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Resumo

AVILA, Cinara Teiroba de. 5-Amino-7-(trifluorometil)pirazolo[1,5-a]pirimidinas:
sintese mediada por liquido iénico, estudo tedrico e potencial antiglioma 2021.
96f. Dissertacdo (Mestrado em Quimica) - Programa de Pdés-Graduagdo em
Quimica, Centro de Ciéncias Quimicas Farmacéuticas e de Alimentos, Universidade
Federal de Pelotas, Pelotas, 2021.

Este trabalho descreve a sintese, o estudo tedrico, a atividade antiglioma e
citotoxicidade in vitro de uma série de pirazolo[1,5-a]pirimidinas a partir de trés
etapas de reacdo. A primeira etapa de reacao foi do composto 1,1,1-trifluoro-4,4-
dietoxi-3-buten-2-ona através da reacdo com trietii ortoacetato, anidrido
trifluoroacético, piridina como base e em solvente cloroférmio. A segunda etapa de
reacao foi através do composto anterior com aminas substituidas para obter as 3-
enaminonas (4-amino-4-etoxi-1,1,1-trifluorobut-3-en-2-onas), precursores para a
sintese do heterociclo fundido. A terceira etapa de reacdo consiste na obtencdo das
pirazolo[1,5-a]pirimidinas a partir da sintese utilizando as S-enaminonas com o 3-
amino-5metilpirazol em liquido i6nico [BMIM][PF¢] obtendo nove compostos inéditos
na literatura com bons rendimentos (42-86%). As andlises de cromatografia
acoplada a espectrometria de massas (CG/EM) e ressonancia magnética nuclear
(RMN) de 'H, 2C, **N e bidimensionais (COSY, HMBC e HMQC) comprovam a
formacdo dos produtos esperados. O estudo tedrico teve como objetivo de propor
um mecanismo usando liquido ibnico atuando como mediador gera um complexo
com as p-enaminonas e favorece a reacdo de formacdo das pirazolo[l,5-
alpirimidinas. A reacdo de isomerizacdo de B-enaminona e a identificacdo do
enaminoester foi a partir RMN de *H e **C e bidimensionais (COSY, HMQC, HMBC).
A proposta de mecanismo foi estudada a partir de ensaios computacionais. O estudo
antigioma demostrou que quatro pirazolo[1,5-a]pirimidinas tiveram ac&o na
concentracdo  de 100  pM. O composto  2-metil-5-fenilamino-7-
(trifluorometil)pirazolo[1,5-b]pirimidina reduziu a linhagem celular de glioblastoma em
20% numa concentracao 25 uM. O estudo de citotoxicidade em astrocitos constata
gue as quatro pirazolo[1,5-a]pirimidinas ndo sdo citotdxicos para células centrais

nervosas saudaveis.

Palavras-chave: pirazol, pirimidina, antiglioma, citotoxicidade
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Abstract

AVILA, Cinara Teiroba de. 5-Amino-7-(trifluoromethyl) pyrazolo[1,5-
alpyrimidines: ionic liquid-mediated synthesis, theoretical study and
antiglioma potential 2021. 96f. Dissertation (Master Chemical) — Centro de Ciéncia
Quimica, Farmacéutica e de Alimentos, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas,
2021.

This work described the synthesis, theoretical study, in vitro antiglioma activity and
cytotoxicity of a series pyrazolo[1,5-a]pyrimidines from three reaction steps. The first
reaction step was the compound 1,1,1-trifluoro-4,4-diethoxy-3-buten-2-one by
reaction with triethyl orthoacetate, trifluoroacetic anhydride, pyridine as base and in
chloroform solvent. The second reaction step was through the above compound with
substituted amines to obtain the B-enaminones (4-amino-4-ethoxy-1,1,1-trifluorobut-
3-en-2-ones), precursors for the synthesis of the fused heterocycle. The third
reaction step consists in obtaining the pyrazolo[1,5-a]pyrimidines from the synthesis
using the B-enaminones with the 3-amino-5methylpyrazole in ionic liquid [BMIM][PF6]
obtaining nine new compounds in the literature with good vyields (42-86%). Gas
chromatography—mass spectrometry (CG/MS) and nuclear magnetic resonance
(NMR) *H, C, *N and two-dimensional (COSY, HMBC and HMQC) confirm the
formation of the expected products. A theoretical study was performed aiming to
propose a mechanism in which ionic liquid acting as a mediator generates a complex
with B-enaminones and favors the formation reaction of pyrazolo[1,5-a]pyrimidines.
The B-enaminone isomerization reaction and the identification of the enaminoester
were based on *H and **C NMR and two-dimensional (COSY, HMQC, HMBC).The
proposed mechanism was studied from computational tests. The study antiglioma
demonstrated that four pyrazolo[1,5-a]pyrimidines had activity at a concentration of
100 pM. The compound 2-methyl-5-phenylamino-7-(trifluoromethyl)pyrazolo[1,5-
a]pyrimidine, reducing the glioblastoma cell line by 20% at a concentration of 25 puM.
The cytotoxicity study on astrocytes found that the four pyrazolo[1,5-a]pyrimidines

are not cytotoxic to healthy central nerve cells.

Key-words: pyrazole, pyrimidine, antiglioma, cytotoxicity



Vil

Lista de Figuras
Figura 1: Farmacos disponiveis no mercado contendo o sistema pirazolo[1,5-
A PITMIAING ..o 13

Figura 2: Estrutura quimica de purinas comparada a esturuta da pirazolo[1,5-

= Y| 11T 110 0] [ 11 - P 14
Figura 3: Estrutura da B-enamiNONas...........cceuuuuiiiieeeeieieeiiiee e e e e eeeeeeain e e e e e eeeeennes 17
Figura 4: Numeracéo dos atomos das pirazolo[1,5-a]pirimidinas............ccccccceeeernnnnns 20
Figura 5: Classificagcdo dos liquidOS IONICOS. ........oiiiieeiiiieiiiiiie e e e e eeeanns 23

Figura 6: Composto da série de aminobenzotiazol conjugados de pirazolo[1,5-

a]pirimidina com maior atividade antiCANCer.............coooveieiiie e 26
Figura 7: Composto com atividade inibidor da RET quin@se..........ccceevvvviiiiieeeeeenennns 26
Figura 8: Estrutura quimica de PP-4-0N€ ...........ccooiiiiiiiiiieiie e 27
Figura 9: CG/EM do composStO 10 € COMPOSIO 7]...uvuurruuumrrrininiiniiiniiiiiiiiiiienneninnnnnnees 32

Figura 10:
Figura 11:
Figura 12:

CG/EM A) do composto 7k B) do composto 7KK. .............eueuemeevmninnninnnnnns 33
RMN *H do composto 7k e 7kk (em negrito sinal do 7k)
RMN 1H do composto 7k e 7kk (em negrito sinal do 7k) em CDCl3 (400

Y T 2 PR RRT 35
Figura 13: Espectro de massas (EM) dO COMPOSIO 7€..........uuuuvrrmmmmimmmiiiiiiiiiiiiiiiinnens 37
Figura 14: Espectro de RMN de *H do composto 7e em CDCls; (400 MHz)............... 37
Figura 15: Espectro de RMN de *3C do composto 7e em CDCl; (100 MHz). ............ 38
Figura 16: Expansdo de espectro de RMN de *C do composto 7e........cccceevvuene.... 39
Figura 17: Espectro de RMN d€ COSY . ....uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieneseeiseeeeeeeeeaennee 40
Figura 18: Espectro de RMN de HMQCH.C. vvvvvrrrriiiieeeeieeeiiiiiiee e e e e e eeeieine e e e e eeeeenens 41
Figura 19: A) Espectro de RMN 2D de HMBCy.c em.B) Expansédo do espectro de
RMN d€ HMBC ... ...ttt ettt e e e e e e e et e e e e e e e e s s nnssbareaeeeaeeeeeanns 42
Figura 20: Diagrama de reacdo para a formagcdo do composto 7 no nivel de teoria
B3LYP / def2-TZVP. Os valores de energia estédo em kcal / mol. ...........cccccvvvvnnnnnnne 44
Figura 21: Diagrama de reagao do composto 7, intermediarios Int1’ (kcal/mol)........ 45

Figura 22. Comparac&o entre espectro de RMN *H em CDCl; do composto 5j e 10.

Figura 24. Espectro de RMN em CDCI; bidimensional - HSQC da molécula 10 em
O 5 T P 49



Figura 25. Espectro de RMN bidimensional - HMBC da molécula 10. ...................... 50
Figura 26: Orbitais moleculares de HOMO e LUMO da molécula 5j. ...........cc...c...... 52
Figura 27: Orbitais moleculares HOMO e LUMO da molécula 6 e 8, respectivamente.
.................................................................................................................................. 53
Figura 28: Resultados de teste em linha celular de glioblastoma C6 em rato. *
P<0,01; ** P<0,001; *** P<O,0001 ......umiiieiiiiiieeeaiiieee e e e e e e neeee e 56
Figura 29: Resultados de citotoxicidade em linhagem celular astrécitos. ................. 57
Figura 30: Espectro de CG/EM da pirazolo[1,5-a]pirimidina 7a...........ccccceeeeeeeeeennnnnns 75
Figura 31: Espectro de CG/EM da pirazolo[1,5-a]pirimidina 7b..............cccccuvvvinnnnnnee 76
Figura 32: Espectro de CG/EM da pirazolo[1,5-a]pirimidina 7C................uuvvuemninnnnnne 77
Figura 33: Espectro de CG/EM da pirazolo[1,5-a]pirimidina 7d............ccccceeveeeeeennnnns 78
Figura 34: Espectro de CG/EM da pirazolo[1,5-a]pirimidina 7e...........ccccceeeveeeeeennnnns 79
Figura 35: Espectro de CG/EM da da pirazolo[1,5-a]pirimidina 7f...............cccccvuennnee 80
Figura 36: Espectro de CG/EM da pirazolo[1,5-a]pirimidina 7g................euvvveemnennnnnne 81
Figura 37: Espectro de CG/EM da pirazolo[1,5-a]pirimidina 7h...............ccccoooeeiennns 82
Figura 38: Espectro de CG/EM da pirazolo[1,5-a]pirimidina 7i.........cccccceeeeeeeeeeeennnnns 83
Figura 39: Espectro de RMN de 'H da pirazolo[1,5-a]pirimidina 7a (400 MHz em
(O D01 Y TR PSPPI 85
Figura 40: Espectro de RMN de *C da pirazolo[1,5-a]pirimidina 7a (100 MHz em
(O D1 TSRS 86
Figura 41: Espectro de RMN de *H da pirazolo[1,5-a]pirimidina 7b (400 MHz em
(O D01 Y TR POPPPPPP 86
Figura 42: Espectro de RMN de *C da pirazolo[1,5-a]pirimidina 7b (100 MHz em
(O D1 Y TSRS 87
Figura 43: Espectro de RMN de 'H da pirazolo[1,5-a]pirimidina 7c (400 MHz em
(O D01 Y TR POPPPPPP 87
Figura 44: Espectro de RMN de *3C da pirazolo[1,5-a]pirimidina 7c (100 MHz) em
(O 1 Y TSRS 88
Figura 45: Espectro de RMN de *H da pirazolo[1,5-a]pirimidina 7d (400 MHz em
(O D01 B TP POPPPPPP 88
Figura 46: Espectro de RMN de **C da pirazolo[1,5-a]pirimidina 7d (100 MHz em
(O 1 Y TSRS 89

Figura 47: Espectro de RMN de 'H da pirazolo[1,5-a]pirimidina 7e (400 MHz em
O 5 T ) P 90



Figura 48: Espectro de RMN de **C da pirazolo[1,5-a]pirimidina 7e (100 MHz

(035103 1 TSP

Figura 49: Espectro de RMN de *H da pirazolo[1,5-a]pirimidina 7f (400 MHz

CDCI3). cvvveeeeeeeeeeeeeeeee et et et e e e e et e e et et et et e s et et ettt ettt ettt

Figura 50: Espectro de RMN de **C da pirazolo[1,5-a]pirimidina 7f (100 MHz

(035103 TSSOSO

Figura 51: Espectro de RMN de 'H da pirazolo[1,5-a]pirimidina 7g (400 MHz

CDCI3). cvvveeeeeeeeeeeeeeeee et et et e e e e et e e et et et et e s et et ettt ettt ettt

Figura 52: Espectro de RMN de *C da pirazolo[1,5-a]pirimidina 7g (100 MHz

CDCI8). 1ot eeeeeeeee e e e e e e ee e ee s e et eee s ee e e e e s ee e e e et e et n s e

Figura 53: Espectro de RMN de 'H da pirazolo[1,5-a]pirimidina 7h (400 MHz

CDCI3). cvvveeeeeeeeeeee et et e e et et e e et et et et et et et s ettt ettt ettt ettt

Figura 54: Espectro de RMN de *C da pirazolo[1,5-a]pirimidina 7h (100 MHz

CDCI8). werveeeeeeeeeeeeeeee e e e e e s e s ee s e eseee e ee e e s e s ee e e et e et s e en s

Figura 55: Espectro de RMN de 'H da pirazolo[1,5-a]pirimidina 7i (400 MHz

CDCI3). cvvveeeeeeeeeeee et et e e et et e e et et et et et et et s ettt ettt ettt ettt

Figura 56: Espectro de RMN de *3C da pirazolo[1,5-a]pirimidina 7i (100 MHz

O 1 T ERRPR
Figura 57: Espectro de COSY, composta 10 (CDCI3). .......uuviriimiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinnns

em

.90

em

91

em
91
em
.92
em
.92
em
.93
em
.93
em
.94
em
.94
.96



Xl

Lista de Tabela
Tabela 1. Propriedades fisicas, rendimentos e coloracdo das S-enaminonas 5a-l. ..28
Tabela 2: Condi¢cBes de reacao para formacao do COmMpPOStO 7. .......ccevvvvevvvrvnineeennn. 29
Tabela 3: Condi¢cBes de reacao para formacao do composto 7¢ com liquido ibnico .30
Tabela 4: Propriedades fisicas, rendimentos e coloracdo dos pirazolo[1,5-
=Y 0111010 = N T P 36
Tabela 5: Dados de RMN de *H dos principais deslocamentos quimicos (ppm) dos
Pirazolo[1,5-a]PiriMICING 781 .....uuuiiiiiiiiiiiiiiiii e 37
Tabela 6: Dados de RMN de **C dos principais deslocamentos quimicos (ppm) das
Pirazolo[1,5-a]PIriMIING 7. ....uuuiiiie e e 39
Tabela 7: Condi¢cdes reacionais para 0 composto 10 em 72h.........ccccovvvvviiviieneeennn. 51

Tabela 8: Valores parciais de Hirshfeld, ADCH e CM5 calculados para a molécula 5;.

