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Antitese

..... Em tese, existe ainda um longo percurso
Em tese, tudo ainda esta por vir

Em tese, tudo ha de ser melhor

Em tese, a atitude fara a diferenca

Em tese, a diferenga trara a esperanca

Em tese, estas irmanadas modificarédo o futuro
E o futuro, em tese é hoje se renovando,

Em amanh3, em tese, transformando

Uma tese em uma ponte que une,

De certo modo, 0 ser humano ao divino.

Olinda M.S.

Nao temas o progresso lento,

receie apenas ficar parado.



Aos meus pais
Maria Beatriz Moreira e
Bernardino Ferreira de Mello {(in memoriam)
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RESUMO

Neste trabalho € descrita a sintese de treze novos derivados da série
4-(X-fenilamino)-1,3-dimetil-1H-pirazolo/3,4-bjpiridinas, onde X= 4’-Br, 4’-Cl,
4’-CHs,4’-OCHzs, 4’-NO2, 4’-OH, 4’-OAc, 4’-F, H, 3’-Cl, 3’-CHs, 3-OCH3 e 3’-
NO,. Para a obtencdo destas substancias, a rota escolhida envolveu a
preparacdo do intermediario chave 4-cloro-1,3-dimetilpirazolopiridina que
apos tratamento com diferentes anilinas substituidas forneceu as 1,3-
dimetilpirazolopiridinas.

Na elucidacdo estrutural dos derivados pirazolopiridinas foram
utilizadas principalmente técnicas de RMN de 'H e !3C envolvendo
experimentos uni e bidimensionais de correlagdo homonucleares ('H x 1H-

COSY]j e heteronucleares (1H x 13C-oJcy n=1, 2 ou 3j.

H

H
3C 0~

/

X = H, 4-CHj, 3'-CHg, 4'-OCHj, 3-OCH,,
4-NO,, 3'-NOy, 4-F, 4"-Br, 4-C), 3-Cl,
4-OH, 4-OAc

A avaliacdo da atividade antileishmania (em wvalores de DL50 ou
DL90) foi realizada para os derivados das séries: 4-(X-feniljamino-1,3-
dimetil-1H-pirazolo[3,4-bjpiridinas; 4 - (4™-hidroxifeniljamino-5-carbetoxi-1-
R;,3-R2-1H-pirazolo[3,4-b]piridina, onde Ry = Rz = Fenil (FFOH) e Ry = Metil
e Ry = Fenil (MFOH): 4-(4’-hidroxi-3’-dietilaminometilfeniljamino-5-carbetoxi-
1-R1,3-R>-1H-pirazolo[3,4-bjpiridina, onde R; = Rz = Fenil (FFOHdI) € R; =
Metil e R: = Fenil (MFOHd) e a Amodiaquina. Os resultados indicaram
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atividade antileishmania significativa para todos os derivados ensaiados,

com excecao do 4-NOzsubstituido que foi considerado inativo.

N~
O, Sy
H ‘ )

o N“ O N S WL NP C

R Ra '

2 : l N 0™ \T{\j/“\o/\ / \ J\,

]

N N

NN N SNTNF SN

FFOH - R, =R, = Fenil FFOHAI - R, = R, = Fenil Amodiaquina
MFOH - Ry= Mctil, Ry = Fenil MFOHdI - R, =Metil, R, = Fenil

O estudo da relacédo entre as conformacoes mais estaveis, obtidas
por modelagem molecular, dos derivados FFOH, MFOH, FFOHdi, MFOHdi
com a Amodiaquina, permitiu observar que as pirazolopiridinas que
apresentaram maior sobreposicdo foram as que mostraram maiores
valores de DL9O.

Os parametros hidrofobicos logP, obtidos pelo tradicional método
“shake flask”, e os cromatograficos, Ruw € logkw foram determinados para
as 1,3-dimetilpirazolopiridinas. As analises de correlagdo linear entre os
parametros cromatograficos e o logP indicaram valores significativos.

As melhores correlacdes entre a atividade antileishmania das 1,3-
dimetilpirazopiridinas e seus parametros fisico-quimicos hidrofobicos,
eletrénicos teoricos (calculados e tabelados) e estéricos, foram verificadas.
Neste estudo, foi possivel observar que parametros estéricos e hidrofobicos
sdo os principais fatores que contribuem para atividade antileishmania,
sendo as equacoes obtidas através da regressao multipla importantes na

predicao de novos derivados deste sistema.
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1 - INTRODUCAO

Derivados contendo o sistema heterociclico pirazolopiridina,
constituem um grupo importante de substancias quimicas, pois possuem
analogia estrutural com as purinas, indéis e azainddis, que estdo
envolvidos em fungoes bioldgicas vitais (Figura 1) e em varias aplicagoes
farmacologicas!-3. As bases purinicas, adenina e guanina estao presentes

no DNA enquanto o derivado inddlico triptofano € um aminoacido essencial

(Figura 1)4.
NH,
NN HN N
NP P
N HNT N7
H H
Adenina Guanina

HsNtf..,_. €Oy
H” ]
4

N

-

Triptofano

Figura 1: Exemplos de analogos estruturais do sistema heterociclico
pirazolopiridina“.



Na tentativa de se obter novas drogas contendo o sistema
pirazolopiridina e que sejam potencialmente ativas, estudos sobre métodos
alternativos de sintese, reatividade bem como a avaliacdo bioldgica tem
sido muito investigados nos ultimos anos.

O sistema pirazolopiridina possui cinco isdmeros apresentando em
sua estrutura um anel pirazoélico condensado a uma piridina. As primeiras
sinteses dos isémeros [3,4-b] e [4,3-¢] foram registradas em 1906,
enquanto que os sistemas [3,4-c], [4,3-b] € o [1,5-a] foram descritos pela

primeira vez em 1934, 1958 e em 1957, respectivamente (Figura 2)3.

i N N N Z
b |
H
3,4-b] 3,4-d [4,3-]
/4 N\ ~= AN
N° | N
\N _ ‘/N —
|
H
(4,3-b] [1,5-q]

Figura 2: Estruturas isoméricas do sistema heterociclico

pirazolopiridinas.



As possiveis reacdes envolvendo o anel pirazolopiridina demonstram
alguma similaridade para os cinco isémeros. Calculos tedricos
demonstraram que os derivados (3,4-b] e [1,5-a] apresentam, no carbono 3
do anel pirazolico, uma alta densidade de elétrons = 0 que torna esta
posicdo favoravel para reagées de substituicdo eletrofilica. A presen¢a dos
grupos substituintes cloro e etoxi no anel do sistema pirazolopiridina tem

levado a reagdes de substituicdo nucleofilicas.

1.1 - Sistema Heterociclico 1H-Pirazolo[3,4-b]piridina

As sinteses de derivados contendo o sistema 1H-pirazolo|3,4-
blpiridina podem ser realizadas principalmente através da utilizagcéo de
piridinas substituidas ou a partir de aminopirazois. A seguir serao

descritas algumas destas metodologias.

1.1.1 - Sintese a Partir de Piridinas Substituidas

Piridinas 3-substituidas sdo N-oxidadas e tratadas com oxicloreto de
fosforo, ocorrendo simultdneamente a desoxigenacdo da fun¢ao N-6xido e
cloracéo do anel piridinico33.

A clorodesoxigenagdo resulta exclusivamente na formacao de 2-
cloro-piridinas substituidas na posigao 3. Estas reagem com hidrazinas

apropriadas, obtendo-se as pirazolopiridinas desejadas (Figura 3)°.



RlNHNHZ / /
CH3COH _PoCl N |
\ NS
2\ 6 30% H,0, N N

- R,
piridina 2-cloropiridina
3-substituida

R = CN, CO,H
Rl = H, CH3, C6H5

Figura 3: Obtencgéo de derivados 1H-pirazolo[3,4-b|piridinas a partir

de piridinas substituidas35,

Uma outra metodologia sintética para obtencdo de pirazolo[3,4-
blpiridinas, a partir de piridinas substituidas, envolve a condensacédo de

piridonas com hidrazinas substituidas3¢, como ilustrado na Figura 4.

