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Resumo

Titulo: Sintese de 4-(arilcalcogenil)-1H-pirazéis, contendo enxofre ou selénio, a
partir de catalise organometalica e avaliacdo do potencial antioxidante,
antinociceptivo e anti-inflamatorio.

Autora: Daniela Hartwig de Oliveira

Orientador: Prof.? Dr.? Raquel Guimardes Jacob

Os pirazois e os compostos organocalcogénios sdo substancias organicas que
apresentam um amplo potencial sintético e farmacologico. Neste trabalho,
descreve-se 0 uso de um sistema catalitico constituido por um sal de cobre e
bipiridina na presengca de DMSO como solvente, em rea¢des multicomponente,
para a obtencédo de diversos 4-(arilcalcogenil)-1H-pirazéis contendo enxofre ou
selénio e também a avaliacdo do potencial farmacologico destas moléculas.
Foram realizadas reacdes entre hidrazinas substituidas la-f com 1,3-dicetonas
2a-e, obtendo-se o produto de ciclocondensacao 3, e posterior adigéo do ariltiol
4a-g, obtendo-se uma série de 4-(ariltio)-1H-pirazéis 5a-m a partir de uma
metodologia one pot sequencial, com bons rendimentos (35-89%) em tempos
reacionais que variaram de 22 a 48h.

o o ) R 1) Cul (10 mol%)
11“\ . J\)L R N, Bpy (10 mol%) R4
R" "NH, R2 Rr3 DMSO, 110°C | N |2
1a-f 2a-e 30 min, N,
3 RS |/ _ 5a-m

R*
R = H, (CeH4)(CH), (CeH3)(CHa)z, (CeHa)(F); 4a-g
R2 CH3 CH2CH3 C(CH3) CeHs
CH3 CHZCH3 C(CH3) CgHs
R4 =H, CH; OCH; F, Cl

A partir de reagfes entre hidrazinas substituidas 1la-f com 1,3-dicetonas 2a-e e
disselenetos de diorganoila 6a-g foram obtidos os 4-(arilselanil)-1H-pirazois 7a-
p, a partir de reacbes multicomponentes, com bons rendimentos (42-98%) em
tempos reacionais que variaram de 20 a 48h.

}

o o CuBr (10 mol%) R? N,R

1“\ O R Seps Bpy 10mol%) 7

RTNH g2 R3 © DMSO,100°C  Rig~y

1a-f 2a-e 6a-g R3
Ta-p

= H, (CgH4)(CH3), (CgH3)(CH3),, (CeH3)(F)2
R2 = CH; CH,CH3 C(CHg3)3 CgHs
R® = CH3, CH,CH3 C(CHs)s CgHs
R* = CgHs, (CgHa)(CHa), (CHa)(OCH3), (CoH,)(CF3),
(CgH4)(CI), CH,CH,CH,CH3

Os compostos 3,5-dimetil-1-fenil-4-(feniltio)-1H-pirazol (5a), 4-(metoxifeniltio)-
3,5-dimetil-1-fenil-1H-pirazol  (5k),  4-(4-clorofeniltio)-3,5-dimetil-1-fenil-1H-
pirazol (5m), 3,5-dimetil-4-(feniltio)-1H-pirazol (50), 3,5-dimetil-1-fenil-4-
(fenilselanil)-1H-pirazol (7a), 3,5-dimetil-4-(fenilselanil)-1H-pirazol (7f), 4-
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(metoxifenilselanil)-3,5-dimetil-1-fenil-1H-pirazol (7k) e 4-(4-clorofenilselanil)-
3,5-dimetil-1-fenil-1H-pirazol (7n) tiveram seu potencial farmacolégico avaliado.
Para investigar a capacidade antioxidante das moléculas foram realizados os
experimentos de neutralizacdo dos radicais sintéticos 1,1-difenil-2-picril-hidrazil
(DPPH), acido 2,2'-Azinobis-3-etillbenzotiazolina-6-sulfénico (ABTS) e 6xido
nitrico, bem como avaliacdo do potencial redutor do ion férrico (FRAP) e da
peroxidagdo lipidica. Dentre os testes realizados, os compostos 5a e 7a
apresentaram efeitos promissores em modelos in vitro. A avaliagdo da
atividade antinociceptiva dos compostos 3a (3,5-dimetil-1-fenil-1H-pirazol, sem
a presenca do grupo organocalcogénio), 5a e 7a foi realizada nos modelos de
nocicepcao induzidos por formalina, glutamato e placa quente em
camundongos. A atividade anti-inflamatéria foi avaliada de acordo com
modelos de inducdo da formacéo de edema por formalina e por 6leo de créton.
Em ambos os casos, os compostos 5a e 7a, apresentaram efeitos superiores
quando comparados ao grupo controle e ao composto 3a. Além disso,
experimentos de toxicidade aguda ndo evidenciaram indicios de toxicidade a
partir do tratamento com os compostos 3a, 5a e 7a quando administrados em
doses elevadas (300 mg/Kg) em camundongos. Nesse sentido, de acordo com
o presente trabalho, pode-se concluir que os 4-(arilcalcogenil)-1H-pirazéis
podem ser obtidos a partir de metodologias simples e eficientes, os quais
apresentam atividade antioxidante, antinociceptiva e anti-inflamatoria.

Palavras-chave: pirazol; organocalcogénios; estresse oxidativo; dor;
inflamacao.

UNIVERSIDADE FEDERAL DE PELOTAS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM QUIMICA
Tese de Doutorado

Pelotas, fevereiro de 2017.
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Abstract

Title: Synthesis of 4-(arylcalcogenyl)-1H-pyrazoles containing sulfur or selenium
group from organometallic catalysis and evaluation of antioxidant,
antinociceptive and anti-inflammatory potential.

Author: Daniela Hartwig de Oliveira

Academic Advisor: Prof. Dr. Raquel Guimaraes Jacob

Pyrazoles and organochalcogen compounds are organic substances with
a wide synthetic and pharmacological potential. This work describes the use of
a catalytic system (copper salt and bipyridine) and DMSO as solvent in
multicomponent reactions for synthesize several sulfur or selenium-containing
4-(arylchalcogenyl)-1H-pyrazoles, as well as the evaluation of the
pharmacological potential of these molecules. Initially, reactions between
substituted hydrazines la-f with 1,3-diketones 2a-e were made to give the
cyclocondensation product 3, and subsequent addition of the arylthiol 4a-g to
give a series of 4-(arylthio)-1H-pyrazoles 5a-m from a one pot methodology in
good yields (35-89%) at reaction times ranging from 22 to 48h.

R 1) Cul (10 mol%)

1“\ . U R? ,\j\ _ Bpy (10 mol%) _ (10 mol%) R4

R NH, g2 R3 DMSO, 110°C L N 12
1a-f 2a-e 30 min, N,

3 RS |/ _ 5a-m

R4
R = H, (CgH4)(CH3), (CeH3)(CHa)z, (CeHa)(F), 4a-g
R2 CH3 CHQCH3 C(CH3) CeHs
CH3 CH2CH3 C(CH3) CgHs

R4 =H, CH; OCHs F, Cl

In addition, from the reactions between substituted hydrazines la-f with 1,3-
diketones 2a-e and diorganoyl diselenide 6a-g, the 4-(arylselanyl)-1H-pyrazoles
7a-p were obtained from a multicomponent reaction, with good yields (42-98%)
in reaction times ranging from 20 to 48 hours.

)
o o CuBr (10 mol%) R? N/R
H 4 Bpy (10 mol%) \
N + + RI_.Se_, 4 | N
RTNH, RZMW S R" pwmso,100°c Rigay
1a-f 2a-e 6a-g R3
T7a-p

R" = H, (CgH4)(CH3), (CeH3)(CHg),, (CeHa)(F),
2 = CH3 CH,CH3, C(CH3)3, CgHs
= CH; CH,CH3 C(CHg3)3 CgHs5
R4 CeHs, (CgH4)(CH3), (CgH4)(OCH3), (CeHa)(CF3),
(CeH4)(CI), CH,CH,CH,CH3

The compounds 3,5-dimethyl-1-phenyl-4-(phenylthio)-1H-pyrazole (5a), 4-
(methoxyphenylthio)-3,5-dimethyl-1-phenyl-1H-pyrazole (5k), 4-(4-
chlorophenylthio)-3,5-dimethyl-1-phenyl-1H-pyrazole  (5m), 3,5-dimethyl-4-
(phenylthio)-1H-pyrazole  (50), 3,5-dimethyl-1-phenyl-4-(phenylselenyl)-1H-
pyrazole (7a), 3,5-dimethyl-4-(phenylselenyl)-1H-pyrazole (71), 4-
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(methoxyphenylselenyl)-3,5-dimethyl-1-phenyl-1H-pyrazole (7k) and 4-(4-
chlorophenylselenyl)-3,5-dimethyl-1-phenyl-1H-pyrazole  (7n) had  their
pharmacological potential explored. In order to investigate the antioxidant
capacity of the compounds, neutralization assays of the synthetic radicals 1,1-
diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH), 2,2'-Azinobis-3-ethylbenzothiazoline-6-
sulfonic acid (ABTS) and nitric oxide were carried out, as well as the evaluation
of the ferric ion reducing potential (FRAP) and lipid peroxidation. Among these
tests, compounds 5a and 7a showed promising effects in vitro. The evaluation
of the antinociceptive activity of compounds 3a (3,5-dimethyl-1fenil-1H-
pyrazole, without organochalcogen group), 5a and 7a was performed in the
nociception models induced by formalin, glutamate and hot plate in mice.
Meanwhile, the anti-inflammatory activity was evaluated according to models of
induction of edema by formalin and chroton oil. In both cases, compounds 5a
and 7a, containing an organic group of sulfur and selenium, respectively,
presented superior effects when compared to the control group and to
compound 3a. Moreover, acute toxicity experiments showed no evidence of
toxicity from treatment with compounds 3a, 5a and 7a when given at high doses
(300 mg/kg) in mice. In this sense, according to the present work, it can be
concluded that 4-(arylcalcogenyl)-1H-pyrazoles can be obtained from simple
and efficient methodologies, and that they present antioxidant, antinociceptive
and anti-inflammatory activities.

Keywords: pyrazole; organochalcogen; oxidative stress; pain; inflammation.

UNIVERSIDADE FEDERAL DE PELOTAS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM QUIMICA
PhD Thesis in Chemistry.

Pelotas, February 2017.
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1. Introducéo e Objetivos

Os compostos heterociclicos constituem uma importante classe de
moléculas orgéanicas, uma vez que a maioria das biomoléculas produzidas
naturalmente ou existentes em algum farmaco conhecido, apresentam em sua
estrutura, um ou mais heteroatomos e cadeia ciclica. Esta classe de compostos
€ conhecida por apresentar um grande numero de propriedades bioldgicas,
sendo assim amplamente utilizada na industria agroquimica e farmacéutica.*

Os compostos heterociclicos podem ser obtidos de fontes naturais ou
sintéticas, e representam a maioria dos medicamentos prescritos atualmente.
Séao exemplos de heterociclos a morfina 8, um potente analgésico, a quinina 9,
um forte antitérmico, analgésico e antimalarico e o lovastatin 10 usado no

tratamento de dislipidemias e doencas coronarianas (Figura 1).?

Morfina Quinina Lovastatin

Figura 1: Estrutura de farmacos obtidos de fontes naturais.

Entre os compostos heterociclicos, os pirazéis e seus derivados,
representam uma importante classe de compostos nitrogenados, aos quais sao
atribuidas numerosas aplica¢gbes agroquimicas e farmacoldgicas.®

Os pirazois sdo moléculas organicas caracterizadas por apresentar uma
cadeia ciclica de cinco membros constituida por trés atomos de carbono e dois

atomos de nitrogénio em posicées adjacentes, conforme descrito na Figura 2.2

! (a) Dadiboyena, S.; Nefzi, A. Eur. J. Org. Chem. 2011, 46, 5258. (b) Behra, A.K.; Majundar,
P.; Pati, A.; Patra, M.; Behera, R.K. Chem. Rer. 2014, 114, 2942.

2 Kumar, V.; Kaur, K.; Gupta, G.K.; Sharma, A.K. Eur. J. Org. Chem. 2013, 69, 735.

® Tang, M.; Zhang, Fu-Min. Tetrahedron 2013, 69, 1427.



R, R, R", R" =H ou alqui ou aril

Figura 2: Estrutura geral do nucleo pirazolinico.

Dentre estes compostos contendo o ndcleo pirazolinico e com
aplicacdes industriais, podemos citar o Celecoxib 11 um anti-inflamatério
seletivo da ciclooxigenase-2, Piraclostrobin 12 um antifingico, PNU-32945 13
um inibidor da transcripase reversa do virus HIV e o Fluazolato 14 um herbicida
(Figura 3).°

/

-N
F N
[ CF
=~ 7/ 3
Br
Cl
CO,C3H;
14
SO,NH, Fluazolato
R1
NN N-N
| R4 | /
N-N Y4
| R*
/ R3 CN
F3C 11 13
Celecoxib -
H3C02Q Cl PNU-32945

Piraclostrobin

Figura 3: Derivados pirazolinicos com aplicacées farmacéutica e agroquimica.®

Os pirazdis, assim como o0s demais heterociclos aromaticos
nitrogenados de cinco membros contendo um ou mais atomos de nitrogénio,
sdo denominados genericamente azois, sendo o pirrol 15 seu representante

mais simples. Além destes, existem também outros compostos heterociclicos



de cinco membros os quais podem conter outros heteroatomos como, por
exemplo, oxigénio ou enxofre, em adicdo a um atomo de nitrogénio, os quais
também recebem a mesma denominacéo azol, sendo conhecidos como oxazol
e tiazol, respectivamente. A Figura 4 ilustra alguns exemplares mais simples

dos compostos pertencentes a classe dos azéis.”

H H H H
SRV AR VALY B
\ N— N~/ \ \ J w
N N
15 16 17 18 19 20
Pirrol Tiazol Oxazol Pirazol Imidazol 1,2,3-Triazol

Figura 4. Heterociclos aromaticos azolicos.

Apesar da reconhecida importancia dos compostos contendo o nucleo
pirazolinico, principalmente em funcao de suas propriedades farmacoldgicas e
agroquimicas, estes compostos sdo raramente encontrados na natureza devido
a dificuldade dos organismos vivos em sintetizar a ligagdo nitrogénio-
nitrogénio.>

Em contrapartida, podemos evidenciar na literatura a existéncia de
diversas propostas para a sintese de pirazois polissubstituidos. Nesse
contexto, as metodologias mais exploradas sao rea¢des de cicloadicdo 1,3-
dipolar entre compostos nitrogenados e alquinos (Esquema 1, a) ou reacdes de
ciclocondensacéo entre hidrazinas e compostos 1,3-dicarbonilicos (Esquema 1,

b), as quais ser&o explorados neste trabalho.™®

ON R? § R!
|| -
3 b 0
®’|\l + | | —_— | )R —— R2 + NHZ
J\R1 R1 ) o NH2
R? R R3
Esquemal

4 (a) Katritzky, A.R.; Pozharskii, A.F. Em Handbook of Heterocyclic Chemistry, Second Edition;
Pergamon: Oxford, 2000. (b) Eicher, T.; Hauptmann, S. Em The Chemistry of Heterocycles,
Second Edition; Wiley-VCH, 2003.

® Suri, M.; Jousseaume, T.; Neumann, J.J.; Glorius, F. Green Chem. 2012, 14, 2193.

GWang, J.; Gong, X.; Wang, L. Chem. Eur. J. 2013, 19, 7555.



Outra classe de compostos organicos que tem merecido grande
destaque na literatura sdo 0s organocalcogénios, 0s quais constituem uma
classe de compostos que apresentam em sua estrutura os elementos oxigénio
(O), enxofre (S), selénio (Se) ou telurio (Te) ligado diretamente a um atomo de
carbono.”® Estes compostos despertam interesse em funcéo de suas estruturas
serem alvos sintéticos importantes, possibilitando a participacdo de reacdes
altamente seletivas, seu uso em catélise assimétrica’ e na sintese de produtos
naturais.’® Aliado a isso, outro grande potencial dos compostos
organocalcogénios, se da em funcdo das diversas propriedades biolégicas
apresentadas por muitos destes compostos.**

Nesse contexto, considerando-se o potencial sintético e farmacologico
dos pirazois’® e também de compostos organocalcogénios, o objetivo deste
trabalho foi descrever uma metodologia sintética para a obtencdo de pirazdis
funcionalizados com um grupo organico de enxofre ou de selénio, utilizando-se
de um sistema catalitico constituido por um sal de cobre e ligante nitrogenado.
Além disto, pretende-se estudar o0 potencial farmacolégico dos 4-
(arilcalcogenil)-1H-pirazbis obtidos frente a sua capacidade antioxidante,

antinociceptiva e anti-inflamatéria (Esquema 2).

’ (a) Perin, G.; Lenard&o, E.J.; Jacob, R.G.; Panatieri, R.B. Chem. Rev. 2009, 109, 1277. (b)
Freudendahl, D.M.; Shahzad, S.A.; Wirth, T. Eur. J. Org. Chem. 2009, 22, 1649. (c) Zeni, G.;
Ludtke, D.S.; Panatieri, R.B.; Braga, A.L. Chem. Rev. 2006, 106, 1032. (d) Petragnani, N.;
Stefani, H.A. Tetrahedron 2005, 61, 1613. (e) Comasseto, J.V.; Gariani, R.A. Tetrahedron
2009, 65, 8447.

8 (a) Wirth, T. Organoselenium Chemistry. In Topics in Current Chemistry; p 208; Ed.; Springer-
Verlag: Heidelberg, 2000. (b) Krief, A. In Comprehensive Organometallic Chemistry II; Abel, E.
V.; Stone, F.G.A.; Wilkinson, G., Eds.; Pergamon Press: New York, 1995.

9 (a) Braga, A.L.; Ludtke, D.S.; Vargas, F.; Braga, R.C. Synlett 2006, 12, 1453. (b) Braga, A.L.;
Vargas, F.; Sehnem, J.A.; Braga, R.C. J. Org. Chem. 2005, 70, 9021. (c) Braga, A.L.; Paixao,
M.W.; Ludtke, D.S.; Silveira, C.C.; Rodrigues, O.E.D. Org. Lett. 2003, 5, 3635.

10 (a) Zeni, G.; Panatieri, R.B.; Lissner, E.; Menezes, P.H.; Braga, A.L.; Stefani, H.A. Org. Lett.
2001, 3, 819. (b) Marino, J.P.; McClure, M.S.; Holub, D.P.; Comasseto, J.V.; Tucci, F.C. J. Am.
Chem. Soc. 2002, 124, 1664. (c) Alves, D.; Nogueira, C.W.; Zeni, G. Tetrahedron Lett. 2005,
50, 8761.

! Nogueira, C.W.; Zeni, G.; Rocha, J.B.T. Chem. Rev. 2004, 104, 6255.

'2 (a) Bandgar, P.B.; Gawande, S.S.; Bodage, R.G.; Gawande, N.M.; Khobragade, C.N. Bioorg.
Med. Chem. 2009, 17, 8168. (b) Winters, M.P.; Subasinghe, N.; Wall, M.; Beck, E.; Brandt,
M.R.; Finley, M.F.A.; Liu, Y.; Lubin, M.L.; Neeper, M.P.; Qin, N.; Flores, C.M.; Sui, Z. Bioorg.
Med. Chem. Lett. 2014, 24, 22057. (c) Liu, Z.Q.; Li, Y.F. Free Radical Biol.Med. 2012, 52, 103.
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2. Revisao da Literatura

Neste capitulo sera descrita, de forma resumida, uma revisdo sobre 0s
temas relacionados ao desenvolvimento deste trabalho. Dessa forma, seréo
abordados inicialmente, a importancia dos pirazéis e metodologias sintéticas
para sua obtencdo, e na sequéncia, sera apresentada uma breve revisdo
referente as propriedades bioldgicas estudadas, sendo estas as atividades

antioxidante, antinociceptiva e anti-inflamatoria.

2.1. Pirazbis

Os pirazéis sdo compostos heterociclicos de cinco membros constituidos
pela associacdo de trés atomos de carbono e dois atomos de nitrogénio em
posicoes adjacentes.

Nos ultimos anos, esta classe de moléculas tem despertado o interesse
académico em funcdo das propriedades biolégicas a que lhe séo atribuidas,
bem como em funcéo do grande niamero de compostos derivados que podem
ser obtidos a partir destas moléculas.

Com relagéo a aplicagdes, os pirazois tém sido amplamente explorados
como substratos, na indUstria agroquimica e farmacéutica. No entanto, também
ha relatos, de acordo com a literatura, que descrevem seu uso como corantes
em cosmeéticos, estabilizadores de UV, na quimica supramolecular e de
polimeros, e também na indUstria de alimentos.™

J& com respeito a disponibilidade desta classe de moléculas, tém-se
poucos relatos na literatura que descrevem a presenca destes em compostos
de origem natural, o que impulsionou o desenvolvimento de diferentes rotas
sintéticas para a obtencdo dos mesmos.

O primeiro derivado natural dos pirazois, o 3-nonilpirazol 21, foi descrito
em 1954 por pesquisadores japoneses, onde o composto foi isolado a partir da

planta Houttuynia Cordata, tipica da regido da Asia tropical, a qual apresentou

13 (a) Yang, L.; Okuda, F.; Kobayashi, K.; Nozaki, K.; Tanabe, Y.; Ishii, Y.; Haga, M. Inorg.
Chem. 2008, 47, 7154. (b) Chang, E.-M.; Lee, C.-T.; Chen, C.-Y.; Wong, F. F.; Yeh, M.-Y. Aust.
J. Chem. 2008, 61, 342. (c) Cavero, E.; Uriel, S.; Romero, P.; Serrano, J. L.; Gimenez, R. J.
Am. Chem. Soc. 2007, 129, 11608. (d) Ye, C.; Gard, G. L.; Winter, R. W.; Syvret, R. G,;
Twamley, B.; Shreeve, J. M. Org. Lett. 2007, 9, 3841.



propriedades antimicrobianas. Posteriormente, outro derivado natural contendo
0 nucleo pirazolinico, o qual pode ser citado como exemplo, é o levo-B-(1-
pirazolil)alanina 22, um aminoacido encontrado na planta Citrullus Vulgaris,
(Figura 5).*

H
N, CH>CH(NH;)COOH
@N =y
/
(CH2)gCH3
21 22
3-nonilpirazol levo-B-(1-pirazolil)alanina

Figura 5. Estrutura quimica de pirazdis encontrados na natureza.
2.2. Sintese de pirazéis

De acordo com a literatura, diferentes propostas sdo descritas para a
sintese de pirazéis funcionalizados, as quais geralmente estdo baseadas em
reacoes de ciclocondensacédo ou entdo em reacdes cicloadicao 1,3-dipolar.

Nas reacdes de cicloadicdo 1,3-dipolar, de acordo com a literatura, séo
utilizados trés principais blocos (1,3-dipolos) como synthons (carbono-
nitrogénio-nitrogénio) no processo reacional para a obtencdo dos respectivos
pirazois, sendo estes diazoalcanos, nitriliminas e azometino iminas (Figura 6).
Ja o fragmento da porcdo carbono-carbono, para construcdo do heterociclo,

geralmente esta associado a alquenos ou alquinos.®

=€ =—= :N=

® / ® O/
N N—
\ e\

(Diazoalcano)
.. @ ..
2) —C:N—.N\@ —CEN—'N\Q (Nitriliminas)

- (Azometino iminas)

Figura 6. Cicloadi¢éo 1,3-dipolar: 1,3-dipolos.

4 Behr, L. C.; Fusco, R.; Jarboe, C. H. The Chemistry of Heterocyclic Compounds: Pyrazoles,
Pyrazolines, Pyrazolidines, Indazoles and Condensed Rings, Wiley Interscience Publishers,
New York, 1967.



Neste contexto, pode-se citar como exemplo de reacdes de cicloadicdo
1,3-dipolar para a obtencdo de pirazbis substituidos, a reacdo entre diazo
compostos ricos em elétrons com alquinos terminais, as quais séo facilitadas
quando conduzidas sob condicbes térmicas.’® A sintese de pirazois
funcionalizados foi proposta, a partir de reacfes de cicloadicdo 1,3-dipolar,
entre aldeidos 23 e hidrazinas protegidas 24, formando as respectivas
hidrazonas 25, e posterior ciclizagdo com alquinos terminais 26 (Esquema 3),

obtendo-se os respectivos produtos 27 com bons rendimentos.

o _ Ar
0] 1. TsNHNH, 24 Il\ll =R,
P MeCN, ta. _ N@ 26 Y
Ar” TH - R -
2. NaOH 1 N

23 Ar)kH H

25 27
Esquema 3

As reacdes de ciclocondensacdo, foco do nosso estudo, estédo
diretamente relacionadas com a sintese de pirazois funcionalizados nas
posicdes C-3 e C-5 do nucleo pirazolinico. Estas reacbes envolvem a
ciclocondensacao entre hidrazinas com compostos 1,3-dieletrofilicos, os quais
contém uma unidade de trés carbonos onde dois atomos de carbono sdo
deficientes de elétrons (posicéo 1,3), tais como compostos 1,3-dicarbonilicos (1)
ou a,B-insaturados (Il e Ill) (Figura 7). Entretanto, quando se utiliza compostos
dicarbonilicos assimétricos em reagdes com hidrazinas substituidas (R # H),

pode-se obter como produto final uma mistura de regioisdbmeros.*®

Figura 7: Compostos 1,3-dieletrofilicos.

> Aggarwal, V.K.; de Vicente, J.; Bonnert, R.V. J. Org. Chem. 2003, 68, 5381.
18 Fustero, S.; Simon-Fuentes, A.; Sanches-Rosell6, M.: Barrio, P. Chem. Rer. 2011, 111, 6984.
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Usualmente, as reacOes de ciclocondensacdo entre hidrazinas e
compostos 1,3-dicarbonilicos sdo facilitadas com o uso de solventes polares
préoticos. No entanto, na literatura sdo descritas algumas reacdes de
ciclocondensacdo, onde sdo obtidos bons resultados quanto a
regiosseletividade e ao rendimento utilizando-se de solventes apolares
aproticos.

Gharib e colaboradores®™ propuseram uma metodologia sintética para
obter os respectivos pirazéis polissubstituidos a partir de reacbes de
ciclocondensacédo entre 1,3-dicetonas 28 e diferentes hidrazinas substituidas
29 utilizando agua como solvente. Nesse caso, a reacdo foi realizada a
temperatura ambiente e sob catdlise 4cida (Esquema 4), onde 0s respectivos

produtos 30 foram obtidos com bons rendimentos

1

o o N/R
>+ RU-NHNH, —T2O.HPA - NTR o,

R 29 ta., 5min //
X 28 \ 30

R" = CO-timil, CO-furil, CgHs, 4-CICgHs COCgHs
R? = CH; OCH,CH,3
X= H, CH20H3, CI

Esquema 4

A obtencdo de pirazéis a partir de reagcbes de ciclocondensacdo em
meio livre de solvente foi proposta inicialmente por Chen e colaboradores®,
onde foi possivel a sintese de 14 exemplos de pirazéis polissubstituidos a partir
de reacdes entre alquil e aril hidrazinas 29 com compostos 1,3-dicarbonilicos
31, como cetonas ou ésteres (Esquema 5). As reacdes foram realizadas em
curtos tempos reacionais, 5 — 8 min, a temperatura ambiente, utilizando-se de
um pequeno excesso de 10% da respectiva hidrazina e um suporte sélido
constituido de &cido sulfarico suportado em silica, obtendo-se como produto

uma mistura de regioisémeros 32 e 32’

1 Gosselin, F.; O’'Shea, P.D.; Webster, R.A.; Reamer, R.A.; Tillyer, R.D.; Graboski, E.J.J.
Synlett 2006, 19, 3267.

'8 Gharib, A.; Jahangir, M.; Scheeren, J.W. Synthetic Commun. 2013, 43, 309.

9 Chen, X.; She, J.; Shang, Z-C.; Wu, J.; Zhang, P. Synthetic Commun. 2009, 39, 947.

11



O O

RS R
_N _N
3 H,S0O, . SiO N R' + N
R3-NHNH, + R _H2S04.Si0; W) M
29 R2 t.a. R!

5-8 min R? R?
3 32 32"

R' = CHj, CgHs, OCH,CH,
R?=H, CH,
R3 = CgHs, 4-(CH3)CgHs, 4-(Cl)CgHs, H, CH3CO

Esquemas

Mais recentemente, Varma e colaboradores®, propuseram a sintese de
pirazois polissubstituidos a partir de reacdes entre aril ou alquil hidrazinas 29
com compostos 1,3-dicarbonilicos 33 em meio livre de solvente. As reacdes
foram realizadas sob irradiacdo de micro-ondas a uma temperatura de 120 °C,
levando aos respectivos produtos 34 em curtos tempos reacionais € com

excelentes rendimentos 94 — 99% (Esquema 6).

R1
O O N
R-NHNH, 4 M MO ~ N
2 120 °C /‘\/2*
R2 5-15 min R2
33 34
R' = Ar, ArCO-
R2 = H, CI, CH3CH,
Esquema 6

A sintese de pirazois utilizando um solvente aprético foi proposta por
Tang & Zhang.® Nesse trabalho, os autores descrevem a obtencdo de 21
exemplos de pirazoéis substituidos com bons rendimentos (65 — 98%). Para
isso, foi utilizado como substrato, enonas 35, p-toluenosulfonil hidrazinas 24 e
haletos de alquila ou arila 36. As reagdes foram realizadas em meio basico, a
temperatura de refluxo, utilizando-se de acetonitrila como solvente (Esquema
7).

 varma, R.S.; Leazer, J.; Vaddula, B.R. Tetrahedron Lett. 2013, 54, 1538.
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Rl

o)
H - R
R4¢R2 S 1) MeCN - ta. P
RS S 2 2)NaOH -refluxo _,
24 3) RIX 36 - ta. R3
35 37
(x=cl,Brout)
Esquema 7

Para a obtencdo dos respectivos pirazois 37, reagiu-se inicialmente a
enona 35 com a TsNHNH,; 24 a temperatura ambiente, utilizando-se a
acetonitrila como solvente por 3 h. Posteriormente, foi adicionado ao meio
reacional uma solugdo de NaOH em acetonitrila, e em seguida a mistura foi
aguecida a temperatura de refluxo por mais 15 h. Por fim, a solucdo contida no
frasco reacional foi resfriada até a temperatura ambiente e acrescentou-se uma
solugdo do haleto de alquila ou arila 36, obtendo-se ao final do processo
reacional os respectivos pirazois 37. Nesse contexto, de acordo com o
substrato utilizado, enona 35, foi possivel a obtencédo de pirazois 1,3- ou 1,4-
dissubstituidos, 1,3,4-trissubstituidos e 1,3,4,5-tetrassubstituidos com bons
rendimentos a partir de uma metodologia one pot.

Dentre os trabalhos descritos até o presente momento, considerando-se
a sintese de pirazois polissubstituidos a partir de reacfes de ciclocondensacao,
podemos evidenciar que os substituintes localizados nas posicfes 3, 4 e 5 do
ndcleo pirazolinico sdo altamente dependentes do substrato 1,3-dieletrofilico
utilizado.

