  106,6/ 107,0 103,9(2) 107,1/ 107,8
N(2)-C(3)-C(3a) 113,2(4)  110,3/ 109,7 112,1(2) 109,9/ 108,9
C(3)-C(3a)-C(7a) - - 104,7(2) 104,9/ 106,7
C(3)-C(3a)-C(8a) 104,1(4)  104,8/ 106,4 - -
C(3a)-C(7a)-N(1) - - 106,8(2) 106,4/ 106,4
C(3a)-C(8a)-N(1) 106,0(4)  106,0/ 105,9 - -
C(7a)-N(1)-N(2) - - 112,5(2) 111,6/ 110,1
C(8a)-N(1)-N(2) 113,7(3)  112,3/110,9 - -
N(2)-C(3)-C(31) 118,6(4)  125,7/122,4 121,2(2) 125,4/ 122,4
C(3)-C(31)-0(31) 124,1(5)  126,6/ 127,1 121,0(2) 120,0/ 122,6
N(2)-N(1)-C(11) 118,4(3)  122,8/121,7 120,5(2) 123,3/122,3
Angulos Diedros Raios-X  Calc. AM1/ PM3 Raios-X  Calc. AM1/ PM3
N(2)-N(1)-C(11)-C(12) 100,1(5) 122,7/ 60,4 96,4(3) 126,0/ 138,8
N(2)-C(3)-C(31)-0O(31) 177,2(5)  173,6/ 112,0 -175,3(3)  -157,6/-139,2
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Considerando todos os dados descritos nas Tabelas 20-22 o método
semiempirico AM1 apresentou coeficiente de correlacdo (r) de 0,993 sendo capaz de
explicar 98,7% da variabilidade dos dados, enquanto o método PM3 apresentou um
coeficiente de 0,994 explicando 98,9% dessa variabilidade. Embora exista uma melhor
concordancia dos dados experimentais com os dados teéricos provenientes do método
PM3 essa diferenca nédo foi significativa. Levando em conta apenas 0os comprimentos
de ligacdes, mais uma vez o método PM3 forneceu dados mais condizentes com 0s
resultados experimentais. O coeficiente de correlacdo para 0os comprimentos de
ligacdes provenientes do método AM1 foi de 0,975 sendo capaz de explicar 95% da
variabilidade dos dados (Figura 36), enquanto o método PM3 forneceu um valor de
0,981 para o coeficiente de correlagdo explicando a variabilidade de 96,3% dos dados
relacionados aos comprimentos de ligagdes (Figura 37).
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Figura 36. Comprimentos de ligacdes obtidos experimentalmente versus os
comprimentos de liga¢cfes obtidos pelo método AML1.

Por outro lado, quando analisados apenas os resultados dos angulos de

6

ligacBes, que sdo os mais sensiveis a distor¢des,®® o método AM1 apresentou 0s

resultados mais proximos aos dados experimentais.
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Figura 37. Comprimentos de ligacdes obtidos experimentalmente versus os
comprimentos de ligagcfes obtidos pelo método AML1.

A constatacdo foi realizada através da comparacdo da magnitude dos
coeficientes de correlagdo e de determinagdo. Enquanto o método AM1 apresentou um
coeficiente de 0,962, conseguindo explicar 92,6% da variabilidade dos angulos de
ligacdes, o método PM3 apresentou um coeficiente de 0,948, explicando 89,9% da
variacao dos angulos analisados. Esses resultados séo corroborados pela literatura que
demonstraram que o método AM1 é capaz da predizer com maior exatiddo os
resultados experimentais observados a partir da difracdo de raios-X de derivados
pirazélicos e principalmente derivados pirazolinicos.***" Ambos os métodos utilizados
(AM1 e PM3) mostraram-se satisfatorios para predicdo e, concomitantemente,
modelagem estrutural dos compostos 1-(2,4-diclorofenil)-1H-pirazéis sendo de grande
valia nas posteriores etapas de otimizacdo estrutural dos novos ligantes canabinéides

em estudo.
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3.11. Estudo da capacidade de ligacdo especifica aos receptores CB; dos 3-

carboxiamida-1-(2,4-diclorofenil)-1H-pirazdis 5-18.

Ao longo das ultimas décadas, o processo da descoberta de farmacos, segundo
paradigma industrial, presenciou e beneficiou-se do advento de varias tecnologias
inovadoras, acompanhadas da premissa de que sua introducéo levaria a obtencéo de
um numero maior de farmacos. Entretanto, a despeito do significativo aumento dos
investimentos em pesquisa e desenvolvimento, do impacto do projeto Genoma Humano
e do inquestionavel avanco das tecnologias empregadas no processo da descoberta de
farmacos, a produtividade da indastria farmacéutica, mensurada por sua capacidade
em introduzir no mercado novos farmacos, vem observando significativo declinio na
dltima década.®* Uma alternativa que a indUstria farmacéutica tem buscado é a
modificagdo estrutural de farmacos conhecidos nos intuito da modificar suas
propriedades farmacoterapéuticas visando a obtencdo de novas entidades quimicas
(NCEs) candidatas a farmacos. Essa estratégia, em quimica medicinal, recebe a
denominagcdo de Planejamento Baseado no Ligante e os farmacos originados, se
possuirem fortes semelhancas estruturais com o farmaco conhecido, sdo chamados de
farmacos me t00.%

Neste capitulo serdo apresentados os resultados provenientes dos estudos de
ligacdo especifica aos receptores canabindides do tipo CB; dos compostos 3-
carboxiamida-1-(2,4-diclofenil)-1H-pirazéis (5-18) sintetizados neste trabalho. Esses
compostos foram planejados pela técnica de Planejamento Baseado no Ligante uma
vez que as estruturas propostas sao estruturalmente analogas ao Rimonabanto, um
conhecido antagonista dos receptores CB;. De acordo com 0 mapeamento
farmacoférico das estruturas capazes de interagir com o0s receptores canabindides um
grupamento essencial para a interacdo é a presenca da carbonila da amida atuando
como aceptor de ligagcdo de hidrogénio com a lisina da posicdo 192 (Lys-192) do
receptor. Outras interagBes importantes seriam produzidas por moléculas com
substituintes arilicos, os quais produzem a estabilizacdo do complexo enzima-ligante
através de ligagbes -1 e ligacdes do tipo hidrofobicas com os residuos de Triptofano-