HiCOCLA, RINHNH, /~7F
| — N |
\N .
@) N N
H Ry
3-acetil-2-piridona

R]_ = H, C6H5, CONHQ

Figura 4: Obtencéo de derivados 1H-pirazolo[3,4-b]piridinas a partir

de piridonas substituidas3s.



1.1.2 - Sintese a Partir de Pirazéis

Os derivados do sistema haterociclico 5-aminopirazol, sé&o
extensamente usados na preparacdo do sistema heterociclico 1H-
pirazolo[3,4-b|piridina’.

Em reagbes do tipo Combes® os pirazois sdo muito reativos através
de substituicdo eletrofilica, especialmente na posicdo 4 do anel. Este
método baseia-se na condensacdo com substancias 1,3-dicarbonilicas €

simultanea ciclizacao (Figura 5).

CHs
3

I 0O 0 N T
Ny ¢ cHbcmdcH, 22, N

1N 5°NH; 3 2 3 HCI/BtOH l N~ CHj
ééHs CeHs

5-aminopirazol

Figura 5: Obteng¢do de 1H-pirazolo[3,4-b|piridinas utilizando o

método de Combess.

Reagoes do tipo Gould-Jacobs? envolvem a condensacdo de 5-
aminopirazois com derivados etoximetilénicos. Em seguida o produto
condensado € ciclizado termicamente em Dowtherm A (mistura de difenila
e difenil-éter), obtendo-se entdo, as pirazolo[3,4-b]piridin-4-onas (Figura
6).
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CH; I‘{

pirazolo(3,4- b]piridin-4-ona

Figura 6: Obtengdo de 1H-pirazolo[3,4-b]piridin-4-ona pelo método
de Gould-Jacobs®.

O método de Gould-Jacobs modificado®1° consiste na ciclizacdo e
cloragdo simultdnea do produto condensado intermediario usando

oxicloreto de fosforo, Figura 7.

0O Cl
CO,CH,CH3
v OCH,CHj / X
N 2 pocl; N |
NN — > N
CHy 1

Hj

produto condensado 4-cloro-1H-pirazolo[3,4-b]piridina

Figura 7: Obtencéo de 4-cloro-1H-pirazolo{3,4-b|piridinas utilizando

o método de Gould-Jacobs modificado®1°.



As pirazolopiridinas reduzidas também podem ser obtidas a partir de
reacoes de condensagdo de 5-amino-l-aril-3-metilpirazois com f-
dimetilaminopropiofenonas em piridinall. Os intermediarios obtidos
tratados com N-bromosuccinimida (NBS), levam a 1H-pirazolo[3,4-

blpiridina com 6timos rendimentos (Figura 8).

CHj

0
\ 1l
QNHQ + R1©—CCHQCH2N(CH3)2 . HCl

f-dimetil-amino-propiofenona

R |
5-aminopirazol o R = H, 3-Cl, 4-Cl, 4-NO,
-‘ :j /,!NH(CHah . HCt R, = Cl, NO,
LN
|
Y
HaC HoC
//\/\ NBS 7 X
N . N
N//\N//\(\ EtOH ITI/\N//\/\h
‘ i ! i i
//\ \’/\R H/k\\ \/\Rl
) 'f i |
R R
pirazolo|[3,4-b|piridina reduzida 1 H-pirazolo[3,4-b]piridina

Figura 8: Obtencéo de derivados pirazolo[3,4-b]piridinas reduzidas a

partir de 5-aminopirazois!!.



1.2 - Atividade Bioldogica dos Derivados Heterociclicos do

Sistema 1H-Pirazolo[3,4-b]piridina

A avaliagdo biolégica de derivados do sistema heterociclico 1H-
pirazolo[3,4-b]piridinas, tem sido alvo de diversos relatos na literatura.
Geralmente estas substancias apresentam-se como bons agentes
vasodilatadores, anti-hipertensivos, hipoglicémicos, antiinflamatoérios,
analgésicos e antipiréticos!2,

O derivado pirimidinico alopurinol é um efetivo inibidor da enzima
xantina oxidase, com CI50 = 1,3uM (concentragdo que inibe 50% a
atividade da enzima), sendo usado clinicamente no tratamento da “gota” e
na quimioterapia de alguns tumores!2. Derivados pirazolo[3,4-
bjpirimidinicos e 1H-pirazolo[3,4-b]piridinicos, analogos do alopurinol,
foram sintetizados e tiveram sua ac¢éo inibitéria também avaliada. Destes,
os mais ativos foram as pirazolopiridinas onde o acido 5-carboxilico-p-
clorofenil-4-oxo-pirazolo[3,4-b]piridina apresentou CI50 = 7,3uM13 (Figura
9).

Q o)
COOH
7/ NH
N | N\/ ] )
H H
Alopurinol
Cl

pirazolo[3,4- b]piridina

Figura 9: Alopurinol e derivado 1H-pirazolo[3,4-b]piridina testado

como inibidor da enzima xantina oxidasel3.



Os derivados benzodiazepinicos séo freqiientemente os agentes de
escolha no tratamento da ansiedade!4. Entretanto, seus efeitos colaterais
indesejaveis, levaram a busca de novas drogas mais ativas e menos
toxicas. Em estudos preliminares, com relacido a atividade ansiolitica, os
derivados pirazolo[3,4-b]piridinas etazolato, tracazolato e cartazolato,
apresentaram-se promissores em testes que avaliam o tratamento da

ansiedade!s (Figura 10).

H_ _N=C(CHy), H_  _CsHy H\N/C4Hg
COQCQHg COCoHs COQCQHS
74 /4
¢ X1 1]
NSy 1 N~"CHs Wy
éQHs 2Hs éQHS
Etazolato Tracazolato Cartazolato

Figura 10: Derivados 1H-pirazolo[3,4-b|piridinas avaliados com

relacéo a atividade ansiolitical415,

A busca de novas substancias que atuem nos niveis enzimaticos da
cascata do acido araquidonico, levou a sintese e a avaliacdo farmacologica
de uma série de derivados 5-acil-aril-hidrazona-1H-pirazolo[3,4-
blpiridinas. O efeito antinociceptivo destes derivados foi avaliado e os

resultados preliminares indicaram-se bons1¢ (Figura 11).
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Figura 11: Derivados 5-acil-aril-hidrazona-1H-pirazolo[3,4-b]piridina

avaliados com relagéo ao perfil antinociceptivol®,

Derivados do sistema 1H-pirazolo|3,4-b]piridina 1-11 (Figura 12},
foram preparados e avaliados quanto a atividade polimerasica frente as
enzimas transcriptase reversa (RT) do Virus da Imunodeficiéncia Humana
(HIV) e das DNA-polimerases humanas!7-19, Os resultados indicaram que
quantidades crescentes em concentragdoes micromolares dos acidos 4-CHs
e 4-NOz-substituidos inibiram gradualmente a atividade polimerasica da
enzima RT. Resultado similar foi observado para os derivados triciclicos 10
e 11. Entretanto, as mesmas substancias nédo foram capazes de inibir a
atividade polimerasica das enzimas DNA-polimerases humanas o e B.
Estes resultados, mostraram-se promissores para o desenvolvimento de

novas drogas potencialmente antivirais!7-1° (Figura 12).
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Ry R3
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5-R; =Ry = H; Rg = NO,
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11
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Ri=

H
Cels0CO OCOCH;

Figura 12: Derivados 1H-pirazolo[3,4-b]piridinas avaliados quanto a

atividade polimerasica das enzimas transcriptase reversa (RT) do virus HIV

e das DNA-polimerases humanas!?-19,
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As doengas parasitarias constituem um dos principais
problemas de saude no mundo. A literatura relata que muitos derivados
heterociclicos naturais e sintéticos tém sido utilizados no tratamento deste
tipo de infeccao?02!, Como exemplos, podemos citar as quinolinas
utilizadas no tratamento da malaria, Quinina (isolada das cascas da
Cinchona succirubra) e a Amodiaquina (derivado sintético), além de

acridinas como a Mepacrina 20-2!(Figura 13).