Neste sentido, além das propostas ja apresentadas, podemos citar ainda
outras metodologias para a sintese de pirazéis funcionalizados, os quais
podem conter diferentes grupos organicos ligados ao nudcleo pirazolinico
independente dos materiais de partida utiizados na etapa de
ciclocondensac&o.® Assim, grupos alquila, arila ou acila podem ser inseridos no
nacleo pirazolinico depois da etapa de ciclizagdo. Nesse sentido, observa-se o

desenvolvimento de metodologias, catalisadas por metais de transicao,

13



principalmente paladio (Pd), cobre (Cu) e niquel (Ni), capazes de promover a
construcdo de novas ligagées carbono-carbono e carbono-nitrogénio.?

As reacdes multicomponentes também surgem como alternativas
interessantes para a construcao de nucleos heterociclicos, uma vez que a partir
destas reacdes é possivel a combinacdo de dois ou mais blocos estruturantes
em uma sO etapa, permitindo a formacdo dos produtos desejados, a partir da
formacao simultanea de duas ou mais ligagdes, sem que ocorra necessidade
de se purificar os intermediarios reacionais. E valido ressaltar ainda que esta
metodologia permite a formacdo de uma grande diversidade de moléculas a
partir da variacéo dos substratos utilizados.*®

A obtencdo de pirazéis funcionalizados a partir de reacdes
multicomponentes e com uso de metais de transicdo foi descrita por Shen e
colaboradores.?? Para isto foi utilizado como catalisador o perfluoroctanato de
itérbio em reacdes de acoplamento entre aldeidos 38, arilidrazinas 29 e alquil
acetoacetatos 39, em meio livre de solvente, com posterior etapa de oxidacao,
obtendo-se o0s respectivos alquil-N-arilpirazol-4-carboxilatos 40 com bons
rendimentos. E valido ressaltar que, de acordo com os autores, a metodologia
proposta, mostrou-se mais eficiente quando utilizado aldeidos alifaticos como
substrato, e que o catalisador usado no processo reacional, pode ser

reutilizado por até mais trés ciclos sem perder sua eficiéncia (Esquema 8).

R1
O ROzc R2
Yb(PFO); - 10 mol% {
PhNHNH, + R2-CHO * - / '\
(@] ° R’l .
120 °C N
29 38 g ,
\ CeHs
39 40
Esquema 8

A sintese regio- e quimiosseletiva de pirazOis polissubstituidos foi
proposta a partir de reacdes de metalacdo sucessivas, utilizando-se de bases

fortes constituidas pela associacdo de magnésio e litio, sendo estas a

2L () Novak, Z.; Kévacs, S. Tetrahedron. 2013, 69, 8987. (b) Doucet, H.; Touzani, R.; Takfaoui,
A.; Zhao, L.; Dixneuf, P.H. Tetrahedron Lett. 2014, 55, 1697.
2 Shen, L.; Cao, S.; Liu, N.; Wu, J.; Zhu, L.; Qian, X. Synlett 2008, 9, 1341.

14



TMPMgCI.LICl (41) e TMP,Mg'2LiCl (42), onde TMP é o 2,2,6,6-tetrametil-
piperidil. Para isso, foi utilizado como substrato um nucleo pirazolinico
protegido ou entdo o 1-metil-1H-pirazol, conforme ilustrado no Esquema 9.
Inicialmente ocorre a formacgéo do intermediario Mg — pirazol, o qual passa por
uma etapa de transmetalacdo, e posteriormente, na presenca do eletréfilo, da

origem ao pirazol substituido.?

E2 E3 E2
[ N l N 1)41 /A 1) 42 X
1 2 E'] _N > = _N
)E 2)E N 2) E3 N
72-90% 61-78% | 67 - 76% I
/ \ N<>M 2LiCl
\ / ) 9
41: TMPMgCI.LiCI 42: TMP2Mg.2LiCl
Esquema 9

As reacfes de funcionalizagdo do respectivo pirazol ocorrem,
preferencialmente, nas posicoes 5, 3 e 4, respectivamente. Nesse sentido, de
acordo com os resultados descritos no trabalho, pode-se observar que a
metodologia proposta pelos autores foi eficiente, uma vez que possibilitou a
obtencdo dos respectivos pirazoéis polissubstituidos com bons rendimentos. A
metodologia proposta também pode ser utilizada para descrever a sintese total
do Tebufenpyrad 43 (Figura 8), um potente acaricida, com 75 % de rendimento,

a partir de reacOes de metalacdo sucessivas.

H \
N N’
o
43
Tebufenpyrad

Figura 8. Estrutura quimica do Tebufenpyrad 43.

% Despotopoulou, C.; Klier, C.; Knoche, P. Org. Lett. 2009, 11, 3326.
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Antilla e colaboradores® propuseram a N-arilagdo de pirazéis a partir do
uso da catélise de cobre e ligantes nitrogenados. Para isso o0s autores
promoveram a reacao entre o nucleo pirazolinico 44 com haletos de arila 36,
derivados de iodo ou bromo, utilizando tolueno como solvente sob catalise de
iodeto de cobre e um ligante nitrogenado bidentado 45 (Esquema 10), obtendo-
se 0s respectivos derivados 46 com 71 a 98 % de rendimento.

Cul (10 mol%)

45 (20 mol%) N —\ R
N R, — i = 7
=N, NG 2.1 equiv K,CO3 R,— N@
R'— -
|§/NH + N\ // X Tolueno '~/ \_/
110 °C,24 h 46

R'=H, CH3 CO,Et, CF3 CgHs
R2 = CH,OH, OH, CI, NH,

Me(H)IN  N(H)Me
45

Esquema 10

Takfaoui e colaboradores® descreveram a diarilagéo direta de pirazéis
com haletos de arila usando paladio como catalisador e dimetilacetamida como
solvente (Esquema 11). Os autores descrevem a diarilacdo simultanea nas
posicdes 4 e 5 do nucleo pirazolinico em fungcdo da semelhanca na reatividade
da ligacdo C-H nessas posi¢Oes. Em contrapartida, a ligacdo C-H do carbono
C-3 do anel apresenta uma reatividade menor, e por isso ndo favorece a

formacao do produto 3,4,5-trissubstituido.

* Antilla, J. C.; Baskin, T.; Barder, T. E.; Bucchwald, S. L. J. Org. Chem. 2004, 69, 5578.
% Takfaoui, A.; Zhao, L.; Touzani, R.; Dixneuf, P. H.; Doucet, H. Tetrahedron Lett. 2014, 55,
1697.
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Br PdCI(C3Hs)(dppb)
/ \N + ] N 2mol%
H™ >SN &~ KOAc, DMA
| R 150 °C - 72 h

47 48

‘ R = CN, NO, CHO, COEt, CO,Et, CF5 CI, F, CH, ’

Esquema 11

2.3. Sintese de calcogenil-1H-pirazois

Croce e colaboradores® propuseram, inicialmente, a obtencédo de 4-
fenilsulfonil-1H-pirazois a partir de reacdes de cicloadicdo-1,3-dipolar, entre
nitriliminas 50 com alquinilsulfonas 51a-c, onde foram obtidos os respectivos
produtos 52 com bons rendimentos e elevada seletividade (Esquema 12).

Para a obtencéo dos respectivos produtos, a nitrilimina 50 foi gerada in
situ seguindo dois procedimentos alternativos. Inicialmente, a alquinilsulfona 51
a-c foi tratada com uma quantidade equimolar de 1-(a-clorobenzillideno)-2-
fenilidrazina na presenca de trietilamina e usando acetonitrila como solvente a
temperatura ambiente (Método A). Nesse caso, foi observada a formacéo dos
respectivos produtos de cicloadicdo 52a e 52c, com bons rendimentos.
Entretanto, o produto de cicloadicdo 52b foi obtido apenas com 15% de
rendimento em funcao de reacfes paralelas de isomeriza¢édo da alquinilsulfona
51b.

Para evitar reacoes paralelas, quando considerada o uso da sulfona
51b, um procedimento diferente para a obtencdo da nitrilimina foi adotado
(Método B). Nesse caso, para a formagédo in situ da nitrilimina foi utilizado o
2,5-difeniltetrazol em anisol sob refluxo. De acordo com este procedimento, foi
possivel a obtencdo dos produtos de cicloadicdo 52a e 52b em rendimento
satisfatorios, entretanto o produto 52c foi obtido com baixo rendimento, o que
pode ser explicado em fungéo da estabilidade térmica do substrato 51c.

Ainda com respeito a obtencdo dos 4-fenilsulfonil-1H-pirazéis 52a-c,

pode-se concluir, a partir dos resultados apresentados pelos autores, que em

% Croce, P. D.: Rosa, C.; Zecchi, G. J. Chem. Soc. 1985, 1, 2621.
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ambos caminhos apresentados para a obtencdo da respectiva nitrilimina, a

seletividade dos produtos obtidos 52a-c foi mantida.

Ph. SO,Ph Ph
£ N —cR ——= A
PhC=N-NPh + PhSO,C=CR N N
‘N R ‘N SOzph
50 51 | |
Ph Ph
52 52'
R=H R:CH3 R:C6H5

Método A: 54% (52a + 52'a) - (70:30) Metodo A: 15% (52b) - (100:00) Meétodo A: 71% (52c) - (100:00)
Método B; 71% (52a + 52'a) - (76:24) Método B; 60% (52b) - (100:00) Método B; 18% (52c) - (100:00)

Esquema 12

Svistunova e colaboradores?’ descreveram a sintese de pirazdis e de
sulfenilpirazéis a partir de reagbes entre complexos metédlicos de
acetilacetonatos 53 e hidrato de hidrazina 54 (Esquema 13). Neste trabalho, os
autores buscavam avaliar a influéncia do centro metélico na obtencdo dos
respectivos produtos. As reacdes foram realizadas em etanol sob refluxo,
utiizando-se como centro metalico o cromo, ferro e o cobre, onde os
respectivos sulfenilpirazéis 55 puderam ser obtidos com bons rendimentos, 0s

quais oscilaram entre 57 e 81%.

M ¥
O O N,
\ | + N2H4.H20 _— \ /N
54 Etanol - A R
R
53 55 a-f
M= Cr M = Cu M = Fe

R = SEt-55a, 77%, 270 min R = SEt - 55¢, 80%, 120 min R = SBu - 55e, 65%, 240 mi
R = SBu -55b, 65%, 300 min R = SPh -55d, 81%, 120 min R = SPh - 55f, 57%, 210 min

Esquema 13

Considerando-se os diferentes centros metdalicos utilizados, cromo,

cobre e ferro, pode-se evidenciar que nédo houve diferenga significativa dos

2" Svistunova, 1.V.; Shapkina, N.P.; Nikolaevav, O.V.; Apanasenkoc, O.A. Russ. J. Gen. Chem.
2011, 81, 756.
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rendimentos quando comparados os efeitos dos mesmos substituintes, 55a e
55c, 55b e 55e, e por fim 55d e 55f, respectivamente.

A sulfenilacdo de pirazoéis utilizando-se de iodo como catalisador em
meio livre de metal de transic&o foi proposta por Sun e colaboradores® a partir
do uso direto de arilsulfonilidrazidas 56. Neste trabalho, os autores descrevem
a sintese one pot de 4-arilsulfenilpirazois a partir de reacdes de ciclizacao
direta de trés componentes entre [(-acetonitrilas 57 ou 2,4-pentanodiona 58
com arilidrazinas 29 e arilsulfonilidrazidas 56, sob catélise de iodo, promovendo
a quebra de ligacdes S—-0O, S—N e C-0, e a construcao de novas ligacdes C-S
e C—N (Esquema 14).

o}
R)K/CN R SAr?
57 A\
- N 7NH,
I,(50mol%) N
, CH3CN, 100 °C Ar'
Ar 59 (53 - 84%)
HNHN-S=0 + Ar'NHNH,
2
29 I5(50mol%) SAr
56 HOAc - EtOH I\
120 °C - N\N
(e} O Ly
Ar
60 (50 - 89%)
58

Esquema 14

A partir dos resultados descritos, € possivel evidenciar a formacgéao dos
respectivos produtos com rendimentos que oscilaram entre regulares a bons,
uma vez que a metodologia proposta apresenta um amplo escopo reacional,
sendo possivel a utilizacdo de substratos com grupos doadores e retiradores
de elétrons, além de ser de facil reprodutibilidade.

A sintese de 4-(fenilselanil)pirazéis foi descrita recentemente por Zora e
colaboradores®, a partir de reacOes entre hidrazinas 29 e aldeidos alquinilicos
61, gerando as respectivas a,B-hidrazonas acetilénicas in situ, e posterior

ciclizacdo com cloreto de fenilselenenila 62 (Esquema 15).

8 sun, J.; Qiu, J-K.; Zhu, Y-L.; Guo, C.; Hao, W-J.; Jiang, B.; Tu, S-J. J. Org. Chem. 2015, 80,
8217.
29 Zora, M.; Demirci, D.; Kivrak, A.; Kelgokmen. Tetrahedron Lett. 2016, 57, 993.
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29 1)80°C-1h N ]
- N~ R
* 0 2)PhSeCl 62 \\__/T
1—4— DCM ou DCE
R ta SePh
61 H -a. 63

R = aril, ferrocenil
R2 = aril

Esquema 15

A partir desta metodologia, os autores puderam sintetizar 13 exemplos
de 4-(arilselanil)pirazdis 63, os quais foram obtidos com rendimentos que
variaram entre 25 e 95%. A metodologia mostrou-se sensivel em situacdes em
que o grupo arila, derivado da fenilidrazina, € substituido com grupos
retiradores de elétrons, principalmente pelo atomo de flior. Entretanto, grupos
doadores de elétrons favorecem a reacao.

Nesse sentido, em face do que foi exposto, podemos observar que
existem poucos relatos na literatura, que se referem a sintese de
calcogenilpirazéis, principalmente contendo selénio em sua estrutura, 0 que
torna relevante o desenvolvimento de novas metodologias para a sintese dos
mesmos bem como a avaliacdo do potencial farmacoldgico desta classe de

moléculas.

2.4. Propriedades farmacoldgicas dos pirazois

Os pirazois e seus derivados sintéticos sdo encontrados em um grande
namero de compostos que apresentam um amplo espectro de propriedades
farmacoldgicas, onde se pode citar como exemplo seu potencial como agente
anti-cancer, antipsicético, analgésico e anti-inflamatério, por exemplo.*

Entretanto, a busca por novos derivados sintéticos ainda se faz

relevante, uma vez que ha interesse na obtencdo de novos compostos que

% Zhang, J.; Didierlaurent, S.; Fortin, M.; Lefrancois, D.; Uridad, E.; Vevert, J. P. Bioorg. Med.
Chem. Lett. 2000, 10, 1351.
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possuam o mesmo efeito farmacologico, porém com efeitos adversos menos
expressivos, quando comparados aos farmacos atualmente comercializados.*!

O Celecoxib 11 € um farmaco seletivo e mundialmente comercializado, o
qual apresenta em sua estrutura um anel pirazolinico. E indicado para diversos
tratamentos como anti-inflamatorio, analgésico e antitérmico. Seu mecanismo
de acdo estid relacionado a inibicAo de prostaglandinas, as quais sao
responsaveis por ocasionar processos infecciosos, dor e inchacgo,
principalmente pela inibicdo da via da enzima ciclooxigenase-2 (Cox-2). Em
concentracfes terapéuticas, ndo excedente a dose diaria de 400 mg, o
Celecoxib 11 n&o ocasiona interferéncias nas funcbes normais do estdmago,
intestinos, rins e plaquetas, diminuindo assim os efeitos adversos ocasionados

por alguns medicamentos.*?

SO,NH,
11

Figura 9. Estruturas quimica do Celecoxib 11.

Diferentes estudos tém sido realizados a partir de compostos derivados
de um pirazol de ocorréncia natural, o withasomnie 64, o qual foi isolado de
uma planta medicinal indiana a Withania Somnifera. Estes compostos
apresentam um amplo espectro farmacéutico, o qual tem sido amplamente

explorado nas Ultimas décadas (Figura 10).*®

%! Rainsford, K. D. Subcell Biochem. 2007, 42, 3.

s (a) Malmstrom, K.; Daniels, S.; Kotey, P.; Seidenberg, B.C.; Desjardins, P.J. Clin. Ther. 1999,
21, 1653. (b) Sheng-Fen H.; Lub, C.; Chaoc, C-S.; Tanb, p.; Huangb, y.; Hsiehb, s. w.; Hsiaob,
H. T.; Chungb, N. C.; Linb, S. H.; Huangd, P. L.; Lyua, P. C. Mol. Brain Res. 2004, 125, 113. (c¢)
Ushiyama, S.; Yamada, T.; Murakami, Y.; Kumakura, S.; Inoue, S.; Suzuki, K.; Nakao, A
Kawara, A.; Kimura, T. Eur. J. Pharmacol. 2008, 578, 76. (d) Prasanna, S.; Manivannan, E.;
Chaturvedi, S. C.; Bioorg Med Chem Lett. 2005, 15, 2097.

% Qjao, J.; Liu, B.; Liao, Z.; Li, Y.; Ma, L.; Dong, C.; Zhou, H.B. Tetrahedron 2014, 70, 3782.
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Dentre as aplicacdes destes derivados, destacam-se principalmente,
Sseu uso para o tratamento do aumento do baco, diversos tipos de infec¢des,
agente anti-cancer além de estudos referentes ao seu potencial inseticida.**

64
Withasomnie Inibidor do transporte de auxina Agente anti-cancer

Figura 10. Derivados sintéticos do withasomnie.

Malvar e colaboradores® desenvolveram um estudo para avaliar o
potencial antinociceptivo, anti-inflamatério e antipirético da 1,5-difenil-1H-
pirazol-3-carbohidrazida 67 (1,5-DHP) (Figura 11). Dessa forma, para avaliar o
potencial antinociceptivo foram realizados os testes da placa quente, formalina
e contorcbes abdominais, onde resultados positivos foram obtidos no
experimento que avalia o ndmero de contor¢Bes abdominais, induzido por
acido acético, em concentracdes de 1, 3 e 10 mg/Kg. Ja no teste da formalina,
resultados positivos foram obtidos somente na concentracdo de 10 mg/Kg, na
segunda fase do experimento, relacionada a dor inflamatéria. Entretanto,
resultados significativos ndo foram obtidos no teste da placa quente, mesmo

quando considerada a dose de 10 mg/Kg.

% a) Dinges. J.; Akritopolou-Zane, I.; Arnold, L.D.; Barllozari, T.; Bousquet, P.F.; Cunha, G.A.;
Ericsson, A.M.; Iwasaki, N.; Michaelides, M.R.; Ogawa, N.; Phelan, K.M.; Rafferty, P.; Sowin, T.
J.; Stewart, K.D.; Tokuyama, R.; Xia, Z.; Zhang, H.Q. Bioorg. Med. Chem. Lett. 2006, 16, 4371.
(b) Aladesanmi, A. J.; Nia, R.; Nahrstedt, A. Planta Med. 1998, 64, 90.

% Malvar, D.M.; Ferreira, R.T.; Castro, R.A.; Castro, L.L.; Freitas, A.C.C.; Costa, E.A.;
Florentino, I.F.; Mafra, J.C.M.; Souza, G.E.P.; Vanderlinde, F.A. Life Sciences 2014, 95, 81.
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67

Figura 11. Estrutura quimica do 1,5-DHP 67.

Para avaliar o potencial anti-inflamatério do 1,5-DHP 67 foi realizado o
teste de inducdo do edema de orelha, utilizando-se como agente causador do
edema o Oleo de croton. Resultados significativos foram obtidos quando
avaliadas as doses de 10 e 30 mg/Kg. Ja o potencial antipirético foi avaliado
utilizando-se de um modelo induzido por LPS, onde um resultado significativo
foi obtido a partir de tratamentos com uma dose de 60 mg/Kg. Para validar os
resultados, foi utilizado como controle positivo a indometacina, na dose de 2 e
10 mg/Kg, entretanto, resultados mais expressivos que o controle positivo ndo
foram obtidos.

Umesha & Basavaraju®® avaliaram o potencial antimicrobiano de
triarilpirazéis 68 a-e (Figura 12) frente a bactérias E. coli e S. aureus. De
acordo com os dados apresentados, resultados mais expressivos foram
alcancados quando avaliados triarilpirazéis para — substituidos com os grupos
tiometil e nitro, respectivamente, quando comparado aos demais compostos

testados.

68a-e
R= H, SCH3’ OCH3’ CH3‘ NO2

Figura 12. Estrutura quimica dos triarilpirazéis avaliados frente ao potencial

antibacteriano.

% Umesha, B.; Basavaraju, Y. B. International Journal of Chemical and Pharmaceutical

Sciences 2013, 4, 33.
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O potencial antioxidante de uma série de compostos, derivados de
pirazois, foi avaliado e bons resultados foram obtidos.>” Dentre os substratos
testados, 3-(pirin-4-il)-1H-pirazol-5-carboxiamidas, os compostos 69a e 69b
(Figura 13), contendo um grupo tiofeno ou o-Cl-fenil substituido, apresentaram
melhores resultados quando comparados aos demais compostos no ensaio de
neutralizacdo dos radicais sintéticos DPPH (1,1-difenil-2-picril-hidrazil). Para
estas substancias, os valores de ICsy (concentracdo necessaria para inibir
metade dos radicais livres presentes em solucédo) observados no ensaio de
neutralizacdo dos radicais DPPH foram de 27,59 uM e 27,71 uM,
respectivamente, sendo estes substratos mais potentes que os demais
compostos testados, 0os quais apresentaram valores de 1Csy superiores a 41
HM.

Figura 13. Estrutura quimica dos compostos 69a e 69b, derivados de pirazéis.

2.5. Estresse oxidativo

A producdo de espécies reativas (ERs) e de radicais livres pode ocorrer
através de reacdes enddgenas ou exdgenas, e as espécies reativas de
oxigénio (EROs) sdo geradas constantemente, como parte da respiracao
celular, durante as etapas intermediarias de reducédo do oxigénio ao longo da
cadeia transportadora de elétrons mitocondrial, 0os quais sdo de extrema
relevancia para a manutencdo de processos biologicos. Entretanto, uma parte
destas espécies pode ser tOxica atraves de interagcbes oxidativas com
biomoléculas importantes, tais como proteinas, lipidios e acidos nucleicos,

podendo ocasionar assim danos ou morte celular.®® No entanto, todos os

% Sribalan, R.; Banuppriya, G.; Kirubavathi, M.; Jayachitra, A.; Padmini, V. Bioor. Med. Chem.
Lett. 2016, 26, 5624.
® Morrissey, P.A.; O’brien, N. M. Int. Dairy J. 1998, 8, 463.
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organismos aerobios possuem um sistema de defesa antioxidante, os quais
podem ser enzimaticos ou ndo enzimaticos, sendo estes responsaveis por
neutralizar ou reparar danos causados por espécies reativas nas moléculas.

O processo de estresse oxidativo se origina a partir da existéncia de um
desequilibrio entre os compostos antioxidantes e oxidantes, em favor da
geragdo excessiva de radicais livres ou em detrimento da velocidade de
remoc¢ao dos mesmos. Tais processos conduzem a oxidagdes de biomoléculas,
com consequente perda de suas fungbes biologicas e/ou desequilibrio
homeostatico, cuja manifestacdo é o dano oxidativo contra células e tecidos,*
podendo resultar na manifestacdo de algumas enfermidades cronicas nao
transmissiveis como aterosclerose, alguns tipos de cancer, mutacoes,
envelhecimento, doencas neurodegenerativas, cardiovasculares, entre outras.*
Nesse sentido, a busca por novas moléculas com potencial antioxidante € de
grande relevancia. Entre as pesquisas realizadas nessa area, 0s compostos
heterociclicos, se destacam como potenciais agentes antioxidantes, devido
principalmente a sua capacidade em estabilizar espécies radicalares.

Os sistemas de defesa antioxidantes tém como funcao inibir ou reduzir
os danos causados pela acdo deletéria dos radicais livres e atuam de maneira
conjunta com a finalidade de proteger as células.* Nesse sentido, o sistema
enzimatico é constituido por quatro enzimas principais, as quais Sao
responsaveis pela neutralizacdo das EROs ou de ERN, sendo elas a
superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e o sistema glutationa peroxidase
(GPx) / glutationa redutase (GR). Enquanto que o sistema de defesa
antioxidante ndo enzimatico € constituido por pequenas moléculas, as quais
atuam na detoxificac@o das espécies reativas a partir da doacado de elétrons de
suas estruturas aos radicais livres, sem tornarem-se também reativas em
funcdo de sua estabilidade. Dentre estas moléculas com atividade antioxidante
estdo, principalmente, os flavondides, as vitaminas A, E e C e também a
glutationa reduzida (GSH).*

% Halliwell, B. J. Neurochem. 2006, 97, 1634.

0 (a) Barbosa, F.F.; Bandeira, J.M.; Rodrigues, L.M.P.; Bacarin, I.C.S.; Peters, M.A.; Braga,
E.B. Rev. Bras. Plantas Med. 2010, 13, 157. (b) Gilgin, I. Arch. Toxicol. 2012, 86, 345.

“ (a) Ha, B.J.; Lee, S.H.; Kim, H.J.; Lee, J.Y. Biol. Pharm. Bull. 2006, 29, 1305. (b) Robbers,
C.K.; Sindhu, K.K., Life Sciences. 2009, 84, 705.

2 pacher, P., Beckman, J.S., Liaudet, L. Physiol. Rev. 2007, 87, 315.
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Uma substancia antioxidante pode ser definida como qualquer
substéancia, que quando presente em baixas concentracbes, comparadas ao
substrato oxidado, diminui ou inibe significativamente a oxidacdo do
substrato.*® Os antioxidantes podem proteger o corpo humano do ataque de
espécies reativas e de radicais livres, retardando o progresso de muitas
doencgas crbnicas, assim como da peroxidacao lipidica.

Os principais agentes promotores da oxidacdo em sistemas bioldgicos
sdo as espécies reativas de oxigénio (ERO), tais como os raicais: anion
superéxido (O,7), hidroxil (OH.), peroxil (ROQO), alcoxil (RO") e hidroperoxil
(HOQO"). Ja as espécies ndo radicalares sdo o peréxido de hidrogénio (H20,),
ozonio (O3) e 0 oxigénio singlete (10,). As ERO séao as principais promotoras
da iniciacdo das reacdes oxidativas e sdo formados durante o metabolismo
normal no corpo humano, como subprodutos da respiracéo celular e da sintese
de estruturas mais complexas.** Os radicais livres, nesse contexto, podem ser
compreendidos como moléculas que possuem elétrons nao pareados no orbital
externo, e em funcdo disso sdo muito instaveis e reativos, sendo um dos
principais causadores de danos oxidativos.

Entretanto, é valido ressaltar que embora sejam associados muitos
efeitos desfavoraveis aos radicais livres, essas moléculas sdo requeridas em
muitos processos bioquimicos normais, onde se pode citar como exemplo sua
acdo frente a microrganismos patdgenos, na sinalizacdo e controle do
crescimento celular, e na detoxicacdo de substancias estranhas e téxicas ao
organismo.*®

De acordo com a literatura, diversos substratos sdo apontados em
funcdo de suas propriedades antioxidantes, principalmente compostos
fendlicos oriundos de produtos naturais ou derivados semissintéticos.
Entretanto, os compostos organocalcogénios, também vém ganhando

destaque.

3 (a) Halliwell, B., Gutteridge, J. M. C. Free radicals in biology and medicine. 3 Ed. Oxford
University Press, London, 1999. (b) Halliwell, B. Biochem. Science 2006, 31, 509.

* De Flora, S.; Izzotti, A. Mutat. Res. 2007, 621, 517.
> Aradjo, J. M. A. Quimica de Alimentos : Teoria e Pratica. ed. 4°. Ed UFV, 596 p. 2008.
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2.6.1. Atividade antioxidante de compostos organicos de selénio e

enxofre

Martinez e colaboradores desenvolveram um estudo para avaliar o
potencial antioxidande de duas moléculas derivadas da dehidrozingerona 70a,
a 4-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-4-fenilseleno-2-butanona 70b e a 4-(4-hidroxi-3-
metoéxifenil)-4-feniltio-2-butanona  70c. De acordo com o0s resultados
apresentados, pode-se evidenciar uma melhora significativa, quando avaliada o
potencial antioxidante, das duas moléculas semissintéticas 70b e 70c, quando
comparadas a deidrozingerona 70a. O aumento da capacidade antioxidante, de
acordo com os autores, esta relacionado a dupla capacidade em estabilizar
espécies radicalares quando considerados os derivados semissintéticos. No
ensaio de inibicdo de espécies radicalares de DDPH, foram observados valores
de IC5o de 27,7 + 9,6 UM e 33,3 £ 3,5 UM para os compostos 70b e 70c,
respectivamente, enquanto que para o composto 70a o ICso observado foi de
57,00 £ 2,5 uM.
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Figura 14. Derivados semissintéticos da deidrozingerona.

Savegnago e colaboradores*® avaliaram o potencial antioxidante in vitro
de 1,2,3-triazbis-4-carbonitrilas 7la-e, contendo selénio, em ensaios que
buscavam avaliar a capacidade de reducdo dos ions férrico e de inibicdo da
peroxidacao lipidica. Dentre os compostos avaliados (Figura 15), o composto
71a foi o que apresentou melhores resultados quanto a sua capacidade

antioxidante, quando comparado aos demais compostos testados.

4 Savegnago, L.; Sacramento, M.; Brod, L.M.P.; Fronzaa, M.G.; Seus, N.; Lenardado, E.J.;
Paix&o, M.W.; Alves, D. RSC Advances 2016, 6, 8021.
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Figura 15. Avaliagdo do potencial antioxidante dos compostos 1,2,3-triazéis-4-

carbonitrilas contendo selénio.

Silva e colaboradores®’ propuseram a avaliagdo do potencial
antioxidante de tiouréias (Figura 16) a partir de ensaios de neutralizacdo de
radicais sintéticos, DPPH e ABTS. Nesse contexto, excelentes resultados
foram obtidos quando avaliados os compostos 72a-c. Considerando o
experimento de neutralizacdo dos radicais DPPH, o composto 72b apresentou
efeitos mais significativos quando comparados aos demais, onde foram obtidos
os valores de ICso de 27,66 + 2,51, 20,33 + 2,31 e 23,00 £ 2,64 yuM para os
compostos 72a, 72b e 72c, respectivamente. Entretanto, quando considerado o
efeito frente a neutralizacdo dos radicais ABTS, o composto 72a mostrou-se
mais potente, onde nesse caso, os valores de ICsy obtidos foram de 2,83 +
0,76, 454 £ 0,5 e 515 + 1,5 pM para os compostos 72a, 72b e 72c,

respectivamente.

Figura 16. Estrutura quimica das tiouréias analisadas frente ao potencial antioxidante.