279, Fenilalanina-200 e Triptofano-356 e, em outra cavidade, com os residuos de
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Tirosina-275, Triptofano-255 e Fenilalanina-278. Outro sitio de interacdo importante
seria uma cavidade hidrofébica do sitio ativo da enzima composta pelos residuos de
Valina-196, Fenilalanina-170, Leucina-387 e Metionina-384. A Figura 38 ilustra o
modelo farmacoférico para antagonistas dos receptores CB; baseado nas estruturas
dos ligantes até entdo estudados.*'?
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Figura 38. Modelo Farmacoférico para obtencdo de antagonistas dos receptores
canabindides CB1. A e B sao estruturas capazes de interagir por ligacdes do tipo T-1r
e/ou hidrofébicas. C Nucleo central geralmente heterociclico. D um aceptor de ligacdes
de hidrogénio em geral carbonilas. E cavidade lipofilica.

Nossa proposta foi avaliar a possibilidade da obtencdo de novos ligantes CB;
através da introducdo de carbociclos geminados na estrutura 3-carboxiamida-1-(2,4-
diclorofenil)-1H-pirazol presente no Rimonabanto (Figura 39). Esses carbociclos
poderiam substituir a metila e a fenila ligada na posicéo 4 e 5, respectivamente, do anel
pirazélico no Rimonabanto acessando a cavidade A (Figura 38). Em um segundo
momento, o objetivo foi buscar a otimizag&o estrutural dos compostos variando a fungéo

3-carboxiamida do anel pirazélico.
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Figura 39. Estrutura quimica do Rimonabanto e seus analogos 5-8.

A capacidade de interagdo dos compostos em relagcdo aos receptores CB; foi
realizada através de ensaios de ligacdo especifica utilizando a molécula do
Rimonabanto ([*H]Rimonabanto) marcada radioativamente com *H. Os ensaios foram
realizados in vitro utilizando membranas provenientes de cérebro de camundongos
machos. A medida da radiagéo foi realizada por cintilometria liquida. Todos os ensaios
foram feitos em triplicata e a ligagdo nao especifica foi definida como a quantidade de
radiacdo medida na presenca de 5 uM de Rimonabanto ndo-marcado.®® A concentracéo
final testada dos compostos foi de 10 uM (veja parte experimental).

Os primeiros ensaios demonstraram que quanto maior a cadeia carbociclica

geminada no anel pirazolico, maior seria a capacidade desses compostos de interagir
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com o receptor canabindide e deslocar a ligacdo do radioligante [*H]Rimonabanto. A
observacgéo da Figura 40 aponta para a maior capacidade de interagcdo do composto 8,
uma vez que o mesmo foi capaz de deslocar aproximadamente 100% da ligacéo do
[*H]Rimonabanto comparado com o veiculo (DMSO 0,1%). Conforme foi diminuindo o
namero de carbonos do carbociclo a capacidade de interacdo com 0s receptores
canabindides CB; também foi reduzida. O composto 5 produziu apenas uma pequena
reducdo da ligacdo especifica ndo sendo estatisticamente significante em relacdo ao
veiculo. A andlise estatistica foi feita através de ANOVA de uma via seguido do teste de
Student-Newman-Keuls (SNK) com auxilio do programa GraphPad Prism 4.
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Figura 40. Média da ligacdo especifica (+ SEM) obtida a partir da percentagem do
controle no ensaio de ligagdo especifica aos dos receptores canabinbdides CB; para 0s
compostos 3-carboxiamida-1-(2,4-diclorofenil)-1H-pirazois 5-8 (10 uM). ** P < 0,01, * P

< 0,05 em relacédo ao veiculo, pelo teste de Student-Newman-Keuls (SNK).

O componente estérico pode ser uma explicacdo para resposta apresentada
pelos 3-carboxiamida-1-(2,4-diclorofenil)-1H-pirazd6is 5-8, uma vez que esse parametro
tem sido correlacionado com capacidade de ligacao aos receptores CB; em modelos de

QSAR-3D (CoMFA).?"?"® aAlém disso, segundo o mapa farmacoférico proposto, os
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compostos devem preencher a cavidade A (Figura 38) estabilizando de maneira mais
efetiva o0 complexo receptor-ligante. Através da regresséao linear do volume molecular
calculado dos compostos 5-8 em relacdo a média da ligacdo especifica foi possivel
afirmar a existéncia de uma correlagdo positiva entre o aumento do volume molecular
dos compostos e sua eficacia em deslocar o radioligante a partir do receptor CB;
(Figura 41). O coeficiente de regresséo linear (r) obtido para regressao proposta foi de
0,997 e a capacidade de predicao da ligacdo especifica dos compostos com base no
seu volume molecular calculado foi de 96,7% (g°). O erro padréo da regressao (s) foi de
2,70 e a equacéo da reta: Lig. Espec.=-1,38 (= 0,07) Vol. Mol. + 529,5 (£26,10).
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Figura 41. Média da Ligacdo especifica versus o volume molecular calculado (A)
(Superficie de Van der Waals, AM1™®) obtido para os 3-carboxiamida-1-(2,4-
diclorofenil)-1H-pirazois 5-8 testados nos ensaios de Ligacdo Especifica aos receptores
canabindides CB;.