Quinina Amodiaquina
CHg [/CHs
H J\/\/N\/CH
N OCHj,
cl O N O

Mepacrina

\/

Figura 13: Drogas utilizadas no tratamento da malaria®*.
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A importancia da sintese de bases de Mannich do tipo 12 ¢ 13
obtidas a partir de pirazolopiridinas (Figura 14), tem sido relatada na
literatura devido a sua analogia estrutural com a amodiaquina (Figura 13),
um antimalarial com atividade ja comprovada, possibilitando potencial

atividade antiparasitaria22.23,

NG OH(CHS
N7 NS

R, 2
CO,CH,CHj
N\/ |
N-"
12 -R; = CHj
13 - R; = CgHj

Figura 14: Derivados heterociclicos do sistema 1H-pirazolo[3,4-

blpiridina obtidos por Mello22,23,

A leishmaniose € uma doenca parasitaria endémica que ocorre em
varios estados do Brasil. Esta enfermidade tem sido alvo crescente na
busca de novas drogas que sejam potentes, menos toxicas, mais seletivas e
que possam ser usadas clinicamente?4, !Qif\.lguns derivados heterociclicos
tém sido testados contra as diferentes formas infectantes desta doenca e

os resultados mostraram-se promissores?>,
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Quinolinas 2-substituidas naturais e sintéticas (Figura 15) foram
testadas contra a Leishmania amazonensis e a L. wvenezuelensis
apresentando eficacia in vivo através da administracido oral e

intralesional?e.

5
X 3 R = (CHy),CHj, CH=CHCH,,
(CHp)4CHj, CeHs,
o
NZ R o
1 /N
CH— CHCH,
OCHj

Lo O
HsCO NZ 0 NP 0
OCtts ‘ o>

Figura 15: Derivados quinolinicos 2-substituidos testados contra a

L.amazonensis e L. venezuelensis?6,

Devido ao interesse do nosso grupo de pesquisa na busca de novos
agentes quimioterapicos contra doencas parasitarias?223, tornou-se
pertinente o estudo e a avaliacdo da atividade antileishmania de novos

derivados heterociclicos do sistema 1H-pirazolo|3,4-b]piridina.
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1.3 - Leishmaniose

A leishmaniose ¢ uma doeng¢a endémica causada por diferentes
espécies morfologicamente semelhantes de protozoarios do género
Leishmania. Essa enfermidade ocorre em diversas regides do Velho e do
Novo Mundo tendo maior incidéncia na Africa, Asia e América Latina?4. A
organizacdo Mundial da Satde estima que 12 milhdes de pessoas sofram
dessa doenca, sendo que a cada ano ha 400 mil novos casos e cerca de
100 mil mortes?7.

No Novo Mundo diversos mamiferos (reservatorios naturais) € varias
espécies de flebotomineos (vetores) estdo envolvidos na transmissdo da
leishmaniose. A maioria dos casos de infec¢gdes humanas esta relacionada
com habitos, atividades primarias ou secundéarias de individuos que
exploram ou habitam as florestas?+.

A leishmaniose é considerada um grande problema para a satde
puablica, ja que sua incidéncia tem crescido de maneira progressiva nos
altimos anos. Recentemente, tem ocorrido um aumento significativo nos
casos de leishmanioses nas areas peri-urbanas das grandes cidades?%:2°,
Varios casos de leishmaniose visceral em pessoas infectadas com o virus
HIV também tém sido relatados28.29.

O combate a leishmaniose é bastante complicado devido aos
seguintes fatores: dificuldade de se controlar os vetores € os reservatorios,
uma vez que ha uma variedade de “habitat” das espécies animais; a
quimioterapia ainda € ineficiente (ver pagina 19) e nao existem vacinas
adequadas; e ha uma variedade de diferentes espécies do parasita com

ampla diversidade de manifesta¢oes clinicas?+.
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1.3.1 - Leishmania

A leishmaniose € causada por protozoarios do género
Leishmania, pertencente a familila Trypanosomatidae, ordem
Kinetoplastida. Esse género € constituido de um grupo bastante complexo
de parasitas biologicamente distintos, sendo classificados em varias
espécies?®, Essas diferentes espécies do género Leishmania produzem uma
grande variedade de manifestagdes clinicas. No Novo Mundo podem ser
grupadas em duas amplas categorias clinicas: leishmaniose visceral
americana e leishmaniose tegumentar americana?®. As espécies L.
amazonensis, L. mexicana, L. peruviana, L. guyanensis, L. panamensis ¢ L.
braziliensis sao as causadoras da leishmaniose cutanea e muco-cutanea
no Novo Mundo?4. Entretanto a L. amazonensis ja foram associados outras
formas clinicas da doencgaso.31,

Os parasitas do género Leishmania apresentam em seu ciclo de vida
apenas duas formas evolutivas: a forma promastigota, que € flagelada e
extracelular, encontra-se no trato digestivo do inseto vetor, € a forma
amastigota, sem flagelo aparente que é intracelular e sem movimentos

encontrada em células do hospedeiro vertebrado (Figura 16)24.
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Figura 16: Representacdo esquematica da ultra estrutura das
diferentes fases evolutivas de uma espécie do género Leishmania:

A=amastigota e B=promastigota2*.

A leishmaniose é transmitida ao homem pela fémea infectada dos
insetos hematéfagos, pertencentes ao género Phlebotomus (Velho Mundo)

e Lutzomyia (Novo Mundo) (Figura 17)24.

Figura 17: Inseto vetor transmissor das leishmanioses?4,
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Quando o flebétomo pica um individuo infectado ou um hospedeiro
reservatorio (Figura 18], ele aspira as amastigotas livres no sangue (7}, que
se transformam em promastigotas ao atingirem o intestino médio do
inseto. Estas formas flageladas apos rapida multiplicagdo, se convertem
nas promastigotas infectantes e quando o inseto for se alimentar
novamente, ira inocula-los em um novo hospedeiro vertebrado?*. No
momento em que o inseto vetor inocula as formas promastigotas no
hospedeiro vertebrado (1), estas sdo fagocitadas pelos macroéfagos (2), se
transformando no interior dessas células em amastigotas (3) ocorrendo
entdo uma intensa multiplicacdo das mesmas (4). A manutenc¢ao da
infeccdo ocorre em consequéncia da ruptura de células altamente
infectadas (5}, quando as amastigotas sdo fagocitadas por outros

macrofagos (0)%4 (Figura 18).

Figura 18: Ciclo evolutivo das espécies do género Leishmania?+.
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1.3.2 - Quimioterapia da Leishmaniose

Apesar de se apresentar como uma doenga de importancia
mundial, poucos avang¢os foram obtidos no tratamento das leishmanioses.
Gaspar Viana, em 1912, descobriu a acdo curativa do tartaro emético
(tartarato de potassio e antimoénio trivalente), sendo que até hoje a base
deste medicamento é utilizada no tratamento das leishmanioses. No
mesmo ano, na India, pesquisadores introduziram os antimoniais
trivalentes no tratamento da lethmaniose visceral?+2s,

Os antimoniais pentavalentes, como o estibogluconato de
sodio (Pentostam) e o antimoniato de N-metil-glucamina (Glucantime)
(Figura 19), foram introduzidos como quimioterapicos na década de 40,
sendo atualmente as principais drogas utilizadas no tratamento das
leishmanioses. Entretanto, o uso desses medicamentos na quimioterapia
apresenta varios inconvenientes, tais como: regimes de tratamento muito
prolongados e que nem sempre sdo efetivos, alta hepatotoxicicidade e

cardiotoxicicidade?s.27.

CH;0H HOH,C CH,NHCH;

CHOH HOHC H——OH

CHO. OH O onc HO H

N L /o .HSbO3

?HO-/—Sb——-O——Sb<OH(‘3 H——OH

?HO 3Nat OH? H——OH

COO ‘00C CH,OH
Pentostam Glucantime

Figura 19: Drogas de primeira escolha para o tratamento da

leishmaniose?4.25,



20

Atualmente, as drogas empregadas como segunda escolha no
tratamento de leishmanioses sao a diamidina aromatica Pentamidina e o
antibiotico poliénico Anfotericina B (Figura 20)24.25.33,

A Pentamidina (4,4’-diaminodifenoxipentano) vem sendo usada no
tratamento das leishmanioses cutaneas e viscerais. Apesar de sua alta
toxicidade, o uso clinico desta droga ainda é freqiiente devido a sua alta
estabilidade relativa e também por ser de facil administracdo. A
anfotericina B tem utilidade terapéutica no tratamento de infeccdes
micoticas causadas por fungos. E também utilizada no tratamento de
leishmanioses mucocutaneas no Brasil, embora apresente muitas reacoes

adversas, incluindo febre, dores de cabeca e convulsées?s (Figura 20).