*" Silva, T.L.; Miolo, L.M.F.; Sousa, F.S.S.; Brod, L.M.P.; Savegnago, L.; Schneider, P.H.
Tetrehedron Lett. 2015, 48, 6674.
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2.6. Nocicepcao e inflamacao

O organismo apresenta diversos sistemas responsaveis pelo controle
da homeostasia, dentre estes a dor possui um papel importante, podendo atuar
como um mecanismo de alerta, indicando que ha algo errado. Nesse sentido, a
dor torna-se um sintoma clinico muito importante, auxiliando na detecgéao e
avaliacdo de muitas doencas. Em contrapartida, quando persistente, a dor
ocasiona reacdes emocionais negativas, tornando-se debilitante.*®

A dor € um fenbmeno complexo, a qual surge a partir da influéncia de
diversos sistemas neuroatdbmicos e neuroquimicos, envolvendo processos
cognitivos e afetivos, 0os quais estdo relacionados a trés componentes
principais: (i) o componente cognitivo, 0 qual causa atencdo e avaliacdo ao
processo doloroso; (i) o componente sensorial, relacionado a intensidade,
localizagéo e duracdo da dor; e (iii) o componente afetivo-emocional, o qual
estabelece uma relacéo da dor com a emocéo e o comportamento de defesa.*’
De acordo com a Associacao Internacional para o Estudo da Dor, define-se dor
como “uma experiéncia sensorial e emocional desagradavel associada a uma
lesdo tecidual real ou potencial”.*®

Nesse contexto, podemos evidenciar que a dor € um processo
influenciado tanto por fatores fisiolégicos (sensoriais) quanto psicologicos. Ja a
nocicepc¢ao, por outro lado, esta relacionada apenas a parte fisioldégica da dor,
ou seja, considera apenas a sensagao nociva ocasionada pela estimulacéo das
fibras aferentes primarias, envolvendo apenas o sistema nervoso periférico e
algumas estruturas cerebrais.”*

Em modelo animal, a dor pode ser avaliada indiretamente a partir da
observacdo comportamental, onde neste caso, tém-se de fato modelos de
nocicepcado. As estruturas cerebrais sdo responsaveis por transmitirem e
codificarem as informa¢des nociceptivas. Dessa forma, os estimulos nocivos

ocasionados por fontes externas ou internas, sdo transmitidos e traduzidos

48 (@) Chapman, C.R.; Gavrin, J. The Lancet. 1999, 353, 2233. (b) Julius, D.; Basbaum, A.l.
Nature 2001, 413, 203. (c) Griffis, C.A.; Compton, P.; Doering, L. Biol. Res. Nurs. 2006, 7, 297.
9 (a) Bilevicius, E.; Kolesar, T. A.; Kornelsen, J. Brain Science 2016, 6, 1. (b) Senkowski, D.;
Hofle, M.; Engel, A.K. Trends Cogn. Sci. 2014, 18, 319.

*® Garland, E.L. Prim Care 2012, 39, 561.

*1 Millan, M.J. Prog. Neurobiol. 1999, 57, 1.



pelas vias neurais do SNP para o SNC.* Estes estimulos sdo detectados por
neurbnios sensoriais periféricos, 0s nociceptores, 0s quais sdo capazes de
codificar estimulos térmicos, quimicos e mecénicos com diferentes
intensidades.**

Os nociceptores estdo localizados em diferentes tecidos periféricos, e
séo classificados de acordo com sua capacidade em transmitir os estimulos
nervosos. Sua ativagdo se da a partir de um estimulo nocivo, proporcionando a
liberacdo de moléculas sinalizadoras especificas, as quais terdo seus sinais
convertidos, posteriormente, a impulsos elétricos.>*

As fibras aferentes primarias, as quais conduzem a informacao
nociceptiva ao sistema nervoso central, séo classificadas de acordo com seu
didametro, estrutura ou velocidade de conducdo. Nesse sentido, destacam-se
trés tipos principais: (i) fiboras C, finas (0,4 a 1,2 mm de diametro), nao
mielinizadas e de conducéo lenta; (ii) fibras Ad, médias (2 a 6 mm de diametro),
mielinizadas e de condugao intermediaria; e (iii) fibras AB, espessas (mais de

10 mm de diametro), mielinizadas e de conducéo rapida (Figura 17).4®
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» Muito mielinizadas » Pouco mielinizadas | » Ndo mielinizadas
» 10 um de didgmetro » 2-6 um de didmetro | > 0,4-1,2 umde
didmetro

» Nio estdo envolvidas | » Estdo envolvidas com
com a nocicepcdo, | a nocicepgdo mecanica, » Estdo envolvidas com
somente percepcdo de | térmicae quimica. a nocicep¢do mecdnica,
estimulos ndo nocivos térmica e quimica.

Figura 17. Representagéo esquemaética dos diferentes tipos de neurbnios sensoriais
primarios. Adaptado de Julius e Basbaum (2001).

°2 \Veinante, P.; Yalcin, I.; Barrot, M. J. Mol. Psychiatry 2013, 1, 1.
*3 Dubin, A. E.; Patapoutian, A. J. Clin. Invest. 2010, 120, 3760.
> Bridgestock, C.; Rae, P.R. Anaesth. Intens. Care 2013, 14, 480.
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Os mediadores quimicos liberados apds diferentes estimulos fazem
com que a informacao nociceptiva seja levada através das fibras aferentes ao
SNC, para que este a processe e responda adequadamente em cada situacéo.

Com respeito a classificacdo da dor, tém-se principalmente, as
subdivisbes que consideram o tempo e a origem do processo. Nesse sentido,
considerando-se o tempo de duragdo, uma sensacdo dolorosa pode ser
classificada como crbnica, aguda ou transitéria. Dessa forma, tem-se que na
dor transitéria ocorre a ativacdo dos nociceptores com auséncia de danos
teciduais, desempenhando apenas uma funcéo protetora. JA a dor aguda é
uma resposta ocasionada por uma leséo de tecidos com consequente ativacao
dos nociceptores no local da lesdo, a qual desaparece antes mesmo da
recuperacao total dos tecidos. Em contrapartida, a dor crénica é originada por
uma doenca ou lesao tecidual que na maioria das vezes ultrapassa o tempo de
recuperagdo do organismo, podendo durar meses ou anos, e caracteriza-se
pela incapacidade do organismo em reestabelecer suas funcées fisiologicas.>”

A dor pode ser ocasionada por diferentes processos, onde dentre estes
se destacam a nocicep¢do, processos inflamatdrios, danos nos nervos,
sensibilizacdo periférica e reorganizacdo estrutural, por exemplo. Nesse
sentido, como ha o envolvimento de diferentes mecanismos, a dor pode ser
caracterizada em diferentes tipos, sendo estes a dor nociceptiva, dor
inflamatéria, dor neuropatica e dor funcional.*®

A dor nociceptiva pode ser compreendida como consequéncia de uma
lesdo, a qual ativa os nociceptores periféricos, podendo ser ocasionada pelo
frio, calor ou estimulo mecéanico e/ou quimico. Com respeito a dor inflamatéria,
tem-se nesse caso, a associagcdo a um quadro inflamatério, podendo ser
ocasionada apods processos cirdrgicos, traumas ou em pacientes com doencas
inflamatérias.** A dor neuropatica esta relacionada a uma patologia do sistema
somatossensorial, a qual ocorre em funcao de uma disfuncdo ou lesdo a um

nervo ou grupo de nervos, podendo resultar de lesdes no SNP ou no SNC.*’

> (a) Wang, L.X.; Wang, Z. J. Adv. Drug Deliv. Rev. 2003, 55, 949. (b) Lotshc, J.; Geisslinger,
G. Clin. Pharmacokinet. 2001, 40, 485.

*® vasileiou, 1.; Giaginis, C.; Klonaris, C.; Theocharis, S. Fundam. Clin. Pharmacol. 2011, 25,
48.

*" Bouhassira, D.; Attal, N. Neurocience 2016, 16, 252.
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Por fim, a dor funcional é caracterizada por processos de hipersensibilidade a
um estimulo doloroso, a qual eleva a sensibilidade do sistema sensorial.*®

A eliminagéo de microrganismos patogénicos por meio de processos de
fagocitose e de inducdo da inflamacdo sdo comuns nos organismos Vvivos,
sendo estas ferramentas importantes para manter a homeostasia do sistema.
Nesse sentido, a inflamacdo € uma reagcdo de protecdo, a qual envolve as
células hospedeiras, com o objetivo de eliminar a causa inicial da leséo celular
para que ocorra um posterior reparo.>®

Os processos inflamatorios podem ser classificados como agudos ou
crbnicos. Sob condigdes normais, a inflamacdo aguda é essencial para
proteger o organismo de patdégenos invasores e reparar os tecidos lesados.>
Entretanto, a inflamacéo cronica é um processo com duracdo prolongada em
gue o processo inflamatério, lesédo tecidual e tentativa de reparo dos tecidos
coexistem em combinacfes variadas. Esta fase ocasiona lesées nos tecidos e
causa dor.®

Alguns mediadores dos processos inflamatorios sdo capazes de ativar
diretamente os nociceptores, auxiliando também na sensibilizacéo periférica.®*
Nesse contexto, pode-se dizer que dor e inflamacdo sdo processos que estao
interligados, uma vez que as células do sistema imunoldgico formam uma rede
integrada em que a resposta do sistema imune modula a excitabilidade das
fibras aferentes primarias.®?
Na literatura, sao descritos inumeros relatos de compostos

heterociclicos com ac&o antinociceptiva e anti-inflamatéria.®® Entretanto, ao
longo dos anos a pesquisa relacionada ao estudo das propriedades

farmacoldgicas, incluindo-se a acdo antinociceptiva e anti-inflamatoria, de

%8 Skeldon, A.: Saleh, M. Front. Microbiol. 2011, 2, 2.

% Muley, M. M.; Krustev, E.; Mcdougall, J. J. CNS Neurosci Ther. 2016, 22, 88.

% Lipnik-Stangelj, M. Mediators Inflamm. 2013, 2013, 1.

ot (a) Reichling, D. B.; Green, P. G.; Levine, J. D. Pain 2013, 154, 2. (b) Voscopoulos, C.; Lema,
M. Br J. Anaesth. 2010, 105, 69.

% Ren, K.; Dubner, R. Nat. med. 2010, 16, 1267.

% (a) Vergelli, C.; Ciciani, G.; Cilibrizzi, A.; Crocetti, L.; Mannelli, L. C.; Ghelardini, C.; Guerrini,
G.; Lacovone, A.; Giovannoni, M. P. Bioor. Med. Chem. 2015, 23, 6237. (b) Ninomiya, M.;
Garud, D.R.; Koketsu, M. Coordination Chemistry Reviews 2011, 255, 2968. (c) Trevisan, G.
Rossato, M.F.; Walker, C.I.B.; Oliveira, S.; Rosa, F.; Tonello, R.; Silva, C.; Machado, P.;
Boligon, A.A.; Martins, M.A.P.; Zanatta, N.; Bonacorso, H.G.; Athayde, M. L.; Rubin, M.; Calixto,
J.B.; Ferreira, J. Neuropharmacol. 2013, 73, 261.
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compostos organocalcogénios tem se intensificado em funcdo dos bons

resultados que vem sendo obtidos.®*

2.6.1 Atividade antinociceptiva e anti-inflamatéria de compostos

organicos de selénio e de enxofre.

Os compostos organicos de selénio e de enxofre, principalmente, ao
longo dos anos vém sendo alvo de constantes estudos em funcdo de suas
propriedades farmacolégicas e por apresentarem uma menor toxicidade
quando comparadas as espécies inorganicas.®® Nesse contexto, dentre os
estudos realizados destacam-se a avaliacdo do seu potencial antidepressivo,
antioxidante, antiflngico, antibacteriano, antinociceptivo e anti-inflamatério.®®

A busca por novas substancias com potencial farmacolégico, nesse caso
para tratar nocicepgdo, as quais tenham potencial em diminuir os efeitos
adversos ocasionados aos pacientes em tratamento, impulsionam o
desenvolvimento de novas pesquisas.

Briining e colaboradores®*?

avaliaram o potencial antinociceptivo do
composto disseleneto de difenila m-trifluorometil [(m-CF3;-PhSe),] 73 (Figura
18) em ratos. De acordo com os resultados descritos pelos autores, pode-se
observar que o composto testado 73 mostrou-se eficiente, assim como o
controle positivo, nesse caso a morfina, em doses que variaram de 1 a 50
mg/Kg em reduzir o tempo de lambida induzido por glutamato (20 pumol/pata),
mostrando que 0 composto testado apresenta efeito antinociceptivo quando

submetido a um protocolo por indugéo quimica.

64 (a) Brining, C.A.; Gai, B.M.; Soares, S.M.; Martini, F.; Nogueira, C.W. Pharmacol. Biochem.
Behav. 2014, 125, 15. (b) Jesse, Cristiano R.; Wilhelm, E.; Nogueira, C.; Savegnhago, L. Exp.
Toxicol. Pathol. 2009, 61, 197. (c) Chagas, P.M.; Rosa, S.G.; Sari, M.H.M.; Oliveira, C.E.S.;
Canto, R.F.S.; Da Luz, S.C.A,; Braga, A.L.; Nogueira, C.W. Pharmacol. Biochem. Behav. 2014,
118, 87.

® (a) Nogueira, C.; Zeni, G.; Rocha, J.B.T. Chem. Rev. 2004, 104, 6255. (b) Solovyev, N.D.J.
Inorg. Biochem. 2015, 153, 1.

% (a) Martinez, D.M.; Barcellos, A.; Casaril, A.M.; Perin, G.; Schisser, C.H.; Callaghan, K.
L.; Lenarddo, E. J.; Savegnago, L. Tetrahedron Lett. 2015, 56, 2243. (b) Donato, F.; Pavin, N.
F.; Goes, A.T.R.; Souza, L.C.; Soares, L. C.; Rodrigues, O.E.D.; Jesse, C.R.; Savegnago, L.
Pharm. Biol. 2015, 53, 395. (c) Victoria, F.N.; Radatz, C.S.; Sachini, M.; Jacob, R.G.; Alves,
D.; Savegnago, L.; Motta, A.S.; Silva, W.P.; Lenardéo, E.J. Food Control 2012, 23, 95.
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Figura 18. Estrutura quimica do disseleneto de difenila m-triflourometil [(m-CFs-
PhSe),] 73.

O disseleneto de difenila (Figura 19) ja teve seu potencial farmacolégico
amplamente explorado, entretanto, alguns estudos ainda vém sendo
realizados. Nesse sentido, pode-se citar como exemplo a avaliacdo do seu
potencial antioxidante,’” atividade mimética a glutationa peroxidase,®
antinociceptivo e anti-inflamatério®®. Considerando-se a acdo antinociceptiva,
foi avaliado em um trabalho desenvolvido por Savegnago e colaboradores’,
que o possivel mecanismo de acdo envolvido, esta relacionado a via
glutamatérgica, adenosinérgica, canais de calcio, via do Oxido-nitrico e

serotoninérgico.

74

Figura 19. Estrutura quimica do disseleneto de difenila.

A atividade antinociceptiva do composto bis(4-metilbenzoil) disseleneto

75 (Figura 20) foi avaliada frente a modelos de nocicepcdo mecanicos e

" posser, T.; Moretto, M.B.; Dafre, A. L.; Farina, M.; Rocha, J.B.; Nogueira, C.W.; Zeni, G.;
Ferreira, J.D.; Leal, R.B.; Franco, J.L. Chem. Biol. Interac. 2006, 164, 126.

®8 Meotti, F.C.; Stangherlin, E.C.; Zeni, G.; Nogueira, C.W.; Rocha, J.B. Environ. Res. 2004, 94,
276.

% (a) Zasso, F.B.; Gongales, C.E.P.; Jung, E.A.C.; Araldi, D.; Zeni, G.; Rocha, J.B.T.; Nogueira,
C.W. Environ. Toxicol. Pharmacol. 2005, 19, 283. (b) Rocha, J.T.; Pinton, S.; Gai, B.
M.; Nogueira, C.W. Biol. Trace Elem. Res. 2013, 154, 372.

® savegnago, L.; Pinto, L.G.; Jesse, C.R.; Alves, D.; Rocha, J.B.T.; Nogueira, C.W.; Zeni, G.
Eur. J. Pharmacol. 2007, 555, 129.
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quimicos, onde bons resultados foram obtidos sem ocasionar toxidade aguda

hepética e renal.”*

O
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Figura 20: Estrutura quimica do composto bis (4-metilbenzoil) disseleneto 75.

Shafi e colaboradores”® descreveram a sintese e a atividade
antinociceptiva e anti-inflamatoria de triazol-tiobenzo-tiazaz6is 76 a partir de
experimentos realizados para avaliar a atividade da enzima cicloxigenase e
também de inducdo de edema por carragenina, bem como no teste de
contor¢cdes adnominais. Nesse sentido, de acordo com os resultados obtidos,
0s autores descrevem que 0s compostos 76a, 76b, 76¢c e 76d (Figura 21)
apresentaram um efeito anti-inflamatério mais potente do que o controle
positivo de referéncia, nesse caso o Ibuprofeno. Cabe-se destacar ainda que o
composto 76b apresentou resultados mais satisfatérios quando comparados
aos demais compostos testados, além de apresentar seletividade para inibicéo
de Cox-2. Com relagdo ao potencial antinociceptivo, as quatro amostras
testadas apresentaram resultados semelhantes ao controle positivo no teste de

contor¢des abdominais.

N
/ \ N
S ( N S N /
J\W\\ SJ\_\r\ﬂ SH\ St»\\
N. N =
N” N. N N, N. N
\Q N/ \©\ N/ N \©\ N

76a 76b F Br

¢l 76¢c 76d NO

Figura 21. Estrutura quimica dos triazol-tiobenzo-tiazazois.

2

" Donato, F.; Gomes, M.G.; Goes, A.T.R.; Seus, N.; Jesse, C.R.; Savegnago, L. Life Science
2013, 93, 393.

2 Shafi, A.; Alam, M.M.; Mulakayala, N.; Mulakayala, G.; Vanaja, C.; Kalle, A.M.; Pallu, R;
Alam, M. S. Eur. J. Med. Chem. 2012, 49, 324.
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Abdelazeen e colaboradores’ avaliaram o potencial antinociceptivo e
anti-inflamatério de benzotiazolonas 77 (Figura 22). De acordo com o0s
resultados obtidos nos ensaios in vitro e in vivo para avaliar o potencial anti-
inflamatorio, atividade da enzima oxido nitrico sintase e inducdo de edema com
carragenina, os autores puderam evidenciar resultados expressivos a partir da
concentracédo de 1 mg/Kg para o composto 77c, sendo estes superiores aos
resultados encontrados para os compostos 77a e 77b, bem como para o
controle positivo, Cetoloraco, nesse caso. Ja quando considerado o potencial
antinociceptivo, bons resultados foram obtidos para os compostos 77a e 77¢ (3
— 10 mg/Kg) quando comparados aos resultados obtidos para o composto 77b

e o controle positivo, Indometacina

Figura 22. Estrutura quimica das benzotiazolonas 77a-c testadas.

® Abdelazeem, A.H.; Khan, S.I.; White, S.W.; Sufka, K.J.; McCurdy, C.R. Biochem. Med. Chem.
2015, 13, 3248.
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Capitulo 3
Apresentacédo e Discussao dos Resultados




Nesta secdo serdo apresentados e discutidos os resultados obtidos
durante o estudo desenvolvido para sintetizar os 4-arilcalcogenil-1H-pirazéis
funcionalizados com enxofre e selénio utlizando um sistema catalitico
composto por sal de cobre-bipiridina e DMSO como solvente. Além disso,
também serédo apresentados nesta secao, os resultados referentes a avaliacao

do potencial antioxidante, antinociceptivo e anti-inflamatério destas moléculas.
3.1. Sintese dos 4-arilcalcogenil-1H-pirazoéis

3.1.1. Reagbes de otimizacdo para a obtencdo dos 4-(ariltio)-1H-

pirazais.

As reacdes multicomponentes (RMC) sdo importantes metodologias
sintéticas, pois permitem a construcao de dois ou mais blocos, conduzindo a
formacao dos produtos esperados, em uma Unica etapa através da formacéao
simultanea de duas ou mais ligagdes.” Aliado a isso, RMCs permitem ainda
a construcdo de novas moléculas com elevado grau de complexidade e
diversidade.”

O uso de metais de transicdo como catalisadores em RMCs, tem
facilitado a construcdo de novas ligacdes carbono-carbono e carbono-
heterodtomo. Esta € uma importante ferramenta em sintese organica em
funcdo do aumento da reatividade dos materiais envolvidos, da seletividade
e também da possibilidade de uso de condicdes reacionais mais brandas.’®

Nesse sentido, considerando os principios das RMCs e o uso da
catdlise de metais de transicdo, inicialmente foram realizados alguns
estudos para determinar a melhor condicédo reacional. Para isto, reagiu-se a
fenilidrazina la (0,5 mmol) com a 2,4-pentanodiona 2a (0,5 mmol) e
benzenotiol 4a (0,5 mmol), utiizando DMSO como solvente e um sistema
catalitico constituido por Cul (10 mol%) e bipiridina (10 mol%). A reacgdo
ocorreu a uma temperatura de 100 °C e sob atmosfera de nitrogénio,

obtendo-se o0 respectivo produto 5a apés 24 h com rendimento de 58%

™ Heravi, M.M.; Mousavizadeh, F.; Ghobadi, N.; Tajpakhsh, M. Tetrahedron Lett. 2014, 55, 1226.
& Sing, K.N.; Kumari, K.; Raghuvanshi, D.S.; Jouikov, V. Tetrahedron Lett. 2012, 53, 1130.
"® D'Souza, D.M.; Muller, T.J. J. Chem. Soc. Rev. 2007, 36, 1095.
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(Tabela 1, linha 1).

Na sequéncia, foi verificada a influéncia da temperatura no sistema
reacional (Tabela 1, linhas 2-3). Nesse caso, foi observado que a utilizagao
de temperaturas mais elevadas favorecem a reacdo. Foram obtidos
rendimentos de 57 e 64% nas reacoes realizadas a uma temperatura de 110
e 120 °C, respectivamente, conforme descrito na literatura em reacdes
catalisadas por cobre.”’

Fixou-se a temperatura de 120 °C como mais adequada para o
processo reacional. Posteriormente, foi avaliado o uso de um pequeno
excesso do benzenotiol 4a (0,6 mmol) no meio reacional (Tabela 1, linha 4)
e apods 48 h, observou-se o total consumo dos materiais de partida, obtendo-
se o produto esperado com um rendimento de 82%.

Na etapa seguinte, apés fixar a temperatura ideal e a quantidade
necessaria de benzenotiol 4a, também foi avaliada a influéncia das
propor¢Bes do sistema catalitico. Inicialmente foi estudado um sistema
catalitico composto por Cul (5 mol%) e bipiridina (5 mol%) (Tabela 1, linha
5),onde foi observado um decréscimo no rendimento reacional. O respectivo
produto foi obtido com rendimento de 66%. Uma concentragcdo superior do
sistema catalitico no meio reacional também foi estudada, Cul (15 mol%) e
bipiridina (15 mol%). Entretanto, ndo foram observadas melhoras no
rendimento (Tabela 1, linha 6), ocorrendo um decréscimo para 49%.

A reacdo também foi estudada com relacdo ao uso de uma maior
quantidade de ligante quando comparado ao catalisador (Tabela 1, linha 7).
No entanto, observamos que ocorre um decréscimo no rendimento para
51%. Nesse caso, acredita-se que uma maior quantidade do ligante possa
estar complexando com o sal de cobre, deixando o sistema catalitico menos
disponivel para que ocorra a reacdo de adicdo do grupo organocalcogénio
ao nucleo pirazolinico.

Outra hip6tese avaliada, foi a possibilidade de se obter o produto
esperado sem o uso de ligante no meio reacional (Tabela 1, linha 8). Nesse
caso, foi observado que a formacdo do produto ocorre, entretanto o

rendimento obtido foi menor quando comparado a reacdo com adicdo do

" (a) Klapars, A.; Antilla, J.C.; Huang, X.; Buchwald, S.L. J. Am. Chem. Soc. 2001, 123, 7727. (b)
Buchwald, S.L.; Antilla, J.C.; Baskin, J.M.; Barder, T.E. J. Org. Chem. 2004, 69, 5578.
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ligante, 45% com tempo reacional de 48 h.

Tabela 1. Estudos de otimizagdo do processo reacional para a sintese de 4-

(ariltio)-1H-pirazadis.

SH 1 Catalisador

©/ “NH, M ©/ 2)Ligante @\ /?/
“Solvente; Np; A _N
. : b 9
# (mA;:oI) Caztrﬁ!i%m I(‘;?;gg Solvente/temp. Tegl];) ° R(eor/:)j'
1 0,5 Cul (20) Bipy (10) DMSO/100°C 24 58
2 0,5 Cul (20) Bipy (10) DMSO/110°C 24 57
3 0,5 Cul (20) Bipy (10) DMSO/120°C 24 64
4 0,6 Cul (20) Bipy (10) DMSO/120°C 48 82
5 0,6 Cul (5) Bipy (5) DMSO/120°C 48 66
6 0,6 Cul (15) Bipy (15) DMSO/120°C 48 49
7 0,6 Cul (10) Bipy (20) DMSO/120°C 48 51
8 0,6 Cul (10) - DMSO/120°C 48 45
Cu(OAc), _
9 0,6 Bipy (10) DMSO/120°C 48 -
(10)

10 0,6 CuCl (10) Bipy (10) DMSO/120°C 48 16
11 0,6 CuCl, (10) Bipy (10) DMS0/120°C 48 7

12 0,6 CuBr (10) Bipy (10) DMSO/120°C 48 56
13 0,6 CuOgps) (10)  Bipy (10) DMSO/120°C 48 9

14° 0,6 Cul (10) Bipy (10) DMSO/120°C 24 89
15¢ 0,6 Cul (20) Fen (10) DMSO/120°C 24 88
d TMEDA

16 0,6 Cul (10) DMSO/120°C 48 43

(10)

17¢ 0,6 Cul (210) Bipy (10) DMF/120°C 48 13
18° 0,6 Cul (10) Bipy (10) Tolueno/Refluxo 48 6

19° 0,6 Cul (210) Bipy (10) CH;CN/Refluxo 48 -

20° - Cul (210) Bipy (10) DMSO/120°C 48 79

® Reagbes foram realizadas utilizando-se fenilidrazina 1a (0,5 mmol), 2,4-pentanodiona 2a (0,5

mmol) e benzenotiol 4a em 1 mL de solvente sob atmosfera de nitrogénio.

® As reacdes foram acompanhadas por TLC até o total consumo dos materiais de partida.
Rendlmento dos produtos isolados.
4 Inicialmente o intermediario 3a (produto de condensacéo obtido entre 1la e 2a) foi sintetizado
(30 min) e posterior adicdo do benzenotiol 4a.

¢ Reacao utilizando 0,3 mmol de dissulfeto de difenila.
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ApOs analisar os resultados obtidos até o presente momento, foi
estabelecida a propor¢cdo de 10 mol% do sistema catalitico constituido por
Cul e bipiridina, respectivamente.

Na sequéncia, foi avaliada a eficiéncia de outros sais de cobre no
meio reacional, como acetato de cobre Il, cloreto de cobre I, cloreto de cobre
II, brometo de cobre e éxido de cobre nanoparticulado (Tabela 1, linhas 9-
10).

A partir destes estudos realizados, observou-se que nao houve a
formacado do produto esperado ou apenas a formacéo de tracos do produto
quando utilizadas espécies de cobre Il como catalisador, ou seja, quando
utilizado Cu(OAc), e CuCl;, (Tabela 1, linhas 9 e 11). Entretanto, resultados
mais satisfatorio também nao foram evidenciados quando utilizadas outras
espécies ativas de cobre I, tais como CuCl e CuOys) (Tabela 1, linhas 10 e
13) obtendo-se rendimentos de 16 e 9%, respectivamente. Apenas quando
utilizou-se CuBr (Tabela 1, linha 12) os resultados foram mais expressivos,
obtendo-se o produto com 56% de rendimento. No entanto, como ndo foram
obtidos resultados superiores aos evidenciados utilizando Cul, fixou-se o
mesmo como espécie catalitica.

Posteriormente, a sintese do pirazol de interesse foi avaliada em um
processo reacional one pot, em duas etapas. Para isto, reagiu-se
inicialmente a fenilidrazina 1la (0,5 mmol) com 2,4-pentanodiona 2a (0,5
mmol) em 1 mL de DMSO como solvente. A seguir, apés a formacao do
nucleo pirazolinico 3a a partir de uma reacao de ciclocondensacéo (30 min),
adicionou-se ao meio reacional o Cul (10 mol%) e a bipiridina (10 mol%)
formando o sistema catalitico, e a seguir adicionou-se o benzenotiol (0,6
mmol). Observou-se um decréscimo no tempo reacional e um significativo
acréscimo no rendimento da reacédo, onde apos 24 h o respectivo produto 5a
foi obtido com 89% de rendimento (Tabela 1, linhal4).

Desta forma, procurou-se estudar esta metodologia onde primeiro
ocorre a formacdo do nucleo pirazolinico 3a e posteriormente, a etapa de
adicdo do grupo organocalcogénio. Portanto, foi avaliada a utiilizacdo de
outros ligantes nitrogenados bidentados no meio reacional, tais como a 1,10-
fenantrolina (Fen) e tetrametiletilenodiamina (TMEDA). Observou-se a partir
destes ensaios, promissores resultados quando utilizada a 1,10-fenatrolina
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(10 mol%), obtendo-se um rendimento de 88% (Tabela 1, linha 15). Em
contrapartida, quando utilizou-se a tetrametiletilenodiamina (10 mol%) como
ligante (Tabela 1, linha 16), observamos um decréscimo significativo no
rendimento reacional para 43% e um aumento no tempo reacional para 48 h.

Considerando os rendimentos satisfatorios obtidos quando utilizados
os ligantes bipiridina e 1,10-fenantrolina de 89 e 88%, respectivamente,
concluiu-se que ndo ha diferenca significativa nos resultados obtidos, e
portanto os sistemas cataliticos constituido por Cu-Bipy e Cu-Fen sdo em
ambos os casos eficientes. No entanto, o sistema Cu-Bipy foi escolhido, em
funcdo de sua disponibilidade no laboratério, para dar continuidade ao
presente estudo.

A influéncia do solvente no processo reacional também foi avaliada
(Tabela 1, linhas 17 — 19). Assim, quando a dimetilformamida (DMF) foi
utilizada, a uma temperatura de 120 °C, foi obtido apenas 13% do produto
esperado apds 48 h de reacdo (Tabela 1, linha 17). Nesse caso, observou-
se grande quantidade do produto de condensacdo, o nucleo pirazolinico,
entretanto a etapa posterior de adicdo do grupo organocalcogénio na foi
obtida com sucesso.

Ao utilizar tolueno e acetonitrila como solvente e sob refluxo, (Tabela
1, linhas 18 e 19) ndo foi observada a formacdo de quantidades
significativas do produto esperado, apenas tracos do mesmo. Cabe-se
ressaltar que quando utilizado tolueno como solvente, observou-se que além
do nudcleo pirazolinico, restava também no meio reacional os respectivos
materiais de partida, fenilidrazina e 2,4-pentanodiona. Dessa forma, o
DMSO foi considerado como o melhor solvente para esta reacgao.

O uso de dissulfeto de difenila como fonte de organocalcogénio
também foi avaliada (Tabela 1, linha 20). Nesse caso, ndo observou-se
diferenca significativa no rendimento do produto, quando comparou-se a
reacdo one pot, em duas etapas, e multicomponente. Sendo assim, foi
observada a formacdo de 79% do produto de interesse apos 48 h, o que
mostra que dissulfetos de diarila também podem ser utilizados como fontes
de enxofre para obter o produto esperado, observando-se apenas um
aumento no tempo reacional.