Outra possivel explicacdo pode estar relacionada a maior lipossolubilidade das
moléculas que possuem o maior carbociclo (Figura 42). O aumento da afinidade das
moléculas por porcdes lipossoluveis do receptor podem facilitar o acesso bem como a
interacdo dos compostos com o receptor CB;. Além disso, esse parametro tem sido
encontrado em modelos de QSAR descritos na literatura para interacdo com oS

receptores canabinéides CB; e CB,.?’
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Figura 42. Média da Ligacédo especifica versus o CLogP obtido para os 3-carboxiamida-
1-(2,4-diclorofenil)-1H-pirazo6is 5-8 testados nos ensaios de Ligacdo Especifica aos

receptores canabindides CB;.

Através da andlise do grafico da Figura 42 foi possivel concluir que, da mesma
forma que anteriormente apresentado para o volume molecular calculado, existe uma
correlacdo positiva entre a maior capacidade de interacdo dos compostos sintetizados e
seu coeficiente de particao octanol/H,O calculado (CLogP). O coeficiente de regressao
linear (r) obtido foi de 0,995 e a capacidade de predicdo da ligacdo especifica dos
compostos com base no seu CLogP foi de 81,7% (g°). O erro padrdo da regresséo (s)
foi de 8,26 e a equacéo da reta: Lig. Espec.=-40,12 (= 2,72) CLogP + 261,4 (+14,82).

Com o objetivo de obtermos outros compostos capazes da atuarem como
ligantes dos receptores canabindides e, se possivel, tornarem-se protétipos para o
desenvolvimento de novas alternativas terapéuticas com menores efeitos colaterais
para o tratamento das enfermidades relacionadas aos distarbios do sistema
endocanabindide, modificagBes estruturais na fungdo amidica, ligada na posi¢cdo 3 do
anel pirazdlico, foram propostas. Uma vez que, 0s compostos que apresentaram a
maior capacidade de ligacdo foram os que continham em sua estrutura os carbociclo de
7 e 8 membros, esses compostos foram escolhidos como estruturas base para as
futuras modificacdes (Figura 43).
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Figura 43. Estrutura quimica dos compostos mais ativos 7 e 8 e seus respectivos
analogos 11-14 contendo modificacdes estruturais na funcdo 3-carboxiamida dos

compostos pirazélicos.

Num primeiro momento foram introduzidos os grupamentos N-(2-morfolinoetila) e
N-fenila em substituicdo ao N-(1-piperidinila) dando origem aos 3-carboxiamida-1-(2,4-
diclorofenil)-1H-piraz6is 11-14. Esses compostos foram testados quanto a sua
capacidade de deslocar o ligante [°*H]Rimonabanto do receptor CB;. Com base nos
dados presentes na Figura 44 foi possivel afirmar que nenhum dos compostos testados
apresentou atividade mais promissora que o0 3-carboxiamida-1-(2,4-diclorofenil)-1H-

pirazol 8.
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Figura 44. Média da ligacdo especifica (+ SEM) obtida a partir da percentagem do
controle no ensaio de ligacdo especifica aos receptores canabindides CB; para 0s
compostos 3-carboxiamida-1-(2,4-diclorofenil)-1H-pirazois 8,11-14 (10 uyM). *** P < 0,01,
** P < 0,01, * P < 0,05 em relagdo ao veiculo, pelo teste de Student-Newman-Keuls
(SNK).

Diferente do comportamento demonstrado pelos compostos 5-8, quando foi
efetuada a substituicdo na fungdo 3-carboxiamida nos compostos 11-14 o tamanho do
carbociclo geminado no heterociclo pareceu ter uma influéncia secundaria na ligacao
com o receptor estudado. Esse fato possui respaldo no resultado observado para o
composto 13 (cicloheptalc]pirazol) o qual foi mais efetivo que seu analogo 14
(cicloocta]c]pirazol). Para os derivados dos ciclohepta[c]pirazdis a modificacdo da
fungcdo amidica contendo um grupamento N-(1-piperidinila) (7) para compostos
contendo uma N-fenila (13) conduziu a um composto mais efetivo em deslocar
[*H]Rimonabanto nos ensaios de ligacdo especifica ao receptor em estudo. Por outro
lado, considerando os ciclooctalc]pirazéis a mudanca do grupo N-(1-piperidinila) (8)
para fenila (14) reduziu a efetividade do composto em deslocar o [*H]Rimonabanto. Os
dois compostos contendo o grupamento N-(2-morfolinoetila) (11 e 12) apresentaram a
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menor capacidade de interacdo com receptor CB; esse fato pode estar associado aos
efeitos estéricos desse grupo e também a menor lipossolubilidade dos compostos, uma
vez que seus volumes moleculares calculados foram de 383,7 A® e 400,0 A3 e os
valores de CLogP foram de 4,84 e 5,40, respectivamente (Tabela 23). Seguindo a
tentativa de otimizagao estrutural dos compostos estudados, outras trés modificagdes
foram propostas na funcdo 3-carboxiamida dos anéis pirazolicos. Os grupamentos N-
propila, N-(4-metoxifenila) e N-(4-nitrofenila) foram introduzidos no lugar do grupo N-(1-
piperidinila) (Figura 45).
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Figura 45. Estrutura quimica dos compostos mais ativos 7 e 8 e seus respectivos
analogos 9-10, 15-18 contendo modificagBes estruturais na funcao 3-carboxiamida dos