.................................................................................................................................. 51
Tabela 9. Valores parciais de Hirshfeld, ADCH e CM5 calculados para a molécula 6
L3N F PSPPI 52

Tabela 10: Energia livre de Gibbs para reacdo de formacdo do composto 10 e 7....54



Xi

Sumario

1. INrOdUGA0 € ODJELIVOS ......oouiiiiiiiiieieee ettt 13
2. REVISEO0 08 NEEIAIUIA .......eoviieieieieee ettt eaea 17
2.1  Sintese de B-enaminonas trifluorometiladas...........cccocvrevereriecieceeicceeee e 17
2.2. Sintese de pirazolo[1,5-a]piriMIdiNa ........cccceeveeriiiieieeeee e 19
2.3. Sintese de pirazolo[1,5-a]pirimidina com liquido iBNICO..........cccevereeriereeiereeeee e, 22
2.4. Pirazolo[1.5-a]pirimidina com atividade biolOgiCa...........ccoeereireineniierceeeeeeee 25
3. Apresentagao € diSCUSSE0 dOS reSUItAdOS .........ccooveiririrenereceeeee s 27
3.1. Sintese, identificagéo e estudo teorico de pirazolo[1,5-a]pirimidina (7a-1) .........c.......... 27
3.2. Sintese, identificagé@o e estudo tedrico de novo enaminoester (10)......ccccecevervevrennene 46
3.3. Avaliacéo da atividade antiglioma e CitotoXidade ...........ccecevereeieineeeneresese e 55
4. CONCIUSED .....couieiitiitieterteet ettt ettt b bbbt et e e et e st e b e ebe s bt e b e st e b et e e et eneeneens 57
MALENIAIS € MELOUOS ......couiuieiinietiietetee ettt st b ettt st b e b e ene e 58

5.1. Reagentes e Solventes UtIIZAdOS .........cccocuieeeiiiieeceeeeeeeeee et 58
5.2.  EQUIpamMeNntos ULIZAAOS..........cceeveiiieeeseceee ettt 58
5.2.1. Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas.........c.ccocceeverveeneenne. 58
5.2.2. Espectrébmetro de Ressonancia Magnética NUcClear ..........c.ccccoevvenreneenceneennen. 58
5.2.3. Medidor de PoNtO de fUSEO .......ceeeririiriirieieieeeteere ettt 58
5.3, MEtOd0S EXPEIMENTAIS. .....ceeiviitieiecieeteetece ettt te st e e e re e besbe e s esbeersesbesbeenaenrs 58
5.3.1. Procedimento para sintese de 1,1,1-trifluor-4,4-dietoxi-but-3-em-2-ona (3)......... 58
5.3.2. Procedimento para sintese de S-enaminonas (5a-g € 5j-1)......cccccecvvviievevieieeenenne. 59
5.3.3.  Procedimento para sintese de S-enaminonas (5h-i).......ccccccecevveviniinineneseseeeee, 62
5.3.4. Procedimento para sintese de pirazolo[1,5-a]pirimidina...........ccccceevvevererevieniesieeenenne. 62
5.4, MELOUOS LEONICOS. ....cuevinieiiieiiieitrtee ettt ettt b et bbbt nene 66
5.5. Testes bioldgicos e analise experimental..........c.ccecoeieeveeieieeceneceere e 67
5.5.1. Procedimentos gerais de cultura de CEIUIAS .........ccccevrirerieriecieeeeeeece e 67
5.5.1.1 CURUIAS A€ CAIUIAS ......c.oourieieiiirieeciireicte ettt 67
5.5.1.2 Culturas primarias de aStrOCILOS .......ccccuverierierieieieiee et enes 67
5.5.2. Tratamento de cultura de CElUlas iN VItrO.........cccoeveireireineereeeeeeee e 67
5.5.3. Ensaio de viabilidade CelUlar.............oooiririieieecce e 68
5.5.4. ANAlISE ESLALISHICA ......cvcveuiiieieiiiieecet ettt 68
6. Referéncias BIDIIOGIAfiCAS .........cccuevieieieiceces ettt a e enaeneas 68
ANEXO | — ESPEeCtroSs de CG/EM......c.ooiiieeeeeeeeeee ettt sttt 74
ANEXO Il — Espectros de RMN de TH € 2C.....c.ouiveviieieeeeeeeeeeseeee v, 84

ANEXO Il — Espectros de RMN bidimenssional ..........ccccooceriiieieninieseseeee e 95



13

1. Introducéo e Objetivos

Compostos organicos nitrogenados vém apresentados grande interesse na
quimica medicinal por estarem presentes em inumeras substancias com alta
atividade biologica. Aproximadamente 85% dos farmacos disponiveis na terapéutica
moderna sdo de origem sintética e destes, 62% possuem no minimo um nucleo
heterociclo, sendo que 91% contendo nitrogénio em suas estruturas (BARREIRO;
FRAGA, 2015). Dentre estas estruturas pode-se destacar farmacos que possuem o
sistema pirazolopirimidinas, como o indiplon (HASSAN; HAFEZ; OSMAN, 2015),
dinaciclib (LI et al., 2013), dorsomorfina (YU et al., 2008), ocinaplon e anagliptin
(KATO et al., 2011) ilustrados na figura abaixo (Figura 1).

-N N-N
~ N \ \ \
_ |
Indiplon L Dinaciclib Dorsomorphin
Sedativo OH Anticancer Osso N

N =~
CN N
Ocinaplon Anagliptin
Sedativo Diabetes tipo 2

SN f
St R e vy

Figura 1: Farmacos disponiveis no mercado contendo o sistema pirazolo[1,5-

a]pirimidina

Entre as classes de heterociclos, os ciclos condensados como as pirazolo[1,5-
aJpirimidinas estdo presentes em diversos segmentos da sociedade, como
desenvolvimento de farmacos, agroquimicos e materiais. Essas moléculas sé&o
analogas a purinas (Figura 2) e possuem propriedades antimetabdlitas, ou seja, term
propriedade de inibir por competicdo as reagdes de purinas naturais (BARREIRO,;
FRAGA, 2015).


https://docs.google.com/document/d/1r_4HOnO6d9B21xzJtdJihmdep5A1xKgI/edit#heading=h.30j0zll
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NH,
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< N N | s | o >N~ N
N N“ N H,N" NN N
pirazolo[1,5-a]

pirimidina Adenina Guanina Xantina

Figura 2: Estrutura quimica de purinas comparada a esturuta da pirazolo[1,5-
a]piridimidina.

As pirazolo[1,5-a]pirimidina podem ser obtidas através da condensacao de 3
ou 5-aminopirazol com cetonas, 1,3-dicetonas, enaminonas ou p-cetoester, dentre
outras (CHERUKUPALLI et al., 2017)(Esquema 1). Este heterociclo ocupa posi¢céo
de destaqgue por estar presente em compostos com potencial a¢do biolégica, como
AGGARWAL et al., (2014) verificou que compostos desta classe tém apresentado
atividades antimicrobiana e anti-inflamatéria, enquanto HASSAN et al., (2016)

avaliaram a atividade antitumoral.

Esquema 1.
O NH O O O O O N._R
\ 2 S
QNH2+ RMR ou R)]\/U\OR ou R]_)J\Rzou)J\/U\ gg
H
R

Os gquimicos organicos sintéticos tém se esforcado para produzir cada vez
mais compostos heterociclicos através de novos e eficientes métodos sintéticos de
transformacao. Entre as principais reacdes organicas, a ciclocondensacao é a mais
atrativa para metodologias de sintese (DRUZHININ; BALENKOVA; NENAJDENKO,
2007), surgindo uma necessidade de otimizar esses processos. Assim, os liquidos
ibnicos (LIs) tém atraido um interesse crescente e recentemente no contexto da
sintese organica “verde”. Embora os LI tenham sido inicialmente introduzidos como
meio de reacdo “verde” alternativo por causa de suas propriedades fisicas e
guimicas Unicas de nao-volatilidade, nédo-inflamabilidade, estabilidade térmica e
miscibilidade controlada. Marchando muito além dessa fronteira, os Lis vém
mostrando seu papel significativo no controle de reagbes como solvente ou
catalisadores e, além disso, tém uma grande caracteristica que é a capacidade de
serem reutilizados muitas vezes (WASSERSCHEID; WELTON, 2003).
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Também é importante destacar o atomo de flior presente em moléculas
organicas que promove propriedades interessantes no ponto de vista da sintese
organica e da quimica medicinal. A substituicdo de um atomo de hidrogénio por um
atomo de fltor altera propriedades significativas do composto, como por exemplo, a
acidez e a basicidade, além da lipofilicidade, propriedade fundamental para o
controle da absorcao, transporte e interacdo de farmaco-receptor (DOLBIER, 2016).
Deste modo, ha um grande interesse da industria farmacéutica e também na
agroquimica por novas substancias trifluorometiladas. Dentre inimeros exemplos, DI
GRANDI et al., (2009) demonstrou que pirazolo[1,5-a]pirimidinas com substituintes
trifluorometilados foram identificados como potentes inibidores de proteina quinase

serina/treonina(B-Raf) que oferece um meio viavel para o tratamento do cancer.

1.1. Objetivo geral
Tendo em vista que o0s heterociclos nitrogenados possuem uma vasta
aplicabilidade principalmente na quimica medicinal o presente trabalho tem como
objetivo sintetizar pirazolo[1,5-a]pirimidinas contendo como substituintes grupos
aminos e trifluorometilado utilizando liquido i6nico como mediador (Esquema 2).
Também sera realizado o estudo computacional e estudo da atividade antiglioma e
citotoxicidade in vitro.
1.2. Objetivos especificos
e Realizar a sintese de pirazolo[1,5-a]pirimidinas 7 utilizando liquido ibnico como
mediador;
e Caracterizar por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas
(CG/EM) e por ressonancia magnética nuclear (RMN) oos novos produtos 7a-i;
e Realizar o estudo de proposta de mecanismo com base em dados teéricos para
0 composto 7.

Esquema 2.
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2. Reviséo da literatura

Nesse capitulo sera abordada uma revisdo da literatura sobre as moléculas
gue estado relacionadas ao trabalho. Primeiramente serdo apresentadas as (-
enaminonas trifluorometiladas, relacionando sua estrutura quimica como bloco
construtor para heterociclos e a possivel isomerizagdo estrutural. A partir do
segundo capitulo sera feita uma revisdo sobre a pirazolo[1,5-a]pirimidina quanto a
sua estrutura e métodos de sinteses, dando énfase a reacdo com liquido iénico. Por
fim, sera abordado as principais atividades dos heterociclos pirazolo[1,5-a]pirimidina,
visto que estes heterociclos possuem grande aplicabilidade na quimica medicinal
para o desenvolvimento de novos farmacos.
2.1 Sintese de B-enaminonas trifluorometiladas

As B-enaminonas sdo compostos organicos conjugados que apresentam na
sua estrutura grupamento amino. Além disso, ela possui dois centros eletrofilicos na
posicdo B e D, trés sistemas nucleofilicos na posicdo A, C e E descrito na figura 3.
Com isso, essas substancias se tornam intermediarios versateis uma vez que
combinam a nucleofilicidade ambidentada das enaminas com a eletrofilicidade
ambidentada das enonas (KASCHERES, 2003).

E
o)
A R?
RI” D /B N/
c |
R3

Figura 3: Estrutura da S-enaminonas

Por meio de reacdes de substituicdo eletrofilica e nucleofilica, as enaminonas
séo eficazes como blocos de construcéo na sintese organica de compostos bioativos
aciclicos, arométicos e heterociclicos, como az6is (MOHAREB et al., 2020). Além
disso, substancias dessa classe sdo valiosas para a construcédo de heterociclos de
nitrogénio biologicamente ativos, como por exemplo, na sintese realizada por
ALCAIDE et al. (2000), que utilizaram enaminonas derivadas do acido tetronico para
obter derivados de acrilato (Esquema 3).

Esquema 3.


https://docs.google.com/document/d/1r_4HOnO6d9B21xzJtdJihmdep5A1xKgI/edit#heading=h.2et92p0
https://docs.google.com/document/d/1r_4HOnO6d9B21xzJtdJihmdep5A1xKgI/edit#heading=h.tyjcwt
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i. MeOH.Na,CO3 25 °C, 3 horas.

Tendo em vista que compostos fluorados tem seu destaque na quimica
medicinal, por aumentar a estabilidade metabdlica de um composto bloqueando o
sitio reativo, biodisponibilidade e interacGes proteina-ligante (PURSER et al., 2008).
Logo, os compostos que contém substituintes trifluormetilados tém sido relatados
por terem potenciais propriedades Unicas ao flaor, como lipofilicidade e estabilidade
(OJIMA, 2009). As introducdes desse grupo em compostos organicos resultam em
mudancas positivas nas propriedades quimicas, bioquimicas e fisicas, perante o
composto original (WANG et al., 2015). Portanto, STEFANI et al., (2005)
descreveram a sintese de B-enaminonas trifluorometiladas utilizando a4gua como
solvente em temperatura ambiente por 40 minutos com rendimentos de bons a
otimos (Esquema 4).

Esquema 4.

1
O OFEt i o HnR

=
FSCMOB 60-89 % FBCJ\/\OB

i. H,NRY, H,0, 25°C, 40 min -~ R = alquil, aril

Recentemente, GOULART, (2017) descreveu a sintese de pirazdis contendo
o grupo trifluorometil. Os compostos foram sintetizados com eficiéncia usando um
protocolo de trés etapas de reacdo. A primeira etapa é a sintese de pg-dietoxi,
engquanto que a segunda é para formacéo de diferentes p-enaminonas e por fim, a
reacdo para produzir pirazéis triflurometilados (Esquema 5).

Esquema 5.
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As p-enaminonas normalmente apresentam isomeria de configuracdo, na qual
ocorre devido a rotacdo de ligagcdo sigma, porém em 1982, (FILYANKOVA,;
PASHKEVICH; POSTOVSKIIl, 1982) demonstraram isomerizagdo de p-
aminovinilcetonas para f-enaminonas em altas temperaturas por 20h, no qual se
obteve o produto puro a partir da destilacdo fracionada com rendimento de 60%,

sendo caracterizado como isomeria estrutural e parcial (Esquema 6).