Nesse sentido, em face do que foi exposto, a melhor condicdo
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reacional encontrada € a que envolve a reacdo da fenilidrazina 1a (0,5
mmol) com a 2,4-pentanodiona 2a (0,5 mmol) em 1 mL de DMSO para a
formacdo do nudcleo pirazolinico 3a a partir de uma reacdo de
ciclocondensacao, seguida da adicao ao meio reacional do sistema catalitico
constituido por Cul (10 mol%) e bipiridina (10 mol%) e do benzenotiol 4a. A
reacao ocorre a uma temperatura de 120 °C sob atmosfera de nitrogénio
Esquema 16.

/@ 1)Cu| 10mol% Q
0,
NH2 M / N Blpy 10mol% N
/
"DMSO-N, ) SH AN
2a 120 °C

5a
05 mmol) (0,5 mmol) 30 min
4a 89% - 24 h
(0,6 mmol)

Esquema 16

3.1.2. Estudo do escopo reacional para obtencdo dos 4-(ariltio)-1H-

pirazois

ApOs a determinacao das melhores condi¢des reacionais para sintese
desta classe de moléculas contendo o nucleo pirazolinico acoplado a um
grupo organico de enxofre, foi avaliado a abrangéncia desta nova
metodologia desenvolvida, utilizando arilidrazinas substituidas la-e, 1,3-
dicetonas simétricas e assimétricas 2a-d, bem como ariltidis substituidos 4a-
g. Os resultados obtidos encontram-se descritos na Tabela 2.

De acordo com os resultados obtidos, pode-se notar (Tabela 2, linhas 2
a 5) que quando foram utilizadas diferentes arilidrazinas substituidas 1b-e com
grupos doadores ou retiradores de elétrons, os tiopirazois correspondentes 5b-
e foram obtidos com rendimentos satisfatérios sem sofrer influéncia significativa
quanto ao grupo funcional ligado diretamente ao anel aromatico da respectiva
arilidrazina.

De maneira analoga, quando se reagiu a 3,5-heptanodiona 2b com
fenilidrazina 1a e posteriormente com o benzenotiol 4a, foi obtido o produto 5f
com um excelente rendimento de 85%, ocorrendo apenas um acréscimo no

tempo reacional para 32 h de reacdo (Tabela 2, linha 6). Este fato pode ser
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explicado em funcdo do impedimento estérico ocasionado pelo grupo etila (-
CH,CHs3) ao redor do anel pirazolinico, dificultando a aproximacdo do grupo

orgéanico de enxofre na etapa posterior.

Tabela 2. Variagdo dos substratos: arilidrazinas, 1,3-dicetonas e ariltidis.?

b
Tempo Produto Rend

# Arilidrazina 1,3-dicetona Ariltiol h) (%)

R 0O O SH Q
Nz LI @ 24 89
2a 4a ©\S

1a
H
N\NH e) [e) SH Q
S G ID.S U o RN o
1b 2a 4a ©\ %
H\NH O O SH /
3 2 M ©/ 22 @\ 84
1c 2a 4a
H
ot i o Q
4 26 \ 77
1d 2a 4a /
H
5 . © 24 75
1e 2a 4a
H‘NH b1 >
6 ©/ NG NP N ©/ 32 85
1a 2 4a
(e} (0]
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35
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56
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tragos

% Condicbes reacionais: arilidrazina 1a-e (0,5mmol), 1,3-dicetona 2a-d (0,5mmol), ariltiol 4a-g
(0,6mmol), Cul (10mol%), Bipy (10mol%) em DMSO (1 mL) a uma temperatura de 120 °C sob

atmosfera de nitrogénio.

® Rendimento dos produtos isolados.

A fim de avaliar a reatividade de compostos 1,3-dicarbonilicos nao

simétricos, utilizamos a 1-fenil-1,3-butanodiona 2c como substrato (Tabela 2,

linha 7). Nesse caso, observamos um decréscimo significativo no rendimento

reacional para 68% e um acréscimo no tempo reacional para 48 h, que pode
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também ser explicado em funcdo do impedimento estérico. Cabe ressaltar que
neste caso, de acordo com os dados espectrais obtidos, ndo foi observada a
formacdo de mistura dos possiveis regioisdbmeros do produto 5g, o que
comprova que a metodologia é seletiva.

A fim de avaliar a reatividade de compostos 1,3-dicarbonilicos
impedidos, reagiu-se a 2,2,6,6-tetrametil-3,5-heptanodiona 2d como material de
partida para a sintese do respectivo tiopirazol (Tabela 2, linha 8). Pode-se
observar neste experimento, que ndo houve a formacdo do produto de
interesse, 5h. Ocorreu apenas a formacgéo do produto de ciclocondensacédo do
composto 1,3-dicarbonilico com a fenilidrazina, resultando na formacdo do
nacleo pirazolinico, 3,5-di-terc-butil-1-fenil-1H-pirazol (3b), sem a adicdo do
organocalcogénio com um rendimento de 80% apds 48 h.

Com a finalidade de aumentar ainda mais o escopo reacional, foi
analisada a reatividade de diversos ariltiéis substituidos 4b-g com grupos
doadores e retiradores de elétrons em posicdes orto e para do anel aromatico
(Tabela 2, linhas 9-14).

Nesse contexto, quando foram utilizados o p-metilbenzenotiol e o p-
metdxibenzenotil como substrato, observou-se a formacdo dos respectivos
produtos 5i e 5k com rendimentos satisfatérios de 76 e 72%, respectivamente
(Tabela 2, linhas 9 e 11). Em contrapartida, quando foram utilizados grupos
retiradores de elétrons ligados ao anel aromético do organotiol, p-
fluorobenzenotiol e p-clorobenzenotiol, evidenciou-se um decréscimo
significativo no rendimento para 56 e 64%, respectivamente (Tabela 2, linhas
12 e 13). Isto pode ser explicado em fungcdo da diminuicdo da densidade
eletrdnica no atomo de calcogénio, o que possivelmente diminui a interacdo da
ligagdo Cu-S, formada a partir do intermediario ativo no ciclo catalitico.

Quando avaliado o efeito do substituinte na posi¢cédo orto em relacado ao
anel aromatico do organotiol, foi observado um decréscimo ainda mais
significativo. Nesse caso, quando foi utilizado o o-metilbenzenotiol como
material de partida (Tabela 2, linha 10) o produto correspondente foi obtido com
rendimento de 35%, enquanto que com o o-clorobenzenotiol (Tabela 2, linha
14) obteve-se apenas tracos do produto 5n.

Apos serem isolados, os tiopirazdis 5a-n obtidos foram identificados por

espectrometria de massas, andlise de ressonancia magnética nuclear de
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hidrogénio e carbono, comprovando as estruturas propostas. A titulo de
exemplo discutir-se-a a atribuicdo dos sinais nos espectros de RMN 'H e **C
para o composto 5a.

No espectro de RMN *H do composto 5a (Figura 23), pode-se observar
na regiao de 2,29 e 2,34 ppm, dois singletos referentes aos hidrogénios das
metilas ligadas diretamente ao nucleo pirazolinico, 0os quais apresentam
valores relativos as integrais somadas de 6H. Na regido compreendida de 7,08
— 7,04 ppm, observa-se um multipleto referente aos hidrogénios aroméaticos
ligados diretamente ao anel vizinho ao atomo de enxofre. JA na regido
compreendida entre 7,26 — 7,19 ppm, é possivel observar-se um multipleto
referente aos dois hidrogénios mais proximos ao atomo de enxofre. E por fim,
em uma regido mais desblindada, pode-se observar um multipleto na regido
compreendida de 7,49 — 7,37 ppm, referente aos 5 H aromaticos derivados da

fenilidrazina.

7
7
7
7
7
234
N 2.29
0.00

g

1 573 =
2317 &

T 300,
3.04%
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£ o
Figura 23. RMN de *H (200 MHz, CDCls): 3,5-dimetil-1-fenil-(4-feniltio)-1H-

pirazol 5a.
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No espectro de RMN *C do composto 5a (Figura 24), por sua vez,
observam-se os sinais referentes aos carbonos da molécula, totalizando 13
sinais, conforme o esperado. Em um deslocamento quimico de 153,10 ppm
encontra-se o sinal referente ao carbono iminico do nucleo pirazolinico. No
deslocamento quimico de 144,01 ppm encontra-se o sinal referente ao carbono
de posicdo cinco no anel pirazolinico, o qual esta ligado por uma ligacédo
simples a um atomo de nitrogénio. J& em um deslocamento quimico de 139,80
e 138,27 ppm, encontram-se 0s carbonos relativos aos carbonos do anel
aromatico ligados diretamente aos atomos de nitrogénio e enxofre,
respectivamente. Nos deslocamentos de 129,07; 128,82; 127,71; 125,46;
124,87 e 124,65 ppm podem-se observar os sinais referentes aos carbonos
presentes nos anéis aromaticos da molécula. O carbono de posi¢do quatro no
nacleo pirazolinico, o qual estd ligado diretamente ao atomo de enxofre,
encontra-se no deslocamento quimico de 106,18 ppm. J& em uma frequéncia
mais baixa, em 11,98 e 11,47 ppm, encontram-se os sinais relativos aos dois

carbonos das metilas.

153.10

106.18

77.00
- 11.98
L1147
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Figura 24. RMN de *3C (100 MHz, CDCls): 3,5-dimetil-1-fenil-(4-feniltio)-1H-

pirazol 5a.
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3.1.3. ReacbOes de otimizacdo para a obtencdo dos 4-(arilselenil)-1H-

pirazais.

Apébs a obtencdo dos 4-(ariltio)-1H-pirazois, a metodologia foi estendida
a outros substratos para a obtencdo dos 4-(arilselenil)-1H-pirazdis. Nesse
contexto, com o objetivo de se estabelecer a melhor condi¢ao reacional, uma
série de estudos foram realizados. Para isto, foi eleito como substrato reacional
a fenilidrazina 1a, a 2,4-pentanodiona 2a e o disseleneto de difenila 6a.

Considerando o trabalho descrito por Alves e colaboradores’®, reagiu-se
a fenilidrazina la (0,5 mmol) com a 2,4-pentanodiona 2a (0,5 mol) e o
disseleneto de difenila 6a (0,25 mmol) em 1 mL de DMSO usando o iodeto de
cobre (10 mol%) como catalisador, Esquema 17. A mistura reacional
permaneceu sob agitacdo constante a uma temperatura de 100 °C, e apés 24 h

foi obtido o respectivo produto 7a com 72% de rendimento.

. @)

N. o O Cul (10 mol%) N

NH, + + Se /© o 7

©/ M ©/ Se DMSO, 100 °C Se™\~N
24 h @

1a 2a 6a

Esquema 17

Posteriormente, novos estudos foram desenvolvidos com a intengédo de
se obter melhores resultados para a obtencdo dos 4-(arilselanil)-1H-pirazéis, e
neste caso, foram avaliadas a influéncia do uso de ligantes no meio reacional,
de outros solventes e de diferentes sais de cobre nos estados de oxidacgéo | e
[I, conforme resultados expressos na Tabela 3.

Bons resultados foram observados quando se utilizou a bipiridina como
ligante nitrogenado no meio reacional, elevando-se o rendimento do produto 7a
para 90% (Tabela 3, linha 2). Na sequéncia, foi avaliada a influéncia da
temperatura no meio reacional (Tabela 3, linhas 3-4). Entretanto, conforme o

esperado, com a reducéo da temperatura, houve um decréscimo no rendimento

8 Alves, D.; Lara, R.G.: Contreira, M.E.; Radatz, C.S.; Duarte, L.F.; Perin, G. Tetrahedron Lett.
2012, 53, 3364.
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do respectivo produto 7a, uma vez que reacdes multicomponentes sdo
facilitadas pelo uso de temperaturas elevadas.

Considerando as reacdes para a obtencdo dos 4-(ariltio)-1H-pirazois, a
qual é favorecida quando realizada em duas etapas, realizou-se um teste onde
inicialmente ocorre a formacgéo do nucleo pirazolinico a partir da reacao entre a
fenilidrazina la e a 2,4-pentanodiona 2a. Posteriormente é adicionado ao meio
reacional o sistema catalitico, constituido por iodeto de cobre e bipiridina (10
mol%), e o disseleneto de difenila 6a (Tabela 3, linha 5). Entretanto, resultados
mais significativos ndo foram observados, obtendo-se o respectivo produto 7a
com 87 % de rendimento. Dessa forma, fixou-se a rea¢cdo em uma sO etapa
como condicéo ideal.

O uso de diferentes propor¢cdes do sistema catalitico no meio reacional
também foi avaliado (Tabela 3, linhas 6-8). A reducdo da quantidade do
sistema catalitico para 5 mol% e o uso de um sistema constituido por 5 mol%
de Cul e 10 mol% de bipiridina n&o favoreceram a formagéo do produto 7a,
obtendo-se os rendimentos de 20 e 76 %, respectivamente. No entanto,
quando utilizado um sistema catalitico composto por 10 mol% de Cul e 20
mol% de bipiridina, o respectivo produto foi formado com 93 % de rendimento.
Como o rendimento obtido nédo difere significativamente ao obtido na linha 2 da
Tabela 3, fixou-se como quantidade ideal uma propor¢cdo de 10 mol% do
sistema catalitico, sal de cobre e ligante nitrogenado.

Na sequéncia foi avaliado o uso de outros solventes no meio reacional
(Tabela 3, linhas 9-11). No entanto, observou-se que a natureza do solvente
afeta diretamente a formacdo do produto de interesse, e que melhores
resultados ndo foram evidenciados quando usado glicerol, DMF ou tolueno
como solvente.

O uso de outros ligantes nitrogenados bidentados também foi estudado
(Tabela 3, 12-13), porém rendimentos menos satisfatorios foram obtidos

guando comparados ao uso da bipiridina como ligante.
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Tabela 3. Otimizacdo das condi¢cdes reacionais para a obtencdo dos 4-
arilseleno-1H-pirazéis.*

. @)

N 0 0 Catalisador - ligante N

NH2 + + Se /@ atall r-lig / \

©/ )J\/U\ ©/ Se Solvente, A °C Se™\ 2N
24 h
1a 2a 6 @

a 7a

#  Catalisador Ligante (mol%) Temperatura Solvente Rendimento

(mol%) (°C) (%)"

1 Cul (10) - 100 DMSO 72
2 Cul (10) Bipiridina (10) 100 DMSO 90

3 Cul (10) Bipiridina (10) 25 DMSO -
4 Cul (10) Bipiridina (10) 60 DMSO 60
5° Cul (10) Bipiridina (10) 100 DMSO 87
6 Cul (5) Bipiridina (5) 100 DMSO 20
7 Cul (5) Bipiridina (10) 100 DMSO 76
Cul (10) Bipiridina (20) 100 DMSO 93

Cul (10) Bipiridina (10) 100 DMF 50

10 Cul (210) Bipiridina (10) 100 Tolueno -
11 Cul (10) Bipiridina (10) 100 Glicerol 52
12 Cul (210) TMEDA (10) 100 DMSO 66
13 Cul (10) 1,10—fenantrolina (10) 100 DMSO 77
14 CuCl (10) Bipiridina (10) 100 DMSO 86
15  CuBr (10) Bipiridina (10) 100 DMSO 98
16 CuO NPs Bipiridina (10) 100 DMSO 69

(10)
17 Cu(OAc), Bipiridina (10) 100 DMSO 55
(10)

18°  CuBr (10) - 100 DMSO 43
19 CuBr (5) Bipiridina (10) 100 DMSO 75
20°  CuBr (10) Bipiridina (10) 100 DMSO 75

¥ As reacdes foram realizadas usando como substratos a fenilidrazina 1a (0,5 mmol), a 2,4-
pentanodiona 2a (0,5 mmol) e o disseleneto de difenila 6a (0,25 mmol) em 1 mL de solvente
sob atmosfera aberta, por no maximo 24 h. ®) Rendimento dos produtos isolados. ° Reacédo em
duas etapas. ) A reacdo foi acompanhada por 48 h. 9 A reacdo foi realizada sob atmosfera de
nitrogénio.
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O sistema reacional foi avaliado a partir do uso de diversos sais de cobre,
sendo estes CuCl, CuBr, CuOnps € Cu(OAC), (Tabela 3, linhas 14-17). A partir
dos resultados obtidos com o uso de espécies de cobre | e Il, pode-se perceber
que houve um acréscimo significativo no rendimento para 98 % quando usado
brometo de cobre (10 mol%) e bipiridina (10 mol%) (Tabela 3, linha 15) como
sistema catalitico. Isso pode ser explicado, possivelmente, em funcdo da maior
estabilidade do contraion do a&tomo de cobre, presente em solu¢do. Entretanto,
guando a reacdao foi realizada somente com CuBr (10 mol%), sem a adicdo de
ligante, o rendimento apresentou um decréscimo significativo para apenas 43%
(Tabela 3, linha 18) ap6s por 48 h de reacdo, uma vez que nao houve a
formacao do complexo catalitico ativo.

O uso de um sistema catalitico constituido por 5 mol% de CuBr e 10
mol% de bipiridina também foi avaliado, entretanto um decréscimo no
rendimento foi evidenciado (Tabela 3, linhal9), onde acredita-se que o excesso
de ligante comprometa a disponibilidade da formacdo da interacdo cobre -
calcogénio. Por fim, avaliou-se a reatividade do meio reacional em um sistema
fechado, sob atmosfera de nitrogénio (Tabela 3, linha 20). A partir deste
experimento, pode-se observar que h& um decréscimo significativo no
rendimento do produto 7a para 75 %, indicando que o0 oxigénio presente no ar
possa estar atuando no mecanismo de formacdo do respectivo produto,
favorecendo a oxidacdo do intermediario benzenosselenol, formado durante o
progresso da reacgao, a disseleneto de difenila.

Apos a realizacdo dos experimentos de otimizacgéao, fixou-se como melhor
condigcéo reacional a descrita na linha 15 da Tabela 3, onde ocorre a reacéo
entre a fenilidrazina 1a (0,5 mmol), a 2,4-pentanodiona 2a (0,5 mmol) e o
disseleneto de difenila 6a (0,25 mmol) em 1 mL de DMSO como solvente,
usando um sistema catalitico constituido por CuBr (10mol%) e bipiridina (10

mol%), Esquema 18.
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H @ 1) CuBr - 10mol% S:
e

N O O N
“NH, + + Se 2) Bpy - 10mol% 78
S
©/ PN ©/ DMSO, 100 °C PN
24 h

1a 2a 6a 7a (98%)
(0,5 mmol) (0,5 mmol) (0,25 mmol)
Esquema 18

3.1.4. Estudo do escopo reacional para obtencédo dos 4-(arilselanil)-1H-

pirazois

ApoGs a determinacdo da melhor condicdo reacional para a sintese dos
pirazois funcionalizados com um grupo organico de selénio, foi avaliada a
abrangéncia da metodologia utilizando-se de arilidrazinas substituidas la-f,
compostos 1,3-dicarbonilicos 2a-e, bem como disselenetos de diorganoila
substituidos 6a-g. Os resultados obtidos encontram-se descritos na Tabela 4.

Inicialmente, foi avaliada a reatividade de arilidrazinas substituidas 1a-f,
onde foi verificado que a reacdo se mostrou sensivel aos efeitos eletronicos
dos substituintes ligados diretamente ao anel aromatico da hidrazina (Tabela 4,
linhas 1-5). Pode-se citar como exemplo, o resultado obtido quando foi utilizada
a 2,4-difluorofenilidrazina 1e, contendo um grupo retirador de elétron ligado ao
anel aromatico. O respectivo produto,1-(2,4-difluorofenil)-3,5-dimetil-4-
(fenilselanil)-1H-pirazol 7e, foi obtido em rendimentos inferiores aos resultados
obtidos quando foram utilizadas arilidrazinas contendo grupos doadores de
elétrons ligados diretamente ao anel aromatico 1b-d (Tabela 4, linha 5 vs linhas
2-4). Resultados significativos também foram obtidos quando foi usada a
hidrazina mono-hidratada 1f como subtrato para a obtencdo do 3,5-dimetil-4-
(fenilselanil)-1H-pirazol 7f, obtendo-se o respectivo produto com um rendimento
de 85% (Tabela 4, Linha 6). A presenca de grupos retiradores de elétrons no
anel aromético da arilidrazina possibilita a diminuicdo da densidade eletrénica
nos atomos de nitrogénio, o que dificulta o atague aos compostos 1,3-
dicarbonilicos, dificultando a formacdo dos produtos de ciclocondensacéo.
Entretanto, ha presenca de grupos doadores de elétrons na arilidrazina,
favorecem o ataque aos compostos 1,3-dicarbonilicos, favorecendo a formacao
do produto de ciclocondensacéo.
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Tabela 4. Variacdo dos substratos: arilidrazinas, 1,3-dicetonas e disselenetos

de diarila. ®
— _ Disselenet T Rend’
#  Arilidrazina 1,3-dicetona I;is;ge;:()(l,)l;e e(r;:)po Produto gz;j
H‘NH i S @
e s e N S
2a ©\ ¢
1a 6a Se
7a
N o o @ ;7\
) NH, PPN Sese 24 N 70
> @\ | N
1b 6 se
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H‘NH 1 1 S /@ )
3 2 PN °sé 24 N 68
2a | N
1c 6a sé
7c
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1d 2a 6 Se
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“NH, Q Q @
5 /©/ PN ©/868e 48 N 42
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% Condic6es reacionais: arilidrazina la-e (0,5 mmol), 1,3-dicetona 2a-d (0,5 mmol), disseleneto
de diarila 6a-g (0,25 mmol), CuBr (10mol%), Bipiridina (10mol%) em DMSO (1 mL) a uma
temperatura de 100 °C.

® Rendimento dos produtos isolados.
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O uso de 1,3-dicetonas substituidas também foi avaliado (Tabela 4,
linhas 7 — 10). De acordo com os resultados obtidos, pode-se evidenciar que
guando se utilizou a 3,5-heptanodiona 2b e a 1-fenil-1,3-butanodiona 2e como
substrato, foi possivel obter os respectivos 4-(arilselanil)-1H-pirazéis 7g e 7]
com 78% e 75% de rendimento, respectivamente (Tabela 4, linhas 7 e 10).

O produto 7j obtido a partir do uso da 1-fenil-1,3-butanodiona como
substrato, ocorreu de maneira seletiva. Dessa forma, acredita-se que nesse
caso possa haver, no substrato 2e, um efeito de conjugacéo do anel aromatico
que auxilie na estabilidade do tautdmero endlico, contribuindo para o
favorecimento de uma ciclizagao regiosseletiva.

Compostos 1,3-dicarbonilicos estericamente impedidos também foram
avaliados como substrato para a obtencdo dos 4-(arilselanil)-1H-pirazdis.
Entretanto, quando utilizado a 2,2,6,6-tetrametil-3,5-heptanodiona 2c como
material de partida, pode-se evidenciar apenas a formacdo do nlcleo
pirazolinico como produto, o 3,5-di-terc-butil-1-fenil-1H-pirazol (3b), com 81%
de rendimento. Nesse sentido, € importante destacar que o produto de adicdo
7h, contendo um grupo organico de selénio, ndo foi obtido (Tabela 4, linha 8).
Em contrapartida, quando utilizada a B-dicetona 2d como substrato reacional,
pode-se observar a formacgédo de apenas tracos do respectivo produto 7i e um
baixo consumo dos materiais de partida 1a e 2d, mesmo apds 48 h reacionais
(Tabela 4, linha 9).

Na sequéncia, foi estudado o uso de disselenetos de diarila substituidos
6b-f com grupos doadores e retiradores de elétrons como substrato para a
obtencdo dos 4-(arilselanil)-1H-pirazdis (Tabela 4, linhas 11-15). De acordo
com o0s resultados obtidos experimentalmente, pode-se concluir que os
rendimentos dos respectivos produtos (7k-0) nao foram afetados
significativamente em funcdo do efeito eletrdnico causado pela presenca de
grupos doadores de elétrons 6b-d ou retiradores de elétrons 6e-f no anel
aromatico dos disselenetos de diarila estudados. No entanto, € valido ressaltar
gue maiores tempos reacionais foram necessarios quando utilizados os
substratos 6b e 6f, elevando o tempo reacional para 48 h.

O uso do disseleneto de dimesitila 6d como substrato, ocasionou um
leve decréscimo no rendimento do produto 7m quando comparado ao uso dos
demais disselenetos de diarila substituidos 6b-f, indicando que a metodologia
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usada apresenta uma pequena sensibilidade ao uso de disselenetos de diarila
estericamente impedidos (Tabela 4, linha 13).

Finalmente, a metodologia foi estendida para o uso do disseleneto de
dibutila 6g como substrato alquilico. Pode-se observar de acordo com os
resultados obtidos, que foi possivel a obtencdo do respectivo pirazol 7p com
rendimento de 70% (Tabela 4, linha 16).

Apbs a obtencdo dos respectivos selenopirazois 7a-p, 0s mesmos foram
identificados e caracterizados por espectroscopia de massas e analise de
ressonancia magnética nuclear de hidrogénio e carbono. A titulo de exemplo
discutir-se-4 a atribuicdo dos sinais nos espectros de RMN *H e **C para o
composto 7a.

No espectro de RMN *H do composto 7a (Figura 25), observam-se na
regido de 2,33 e 2,36 ppm, dois singletos referentes aos hidrogénios das
metilas ligadas diretamente ao nucleo pirazolinico, 0os quais apresentam
valores relativos as integrais de 3H cada. Na regidao compreendida de 7,46 —
7,44 ppm e 7,39 — 7,32 ppm encontram-se dois multipletos referentes aos
hidrogénios do anel aromatico da arilidrazina, enquanto que na regiao de 7,18
ppm tem-se um dupleto e na regido de 7,14 — 7,10 ppm tem-se um multipleto
referente aos hidrogénios aromaticos ligados diretamente ao anel vizinho ao

atomo de selénio.

S7



7

7

7

7

7

7

7

7

7

7

7

7
236
233

3.01
3.00/‘(

1 4.05
1055
4.00

| 1024

T T T T T T T T T T T T T T T T T T
10.0 9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0
1 (ppm)

Figura 25. RMN de *H (200 MHz, CDCls): 3,5-dimetil-1-fenil-(4-fenilselanil)-1H-
pirazol 7a.

No espectro de RMN **C do composto 7a (Figura 26), observam-se os
sinais referentes aos carbonos da molécula, totalizando 13 sinais, conforme o
esperado. Dessa forma, em um deslocamento quimico de 153,06 ppm
encontra-se o sinal referente ao carbono iminico presente no nucleo
pirazolinico. No deslocamento quimico de 143,86 ppm encontra-se o sinal do
carbono de posi¢cdo cinco no nucleo pirazolinico. Ja em um deslocamento
quimico de 139,66 e 132,79 ppm encontram-se 0s sinais dos carbonos do anel
aromatico ligados diretamente aos atomos de nitrogénio e selénio,
respectivamente. Nos deslocamentos de 128,98; 128,95; 128,12; 127,56;
125,58 e 124,53 ppm podem-se observar os sinais referentes aos carbonos
presentes nos anéis aromaticos da molécula. O sinal do carbono de posicéo
quatro do nucleo pirazolinico, ligado diretamente ao atomo de selénio,
encontra-se no deslocamento quimico de 102,42 ppm. Por fim, em uma
frequéncia mais baixa, em 12,82 e 12,32 ppm, encontram-se 0s sinais relativos

aos dois carbonos metilénicos.
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Figura 26. RMN de *C (75 MHz, CDCls): 3,5-dimetil-1-fenil-(4-fenilselanil)-1H-

pirazol 7a.
3.1.5. Mecanismo proposto para Sintese dos 4-arilcalcogeno-1H-pirazoéis

Considerando os resultados obtidos, e baseado em relatos recentes
descritos na literatura referente a formagédo de novas ligagGes carbono-
calcogénio catalisadas por cobre’ e na clivagem de ligagdo C-H*°, um
mecanismo plausivel para a formacédo dos 4-arilcalcogeno-1H-pirazéis 5a-m e

7a-p é proposto no Esquema 19.

7 (a) Beletskaya, I.P.; Ananikov, V.P. Chem. Rev. 2011, 111, 1596. (b) Ananikov, V.P.;
Zalesskiy, S.S.; Beletskaya, I.P. Curr. Org. Synth. 2011, 8, 2.

80 (a) Ricordi, V.G.; Thurow, S.; Penteado, F.; Schumacher, R.F.; Perin, G.; Lenarddo, E.J.;
Alves, D. Adv. Synth. Catal. 2015, 357, 933. (b) Iwasaki, M.; Kaneshika, W.; Tsuchiya, Y.;
Nakajima, K.; Nishihara, Y. J. Org. Chem. 2014, 79, 11330. (¢) Thurow, S.; Penteado, F.; Perin,
G.; Jacob, R.G.; Alves, D. Lenardéo, E. J.; Green Chem. 2014, 16, 3854.
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Esquema 19

Inicialmente, conforme descrito na literatura, ocorre a formacgédo do
nucleo pirazolinico®! a partir do ataque dos pares de elétrons do nitrogénio aos
carbonos da carbonila do composto 1,3-dicarbonilico, gerando um
intermediario, a 3,5-dihidréxipirazolidina. Na sequéncia, ocorre uma dupla
desidratacédo seguida de uma deslocalizacédo de elétrons formando o produto
final da ciclocondensacéo, o 1H-pirazol 3.

Uma segunda etapa do processo reacional se da a partir da interagédo
entre o sal de cobre e a bipiridina, formando o sistema catalitico CuX-bpy.
Posteriormente, ocorre a formacdo do intermediario tetracoordenado A, uma
espécie de Cu(lll), obtida da interacdo entre o sistema catalitico e a espécie
organica de calcogénio. Na sequéncia, o ndcleo pirazolinico 3, previamente
formado a partir da ciclocondensacdo entre a fenilidrazina e a 1,3-dicetona,

ataca o intermediario A dando origem ao intermediario B. Posteriormente,

8 (a) Singh, S.P.; Kumar, D.; Batra, H.; Naithani, R.; Rozas, I.; Elguero, J. Can. J. Chem. 2000,
78, 1109. (b) Fustero, S.; Sanchez-Rosello, M.; Barrio, P.; Simés-Fuentes, A. Chem. Rev. 2011,
111, 6984.
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ocorre uma etapa de eliminacdo redutiva, promovendo a constru¢cdo de uma
nova ligacao C — Y, gerando o intermediério pirazolinico C, e a forma¢édo de um
complexo anidnico D.

O complexo anidnico D abstrai um préton do intermediario C, liberando o
respectivo produto 5 ou 7 e a espécie reduzida de organocalcogénio,
benzenosselenol ou benzenotiol, respectivamente. O sistema catalitico CuX-
bpy é regenerado, retornando ao inicio do ciclo reacional. E valido ressaltar
ainda que, quando se utiliza uma espécie oxidada de calcogénio no meio
reacional, tal como disseleneto de difenila ou dissulfeto de difenila, pode
ocorrer uma etapa de oxidacdo das espécies reduzidas de benzenosselenol
e/ou benzenotiol, formadas no meio reacional, a partir da acdo do ar
atmosférico e do DMSO usado como solvente, formando as espécies de

dicalcogeneto de diorganoila.