compostos pirazolicos.
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Segundo os dados descritos na Figura 46, os 3-carboxiamida-1-(2,4-diclorofenil)-
1H-pirazéis 9-10, 15-18 foram capazes de deslocar significativamente o [*H]-
Rimonabanto no ensaio de ligacdo especifica aos receptores canabindides CB; na
concentragdo de 10 uM. Entre as modificacbes propostas na fungdo 3-carboxiamida a
combinacgao do cicloocta[c]pirazol com a N-(4-metoxifenila) conduziu ao composto 16 o
qual apresentou boa eficacia em deslocar o radioligante. Os dados obtidos para o
cicloocta[c]pirazol 16 demonstraram que o aumento na cadeia carbociclica de 7 para 8
atomos de carbono forneceu um composto com uma eficacia 48% superior quando
comparado com seu analogo ciclohepta|c]pirazol 15. Como ja destacado, o0 aumento do
carbociclo geminado no anel pirazélico promove também o aumento do volume
molecular e da lipossolubilidade do composto o que pode estar relacionado ao aumento
de sua eficacia nos ensaios de ligacédo especifica.
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Figura 46. Média da ligacdo especifica (+ SEM) obtida a partir da percentagem do
controle no ensaio de ligagédo especifica aos dos receptores canabinbéides CB; para os
compostos 3-carboxiamida-1-(2,4-diclorofenil)-1H-pirazdéis 8-10, 15-18 (10 uM). *** P <
0,001, * P < 0,01, * P < 0,05 em relacdo ao veiculo, pelo teste de Student-Newman-
Keuls (SNK).
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O volume molecular calculado do ciclooctalc]pirazol 16 bem como seu CLogP foram de
387,8 A® e 6,73, respectivamente, enquanto que para seu analogo ciclohepta[c]pirazol
15 os mesmos parametros foram de 370,9 A% e 6,17, respectivamente (Tabela 23).
Levando em consideracao o substituinte presente na posi¢céo 4 da fenila, a comparacao
entre um substituinte doador de elétrons (metdxi) com um retirador de elétrons (nitro)
parece ndo afetar significativamente a eficacia dos compostos nos ensaios de ligacdo
especifica aos receptores CB;. Esse fato tem respaldo na comparacéo da eficicia dos
compostos 15 e 17 e também dos compostos 16 e 18, uma vez que ambos 0s pares
apresentaram resultados semelhantes nos ensaios realizados. Para 0s
ciclohepta[c]pirazois 13,15 e 17, o grupamento N-fenila (13) foi o substituinte arilico
mais eficaz para deslocar o [°*H]Rimonabanto nos ensaios de ligac&o especifica (Tabela
23). Por outro lado, comparando os cicloocta[c]pirazois 14, 16 e 18, o aumento da
densidade eletrénica na fenila com o grupamento N-(4-metoxifenila) (16) forneceu o
composto de eficacia superior aos compostos que continham em sua estrutura 0s
substituintes N-fenila (14) e N-(4-nitrofenila) (18) (Tabela 23).

Tabela 23. Média da Ligacdo especifica + SEM (% do controle), ClogP e Volume

Molecular para os 3-carboxiamida-1-(2,4-diclorofenil)-1H-pirazéis 5-18.

Média da ligagao

Composto ) ClogP Volume Molecular (AS)
especifica (x SEM)
5 76,00+£14,19 4,58 326,6
6 56,00+13,08 5,14 342,2
7 36,33+11,55 5,70 358,3
8 7,66+7,66 6,26 375,4
9 50,33 +12,57 5,51 323,1
10 54,67+14,71 6,07 340,0
11 52,00+8,88 4,84 383,7
12 66,00+10,26 5,40 400,0
13 22,33+11,20 6,24 346,2
14 45,00+14,73 6,80 363,2
15 63,3316,33 6,18 370,9
16 15,33+7,68 6,73 387,8
17 48,33+7,62 6,33 365,4
18 31,67+6,98 6,89 381,9
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Os compostos com os substituintes N-(2-morfolinoetila) e N-propila na funcéo 3-
carboxiamida apresentaram capacidade reduzida em deslocar o radioligante do sitio de
ligacdo dos receptores CB;. As médias da ligacdo especifica em relagdo ao controle
para os compostos 9-12 variaram entre 50,3-66,0% (Tabela 23).

Segundo os dados da Tabela 23 os ligantes mais promissores e candidatos a
protétipos foram o cicloocta[c]pirazol 8, como o mais eficaz, seguido do também
ciclooctalc]pirazol 16. Ambos os compostos sintetizados nesse trabalho apresentam
volumes moleculares, calculados sobre suas estruturas minimizadas por célculos de
orbitais moleculares do tipo AM1,” semelhante ao apresentado pelo Rimonabanto. O
volume molecular dos compostos 8 e 16 foram de 3755 A® e 3878 A3
respectivamente, enquanto que o volume molecular calculado para o Rimonabanto foi
de 391,3 A3. A Figura 47 apresenta a sobreposicéo, a baixa energia, das moléculas do
Rimonabanto (preto) e do 3-carboxiamida-1-(2,4-diclorofenil)-1H-pirazol 8 (verde). A
sobreposicado foi realizada ap6s minimizacdo de energia (método AM1) usando o
programa HyperChem 7.52.8” O RMS obtido a partir das duas moléculas foi de 0,084 A
(sobreposicdo realizada através do anel pirazolico, 2,4-diclorofenila e a funcdo 3-

carboxiamida) demonstrando a semelhanca estrutural entre as moléculas.

Figura 47. Sobreposicao a baixa energia das moléculas do Rimonabanto (preto) e do 3-
carboxiamida-1-(2,4-diclorofenil)-1H-pirazol 8 (verde) (RMS de 0,084 A).
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Assim, com base na analogia estrutural das moléculas do Rimonabanto e do 3-
carboxiamida-1-(2,4-diclorofenil)-1H-pirazol 8 sintetizado nesse trabalho um modelo de
interacdo com o receptor CB; foi proposto. Nesse modelo, totalmente analogo ao do
Rimonabanto, o carbociclo ocupa a cavidade A interagindo por ligagbes do tipo
hidrofébicas com os residuos de Tirosina, Triptofano e Fenilalanina os quais ocupam as
posicdes 275, 225 e 278, respectivamente, da estrutura secundéria do receptor. Os
subtituintes 2,4-diclorofenila e N-(1-piperidinila) sé&o propostos para interagir com as
cavidades B e E, respectivamente, também de forma analoga ao Rimonabanto (Figura
48). Por conseguinte, o composto 3-carboxiamida-1-(2,4-diclorofenil)-1H-pirazol 8
apresenta-se como um novo hit para o receptor CB; apresentando uma promissora
eficacia. Os proximos estudos comparando sua poténcia, seletividade, atividade in vivo
e, principalmente, efeitos colaterais podem fazer desta molécula um candidato a
farmaco sendo uma nova alternativa terapéutica para as desordens fisiolégicas que

envolvem os receptores canabindides do tipo 1 (CBy).
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Figura 48. Modelo de interacdo proposto para a molécula do 3-carboxiamida-1-(2,4-
diclorofenil)-N-(piperidin-1-il)-4,5,6,7,8,9-hexaidro-1H-ciclocta[c]pirazol 8 com o receptor
canabindide CB;.
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4. Conclusdes