Esquema 6.
NH, O . O  NH;
|
=
FBC)\/U\Me Fsc)]\)\Me

, 60%
i. 140-150 °C, 20h

A partir do exposto foi possivel observar as contribuicbes ao longo dos anos
para estas moléculas que sdo intermediarios significativos na sintese organica, pois
podem sofrer uma variedade de transformacdes quimicas resultando em moléculas
estruturalmente complexas na quimica organica e medicinal, como por exemplo,

nucleos heterociclos.

2.2. Sintese de pirazolo[1,5-a]pirimidina

As pirazolo[1,5-a]pirimidinas sdo uma classe de compostos heterociclicos
fundidos obtidos através da condensacdo de 3 ou 5-amino pirazol com cetonas,
enaminonas, p-cetoesteres, dentre outras (CHERUKUPALLI et al., 2017). Sua
nomenclatura foi atribuida conforme regras desenvolvidas por Hantzch-Widman
(EICHER; HAUPTMANN; SPEICHER, 2013), e abaixo estd demonstrado a
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subclasse que € conectada através da ligacdo 1,5 do pirazol e a do anel da

pirimidina (Figura 4).

4/5 b N\C
le al o
sy Nas

2 f €

Pirazol Pirimidina

4
3 3a_N
~ \5

2

Figura 4. Numeracao dos atomos das pirazolo[1,5-a]pirimidinas.

MARTINS et al, (2009) descreveu a sintese das 2-metil-7-
triclorometilpirazolo[1,5-a]pirimidinas que foi realizada a partir da reagdo de
ciclocondensacdo do tipo [NCN] + [CCC], que consiste na unidao de dois
reagentes para formacdo de um produto. O grupo NCN é representado pelo 3-
amino-5-metilpirazol e o grupo CCC é representado pelas 1,1,1-tricloro-4-alcoxi-3-
alquen-2-onas. Nessa sintese foram obtidos os compostos com rendimentos bons a

excelentes, utilizando acido acético como solvente, por um periodo de 16h.

(Esquema 7).
Esquema 7.
NH, OR R R
. N RY
A\ —_— i S N Me
| N + o R1 H3C‘<\r Me Et
H.e” N 69-98% N-N~F Et Me
3 H CCl, el Pr Et
3 Bu Me
i. CH3COOH, refluxo, 16h. i-Bu  Me

Neste mesmo estudo foi relatado a sintese das 2-metil-7-arilpirazolo[1,5-
apirimidinas, através da reacao de ciclocondensacéo do tipo [NCN] + [CCC] entre o

3-amino-5-metilpirazol com as B-dimetilaminovinil cetonas utilizando acido acético
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em refluxo durante 16 horas, com rendimentos de moderados a excelentes.

(Esquema 8).

Esquema 8.
NH2 N(Me)z RZ R2
\ — Ph Pirrid-2-il

N+ 0 H HsC Ph-4-NO, Pirrol-2-il

HsC N ) 65-99% N~ Ph-4-Me  Tien-2-il

H R Ph-4-Br Fur-2-il
i. CH3COOH, refluxo, 16h. Ph-4-F

Ph-4-Cl

J4, BURIOL et al., (2013) preparou uma série de compostos de pirazolo[1,5-
alpirimidinas a partir de enonas trifluorometiladas, fazendo uso de irradiacdo de
ultrassom. As pirazolo[1,5-a]pirimidinas trifluorometiladas foram obtidas em 5
minutos de reacdo com rendimentos de moderados a bons (Esquema 9).

Esquema 9.

f CR—
M 76-98% 4(\,\&)/ Me 4-F-CgH,

Bu 4-Cl-CgH,
i.))), EtOH, 5 min , 75 °C CF, i-Bu 4-Br-CgH,
Ph Naft-2-il

4-Me-CgH, Nifen-4-il

Em outro estudo, AGGARWAL et al., (2014) descreveram uma sintese
regioseletiva de metil-3-fenil-7-trifluorometilpir-azolo[1,5-a]pirimidinas por
condensacao de 4-aril-5-aminopirazéis com um equivalente de trifluorometil-g-di-
cetonas. Para obter uma visdo do mecanismo de reacéo, o intermediario, 5-metil-3-
fenil-7-trifluorometil-4,5,6,7-tetra-hidropirazol[1,5-a]pirimidina-5,7-diol ~ foi  isolado
realizando a reacdo em DCM a -15 °C por 6 h. Posteriormente este intermediario foi
convertido em 7-trifluorometilpirazolo[1,5-a]pirimidino derivado por desidratagédo em
refluxo com anidrido acético (Esquema 10). Os compostos sintetizados foram
avaliados quanto a atividade anti-inflamatéria. Um total de nove compostos foram
testados quanto a sua atividade anti-inflamatéria e apenas o composto com
substituinte metilbenzeno exibiu a atividade anti-inflamatoria de 83,4% quando
comparado ao farmaco padrao Indometacina (84%).

Esquema 10.
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R
NH, N=
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R' = CF4, Me, Ph, N- Ac,0
4-Me-Ph, 4-Br-Ph, DEM_ | R N>lj<)H o
2-tienil -15°C, N Refluxo, 30 min
6 horas Ph H
R' = Me

2.3. Sintese de pirazolo[1,5-a]pirimidina com liquido i6nico

Liquidos idnicos (LIs) sdo uma classe de solventes com propriedades muito
interessantes, como nado volatilidade, n&o-inflamabilidade, estabilidade térmica e
miscibilidade controlada, podendo também ser reutilizados muitas vezes. Por conta
de suas caracteristicas unicas, o liquido ibnico também ganhou popularidade como
alternativa mais “verde” em relagcdo aos solventes organicos usuais. A definicdo
mais simples de um LI é um liquido composto exclusivamente de ions
(WASSERSCHEID; WELTON, 2003).

Por demonstrar tamanha versatilidade, o LI pode ser utilizado como solvente
e/ou catalisador. Nestas funcdes serdo determinadas pelas caracteristicas
reacionais de cada reacdo, ainda assim a fungcao mais importante do LI é estabilizar
o complexo ativado carregado por meio de interacbes do tipo solvente-soluto
(MARTINS et al., 2008).

Quando se trata de liquidos i6nicos aniénicos, os mesmo podem ser divididos
em quatro grupos: (a)sistemas baseados em cloretos e sais organicos, tais como
cloreto de 1-butil-3-metilimidazélio, [BMIM][CI]; (b)sistemas baseados em &anions
como [PFg], [BF4 e [SbF¢]; (c)sistemas baseados em anions, como [CF3SOg],
[(CF3S0O,) 2N [Tf2N] e semelhantes; (d)sistemas baseados em &anions, como
alquilsulfatos e alquilsulfonatos (BRINCHI; GERMANI; SAVELLI, 2003;
WASSERSCHEID; WELTON, 2003). Os exemplos descritos sdo baseados em
cations amoénio, sulfénio, fosfénio, imidazodlio, piridinio, picolinio, pirrolidinio, tiazdélio,
oxazolio, pirazolico e nitrogénios assimétricos, diferentemente substituidos
(WASSERSCHEID; WELTON, 2003) (Figura 5).



23

Cation Anion
NRHJ»  (SRH, [PRH, 1) Alcl, AlCl
2) PFg BF, SbF,
R P i T~
A" (;j < L)« 3) [(CF:S0,);NI, CF3SO,N". COCF;
- ! "¢ "l 4) ROSO;, RSO,

Figura 5: Classificacao dos liquidos iénicos.

Assim, SHI; ZHOU; LIU, (2015) fizeram o uso de um LI como meio reacional,
onde foi possivel sintetizar 13 compostos, a partir de 3-metil-1-fenil-1H-pirazol-5-
amina com cetonas «,f-insaturadas. A mistura foi agitada a 90 °C por 8-13 h, os
produtos tiveram alto rendimentos (Esquema 11). Logo, este protocolo tem
condicbes de reacdo mais suaves, com alta eficiéncia e procedimento
ambientalmente sustentavel.

Esquema 11.

Arl
— o . Arl Ar?
| 4 A 4'CH3C6H4 4-C|CGH4
N\N NHZ + Arl/\)J\Ar2 I N\ | — 4'CH3C6H4 4-CH30C5H4
83-96% NT N A2 4ciCeH, 4-CH30CgH,
4-CICgH, 3-NO,CgHy
4'BrC6H4 4-CH30C6H4
- aIMIE oc 8131 4-FCgH, 4-CH30CgH,
i [ 1Br, 90 °C, 8-13 horas 3,4-Cl,CgH3 4-CH30CgH,
3,4-OCH,0CgH3 4-CICgH;
4-CICgH, 4-CICgH3
4'Br06H4 4-C|C6H4
4-BrCgH, 2-Nafataleno
4-CH3CgH,4 2-Nafataleno
4-CICgH,4 2-Nafataleno

HUANG et al., (2021) descreveram uma reacdo eficiente fazendo também a
utiizacdo de LI no meio reacional, a partir de 4-metilbenzaldeido, 3-oxo-3-
fenilpropanonitrila e 3-metil-1-fenil-1H-pirazol-5-amina. Os derivados de piridina
fundidos correspondentes foram sintetizados através de reacdes one pot, com
rendimentos de 72-98%. A mistura foi agitada a 80 °C por 4-7h (Esquema 12). Este
método tem as vantagens de ser eficiente com condicdes de reagcdo mais suaves,
em apenas uma etapa de reacao e tempo de reacdo mais curto.

Esquema 12.
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No estudo de SINGSARDAR et al., (2018) se utiliza liquidos ibnicos &cidos de
Bregnsted (LIAB) como catalisadores da reacao entre 1H-pirazol-5-amina e chalcona,
com etanol como solvente, fazendo a utilizagdo de condicdes brandas de
temperatura (80 °C) e obtendo bons rendimentos que ficaram na media de 80%
(Esquema 13). Reacdo em tandem prossegue através da adicdo de aza-Michael
seguido por ciclizagdo intramolecular para produzir os derivados de

pirazolopirimidina desejados.

Esquema 13.
1 Rz Rl R2
R o)
) 1-
Wow - 8, L e
N~ Ar R —ogen N©ON R2 = H, CO,Et
70-85% | =H, CO;
. H Ar)\)\R3 3 . .
i. LIAB (5% mol), EtOH, 80 °C, 18 horas R* = Aquil e Aril
LIAB: | ~ BAIL-1
Mo~ s0,H
. ©0Ts

FRIZZO, (2010) sintetizou composto a partir da reagcao de ciclocondensacao
de 1,1,1-trifldor-4-alcoxi-3-alquen-2-onas com 3(5)-aminopirazol usando liquido
ibnico como  meio reacional. Os reagentes e o LI foram adicionados em
guantidades equivalentes, formando uma mistura homogénea que foi aquecida a
100°C por 2 h, fornecendo os compostos esperados com bons rendimentos
(Esquema 13).

Esquema 14.
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NH,
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Nt R)J\/\RZ 79-91% _ N 7 , _ .
N N R? = Ph-4-Me; Ph-4-Br; Ph; Me

i. [BMIM][BF,], 100 °C, 2 horas

2.4. Pirazolo[1.5-a]pirimidina com atividade biologica

As pirazolo[1,5-a]pirimidinas sdo conhecidas por serem analogos de purinas
com diversas aplica¢des bioldgicas como antimetabdlitos em interacdes bioquimicas
de purinas, antitripanossomais e sedativos (HASSAN; HAFEZ; OSMAN, 2015),
ansioliticos (SELLERI et al., 2005), ligantes de receptores de benzodiazepinicos
(SELLERI et al., 2001), dentre outras. Por conta de sua grande importancia biolégica
0s cientistas medicinais descobriram varias novas drogas que consistem em ter essa
molécula central, citado na figura 1 (pagina 13).

Os tumores cerebrais podem se formar em praticamente qualquer tipo de
tecido ou célula do cérebro e da medula espinhal. Glioma € um termo geral para um
grupo de tumores que comecam nas células da glial. Varios tipos de tumores podem
ser considerados gliomas, como o0s astrocitomas. Astrocitomas sdo o tipo mais
comum de glioma e se formam a partir de células chamadas astrocitos. Drogas que
estdo se mostrando mais eficazes para o antiglioma devem causar apoptose nas
células tumorais e manter as células saudaveis (astrécitos) (Louis et al., 2016).. Visto
gue um dos objetivos desse trabalho sera testar as substancias sintetizadas como
potencial antiglioma, sera abordado com maior énfase relatos de novos derivados de
pirazolpirimidinas com potencial anticancer.

Em seu estudo de KAMAL et al., (2013) demonstraram a eficiéncia da série
de aminobenzotiazol conjugados a pirazolo[1,5-a]pirimidina para atividade
anticancer. Os compostos foram testado contra cinco linhagens de células de cancer
humano (A-549, HelLa, MCF-7, HT-29 e ACHN), sendo que alguns desses

compostos exibiram atividade anticancer promissora em concentracdo micro molar
(uM) (Figura 5).
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Figura 6: Composto da série de aminobenzotiazol conjugados de pirazolo[1,5-
a]pirimidina com maior atividade anticancer.

MATHISON, C.J.N. et al. (2020) demonstraram a sintese de um potente
inibidor de receptor da tirosina quinase (RET quinase) com alta seletividade em
ensaios celulares (Figura 7). Os autores sintetizaram trés substituices diferentes na
posicao 6 para a familia de pirazolo[1,5-a]pirimidinas, isto €, fenil, p-acetamidofenil e
2-tiazolil. O grupo fenil foi utilizado devido a disponibilidade sintética do substrato; no
entanto, o p-acetamidofenil e os grupos 2-tiazolil conferiram poténcia aumentada
contra um elevado numero de receptores transmembrana tirosina quinase e linhas
de células cancerigenas. A seletividade do composto da Figura 6 € devido 0 grupo
amino na posicdo 5 (R?), que favorece uma ligacédo de H com uma molécula de 4gua
dentro do sitio ativo da enzima. A geometria restrita do anel de piperidina facilita as
interacdes de Van der Waals com alguns residuos de proteina. Os pesquisadores
concentraram seus esforcos na mudanca de polaridade em R® para reduzir a
lipofilicidade geral; com este objetivo, eles substituiram o grupo metoxi por uma

variedade de amidas e obtiveram um composto sem grande perda no potencial

anticancer.

\ :
N !
MeO NH :
N= s
MeO = / X
N :

| N NH,

Figura 7: Composto com atividade inibidor da RET quinase
J4, LIU et al., (2020) demonstraram que um derivado de pirazol, pirazolo[4,3-
c]piridinona (PP-4-one), que tem na sua estrutura um atomo de flaor, (Figura 7),
suprimiu a viabilidade das células U251, C6 e U87 em um concentracdo de 0,25 yM.