3.2. Avaliagcdo do potencial farmacolégico dos 4-(arilcalcogenil)-1H-

pirazois

De acordo com dados presentes na literatura, sdo atribuidos aos
compostos organicos de selénio e de enxofre, bem como aos pirazdis,
diversas propiedades biologicas, dentre as quais se destacam a atividade
antinociceptiva, antioxidante, anti-inflamatéria, antimicrobiana e anti-
depressiva. Sendo assim, ap6s a obtencdo dos 4-(arilcalcogenil)-1H-
pirazois, o objetivo foi avaliar o potencial farmacoldgico destes compostos e
verificar se a unido destas classes de compostos, 0s organocalcogénios e
os pirazéis, altera estas propriedades farmacoldgicas.

Nesse contexto, os compostos 5a, 5k, 5m, 50, 7a, 7f, 7k e 7n foram
selecionados para avaliar seu possivel potencial antioxidante, os quais
apresentam atomos de selénio ou enxofre em sua estrutura. Para avaliar a
contribuicdo do grupo organocalcogénio presente no nucleo pirazolinico, foi
avaliada também o potencial farmacoldgico do pirazol 3a, o qual difere dos
demais compostos estudados apenas pela adicdo do grupo

organocalcogénio (Figura 27).
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Figura 27. Compostos pertencentes a classe dos 4-(arilcalcogenil)-1H-

pirazaois.

3.2.1. Avaliagcao do potencial antioxidante in vitro dos 4-(arilcalcogenil)-

1H-pirazois

Para avaliar o potencial antioxidante dos 4-(ariltio)-1H-pirazéis e dos
4-(arilselanil)-1H-pirazoéis, foram escolhidos nove compostos, 0s quais estao
descritos na Figura 27. Inicialmente foram realizados dois testes
espectrofotométricos, 0os quais estdo baseados na estabilizacdo de espécies
radicalares, 1,1-difenil-2-picril-hidrazil (DPPH) e acido 2,2’-azinobis-3-
etilbenzotiazolina-6-sulfénico (ABTS), uma vez que ambos o0s testes
apresentam ampla sensibilidade, sdo simples de serem realizados, rapidos e
reprodutiveis.

Nestes experimentos, 0os compostos sao adicionadas as solugdes
contendo as espécies radicalares. Quando se observa um potencial
antioxidante das moléculas, ocorre uma descoloracédo da solucdo etandlica
de coloracao violeta no ensaio de DPPH, e uma descoloracdo da solucédo
aquosa de coloracdo verde no ensaio ABTS. Nesse sentido, qualquer
alteracdo evidenciada nesses cromodgenos permite uma avaliagdo rapida e

eficiente da capacidade antioxidante de substancias puras ou néo isoladas.

62



Neste estudo, essas duas técnicas foram utilizadas para avaliar a
capacidade antioxidante dos 4-(arilcalcogenil)-1H-pirazéis. Posteriormente,
outros ensaios, também foram realizados a fim de explorar a possivel
capacidade antioxidante apresentada por esta classe de moléculas.

A capacidade antioxidante dos 4-(arilcalcogenil)-1H-pirazois foi
avaliada em diferentes concentracdes (1-500 uM) frente ao radical DPPH.
Os resultados obtidos evidenciaram uma possivel atividade antioxidante
para 0os compostos 5a, 7a e 3a (Figura 28). Entretanto, os demais
compostos testados 5k, 5m, 50, 7f, 7k, e 7n ndo apresentaram efeitos

significativos neste experimento, e seus resultados nao serédo apresentados.

% de Inibigao
% de Inibigao
% de Inibigao

100 500 100 500

Figura 28. Efeito dos compostos 5a, 7a e 3a na capacidade de neutralizacdo dos
radicais DPPH. Os dados séo apresentados como média + desvio padrdo, (n=3).
Os asteriscos representam efeitos significativos ** p < 0,01 e *** p < 0,001 quando
comparados com o grupo de controle, (one-way ANOVA seguido por teste de
Newman-Keuls de compara¢des multiplas).

A partir dos graficos apresentados na Figura 28, pode-se observar
que os compostos contendo atomos de enxofre (5a) e de selénio (7a)
apresentaram uma maior capacidade antioxidante quando comparados ao
nacleo pirazolinico (3a), sem a presenca de um grupo organocalcogénio na
molécula. Esse resultado torna-se um indicativo de que a adi¢do de grupos
organicos de enxofre e de selénio a molécula possam potencializar o efeito
antioxidante em diferentes substratos. A Inibicdo maxima (Imax) observada foi
de 25,54 =+ 2,15 uM, 28,44 + 1,31 uM e de 13,32 £ 1,26 pM para os
compostos 5a, 7a e 3a, respectivamente.

Para tentar evidenciar o possivel mecanismo de acdo antioxidante
dos 4-(arilcalcogenil)-1H-pirazdis, realizou-se o ensaio de neutralizacdo dos
radicais ABTS, uma vez que este apresenta um mecanismo de acéo
diferente do proposto para a neutralizagdo dos radicais DPPH. Neste caso,

seu mecanismo de acdo esta associado a capacidade de transferéncia de
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elétrons do substrato para o radical cation, visando conferir estabilidade ao
mesmo.%

Assim, as solucfes contendo os 4-(arilcalcogenil)-1H-pirazois foram
submetidas ao teste de neutralizacdo dos radicais ABTS em diferentes
concentracdes, as quais variaram de 10-500 pM. Entretanto, resultados
significativos foram evidenciados para os compostos 5a e 3a, 0s quais estéo

representados na Figura 29.
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Figura 29. Efeito dos compostos 5a e 3a na capacidade de neutralizacdo dos
radicais ABTS™. Os dados sdo apresentados como média + desvio padrdo, (n=3).
Os asteriscos representam efeitos significativos * p < 0,05, ** p < 0,01 e *** p <
0,001 quando comparados com o grupo de controle, (one-way ANOVA seguido por

teste de Newman-Keuls de comparagdes mdltiplas).

A partir dos dados expressos na Figura 29, pode-se evidenciar que a
capacidade em neutralizar os radicais sintéticos ABTS do composto 3a foi
superior ao composto 5a, contendo um grupo organico de enxofre. No entanto,
a diferenca entre os resultados obtidos para os compostos 5a e 3a nao foi
muito expressiva, onde a inibicdo maxima observada foi de 37,71 = 2,40 uM
para o composto 5a e de 44,92 + 1,14 uM para o composto 3a.

Diferentes estudos tém demonstrado que a capacidade de doar elétrons
de um substrato para outro em reacbes de oxirreducdo, podem estar
associados a capacidade antioxidante em organismos vivos. Nesse contexto,

% Re, R., Pellegrini, N., Proteggente, A., Pannala, A., Yang, M., Rice-Evans, C., Free Radical
Biol. Med. 1999, 26, 1231.
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os antioxidantes podem ser explicados como espécies redutoras na qual um
substrato é reduzido em detrimento da oxidac&o de outro.®

Considerando-se os resultados apresentados até o presente momento, e
para tentar avaliar o possivel mecanismo de acdo antioxidante, realizou-se
outro experimento, o qual buscou evidenciar a capacidade de reduzir o ion
férrico presente em solucdo, conforme resultados apresentados na sequéncia.
Assim, a capacidade de doacao de elétrons dos 4-(arilcalcogenil)-1H-pirazois
foi avaliada a partir do experimento do potencial redutor do fon férrico (Fe®*)
(FRAP) a fon ferroso (Fe®"). Este experimento esta associado ao mecanismo
de doacdo de elétrons e estima a capacidade dos compostos com acdo
antioxidante em reduzir o complexo de ferro Ill (férrico tripiridiltriazina — Fe®")
presente em solucdo ao complexo de ferro Il (ferroso tripiridiltriazina — Fe**) em
pH 3,6.34

Neste experimento, o complexo de Fe?" formado em solucdo, na
presenca de compostos com acao antioxidante, apresenta coloracdo azul
intensa. Isso permite 0 monitoramento da atividade redutora da amostra a partir
da leitura da absorbancia da solucéo final. Dessa forma, foram avaliadas neste
experimento diferentes concentracdes dos 5a, 5k, 5m, 50, 7a, 7f, 7k, 7n e 3a
as quais variaram entre 10 e 500 uM, e os resultados obtidos encontram-se
descritos na Tabela 5.

De acordo com os dados expressos na Tabela 5, foi observado que a
adicao do grupo organico de enxofre (5a, 5k e 5m) ou de selénio (7a, 7k e 7n)
potencializa a acdo antioxidante quando comparados aos resultados obtidos
para o composto 3a. A acdo antioxidante é medida de acordo com a
concentracédo do complexo de ferro Il formada em solugéo, o que promove uma
alteracdo da absorbancia para os compostos com efeito antioxidante. Os
resultados evidenciam a capacidade de transferéncia de elétrons dos 4-
(arilcalcogenil)-1H-pirazbis presentes em solugdo, mostrando que seu
mecanismo de acdo esta possivelmente baseado na estabilizagdo por

transferéncia de elétrons.

8 (a) Siddhuraju, P., Nithiyanantham, S., Francis, G. Ind. Crops Prod. 2013, 43, 261. (b)
Arabshahi-Delouee, S.; Urooj, A. Food Chem. 2007, 52, 524. (c) Giilgin, I., Elmastas, M., Aboul-
Enein, H.Y. Arabian J. Chem. 2010, 5, 489.

8 Gilcin, 1. Arch Toxicol. 2012, 86, 345.
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Dessa forma, pode-se evidenciar a acdo antioxidante dos compostos
testados, a partir dos resultados obtidos no ensaio do potencial redutor
antioxidante dos fons Fe**, uma vez que em ambos os casos houve uma
reducdo significativa, embora em proporcdes diferentes, dos ions férrico a
ferroso, diminuindo a formacdo de espécies reativas, em um mecanismo de
acdo semelhante a reacdo de Haber-Weiss.®> Em alguns casos, solucdes
contendo 0os compostos com concentracdo de 500 pM apresentaram-se com
uma coloracdo azul intensa porém turva, impossibilitando a leitura do
experimento.

A capacidade antioxidante dos 4-(arilcalcogenil)-1H-pirazéis também foi
avaliada frente aos ensaios de avaliacdo do potencial quelante ao ion ferroso e
da atividade da superoxido dismutase (SOD-like) in vitro. Entretanto, resultados
significativos ndo foram obtidos e seus resultados ndo serédo apresentados.

Na sequéncia, 0s compostos pertencentes a classe dos 4-
(arilcalcogenil)-1H-piraz6is também foram analisados no ensaio de
neutralizacdo dos radicais 6xido nitrico. Esses radicais (*NO) desempenham
importantes papéis em diferentes sistemas bioldgicos, e sua formacdo se da
em funcdo da acdo da enzima Oxido nitrico sintase sobre o substrato L-
arginina. Entretanto, a producdo em excesso destes radicais pode desencadear
um desequilibrio entre a producdo de espécies reativas e 0s sistemas de
defesas antioxidantes, o que pode vir a provocar danos em biomoléculas como
o DNA e proteinas, por exemplo.®

A producdo em excesso de radical oxido nitrico pode promover a
formacado de outro intermediério instavel, com propriedades semelhantes as do
radical hidroxil, o peréxido de nitrito (ONOQ") a partir da combinagao do *NO
com O;". Dessa forma, o desenvolvimento de novas substancias capazes de
neutralizar o radical oxido nitrico se faz muito relevante. Assim, foi avaliado
neste trabalho, a capacidade de neutralizagdo dessas espécies radicalares a
partir de solugdes contendo os 4-arilcalcogeno-1H-pirazdis em diferentes
concentracdes (10-500 uM), onde os resultados obtidos encontram-se descritos

nas Tabelas 6 e 7.

% Niki, E. Free Radical Biol. Med. 2009, 47, 469.
86 Ramachandran, E.; Thomas, S.P.; Poornima, P.; Kalaivani, P.; Prabhakaran, R.; Padma,
V.V.; Natarajan, K. E. J. Med. Chem. 2012, 50, 405.
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Tabela 5. Efeito dos compostos 4-(arilcalcogenil)-1H-pirazéis no ensaio FRAP.?

Compostos

5 5.5 o0 5.0 0D

n 3a

(UM)

Controle 0,109 +0,011  0,085+0,012 0,085+0,012 0,111+0,012 0,096 +0,012  0,074+0,029 0,096 + 0,011
10 0,123+0,035 0,111+0,011 0,094+0,011 0,120+0,024 0,111+0,011 0,089 +0,013 0,111 + 0,012
50 0,128 £0,013 0,298 +0,017° 0,210+0,027" 0,265+0,045" 0,290+ 0,017 0,233+0,040" 0,290 + 0,017

100 0,180+ 0,007 0,466 +0,038" 0,435+0,012" 0,428 +0,050 0,466 + 0,038" 0,337 £0,036" 0,402 + 0,007~
500 0,285+ 0,023™ - - - - - -

¥ Os dados sdo apresentados como média + desvio padrdo, (n=4). Os asteriscos representam efeitos significativos ** p < 0,01 e ** p < 0,001 quando
comparados com o grupo de controle (one-way ANOVA seguido por teste de Newman-Keuls de comparacdes multiplas).
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De acordo com os resultados expressos nas Tabelas 6 e 7, no que se
refere 0 ensaio de neutralizacdo do 6xido nitrico, pode-se perceber que ha um
decréscimo dos valores de absorbancia, quando comparado o grupo controle e
os diferentes compostos, 0 que sugere a nheutralizacdo destes radicais
presentes em solugéo.

Pode-se inferir ainda que os 4-(arilselanil)-1H-pirazéis (Tabela 7)
apresentaram um efeito superior aos 4-(ariltio)-1H-pirazois (Tabela 6), uma vez
que estes compostos apresentaram menores valores de absorbéancia,
sugerindo que uma maior quantidade de espécies radicalares foi neutralizada.
Cabe-se destacar também que neste experimento, o intermediario pirazolinico
3a ndo apresentou resultados significativos, ndo sendo capaz de neutralizar o
radical Oxido nitrico, e por isso os dados deste experimento ndo foram
apresentados neste documento. Nesse contexto, podemos atribuir a atividade
apresentada pelos 4-(arilcalcogenil)-1H-piraz6is, neste experimento, a
presenca do grupo organico de enxofre ou selénio.

Os resultados significativos foram obtidos para os compostos 5a, 5m e
7a, a partir da concentracdo de 50 upM, enquanto que para os demais
compostos testados, foram observados efeito a partir da concentracdo de 100
HM.

Tabela 6. Efeito dos 4-(ariltio)-1H-pirazéis no ensaio de neutralizacdo dos

radicais 6xido nitrico.?

Compostos

() & v ~ o}

5a

o
PR
N JZT
P4

Controle 0,497 + 0,026 0,497 + 0,026 0,497 + 0,026 0,497 + 0,026
10 0,482 + 0,024 0,494 + 0,016 0,492 + 0,015 0,485 + 0,008
50 0,460 + 0,018 0,465 + 0,012 0,383+ 0,019 0,403 + 0,022
100 0,327 £0,013™ 0,347 +0,022™ 0,355+ 0,014~ 0,340+ 0,025

500 0,232+0,019” 0,273+0,024~  0,289+0,016" 0,286 + 0,014

¥ Os dados s&o apresentados como média + desvio padréo, (n=5). Os asteriscos representam
efeitos significativos ** p < 0,01 e *** p < 0,001 quando comparados com o grupo de controle
(C), (one-way ANOVA seguido por teste de Newman-Keuls de compara¢cdes multiplas).
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Tabela 7. Efeito dos 4-(arilselanil)-1H-pirazéis no ensaio de neutralizagdo dos

radicais 6xido nitrico.?

Compostos

H
N\

" O y O o
S

7n

|,
Se
7a

Controle 0,429 + 0,032 0,429 + 0,032 0,429 + 0,032 0,429 + 0,032
10 0,404 + 0,025 0,415 + 0,019 0,428 + 0,022 0,433 + 0,019
50 0,337 £ 0,018 0,367 + 0,018 0,373 £ 0,017 0,387 + 0,013
100 0,284 +0,025° 0,292 +0,014"  0,293+0,014~  0,319+0,018™

500 0,192+0,020° 0,189 0,017 0,217 +0,018" 0,210+ 0,018™

¥ Os dados s&o apresentados como média + desvio padréo, (n=5). Os asteriscos representam
efeitos significativos ** p < 0,01 e *** p < 0,001 quando comparados com o grupo de controle
(C), (one-way ANOVA seguido por teste de Newman-Keuls de comparag8es mdltiplas).

Os 4-(arilcalcogenil)-1H-pirazéis e o intermediario pirazolinico 3a
também foram submetidos ao ensaio que avalia a capacidade de neutralizac&o
dos radicais hidroxila presentes em solu¢do, sendo esta uma das espécies
radicalares mais reativas de oxigénio, a qual pode ocasionar diversos danos
celulares.®” Entretanto, nenhuma amostra testada apresentou efeito
significativo neste experimento, ndo sendo capaz portanto de neutralizar os
radicais hidroxila presentes em solucéo.

A capacidade de diminuir a peroxidacao lipidica é também considerada
uma potente atividade antioxidante, uma vez que reacdes de oxidacdo podem
promover a oxidacdo de lipidios de membrana, ocasionando uma diminuigdo
da fluidez de membrana, bem como ocasionar a inativagdo de receptores, de
enzimas e também de canais i6nicos.®

Para verificar a capacidade antioxidante dos 4-(arilcalcogenil)-1H-
pirazois e do intermediario pirazolinico 3a em prevenir a peroxidacao lipidica,
foram realizados experimentos utilizando-se de um sistema constituido por uma

emulsdo de acido linoleico, como substrato, e diferentes solu¢cdes com

8 (a) Niki, E. Free Radical Biol. Med. 2010, 49, 503. (b) Fan, M.; Goodwin, M.E.; Birrer, M.J.;
Chambers, T.C. Cancer Res. 2001, 61, 4450.
8 Halliwell, B., Murcia, M.A., Chirico, S., Aruoma, O.l. Crit. Rev. Food Sci. Nutr. 1995, 35, 7.

69



concentracbes que variaram entre 1 a 500 pM dos diversos compostos
testados. Os resultados obtidos encontram-se descritos nas Figuras 30 e 31.
De acordo com os resultados descritos na Figura 30, pode-se observar
que todos os compostos testados 5a, 5k, 5m e 50 apresentaram capacidade
em diminuir a peroxidacao lipidica induzida por NPS em um sistema contendo
emulsdo de 4&cido linoleico, bem como o intermediario pirazolinico 3a.
Entretanto, cabe-se destacar que o composto 50, derivado da hidrazina
hidratada contendo um grupo organico de enxofre, apresentou uma inibicdo
maxima de 83,08% enquanto que o composto 3a apresentou uma inibicdo
méaxima de 68,94%, o que indica que a adicdo do grupo organocalcogénio,
pode ser responsavel por potencializar o efeito observado, neste caso.
Resultados semelhantes de inibicdo maxima ao composto 3a foi observado
para o composto 5a, 0 qual apresentou uma inibicdo maxima de 67,97%. Os
demais compostos testados, 5k e 5m, apresentaram valores de Imax menores,
quando comparados ao nucleo pirazolinico 3a, 30,59 e 41,39%,
respectivamente. Cabe salientar ainda que o0s compostos 5a e 50
apresentaram um ICso de 196 + 6,81 uM e 40,62 + 15,83 uM respectivamente,

enguanto que o composto 3a apresentou ICso de 103 + 5,0 uM.
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Figura 30. Efeito dos compostos 5a, 5k, 5m, 50 e 3a frente ao ensaio de peroxidacao
lipidica. Os resultados séo apresentados como média + desvio padrdo. Os
experimentos foram realizados em duplicata (n = 4), e a peroxidagdo lipidica foi
induzida por NPS. Os asteriscos representam efeitos significativos ** p < 0,01 e *** p <
0,001 quando comparados com o grupo de controle, (one-way ANOVA seguido por

teste de Newman-Keuls de comparacdes mdultiplas).

Quando avaliada a capacidade em reduzir a peroxidacdo lipidica
induzida por NPS num sistema constituido por uma emuls&o de acido linoleico,
usando como tratamento solugdes dos 4-arilseleno-1H-pirazois 7a, 7f, 7k e 7n
(Figura 31), 6timos resultados foram obtidos. Nesse caso, todos 0s compostos
testados apresentaram uma inibicdo maxima superior qguando comparados ao
nacleo pirazolinico 3a, sem a adicdo do grupo organico de selénio, onde os
valores de Ilnhax observados foram de 86,87%, 90,52%, 92,25% e 82,22%,
respectivamente, enquanto que para o composto 3a a Inhsx observada foi de
apenas 68,94%.

Quando considerado os valores de ICso, observa-se que os tratamentos
realizados com os compostos 7a, 7f, 7k e 7n, apresentaram efeitos mais
potentes quando comparados ao composto 3a. Nesse sentido, os valores de
ICs5p obtidos foram de 46,62 + 2,21 uM, 32,6 + 1,54 uM, 8,0 + 1,21 uM e 19,30 +

17,0 uM, respectivamente.
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Nesse sentido, de acordo com os resultados obtidos para o grupo dos 4-
arilseleno-1H-pirazéis, evidencia-se que a adi¢cdo do grupo organico de selénio
foi capaz de potencializar a capacidade dos substratos, arilpirazois, em diminuir
a peroxidacéo lipidica em um modelo in vitro. Nesse sentido, este resultado nos

motiva a continuar os estudos para avaliar o potencial biolégico desta classe de

moléculas.
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Figura 31. Efeito dos compostos 7a, 7f, 7k, 7n e 3a frente ao ensaio de peroxidacao
lipidica. Os resultados sdo apresentados como média + desvio padrdo. Os
experimentos foram realizados em duplicata (n = 4), e a peroxidacao lipidica foi
induzida por NPS. Os asteriscos representam efeitos significativos ** p < 0,01 e *** p <
0,001 quando comparados com o grupo de controle, (one-way ANOVA seguido por
teste de Newman-Keuls de comparagdes mdultiplas).

3.2.2. Avaliacdo do potencial toxicolégico dos 4-arilcalcogeno-1H-

pirazois

Para avaliar o efeito toxicoldgico dos compostos pertencentes a classe
dos pirazéis, elegeu-se trés compostos, o 3,5-dimetil-1-fenil-(4-feniltio)-1H-
pirazol 5a, o 3,5-dimetil-1-fenil-(4-fenilselanil)-1H-pirazol 7a e o 3,5-dimetil-1-
fenil-1H-pirazol 3a. Os compostos selecionados para a realizacdo dos ensaios

toxicolégicos foram reduzidos em numero, quando comparado aos
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experimentos in vitro, em funcéo dos resultados obtidos nestes experimentos
bem como em razdo do numero de animais necessarios para desenvolver o
experimento, conforme projeto aprovado (CEEA 1904-2016). Nesse sentido, as

estruturas quimicas dos compostos analisados encontram-se descritos na

S e

3a

Figura 32.

Figura 32. Compostos utilizados para realizacdo dos experimentos ex Vvivo.

Para avaliar o potencial toxicologico dos 4-(arilcalcogenil)-1H-pirazéis foi
realizado um experimento onde foram separados 20 animais, camundongos
machos Swiss, os quais foram divididos em 4 grupos, contendo cinco animais
cada. Na sequéncia, procedeu-se a administracéo oral dos compostos 3a, 5a e
7a na dose de 300 mg/Kg em camundongos, além do grupo controle, o qual
recebeu apenas 6leo de canola. Apos 72 horas, os animais foram eutanasiados
e tiveram suas estruturas (cérebro, figado, rim e sangue) removidas para
posterior analise.

De acordo com a observacao experimental, pode-se evidenciar que uma
Gnica dose administrada dos respectivos tratamentos (300 mg/Kg) néo levou a
morte de nenhum animal e nem causou alteragdes significativas no peso,

consumo de comida ou de agua dos mesmos (Tabela 8).

Tabela 8. Efeito dos compostos 5a, 7a e 3a no ganho de peso de

camundongos.

Grupo Ganho de peso (g) Consumo de comida (g) Consumo de agua (mL)

Controle 0,80 + 0,837 1,44 3,20
5a 1,40 + 0,548 1,60 5,60
7a 1,00 + 0,738 1,36 4,00
3a 1,00 +£ 0,989 1,76 5,60

Os resultados sdo expressos por animal, considerando grupos de cinco animais cada. O ganho
de peso foi expresso segundo a média + D.P. de 5 animais por grupo.
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Considerando-se os resultados obtidos a partir de ensaios bioquimicos
realizados com Kits comerciais (Labtest Diagnostica), pode-se observar que a
atividade plasmatica das enzimas AST e ALT e os niveis de ureia e creatinina
permaneceram inalterados, quando comparados com o0 grupo controle, apos o
tratamento com os compostos 5a, 7a e 3a (Tabela 9). Além disso, nao foi
constatada alteracbes na atividade renal, hepética e cerebral quando
considerada a atividade da enzima ®-Aminolevulinato Desidratase (8-ALA-D)
nos animais que receberam o tratamento com os compostos 5a, 7a e 3a,

guando comparados ao grupo controle (Tabela 10).

Tabela 9. Efeito dos compostos 5a, 7a e 3a nas atividades das enzimas AST,
ALT e nos niveis de ureia e creatinina em camundongos.

Grupo AST (U/L) ALT (U/L) Ureia (mg/dL) Creatinina (mg/dL)
Controle 37,71+ 4,76 43,65 + 1,99 97,55+ 11,11 1,37 +£0,33
5a 40,16 + 1,38 45,99 + 0,99 109,30 + 7,92 1,30+ 0,25
7a 40,76 £ 2,94 42,77 £ 2,39 114,30 + 6,50 1,53 +0,09
3a 44,35 + 4,59 46,88 + 4,99 117,40 = 7,99 1,59+£0,17

Os dados sao apresentados como média + D.P. considerando grupos de 5 animais cada. Os
resultados sdo expressos em comparacdo ao grupo controle, sem tratamento, (one-way
ANOVA seguido por teste de Newman-Keuls de comparag¢édo mdltiplas).

A enzima 6-ALA-D apresenta uma elevada sensibilidade a agentes com
capacidade oxidante e ao estresse oxidativo.®® Dessa forma, ensaios que
avaliam a inativacdo desta enzima também podem ser utlizados como
indicativo de toxicidade de substancias testadas. A enzima &-ALA-D apresenta
propriedades importantes, sendo esta a responsavel pela condensacdo de
duas moléculas de acido &-aminolevulinico (ALA), formando um precursor do
grupo heme, o porfobilinogénio (PBG).® Dessa forma, a inibicdo da enzima &-
ALA-D pode inibir a biossintese do grupo heme, afetando o metabolismo de
transporte de oxigénio, podendo desencadear uma acdo pré-oxidante.
Entretanto, de acordo com os resultados obtidos, podemos verificar que ambos
os tratamentos, 5a, 7a e 3a, ndo apresentaram alteragfes quando comparados

ao grupo controle na atividade da enzima 6-ALA-D, o0 que sugere, juntamente

% prauchner, C.A.; Prestes, A.; Rocha, J. B. Patholl. Res. Pract. 2011, 207, 554.
% Rocha, J.T.; Saraiva, R.A.; Garcia, S.C.; Gravina, F.S.; Nogueira, C.W. Toxicol. Res. 2012, 1,
85.
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com 0s outros parametros bioquimicos ja apresentados, de que 0os compostos

pertencentes a classe dos 4-(arilcalcogenil)-1H-pirazéis ndo séo téxicos.

Tabela 10. Efeito dos compostos 3a, 5a e 7a na atividade da enzima 6-ALA-D
em camundongos.

5-ALA-D
Grupo :
Figado Rim Cérebro
Controle 16,10 + 1,50 1,34+0,34 1,32+0,24
5a 15,33+ 0,77 1,67 +0,28 1,34+0,18
7a 15,50 + 0,47 1,70+0,11 1,30+0,25
3a 14,97 + 0,64 1,75+0,21 1,43+0,14

A atividade da enzima 0-ALA-D foi expressa em nmol PBG/mg Ptn/hora, e os
resultados sao apresentados como média + D.P. Considerando grupos de 5 animais
cada em comparagdo ao grupo controle, sem tratamento, (one-way ANOVA seguido
por teste de Newman-Keuls de comparagédo multiplas).

Os tecidos (figado, rim e cérebro) removidos dos animais apés o
tratamento com os compostos 5a, 7a e 3a (300 mg/Kg), foram utilizados para
mensurar a capacidade dos compostos em inibir a peroxidacao lipidica a partir
da formacao de malondialdeidos (MDA), em reac6es que consideram espécies
reativas ao acido tiobarbiturico.

Para realizacdo dos experimentos, foram escolhidas as estruturas
cérebro, figado e rim de camundongos, 0s quais desempenham importantes
funcdes bioldgicas. Nesse sentido, o cérebro, rico em lipideos € responsavel
pelo desenvolvimento de fungbes sofisticadas dos organismos. Ja o figado é
responsavel pelo metabolismo do colesterol, enquanto que o rim é responsavel
por excretar substancias toxicas que sao formadas ou que estdo presentes no
organismo animal.

Os resultados obtidos a partir da realizacdo do ensaio de determinacao
de espécies reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS) podem ser visualizados
na Tabela 11, onde se pode observar que os tratamentos realizados com os
compostos 5a e 7a, contendo um grupo organocalcogénio em sua estrutura,
nao foram capazes de diminuir a peroxidacao lipidica quando comparados ao
grupo controle em todos os tecidos avaliados. Entretanto, o composto 3a

apresentou efeito significativo na reducao da peroxidacgéo lipidica no cérebro e
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no figado de camundongos, no entanto o mesmo efeito ndo foi observado

guando considerado o rim destes animais.

Tabela 11. Efeito dos compostos 5a, 7a e 3a no ensaio TBARS no figado, rim e
cérebro de camundongos.

TBARS
Grupo :
Figado Rim Cérebro
Controle 772,70 + 39,79 375,60 + 53,32 85,47 + 7,13
5a 781,51 + 48,82 292,12 + 59,81 73,91 + 8,80
7a 740,32 + 39,17 323,01 + 54,20 84,76 + 9,44
3a 559, 12 + 39,56 333,28 + 50,17 66,72 + 9,50

Os resultados estao expressos como nmol de malondialdeido (MDA) / g de tecido. Os
asteriscos representam o efeito significativo ** p < 0,01 e ** p < 0,001 quando
comparado com o grupo de controle, sem tratamento, (one-way ANOVA seguido por
teste de Newman-Keuls de comparages multiplas).

De acordo com os resultados obtidos, podemos concluir que n&o houve
protecdo dos tecidos, aos danos oxidativos a que foram expostos, quando 0s
animais foram tratados com os compostos 5a, 7a o que difere dos resultados
obtidos quando avaliada a atividade antioxidante em ensaios in vitro.
Entretanto, um fator positivo verificado € que em nenhum dos experimentos
realizados com os diferentes tecidos, houve uma indu¢cdo maior da peroxidacao
lipidica quando comparada ao grupo controle, indicando que 0s compostos
possivelmente ndo apresentem uma acéao pro-oxidante.