A partir dos resultados obtidos nesta tese, as seguintes conclusfes podem ser
apresentadas:

. A acilacdo de acetais com cloreto de etil oxalila conduziu a obtengdo de enonas
contendo o grupamento etilcarboxilato bem como substituintes alquilicos, arilicos e
heteroarilicos em bons rendimentos (55-80%).

. O uso da irradiacéo de ultrassom nas reacgoes de ciclocondensacao das enonas
sintetizadas com cloridrato de 2,4-diclofenil hidrazina conduziu aos respectivos 3-
etilcarboxilato-1H-piraz6is em bons rendimentos (71-92%) e com tempos de reagéo de
10-12 min, enquanto o0 aquecimento térmico convencional forneceu os produtos
desejados em 72-90% de rendimento apos refluxo por 2,5-3 h.

. A ciclocondensagdo das enonas 2a-n ocorreu de maneira altamente
regiosseletiva fornecendo os 1-(2,4-diclorofenil)-3-etilcarboxilato-1H-pirazéis em
detrimento de seus regioisdmeros 1-(2,4-diclorofenil)-5-etilcarboxilato-1H-pirazéis.

o As duas metodologias testadas para ciclocondensacdo das enonas com
cloridrato de 2,4-diclofenil hidrazina levaram a produtos de mesma regioquimica, uma
vez que os 1-(2,4-diclorofenil)-3-etilcarboxilato-1H-pirazois foram os produtos obtidos
em ambos os protocolos (Ultrassom e Aquecimento Térmico Convencional).

. A metodologia envolvendo a irradiacdo de ultrassom mostrou-se uma método
simples e eficiente para acessar aos 1-(2,4-diclorofenil)-3-etilcarboxilato-1H-pirazais,
gue sédo intermediarios na sintese de analogos ao Rimonabanto (antagonista dos
receptores CB;).

o A analise por difratometria de raios-X dos compostos (3b, 3d-f, 3i e 6) confirmou
a regioquimica dos compostos com o grupo etilcarboxilato na posicdo 3 do anel
pirazolico.

o Segundo os dados obtidos para os compostos 3b, 3d-f os grupos arilas
presentes na posi¢cao 1 e 5 do anel pirazdlico tendem a apresentar angulos de 90° entre

Si.



o O grupo 2,4-diclorofenila apresentou-se aproximadamente perpendicular ao
plano principal do heterociclo, nos compostos estudados por difratometria de raios-X,
havendo, desta forma, dificuldade de ressonancia eletronica entre ambos.

. Os empacotamentos cristalinos foram estabilizados por ligagdes de hidrogénio
nao-classicas (C-H---O, e C-H---N) na maior parte dos compostos.

. Os métodos semiempiricos de célculos de orbitais moleculares (AM1 e PM3)
forneceram dados aproximados aos obtidos experimentalmente, no entanto, o método
AM1 mostrou-se mais condizente com os dados envolvendo angulos de ligacbes dos
compostos estudados.

. Os ensaios de ligacdo especifica dos 3-carboxiamida-1-(2,4-diclorofenil)-1H-
pirazéis demonstraram que, em geral, 0s compostos com o maior carbociclo geminado
no anel pirazdlico apresentaram a maior capacidade de deslocar a ligacdo do
[®H]Rimonabanto nos receptores CBj.

o O composto contendo o carbociclo de 8 membros mostrou-se o hit mais
promissor. Na concentracéo de 10 uM o 3-carboxiamida-1-(2,4-diclorofenil)-N-(piperidin-
1-il)-4,5,6,7,8,9-hexaidro-1H-ciclocta[c]pirazol (8) deslocou aproximadamente 100% do
ligante marcado.

o O Volume molecular calculado e o coeficiente de particdo Oleo/agua calculado
(CLogP) dos compostos 5-8 apresentou uma correlacdo positiva com a maior
efetividade em deslocar o radioligante ([*H]Rimonabanto) do receptor. Quanto maior o
volume molecular e maior a lipofilicidade do composto testado maior e efetividade em
ligar-se ao receptor na concentragéo de 10 uM.

o A mudanca da funcao 3-carboxiamida contendo o grupamento N-(1-piperidinila)
para outros grupamentos N-alquilas e N-arilas conduziram a compostos com efetividade
reduzida em relacao a ligacdo ao receptor CB;.
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5. Sugestdes para Continuidade do Trabalho

Avaliar a poténcia dos novos ligantes CB1, seletividade, sua eficacia em modelos
experimentais de obesidade in vivo e ainda os possiveis efeitos adversos
relacionados a essa classe de compostos.