COOH

S04
2HONS TR

o CHa
Pentamidina Anfotericina B ot

Figura 20: Drogas de segunda escolha para o tratamento da

leishmaniose24.25,

Alguns derivados azodlicos também vém sendo usados contra
leishmanioses, dentre eles o cetoconazol, ilustrado na Figura 21, apresenta
potente ac¢ao antifungica. Os derivados heterociclicos metotrexato, droga
utilizada no tratamento do cancér, e a pirimetamina, que apresenta acao

antimalarica, também tém sido testados2S. Entretanto, nenhuma dessas
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substancias tém apresentado indices terapéuticos significativos e baixas

toxicidades.

0
N)\\CHS
O CH4CH N_ _NH,

O
s o/\g\ cl NH,

Pirimetamina
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/]\/I\G
i i
; N COOH
I T
(CHZ),COOH

Metotrexato

Figura 21: Drogas alternativas que vém sendo estudadas quanto a

sua atividade antileishmania2-s.

Na tentativa de se obter novos quimioterapicos Uteis no tratamento
de pessoas infectadas, nos tultimos anos novas classes de substancias
potencialmente ativas contra o agente causador das leishmanioses tém
sido investigadass3+-38,

Varias substancias sintéticas e isoladas de fontes naturais tém sido
avaliadas em testes preliminares in vitro contra a L. amazonensis. A Figura
22 ilustra alguns destes derivados que apresentam-se como drogas

promissoras no tratamento desta doenca.



As amidinas metoxi € bromo-substituidas (derivados sintéticos) foram
as substancias mais ativas da série ilustrada, apresentando a dose que
inibe em 50% o crescimento celular (DL50) igual a 20 e 22 uM,
respectivamente®*. A isoflavona e os diarilheptanéides isolados da planta
Centrolobium sclerophyllum (Piperaceae), apresentaram significante
atividade contra as promastigotas extracelulares da L. amazonensis, com a

DLS50 igual a 140, 77 e 86 uM37 | respectivamente.

X
H\N ;\N /[ j o

X = H, CHg, OCHj, Cl,
Br, NO,, CN

Isoflavona

Amidinas

Diarilheptanéides
Figura 22: Derivados sintéticos (amidinicos) e naturais testados

contra a L. amazonensis3%37,
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1.4 - Relag¢do Qualitativa e Quantitativa (SAR e QSAR) Entre a

Estrutura Quimica e Atividade Biologica

As correlagdes qualitativa (SAR - Structure Activity Relationship) €
guantitativa (QSAR - Quantitative Activity Relationship} entre a estrutura
quimica e a atividade biologica, tornou-se uma das metodologias mais
eficientes no estudo do desenvolvimento de novas drogas39-4°,

A utilizacdo de métodos racionais no planejamento da obtenc¢ao de
substancias potencialmente ativas, tem-se mostrado muito vantajosa*3°.
Quando a estrutura quimica de uma substancia com atividade biolagica é
conhecida, pode-se propor um estudo de SAR na tentativa de se
determinar qual parte da molécula é importante para referida atividade.
Seleciona-se um numero significativo de substancias com pequenas
variacoes estruturais a partir da droga original e estuda-se qual o efeito
sobre a atividade biologicase.

No estudo de QSAR pretende-se identificar e quantificar as
propriedades fisico-quimicas de um grupo de substidncias homoélogas
verificando o efeito destas sobre a resposta biologica. A correlacdo entre
estas propriedades é obtida empregando-se procedimentos matematicos e
estatisticos que irdo permitir o estabelecimento de equacdes ou outros
modelos que poderao ser utilizados no planejamento sobre novas sinteses
e em testes biologicos de substancias mais promissoras que as
originalmentes estudadas. A Figura 23 resume as principais etapas no
estudo de QSAR%,
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Substancia Produto
Sintética Natural

Elucidacao
Estrutu:'}al Dados de Atividade Biologics

itl

Parametros Parametros
Lipofilicos Eletronicos

|

Anilise Matematica «—

Predicao <——— QSAR ——> Interpretacao

Figura 23: Principais etapas no estudo de QSAR%!.

Intimeros trabalhos de SAR e QSAR sdo relatados empregando-se
parametros fisico-quimicos empiricos e parametros teoricos, obtidos a
partir das constantes dos substituintes ou de subunidades estruturais.
Sao citados estudos aplicados a drogas com atividade antiparasitaria
(malaria%?, leishmaniose e doen¢a de chagas*), antitumorais*,

herbicidas®, fungicidas+s, entre gutros.
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No estudo de SAR para a atividade antileishmania e antitripanosoma
de 9-anilinoacridinas*?, uma série de 44 derivados heterociclicos (Figura
24) foram testados in vitro contra a Leishmania major, Leishmania
donovani, Tripanosoma cruzi e Tripanosoma brucei.

Os resultados confirmaram dados anteriores, onde a presenca de
substituintes na posicdo 1’ do anel anilinico contribui para a atividade
contra a L. major. O aumento do carater lipofilico deste substituinte
também afetou significativamente a atividade observada. Entretanto, para

0s outros parasitas citados, nédo foi possivel estabelecer um estudo de SAR

consistente?s.

o X CI50 (uM)
X Y L. major

H._ 4 L

N

X NH(CH2)sCH3 H 0,55

O O CH2N(CHas)2 H 1,0

N7 Y CHyN(CHs)z  3,6-diNH 5,0

Figura 24: 9-Anilinoacridinas ativas contra a Leishmania major®.

A literatura registra o estudo de QSAR para 51 derivados
heterociclicos da série 3-aril-4,5,6,7-tetrahidro- 1 H-pirazolo[4,3-c]piridinas,
pertencentes a classe de agentes anti-hipertensivos’. Os parametros
fisico-quimicos, lipofilico (rn), eletrdonico (o), € o estrutural, volume de van
der Waals (Vw) foram considerados significantes na correlacdo com a
atividade observada, sendo possivel a predi¢do de novas substancias mais

ativas (Figura 25).
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R,= H, CHs, CH2CHj;, n-Bu, C-CsHo,
CHz-Ph, i-Pr

R= H, CHj, CH»CHjs, n-Bu, C-CsHo,
CH»-Ph, i-Pr, n-Pr, n-Pent, n-Hex,
(CH2)2-Ph, (CHgz)s-Ph, (CHs)CH-Ph,
4-F-Ph

X= H,2-F, 3-F, 4-F, 3-Cl, 4-Cl, 4-CH;,
4-OCHzs, 4-NOg, 4-CN, 3,4-(OCHzs)2

Figura 25: Derivados heterociclicos 3-aril-4,5,6,7-tetraidro-

1 H-pirazolo[4,3-¢|piridinas’.

O primeiro trabalho na area das relagdes entre estrutura quimica e
atividade biologica data de 1868 por Crum-Browm e Fraser*49 Nesta
publicacdo, os autores propuseram que a resposta bioldgica, ¢, era uma

funcao da estrutura quimica {C} , como mostra a Equagao 1.