De maneira geral, podemos evidenciar a partir dos experimentos
realizados, que os compostos ndo apresentam toxicidade quando comparados
ao grupo controle, considerando o ensaio de toxicidade aguda, o que
impulsiona a continuacdo da investigacdo de possiveis propriedades biologicas
destes compostos. Da mesma forma, também verificamos que as amostras
testadas nao apresentam efeito pré-oxidante, no entanto para que se possa
avaliar a real capacidade de protecao/oxidagcdo de ambos 0s compostos

testados, outros experimentos complementares devem ser realizados.
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3.2.3. Avaliacdo do potencial antinociceptivo e anti-inflamatério dos 4-

arilcalcogeno-1H-pirazéis

Para realizagdo dos experimentos in vivo, oS quais buscaram avaliar o
possivel potencial antinociceptivo e anti-inflamatério dos 4-(arilcalcogenil)-1H-
pirazois, elegeu-se como substrato de teste o composto 3,5-dimetil-1-fenil-(4-
feniltio)-1H-pirazol 5a e o 3,5-dimetil-1-fenil-(4-fenilselanil)-1H-pirazol 7a. No
entanto, para comparar 0s resultados obtidos, realizou-se também o
experimento com o 3,5-dimetil-1-fenil-1H-pirazol 3a, para avaliar a possivel
contribuicho do grupo organico de enxofre ou de selénio no potencial
antinociceptivo ou anti-inflamatorio destes substratos. Durante a realiza¢do dos
experimentos, o Celecoxib 11, o qual apresenta um nucleo pirazolinico em sua
estrutura, foi usado como farmaco de referéncia.

Inicialmente, foi realizado o teste da formalina, o qual se utiliza de um
modelo de nocicepcdo que permite avaliar duas formas distintas de
nocicepcao, a de origem neurogénica, a qual envolve a estimulacao direta das
fibras nociceptivas, e a de origem inflamatoéria, a qual é caracterizada pela
liberacdo de mediadores inflamatérios. Nesse contexto, apés 30 min da
administracdo dos compostos 3a, 5a e 7a, injetou-se na pata esquerda 20 pL
de formalina e 20 pL de salina na pata direita. Os animais foram observados,
inicialmente, por um periodo de 5 min, onde de acordo com os resultados
obtidos (Figura 33) podemos evidenciar que ambos 0s compostos testados, 5a,
7a e 3a apresentaram um potencial antinociceptivo quando comparados ao
respectivo grupo controle. E importante destacar também que quando
considerados os tratamentos com 0s substratos contendo um grupo organico
de enxofre 5a ou de selénio 7a, na dose de 10 mg/Kg, sdo obtidos resultados
semelhantes ao tratamento realizado com um farmaco de referéncia, o
celecoxib 11 (10 mg/Kg).

Ainda considerando os resultados obtidos, podemos concluir que a
presenca de um grupo organocalcogénio potencializa o efeito antinociceptivo
quando avaliados os tratamentos 5a e 7a em relacdo ao 3a, o qual é
constituido apenas pelo nucleo pirazolinico, indicando que ha uma contribuicéo
significativa do grupo organocalcogénio nos efeitos observados pelos
respectivos tratamentos. Cabe-se destacar também que na primeira fase, os
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animais que receberam um pré-tratamento com os compostos 5a e 7a foram
capazes de reduzir o tempo de lambida nas doses iguais ou superiores a 0,01
mg/Kg, enquanto que o composto 3a apresentou efeitos significativos somente
a partir da dose de 10 mg/Kg.

Quando considerado o pré-tratamento nas doses de 0,01, 10 e 50 mg/Kg
para o composto 5a, o tempo de lambida foi reduzido em 37,3%, 72,8% e
77,1%, respectivamente, quando comparado ao grupo controle. No entanto,
guando considerado o composto seleno substituido, 7a, o tempo de lambida foi
reduzido em 44,2%, 68,0% e 79,9% respectivamente, para as mesmas doses
testadas. O composto 3a foi capaz de reduzir o tempo de lambida em 40,2% e
45,1% quando considerados os pré-tratamentos nas doses de 10 e 50 mg/Kg.
O celecoxib, usado como farmaco de referéncia na dose de 10 mg/Kg, foi
capaz de reduzir em 50,8% o tempo de lambida, na primeira fase do teste da

formalina, quando comparado ao grupo controle.
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Figura 33. Efeito dos compostos 5a, 7a e 3a (0,001 — 50 mg/Kg) no tempo de lambida
da pata induzido por formalina em camundongos na Fase 1 (0 — 5 minutos, fase
neurogénica). Abreviacdes: C indica o controle, grupo o qual foi tratado somente com
Oleo de canola. Celecoxib é o controle positivo, farmaco de referéncia (10 mg/Kg). Os
resultados estéo expressos como média + D.P., considerando-se 8 animais por grupo.
Os asteriscos representam efeitos significativos *** p < 0,001 quando comparados ao
grupo de controle, (ANOVA seguido por teste de Newman-Keuls).

Na sequéncia, quando avaliada a segunda fase do experimento, a dor
relacionada ao processo inflamatério, se pode observar que ambos os
tratamentos utilizados 5a, 7a e 3a apresentaram efeito, sendo estes capazes
de diminuir o tempo de lambida quando comparados aos respectivos grupos
controles (Figura 34). No entanto, o composto 7a mostrou-se mais potente
quando comparado ao tratamento realizado com o composto 5a, o qual
apresentou um efeito significativo a partir da dose de 0,01 mg/Kg enquanto que
o tratamento com o0 5a mostrou-se eficiente a partir da dose de 0,1 mg/Kg. Ja
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em se tratando do composto 3a, efeitos significativos foram observados a partir
de doses iguais ou superiores a 50 mg/Kg.

E imporatnte salientar que o composto 5a foi capaz em reduzir o tempo
de lambida, quando comparado ao grupo controle, em 21,6%, 48,1% e 67,6%
nas doses de 0,1; 10 e 50 mg/Kg. No entanto o compostos 7a reduziu o tempo
de lambida em 32,4%, 44,8%, 78,2% e 97,89%, quando comparado ao grupo
controle, nas doses de 0,01; 0,1; 10 e 50 mg/Kg. J& o composto 3a reduziu o
tempo de lambida em 51,6% na dose de 50 mg/Kg.
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Figura 34. Efeito dos compostos 5a, 7a e 3a (0,001 — 50 mg/Kg) no tempo de lambida
da pata induzido por formalina em camundongos na Fase 2 (15 — 30 minutos, fase
inflamatoria). Abreviacdes: C indica o controle, grupo o qual foi tratado somente com
Oleo de canola. Celecoxib é o controle positivo, farmaco de referéncia (10 mg/Kg). Os
resultados estéo expressos como média + D.P., considerando-se 8 animais por grupo.
Os asteriscos representam efeitos significativos *** p < 0,001 quando comparados ao
grupo de controle, (ANOVA seguido por teste de Newman-Keuls).

Na sequéncia, para avaliar a possivel atividade anti-inflamatoria dos
compostos 5a, 7a e 3a, foi realizado o ensaio de indugéo do edema de pata por
formalina. A avaliacdo do edema gerado na pata é realizada imediatamente
ap0s a eutanasia do animal, onde a pata direita (recebeu salina) e a pata
esquerda (recebeu formalina) sao retiradas e pesadas em uma balanca
analitica. O resultado da subtracdo do peso da pata direita do peso da pata
esquerda € um indicativo de reducdo ou ndo do edema gerado pela formalina.
Dessa forma, podemos observar na Figura 35 que ambos os tratamentos
realizados apresentaram efeitos significativos a partir da dose de 0,1 mg/Kg
para os compostos 5a e 7a, e de 10 mg/Kg para o composto 3a.

De acordo com os resultados obtidos, podemos observar que o0s
tratamentos testados apresentam um potencial anti-inflamatério semelhante ao

apresentado pelo farmaco de referéncia, o Celecoxib. No entanto, resultados
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promissores foram observados para 0s compostos 5a e 7a nas doses de 50

mg/Kg.

C 001 01 1 10 50 Celecoxib " C 001 01 1 10 50 Celecoxib c 1 10 50 Celecoxib
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Figura 35. Efeito dos compostos 5a, 7a e 3a (0,01-50 mg/Kg) na formacédo do edema
de pata induzido por formalina em camundongos. Abreviacdes: C indica o controle,
grupo o qual foi tratado somente com 6leo de canola. Celecoxib é o controle positivo,
farmaco de referéncia (10 mg/Kg). Os resultados estdo expressos como média + D.P.,
considerando-se 8 animais por grupo. Os asteriscos representam efeitos significativos
**p<0,01e*™* p<0,001 quando comparados ao grupo de controle, (ANOVA seguido
por teste de Newman-Keuls).

Outro experimento para avaliar o efeito antinociceptivo dos compostos
5a, 7a e 3a foi realizado, sendo este o teste do glutamato, um indutor quimico.
Neste experimento, 30 min apds 0s animais receberem o0s respectivos
tratamentos, foi administrado na pata direita de cada animal 20 uL de uma
solucédo de glutamato (20 uM). Posteriormente, os animais foram observados
durante um periodo de 15 min e a diminuicdo do tempo de lambida, quando
comparados ao grupo controle, € um indicativo de efeito antinociceptivo. Os
resultados obtidos com os diferentes tratamentos estdo descritos na Figura 36,
onde se pode observar que os compostos 5a e 7a apresentaram excelentes
resultados, apresentando efeitos significativos a partir de doses iguais ou
superiores a 0,01 mg/Kg. O composto 3a, sem a presenca de um grupo
organocalcogénio em sua estrutura, apresentou efeito significativo somente a
partir da dose de 10 mg/Kg.

E valido destacar ainda que, todos os tratamentos realizados (5a, 7a e
3a), apresentaram resultados mais promissores, neste experimento, quando
comparados ao farmaco de referéncia, o celecoxib 11, considerando-se uma
dose de 10 mg/kg. Aliado a isso, os tratamentos realizados, foram capazes de
diminuir o tempo de lambida em 85,7%, 87,9% e 60,9%, respectivamente,

guando comparados ao grupo controle, na dose de 10 mg/Kg.
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Figura 36. Efeito dos tratamentos 5a, 7a e 3a (0,001 — 50 mg/Kg) no tempo de
lambida da pata induzida por glutamato em camundongos. Abreviagfes: C indica o
controle, grupo o qual foi tratado somente com 6leo de canola. Celecoxib é o controle
positivo (10 mg/Kg). Os resultados estéo expressos como média + D.P., considerando-
se 10 animais por grupo. Os asteriscos representam efeitos significativos ** p < 0,01 e
*** p < 0,001 quando comparados ao grupo de controle, (ANOVA seguido por teste de
Newman-Keuls).

Considerando-se os resultados obtidos, até o presente momento, nos
testes de nocicepcao induzidos por mediadores quimicos, a formalina e o
glutamato, escolheu-se a dose de 10 mg/Kg como referéncia do teste para
avaliar o efeito antinociceptivo dos compostos 5a, 7a e 3a no teste da placa
guente. Nesse sentido, considerando-se os resultados apresentados na Figura
37 podemos evidenciar que os compostos 5a, 7a e 3a apresentaram um efeito
significativo quando comparado ao grupo controle na dose de 10 mg/Kg.
Entretanto, o composto 7a apresentou efeito significativo a partir da dose de 1
mg/Kg, jA os compostos 5a e 3a ndo foram capazes de aumentar o tempo de
permanéncia dos animais sobre a placa aquecida, sem gue houvesse uma
resposta indicando um possivel desconforto dos animais em doses inferiores a
10 mg/Kg. Outro fator importante a ser destacado neste experimento € que o
controle positivo, o Celecoxib (ClIx), ndo apresentou efeito significativo neste
ensaio, sendo, portanto, necessario o uso de outro farmaco de referéncia, a
Morfina (M), também avaliada na dose de 10 mg/Kg.

Quando comparado os efeitos apresentados pelo composto 7a e a
Morfina, pode-se evidenciar que ndo ha diferenca significativa entre os dois
tratamentos, indicando que o composto 7a apresenta um amplo potencial

farmacoldgico e que precisa ainda ser mais explorado.
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Figura 37. Efeito dos tratamentos 5a, 7a e 3a (1-10 mg/Kg) no teste da placa quente
em camundongos. Abreviacdes: C indica o controle, grupo o qual foi tratado somente
com Oleo de canola; CIx e M representam o grupo de controles positivos (10 mg/Kg),
sendo estes Celecoxib e Morfina, respectivamente. Os resultados estdo expressos
como média + D.P., considerando-se 7 animais por grupo. Os asteriscos representam
efeitos significativos *** p < 0,001 quando comparados ao grupo de controle, (ANOVA
seguido por teste de Newman-Keuls).

A possivel atividade anti-inflamatoria dos compostos 5a, 7a e 3a,
também foi avaliada no ensaio de inducdo do edema de orelha por 6leo de
croton.

Nesse contexto, quando considerado os resultados obtidos neste
experimento, inducéo do edema de orelha em camundongos (Figura 38), pode-
se observar que apenas o composto 7a, contendo um grupo organico de
selénio em sua estrutura, apresentou efeito significativo quando comparado ao
grupo controle. Os demais tratamentos testados, 5a e 3a, ndo apresentaram
efeitos significativos na dose testada (10 mg/Kg). Cabe salientar também que o
controle positivo, Celecoxib, ndo foi eficaz em reduzir o edema de orelha,
gerado pela administracdo de 6leo de croton, quando comparado ao respectivo

grupo controle.
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Figura 38. Efeito dos tratamentos 5a, 7a e 3a no ensaio de inducdo do edema de
orelha por 6leo de croton. A diferenca de peso entre as orelhas que receberam
diferentes administracfes (acetona ou 6leo de créton) foi utilizado como um indicativo
de inflamacgé&o. Abreviagdes: C indica o grupo controle, o qual recebeu apenas 0leo de
canola; Celecoxib indica o controle positivo, farmaco de referéncia (10 mg/Kg). Os
resultados estéo expressos como média + D.P., considerando-se 8 animais por grupo.
Os asteriscos representam efeitos significativos *** p < 0,001 quando comparados ao
grupo de controle, (ANOVA seguido por teste de Newman-Keuls).

A possivel interacdo dos tratamentos (5a, 7a e 3a) com a atividade
locomotora dos animais foram avaliadas no teste do campo aberto, com a
intencdo de se verificar se n&o houve interferéncia nos resultados obtidos, uma
vez que a diminuicdo desta atividade poderia indicar um resultado falso
positivo.

Nesse contexto, o ensaio de campo aberto € um experimento onde sao
considerados o niumero de quadrantes percorridos com as quatro patas pelos
animais em um intervalo de tempo de 5 min. De acordo com os resultados
obtidos, podemos evidenciar que ambos o0s tratamentos realizados nas
diferentes concentragdes (0,001-50 mg/Kg) nédo alteram a atividade locomotora
dos animais, uma vez que nenhuma dose administrada se mostrou
estatisticamente diferente do grupo controle (Tabela 12). Dessa forma, este
resultado demonstra que a administragdo dos compostos ndo promove
alteracdes locomotoras que possam ter interferido nos resultados descritos
anteriormente nos testes de nocicepc¢do, 0 que torna ainda mais valido os

resultados descritos neste documento.
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Tabela 12. Efeito dos tratamentos 5a, 7a e 3a no comportamento locomotor do

ensaio de campo aberto.?

Tratamento
Dose (mg/Kg) ;Q ;Q ,:Q
SOOI
S Sé H

5a 7a 3a

Controle 97,29 £10,81 92,22 £ 7,05 93,43 £ 11,96
0,001 88,00 * 8,46 85,00 = 8,99 -
0,01 82,29 + 13,89 88,71 + 10,05 -
0,1 84,86 + 5,61 96,17 £ 8,61 -

1 89,00 £ 9,76 90,44 £ 5,94 86,00 £ 12,34

10 90,15 + 9,05 94,44 + 9,61 85,67 £ 10,51

50 95,71 +£12,11 92,44 + 11,29 91,71 £ 13,92

a) O numero de cruzamentos de um quadrante ao outro, foram avaliados como sendo a

atividade locomotora do animal. Os resultados sdo expressos como média = D.P.
considerando-se um grupo de 10 animais cada (ANOVA seguido por teste de Newman-Keuls).

84



Capitulo 4
ConsideracOes Finais




Considerando o0s objetivos propostos para a sintese dos 4-
(arilcalcogenil)-1H-pirazois, contendo enxofre ou selénio, através de reacdes de
ciclocondensacdo e catélise organometalica, e também da avaliagdo do
potencial farmacolégico destas moléculas, pode-se fazer algumas
consideracdes perante o estudo realizado.

Através da ciclocondensacdo entre hidrazinas substituidas e 1,3-
dicetonas, seguida de uma etapa de adicdo do organocalcogénio, utilizando-se
de um sistema catalitico constituido por um sal de cobre e bipiridina, foi
possivel a obtencdo dos 4-(ariltio)-1H-pirazéis 5a-n e dos 4-arilseleno-1H-
pirazois 7a-p com bons rendimentos.

A primeira etapa do trabalho consistiu na sintese dos 4-(ariltio)-1H-
pirazdis 5a-n, os quais foram obtidos a partir de reacées one pot sequencial
entre hidrazinas, 1,3-dicetonas e o ariltiol, utilizando-se de um sistema catalitico
constituido de Cul — bipiridina. Os respectivos produtos foram obtidos com 35-
89% de rendimento em tempos reacionais que oscilaram de 22 a 48 h
reacionais. De maneira geral, a metodologia mostrou-se efetiva frente a uma
série de substratos. Entretanto, ha algumas limitacbes quanto ao uso de 1,3-
dicetonas impedidas e derivados do ariltiol substituidos na posicéo orto.

Adicionalmente, a partir de uma reacdo multicomponente, foram
sintetizados os 4-(arilselanil)-1H-pirazéis 7a-p e nesse caso, foram usados
como substratos, hidrazinas substituidas, 1,3-dicetonas, disselenetos de
diorganoila, brometo de cobre (10 mol%) e bipiridina (10 mol%) em DMSO
como solvente, obtendo-se o0s respectivos produtos com rendimentos que
variaram de 42-98% em tempos reacionais de 20 a 48 h. A metodologia
mostrou-se eficiente, apresentando interferéncias no rendimento somente
quando utilizadas hidrazinas ou disseleneto de diarila substituidos com grupos
fortemente retiradores de elétrons.

Posteriormente, o potencial farmacoldgico desta classe de moléculas, os
4-(arilcalcogenil)-1H-pirazois foi avaliado. Para isso, inicialmente foi avaliado o
potencial antioxidante dos 4-(ariltio)-1H-pirazéis, 5a, 5k, 5m, e 50, bem como
dos 4-(arilselanil)-1H-pirazois 7a, 7f, 7k e 7n, em comparacao ao intermediario
pirazolinico 3a, espécie sem adicdo do organocalcogénio. Foram realizados
diferentes experimentos, 0s quais buscaram avaliar a capacidade dos

substratos em neutralizar espécies de radicais livres presentes em solucgéo,
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reduzir o ion férrico, bem como em inibir a peroxidacao lipidica de um sistema
contendo uma emulséo de &cido linoleico.

Nesse sentido, de acordo com os resultados apresentados neste
documento, pode-se concluir que os substratos contendo um grupo organico de
selénio ou enxofre, apresentaram resultados mais significativos com respeito
ao potencial antioxidante, nos ensaios in vitro, quando comparados ao nucleo
pirazolinico 3a, os quais apresentaram efeito nos ensaios de inibicdo dos
radicais DPPH, ABTS e oOxido nitrico, bem como no ensaio que avalia a
capacidade de reducdo dos ions férrico a ferroso (FRAP). E valido ressaltar
ainda que os 4-(arilselanil)-1H-pirazoéis apresentaram excelentes resultados no
ensaio que avalia a capacidade em reduzir a peroxidacdo lipidica,
apresentando valores de Inhs de 86,87%, 90,52%, 92,25% e 82,22% para 0S
compostos 7a, 7f, 7k e 7n, respectivamente, enquanto que o intermediario
pirazolinico 3a, apresentou uma Inhsx de apenas 68,94%. Ja a inibicdo méaxima
observada para os 4-(ariltio)-1H-pirazois foi de 83,08% para o composto 50,
enquanto que os demais compostos 5a, 5k e 5m apresentaram uma s de
67,97%, 30,59% e 41,39%, respectivamente. Em contrapartida, quando
considerado o ensaio de TBARS basal, o qual foi realizado apos o tratamento
com os compostos 3a, 5a e 7a, observou-se que apenas o composto 3a
apresentou efeito antioxidante nos tecidos de figado e cérebro de
camundongos, sendo capaz de diminuir os niveis de peroxidacdo lipidica
guando comparados ao grupo controle.

O potencial antinociceptivo dos compostos 3a, 5a e 7a foram avaliados
de acordo com ensaios comportamentais em camundongos, onde se pode
observar que ambos o0s tratamentos realizados apresentaram acao
antinociceptiva. Nesse contexto, resultados significativos foram obtidos para os
tratamentos 5a e 7a, 0s quais contem um grupo organico de enxofre ou selénio
diretamente ligado ao nucleo pirazolinico, a partir da dose de 0,1 mg/Kg na
Fase 1 do teste da formalina, o qual esta relacionado com a dor neurogénica.
Ja4 o composto 3a apresentou efeito somente a partir da dose de 10 mg/Kg.
Entretanto, quando avaliada a Fase 2 do mesmo teste, fase inflamatoria,
resultados significativos foram obtidos a partir das doses de 50, 0,1 e 0,01
mg/Kg para os compostos 3a, 5a e 7a, respectivamente. J& quando
considerado o teste da placa quente, os compostos 5a e 3a, apresentaram
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efeito a partir da dose de 10 mg/Kg, enquanto que o 7a, contendo selénio em
sua estrutura, apresentou efeito significativo a partir da dose de 1 mg/Kg.
Nesse sentido, podemos evidenciar até o presente momento, que 0 Composto
contendo selénio em sua estrutura, apresentou melhores resultados frente a
nocicepc¢ao quando comparado aos demais tratamentos.

A atividade anti-inflamatoria dos 4-(arilcalcogenil)-1H-pirazois 3a, 5a e
7a foi avaliada de acordo com modelos de indugédo de edema de pata, induzido
por formalina, e de orelha, induzido por 6leo de créoton. De acordo com 0s
resultados obtidos, foram evidenciados indicios da capacidade anti-inflamatoria
dos compostos testados, uma vez que a administragdo dos compostos 5a e 7a
resultou na diminuicdo do edema de pata, induzido por formalina, a partir da
dose de 0,1 mg/Kg, enquanto que o composto 3a apresentou efeito somente a
partir da dose de 10 mg/Kg. Ja quando considerado o experimento de inducdo
do edema de orelha por 6leo de créton, apenas o composto 7a, na dose de 10
mg/Kg, apresentou efeito significativo.

Os compostos 3a, 5a e 7a ndo apresentaram indicios de toxicidade nos
testes de dosagem dos parametros bioquimicos (ureia, creatinina, AST, ALT e
0-ALA-D) quando avaliados os animais submetidos ao teste de toxicidade
aguda, os quais receberam tratamentos com doses elevadas (300 mg/Kg) dos
respectivos compostos.

Nesse sentido, em face do que foi exposto, pode-se concluir que os 4-
(ariltio)-1H-pirazois e os 4-(arilselanil)-1H-pirazdis foram obtidos a partir de
metodologias simples e eficientes. Aliado a isso, cabe-se destacar que 0s
compostos testados apresentaram resultados promissores quanto a sua
capacidade antioxidante, antinociceptiva e também anti-inflamatéria, sem
apresentar indicios de toxicidade, o que motiva o desenvolvimento de novos
estudos complementares. Os resultados aqui apresentados resultaram na
publicacdo de dois artigos cientificos, relacionados a sintese dos 4-
(arilcalcogenil)-1H-pirazéis, e na sequéncia, pretende-se submeter duas
patentes referentes ao estudo do potencial farmacolégico, bem como um artigo

cientifico a periddicos pertinentes da area.
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Capitulo 5
Parte Experimental




5.1. Materiais e Métodos

5.1.1. Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear

Os espectros de RMN *H e RMN *3C foram obtidos em espectrometro
Bruker ARX que opera na frequéncia de 200, 300 e 400 MHz para RMN *H e
na frequéncia de 75 e 100 MHz para RMN **C (Departamento de Quimica da
UFSM e UFRGS). Os deslocamentos quimicos (8) estéo relacionados em parte
por milhdo (ppm) em relacdo ao padréao interno (TMS) utilizado como padrdo
interno para os espectros de RMN *H e CDCl; para os espectros de RMN *3C,
colocando-se entre parénteses a multiplicidade (s = sinpleto, d = dupleto, t =
tripleto, m = multipleto), o nimero de hidrogénios deduzidos da integral relativa

e a constante de acoplamento (J) expressa em Hertz (Hz).

5.1.2. Espectrometria de Massas

Os espectros de massas foram obtidos a partir de um aparelho de
CG/MS QP 2010-Plus (Central Analitica — Centro de Ciéncias Quimicas,
Farmacéuticas e de Alimentos - Universidade Federal de Pelotas-UFPel -
Pelotas - RS).

5.1.3. Pontos de Fuséo

Os pontos de fusdo das amostras solidas foram medidos utilizando o

Aparelho de Ponto de Fuséao Digital (Modelo: PFD Ill) da marca Marte.

5.1.4. Solventes e Reagentes

Os solventes Hexano, Acetato de Etila (AcOEt) e diclorometano foram
purificados por destilagéo fracionada. Os demais reagentes foram obtidos de
fontes comerciais e utilizados sem prévia purificacao.

Os produtos foram purificados por cromatografia em coluna (CC),
utilizando-se silica gel 60 (230 — 400 mesh — MERCK) e como eluente hexano
ou uma mistura de hexano/acetato de etila, de acordo com a polaridade do
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produto obtido. As placas de cromatografia em camada delgada (CCD) foram
obtidas de fontes comerciais, Merck Silica Gel G/UVs54 (0,25 mm). Utilizou-se,
como método de revelagdo, luz ultravioleta, cuba de iodo, e solugéo alcodlica

acida de vanilina.

5.1.5. Animais

Para o0 desenvolvimento dos experimentos, foram utilizados
camundongos Swiss albinos machos, pesando entre 25 e 30g, de
aproximadamente 2 meses, provenientes do Biotério Central, localizado na
Universidade Federal de Pelotas. Durante seu desenvolvimento, 0os animais
ficaram alojados em caixas, sob o ciclo claro e escuro (12 h claro — 12 h
escuro, claro as 7:00 h) com temperatura controlada (22 + 2 °C) e livre acesso
a dgua e comida. No dia do experimento, os animais foram retirados do Biotério
Central e levados até a sala de experimentacdo, onde la permaneciam
aclimatando por aproximadamente 2 horas, em um ambiente com iluminacéo e
temperatura controladas. O projeto para realizagdo dos experimentos com
animais foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal da
UFPel, sob o registro CEEA 1904-2016, e todas as medidas necessarias foram

adotadas para minimizar ao maximo o sofrimento animal.

5.1.6. Anédlise Estatistica

Os resultados experimentais sdo mostrados como média + desvio
padrdo (D.P.) para evidenciar as variagcdes entre 0s grupos. As andlises
estatisticas foram realizadas por analise de variancia (ANOVA) de uma via
seguido pelo teste de comparacdo multipla de Newman-Keuls quando
apropriado. Todos os testes in vitro foram realizados pelo menos trés vezes em
duplicata. Os valores de ICs, (concentragdo de amostra necessaria para
neutralizar 50% dos radicais livres) foram calculados a partir do grafico do
efeito da percentagem de inibicdo em funcdo da concentracdo do composto. As
diferencas foram consideradas estatisticamente significativas a uma
probabilidade inferior a 5% (p < 0,05).
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5.2. Procedimentos Experimentais
5.2.1. Procedimento geral para a sintese dos 4-(arilcalcogenil)-1H-pirazois

(a) Procedimento para a sintese dos 4-(ariltio)-1H-pirazois 5a-n.

Em um baléo reacional de duas bocas adicionou-se a arilidrazina la-e
(0,5 mmol), DMSO (1 mL) e a 1,3-dicetona 2a-d (0,5 mmol), respectivamente.
Em seguida, a mistura reacional foi mantida sob atmosfera inerte de nitrogénio
e forte agitacdo magnética a uma temperatura de 120 °C até o total consumo
dos materiais de partida. Apds a formacdo do pirazol, adicionou-se a mistura
reacional Cul (10 mol%), bipiridina (10 mol%) e o ariltiol 4a-g (0,6 mmol). O
sistema reacional foi mantido sob os mesmos parametros descritos acima e
acompanhado até o total consumo dos materiais de partida. Apos o término da
reacao, o produto foi extraido com acetato de etila e lavado com agua. A fase
organica foi separada e seca com sulfato de magnésio anidro e posteriormente
concentrada sob pressdo reduzida. Os tiopirazéis obtidos 5a-n foram
purificados por cromatografia em coluna de gel de silica utilizando-se uma

mistura de hexano e acetato de etila (98:2) como eluente.

(b) Procedimento para a sintese dos 4-(arilselanil)-1H-pirazéis 7a-p.

Foi adicionado em um baldo de vidro de 25 mL a arilidrazina 1a-e (0,5
mmol), 1 mL de DMSO, a 1,3-dicetona 2a-d (0,5 mmol), o disseleneto de diarila
6a-g (0,25 mmol), o brometo de cobre (10 mol%) e a bipiridina (10 mol%),
respectivamente. A mistura reacional foi colocada sob agitacdo magnética a
uma temperatura de 100 °C e acompanhada até o consumo dos materiais de
partida. Apos o término da reacado, o produto foi extraido com acetato de etila e
lavado com &gua. A fase organica foi separada e seca com sulfato de
magnésio anidro e posteriormente concentrada sob pressdo reduzida. Os
selenopirazois obtidos 7a-p foram purificados por cromatografia em coluna de
gel de silica utilizando-se uma mistura de hexano e acetato de etila (98:2) como

eluente.
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5.2.2. Avaliacdo do potencial farmacologico dos 4-(arilcalcogenil)-1H-

pirazois

Os protocolos experimentais utilizados para determinar o potencial
antioxidante, toxicolégico, antinociceptivo e anti-inflamatério dos 4-
(arilcalcogenil)-1H-pirazois foram desenvolvidos no Centro de Desenvolvimento
Tecnolégico — CDTec, Unidade de Biotecnologia, no laboratorio do Grupo de
Pesquisa em Neurobiotecnologia (GPN) — UFPel, sob orientacdo da Prof. Dra
Lucielli Savegnago. A metodologia utilizada esta resumidamente apresentada

na Figura 39.
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Figura 39. Protocolo geral para avaiacdo do potencial farmacoldgico dos 4-
arilcalcogenil-1H-pirazais.
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Atividade antioxidante in vitro

(a) Ensaio de neutralizacdo das espécies radicalares de 1,1-difenil-2-picril-
hidrazil (DPPH)

A atividade “scavenger” do radical de DPPH foi avaliada de acordo com
o método descrito na literatura com algumas modificacdes.”* Para isso, 10 pL
de uma solucdo com diferentes concentracdes (10-500 pM) dos 4-
(arilcalcogenil)-1H-piraz6is foram misturados a 990 pL de uma solucéo
etandlica contendo os radicais de DPPH (50 uM). Posteriormente, essa mistura
foi agitada e incubada durante 30 min a 30 °C ao abrigo da luz. Em seguida,
leu-se a absorbancia num comprimento de onda de 517 nm, onde um
decréscimo na absorbancia indica a neutralizacdo dos radicais de DPPH. Os
resultados obtidos no ensaio foram calculados a partir da equagao abaixo e
expressos em porcentagem de inibicdo dos radicais de DPPH (decréscimo da

absorbancia) em relacdo aos valores do controle.
% lpppH = [(AC - Aa/ AC) X 100]

Onde A; é a absorbancia do controle e A, é a absorbancia da amostra

analisada.