Sintetizar o precursor do Rimonabanto a partir da metodologia proposta neste
trabalho, utilizando a ciclocondensacdo de enonas sob irradiacdo de ultrassom.
(trabalho em andamento)
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Sintetizar 3-carboxiamida-1-(2,4-diclorofenil)-1H-pirazdis contendo carbociclos
com namero de carbonos superior a 8 visando os ensaios de ligacdo especifica
para testar a hipétese de que quanto maior o carbociclo e a lipofilicidade maior a
efetividade como ligante CB;. (trabalho em andamento)
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e Testar o bioisosterismo classico entre a funcdo 3-imina e 3-carboxiamida em

relacdo a ligacao ao receptor canabindide CB;. (trabalho em andamento)
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e Sintetizar bis-1H-pirazois e testar quanto a capacidade de ligagdo especifica aos

receptores canabindides CB;.
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6. Parte Experimental

6.1. Equipamentos

6.1.1. Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear

Os espectros de RMN de 'H e *C foram registrados em um Espectrometro:
BRUKER DPX-200, que opera a 200,13 MHz para H e 50,32 MHz para *C e/ou
BRUKER DPX-400, que opera a 400,13 MHz para *H e 100,62 MHz para **C.

Os dados de *H e *C, obtidos no aparelho BRUKER DPX-200, foram obtidos em
tubos de 5 mm na temperatura de 300 K, 0,5 M em dimetilsulfoxido deuterado (DMSO-
de) ou cloroférmio deuterado (CDCI3) utilizando trimetilsilano (TMS) como referéncia
interna. As condi¢des usadas no espectrometro BRUKER DPX-200 foram: SF 200,23
MHz para *H e 50,32 MHz para **C; lock interno pelo 2D; largura de pulso 9,9 us para
'H e 19,5 us para *°C; tempo de aquisicdo 3,9 s para 'H e 2,8 s para °C; janela
espectral 2400 Hz para *H e 11500 Hz para **C; nimero de varreduras de 8 a 32 para
'H e 2000 a 20000 para *3C; dependendo do composto, nlimero de pontos 65536 com
resolucdo digital Hz/ponto igual a 0,128875 para 'H e 0,17994 para *C. A
reprodutibilidade dos dados de deslocamento quimico € estimada ser de + 0,01 ppm.

Os dados de *H e *C, obtidos no aparelho BRUKER DPX-400, foram obtidos em
tubos de 5 mm na temperatura de 300 K, 0,5 M em dimetilsulfoxido deuterado (DMSO-
ds) ou cloroférmio deuterado (CDCI3) utilizando trimetilsilano (TMS) como referéncia
interna. As condi¢des usadas no espectrometro BRUKER DPX-400 foram: SF 400,13
MHz para 'H e 100,61 MHz para *3C; lock interno pelo ?D; largura de pulso 8,0 us para
'H e 13,7 us para *°C; tempo de aquisicdo 6,5 s para ‘H e 7,6 s para °C; janela
espectral 2400 Hz para *H e 11500 Hz para *3C; niimero de varreduras de 8 a 32 para
'H e 2000 a 20000 para *3C; dependendo do composto, nlimero de pontos 65536 com
resolucdo digital Hz/ponto igual a 0,677065 para 'H e 0,371260 para *C. A

reprodutibilidade dos dados de deslocamento quimico € estimada ser de + 0,01 ppm.
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6.1.2. Difratometria de Raios-X

A analise de difratometria de Raios-X dos compostos 3b, 3d-f, 3i e 6 foi realizada
em monocristal em um difratdmetro automatico de quatro circulos com detector de area
Bruker Kappa APEX-1I CCD 3 kW Sealed Tube System, dotado de um monocromador
de grafite e fonte de radiacdo Mo-Ka (A = 0,71073 A)® instalado no Departamento de
Quimica da UFSM. Solugdo e refinamento das estruturas foram feitos utilizando o
pacote de programas SHELX97.%° Os parametros estruturais foram obtidos através do
refinamento baseando-se nos quadrados dos fatores estruturais e na técnica da matriz
completa/minimos quadrados. Os atomos n&o hidrogendides restantes foram
localizados através de sucessivas diferencas de Fourier e refinados com parametros
térmicos anisotropicos.®® As coordenadas dos atomos de hidrogénio foram, entéo,
localizadas a partir das densidades encontradas no mapa de Fourier. As projecdes
gréficas foram construidas utilizando-se o programa Ortep3 for Windows.®

6.1.3. Equipamento de Ultrassom

As reacOes foram realizadas em um equipamento Sonics Vibra-cell de 500 W
equipado com controle de temperatura integrado. Foi utilizado um probe de titanium de
6,5 mm (tapered). A frequéncia de operacdo do equipamento foi de 20KHz e a
amplitude foi colocada em 20% da poténcia maxima de saida.

6.1.4. Ponto de Fusao

Os pontos de fuséo foram determinados em um aparelho Microquimica MQAPF-
302.

6.1.5. Cromatografia Gasosa-HP-CG/MS

As analises por cromatografia gasosa foram efetuadas em um cromatdgrafo

gasoso HP 6890 acoplado a um espectrometro de massas HP 5973 (CG/MS), com
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Injetor automatico HP 6890. Coluna HP-5MS (Crosslinked 5% de PH ME Siloxane) —
temperatura maxima de 325°C — (30 m x 0.32 mm., 0.25 um). Fluxo de gas Hélio de 2
mL/min, presséo de 5.05 psi. Temperatura do injetor 250°C; Seringa de 10 puL, com
injecdo de 1 plL; Temperatura inicial do forno de 70°C/min e apdés aquecimento de
12°C/min até 280°C. Para a fragmentacdo dos compostos foi utilizado 70 eV no

espectrometro de massas.
6.1.6. Andlise elementar

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

6.1.7. Célculos Semiempiricos de Orbitais Moleculares (AM1 e PM3)

Os calculos de orbitais moleculares foram realizados utilizando os método
semiempiricos AM1 e PM3, implementado no pacote 7.52 (2002) do programa
HyperChem.®” As geometrias foram completamente otimizadas sem fixar qualquer
parametro. O protocolo de minimizagdo empregou o algoritmo de Polak-Ribiere, um
método de gradiente conjugado. A convergéncia para um minimo local esta
normalizada para quando o gradiente de energia for < 0,01 kcal.mol™. Os célculos
foram realizados em um computador Dell Inspiron 530, Intel Pentium Dual E2160, 1,8
GHz.