¢ = f(C) (1)

Os autores afirmaram que seria possivel desenvolver um
calculo para relacbes entre estrutura — atividade (SAR) através de
pequenas mudancas na estrutura quimica e relaciona-las com a resposta
biolégica. Entretanto, apenas em 1964 quando Hansh e Fujita®°, baseados
na formulacdo das constantes numéricas dos efeitos eletronicos de
Hammett51.52 e estéricos de Tafts3, foi obtido um avango significativo nos
estudos de QSAR. Naquele ano surgiram os principais modelos classicos
para o estudo das relacdes estrutura-atividade. Uma abordagem resumida

sobre estes principais modelos sera descrita a seguir.
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a) Modelo de Free-Wilson

O modelo classico de Free e Wilson5* baseia-se na hipotese de que,
em uma série de substancias que diferem entre si pela posicdo do
substituinte na estrutura molecular, a contribui¢do dos substituintes para
a atividade biolégica € aditiva e depende somente do tipo e da posi¢cao que
o substituinte ocupa. Este modelo, pode ser expresso pela Equacgdo 2 em
que AB; é a atividade biologica do i-ésimo derivado, e ajx € a contribuicao
para a atividade biologica do substituinte Xk, em cada posi¢do j. O termo
Xijx possui valor igual a 1 se o substituinte Xy esta presente na posi¢ao j,

caso contrario tera valor igual a zero.

logAB, =2a, X, +u (2)

O termo p representa a média de todos os valores da atividade
biolégica sendo definido pela Equagao 3, onde n € o numero de derivados.
O termo definido pela Equagdo 4, fornece as equagdes de simetria que
representam a soma das contribuicoes em cada posigdo de substituicao,

sendo a ele atribuido arbitrariamente o valor zeroSS.

pu=1/nlog AB, (3)

Y a, X, =0 (4)
J
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Apesar do modelo de Free-Wilson apresentar problemas matematicos
que limitam sua aplicagéo, ele é uma ferramenta simples e eficaz quando
utilizado no estagio inicial do processo de otimizac¢do estrutural. O modelo
usa o conceito intuitivo de que cada substituinte acrescentado a estrutura
quimica base, contribui para a atividade biologica global com uma fracao
que € caracteristica do proprio substituinte. Este método é numérico e
relaciona diretamente mudancas estruturais com propriedades biologicas
ao contrario da analise de Hansh onde as propriedades fisico-quimicas das
drogas sao correlacionadas a atividade biologicass.

Uma outra limitacdo deste modelo, é a sua incapacidade de permitir
previsoes com relagdo a atividade biologica de derivados que nao estejam

incluidos na série inicial®s,

b) Modelo de Fujita-Ban

O modelo de Fujita-Ban®” propée uma modifica¢do do modelo de
Free-Wilson na tentativa de simplifica-lo. Fujita e Ban interpretaram os
valores de u como sendo o calculado para a atividade biologica do derivado
nao substituido, onde un relaciona todas as contribuicdes grupais ao
hidrogénio, na mesma posicdo de substituicdo. Isso eliminou a
necessidade das equagOes de simetria e simplificou o processo de calculo.
A equacao modificada passou a ser representada pela Equacédo S em que
bk € a contribuicdo para a atividade bioldgica do substituinte Xx na
posicao j, tomada em relacdo ao hidrogénio, € ux é o valor calculado da

atividade biologica para o derivado nao substituido®®.

log AB, = 2.b; X, +py (S)
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As relacoes entre as modificagées de Fujita-Ban e a analise classica
de Free-Wilson € simples. A magnitude dos valores serd determinada pela

escolha do ponto de referéncia®s.

¢) Modelo de Hansh-Fujita

O modelo de Hansh-Fujita®® para o estudo das relagoes entre a
estrutura quimica e a atividade biologica, ¢ o modelo classico mais
difundido e utilizado*3°. Na aproximag¢do termodinamica de Hansh-Fujita
a variacdo na atividade biologica de uma série de substancias, que
possuem estruturas quimicas semelhantes, diferindo entre si por um ou
mais grupos substituintes em posi¢des definidas, é explicado pela variagéo
das propriedades fisico-quimicas e estruturais das moléculas. Estas
propriedades fisico-quimicas representam as influéncias eletronicas,
estéricas e hidrofobicas das moléculas sobre a interacdo droga-receptor.
De forma simplificada, a relacdo entre a atividade biolégica (AB), as
propriedades estruturais e fisico-quimicas (X7 de uma série de
substancias, pode ser escrita de acordo com a Equacdo 6, onde os
coeficientes de regressdo a, b e ¢, sdo determinados por métodos
matematicos € expressam a contribuicdo de cada efeito sobre a resposta

biologicass.

AB=aX,+bX,+cX, +..+ Const. (6)

O modelo de Hansh-Fujita apresenta como caracteristica mais

importante, o fato de ser baseado na suposi¢do de que as interagoes que
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ocorrem entre duas moléculas pequenas sdo semelhantes as
corresponidentes entre o farmaco € o receptor no sistema biolégico
utilizado. O coeficiente de partigdo no sistema 1-octanol/agua, é o
parametro capaz de simular o comportamento da molécula que atua como
farmaco frente as estruturas hidrofébicas encontradas no organismo e no
meio aquoso circundanted0.59,

O estudo detalhado da estrutura basica das moléculas
biologicamente ativas, bem como suas propriedades fisico-quimicas sio
informagdes extremamente necessarias para quantificacdo da relacdo
estrutura-atividade.

Uma abordagem resumida sobre alguns dos mais importantes
parametros lipofilicos e eletrénicos considerados neste modelo, sera

apresentada a seguir.

1.4.1 - Parametros Hidrofébicos

O carater hidrofobico de uma droga é fundamental para se
determinar com que facilidade ela ird atravessar a membrana celular,
podendo também ser importante no tipo de interagdo que envolve a ligacdo
droga-receptorss-6t,

A mudanga de substituintes em uma substincia pode levar a uma
variacao significativa no seu carater hidroféobico e na sua atividade
biologica. Portanto, € de extrema importancia a determinagao quantitativa
dos parametros que possam expressar a hidrofobicidade de cada
substancia em estudo. Os principais parametros hidrofobicos utilizados
nos estudos de QSAR sag o coeficiente de particao (P) e aqueles abtidos por

métodos cromatogaficos, logkw € Ruw.
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1.4.1.1 - Coeficiente de Particdo (P)

O coeficiente de particdo (P} estudado para o sistema 1-
octanol/agua, foi adotado como parametro capaz de descrever ¢ carater
hidrofobico sendo o modelo empregado na racionalizacdo do processo de
transferéncia de drogas entre a fase aquosa € ndo aquosa®®,

O carater hidrofobico de uma substancia pode ser determinado
experimentalmente pelo tradicional método “Shake Flask™!. A distribuigdo
relativa da droga, ou seja o seu coeficiente de particdo (P), pode ser obtido
pela Equagao 7 em que Cox € @ concentracéo da droga na fase organica e

Caq € a concentracdo da droga na solugao aquosa tamponada®°.

pP=C,_IC (7)

oct. aq.

A razdo de distribuicdo de uma substancia entre duas fases sera
funcao de sua solubilidade diferenciada em cada fase. De um modo geral,
as drogas mais hidrofobicas terdo maiores valores de P sendo portanto
mais rapidamente absorvidas através da membrana celularss-6t, :

Variando o substituinte de uma série de substancias, obtém-se um
grupo de derivados analogos que diferem entre si no valor de P.
Construindo-se um grafico com os valores de P versus a atividade biologica
destas drogas, sera possivel verificar se ha alguma relacdo entre estas
duas propriedades. A potencialidade biologica de uma droga, ao transpor
as barreiras celulares e alcangar seu sitio ativo, € geralmente expresso
como o log 1/C, onde C € a concentracao da droga que representa a

resposta biologica*59,
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Colocando-se em um grafico os valores de log P versus log 1/C e
utilizando a analise de regressdao linear pelo método dos minimos
quadrados, pode ser obtida uma reta representada pela Equacao 8, que
mostra a correlacéo linear entre a hidrofobicidade e a atividade biolégica,
onde P é o coeficiente de particdo no sistema 1l-octanol/agua e C € a
concentragido molar da droga que produz o efeito biolégico. As constantes a

e b sdo os coeficientes obtidos pela analise matematicas°.

log(1/C)=alogP+b (8)

Modelos lineares como estes sd0 mais adequados quando a atividade
biologica é determinada utilizando ensaios in vitro, enquanto que a
dependéncia néo linear em relacao a lipofilicidade, é observada quando se
trabalha com modelos mais complexos, como por exemplo, testes in
vivoHs9,