Logo, esse composto tem potencial antiproliferativo para células de glioma através
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do direcionamento dos niveis de cAMP e Bcl-2. Também promoveu a apoptose das
células de glioma por meio da ativacdo da caspase e interrupcao do ciclo celular.
Assim, o PP-4-ona pode ser usado para desenvolver candidatos a drogas para o

tratamento de glioma.

Figura 8: Estrutura quimica de PP-4-one

3. Apresentacéao e discussao dos resultados
3.1. Sintese, identificagcéo e estudo tedrico de pirazolo[1,5-a]pirimidina (7a-I)

Para a obtecdo das pirazolo[1,5-a]pirimidina foi primeiro preciso sintetizar
seus precursores, 1,1,1-trifluor-4,4-dietoxi-but-3-en-2-ona (3) e S-enaminonas (5a-l) ,
sendo que o composto 3 foi sintetizado a partir da metodologia de HOJO; MASUDA;
KAMITORI, (1976); as p-enaminonas 5a-g e 5j- foram sintetizados a partir da
metodologia de GOULART, (2017) no qual foi utilizado acetonitrila como solvente
por 18 horas em temperatura ambiente, enquanto que as f-enaminonas 5h-i foram
baseadas em STEFANI et al., (2005) , onde foi utilizou agua como solvente por 40
minutos (Esquema 14). Todos os compostos foram identificados por RMN de H e
13C e os rendimentos foram de acordo com a literatura (Tabela 1).
Esquema 15.
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Tabela 1. Propriedades fisicas, rendimentos e coloragcédo das S-enaminonas 5a-l.

Comp. Form. Mol Rend. P.F. Coloracao
(g/mol) (%) (°C)

5a C12H19F3N203 71 58-60 Castanho
5b C14H23F3N20 85 72-74 Castanho
5¢ C13H20F3NO; 94 Oleo Amarelo
5d C11H12F3NO3 80 217-219 Ambar
5e C12H13F3N0, 86 81-83 Amarelo
5f C12H13F3N20; 90 81-83 Amarelo
59 C12H19F3N20; 97 Oleo Castanho
5h C12H12F3NO; 74 38-40 Amarelo
5i Ci3H14F3NO; 71 80-82 Amarelo
5j Ci3H21F3N20; 76 65-67 Amarelo
5l C11H11F3N20; 81 73-75 Amarelo
5l C12H20F3N302 94 81=83 Castanho

Em posse dessas, foi iniciada a terceira etapa sobre o estudo de otimizagao
de reagédo, assim foi testado um equivalente de B-enaminona 5j e de pirazol 6 com
diferentes solventes e ndo se obtendo o produto desejado. (Esquema 16, Tabela 1
linhas 1a4).

Esquema 16
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Também foi testado a reacdo da S-enaminona 5¢ em conjunto com o pirazol 6
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em diferentes solventes demonstrado na tabela 1 (linhas 1 a 4). Também n&o houve

0 consumo total dos matérias de partida. Sendo assim, foram explorados diferentes

métodos para obter o produto em radiagdo micro-ondas (linhas 5 e 6) e ultrassom

(linha 7) onde n&o houve sucesso. Por fim, foi testado uma reagdo com base em
FRIZZO, (2010) com 1 equivalente do LI Tetrafluorborato 1-butil-3-metilimidazolio
([BMIM][BF4]), onde obteve-se o produto 7c com rendimentos de 36% (Tabela 2,

linha 8).
Esquema 17.

Tabela 2: Condi¢bes de reacéo para formag¢do do composto 7.

a

Linha Condicao de reacao Rendimento

Equiv. Temp. Solvente/ Catalisador Tempo

Mmol (°C) (h)

(5:6)
1 1:1 78 Etanol 72 -
2 1:1 110 Tolueno 72 -
3 1:1 67 Acetonitrila 72 -
4 1:1 110 Acido Acético 72 -
5% 1:1 110 Tolueno 1,50 -
6" 1,5:1 110 Tolueno/ Acido acético 1,50 -
7 1:1 - Tolueno 1,50 -
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8 1:1 100 - [BMIM][BE4] 2 36%

# Micro-ondas *Ultrassom a = rendimento de composto isolado

Apébs obter o produto desejado, manteve-se o aperfeicoamento da reagéo e
percebeu-se que o aumento da quantidade equivalente do liquido idnico, aumento
do tempo reacional e diminuicdo da temperatura ndo colaboram para o aumento do
rendimento (tabela 3, linha 9, 10 e 11). Assim, foi alterado o liquido ibnico para o 1-
butil-3-metilimidazolitio hexafluorofostato ([BMIM][PFg]), em uma temperatura de 100
°C por 24 horas e obteve-se 60% de rendimento (tabela 3, linha 12). Logo, foi
testado o mesmo procedimento utilizando o etanol como solvente e ndo houve
nenhum consumo do material de partida (tabela 3, linha 13). Por fim, foi testado com
o dobro de quantidade do liquido ibnico e o rendimento subiu para 74% (tabela 3,
linha 14)

Tabela 3: Condicfes de reacdo para formacdo do composto 7¢c com liquido ibnico

Condicao de reacao Rendimento®

g Equiv.Mmol L.I. Temp. Solvent Tempo
- 6Ll (°C) e ()

9 1:1:2 [BMIM][BF,] 100 - 2 26%

10 1:1:2 [BMIM][BF,] 75 : 2 7%

11 1:1:1 [BMIM][BF,] 100 : 4 15%

12 1:1,2:1 [BMIM][PF ] 100 5 24 60%

13 1:1,2:1 [BMIM][PF ] 78 Etanol 24 -

14 izl [BMIM][PF ] 100 s 24 74%

a = rendimento de composto isolado

Foi escolhida as condicdes reacionais da linha 14 para aumentar o esboco
dessa sintese, assim foi sintetizada uma série de pirazolo[1,5-a]pirimidina através de
reacdo de condensacao entre pirazol 6 com S-enaminonas 5a-l utilizando LI como
mediador por 24h a 100 °C (Esquema 18).

Esquema 18.
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Em contra partida na reagdo de formagédo do composto 7] (R=(piperidin-1-
iletil) foi observado no CG/EM além do produto esperado, o enaminoester 10 com
aproximadamente 84% de area no CG (Esquema 19, Figura 9).

Esquema 19.
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i. [BMIM][PFg], 100 °C, 24h.
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Figura 9: CG/EM do composto 10 e composto 7j.

Pico3
1,

J4, na reacdo para formar o produto 7k (R=(2-piridil)) foi possivel identificar,
por CGIEEM e RMN de 'H e C a 2-metil-5-amino-(piridin-2-a)-7-
(trifluorometil)pirazol[1,5-a]pirimidina 7k e seu regioisémero 2-metil-7-amino-(piridin-
2-a)-5-(trifluorometil)pirazolo[1,5-a]pirimidin-7-a 7kk (Esquema 20). A figura 10A
ilustra o espectro de massas do composto com percentual de 47,70% e a figura 10B
mostra o0 espectro de massa do seu regioisdmero com area de 52,30%, ambos ion
molecular de m/z = 293. Aumentando a temperatura (120 °C) e, o tempo da reacao
para 48 horas ndo forneceu apenas o composto 7k.

Esquema 20.
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No espectro de RMN de *H pode-se perceber a presenca das duas moléculas
7k e 7kk, onde os sinais em negrito séo referentes ao 7k e o restante ao 7kk. Assim,
pode se verificar a presenca de duas metilas e o0s sinais caracteristicos da
pirazol[1,5-a]pirimidina (H6 e H3), onde o hidrogénio H6 se observou-se um regiao

mais blindada do espectro (Figura 11).
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Figura 11: RMN *H do composto 7k e 7kk (em negrito sinal do 7k)

No espectro de RMN de *3C foi possivel identificar todos os sinais das duas
moléculas, sendo que 0s em negrito sdo relacionados a molécula 7k e o restante a
7kk. Na molécula 7k verifica-se 0s sinais caracteristicos do pirazolo[1-5-a]pirimidina
e semelhantes a serie sintetizada 7a-i. A metila apresentou-se em torno de 14,7
ppm, os sinais do carbono C6 sédo observados em 87,6 ppm na forma de um
quarteto de 3J = 4,9 Hz e o carbono C3 é assinalado em 97,4 ppm. Também verifica-
se dois sinais na forma de um quarteto, o C7 em 147,9 ppm com 2Jc.e= 35 Hz e 0
CF3; em 122,4 ppm com 'Jce= 1754 Hz . Enquanto, para o regioisoméro 7kk
verifica-se o sinal da metila em torno de 14,8 ppm, o sinal caracteristico do C3 do
pirazol C3 em 94,8 ppm, o carbono C6 apresenta-se em 98,5 ppm com 3Jcr = 4,9
Hz. Do mesmo modo, essa molécula apresenta dois sinais na forma de quarteto,
sendo o carbono C5 em 134,9 ppm com 2Jc.r = 36,9 Hz e outro em 119,0 ppm com

1JcF= 191,7 Hz correspondente ao CF3; da molécula 7kk (Figura 12).
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Figura 12: RMN 1H do composto 7k e 7kk (em negrito sinal do 7k) em CDCI; (400
MHz)

A molécula 71 (R=((piperazil)etil) ndo foi obtida na condicdo de reacgéo

utilizada, sendo o composto obsevrado observada a molécula 5-etoxi-2-metil-7-

(trifluorometil) pirazolo[1,5-a]pirimidina 71l com a maior area no cromatograma (42%)

e confirmada no espectro de massas (Esquema 21).

Esquema 21.
ﬁNH
Vet T
N\
@H K= NN
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O HN CF;
=
FsC OEt
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N-Ns
i. [BMIM][PFg], 100 °C, 24h. CF3 &

Desse modo, foram sintetizados um total de nove compostos inéditos (7a-i),
na grande maioria soélidos, com excecdo do composto 7c¢, que apresentaram ponto
de fusdo com valores variando de 70-143 °C. Suas férmulas moleculares, pesos

moleculares, rendimentos, pontos de fusdo e coloracéo estdo expostos na Tabela 4.



Tabela 4: Propriedades fisicas,

a]pirimidina 7a-i.
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rendimentos e coloragdo dos pirazolo[1,5-

Comp. Fo6rm. Mol P.M. Rend.? P.F. Coloracéao
(9/mol) (g/mol) (%) (°C)
7a C1aH1gF3NsO 329,15 50 95-97 Amarelo
7b Ci16H22F3Ns5 341,18 43 94-96 Laranja
7c CisH19F3N4 312,16 74 Oleo Amarelo
7d CisH11FsN,O 296,09 42 94-96 Ambar
7e C14H12F3Ns 307,10 77 140-143 Ambar
7f Ci14H12F3Ns5 307,10 51 95-97 Laranja
79 C14H18F3Ns5 313,15 48 94-96 Amarelo
7h CisH13F3N4 306,11 40 70-73 Branco
7i Ci14H11F3N4 292,09 86 99-102 Verde

a = rendimento de composto isolado

Na andlise por CG/EM de todas as substancias ha presenca do ion molecular
e 0 pico base é referente ao fragmento da amina ou do ion molecular. Para
exemplificar, ser4 apresentado a analise do composto 7e, onde verificou
cromatograma um pico de retencdo 13 min. e 76 s. No EM aparece o ion molecular
do composto 7e (m/z= 307) (Figura 13), o segundo fragmento oriundo da porcéo da

amina tendo m/z= 201 e o pico base de m/z= 92 ¢ referente a 3-metilpiridina.
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Figura 13: Espectro de massas (EM) do composto 7e.
No espectro de RMN *H da molécula 7e verificou-se a presenca dos sinais
dos hidrogénios H6 e H3 caracteristicos do anel pirazolo[1,5-a]pirimidina. O
hidrogénio do anel pirimidina H6 apareceu na forma de um simpleto em 6,21 ppm e
o H3 do pirazol identificado como simpleto em 6,46 ppm. Além disso, foi identificado
os hidrogénios da metila na forma de simpleto em 2,49 ppm, o metileno em forma de
dupleto em 4,69 ppm e hidrogénio do nitrogénio em 7,11 ppm na forma de sinal

alargado (Figura 14).
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Figura 14: Espectro de RMN de *H do composto 7e em CDCl; (400 MHz).

Na Tabela 5 estdo demonstrados os dados comparativos de RMN de 'H para
0s sinais caracteristicos dos compostos pirazolo[1,5-a]pirimidina 7a-i. Os valores de
deslocamentos para os hidrogénios NH, H3, H6 e -NHCH,- foram atribuido com
auxilio de RMN 2D e como base em MARTINS et al., (2009).

Tabela 5: Dados de RMN de *H dos principais deslocamentos quimicos (ppm) dos

pirazolo[1,5-a]pirimidina 7a-i.

Composto NH H3 H6 -NHCH,-

72 7,40 6,43 6,17 3,51
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7b
ic
7d
7e
7f
79
7h
7i

7,26
6,55
6,96
7,11
7,74
7,28
7,01
8,26

6,38
6,34
6,44
6,47
6,46
6,42
6,42
6,44

6,09
6,09
6,36
6,13
6,24
6,17
6,21
6,44

3,53
3,20
4,61
4,69
4,75
3,52
4,60

No espectro de RMN de *C da molécula 7e os sinais que confirmaram a

formacéo do anel fundido sdo os carbonos C2, C3 e C6. O carbono C2 esti na

regido mais desblindada do espectro em 155,7 ppm, o C3 apareceu em 97,3 ppm e

o C6 esta em 80,8 ppm. O carbono referente ao grupo trifluorometil aparece na

forma de um quarteto em 121,2 ppm (*Jc.r = 212,2 Hz), além disso verifica-se o sinal

referente CH; ligado ao nitrogénio em torno de 43,9 ppm e o sinal referente ao metil

em 14,6 ppm (Figura 15).
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Figura 15: Espectro de RMN de **C do composto 7e em CDCl3 (100 MHz).
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Na expansao de espectro apresentada na (Figura 16), encontra-se 0s sinais

C3a, C7 e C5 que também caracterizam o composto 7e. O carbono C3a tem um

deslocamento quimico em 148,4 ppm, o carbono C7 aparece na forma de um

quarteto em 147,5 ppm (*Jcr = 35,8 Hz) e o carbono C5 tem um deslocamento em

146,7 ppm.
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Figura 16: Expanséo de espectro de RMN de **C do composto 7e.