6.2. Reagentes e Solventes Utilizados

Os reagentes e 0s solventes utilizados para a sintese dos compostos desta
dissertacdo, foram de qualidade técnica ou P.A., elou purificados segundo

procedimentos usuais de laboratério.*
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6.3. Técnicas de Sintese

6.3.1. Procedimento geral para sintese das enonas 2a-g

A uma solucédo de cloreto de etil oxalila (4,6 mL, 41 mmol) em cloroférmio seco
(25 mL) a 0°C foi adicionado, lentamente, uma solucéo do acetal 1 (20 mmol), piridina
(3,25 ml, 41 mmol) em cloroférmio seco (15 mL). Apés o término da adi¢cdo, a mistura
de reacdo foi mantida a 0°C por 1 h e, em seguida, aquecida gradualmente para
temperatura de 65°C, sendo mantida sob agitagcdo nesta temperatura por 5 h. Depois
de completado o tempo de reacdo, a mistura foi lavada com agua destilada (3 x 20 mL).
A fase orgéanica foi seca com sulfato de soédio anidro e o solvente evaporado sob
pressdo reduzida com auxilio de um evaporador rotatério. Os residuos foram entao
destilados sob pressao reduzida fornecendo as enonas 2a-g em grande pureza. Os
compostos foram armazenados a -4 °C por até trinta dias sem modificacbes em sua
estrutura. O metil etil oxalato formado durante o curso da reacgéo foi destilado a 50°C

em uma pressao de 6,2 mbar.

6.3.2. Procedimento geral para sintese da enona 2h

A uma solucédo de cloreto de etil oxalila (4,6 mL, 41 mmol) em cloroférmio seco
(25 mL) a 0°C foi adicionado, lentamente, uma solugéao do acetal 1h (20 mmol), piridina
(3,25 ml, 41 mmol) em cloroférmio seco (15 mL). Apés o término da adi¢cdo, a mistura
reacional foi mantida a 0°C por 1 h e, em seguida, aquecida gradualmente para
temperatura de 65°C, sendo mantida sob agitacdo nesta temperatura por 24 h. Depois
de completado o tempo de reacgéo, a mistura foi lavada com agua destilada (3 x 20 mL).
A fase orgéanica foi seca com sulfato de soédio anidro e o solvente evaporado sob
pressao reduzida com auxilio de um evaporador rotatério. O residuo foi entdo lavado

sucessivas vezes com hexano frio fornecendo a enona 2h pura.
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6.3.3. Procedimento geral para sintese da enonas 2i-n

A uma solucédo de cloreto de etil oxalila (4,6 mL, 41 mmol) em cloroférmio seco
(25 mL) a 0°C foi adicionado, lentamente, uma solucéo do acetal 1 (20 mmol), piridina
(3,25 ml, 41 mmol) em cloroférmio seco (15 mL). Apés o término da adi¢cdo, a mistura
de reacdo foi mantida a 0°C por 1 h e, em seguida, aquecida gradualmente para
temperatura de 25°C, sendo mantida sob agitagéo nesta temperatura por 16 h. Depois
de completado o tempo de reagdo, a mistura foi lavada com agua destilada (3 x 20 mL).
A fase orgéanica foi seca com sulfato de sédio anidro e o solvente evaporado sob
pressdo reduzida com auxilio de um evaporador rotatdrio. Os residuos foram entao
destilados sob pressao reduzida fornecendo as enonas 2a-g em grande pureza. O metil
etil oxalato formado durante o curso da reac¢ao foi destilado a 50°C em uma presséao de
6,2 mbar.

6.3.4. Procedimento geral para sintese dos 1-(2,4-diclorofenil)-3-etilcarboxilato-1H-

pirazéis 3a-n (ultrassom)

As enonas 1 (1,0 mmol), cloridrato de 2,4-diclorofenil hidrazina (1,1 mmol, 0,235
g) foram solubilizados em 10 mL de etanol seco. A mistura foi entdo irradiada pelas
ondas ultrasénicas pelo tempo apropriado (10-12 min). Apdés 5-6 min a temperatura da
reacdo foi elevada e mantida entre 68-72°C até o final da irradiacdo. ApGs retornar a
temperatura ambiente a mistura de reacgéo foi diluida com agua (20 mL) e extraida com
diclorometano (3 x 15 mL). As fases orgéanicas foram reunidas, lavadas com agua (2 x
15 mL) e seca com sulfato de sédio anidro. Finalmente, o solvente foi evaporado sob
pressdo reduzida com auxilio de um evaporador rotatorio. Quando necessario 0s

solidos obtidos foram recristalizados a partir de hexano.
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6.3.5. Procedimento geral para sintese dos 1-(2,4-diclorofenil)-3-etilcarboxilato-1H-

pirazois 3a-n (Aquecimento térmico convencional)

A mistura das enonas 1 (1,0 mmol), cloridrato de 2,4-diclorofenil hidrazina (1,1
mmol, 0,235 g) foi agitada em etanol seco (15 mL) a temperatura de refluxo pelo tempo
apropriado (2,5-3 h). ApGs retornar a temperatura ambiente a mistura de reacéo foi
diluida com &gua (20 mL) e extraida com diclorometano (3 x 15 mL). As fases organicas
foram reunidas, lavadas com agua (2 x 15 mL) e seca com sulfato de sddio anidro.
Finalmente, o solvente foi evaporado sob pressédo reduzida. Quando necessario 0s
solidos obtidos foram recristalizados a partir de hexano.