No caso de sistemas biologicos complexos, as relacoes lineares entre
a atividade biologica e a hidrofobicidade somente sdo aplicaveis quando o
conjunto de drogas testadas possue uma faixa limitada de valores de log P.
Se a hidrofobicidade ultrapassa determinado limite, sera observado um
decréscimo da atividade biologica. Neste caso, obtém-se uma curva
parabdlica expressa matematicamente pela Equacdo 9, onde P é o
coeficiente de paticdo l-octanol/agua e a, b € ¢ sdo os coeficientes obtidos

pela analise matematicas?.

logl/C =-a(log P)* +blog P +c (9)




Segundo Hansh-Fujita, em situacdes onde o coeficiente de particao
ndo é apenas o unico fator que influéncia a atividade biologica, os efeitos
eletronicos e estéricos sao levados em consideragdo. As contribuigoes dos
efeitos separadamente sdo expressos por constantes de substituintes e a
atividade bioldgica do conjunto de derivados pode ser ajustada ao modelo
linear multidimensional (Equa¢éo 10), ac modelo parabdlico ou quadratico
(Equacéo 11)°!, onde log P é o coeficiente de particdo 1-octanol/agua, o € a
constante eletronica dos substituintes de Hammett, Es € a constante
estérica de Taft e os coeficientes a , b, ¢, d e e sdo obtidos pela analise de

regressao miultipla-%2,

log(l/C)=alogP+bo +cEs+d (10}

log(1/C)=~a(log P)* +blog P +co +dEs +e (11)

O coeficiente de particao (P) também pode ser calculado atraves das
contribuigdes hidrofobicas caracteristicas dos substituintes presentes na

molécula, Essa contribuicdo € conhecida como constante de Hansh ou

constante hidrofobica do substituinte {n) e representa a medida do guanto
o substituinte € hidrofobico com relacdo ao hidrogénio. A constante % para

um substituinte X pode ser obtida através da Equacdo 12, onde Pn € ©
coeficiente de particdo do derivado nao substituido e Px do derivado
substituidoso.e2,



34

7(X)=logP, —logP, (12)

Os valores de m sdo caracteristicos para um substituinte (valores
negativos indicam que o substituinte ¢ menos hidrofobico, e valores
positivos que o substituinte é mais hidrofobico) e podem ser usados para
calcular como o coeficiente de particao podera ser afetado pela inclusao
deste substituinte. Muitas equacées no estudo de QSAR apresentam
contribuic¢ées a partir do log P, de @ ou de ambos*42,

O coeficiente de parti¢ao log P € a medida da hidrofobicidade total da
droga sendo uma medida importante na determinacdo da eficiéncia do
transporte da droga até o seu sitio ativo. A constante s mede a
hidrofobicidade de uma regido especifica da estrutura molecular da

droga*39.40,

1.4.1.2 - Parametros Hidrofébicos Utilizando Métodos

Cromatograficos

A utilizacao do tradicional método “Shake Flask” no sistema 1-
octanol/agua para a determinagdo do coeficiente de particao (P}, envolve
metodologia trabalhosa, requerendo um tempo prolongado de analise®%6°.

Neste contexto, para a determinagéo do coeficiente de partigéo,
tornou-se necessario o desenvolvimento de metodologias alternativas mais
convenientes e capazes de apresentar resultados com maior facilidade

mantendo boa correlacao com o tradicional método “Shake Flask”.



35

A Cromatografia em Camada Fina (CCF) e a Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), ambas em fase reversa, tornaram-se
métodos alternativos e eficientes na determinacdo e avaliacdo da
lipofilicidade utilizados em estudos de QSAR?.

Os parametros provenientes da distribuicdo de uma substancia
entre uma fase estacionéria apolar e uma fase movel polar, podem ser
correlacionados com o coeficiente de particdo, pois a hidrofobicidade de
uma droga é conhecida como a forca dirigente em um processo de
distribuicao de substancias apolares em um ambiente polar®e.

Desta forma, o uso da CCF em fase reversa, foi introduzido para a
obtencdo dos valores de Ry como parametro hidrofobico®*. A mudanga de
substituintes em estruturas quimicas analogas provoca uma variacao nos
valores do Ry na cromatografia. Portanto, a natureza do substituinte ¢ um
fator determinante na obtencdo dos valores de Rwque através da Equacgao
13, podem ser calculados. O termo Ryrepresenta a razao entre a distancia
percorrida pela amostra e pela mistura de eluentes a partir do ponto de

aplicacdo da amostra.

R, =log(1/R, ~1) (13)

Para cada derivado existe uma relacédo linear entre os valores de Ry €
a composicao da mistura de eluentes. Construindo-se um grafico com o0s
valores de Ry em func¢ao da concentracdo da fase aquosa (%) na mistura

de eluentes, obtém-se uma reta representada pela Equagao 14.

R,, = a (%solv. aquoso) + b (14)
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Esta correlagéo, quando extrapolada para 100% da fase aquosa,
origina os valores de Rumw que sdo aqueles propriamente utilizados nas
correlagdes entre a estrutura e a atividade biologica.

O uso da CLAE tem sido, também, uma metodologia alternativa para
a rapida determinacido da hidrofobicidade de substancias bioativas®>o7.
Através da Equacdo 15, onde k'’ é o fator capacidade, t o tempo de
retencdo da substancia e £, o tempo do derivado nao retido, € possivel
mimetizar a particdo de uma substancia entre a fase estacionaria e a fase

movel.

log k'= log[(t, 1, /1,)] (15)

O processo para determinacdo dos tempos de retengdo usa como
fase estacionaria uma coluna cromatografica quimicamente ligada a
hidrocarbonetos (C8 ou C18) e, como fase movel, uma mistura de
solventes organicos {metanol ou acetonitrila, por exemplo} e solvente
aquoso, geralmente um tampao apropriado®®.

De maneira similar aos valores de Ru, os valores de logk’ quando
colocados em um grafico em funcdo da concentracéo da fase aquosa (%) na
mistura de eluentes, fornece uma relagdo linear representada pela
Equacédo 16. A determinacao do logk’ em diferentes composicoes de eluente
seguido pela extrapolacao para 100% de solvente aquoso, leva a obtencao

de logkw.

logk'=a (Y%solv.aquoso)+b (16)
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Embora o mecanismo de parti¢do entre a fase estacionaria e a fase
movel seja complexa, extensos estudos tem sido reportadoss*6° mostrando
que os valores de Ruw e logkw apresentam uma 6tima correlagao com os

valores de logP como mostram as Equacgoes 17 e 18.

R, =alogP+b (17)

logk, =alogP+b (18)

Uma atencédo especial deve-se ter para substancias ionizaveis. Os
valores de Ry e logk’ devem ser determinados levando-se em consideracao
os pKa(s) e o pH do ensaio®®. Os valores corrigidos de Ry e logk’, podem ser
obtidos & partir das equac¢des matematicas representadas pelas Equacgées

19 e 20, que permitem os calculos dos valores corretos.

R, = R¥ +log 107777 +1)

(19)

logklcorr, _ logkvap- +10g (1 QPH-pRa 1) (20)

A determina¢do da natureza hidrofébica de derivados bioativos
atraves dos processos cromatograficos tem se apresentado muito vantajosa

quando comparada com o método “Shake Flask”, pois as analises sio
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rapidas, reprodutiveis, sensiveis, de elevada precisdo, ndo requerem
amostras 100% puras e, de um modo geral, apresentam uma alta

correlagao com o log Po5.68,

1.4.2 - Parametros Eletronicos

1.4.2.1 - Parametros Eletronicos Empiricos

Em 1937/1940, Hammett51,52 verificou que as constantes de
ionizacao dos acidos benzbicos meta e para substituidos a 25°C, estavam
relacionados pela Equacdo 21, onde p é constante de reacdo € ox € a
constante do substituinte que expressa o efeito eletronico sobre o processo
de ionizag¢do. A constante de ionizagdo do acido benzobico é representada
por Ky enquanto que Kx corresponde aos respectivos acidos meta e/ou

para substituidos.

logK, =po_ +logk, (21)