A Tabela 6 apresenta os deslocamentos quimicos (ppm) dos dados

comparativos de RMN de *3C para os sinais caracteristicos dos carbonos dos

compostos pirazolo[1,5-a]pirimidina 7a-i. Os valores dos deslocamentos para 0s

carbonos C2, C3a, C7, C5, C3 e C6 referentes ao pirazolo[1,5-a]pirimidina foram
assinalados com o auxilio de RMN 2D e de acordo com MARTINS et al., (2009).

Tabela 6: Dados de RMN de *3C dos principais deslocamentos quimicos (ppm) das

pirazolo[1,5-a]pirimidina 7a-i.

Compostos Cc2 C3a Cc7 C5 C3 C6
72 155,5 148,5 1475 146,9 97,0 80,7
7b 154,9 148,6 147,4 147,3 96,4 80,1
7c 155,3 148,5 1475 147,0 97,0 80,5
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7d 155,6 148,9 147,8 146,7 97,2 80,9
/e 155,7 148,9 147,6 146,5 97,3 80,8
7f 155,7 1491 147,6 147,1 97,1 81,1
79 155,4 148,5 147,5 147,0 96,9 80,6
7h 155,5 148,4 147,5 146,9 97,0 80,9
7i 156,1 149,0 148,1 145,6 97,8 82,3

Também foram analisados 0os compostos 7e e 7i em ressonancia magnética
bidimensional de COSY(homonuclear Correlation Spectroscopy),
HSQC(Heteronuclear Single Quantum Correlation) e HMBC(Heteronuclear Multiple
Bond Correlation) para auxiliar no correto assinalamento dos sinais. Para
demonstracao foi escolhido o composto 7e. No COSY foi observado o acoplamento
espacial do H3 com o CH3, comprovando seu sinal, além dos acoplamentos da parte

aromatica (Figura 17).
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Figura 17: Espectro de RMN de COSY.

No espectro de HSQC foram observados os hidrogénios com seus

respectivos carbonos, exemplificando para a molécula 7e. Dar-se énfase o0 C6 e C3,
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gue em MARTINS et al., (2009) foi observado na respectiva ordem de deslocamento
104,9 e 96,2 ppm. Assim, no composto 7e foi observado numa faixa diferente, onde
o carbono C3 € mais desblindado em 98,2 ppm acoplando com o seu hidrogénio H3
em 6,44 ppm e o carbono C6 foi mais blindado em 80,5 ppm acoplando com o
hidrogénio H6 em 6,17 ppm (Figura 18). Isso ocorre devido ao C6 e H6 estarem

cercados de elétrons por causa dos seguintes vizinhos, CF3; e 0 grupamento amina.
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Figura 18: Espectro de RMN de HMQC.c.

Logo, no espectro de HMBC foram observados os acoplamentos entre
carbono e os hidrogénios vizinhos novamente o H3 com interacdo com o CHz e o H6
com interacdo com o CFz (Figura 19A). Na expansao, figura 19B foi observada a
interagcéo do C5, C3a e C2 com o H3; do C5 e C7 com o0 H6; do C5 com o CHy; C3a
e C2 com o CHs.
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Figura 19: A) Espectro de RMN 2D de HMBCyx.c em.B) Expansao do espectro de
RMN de HMBC.

Para melhor compreenséo da obtencdo das pirazolo[1,5-a]piridimidina e o
efeito do liquido ibnico na reacgédo, calculos computacionais de estrutura eletrénica
foram realizados. Foram estudados, através da teoria do funcional da densidade

(DFT), a energia livre de Gibbs (AG) para o mecanismo proposto (Esquema 22) em
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trés diferentes sistemas: fase gasosa, em etanol e em liquido i6nico. Nesse
mecanismo ocorre 0 ataque inicial do nitrogénio do grupo amino ao carbono beta do
composto 5 formando o intermediario (Int), posteriormente os pares de elétrons do
oxigénio retornam e eliminando o grupo etoxi formando a enaminona intermediaria
(Intl). Apoés, ocorre a adi¢cdo nucleofilica intramolecular do nitrogénio do anel
pirazolinico ao carbono carbonilico (Int2) gerando o intermediario Int3 que posterior

a eliminacdo de uma molécula de agua forma o composto 7.

Esquema 22.
CF
CF, 3
NH EtO ,— \EtO =
2 (0 HR RHNN 8 RAN—~" (oH
N P NH
ﬁN + F3C)J\\_/)\0Et NHy  —— -
N \
6 N’ N Int
N H
-EtOH
CF3
RHN—%_SP RHN /
Ny P pie g -
N NN \
F C OH) ,N
7 CF3 €\ Int1
Int3 Int2

Mas observando a Figura 20, nota-se que ndo ha uma diferenca entre os AG

quando adiciona-se o liquido ibnico como solvente, tendo um AG similar as demais
condicBes. Além disso, a energia de ativacao, etapa lenta da reacao (5j+6-> Int),
também nao tem uma grande variacdo nas trés condi¢cdes. Pode-se propor que ha

uma influéncia da temperatura no mecanismo da reacgéao.
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Figura 20: Diagrama de reacdo para a formacao do composto 7 no nivel de teoria
B3LYP / def2-TZVP. Os valores de energia estdo em kcal / mol.

Outra hipétese testada é que LI é catalisador da reacdo. Na Figura 20
identificou-se que o LI ndo diminui a energia de ativacéo, pois enquanto o valor de
energia em etanol é 8,49 kcal/mol para liquido i6nico € de 21,1 kcal/mol para forma o
Int1’. Na Figura 21, calculou-se a variacdo de energia para uma etapa intermediaria
para formacédo do Int2. Nesta possivel etapa, o efeito do liquido idnico como melhor
solvente poderia ser comprovado ao estabilizar as cargas nos reagentes. Porém, a
energia para formar int1’, tanto para formar int3’ é maior com LI que com solvente

etanol.
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Figura 21: Diagrama de reacado do composto 7, intermediarios Int1’ (kcal/mol).
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Este presente trabalho prop6e o mecanismo para reacao para a obtencao de

7 utilizando o liquido ibénico ([BMIM][PFg]) como mediador,

com base em

ROSTANIZADEH et al., (2009). A primeira etapa é a formacdo de uma carbonila

parcialmente positiva devido a amplificacdo pelo liquido idnico. A segunda etapa é o

ataque de nitrogénio do composto 6 na B-carbonila formando intl. A terceira etapa €

0 ataque de nitrogénio do pirazol para ciclizar o composto formando int3. A Ultima

etapa € a eliminacdo da agua para formar o composto 7 e recuperar o liquido ibnico

(Esquema 23).
Esquema 23.
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3.2. Sintese, identificacdo e estudo tedrico de novo enaminoester (10)

Conforme mencionado anteriormente, na reacdo para a formacdo do
composto 7] ndo observou a formacdo do produto desejado em nenhuma das
condi¢cbes reacionais testadas, observando-se a formacdo do composto etil4,4,4-
trifluor-3-(2-(piperidin-1-il)etilamino)but-2-enoato 10. Verificou-se a formacédo desse
composto apdés uma purificacdo em cromatografia em coluna com eluente
8:2(hexano/acetato de etila) e a analise do espectro de RMN de H e *C (Esquema
24).

Esquema 24.
NN
O eIy T
\
/N =
CF;3
F3C N \— G
5j
N\/\NH o)

FsC OEt
10

T

No espectro de RMN de hidrogénio observou uma mudanca sutil na diferenca
de sinais entre f-enaminona 5j e enaminoester 10 (Figura 22). Essa diferenca esta

na localizagdo do sinal do hidrogénio do nitrogénio, H7, no espectro que no
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composto 5j esta numa parte mais desblindada em torno de 10 ppm, enquanto que
no composto 10 esta numa parte mais blindada em torno de 8 ppm, como demonstra
na Figura 18. Essa blindagem esta associada a proximidade que esse hidrogénio
esta do grupo CF3 na molécula 10, que por consequéncia faz com que a ressonancia
dessa molécula seja menos eficiente do que no composto 5. Além disso, os pares
de elétrons do oxigénio também estdo ocupados com o substituinte etoxi, fazendo
com que H7 fiqgue mais blindando no espectro de RMN *H para na molécula 10
(Esquema 25).

Esquema 25.
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Figura 22. Comparac&o entre espectro de RMN *H em CDCl; do composto 5j e 10.
No espectro de RMN de '3C observou-se o carbono carbonilico (C = O) a
169,7 ppm. Existem dois quartetos que correspondem aos carbonos vinilicos a 147,0

ppm (2Jc.e= 30 Hz) para C2 e 84,0 ppm (3Jc.e= 5 Hz) ppm para C3. O espectro de
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RMN de 10 foi comparado com o da B-enaminona 5j. A principal diferenca € o
deslocamento quimico de C2. O carbono C2 do B-enaminoéster 10 aparece a 163,5
ppm uma vez que o C2 da B-enaminona 5j aparece como um quarteto a 174 ppm

(Jc.£= 32 Hz) devido ao acoplamento com flor (Figura 23).
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Figura 23. Comparacéo entre espectro de RMN **C em CDCI; do composto 5h e 10.
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Assim, a hip6tese de ser um isébmero do composto 5j foi confirmada no RMN
bidimensional COSY, HSQC e HMBC. No espectro de COSY (anexo lll) confirmou a
interacdo dos hidrogénios presentes na estrutura 5j. Ja, o espectro da analise de
HSQC, foi importante pra identificar os sinais caracteristicos da molécula e
principalmente, confirmar que o C3 na faixa de 80 ppm que esta relacionado com o

seu H3 na faixa de 5,2 ppm (Figura 24).
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Figura 24. Espectro de RMN em CDCl; bidimensional - HSQC da molécula 10 em
CDCls.

E no espectro da analise de HMBC verificou-se que H5 esta acoplando como
C4, confirmado que a estrutura do éster e que houve uma isomerizacao,
modificando a molécula (Figura 25, quadrado A). Pode observar que o H3 esta
interagindo com C8 e C2, sendo ja esperado e por fim, o H8 esta acoplando com o

C2 (Figura 25, quadrado B), assim conclui-se que € mesmo a estrutura da molécula.
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Figura 25. Espectro de RMN bidimensional - HMBC da molécula 10.

O etil-4,4,4-trifluoro-3-(2-(piperidin-1-na)etilamina)but-2-enoato 10 foi obtido
com rendimento de 10% quando utilizou-se pirazol 6, e rendimento de 31% quando
utilizou-se o etil-3-amino-4-carboxilpirazol com menos solvente (Tabela 7, linha 1 e
2). Com outros solventes, como acido acético e acetonitrila, ndo houve aumento no
rendimento (Tabela 7, linha 3 e 4). Utilizado tolueno com &cido acético como
solvente ndo houve formacdo de produto 10 e nem utilizando outro tipo de base
volumosa, como 2-aminopiridina 8 (Esquema 26).

Esquema 26.
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Tabela 7: Condi¢bes reacionais para o composto 10 em 72h.

Linha Reagente Solvente Temperatura Catalisador Rendimento
(°C) (10)
6 Etanol 78 - 10%
8 Etanol 78 - 31%
8 Acido 118 - 11%
Acético
4 8 Acetonitrila 82 - 9%
8 Tolueno 110 Acido -
Acético
6 9 Etanol 78 - -

— Nao foi observado produto

Utilizou-se calculos de estrutura eletrbnica via DFT para propor um
mecanismo de reacdo. Inicialmente foram empregados varios esquemas de analises
populacionais e analise das densidades eletrbnicas nos orbitais de fronteira como
descritores moleculares para a reacdo. Os valores parciais das cargas Hirshfeld,
ADCH e CM5 calculados sao apresentados na Tabela 8. Valores mais positivos de
carga podem ser associados a maior chance de um ataque nucleofilico. Demonstra-
se, através dos valores parciais de ADCH e CM5, a possibilidade de um hidrogénio
sofrer um ataque, sendo suscetivel a extragao.

Tabela 8: Valores parciais de Hirshfeld, ADCH e CM5 calculados para a molécula 5.

°\ /:1\\/“\?

Hirshfeld ADCH CM5
COo 0,269133 0,358467 0,326973
C1 0,092435 0,152131 0,128275
Cc2 -0,144915 -0,364401 -0,186954
C3 0,158003 0,184711 0,250379
H 0,102350 0,186325 0,311636
N -0,070391 -0,148641 -0,429217
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Analisou-se também a densidade eletrbnica nos orbitais de fronteira HOMO
(orbital ocupado de mais alta energia) e LUMO (orbital desocupado de mais baixa
energia), que podem ser associados a reatividade da molécula. A distribuicdo de
carga no anel da amina em HOMO foi maior do que na parte da enaminona.
Enquanto, no LUMO demonstra a densidade de carga em direcdo a carbonila e a
dupla ligacdo (Figura 26). Assim, pode-se dizer que ha grande possibilidade de o

protén do nitrogénio ser abstraido para o comeco da reacdo de isomerizacao.

v

LUMO, E =-1.2271 eV

HOMO. E = -6.1232 eV
Figura 26: Orbitais moleculares de HOMO e LUMO da molécula 5j.

Os valores parciais de Hirshfeld, ADCH e CM5 calculados para pirazéis (6 e
8) sdo apresentados na Tabela 9. Valores mais negativos de carga indicam uma
maior chance do atomo realizar um ataque nucleofilico. Através desses valores
observa-se uma maior carga negativa no nitrogénio N3. Pelo método CM5 o mais
reativo tem melhor eficiéncia para essa reacao.

Tabela 9. Valores parciais de Hirshfeld, ADCH e CM5 calculados para a molécula 6
e 8.

6 8

« N3 p

P pd P
g -
e N2

Optimized structures

N1 N2 N3
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= -0,022982 -0,201873 -0,180891

[}

<

:E) -0,003597 -0,194882 -0,156799

- 0,223758 -0,511142 -0,557136

)

9‘: -0,281927 -0,387014 -0,549679
-0,310894 -0,316451 -0,616311

g -0,296378 -0,307766 -0,602894

©)

Também foi analisada a distribuicdo de carga no anel dos pirazéis via orbitais
de fronteira. No HOMO foi deslocalizada entre todo o anel. Enquanto, no LUMO

demonstra a densidade de carga também deslocalizada no anel (Figura 27).

6 8

HOMO, E = -5.2497 eV HOMO, E =-5.8722 eV

LUMO, E = 0.7060 eV

LUMO, E =-0.6895 eV

Figura 27: Orbitais moleculares HOMO e LUMO da molécula 6 e 8, respectivamente.