(b) Ensaio de neutralizagdo das espécies radicalares do acido 2,2-azinobis-(3-

etilbenzotiazolina-6-sulfénico) (ABTS™)

A avaliacdo da neutralizacdo do radical cation do acido 2,2-azinobis-(3-
etilbenzotiazolina-6-sulfénico) (ABTS™) pelos 4-(arilcalcogenil)-1H-pirazois foi
realizada de acordo com a metodologia descrita por Re e colaboradores
(1999), com algumas modifica(;c”)es.92 Inicialmente, para se preparar a solugao

estoque de radicais ABTS™, foi misturado 10 mL de solucéo estoque de ABTS

°% Choi, C.W., Kim, S.C., Hwang, S.S., Choi, B.K., Ahn, H.J., Lee, M.Y., Park, S.H., Kim, SK.
Plant Sci. 2002, 163, 1161.
2 Re, R., Pellegrini, N., Proteggente, A., Pannala, A., Yang, M., Rice-Evans, C. Free Radical
Biol. Med. 1999, 26, 1231.
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(7 mM) com 175 pL da solucdo de persulfato de sodio (140 mM) ao abrigo da
luz. A solucéo formada ficou em repouso sob refrigeracdo por 16 horas para
que ocorra a formacao dos radicais cation de ABTS™.

No dia do ensaio, a solugdo contendo os radicais ABTS™ (solucido
estoque) foi diluida no tampéao fosfato de potassio (5 mM, pH 7,4) na proporcéo
de 1,47 mL para 100 mL. Depois de realizada a diluicdo, adicionou-se 10 pL da
solucdo contendo a amostra, os 4-arilcalcogeno-1H-pirazéis, (10-500 uM) em
um tubo de ensaio e em seguida, adicionou-se 990 pL da solucdo contendo os
radicais ABTS™. A mistura foi vigorosamente agitada e incubada ao abrigo da
luz a temperatura ambiente por 30 minutos. ApoOs este periodo foi lida a
absorbancia da solucdo formada em 734 nm, onde a diminuicdo da
absorbancia indica a atividade antioxidante da amostra. Os resultados foram
expressos em porcentagem de neutralizacio dos radicais ABTS™ em relacéo
aos valores de controle, de acordo com a equacgdo descrita abaixo, onde A é
equivalente a absorbancia do controle e A, é a absorbancia da amostra

analisada.

% lasTses = [(AC — Aa/ Ac) x 100]

(c) Ensaio de neutralizagdo dos radicais hidroxila (OH")

A verificacdo da capacidade dos 4-(arilcalcogenil)-1H-pirazéis em
neutralizar os radicais hidroxila foi avaliada a partir de um método
espectrofotométrico,”® foram adicionados em um tubo de ensaio e nesta ordem
0S seguintes reagentes: agua, salicilato de sodio (20 mM), sulfato ferroso (1,5
mM), solucdo de diferentes concentragcbes (10-500 pM) dos compostos
pertencentes a classe dos pirazois e solucdo de peroxido de hidrogénio (6
mM). Posteriormente a mistura reacional foi vigorosamente agitada e incubada
a 37 °C por 1 hora. A absorbéncia foi medida em 510 nm, onde a diminuigéo da
absorbancia indica a inibicdo da formacéo dos radicais hidroxila em solucdo. A

atividade de neutralizagéo do radical hidroxila pode ser determinada de acordo

% Smirnoff, N., Cumbes, Q. Phytochemistry 1989, 28, 1057.
95



com a equacao descrita a seguir, onde A; é a absorbancia do controle e A, € a

absorbéancia da amostra.
Atividade scavenger do radical OH® % = [(Ac. — Ad/A.) x 100]
(d) Ensaio de neutralizacdo do radical 6xido nitrico (NO")

O ensaio que avalia a inibicdo da formacao do radical 6xido nitrico foi
desenvolvido de acordo com o método proposto na literatura com algumas
modificacées.®* Nesse sentido, adicionou-se 10 pL em tubos de ensaio de uma
solucéo contendo os 4-(arilcalcogenil)-1H-pirazois em diferentes concentracdes
(10-500 pM) e, na sequéncia, acrescentou-se uma solugcdo aquosa de
nitroprussiato de sodio (NPS, 25 mM), que é uma fonte geradora dos radicais
oxido nitrico, incubando-se a mistura reacional por duas horas a 37 °C na
presenca de luz. Apos o periodo de incubacao, transferiu-se uma aliquota de
250 pL da mistura reacional para outro tubo de ensaio e adicionou-se uma
quantidade equivalente do reagente de Griess. A mistura foi homogeneizada e
novamente incubada por 5 min a temperatura ambiente, fazendo-se a leitura da
absorbancia num comprimento de onda de 570 nm. A diminuicdo da
absorbancia indica a inibicdo da formacado do radical oxido nitrico pela amostra
testada.

(e) Ensaio de avaliacdo da capacidade redutora do ion férrico (Fe*") (FRAP)

O ensaio FRAP é um método no qual se busca avaliar a capacidade da
amostra, possivel antioxidante, em reduzir os ions férrico presente em solucéo
aquosa.”® Para realizar este ensaio, foram utilizadas 10 uL de diferentes
concentracbes de uma solucdo contendo os 4-(arilcalcogenil)-1H-pirazéis (10-
500 uM), as quais foram misturadas a 990 pL de uma solucdo de trabalho
FRAP. Esta solucao de trabalho foi preparada utilizando-se uma solucdo de
triazina (10 mM), cloreto férrico (20 mM) e acetato de sédio (38 mM, pH=3,6). A

° Yen, G.C., Lai, H.H., Chou, H.Y. Food Chem. 2001, 74, 471.
% Stratil, P., Klejdus, B., Kuban, V. J. Agric. Food Chem. 2006, 54, 607.
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mistura reacional foi incubada por 40 min a 37 °C ao abrigo da luz.
Posteriormente foi realizada a leitura da absorbé&ncia da solugdo em um
comprimento de onda de 593 nm, onde um aumento da absorb&ncia em

relacdo ao controle indica a capacidade redutora da amostra.

(f) Ensaio de avaliacdo da capacidade quelante do ion ferroso

A propriedade quelante dos 4-(arilcalcogenil)-1H-pirazéis foi estudada de
acordo com uma metodologia proposta na literatura, onde o método também
esta relacionado ao ion ferroso.”* Nesse sentido, um volume de 10 uL de uma
solucdo contendo os pirazdéis em diferentes concentragées (10-500 pM) foi
misturada a 10 pL de uma solucao de sulfato ferroso e 10 pyL de triazina (5 mM
em HCI 40 mM), sendo o volume ajustado para 500 yL com agua destilada. O
efeito quelante do ion ferroso foi monitorado pela absorbancia do controle
(méxima) em um comprimento de onda de 570 nm. O percentual de inibi¢cdo da

formacado do complexo Fe®" - triazina foi calculado pela equacao:

Efeito quelante de fons Fe?" (%) = (Ac — Aa/ Ac) X 100

Onde A: é a absorbancia do controle e A, a absorbancia da amostra

contendo o composto.

(g) Avaliacéo da atividade superéxido dismutase (SOD-like) in vitro

A atividade SOD-like dos 4-(arilcalcogenil)-1H-pirazéis foi avaliada de
acordo com um método®® no qual um volume de 10 pL da solucédo contendo a
amostra (10-500 pM) é misturada a 980 pL de Tris-HCl em EDTA (50 mM, pH
8,5) e 10 pyL de pirogalol. A solucdo formada é incubada a temperatura
ambiente por 10 minutos. Posteriormente, adiciona-se a essa mistura 500 pL
de uma solucédo de HCI 1mol/L e apds 10 minutos |é-se a absorbancia em 420
nm. A atividade SOD-like pode ser determinada pelo decréscimo da

% Marklund, S. Marklund, G. Eur. J. Biochem. 1974, 47, 469.
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absorbancia em relagcdo ao controle pela equacdo abaixo, onde A. € a

absorbancia do controle e A, é a absorbancia da amostra contendo o pirazol.

% SOD-like = (Ac — Aa/ Ac) X 100

(h) Avaliacéo da capacidade de inibicdo da oxidacdo do acido linoléico

A avaliacdo da capacidade dos 4-(arilcalcogenil)-1H-pirazéis em inibir a
peroxidacgéo lipidica foi realizada de acordo com uma metodologia proposta na
literatura com algumas modificacdes.”” A peroxidacao lipidica foi induzida por
NPS. Assim, foram pipetados em um tubo de ensaio o Tris-HCI (100 mM, pH
7,5), solucdo contendo a amostra em diferentes concentracdes (10 — 500 uM),
acido linoleico (20 mM) e NPS (25 mM). Posteriormente, os tubos foram
vigorosamente agitados e incubados por 30 min a uma temperatura de 37 °C.
Apoés o periodo inicial de incubacédo, a reacdo foi parada com a adicdo de
solucéo de &cido tricloroacético (5,5%). Em seguida, transferiu-se uma aliquota
do meio reacional para outro tubo de ensaio, adicionando-se uma quantidade
equivalente de &cido tiobarbitlrico. As amostras foram novamente incubadas
por 10 min a 90 °C, e posteriormente a reacdo foi parada com a adi¢cao dos
tubos em banho de gelo. Para se proceder a analise pelo método
espectrofotométrico, a fase organica da mistura reacional foi extraida com
butanol, procedendo-se a leitura em um comprimento de onde de 532 nm. Os
resultados foram expressos em porcentagem de oxidag¢ao, onde a oxidacgdo do
induzido foi considerada méaxima e o decréscimo da oxidacdo (verificado pela
diminuicdo da absorbancia) indica um efeito positivo de protecdo da

peroxidacao lipidica apresentada pelos 4-arilcalcogeno-1H-pirazois testados.
Potencial toxicoldgico
Para avaliacdo da possivel toxicidade aguda dos compostos, 0s animais

foram divididos em quatro grupos de 5 animais cada, no qual o primeiro grupo

recebeu somente o veiculo e os demais grupos receberam uma Unica dose dos

" Ohkawa, H., Ohishi, N., Yagi, K. Anal. Biochem. 1979, 95, 351.
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respectivos compostos (300 mg/Kg) e apos 72h foi realizada a eutanasia. O
ganho de peso dos animais foi observado, como sendo um sinal da possivel
toxicidade do composto. Depois de 72h, os animais foram anestesiados para o
procedimento de coleta de sangue via puncao cardiaca. O sangue foi coletado
diretamente em um tubo contendo heparina sédica e foi centrifugado a 2000
rpm por 10 minutos, e utilizado para ensaios bioquimicos de avaliagdo de
toxicidade.

Como um marcador de dano hepatico, foram analisadas as atividades
das enzimas plasmaticas aspartato aminotransferase (AST) e alanina
aminotransferase (ALT). A funcdo renal foi analisada através da quantificagéo
dos niveis de ureia e creatinina. Todos os parametros foram determinados
através de métodos colorimétricos utilizando kits comerciais (Labtest
Diagnostica). A AST e ALT foram expressas em Ul/L, e a creatinina e ureia
foram expressas em mg/dL. Além disso, foi realizado o ensaio de avaliagdo da
atividade da enzima delta-aminolevunilato desidratase (6-ALA D), através da
quatificacdo dos niveis de porfobilinogénio (PBG) nos tecidos rim, figado e
cérebro total dos animais, e o resultado obtido foi expresso em nmolPBG/mg

de proteina/hora.

Potencial antinociceptivo e anti-inflamatoério

(a) Nocicepcao induzida por formalina e edema de pata

O modelo de nocicepgéo induzida pela formalina permite avaliar dois tipos
distintos de nocicepg¢édo: a de origem neurogénica (estimulacdo direta das fibras
nociceptivas) e a de origem inflamatoria (caracterizada pela liberacdo de
mediadores inflamatoérios). Para a avaliagcdo comportamental, os camundongos
foram previamente divididos em grupos e tratados com 0S compostos nas
doses de 0,001, 0,01, 0,1, 1, 5, 10, 50 mg/kg pela via oral (v.0.) ou seu veiculo
(6leo de canola) ou o controle positivo (celecoxib). Apés 30 min de tratamento,
0s animais receberam a administragdo de 20 ul de formalina 2,5% (0,92% de
formaldeido) na regido intraplantar (i.pl.) na superficie ventral da pata de
sustentacao traseira. Os animais foram individualmente observados. O tempo

em que o animal permaneceu lambendo ou mordendo a pata injetada com
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formalina foi cronometrado. A fase neurogénica compreende os 5 primeiros
minutos de observacéo. A fase inflamatoria se da ente 15 e 30 minutos apoés a
injecdo da formalina.?®

A avaliacdo da formacdo do edema gerado na pata, induzido pela
formalina, foi feito imediatamente ap0s a eutanasia, onde a pata direita (com
salina) e esquerda (com formalina) foram retiradas e pesadas em uma balanca
analitica. O resultado da subtracdo do peso da pata que recebeu formalina, do
peso da pata que recebeu somente salina, € um indicativo, quando comparado
ao controle, se houve reducdo ou ndo do edema gerado pela formalina quando

o animal recebeu como tratamento os 4-arilcalcogeno-1H-pirazais.

Primeira Fase
Neurogénica

Segunda Fase
Inflamatoria

30 35’

45’ 60’

Tratamento

Formalina

Eutanasia

~

Remocao das patas

K Salina

Figura 40. Protocolo experimental da atividade antinociceptiva no teste de
inducao de nocicepcéo por formalina.

(b) Nocicepcao induzida por glutamato

Assim como a formalina, o glutamato € um agente quimico indutor de
nocicepcao. Para a avaliagdo comportamental, de acordo com protocolo

previamente reportado na literatura,®

0os camundongos foram divididos em
grupos no dia do experimento e receberam previamente 0S compostos
pertencentes a classe dos 4-(arilcalcogenil)-1H-pirazois nas doses de 0,01, 0,1,
1, 5, 10, 50 e 100 mg/kg pela via oral (p.o.) ou seu veiculo (6leo de canola) ou
o controle positivo (celecoxib). Apés 30 minutos, o animal foi submetido a

injecdo de glutamato (20 puM; 1,87g em 10 ml de &gua destilada) na pata

% Corréa, C.R; Calixto, J.B. Br. J. Pharmacol. 1993, 110, 193.
% Beirith, A.; Santos, A.R.; Calixto, J.B. Brain Res. 2002, 924, 219.
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posterior, para avaliacdo da possivel atividade antinociceptiva do composto. Os
animais foram observados individualmente por 15 minutos e o tempo em que o
animal permaneceu lambendo e/ou mordendo a pata injetada com glutamato

foi cronometrado como um indicativo de nocicepcao.

a ™

I Tempo de lambida ‘
0 30’ 45’

Tratamento Glutamato Eutanasia

- _/

Figura 41. Protocolo experimental da atividade antinociceptiva no teste de
inducao de nocicepgéo por glutamato.

(c) Teste da Placa Quente

A atividade antinociceptiva dos 4-(arilcalcogenil)-1H-pirazois foi avaliada
no teste da placa quente, o qual € um modelo de dor sensivel para drogas
analgésicas que atuam no sistema nervoso central. Os animais foram
colocados dentro de um cilindro de acrilico sobre a superficie de uma placa de
metal previamente aquecida a 52 =+ 1 °C (aparelho de placa quente). O tempo
em segundos que o animal levou para lamber, morder ou levantar as patas
dianteiras sobre a placa previamente aquecida, foi cronometrado e considerado
como indicativo de efeito antinociceptivo.®

Cada animal foi selecionado conforme sua resposta ao modelo (pré-
teste — 24 horas antes do teste), sendo desprezados aqueles que
permaneceram acima dos 30 segundos na placa aquecida sem reagir ao
estimulo térmico na temperatura de 52 £+ 1 °C. O tempo maximo permitido de
permanéncia dos animais no aparelho de placa quente foi de 40 segundos para
evitar danos teciduais aos animais, o qual sera considerado como indice total

de analgesia.

1% Eqdy: N.B.; Leimbach, D. J. Pharmacol. Exp. Ther. 1953, 107, 385.
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Os animais, no dia do experimento, foram divididos em grupos e pré-
tratados com os compostos pertencentes a classe dos 4-arilcalcogeno-1H-
pirazdis nas doses de 1 e 10 mg/Kg (v.0.). Apés 30 minutos do tratamento, os
animais foram colocados sobre a placa quente. O tempo de permanéncia dos
animais na placa quente, tempo de laténcia (At), foi calculado para cada
animal: At (s) = tempo de permanéncia poés-tratamento — tempo de

permanéncia no treinamento.

f

24 h
antes

o

\

30

Treinamento

Tratamento

Teste da placa quente (Tempo

maximo de permanéncia na

\ placa: 30s) /

Figura 42. Protocolo experimental para avaliagcdo antinociceptiva no teste da

placa quente em camundongos

(d) Avaliacdo da atividade anti-inflamatdria dos 4-(arilcalcogenil)-1H-pirazéis

Para avaliar a possivel atividade anti-inflamatoria dos 4-arilcalcogeno-
1H-pirazois, foram realizados o ensaio de inducdo do edema de pata pela
formalina (previamente descrito) e a indu¢do do edema na orelha por 6leo de

croton em camundongos.

Edema de orelha induzido por 6leo de croton

Com o intuito de investigar a possivel acdo anti-inflamatéria dos 4-
(arilcalcogenil)-1H-pirazois, foi desenvolvido o experimento de inducdo do
edema de orelha induzido por 6leo de créton de acordo com protocolos
experimentais pré-existentes. '°* Para isso os camundongos foram pré-tratados
com os compostos pertencentes a classe dos 4-(arilcalcogenil)-1H-pirazois (10

mg/Kg, v.0.), ou com celecoxib (farmaco de referéncia, 10 mg/Kg, v.0.), ou

1%L Tubaro, A.; Dri, P.; Delbello, G.; Zilli, C.; Dellaloggia, R. Agents Actions. 1986, 17, 347.
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somente com o veiculo (6leo de canola). Trinta minutos apos a administracéo
dos tratamentos, foi administrado 20 pL de maneira sub-cutanea (s.c.) na
orelha direita do animal uma solu¢cdo de acetona contendo 2,5% de dleo de
croton com o objetivo de induzir inflamacdo cutanea. Na orelha esquerda, foi
administrado 20 puL de acetona. Apos 4 horas da administracdo, os animais
foram eutanasiados e as orelhas foram removidas e pesadas para andlise da

formacao de edema.

(l)’ 3|0’ 4|h
I | |
Tratamento Administracdo do éleo de Eutanasia e
créton ou acetona remocéo das orelhas

Figura 43. Protocolo experimental para avaliagdo da inflamacgéo induzida por
Oleo de croton em camundongos.

(e) Ensaio do campo aberto

Para avaliar se a administragdo dos compostos estudados, os 4-
(arilcalcogenil)-1H-pirazdis, interfere na atividade locomotora dos animais, o
ensaio do campo aberto foi realizado. Este experimento é realizado em uma
caixa de madeira de aproximadamente 35 cm de altura, 45 cm de comprimento
e 45 cm de largura, a qual é dividida por 9 quadrantes iguais (3 colunas com 3
quadrantes cada). Para o desenvolvimento do ensaio, 0os animais foram
tratados com os 4-arilcalcogeno-1H-piraz6is ou com 6Oleo de canola. Apés 30
min do tratamento, o animal foi colocado no quadrante central da caixa de teste
e foi contado o niumero de quadrantes que o animal percorreu, cruzando com

as 4 patas, durante 5 minutos. %2

192 \walsh, R.N.; Cummins, R.A. Psychology Bulletin. 1976, 83, 482.
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5.3. Dados espectrais de RMN *H, RMN *3C e EM

5.3.1. Dados espectrais dos 4-(ariltio)-1H-pirazois

N
O,
>;(S 3,5-dimetil-1-fenil-4-(feniltio)-1H-pirazol (5a):

Rendimento 89%; sélido amarelo; PF 66-68 °C. *H RMN (CDCls, 200 MHz) &
=7,49 — 7,37 (m, 5H), 7,26 — 7,19 (m, 2H), 7,18 — 7,04 (m, 3H), 2,34 (s, 3H),
2,29 (s, 3H). *C RMN (CDCl;, 100 MHz) & = 153,10, 144,01, 139,80,
138,27, 129,07, 128,82, 127,71, 125,46, 124,87, 124,65, 106,18, 11,98,
11,47. EM (intensidade relativa) m/z: 283 (3), 282 (7), 281 (26), 280 (M",
100), 279 (3), 247 (23), 232 (15), 206 (10), 130 (10), 118 (98), 91 (13), 77
(88), 51 (23). EMAR calculado para Ci7H17NoS: [M + H]® 281,1106.
Encontrado: 281,1112.

N
agede
>J\/S 3,5-dimetil-4-(feniltio)-1-o-toluil-1H-pirazol (5b):

Rendimento 78%; 6leo amarelo. *H RMN (CDCls, 200 MHz) 6 = 7,36 — 7,20
(m, 6H), 7,10 — 7,03 (m, 3H), 2,29 (s, 3H), 2,09 (s, 3H), 2,08 (s, 3H). *C
RMN (CDClIz, 100 MHz) 6 =152,74, 145,02, 138,55, 138,53, 135,88, 130,93,
129,30, 128,80, 127,60, 126,59, 125,14, 124,73, 104,21, 17,15, 12,01,
10,36. EM (intensidade relativa) m/z: 296 (6), 295 (20), 294 (M* 100), 279
(32), 261 (10), 246 (6), 208 (30), 203 (17), 170 (32), 145 (23), 132 (27), 121
(12), 115 (9), 103 (5), 91 (68), 77 (14), 65 (33), 51 (9). EMAR calculado para
C1gH19N2S: [M + H]* 295,1263. Encontrado: 295,1263.

N
apedy
>;(S 3,5-dimetil-4-(feniltio)-1-m-toluil-1H-pirazol (5¢):

Rendimento 84%:; 6leo amarelo. *H RMN (CDCls, 400 MHz) 6 = 7,34 — 7,30
(m, 2H), 7,24 — 7,15 (m, 4H), 7,07 — 7,04 (m, 3H), 2,39 (s, 3H), 2,31 (s, 3H),
2,29 (s, 3H). *C RMN (CDCls, 100 MHz) & =152,78, 143,84, 139,51, 139,09,
138,15, 128,67, 128,63, 128,37, 125,22, 125,18, 124,68, 121,42, 105,75,
21,13, 11,88, 11,33. EM (intensidade relativa) m/z: 297 (1), 296 (5), 295
(20), 294 (M* 100), 279 (3), 261 (21), 246 (12), 221 (17), 204 (2), 194 (3),
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144 (6), 132 (50), 121 (3), 91 (44), 77 (7), 65 (19), 51 (5). EMAR calculado
para CigH19N,S: [M + H]" 295,1263. Encontrado: 295,1265.

N
agsly
>j\/s 1-(2,5-dimetilfenil)-3,5,dimetil-4-(feniltio)-1H-pirazol

(5d): Rendimento 77%; 6leo laranja. *H RMN (CDCls, 400 MHz) & = 7,27 —
7,20 (m, 4H), 7,12 — 7,02 (m, 4H), 2,36 (s, 3H), 2,28 (s, 3H), 2,09 (s, 3H),
2,04 (s, 3H). *C RMN (CDCls, 100 MHz) & =152,70, 145,00, 138,69, 138,42,
136,53, 132,53, 130,70, 130,07, 128,82, 128,14, 125,24, 124,75, 104,17,
20,64, 16,69, 12,01, 10,40. EM (intensidade relativa) m/z: 311 (1), 310 (6),
309 (23), 308 (M* 100), 307 (9), 293 (26), 275 (9), 260 (3), 222 (24), 199
(15), 184 (22), 159 (22), 146 (15), 131 (4), 121 (7), 105 (14), 103 (11), 91
(18), 77 (21), 51 (6). EMAR calculado para Ci9H2:N»S: [M + H]" 309,14109.
Encontrado: 309.1416.

/N\
F—< Z)—N>;\//©
s
F 1-(2,4-difluorofenil)-3,5-dimetil-4-(feniltio)-1H-

pirazol (5e): Rendimento 75%; 6leo laranja. *H RMN (CDCls, 400 MHz) & =
7,52 — 7,46 (m, 1H), 7,25 - 7,22 (m, 2H), 7,13 — 7,08 (m, 1H), 7,06 — 6,98
(m, 4H), 2,27 (s, 3H), 2,20 (d, J = 1.6 Hz). **C RMN (CDCls, 100 MHz) & =
162,62 (dd, J = 252,0 e 11,0 Hz), 156,98 (dd, J = 254,0 e 12,0 Hz), 154,01,
146,31, 138,00, 129,94 (dd, J = 10,0 e 1,2 Hz), 128,91, 125,37, 124,96,
123,96 (dd, J = 12,0 e 4,0 Hz), 112,08 (dd, J = 22,0 e 4,0 Hz), 105,76,
104,99 (dd, J = 26,0 e 24,0 Hz), 12,08, 10,40 (d, J = 3,7 Hz). EM
(intensidade relativa) m/z: 319 (1), 318 (6), 317 (21), 316 (M" 100), 283 (14),
268 (6), 243 (17), 216 (3), 154 (75), 140 (2), 127 (12), 121 (5), 113 (14), 91
(4), 77 (6), 63 (8), 51 (5). EMAR calculado para Ci7HisF2N,S: [M + H]*
317,0918. Encontrado: 317,0918.

3,5-dietil-1-fenil-4-(feniltio)-1H-pirazol (5f): Yield 85%;
6leo amarelo. *H RMN (CDCls, 200 MHz) & = 7,48 — 7,38 (m, 5H), 7,24 —
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7,19 (m, 2H), 7,09 — 7,05 (m, 3H), 2,74 (9, J = 7,5 Hz, 2H), 2,68 (9, J = 7,5
Hz, 2H), 1,23 (t, J = 7,5, 3H), 1,00 (t, J = 7,5, 3H). *3C RMN (CDCl;, 100
MHz) 6 = 158,17, 149,76, 139,90, 138,91, 129,12, 128,71, 128,05, 125,27,
125,15, 124,68, 103,97, 20,05, 18,41, 13,55, 13,34. EM (intensidade relativa)
m/z: 311 (1), 310 (6), 309 (21), 308 (M*100), 276 (19), 275 (89), 260 (5), 246
(3), 231 (6), 217 (4), 132 (33), 121 (5), 115 (3), 104 (8), 91 (12), 65 (4), 77
(51), 51 (12). EMAR calculada para CioH2:N»S: [M + H]® 309,1419.
Encontrado: 309.1421.

O~ 0
S 5-metil-1,3-difenil-4-(feniltio)-1H-pirazol (59):

Rendimento 68%:; 6leo amarelo. *H RMN (CDCls, 200 MHz) 6 = 7,29 — 7,05
(m, 15H), 2,34 (s, 3H). **C RMN (CDCls, 75 MHz) & = 153,88, 146,80,
139,95, 138,57, 129,94, 129,34, 128,87, 128,79, 128,72, 128,24, 127,27,
125,73, 124,96, 124,87, 107,25. EM (intensidade relativa) m/z: 345 (1), 344
(7), 343 (25), 342 (M*100), 341 (6), 309 (19), 280 (4), 269 (12), 232 (5), 223
(6), 180 (40), 165 (9), 121 (10), 118 (5), 91 (4), 77 (41), 59 (5), 51 (9). EMAR
calculado para Cz;H19N5S: [M + H]" 343,1263. Encontrado: 343.1274.

O

3,5-di-tert-butil-1-fenil-1H-pirazol (3b) [1]: Rendimento 80%;
sélido branco; PF 105 — 107 °C. *H RMN (CDCls, 300 MHz) 6 = 7,37 — 7,40
(m, 5H), 6,0 (s, 1H), 1,33 (s, 9H), 1,15 (s, 9H). *3C RMN (CDCls, 75 MHz) & =
160,43, 153,04, 142,77, 129,01, 128,63, 128,47, 100,17, 31,93, 31,89,
30,90, 30,66. EM (intensidade relativa) m/z: 256 (M*28), 255 (7), 242 (17),
241 (100), 225 (5), 214 (17), 185 (18), 143 (3), 113 (3), 91 (5), 77 (14), 57
(12), 51 (3).

N
O L
>j\/s 3,5-dimetil-1-fenil-4-(p-toluiltio)-1H-pirazol (51):

Rendimento 76%; sélido amarelo; PF 95 — 97 °C. *H RMN (CDCls, 200 MHz)
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5 =7,48 — 7,37 (m, 5H), 7,04 (d, J = 8,2 Hz, 2H), 6,96 (d, J = 8,2 Hz, 2H),
2,34 (s, 3H), 2,29 (s, 3H), 2,28 (s, 3H). *C RMN (CDCls, 100 MHz) & =
153,05, 143,86, 139,87, 134,76, 134,66, 129,62, 129,08, 127,68, 125,87,
124,67, 106,80, 20,77, 12,02, 11,48. EM (intensidade relativa) m/z: 296 (1),
295 (6), 294 (21), 294 (M*21), 293 (100), 260 (19), 245 (13), 231 (3), 220
(25), 193 (4), 147 (3), 135 (3), 130 (5), 118 (72), 105 (5), 103 (4), 91 (10), 77
(56), 65 (8), 51 (10). EMAR calculado para CigH19N>S: [M + H]" 295,1263.
Encontrado: 295,1267.

/N\
O
A
3,5-dimetil-1-fenil-4-(o-toluiltio)-1H-pirazol (5)):

Rendimento 35%; 6leo amrelo. *H RMN (CDCls, 200 MHz) 6 = 7, 49 — 7,43
(m, 5H), 7,15 — 1,11 (m, 1H), 7,04 — 6,99 (m, 2H), 6,70 — 6,65 (m, 1H), 2,44
(s, 3H), 2,31 (s, 3H), 2,27 (s, 3H). ¥*C RMN (CDCl;, 100 MHz) & = 153,21,
144,02, 139,80, 137,13, 134,36, 129,98, 129,04, 129,00, 127,66, 126,30,
124,70, 124,61, 124,47, 124,14, 105,59, 19,67, 11,95, 11,42. EM
(intensidade relativa) m/z: 297 (1), 296 (6), 295 (26), 294 (M*100), 261 (5),
217 (29), 185 (7), 172 (62), 171 (58), 158 (9), 155 (8), 144 (6), 130 (13), 122
(19), 121 (12), 118 (49), 103 (6), 91 (13), 78 (10), 77 (88), 65 (14), 63 (4), 51
(16). EMAR calculado para CigH19N,S: [M + H]" 295,1263. Found: 295,1266.

O~ 2y
S

(5k): Rendimento 72%; sélido amarelo; PF 73 — 75 °C. *H RMN (CDCls, 400
MHz) & = 7,45 — 7,44 (m, 4H), 7,37 — 7,34 (m, 1H), 7,06 (d, J = 8,8 Hz, 2H),
6,79 (d, J = 8,8 Hz, 2H), 3,74 (s, 3H), 2,35 (s, 3H), 2,30 (s, 3H). *C RMN
(CDCl3, 100 MHz) 6 = 157,88, 152,76, 143,53, 139,81, 129,02, 128,75,
128,15, 127,61, 124,60, 114,63, 107,84, 55,25, 12,03, 11,48. EM
(intensidade relativa) m/z: 313 (1), 312 (5), 311 (18), 310 (84), 295 (4), 277
(16), 262 (9), 254 (3), 237 (26), 222 (19), 207 (10), 192 (2), 155 (4), 130 (3),
119 (9), 118 (100), 91 (6), 77 (76), 59 (5), 51 (13). EMAR calculado para
C18H19N2OS: [M + H]" 311,1212. Encontrado: 311,1219.