O coeficiente angular da equacao de Hammett, proveniente do
grafico entre logK versus o, corresponde a constante de reacdo p que
representa a sensibilidade do centro reacional aos efeitos eletronicos
exercidos pelo substituinte X. O sinal positivo de p indica que o centro

reacional € mais suceptivel a grupos retiradores de elétrons e, o sinal

negativo a grupos doadores de elétrons?°.
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Enquanto p €é um termo caracteristico da reagao e
independente do substituinte, a constante o reflete a natureza eletrdunica
do substituinte considerando a contribuicdo dos efeitos indutivo e de
ressonancia sendo independente da reacdo. Valores positivos para o
indicam a presencga de substituintes que diminuem a densidade eletrénica
do anel enquanto que valores negativos, a presenga de grupos de
substituintes doadores de elétrons do anel. A presenca de mais de um
grupo substituinte em uma molécula torna o valor resultante de o igual a
soma algébrica dos respectivos grupos’,

A partir da néo linearidade da equagdo de Hammett, observada para
reacoes envolvendo determinadas substdncias aromaticas, outras
equacoes foram propostas € os valores de o devidamente ajustados.
Considerando-se a natureza eletronica especifica de alguns sistemas,
novos conjuntos de valores de ¢ foram propostos. O parametro o¢* foi
introduzido para grupos substituintes fortemente doadores e o para
grupos fortemente retiradores?’!.

Com o reconhecimento da necessidade de encontrar um modelo que
tratasse separadamente as contribuicées dos efeitos indutivo e de
ressonancia, foi proposta a expansdo da equacdao de Hammett,
representada pela Equacgdo 22, que permite calcular a susceptibilidade da
reacdo em relacio a estes efeitos separadamente. As constantes o; € Gr 520
os parametros duais dos substituintes que refletem a sensibilidade do

centro reacional ao efeito indutivo e de ressonancia, respectivamente’?.

logK, = p,0,+ pro, +log K, (22)
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Entretanto, Swain e Lupton”? a partir das constantes de dissocia¢ao
dos acidos biciclo-[2,2,2]-octano-1-carboxilicos 4-substituidos, mostraram
que os valores de o podem apresentar-se como uma combinac¢do da
contribuicdo do efeito indutivo, F, com o efeito de ressonancia, R, através

~ da Equacéo 23, onde fe rsao fatores que quantificam sua contribuicio.

c=fF+rR 23)

A partir dos estudos de Hammett, muitas outras propriedades
estruturais foram descritas em termos de constantes do substituinte. Na
tentativa de quantificar as propriedades estéricas dos substituintes
proximas ao centro de reacdo, Taft’® definiu a constante estérica (Es)
baseado na hidrolise acida de ésteres alifaticos. A constante de Taft (Es) foi
definida pela Equacgdo 24 onde ky e kx correspondem as constantes de
velocidade da hidrélise do derivado ndo substituido e do substituido,

respectivamente.

Es =loglky /ky) (24)

O parametro conhecido como refratividade molar (RM)*4 & uma
outra medida para fator estérico. A RM é a medida do volume ocupado por
um atomo ou grupo de atomos, podendo ser determinado através da
Equacido 25 onde n é o indice de refracdo, PM o peso molecular e d a

densidade do derivado.
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MR =(n, -1/n, +2) (PM 1 d) (25)

O termo PM/d define o volume, enquanto o termo (n? - 1)/(n? + 2)
fornece o fator de correcéo, indicando a facilidade com que o substituinte
pode ser polarizado. Isso € particularmente significante quando o
substituinte possui elétrons © ou par de elétrons nao ligantes. A RM é
usada como parametro estérico, mas como tem relacao com a
polarizabilidade molecular, também pode expressar efeitos eletrénicos,
como por exemplo, interagdes dipolo-dipolo presentes no centro ativo.

Uma outra aproximacdo para determinacido de interagoes
estéricas envolve um programa computacional chamado STERIMOL que foi
desenvolvido por Verloop e colaboradores*7+4. Este programa permite
calcular parametros estéricos de substituintes, a partir dos valores de
angulo de ligacdo, raio de van der Waals, comprimento de ligacdo e
conformacoes possiveis para os substituintes. O primeiro parametro
determinado foi L que representa o comprimento do substituinte ao longo
do eixo de ligacdo comparado ao nao substituido. Perpendicularmente a
este eixo de ligagdo, os parametros Bl e B2 foram determinados e
representam as distancias entre seus pontos maximos perpendiculares ao
eixo de ligacdo. Assim como para Es, os parametros estéricos de Verloop

podem ser determinados para qualquer substituinte.
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1.4.2.2 - Parametros Eletrénicos Teéricos

Os avang¢os nos recursos computacionais tém posssibilitado o
desenvolvimento de um grande ntmero de técnicas denominadas de
métodos de modelagem molecular, capazes de simular as varias etapas
que envolvem a interacdo droga-receptor, além de fornecer informacoes
valiosas para a compreensdo dos mecanismos de acao de uma
determinada droga7+77.

A modelagem molecular consiste em um conjunto de ferramentas
para a construgdo, edicao e visualizagdo, analise e armazenamento de
sistemas moleculares complexos. Estas ferramentas podem ser aplicadas
em estratégias de modelagem direta ou indireta de novas drogas. Na
primeira aproximacéo faz-se o ajuste da droga a uma estrutura de receptor
conhecida, por exemplo através de dados de cristalografia de raios-X ou de
ressonancia magnética nuclear (RMN). Na segunda aproximacdo, faz-se a
analise comparativa das estruturas das substancias ativas e de moléculas
inativas ao nivel de um determinado receptor biolégico7e.

A modelagem molecular pode ser realizada através de dois métodos
de calculo, o de mecanica molecular e o de mecanica quantica’.

No meétodo que utiliza a mecanica molecular pode-se gerar,
manipular e representar estruturas tridimensionais de uma substancia e
determinar suas energias relativas no estado gasoso. A possibilidade do
estudo das conformagées e propriedades de um molécula isolada,
simulando o estado gasoso, ou da molécula solvatada, ainda que por um
numero pequeno de moléculas | de solvente, permite predizer as
conformacgdes preferenciais em cada caso particular. A principal vantagem
deste método é a rapidez na avaliacdo de sistemas moleculares

complexos74,
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Os pacotes de programa de mecanica molecular utilizam funcées de
energia potencial para representar a energia interna das moléculas. O
PCMODEL-MMX ¢ exemplo de um dos programa mais utilizados’476,

Os métodos mecanico quanticos tem maior destaque pois permitem
a determinac¢do de um maior numero de propriedades moleculares, com
maior precisdo nos resultados.

Os pacotes de programas dos métodos quanticos sdo os ab initio e 0s
semi-empiricos. Os métodos ab initio, sdo eficientes com relacdo aos
resultados obtidos, mas computacionalmente mais lentos e aplicaveis a
moléculas menores. Os métodos semi-empiricos fornecem todas as
propriedades possiveis de se obterem com os métodos ab initio, entretanto
parte dos seus parametros séo ajustados a dados experimentais’ e podem
ser utilizados para moléculas com até 150 atomos.

Nas aproximagdes dos métodos semi-empiricos os nucleos dos
atomos sdo assumidos em sucessivas posi¢cdes estacionarias, sobre as
quais a distribui¢do espacial 6tima dos elétrons é calculada pela resolucao
da equagéo de Schrédinger (Equagéo 26) na qual a funcdo de onda y ¢€
uma fungao das coodenadas dos nucleos R e dos elétrons r. O autovalor
correspondente a energia do sistema no estado considerado é dado por E,
€ H € o hamiltoniano, um operador diferencial, que representa a energia
cinética e potencial das particulas do sistema. O processo € repetido até
que a energia néo mais varie dentro de um limite escolhido, ou seja, até se

alcangar um ponto estacionario da superficie de energia.