Com isso, este trabalho propbés dois mecanismos. No primeiro, o pirazol 6
desprotona o hidrogénio do nitrogénio da substancia 5, o anion formado sofreria
ciclizagéo, levando ao intermediario ciclico, apés o anel se abriria com inverséo de
grupos (Esquema 27, proposta 1). Na segunda proposta, ocorreria o ataque do
nitrogénio na carbonila primeiro formando o ciclo, apés o pirazol retiraria o
hidrogénio do nitrogénio, por fim abriria 0 anel (Esquema 26, proposta 2). Porém,
nao se obteve estruturas estaveis dos intermediarios propostos nas simulacdes de
estrutura eletrbnica, sugerindo que esses ndo sao de fato intermediarios dessa

reacao, demonstrando a necessidade de mais estudo dessa reagao.
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O produto 10 foi encontrado quando foi realizada reacdo com solvente etanol
e também quando foi utilizado o liquido i6nico. Assim foram calculadas energias
livres de Gibbs (AG) que estdo apresentadas na Tabela 10 para compreender a
formacdo desse produto em comparacdo a formacdo do produto 7. Ambos séo
processos espontaneos, e como a reacgdo para formar o composto 7 tem um AG
mais negativo o composto é considerado o produto termodindmico, enquanto o
composto 10 pode ser considerado o produto cinético.

Tabela 10: Energia livre de Gibbs para reacéo de formag¢ao do composto 10 e 7.

AG (kcal/mol)

O C

N

O HN/\/N /E< ~">NH O /E\<

,:3 FoC” N “OEt N
5i Ly 6
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Gas -7,43
EtOH -2,98
Liquido iénico -3,32
I\O NM\
O HN > A * HO *+ E
poie N o 0" o
FsC H
5j 6 CF3
Gas -8,92
EtOH -12,2
Liquido iénico -12,1

Conclui-se que o aumento de temperatura ajudou a produzir os compostos
7a-i de formar eficiente. Em contrata partida, quando é utilizada a f-enaminona 5j ha
uma tendéncia para a formacao do produto cinético.

3.3. Avaliagédo da atividade antiglioma e citotoxidade

O tratamento do glioblastoma € um sério desafio para os cientistas e € eficaz
e bem-sucedido o mais rapido possivel. Com isso, varias moléculas tém sido
descritas como potencialmente inibidoras devarias células de glioma (UZIEL et al.,
2005). Na literatura, os derivados de pirazol tém demonstrado propriedade
antiproliferativa muito eficaz in vivo e tém atividade antitumoral in vivo em modelos
animais (Liu et al., 2020). Assim, com ajuda de um laboratério parceiro, Laboratorio
de Neuroquimica, Inflamacédo e Cancer (Neurocan), foi realizado teste em linhagem
celular de rato no qual mostrou potencial inibidor de crescimento de quatro pirazol
[1,5-a]pirimidinas (7b, 7g, 7f e 7i) contra células C6 em uma dose dependente da
dose. Os resultados da triagem a 25, 50, 100, 175 e 200 uM em 72h de exposicao
sdo mostrados na Figura 28, como porcentagem de viabilidade celular considerando
a média do grupo de controle DMSO como 100%. O composto 7i (20%) foi o Unico
que apresentou diferenga estatistica em relagéo ao controle positivo DMS em 25 uM.
No entanto, os compostos 7b (30%), 7f (25%) e 7g (25%) também mostraram

atividade inibidora em células tumorais em 100 pM.
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Figura 28: Resultados de teste em linha celular de glioblastoma C6 em rato. *
P<0,01; ** P<0,001; *** P<0,0001

Portanto, todas as moléculas tém potenciais como alvos para a atividade
antiglioma, sendo o melhor resultado o composto 7i, com um substituinte fenil. Além
disso, observou-se que o composto 7i ndo possui cadeia de carbono no substituinte
5-amino e nota-se que a uma concentracdo de 100 uM reduziu 40% das células C6.
Na literatura em WERRY et al., (2017) relataram que algumas pirazolo[1,5-a]piridina
acetamidas substituidas por varios éteres alquilicos com grupo benzila induzem
efeitos pro-apoptéticos e citostaticos de 4,3 nM em células de glioblastoma humano.
Neste trabalho também foi evidenciado que o aumento da cadeia carbdnica nessas
moléculas paea 6 carbonos induz a apotose das células antiglioma. Isso foi
verifciado no resultado do composto 7b com substituinte 3- (piperidin-1-il) propil)
amina que reduziu a viabilidade celular em concentracdes de 100 uM (30%) e 50 uM
(15%).

Além disso, foi avaliado o efeito citotoxico de todos os compostos por meio do
ensaio de MTT em células primarias de astrécitos. A Figura 29 mostra que quatro
compostos (7b, 7g, 7f e 7i) ndo apresentaram diferencas estatisticas quando
comparado ao controle DMSO em 72h a 250 pM. Assim, é possivel afirmar que
esses compostos ndo foram citotoxicos para células saudaveis do sistema nervoso

central.
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Figura 29: Resultados de citotoxicidade em linhagem celular astrocitos.
4, Conclusao

De acordo com o0s objetivos apresentados neste trabalho, pode-se concluir
gue foi eficiente a sintese devido a ser possivel obter nove pirazolo[1,5-a]pirimidinas
7a-i inéditas na literatura com rendimentos de moderados a excelentes (42-86%).
Também foi identificado um novo enaminoester 10, inédito na literatura, a partir de
isomerizacdo de uma B-enaminona 5j com rendimento de 31%. No trabalho foi
estudado proposta de mecanismo para o composto 7, chegando a um mecanismo
no qual o liquido iénico, atua como mediador, em conjunto com reagentes formam
um complexo e isso favorece o acontecimento da reacdo. Por fim, as andlises de
CG/EM e RMN H, *3C e analises bidimensionais de RMN comprovaram a formacao
dos produtos esperados. No laboratério Neurocan, foram realizados testes de
atividade antiglioma e de citotoxidade em astrécios em quatro compostos da série 7
(7b, 79, 7f e 7i) e demostraram a ndo citotoxidade até 250 uM e potencial atividade
antiglioma, sendo o melhor resultado para o composto 7i reduzindo a linhagem

celular de glioblastoma em 20% na concentracao 25 pM.


https://docs.google.com/document/d/1r_4HOnO6d9B21xzJtdJihmdep5A1xKgI/edit#heading=h.46r0co2
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5. Materiais e métodos

5.1. Reagentes e Solventes utilizados

Os reagentes e os solventes utilizados para sintese dos compostos desta
dissertacédo foram de qualidade técnica ou P.A.
5.2. Equipamentos utilizados
5.2.1. Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas

Os cromatogramas e o0s espectros de massas foram obtidos pela
Universidade Federal de Pelotas, em um aparelho de Shimadzu GCMS-QP2010-
Plus, com injetor automético CG-MS-QP2010SE System AOC-20i, coluna RDS-5MS
30m x 0,32 mm x 0,25 pum.
5.2.2. Espectrémetro de Ressonancia Magnética Nuclear

Os dados de 'H e *3C, foram obtidos na Universidade Federal de Pelotas, no
aparelho Bruker BioSpin (400,13 MHz para *H e 100,62 MHz para **C em tubos de 5
mm, temperatura de 298K, concentracdo 0,05M em cloroférmio deuterado (CDCls)
ou dimetilsulféxido per-deuterado (DMSO.ds) como solvente, utilizando
tetrametilsilano (TMS) como referéncia interna. As condi¢cdes usadas no espectro
foram: 400,13 MHz para *H e 100, 62 MHz para 3C; largura do pulso 11,7 ps para
'H e 11,2 us para **C; tempo de aquisicdo 6,5 para 'H e 7,6 para °C. A
interpretacdo dos espectros ocorreu por meio do programa Magnetic Ressonance
Companion (MestReC e MestReCNova).
5.2.3. Medidor de ponto de fuséo

Os pontos de fusdo das B-enaminonas e pirazolo[1,5-a]pirimidina foram
realizados no laboratério LaQuiABio da Universidade Federal de Pelotas e
determinados em um aparelho da marca Fisatom, com trés tubos capilares, modelo
430, 230 V, 60 Hz, 50 W. Termdmetro até 360 °C. Averiguaram-se 0s pontos de
fusdo para os compostos solidos.
5.3. Meétodos experimentais
5.3.1. Procedimento para sintese de 1,1,1-trifluor-4,4-dietoxi-but-3-em-2-ona (3)

Baseado em (HOJO; MASUDA; KAMITORI, 1976) em um baldo de 100 mL
contendo cloroférmio (20 mL), foi adicionado 30 mmol de trietilortoacetato 1 e 68
mmol de piridina, sob agitacdo magnética e temperatura de 0° C. Apdos, com o funil
de adicéo foi gotejada no baldo 61 mmol de anidrido trifluoroacético 2 diluido em

cloroférmio (10 mL), a mistura foi mantida sob agitacdo a temperatura ambiente por


https://docs.google.com/document/d/1r_4HOnO6d9B21xzJtdJihmdep5A1xKgI/edit#heading=h.4i7ojhp
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https://docs.google.com/document/d/1r_4HOnO6d9B21xzJtdJihmdep5A1xKgI/edit#heading=h.3whwml4
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24 h. A mistura reacional foi lavada com solucdo gelada saturada de bicarbonato de
sédio 10% (NaHCO3, 1x 10 mL). A fase organica foi lavada com agua destilada
gelada (H20, 2x 10 mL), seca com sulfato de magnésio (MgS0O4), filtrada e o
solvente foi removido através do evaporador rotativo. A B-dietoxi 3 foi obtida sem
necessidade de purificagao.

'H RMN (600 MHz, CDCI3) & (ppm, JH-H= Hz): 5,78(s, 1H, H3); 4,29(q, 2H, H5,
33=7,0); 4,21(q, 2H, H7, %J=7,1); 1,37(t, 3H, H6 , %J= 7,0); 1,30(t, 3H, H8 , 3J= 7,1).
13C NMR (150 MHz, CDCI3) & (ppm Jc.e= Hz): 163,6(C4); 153,2(q, C2, 2J= 33,4);
119,7(g, C1, 'J= 277,3); 102,5(q, C3, *J= 3,5); 71,7(C5); 60,8(C7); 15,1(C6);
14,1(C8). MS m/z(%): 212 (M+, 2); 185 (1); 157 (1); 144 (2); 115 (25); 87 (100).
5.3.2. Procedimento para sintese de B-enaminonas (5a-g e 5j-I)

Baseado em GOULART, (2017) em um baldo de 50 mL, sob agitacao
magnética foi adicionado 2 mmol do composto 3 e 15 mL de acetonitrila HPLC, em
seguida foi gotejada a solugcédo de 2,1 mmol de aminas substituidas com 15 mL do
mesmo solvente. O sistema permaneceu a temperatura ambiente e sob agitacao
durante 18 horas. Em seguida, a mistura reacional foi lavada com agua destilada
(H20, 6x 10 mL), extraida com cloroférmio (20 mL), a fase organica foi seca com
sulfato de magnésio (MgSOQ,), filtrada e o solvente foi removido através do
evaporador rotativo. Os produtos foram obtidos sem necessidade de purificacéo e
por fim, foram analisados por Cromatografia Gasosa acoplada a espectrémetro de
massas (CG/EM) e ressonancia magnética nuclear (RMN) de hidrogénio *H e *3C.
(E)-4-etoxi-1,1,1-trifluor-4-((2-morfolinoetil)amino)-but-3-en-2-ona, (5a).

'H RMN (600 MHz, CDCl5) & (ppm, Ju.s= Hz):10,55(sl, 1H, H7); 5,09(s, 1H, H3);
4,17(q, 2H, H5, 3J= 7,0); 3,74(t, 4H, H11 e H11’, 3J= 4,4); 3,45(q, 2H, H8, 3J=
5,8):2,56 (t,2H, H9, 3J= 6,2); 2,49(sl, 4H, H10 e H10’); 1,42 (t, 3H, H6, 3J= 7,0). *C
RMN (150 MHz, CDCI3) & (ppm,Jc.e= Hz): 174,5(q, C2, 2J= 32,4); 169,5(C4);
118,1(q, C1, *Jc.r= 288,1); 72,5(C3); 66,7(C11 e C11’); 65,5(C5); 56,7(C9); 53,4(C10
e C10); 37,2 (C8); 14,3 (C6). EM m/z (%): 249 (M+-47, 2); 139 (1); 129 (2); 114 (2);
112 (2); 100 (100).
(E)-4-etoxi-1,1,1-trifluor-4-((3(piperidin-1-il)propil)amino)-but-3-en-2-ona, (5b).

'H RMN (600 MHz, CDCls) & (ppm, Jun= Hz): 10,55(sl, 1H, H7); 5,09(s, 1H, H3);
4,17(q, 2H, H5, 3J= 7,0); 3,38(q, 2H, H8, %J= 6,4); 2,47-2,53(m, H9, H10 e H10');
1,72(quint, 2H, H13, 3J= 7,0); 1,41(t, 3H, H6, 3J= 7,0); 1,02(t, 6H, H11, H11 e
H12,3J= 7,1). *3C RMN (150 MHz, CDCI3) & (ppm,Jc..= Hz): 174,3(q, C2, 2J= 27,2);
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169,5(C4); 118,3(q, C1, “Jc.r= 287,7); 72,4(C3); 65,4(C5); 49,9(C9); 46,7(C10 e
C10’); 38,7(C8), 26,9(C13); 14,2(C6); 11,5(C11 e C11’); 11,4(C12). EM m/z (%): 308
(M+, 10); 279 (20); 196 (5); 141 (100); 110 (5); 98 (100).
(E)-4-((ciclohexilmetil)amino)-4-etoxi-1,1,1-trifluor-but-3-en-2-ona, (5c¢).

'H RMN (600 MHz, CDCl3) & (ppm, Ju.v= Hz): 10,64(sl, 1H, H7); 5,10(s, 1H, H3);
4,16(q, 2H, H5, 3J=7,0); 3,18(t, 2H, H8, %J=6,3); 1,72 - 176(m, 4H, H10 e H10"; 1,51
- 1,54(m 1H, H9); 1,41(t, 3H, H6, 3J= 7,0); 1,15 - 1,27(m, 4H, H11 e H11'); 0,94 -
1,00(m, 2H, H12).

13C RMN (150 MHz, CDCls) & (ppm,Jc.e= Hz): 174,4(q, C2, 2J= 32,51); 169,6(C4);
118,4(q, C1, Jc.F= 287,6); 72,5(C3); 65,4(C5); 46,6(C9); 37,7(C8); 30,6(C10 e C10";
26,1(C12); 25,7(C11 e C11’); 14,2(C6). EM m/z (%): 279 (M+, 60); 250 (70); 210
(80); 197 (40); 182 (50); 55 (100).
(E)-4-etoxi-1,1,1-trifluor-4-((furan-2-ilmetil)amino)-but-3-en-2-ona, (5d).