4-(4-metoxifeniltio)-3,5-dimetil-1-fenil-1H-pirazol
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O
s 4-(4-fluorofeniltio)-3,5-dimetil-1-fenil-1H-pirazol (51):

Rendimento 56%; 6leo laranja. *H RMN (CDCls, 200 MHz) & = 7,48 — 7,40
(m, 5H), 7,08 — 6,99 (m, 4H), 2,35 (s, 3H), 2,29 (s, 3H). **C RMN (CDCls, 75
MHz) 6 = 160,96 (d, J = 244,5 Hz), 152,90, 143,88, 139,76, 133,24 (d, J =
3,1 Hz), 129,11, 127,80, 127,52 (d, J = 7,7 Hz), 124,67, 115,91 (d, J = 22,1
Hz), 106,74, 12,99 (d, J = 2,4 Hz), 11,45 (d, J = 2,5 Hz). EM (intensidade
relativa) m/z: 301 (1), 300 (5), 299 (19), 298 (M*100), 265 (19), 150 (12), 248
(6), 225 (16), 224 (9), 198 (4), 161 (4), 130 (6), 121 (3), 118 (77), 109 (9),
103 (6), 91 (3), 77 (60), 51 (12). EMAR calculado para C17H16FN,S: [M + H]*
299,1012. Encontrado: 299,1019.

atedon
S

(5m): Rendimento 64%:; soélido amarelo; PF 121 — 123 °C. *H RMN (CDCls,
400 MHz) 6 = 7,47 — 7,39 (m, 5H), 7,18 (d, J = 8,4 Hz, 2H), 6,97 (d, J = 8,4
Hz, 2H), 2,32 (s, 3H), 2,28 (s, 3H). **C RMN (CDCl;, 100 MHz) & =152,98,
144,04, 139,71, 136,94, 130,76, 129,12, 128,94, 127,84, 126,71, 124,66,
105,81, 11,98, 11,42. EM (intensidade relativa) m/z: 317 (6), 316 (37), 315
(19), 314 (M*100), 281 (17), 266 (6), 246 (21), 241 (14), 231 (2), 214 (3), 204
(4), 155 (4), 139 (3), 131 (3), 125 (6), 119 (9), 118 (94), 108 (5), 91 (5), 77
(87), 59 (6), 51 (19). EMAR calculado para C17H16CIN,S: [M + H]* 315,0717.
Encontrado: 315.0722.

4-(4-clorofeniltio)-3,5-dimetil-1-fenil-1H-pirazol

5.3.2. Dados espectrais dos 4-(arilselanil)-1H-pirazois

/N\
O
se 3,5-dimetil-1-fenil-4-(fenilselanil)-1H-pirazol (7a):
Rendimento 98%:; sélido laranja; PF 67 — 69 °C. *H RMN (CDCls, 200 MHz)
60=17,46 - 7,44 (m, 4H), 7,39 - 7,32 (m, 1H), 7,18 (d, J = 3,95 Hz, 4H), 7,14
- 7,10 (m, 1H), 2,36 (s, 3H), 2,33 (s, 3H). **C RMN (CDCl;, 75 MHz) & =
153,06, 143,86, 139,66, 132,79, 128,98, 128,95, 128,12, 127,56, 125,58,

124,53, 102,42, 12,82, 12,32. EM (intensidade relativa) m/z: 330 (2), 329
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(12), 328 (M* 12), 327 (65), 326 (8), 325 (35), 324 (13), 248 (23), 247 (29),
246 (100), 231 (7), 206 (5), 171 (3), 130 (8), 118 (34), 115 (3), 103 (5), 91
(4), 78 (9), 77 (90), 65 (5), 51 (24), 41 (3). EMAR calculado para
Ci17H16N2Se: [M + H]* 329,0551. Encontrado: 329,0543.

/N\
Q N%( g
se 3,5-dimetil-4-(fenilselanil)-1-o-toluil-1H-pirazol (7b):

Rendimento 70%; 6leo amarelo. *H RMN (CDCls, 300 MHz) 6 = 7,37 — 7,31
(m, 2H), 7,25 — 7,13 (m, 7H), 2,42 (s, 3H), 2,37 (s, 3H), 2,33 (s, 3H). *C
RMN (CDCls, 75 MHz) 6 = 153,08, 144,02, 139,70, 139,27, 132,96, 129,09,
128,76, 128,52, 128,23, 125,67, 125,47, 121,67, 102,30, 21,31, 12,91,
12,42. EM (intensidade relativa) m/z: 344 (12), 343 (9), 342 (M" 67), 341 (9),
340 (33), 339 (13), 338 (12), 325 (2), 281 (3), 262 (85), 261 (91), 246 (30),
232 (9), 221 (11), 220 (17), 207 (4), 204 (8), 185 (5), 178 (3), 169 (7), 157
(6), 144 (13), 132 (49), 128 (5), 115 (14), 106 (4), 103 (6), 92 (9), 91 (100),
89 (12), 77 (29), 65 (53), 51 (19), 41 (4). EMAR calculado para CigHigN»>Se:
[M + H]" 343,0708. Encontrado: 343,0691.

/N\
Qg 0
Se 1-(2,5-dimetilfenil)-3,5-dimetil-4-(fenilselanil)-1H-

pirazol (7c): Rendimento 68%; 6leo amarelo. *H RMN (CDCls, 300 MHz) & =
7,25 — 7,07 (m, 8H), 2,37 (s, 3H), 2,32 (s, 3H), 2,11 (s, 3H), 2,03 (s, 3H). 1*C
RMN (CDCls, 75 MHz) 6 = 152,70, 145,14, 139,18, 136,14, 135,48, 133,29,
131,49, 129,05, 127,89, 127,34, 127,18, 125,52, 100,25, 21,13, 17,07,
12,92, 11,26. EM (intensidade relativa) m/z: 358 (19), 357 (21), 356 (M*
100), 355 (15), 354 (50), 352 (20), 341 (9), 339 (4), 276 (29), 275 (62), 261
(58), 260 (25), 246 (8), 234 (12), 222 (17), 220 (10), 198 (8), 184 (30), 169
(7), 159 (22), 157 (15), 146 (20), 131 (16), 115 (17), 105 (28), 103 (26), 91
(31), 79 (38), 77 (64), 65 (15), 51 (14), 41 (4). EMAR calculado para
C19H20N,Se: [M + H]* 357,0864. Encontrado: 357,0869.
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/N\
S >7N/ @
se 3,5-dimetil-4-(fenilselanil)-1-m-toluil-1H-pirazol (7d):

Rendimento 70%; 6leo amarelo. *H RMN (CDCls, 300 MHz) 6 = 7,28 — 7,23
(m, 2H), 7,16 — 7,08 (m, 7H), 2,33 (s, 3H), 2,28 (s, 3H), 2,25 (s, 3H). *C
RMN (CDCls, 75 MHz) 6 = 153,05, 143,99, 139,68, 139,24, 132,94, 129,06,
128,74, 128,50, 128,20, 125,65, 125,45, 121,65, 102,28, 21,29, 12,89,
12,40. EM (intensidade relativa) m/z: 344 (15), 343 (2), 342 (M" 67), 340
(34), 338 (13), 263 (16), 261 (100), 246 (31), 244 (13), 232 (10), 221 (11),
220 (16), 205 (5), 169 (5), 157 (5), 143 (8), 132 (33), 130 (11), 117 (4), 115
(10), 91 (74), 77 (22), 65 (37), 51 (14), 41 (3). EMAR calculada para
Ci1gH1sNoSe: [M + H]" 343,0708. Encontrado: 343,0708.

N\
~( }Ng( @
S
F © 1-(2,4-difluorofenil)-3,5-dimetil-4-(fenilselanil)-1H-

pirazol (7e): Rendimento 42%; 6leo amarelo. *H RMN (CDCls, 300 MHz) & =
7,52 — 7,44 (m, 1H), 7,24 — 7,14 (m, 5H), 7,04 — 9,97 (m, 2H), 2,31 (s, 3H),
2,23 (d, J = 1,66 Hz, 3H). *C RMN (CDCls, 75 MHz) 6 = 162,54 (dd, J =
251,9 e 11,1 Hz), 156,94 (dd, J = 254,3 e 12,6 Hz), 154,09, 146,22, 132,67,
129,91 (dd, J = 10,1 e 1,4 Hz), 129,13, 128,22, 125,76, 124,01 (dd, J = 12,4
e 4,0 Hz), 112,01 (dd, J = 22,5 e 3,9 Hz), 104,93 (dd, J = 26,4 e 23,7 Hz),
101,97, 12,93, 11,24 (d, J = 3,6 Hz). EM (intensidade relativa) m/z: 366 (12),
365 (6), 364 (M* 59), 362 (30), 284 (99), 283 (63), 269 (7), 268 (18), 263 (9),
256 (8), 243 (11), 242 (16), 236 (4), 222 (5), 207 (8), 194 (2), 166 (6), 155
(13), 154 (100), 143 (5), 140 (7), 128 (16), 127 (28), 113 (42), 103 (9), 91 (6),
77 (32), 65 (11), 63 (3), 41 (6). EMAR calculado para Ci7H14F2N,Se: [M + H]*
365,0363. Encontrado: 365.0366.

Se 3,5-dimetil-4-(fenilselanil)-1H-pirazol (7f): Rendimento 85%;
sélido branco; PF 91 — 93 °C. *H RMN (CDCls, 400 MHz) 6 = 7,11 — 7,19 (m,
5H), 2,33 (s, 6H). **C RMN (CDCls, 100 MHz) & = 149,03, 133,12, 129,09,
128,16, 125,64, 100,09, 11,97. EM (intensidade relativa) m/z: 254 (9), 253
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(6), 252 (M* 47), 251 (4), 250 (25), 249 (9), 248 (10), 172 (100), 171 (60),
157 (10), 144 (14), 130 (23), 115 (6), 95 (16), 91 (7), 77 (26), 51 (28), 42
(62). EMAR calculado para Ci;Hi3N,Se: [M + H]® 253,0244. Encontrado:
253,0252.

N

Q 3,5-dietil-1-fenil-4-(fenilselanil)-1H-pirazol (79):
Rendimento 78%; 6leo laranja. *H RMN (CDCls, 400 MHz) 6 = 7,47 — 7,45
(m, 4H), 7,41 — 7,35 (m, 1H), 7,20 — 7,15 (m, 4H), 7,13 — 7,09 (m, 1H), 7,77
(q, J = 7,55 Hz, 2H), 2,72 (q, J = 7,55 Hz, 2H), 1,23 (t, J = 7,56 Hz, 3H), 0,99
(t, J = 7,56 Hz, 3H). **C RMN (CDCl;, 100 MHz) & = 158,24, 149,68, 140,10,
133,63, 129,07, 128,98, 128,12, 127,99, 125,56, 125,35, 100,41, 20,84,
19,15, 13,82, 13,62. EM (intensidade relativa) m/z: 358 (7), 357(8), 356 (M*
7), 355 (30), 353 (16), 326 (1), 276 (24), 275 (100), 260 (6), 246 (5), 231 (6),
217 (1), 204 (3), 197 (6), 183 (4), 169 (3), 155 (2), 143 (4), 132 (16), 128 (2),
117 (5), 104 (6), 91 (8), 77 (46), 65 (3), 51 (9), 41 (2). EMAR calculado para
C1oH20N2Se: [M + H]" 357,0865. Encontrado: 357,0905.

/N\
OO
—

Se

5-metil-1,3-difenil-4-(fenilselanil)-1H-pirazol (7):
Rendimento 75%; 6leo amarelo. *H RMN (CDCls, 300 MHz) 6 = 7,30 — 7,23
(m, 8H), 7,20 — 7,12 (m, 7H), 2,38 (s, 3H). **C RMN (CDCls, 100 MHz) & =
153,93, 146,89, 139,84, 133,21, 130,09, 129,89, 129,10, 128,73, 128,63,
128,48, 128,12, 127,15, 125,75, 124,75, 103,35, 13,00. EM (intensidade
relativa) m/z: 392 (10), 391 (7), 390 (M* 15), 389 (58), 387 (30), 311 (22),
310 (100), 309 (99), 293 (5), 280 (7), 270 (7), 268 (12), 241 (1), 232 (9), 218
(8), 205 (6), 190 (6), 180 (21), 178 (7), 165 (16), 152 (3), 130 (5), 127 (7),
118 (4), 102 (7), 91 (6), 89 (15), 77 (93), 51 (30), 41 (2). EMAR calculado
para C,,HigN>Se: [M + H]" 391,0635. Encontrado: 391,0642.
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aredeg
Se

(7k): Rendimento 71%:; 6leo vermelho. *H RMN (CDCls, 300 MHz) & = 7,49 —
7,43 (m, 4H), 7,39 — 7,33 (m, 1H), 7,20 (d, J = 8,87 Hz, 2H), 6,77 (d, J = 8,87
Hz, 2H), 3,75 (s, 3H), 2,39 (s, 3H), 2,34 (s, 3H). **C RMN (CDCls;, 75 MHz) &
= 158,41; 152,87, 143,53, 139,81, 131,02, 129,02, 127,61, 124,66, 122,60,
114,84, 103,82, 55,21, 12,95, 12,43. EM (intensidade relativa) m/z: 360 (8),
359 (2), 358 (M* 23), 356 (11), 354 (4), 280 (2), 279 (20), 278 (100), 277
(12), 264 (7), 263 (38), 247 (2), 235 (2), 222 (4), 194 (1), 186 (1), 179 (1),
160 (1), 139 (5), 130 (3), 118 (20), 91 (2), 77 (34), 63 (3), 51 (7), 41 (3).
EMAR calculada para CigHigN.OSe: [M + H]® 359,0657. Encontrado:
359,0683.

,N\

OO
Se
Rendimento 80%; sélido amarelo; PF 85 — 86 °C. *H RMN (CDCls, 300 MHz)
5 = 7,48 — 7,46 (m, 4H), 7,40 — 7,36 (m, 1H), 7,13 — 7,10 (m, 2H), 7,04 —
7,01 (m, 2H), 2,38 (s, 3H), 2,33 (s, 3H), 2,28 (s, 3H). *C RMN (CDCls, 100
MHz) 6 = 153,16, 143,88, 139,87, 135,67, 129,93, 129,08, 128,99, 128,75,
127,69, 124,74, 103,00, 20,92, 12,95, 12,46. EM (intensidade relativa) m/z:
344 (12), 343 (6), 342 (M* 39), 340 (22), 339 (8), 262 (100), 261 (53), 246
(19), 244 (7), 232 (7), 220 (13), 204 (5), 171 (7), 169 (5), 156 (2), 144 (8),
130 (11), 118 (46), 115 (6), 103 (7), 91 (19), 89 (7), 77 (86), 63 (6), 51 (19),
41(4). EMAR calculado para CigHigN>Se: [M + H]" 343,0708. Encontrado:
343.0699.

/N\
C-AL
s
© 4-(mesitilselanil)-3,5-dimetil-1-fenil-1H-pirazol (7m):

Rendimento 72%; 6leo amarelo. *H RMN (CDCls, 400 MHz) 6 = 7,41 — 7,34
(m, 5H), 6,86 (s, 2H), 2,43 (s, 6H), 2,23 (s, 3H), 2,22 (s, 3H), 2,16 (s, 3H).
13C RMN (CDCl;, 100 MHz) 6 = 151,61, 141,61, 141,39, 139,77, 137,38,
128,86, 128,70, 127,77, 127,32, 124,56, 104,16, 23,87, 20,70, 12,79, 12,11.

4-(metoxifenilselanil)-3,5-dimetil-1-fenil-1H-pirazol

3,5-dimetil-1-fenil-4-(p-toluilselanil)-1H-pirazol (7I):
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EM (intensidade relativa) m/z: 372 (14), 371 (17), 370 (M* 74), 369 (18), 368
(40), 367 (15), 366 (14), 289 (9), 278 (3), 251 (2), 200 (28), 198 (100), 196
(51), 196 (26), 195 (22), 183 (10), 171 (12), 158 (16), 130 (7), 118 (42), 117
(19), 115 (14), 91 (19), 77 (61), 65 (7), 51 (11), 41 (5). EMAR calculado para
for CooH22N2Se: [M + H]" 371,1021. Encontrado: 371,1021.

O~
AT
se 4-(4-clorofenilselanil)-3,5-dimetil-1-fenil-1H-

pirazol (7n); Rendimento 84%; soélido branco; PF 88 — 89 °C. 'H RMN
(CDCl3, 300 MHz) 6 = 7,48 — 7,46 (m, 4H), 7,41 - 7,35 (m, 1H), 7,19 - 7,10
(m, 4H), 2,37 (s, 3H), 2,32 (s, 3H). **C RMN (CDCls, 75 MHz) & = 153,07,
144,02, 139,70, 131,75, 131,20, 129,58, 129,18, 129,11, 127,82, 124,70,
102,31, 12,87, 12,38. EM (intensidade relativa) m/z: 364 (11), 363 (4), 362
(M* 17), 361 (81), 359 (42), 346 (2), 284 (31), 282 (100), 281 (73), 266 (12),
264 (6), 251 (5), 246 (37), 240 (10), 230 (4), 219 (3), 205 (10), 204 (9), 190
(2), 171 (4), 164 (5), 154 (4), 130 (9), 123 (4), 118 (56), 115 (5), 104 (4), 91
(3), 77 (91), 65 (6), 51 (20), 41 (4). EMAR calculado para C;7H15CIN,Se: [M
+ H]" 363,0159. Encontrado: 363,0143.

/N\
O
S
© CFs 3,5-dimetil-1-fenil-4-((4-trifluorometil)fenilselanil)-

1H-pirazol (70): Rendimento 65%; 6leo amrelo. *H RMN (CDCl;, 400 MHz)
6 =748 - 7,47 (m, 5H), 7,43 — 7,38 (m, 2H), 7,31 — 7,29 (m, 2H), 2,37 (s,
3H), 2,33 (s, 3H). *C RMN (CDCl;, 100 MHz) & = 153,10, 144,21, 139,69,
134,42, 131,40 (q, J = 32 Hz), 131,21 (g, J = 1,3 Hz), 129,38, 129,13,
127,92, 124,79, 124,67 (q, J = 3,1 Hz), 123,71 (g, J = 272 Hz), 122,50 (q, J =
3,8 Hz), 101,62, 12,81, 12,31. EM (intensidade relativa) m/z: 398 (14), 397
(15), 396 (M* 70), 395 (9), 394 (38), 392 (15), 377 (4), 317 (10), 316 (61),
315 (89), 300 (18), 298 (13), 103 (8), 91 (4), 77 (100), 63 (4), 51 (21), 41 (1).
EMAR calculado para CigHisFaN,Se: [M + H]® 397,0452. Encontrado:
397,0469.
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N\
O
SN 4 (butilselanil)-3,5-dimetil-1-fenil-1H-pirazol  (7p):

Rendimento 70%; 6leo amrelo. *H RMN (CDCls, 300 MHz) & = 7,47 — 7,38
(m, 5H), 2,58 (t, J = 7,32 Hz, 2H), 2,40 (s, 3H), 2,38 (s, 3H), 1,58 (quin, J =
7,51 Hz, 2H), 1,42 (sex, J = 7,51 Hz, 2H), 0,90 (t, J = 7,32 Hz, 3H). **C RMN
(CDCl3, 75 MHz) 6 = 152,83, 143,19, 139,98, 128,95, 127,43, 124,65,
103,23, 32,33, 28,29, 22,68, 13,51, 13,02, 12,49. EM (intensidade relativa)
m/z: 310 (5), 309 (5), 308 (M+ 29), 307 (3), 306 (14), 305 (5), 304 (5), 253
(6), 252 (17), 251 (21), 249 (13), 173 (30), 172 (65), 171 (99), 155 (4), 130
(15), 118 (90), 103 (5), 77 (100), 57 (7), 51 (21), 41 (19). EMAR calculado
para CisHzoN2Se: [M + H]" 309,0864. Encontrado: 309,0866.
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Figura 44. Espectro de RMN *H (200 MHz) do 3,5-dimetil-1-fenil-4-(feniltio)-1H-pirazol
5a em CDCls.
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Figura 45. Espectro de RMN *3C (100 MHz) do 3,5-dimetil-1-fenil-4-(feniltio)-1H-
pirazol 5a em CDCls.
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Figura 46. Espectro de RMN *H (200 MHz) do 3,5-dimetil-4-(feniltio)-1-o-toluil-1H-
pirazol 5b em CDCl;.
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Figura 47. Espectro de RMN **C (100 MHz) do 3,5-dimetil-4-(feniltio)-1-o-toluil-1H-
pirazol 5b em CDCls.
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Figura 48. Espectro de RMN *H (400 MHz) do 3,5-dimetil-4-(feniltio)-1-m-toluil-1H-
pirazol 5¢c em CDCls;.
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Figura 49. Espectro de RMN **C (100 MHz) do 3,5-dimetil-4-(feniltio)-1-m-toluil-1H-
pirazol 5¢ em CDCls.
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Figura 50. Espectro de RMN 'H (400 MHz) do 1-(2,5-dimetil)-3,5-dimetil-4-(feniltio)-
1H-pirazol 5d em CDCls.
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Figura 51. Espectro de RMN **C (100 MHz) do 1-(2,5-dimetil)-3,5-dimetil-4-(feniltio)-
1H-pirazol 5d em CDCls.
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Figura 52. Espectro de RMN *H (400 MHz) do 1-(2,4-difluorofenil)-3,5-dimetil-4-
(feniltio)-1H-pirazol 5e em CDCls;.
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Flgura 53. Espectro de RMN **C (100 MHz) do 1-(2,4-difluorofenil)-3,5-dimetil-4-
(feniltio)-1H-pirazol 5e em CDCls.
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Figura 54. Espectro de RMN *H (200 MHz) do 3,5-dietil-4-(feniltio)-1H-pirazol 5f em
CDCls.
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Figura 55. Espectro de RMN **C (100 MHz) do 3,5-dietil-4-(feniltio)-1H-pirazol 5f em
CDCls.
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Flgura 56. Espectro de RMN *H (200 MHz) do 5-metil-1,3-difenil-4-(feniltio)-1H-pirazol

5g em CDCls.
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Figura 57. Espectro de RMN **C (75 MHz) do 5-metil-1,3-difenil-4-(feniltio)-1H-pirazol
5g em CDCls.
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Figura 58. Espectro de RMN *H (300 MHz) do 3,5-di-tert-butil-1-fenil-1H-pirazol 3b em

CDCls.
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Figura 59. Espectro de RMN **C (75 MHz) do 3,5-di-tert-butil-1-fenil-1H-pirazol 3b em

CDCls.
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Figura 60. Espectro de RMN *H (200 MHz) do 3,5-dimetil-1-fenil-4-(p-toluiltio)-1H-
pirazol 5i em CDCls.
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Figura 61. Espectro de RMN **C (100 MHz) do 3,5-dimetil-1-fenil-4-(p-toluiltio)-1H-
pirazol 5i em CDCls.
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Figura 62. Espectro de RMN *H (200 MHz) do 3,5-dimetil-1-fenil-4-(o-toluiltio)-1H-
pirazol 5] em CDCls.
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Figura 63. Espectro de RMN **C (100 MHz) do 3,5-dimetil-1-fenil-4-(o-toluiltio)-1H-
pirazol 5] em CDCls.
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Figura 64. Espectro de RMN *H (400 MHz) do 4-(4-metoxifeniltio)-3,5-dimetil-1-fenil-
1H-pirazol 5k em CDCl.
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Figura 65. Espectro de RMN *C (100 MHz) do 4-(4-metoxifeniltio)-3,5-dimetil-1-fenil-
1H-pirazol 5k em CDCls.

134



7

7

7

7

7

7

7

7

7

7

6

6

6
235
229
0.00

T T
10.0 9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0

5.0
f1 (ppm)

Figura 66. Espectro de RMN *H (200 MHz) do 4-(4-fluorofeniltio)-3,5-dimetil-1-fenil-1H-
pirazol 51 em CDCls.
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Figura 67. Espectro de RMN **C (75 MHz) do 4-(4-fluorofeniltio)-3,5-dimetil-1-fenil-1H-
pirazol 51 em CDCls.
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Figura 68. Espectro de RMN *H (400 MHz) do 4-(4-clorofeniltio)-3,5-dimetil-1-fenil-1H-

pirazol 5m em CDCls.
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Figura 69. Espectro de RMN **C (100 MHz) do 4-(4-clorofeniltio)-3,5-dimetil-1-fenil-
1H-pirazol 5m em CDCls.
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Figura 70. Espectro de RMN *H (200 MHz) do 3,5-dimetil-1-fenil-4-(fenilselanil)-1H-
pirazol 7a em CDCls.
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Figura 71. Espectro de RMN **C (75 MHz) do 3,5-dimetil-1-fenil-4-(fenilselanil)-1H-
pirazol 7a em CDCls.
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Figura 72. Espectro de RMN *H (300 MHz) do 3,5-dimetil-4-(fenilselanil)-1-o-toluil-1H-
pirazol 7b em CDCls.
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Figura 73. Espectro de RMN **C (75 MHz) do 3,5-dimetil-4-(fenilselanil)-1-o-toluil-1H-
pirazol 7b em CDCls.

138



LO—-OWWMON NN M
NNNAF <=9 © =0
NNNNNNNN NN NN
——\ NYARY4
/N\
—
Se
I
I
_JM\
A e
S
['e] O« O
o 5999
~ MmO
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
10.0 9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0

5.0 4.5
1 (ppm)

Figura 74. Espectro de RMN *H (300 MHz) do 1-(2,5-dimetilfenil)-3,5-dimetil-4-
(fenilselanil)-1H-pirazol 7c em CDCls.
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Figura 75. Espectro de RMN *C (75 MHz) do 1-(2,5-dimetilfenil)-3,5-dimetil-4-
(fenilselanil)-1H-pirazol 7c em CDCls.
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Figura 76. Espectro de RMN *H (300 MHz) do 3,5-dimetil-4-(fenilselanil)-1-m-toluil-1H-
pirazol 7d em CDCls.
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Figura 77. Espectro de RMN *C (75 MHz) do 3,5-dimetil-4-(fenilselanil)-1-m-toluil-1H-
pirazol 7d em CDCls.
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Figura 82. Espectro de RMN *H (400 MHz) do 3,5-dietil-1-fenil-4-(fenilselanil)-1H-
pirazol 7g em CDCls.
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Figura 83. Espectro de RMN C (100 MHz) do 3,5-dietil-1-fenil-4-(fenilselanil)-1H-
pirazol 7g em CDCls.
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Figura 84. Espectro de RMN *H (300 MHz) do 5-metil-1,3-difenil-4-(fenilselanil)-1H-
pirazol 7j em CDCls.
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Figura 85. Espectro de RMN **C (100 MHz) do 5-metil-1,3-difenil-4-(fenilselanil)-1H-
pirazol 7j em CDCls.
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Figura 86. Espectro de RMN *H (300 MHz) do 4-(metoxifenilselanil)-3,5-dimetil-1-fenil-
1H-pirazol 7K em CDCl.
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Figura 87. Espectro de RMN *C (75 MHz) do 4-(metoxifenilselanil)-3,5-dimetil-1-fenil-
1H-pirazol 7K em CDCls.
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Figura 88. Espectro de RMN *H (300 MHz) do 3,5-dimetil-1-fenil-4-(p-toluilselanil)-1H-
pirazol 71 em CDCls.
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Figura 89. Espectro de RMN **C (100 MHz) do 3,5-dimetil-1-fenil-4-(p-toluilselanil)-1H-
pirazol 71 em CDCls.
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Figura 90. Espectro de RMN *H (400 MHz) do 3-(mesitilselanil)-3,5-dimetil-1-fenil-1H-
pirazol 7m em CDCls.
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Figura 91. Espectro de RMN **C (100 MHz) do 3-(mesitilselanil)-3,5-dimetil-1-fenil-1H-
pirazol 7m em CDCls.
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Figura 92. Espectro de RMN *H (300 MHz) do 4-(4-clorofenilselanil)-3,5-dimetil-1-fenil-
1H-pirazol 7n em CDCls.
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Figura 93. Espectro de RMN **C (75 MHz) do 4-(4-clorofenilselanil)-3,5-dimetil-1-fenil-
1H-pirazol 7n em CDCls.
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Figura 94. Espectro de RMN *H (400 MHz) do 3,5-dimetil-1-fenil-4-((4-

trifluorometil)fenilselanil)-1H-pirazol 70 em CDCls.
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Figura 95. Espectro de RMN **C (100 MHz) do 3,5-dimetil-1-fenil-4-((4-

trifluorometil)fenilselanil)-1H-pirazol 70 em CDCls.
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Figura 96. Espectro de RMN *H (300 MHz) do 4-(butilselanil)-3,5-dimetil-1-fenil-1H-
pirazol 7p em CDCls.
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Figura 97. Espectro de RMN *C (75 MHz) do 4-(butilselanil)-3,5-dimetil-1-fenil-1H-
pirazol 7p em CDCls.
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Corrissio e *”1 en Exo MEnkgdo Anime!

“ \

Pelotas, 16 de maio de 2016

Certificado

Certificamos que a proposta intitulada "Avaliaéﬁd da aciio antinociceptiva de
4-arilcalcogenopirazsis em camundongos”, registrada corn o n°231 10.001904/2016-
86, sob a responsabilidade de Raquel Guimardes Jacob - que envolve a produgéo.

manutengio ou utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subﬁ]o Vertebrata

(exceto humanos), para fins de resqmsa cientifica (ou ensino) — Pncontra-se de acordo

com os preceitos da Lei n® 11.794, de 8 ce ¢ sutubro de 2008,-do Decreto n° 6. 899, de 15
de julho de 2009, e com as normas edi: adu, pelo Conselho Nacional de Controle de
Experimentagfio Animal (CONCEA), recebeu parecer FAVORAVEL a sua execucio
pela Comisséo de Etica em Experimentagdo Animal, em reunido de 09/05/2016. Porém,
indicamos a neces;i(lade de prorrogacdio do prazo de execuciio por, pelo menos,
mais um #4120, considerando o miémero de animais e a disponibilidade de

fornecimento pelo Biotério Central da UFPel.

Final.dade 1 ( X)) Pesquisa ( ) Ensino N
Vigéncia da autorizagio -~ | 17/05/2016 2'17/05/2017 o
Espécie/linhagem/raca Mus musculus/Swiss
N¢ de enimais 858

| Idade 60 dias
Sexo ' Machos
Origem Biotério Central - UFPel

Solicitamos, apos tomar ciéncia do parecer, reenviar o processo & CEEA.
Salientamos tarabém a necessidade deste projeto ser cadastrado junto ao COBALTO
para posterior registro no COCEPE {(c6digo para cadastro n® CEEA 1904-2016).

M.V. Dra. Anhli/ze de Oliveira Campello Felix
Presidente da CEEA ;

Cienteem: ___ / 12016

Assinatura do Professor Resporisavel:
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