6.3.6. Procedimento geral para sintese dos acidos 1-(2,4-diclorofenil)-1H-pirazol-3-

carboxilicos 4j-m

Os 1-(2,4-diclorofenil)-3-etilcarboxilato-1H-pirazéis  3j-m (1,0 mmol) foram
agitados na presenca de KOH (1,8 mmol, 0,101 g) em etanol (15 mL) a temperatura de
refluxo por 3 h. Apés retornar a temperatura ambiente uma solu¢do de HCI/H,O (1:10,
vv, 25 mL) foi adicionada para a mistura de reagao. A mistura resultante foi deixada a =
-4 °C por 24 h e o sélido obtido foi coletado por filtragdo e lavado com agua (2 x 20 mL).
Finalmente, os produtos foram secos sob vacuo e usados nas reac¢des posteriores sem

a necessidade de qualquer método adicional de purificagéo.

6.3.7. Procedimento geral para sintese dos 3-carboxiamida-1-(2,4-diclorofenil)-1H-
pirazois 5-18

Os acidos 1-(2,4-diclorofenil)-1H-pirazol-3-carboxilicos 4j-m (1,0 mmol) e cloreto
de tionila (4,2 mmol, 0,30 mL) foram agitados em tolueno (10 mL) a temperatura de
refluxo por 3 h. Apds retornar a temperatura ambiente o solvente foi evaporado sob
pressdo reduzida com auxilio de um evaporador rotatério. Para o baldo contendo o
cloreto de &cido foi adicionado diclorometano (5 mL) e uma solu¢cdo da amina primaria
(2,0 mmol) e trietilamina (1,1 mmol, 0,111 g) em diclorometano (5 mL) a 0°C. Apos
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retornar a temperatura ambiente a mistura de reacéo foi agitada por 3 h. Decorrido o
tempo necessario, a solugdo foi lavada com agua (3 x 15 mL) e seca com sulfato de
sédio anidro. Finalmente, o solvente foi evaporado sob pressédo reduzida. Quando
necessario os produtos foram purificados por recristalizacdo, a partir de uma mistura de
hexano/acetato de etila (10:1, vv), ou filtracdo em silica também utilizando uma solugéo
de hexano/acetato de etila (10:1, vv).

6.4. Ensaio de ligacdo especifica nos receptores canabindides CB;

Os ensaios foram realizados no Laboratério de Neurotoxicidade e
Psicofarmacologia (LabNeuro-UFSM) em acordo com a metodologia descrita por Petitet
e col.®® Algumas modificacdes no protocolo original foram realizadas quando

necessarias.
6.4.1. Tampoes Utilizados

-Tampéo A: Tris (50 mM), EDTA (1 mM) e MgCl, (3mM). pH ajustado em 7,4
com HCI.

-Tampédo de Homogeneizagao: Tris (50 mM), EDTA (1 mM), MgCl, (3mM),
Sacarose (320 mM), pH ajustado em 7,4 com HCI.

-Tampdao de Incubacgdo: Tampé&o A + BSA (albumina sérica bovina, 1 mg/mL).

-Tampéao de Lavagem: Tris (50 mM) + BSA (albumina sérica bovina, 1 mg/mL),
pH ajustado em 7,4 com HCI.

6.4.2. Preparacéo das Membranas

Camundongos machos (30-40 g) foram sacrificados por deslocamento cervical e
o cérebro foi rapidamente dissecado e homogeneizado em Tampdo de
Homogeneizacgéo (1:10, m/v). Em seguida, as solu¢des foram centrifugadas (1600 x g,
10 min a 4 °C) e os sobrenadantes coletados. Os pellets foram ressuspendidos em
Tampao de Homogeneizagéo (1:10, m/v) e centrifugados (1600 x g, 10 mina 4 °C) e os
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sobrenadantes coletados novamente. Os sobrenadantes resultantes dos dois
procedimentos foram misturados e centrifugados (16100 x g, 20 min a 4 °C). Os
sobrenadantes foram descartados e os pellets lavados por ressuspensdo em Tampao
A, seguida por centrifugagéo (16100 x g, 20 min a 4 °C). Finalmente, os sobrenadantes
foram descartados e os pellets obtidos ressuspendidos em Tampao A (volume final de
0,5 mL) e congelados até o dia do ensaio.

6.4.3. Ensaio de Ligac&o Especifica do [*H]Rimonabanto.

Os ensaios foram realizados em um volume final de 500 pyL. Os compostos foram
dissolvidos em dimetilsulféxido (DMSO) em soluc¢des estoques de 10 mM. As diluigbes
do veiculo (DMSO), dos compostos 5-18, do ligante radioativo ([*H]Rimonabanto) e do
ligante ndo marcado (Rimonabanto) foram realizadas com Tampao de Incubacao. As
concentragfes finais do veiculo foi de 0,1%, dos compostos foram de 10 puM, do
radioligante de 2 nM e do ligante ndo marcado de 5 pM. O radioligante foi adicionado ao
meio de reacdo contendo veiculo ou compostos, membrana (0,1 mg/mL) e Tampé&o de
Incubacgdo, na presenca ou na auséncia do ligante ndo marcado para quantificacao da
ligacdo especifica. As reacdes foram incubadas por 1 h a 37°C e foram paradas por
filtracAo em um manifold Millipore usando filtros Millipore AP40 pré-tratados com
solucao de polietilenoimina (0,1%) por 1 h. Os filtros foram lavados com Tampéao de
Lavagem frio (20 mL para cada tubo) e, apés secos, a radiagdo foi quantificada por
cintilometria liquida. A ligacdo especifica foi calculada pela diferenca entre a ligacao
total e a ligacdo inespecifica (na presenca do ligante ndo marcado). Todos 0s ensaios
foram realizados em triplicata e os resultados foram expressos como percentual do
controle. Os dados foram analisados com o programa GraphPad Prism 4, utilizando
analise de variancia (ANOVA) de uma via, seguida pelo teste de Student-Newman-
Keuls (SNK) e as diferencas foram consideradas estatisticamente significantes quando
P<0,05.
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6.4.4. Dosagem de proteinas

A concentracdo de proteinas foi determinada usando o método de Bradford.**
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ANEXO 1
Espectros de RMN *H e *C dos Compostos 3a-n, 4j-m, 5-18
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Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo



http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1