'H RMN (600 MHz, CDCls) & (ppm, Ju.s= Hz): 10,63(sl, 1H, H7); 7,19 - 7,28(m, 1H,
furil); 6,24 - 6,25(m, 1H, furil); 6,17(d, 1H, furil, *J= 2,8); 5,05(s, 1H, H3); 4,42(d, 2H,
H8, J=5,7); 4,12(q, 2H, H5, 3J= 7,0); 1,36(t, 3H, H6, 3J= 7,0). *C RMN (150 MHz,
CDCI3) & (ppm, JC-F= Hz): 175,0(q, C2, 2J= 32,9); 169,5(C4); 149,7 e 142 6(furil);
117,5(q, C1, YJce= 287,7); 110,3 e 107,8(furil); 72,7(C3); 65,8(C5); 37,3(C8);
14,1(C6). EM m/z (%): 263 (M+, 10); 234 (10); 96 (30); 81 (100); 69 (15).
(E)-4-etoxi-1,1,1-trifluor-4-((piridin-3-ilmetil)Jamino)-but-3-en-2-ona, (5e).

'H RMN (600 MHz, CDCls) & (ppm, Ju.u= Hz): 10,82(sl, 1H, H7); 8,48(d, 2H, piridina,
33=2,7); 7,56(d, 1H, piridina, 3J= 7,8); 7,23(dd, 1H, piridina, 3J= 4,8 e 3J= 7,8); 5,08
(s, 1H, H3); 4,46(d, 2H, H8, 3J= 6,9); 4,10(q, 2H, H5, %J= 7,0); 1,36 (t, 3H, H6, 3J=
7,0). *C RMN (150 MHz, CDCI3) & (ppm,Jc.e= Hz): 175,3(q, C2, 2J= 22,9);
169,8(C4); 149,0; 148,9; 135,1; 132,5; 123,6 (py); 117,9 (g, C1, Jcr= 287,8);
72,7(C3); 65,9(C5); 41,8(C8); 14,1(C6). EM m/z (%): 274 (M+, 20); 245 (20); 229 (1);
205 (20); 177 (30); 92 (100).
(E)-4-etoxi-1,1,1-trifluor-4-((piridin-2-ilmetil)amino)-but-3-en-2-ona, (5f).

'H RMN (600 MHz, CDCl3) & (ppm, Ju.4= Hz): 11,04(sl, 1H, H7); 8,52(d, 1H, piridina,
3J= 4,4); 7,60(td, 1H, piridina, “J= 1,5 e 3J= 7,7); 7,16(d, 1H, piridina, 3J= 7,8);
7,14(dd, 1H, piridina, 3J= 5,2 e 3J= 7,1); 5,09(s, 1H, H3); 4,60(d, 2H, H8, 3J= 5,5);
4,10(q, 2H, H5, 3J= 7,0); 1,31(t, 3H, H6, 3J= 7,0). *C RMN (150 MHz, CDCI3) &
(ppm, Jere= Hz): 175,0(q, C2, 2J= 32,8); 169,6(C4); 155,5; 149,5; 136,8; 122,4;
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120,9(piridina); 118,0(q, C1, YJc.r= 288,1) ;72,6(C3); 65,7(C5); 45,7(C8); 14,1(C6).
EM m/z (%): 274 (M+, 40); 245 (10); 229 (20); 205 (10); 107 (100); 93 (40).
(E)-4-etoxi-1,1,1-trifluor-4-((2-(pirrolidin-1-il)etil)amino)but-3-en-2-ona, (59).

'H RMN (600 MHz, CDCl3) & (ppm, Ju.v= Hz): 10,55(sl, 1H, H7); 5,09(s, 1H, H3);
4,17(q, 2H, H5, 3J= 7,0); 3,48(q, 2H, H8, 3J= 6,4); 2,70(t, 2H, H9, 3J= 6,7); 2,59(sl,
4H, H10 e H10’); 1,81(q, 4H, H11 e H11’, 3J= 4,8): 1,42(t, 3H, H6, %J= 7,0). *C RMN
(150 MHz, CDCl3) & (ppm, Jc..= Hz): 174,5(q, C2, 2J= 32,5); 169,5(C4); 118,3(q, C1,
YJcr= 287,9); 72,5(C3); 65,5(C5); 54,6(C9); 54,1(C10 e C10’); 39,5(C8); 23,5(C11 e
C11’); 14,3(C6). EM m/z (%): 233 (M+-47, 5); 139 (1); 113 (2); 97 (2); 97 (2); 84
(100).

(E)-4-etoxi-1,1,1-trifluor-4--((2-(piperidin-1-il)etil)amino)-but-3-en-2-ona, (5j).

'H RMN (600 MHz, CDCls) & (ppm, Junu= Hz): 10,55(sl, 1H, H7); 5,8(s, 1H, H3);
4,16(q, 2H, H5, 3J= 7,0); 3,44(q, 2H, H8, 3J= 6,1); 2,51(t, 2H, H9, 3J= 6,6); 2,42(sl,
4H, H10 e H10’); 1,60(dt, 4H, H11 e H11’, 3J= 5,5 e %J= 11,1); 1,42(t, 3H, H6, 3J=
7,0). *C RMN (150 MHz, CDCl3) & (ppm, Jce = Hz): 174,5(q, C2, 2J= 32,4);
169,5(C4); 118,2(q, C1, *J= 288,1); 72,5(C3); 66,5(C5); 57,3(C9); 54,5(C10 e C10’);
37,9(C8); 25,9(C11 e C11’); 24,3(C12), 14,3(C6). EM m/z (%): 295 (M+, 1); 249 (1);
164 (1); 150 (1); 139 (1); 98 (100).
(E)-4-etoxi-1,1,1-trifluoro-4-((piridin-2-il)amino)-3-buten-2-ona, (5k).

'H RMN (600 MHz, CDCls) & (ppm, Ju.n= Hz): 12,36(sl, 1H, H7); 8,36 - 8,37(m, 1H,
py); 7,66 - 7,69(m, 1H, piridina); 7,52(d, 1H, piridina, 3J= 8,3 Hz); 7,07(dd, 1H,
piridina, 3J= 4,9); 5,26(s, 1H, H3); 4,32(q, 2H, H5, 3J= 7,0); 1,54(t, 3H, H6, 3J= 7,0).
13C RMN (150 MHz, CDCI3) & (ppm,Jc.r= Hz): 176,1(q, C2, 2J= 33,4); 167,1(C4);
149,8;148,7; 138,0; 119,4; 1151(piridina); 112,4(q, C1,1Jce= 288,8); 73,7(C3);
66,6(C5);14,0(C6). EM m/z (%): 260 (M+, 1); 245 (1); 215 (1); 191 (1); 121 (60); 78
(100).

(E)-4-etoxi-1,1,1-trifluor-4-((2-(piperazin-1-il)etil)Jamino)-but-3-en-2-ona, (5I).

'H RMN (600 MHz, CDCl3) & (ppm, JH-H= Hz): 10,47(sl, 1H, H7); 5,02(s, 1H, H3);
4,09(q, 2H, H5, 3J= 7,0); 3,37(q, 2H, H8, 3J= 6,0); 2,90(t, 4H,H10 e H10’,%J= 4,8);
2,49 (t, 2H,H9,%J= 6,3); 2,44(sl, 4H, H11 e H11"); 1,35(t, 3H, H6, 3J= 7,0). *C RMN
(150 MHz, CDCI3) & (ppm,Jc.r= Hz): 174,5(q, C2, 2J= 32,57); 169,4(C4); 118,1(q,
C1, YJc.r= 288,1); 72,4(C3); 65,5(C5); 56,6(C9); 52,3C10 e C10’); 45,5(C11 e C11’);
37,3(C8); 14,2 (C6). EM m/z (%): 296 (M+, 10); 250 (1); 113 (10); 110 (5); 99 (100);
85 (2).
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5.3.3. Procedimento para sintese de B-enaminonas (5h-i)

Baseado em STEFANI et al., (2005) em um baldo de 25 mL, sob agitacao
magnética foi adicionado 5 mmol do composto 3 e 5 mL de agua, em seguida foi
gotejada a solucdo de 5,5 mmol de aminas substituidas com 5 mL do mesmo
solvente em temperatura ambiente. A mistura foi colocada em banho de gelo por 40
minutos. Em seguida, a mistura reacional foi extraida com acetato de etila (15 mL),
lavada com agua (2 x) e a fase organica foi seca com sulfato de magnésio (MgSQ,),
filtrada e o solvente foi removido através do evaporador rotativo. Os produtos foram
obtidos através de cristalizagdo em agua gelada e por fim, foram analisados de
cromatografia Gasosa acoplada a espectrometro de massas (CG/EM) e por
ressonancia magnética nuclear (RMN) de hidrogénio *H e *3C.
(E)-4-(benzilamino)-4-etoxi-1,1,1-trifluorobut-3-en-2-ona (5h)

'H RMN(400 MHz, CDCl3) & (ppm, Ju.v= Hz): 10,85(sl,1H,NH); 7,35(m, 5H, Ph);
5,14(s, 1H, H3); 4,51(d, 2H, H8, *J= 4,8); 4,17(q, 2H, H5, 2J =7,0); 1,39(t, 3H, H6,
2J= 7,0). *C RMN(100 MHz, CDCls) & (ppm, Ju.r = Hz): 174,8(q, J= 30, C2);
169,8(C4); 136,8; 128,9; 127,8; 127,5 (6¢, Ph); 116,6 (q, 2J= 287, CFs); 72,8(C3);
65,9(C5); 44,5(C8); 14,2(C6). EM m/z (%): 273 (5), 91(100), 69(100).
(E)-4-etoxi-1,1,1-trifluoro-4-(fenilamino)but-3-en-2-ona, (5i)

'H RMN(400 MHz, CDCls) & (ppm, Ju.n= Hz): 12,42(sl,1H,NH), 7,35(m, 5H, Ph),
5,28(s, 1H, H3), 4,28(q, 2H, H5, 2J= 7,0) 1,48(t, 3H, H6, 2J= 7,0). **C RMN(100 MHz,
CDCls) & (ppm, Ju.r = Hz): 176,1(q, *J= 32, C2); 167,9(C4); 136,1; 129,3; 125,7;
122,3 (6¢c, Ph); 118,6 (q, 2J= 287, CF3); 73,8(C3); 66,4(C5); 14,2(C6). EM m/z (%):
259 (8), 93(100), 69(50).

5.3.4. Procedimento para sintese de pirazolo[1,5-a]pirimidina

Num baldo de 10 mL foi adicionado 1 mmol de 3-amino-5metilpirazol 6 a 2
mmol de p-enaminona 5a-I diluido em hexafluorofosfatol-butil-3-metilimidazolio
[BMIM][BP¢], logo foi deixado em agitagdo numa temperatura de 100 °C por 24
horas. Em sequéncia, a mistura foi extraida com extraida com cloroférmio (20 mL) e
lavada com agua destilada (H,0, 3x 10 mL), e a fase organica foi seca com MgSQ,,
filtrada e o solvente foi removido através do evaporador rotativo.Os compostos 7c e
7h foram purificado em coluna cromatografica de silica gel utilizando eluente
hexano/cloroférmio 8:2 para 7c e hexano/acetato 7:3 para 7h; ja 0s compostos 7a,

7f, 7g e 7i foram recristalizados em hexano/cloroformio (8:2); por fim 7b foi
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recristalizado em hexano a quente; as moléculas 7d e 7e ndo necessitaram de
purificacdo. Todas moléculas foram analisados por CG/EM e RMN de 'H 3C. O

liquido i6nico, [BMIM][BPg¢], foi recuperado.

HN —\
N _\—N 0
3 6 _/
3— Y/
2 S /N 7
HsC N CF3

2-metil-5-(2-morfolinoetil)amino-7-(trifluorometil)pirazolo[1,5-a]pirimidina (7a)

'H RMN(400 MHz, CDCl5) & (ppm, Jun= Hz): 7,08(sl, 1H, NH); 6.43(s, 1H, H3);
6,17(s, 1H, H6); 3,77(t, J=4,5, 4H, morfolina); 3,51(q, %J= 11,5; 54, 2H, -
NHCH,CH,N--); 2,77(t, *J = 6,0 , 2H, -NHCH,CH,N-); 2,53(t, 2J=4,5, 4H, morfolina);
2,51(s, 3H, CHs). *C RMN(100 MHz, CDCl5) & (ppm, Jur = Hz): 155,5(C2);
148,5(C3a); 147,5(q, 2J = 35,2, C7); 146,9(C5); 121,3(q, *J = 275,3, CF3); 97,0(C3);
80,7(C6); 67,0(morfolina); 56,1(-NHCH,CH>N-CHy); 53,3(morfolina); 38,4(-
NHCH,CH,N-)14,7(CH3). EM m/z (%): 329 (1), 207(3), 113(17), 100(100), 70(9),
56(18).

HN
2%
w4 Q

HC”™ N CF3
2-metil-5-(3-(piperidin-1-o)propilamino)-7-(trifluorometil)pirazolo[1,5-a]pirimidina (7b)
'H RMN(400 MHz, CDCl3) & (ppm, Jun= Hz): 7,26(sl, 1H, NH); 6,38(s, 1H, H3);
6,09(s,1H, H6); 3,53(q, 2H, 3J=5.4, -NHCH,CH2CH2N); 2,58(t, 2H, 2Jy.4 =11.2 Hz,
334 =5.6 Hz -NHCH,CH,CH,N-); 2,47(s, 3H, CHa); 1,92(q, 2H, 2Jn.n =11.2 Hz, 3Ju4
=5.6 Hz, NHCH,CH,CH,N-), 1,85-1,26(m,10H, piperidina). *C RMN(100 MHz,
CDCl3) & (ppm, Jur = Hz): 154,9 (C2), 148,6(C3a), 147,2 (g, 2J = 31,0, C7), 147,3
(C5), 120,9(q,"J = 304,1, CF3), 96,4 (C3), 80,1(C6), 58,8(NHCH,CH,CH,N-),
55,1(piperidina), 43,4(-NHCH,CH,CH>N-), 25,5; 24,7 (piperidina); 23,8 (-
NHCH,CH,CH,N-); 14,6(CHs). EM miz (%): 341(26), 232(12), 124(20), 98(100),
70(8), 41(13).
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2-metil-5-(ciclometilhnexano)amino-7-(trifluorometil)pirazolo[1,5-a]pirimidina (7c)

'H RMN(400 MHz, CDCl3) & (ppm, Junw= Hz): 6,55(sa, 1H, NH); 6,34(s, 1H, H3);
6,09(s, 1H, H6); 3.20(t, 2J = 6,5, 2H, CH.); 2,42(s, 3H, CHs); 1,81-1,34(m, 10H,
ciclohexano). *C RMN(100 MHz, CDCls) & (ppm, Jc.e= Hz): 155,3(C2); 148,5(C3a);
147,4(q, 23 = 275, C7); 147,0(C5); 121,4(q,"J = CF3); 97,0(C3); 80,5(C6); 48,6(CHy>);
37,7; 36,8; 30,5; 25,7(ciclohexano); 14,7(CHs). EM m/z (%): 312(21), 229(62),
216(100), 147(2), 55(30), 41(25).

2-metil-5-(furan-2-ometil)amino-7-(trifluorometll)pirazolo[1,5-a]pirimidina (7d)

'H RMN(400 MHz, CDCls) & (ppm, Ju.u= Hz): 7.40(s, 1H, furil); 6,96(sa, 1H, NH);
6,44(s, 1H, H3); 6,36(s, 2H, H6 e furil); 6,32(s, 1H, furil); 4,61(d, *J = 6,0 Hz, 2H,
CH.); 2,48(s, 3H, CHa). *3C RMN(100 MHz, CDCls) & (ppm, Ju.e= Hz): 155,6(C2);
148,9,(furil);148,5(C3a); 147,6(q, 2J =35,2, C7); 146,7(C5);, 143,2(furil); 121,2(q, *J =
275,5 ,CF3) 110,7(furil); 108,9(furil), 97,2(C3); 80,9(C6); 39,3(CH,); 14,7(CHs3).EM
m/z (%): 296(14), 226(1), 81(100), 69(2), 53(25), 42(3).

2-metil-5-(metilpiridin-3-na) amino-7-(trifluorometil)pirazolo[1,5-a]pirimidina (7e)
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'H RMN(400 MHz, CDCI3) & (ppm, Ju.+= Hz): 8,67(s, 1H, piridina); 8,61 (d, J = 4,6,
1H, piridina); 7,71 (d, %) =7,8, 1H, piridina), 7,36 — 7,32 (m, 1H, piridina); 7,11 (sa,
1H, NH); 6,46 (s, 1H, H3); 6,21 (s, 1H, H6); 4,69 (d, °J = 6,0, 2H, -NHCH,-); 2,49 (s,
3H, CHs). 3C RMN(100 MHz, CDCls) & (ppm, Jue= Hz): 155,7(C2); 149,9(piridina);
148,9(C3a); 147,6(q, 2J = 35,28, C7); 146,7(C5); 135,1(piridina); 131,5(piridina);
124,0(piridina); 123,8(piridina), 123,8(q, *J = 212,0 CF3); 97,3(C3); 80,8(C6); 43,9(-
NHCH,-); 14,6 (CH3). EM m/z (%): 307(70), 281(5), 201(11), 107(11), 92(100),
55(46).

2-metil-5-(metilpiridin-2-na)amino-7-(trifluorometil)pirazolo[1,5-a]pirimidina (7f)

'H RMN(400 MHz, CDCl3) 8 (ppm, Jun= Hz): 7,74(sa, 1H, NH); 7,73(td, 2J = 7,7, 1H,
Piridina); 7,34(d, J = 7,9, 1H, Piridina); 7,30(dd, J = 7.9, 6.1 Hz, 2H, Piridina); 6,46(s,
1H, H3); 6,24(s, 1H, H6); 4,75(d, J= 5,2; 2H, -NHCH,-); 2,53(s, 3H, CHs)C
RMN(100 MHz, CDCl3) & (ppm, Ju.r= Hz): 155,7(C2); 154,3(Piridina); 149,7(Piridina);
149,1(C3a); 147,6(q, 2J= 35,0, C7); 147,1(C5); 137,2(Piridina); 123,2(Piridina);
122,5(q, 'J= 212,0 CF3); 121,6(Piridina); 97,1(C3); 81,1(C6); 46,7(-NHCH,-);
14,8(CHs). EM m/z (%): 307 (100), 281(9), 229(25), 145(45), 92(17), 65(11).

HN
N== _\—Nij
32 /6
iy
Hac” N CFs

2-metil-5-(2-(pirrolidin-1-na)etilamino)-7-(trifluorometil)pirazolo[1,5-a]pirimidina (7g)

'H RMN(400 MHz, CDCls) & (ppm, Jun= HZ): 7,28(sa,1H,NH); 6,42(s,1H,H3);
6,17(s,1H,H6); 3,52(t, 2H, %J= 6,1 , -NHCH,CH>-) 2,87(, 2H, *Ju.4= 6,1 , -NHCH,CH,-
); 2,61(d, 4H, 2J= 6,3, pirrolidina); 2,50(s,3H,CHs) 1,84(d,4H, 2J= 3,4, pirrolidina).*C
RMN(100 MHz, CDCl3) 8 (ppm, Jc.r= Hz): 155,4(C2); 148,5 (C3a); 147,5(q, 2J= 35,0
C7); 147,0 (C5); 121,3(q, *J= 212,0 CF3); 96,9(C3); 80,6(C6); 53,9(pirrolidina); 53,9(-




66

NHCH,CH,-); 40,9(-NHCH,CH;-); 23,6(pirrolidina); 14,7(CHz).EM m/z (%): 313 (2),

281(1), 97(19), 84(100), 69(5), 42(24).

ﬁ?

2-metil-5-benzanoamino-7-(trifluorometil)pirazolo[1,5-a]pirimidina (7h)

'H RMN(400 MHz, CDCls) & (ppm, Ju.w= Hz): 7,31-7,38(m,5H,fenil); 7,01(sa, 1H,
NH); 6,42(s, 1H, H3): 6,21(s, 1H, H6); 4,60(d, 2H, 2J= 5,2 CHy); 2,46(s, 3H, CH3). 1*C
NMR (100 MHz, CDCI3) & (ppm, Jce= Hz): 155,5(C2);; 148,4(C3a); 147,6(q, 2J=
35,2, C7); 146,9 (C5); 121,2(q, 'J= 275,2, CF3); 129,1; 129,0; 128,4; 128,2; 128,0;
127 ,4(fenil). 97,0(C3); 80,9(C6); 46,3(CH>); 14,6(CH3). EM m/z (%): 306 (31), 229(4),
143(2), 91(100) 65(18), 42(4).

2-metil-5-fenilamino-7-(trifluorometil)pirazolo[1,5-a]pirimidina (7i)

'H RMN(400 MHz, CDCl3) & (ppm, Ju.v= Hz): 8,26(sa, 1H, NH); 7,44-7,19(m, 5H,
fenil); 6,44(s,2H, H3 e H6); 2,47(s, 3H, CH3). **C RMN(100 MHz, CDCls) & (ppm, Jc.
r= Hz): 156,1(C2); 149,0(C3a); 145,6(q, 2J= 35,0 C7); 145,6(C5); 136,0-124,4(fenil);
124,4(q, J= 212,0 CFs); 97,8(C3); 82,3(C6); 15,0 (CHs). EM m/z (%): 292(100),
223(19), 130(6), 116(7), 77(37), 51(12).

5.4. Métodos teodricos

As simulacdes foram realizadas com o pacote ORCA (NEESE, 2017), com o
funcional B3LYP (BECKE, 1993; LEE; YANG; PARR, 1988; VOSKO; WILK;
NUSAIR, 1980) e a funcéo de base def2-TZVP (WEIGEND; AHLRICHS, 2005), com
a base auxiliar def2/J (WEIGEND, 2006). A aproximacgao da resolucao da identidade
(NEESE et al., 2009) e a correcdo de dispersdo de Grimme (CRIMME; EHRLICH,;
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GOERIGK, 2011; GRIMME et al., 2010) foram utilizadas em todos os calculos.
Todas as estruturas otimizadas foram confirmadas como minimos a medida que
nenhuma frequéncia imaginaria foi encontrada. Os calculos de carga do tipo
Hirshfeld (HIRSHFELD, 1977), ADCH (LU; CHEN, 2012a) e CM5 (MARENICH et al.,
2012) foram realizados com o programa Multiwfn (LU; CHEN, 2012b).
5.5. Testes bioldgicos e analise experimental
5.5.1. Procedimentos gerais de cultura de células
5.5.1.1 Culturas de células

A linhagem de células de glioblastoma C6 de rato foi obtida da American Type
Cell Collection (Rockville, Maryland, EUA). As células foram cultivadas em frascos
de cultura e mantidas em meio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) (pH 7,4)
contendo 1% de DMEM (Gibco BRL), 8,4 mM de HEPES, 23,8 mM de NaHCOgs,
0,1% de fungizona, 0,5 U / mL de penicilina / estreptomicina e suplementado com
10% de FBS.
5.5.1.2 Culturas primarias de astrécitos

As culturas de astrécitos foram preparadas conforme descrito anteriormente
por Da Frota et al. (2009). Resumidamente, o cértex de ratos Wistar recém-nascidos
(1-3 dias de idade) foi removido e dissociado mecanicamente em solugdo salina
balanceada livre de Ca*? e Mg*? (CMF) (pH 7,4) contendo NaCl 137 mM, KCI 5,36
mM, 0,27 mM Na;HPO,, KH,PO4 1,1 mM e glicose 6,1 mM. O tecido dissociado foi
submetido a centrifugacdo a 1.000 g durante 5 min. Posteriormente, o sedimento foi
suspenso em DMEM (pH 7,6) suplementado com FBS a 10%. Em seguida, as
células (3 x 103) foram semeadas em placas de 96 pocos revestidas com poli- .-
lisina. As culturas foram deixadas crescer até a confluéncia por 15-20 dias e o meio
foi substituido a cada 5 dias. Todos os procedimentos utilizados no presente estudo
seguiram os “Principles of Laboratory Animal Care” do National Institutes of Health
(NIH) e foram aprovados pelo Comité de Etica da UFPel (46528-2018).
5.5.2. Tratamento de cultura de células in vitro

A linhagem de células C6 de glioblastoma foi semeada em 5x103 ceélulas
(placas de 96 pocgos) para experimentos de viabilidade celular e deixada crescer por
24 h. As culturas de astrécitos foram preparadas como descrito acima. As culturas
celulares foram tratadas com 7b, 7g, 7f e 7i (25, 50, 100, 175 e 250 uM) por 48 h. As
células expostas a DMSO (concentracdo final de 0,05%) foram consideradas

controle.
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5.5.3. Ensaio de viabilidade celular

A reducdo do brometo de 3-(4,5-dimetil) -2,5difenil tetrazélio (MTT)
dependente de desidrogenases foi usada para estimar a viabilidade de culturas de
células como descrito por Mosmman (1983). Este método é baseado na capacidade
das células viaveis de reduzir o MTT e formar um produto formazan azul. A solugéo
de MTT foi adicionada ao meio de incubacdo nos po¢os a uma concentracéo final de
0,5 mg / mL. As células foram deixadas durante 90 min a 37 ° C numa atmosfera
humidificada com 5% de CO,. O meio foi entdo removido e o precipitado foi eluido
com DMSO. A densidade optica de cada poco foi medida a 492 nm em um leitor de
microplaca (SpectraMAX 190). Os resultados foram expressos como porcentagem
de controle.
5.5.4. Andlise Estatistica

A andlise estatistica foi realizada com o software GraphPad Prism 5. Os
dados foram expressos como média * erro padrdo (EPM) e submetidos a analise de
variancia (ANOVA) seguida do teste post-hoc de Tukey para comparacdes multiplas.
As diferencas entre os valores médios foram consideradas significativas quando P
<0,05.
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Figura 33: Espectro de CG/EM da pirazolo[1,5-a]pirimidina 7d.



79

ANEXO | — Espectros de CG/EM

Chronmatogram (Zoom)
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Figura 34: Espectro de CG/EM da pirazolo[1,5-a]pirimidina 7e.



ANEXO | — Espectros de CG/EM

Chromatogram (Zoom)
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Figura 35: Espectro de CG/EM da da pirazolo[1,5-a]pirimidina 7f.
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ANEXO | — Espectros de CG/EM

Chromatogram (Zoom)
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Figura 36: Espectro de CG/EM da pirazolo[1,5-a]pirimidina 7g.



ANEXO | — Espectros de CG/EM

Chromatogram (Zoon)
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Figura 37:

Espectro de CG/EM da pirazolo[1,5-a]pirimidina 7h.
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ANEXO | — Espectros de CG/EM

Chromatogram (Zoom)
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Figura 38: Espectro de CG/EM da pirazolo[1,5-a]pirimidina 7i.
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Figura 40: Espectro de RMN de *3C da pirazolo[1,5-a]pirimidina 7a (100 MHz em
CDCly).
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Figura 42: Espectro de RMN de *3C da pirazolo[1,5-a]pirimidina 7b (100 MHz em

CDCly).
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Figura 43: Espectro de RMN de *H da pirazolo[1,5-a]pirimidina 7c (400 MHz em
CDCly).
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Figura 47: Espectro de RMN de *H da pirazolo[1,5-a]pirimidina 7e (400 MHz em
CDCly).
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Figura 48: Espectro de RMN de *3C da pirazolo[1,5-a]pirimidina 7e (100 MHz em
CDCly).
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Figura 49: Espectro de RMN de *H da pirazolo[1,5-a]pirimidina 7f (400 MHz em
CDCly).
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Figura 50: Espectro de RMN de **C da pirazolo[1,5-a]pirimidina 7f (100 MHz em
CDCly).
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Figura 51: Espectro de RMN de *H da pirazolo[1,5-a]pirimidina 7g (400 MHz em

CDCly).
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Figura 52: Espectro de RMN de *3C da pirazolo[1,5-a]pirimidina 7g (100 MHz em

CDCly).
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Figura 53: Espectro de RMN de *H da pirazolo[1,5-a]pirimidina 7h (400 MHz em

CDCly).
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Figura 54: Espectro de RMN de *3C da pirazolo[1,5-a]pirimidina 7h (100 MHz em
CDCly).
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Figura 55: Espectro de RMN de *H da pirazolo[1,5-a]pirimidina 7i (400 MHz em
CDCly).
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Figura 56: Espectro de RMN de *3C da pirazolo[1,5-a]pirimidina 7i (100 MHz em
CDCly).
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ANEXO Il — Espectros de RMN bidimenssional
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Figura 57: Espectro de COSY, composta 10 (CDClI3).
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