H¥(Rr)=EWY(R,r) (26)
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Os métodos semi-empiricos AM1( Austin Model 1) e PM3 (Parametric
Method 3) sdao os ultimos de uma série de métodos desenvolvidos, € séo
parte do pacote geral denominado MOPAC. O método PM3 apresenta as
mesmas aproximacoes € equagdes que o método AM1. A diferenca basica
entre os dois estd no procedimento de parametrizacdo. Os dois métodos
fornecem resultados muito similares, diferindo basicamente no calculo de
propriedades de substancias hipervalentes ou contendo halogénios?s.7°,

Os parametros tedricos obtidos por mecanica quantica permitem que
se obtenha informacgoes conformacionais energéticas e uma série de dados
que representam as propriedades moleculares. Neste modelo, busca-se a
nivel eletronico, estérico e de transporte, a explicacdo das interagoes dos
farmacos com seus respectivos receptores quantificando seus diferentes
tipos, ou seja, intra e intermoleculares envolvidos nas interagoes
biologicas*!.7¢.

Propriedades moleculares estéricas, eletronicas e de transporte
podem ser investigadas a partir de dados teéricos obtidos por calculo de
mecanica quantica. Estes dados podem ser calores de formagdo, energias
eletronicas, energias de HOMO (orbital molecular ocupado de mais alta
energiaje LUMO (orbital molecular desocupado de mais baixa energia),
energias de ionizacdo, densidades eletrénicas atémicas, momentos de
dipolo, ordens de ligacdo, densidades eletronicas dos orbitais de fronteira
HOMO e LUMO, entre outras*76,

Através da distribuicdo de cargas em uma molécula pode-se estimar
a forca de uma interacdo eletrostatica de um atomo com um centro de
carga oposta no receptor. Por intermédio das energias do HOMO e do
LUMO ou da diferenca (AE} entre eles, pode-se estimar uma interagéo por
transferéncia de carga entre o HOMO do composto € LUMO do receptor ou
vice-versa. O momento de dipolo, representa o potencial eletrostatico € a

polarizabilidade molecular, que indica a maior ou menor facilidade de
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2 - OBJETIVOS
Este trabalho tem como principais objetivos:

b Sintetizar uma série de treze derivados heterociclicos do sistema
4-(X-fenil)amino-5-carbetoxi—1,3-dimetil-1H-pirazolo[3,4-b]piridina onde
X = H, 4’-NO,, 4-OCH3s, 4’-CHs, 3-NO», 3’-OCH3s, 4’-Br, 4’-F, 3’-CH3s, 4°-Cl,
3’-Cl, 4-OH e 4’-OAc.

G Elucidar as estruturas das 1,3-dimetilpirazolopiridinas utilizando

principalmente experimentos de RMN com técnicas uni e bidimensionais.

% Determinar os valores que expressam a atividade antileishmania,
DL50 da série 4-(X-feniljamino-5-carbetoxi—1,3-dimetil-1H-pirazolo [3,4-b]
piridina e DL90 para as 4-(4’-hidroxifenil)lamino-5-carbetoxi-1-R1,3-R2-1H-
pirazolo[3,4-b]piridina, 4-(4°-hidroxi-3’-dietilaminometilfeniljamino—5-
carbetoxi-1-R1,3-R>—1H-pirazolo[3,4-b]piridina, onde Ry = R, = Fenil e

Rz = Metil e R; = Fenil e da Amodiaquina.

® Determinar  experimentalmente os parametros hidrofébicos

(coeficiente de particdo logP e os cromatograficos Ruw, logkw € o pKa) €
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eletronicos teoricos (HOMO, LUMO, momento dipolar e calor de formagao)

das 1,3-dimetilpirazolopiridinas.

U Estudar a relacdo entre as conformacdes mais estaveis dos
derivados 4-(4’-hidroxifenil)amino—5-carbetoxi-1-R;,3-R.- 1 H-pirazolo[3,4-
bjpiridina, 4-(4’-hidroxi-3’-dietilaminometilfenil)amino-5-carbetoxi-1-R1,3-Ro—
1H-pirazolo[3,4-bjpiridina, onde R; = Ry = Fenil e Ry = Metil € Ry = Fenil e

da Amodiaquina, através da modelagem molecular.

U Avaliar as melhores correlacdes entre a atividade antileishmania
das 1,3-dimetilpirazolopiridinas e seus parametros fisico quimicos:
hidrofobicos (logP, w, logkw € Rmw), eletronicos teoricos calculados { HOMO,
LUMO, momento dipolar e calor de formagao), eletronicos empiricos
tabelados (o, o1, or, F € R) ¢ estéricos (Es, MR, L, Bl, B2),utilizando

modelo tedrico adequado.






3 - EXPERIMENTAL

3.1 - Materiais e Aparelhagem

3.1.1 - Solventes e Reagentes

> As anilinas utilizadas neste trabalho bem como os reagentes
especificos usados para obtencdo dos derivados intermediarios, foram
adquiridos da Aldrich, Merck ou Sigma e, quando necessario, foram
purificados ou tratados convenientemente segundo meétodos descritos na

literatura8o-82,

> Os solventes usados nas sinteses, recristalizacoes, cromatografia
em camada fina e de coluna filtrante, foram todos de grau P. A. da Vetec
ou Grupo Quimica, sendo eles: cloroférmio, acetona, etanol, metanol e
acetato de etila.

Na espectrofotometria de ultravioleta e na Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia (CLAE], os solventes utilizados foram acetonitrila, metanol e
1,4-dioxano grau espectroscopico. Para determinacdo dos Rys), foi usado

acetona previamente tratada de acordo com dados da literaturas-sl,
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> O l-octanol da marca Grupo Quimica, utilizado para
determinacao do coeficiente de particdo, foi devidamente seco em

carbonato de sodio, seguido dc destilacao fracionada.

> Nas analises por cromatografia em camada fina, foram utilizadas
cromatofolhas de silica gel em aluminio com indicador para UV ( 254nm),
marca SIGMA. As placas de cromatografia em camada fina de fase reversa,
foram da marca Uniplate Analthec, RPS-F, 250 microns e a silica gel
utilizado na cromatografia em coluna filtrante foi o da marca VETEC 35-70
e 230-400 mesh.

> (s espectros de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN} foram
obtidos utilizando-se CDCl; ou DMSO-de como solventes. Os
deslocamentos quimicos (8) estdao em partes por milhdo (ppm) em relagao
ao tetrametilsilano (TMS), utilizado como padrao interno. Pastilhas de KBr

foram utilizadas para obtencao dos espectros de infravermelho.

> Todas as solugdes usadas na Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia foram devidamente filtradas em filtro de membrana e
preparadas utilizando-se agua destilada e deionizada no sistema
“Millipore-Q”.

3.1.2 - Aparelhos

> Os dados espectrais foram obtidos em espectrofotdometro de
infravermelho marca Perkin Elmer 1605 com transformada de Fourier e
em espectrofotdmetro de ultravioleta marca Varian, modelo DMS-80

utilizando células de quartzo de caminho 6tico de 1,0cm. Os espectros de



50

RMN foram obtidos em espectrémetro Briker modelo AC200 {200MHz, 'H
e 50,3 MHz, 13C) e espectréometro da Varian modelo Unity plus-300 (299,95
MHz, 'H e 75,42 MHz, '3C].

> Os pontos de fusdo foram determinados utilizando-se ¢ aparelho

MELTEMP II e nao foram corrigidos.

> Qs calculos de modelagem molecular, semi-empiricos € de

mecanica molecular, foram realizados em microcomputador 486, 100MHz.

> Os pKa(s) foram determinados utilizando-se o potenciégraio da
Metrohn Herisau, modelo E 539 acoplado a uma bureta automatica,
Dosimat modelo 665 com agitador magnético E 549, Foi utilizado o

eletrodo de vidro combinado, CH 9100 da marca Metrohm Herisau.

> Os tempos de retencdo foram determinados em Cromatografo
Liquido de Alta Eficiéncia (CLAE) da marca Schimadzu SPD - 10A
equipado com um detetor de absor¢ao no ultravioleta e visivel. Os dados
foram transferidos para um registrador Schimadzu Cromatopac CR6A. A

fase estacionaria utilizada, foi uma coluna Supelco LC-8 (25,0cm x 4,6m).

> Os pH(s) das solugdes tampao foram determinados utilizando-se

um pHmetro da Metronal, modelo E 120.

> As correlagdes lineares de energia livre e os graficos
correspondentes foram obtidos utilizando-se o programa estatistico Origin

4.1 para microcomputador Celeron 400MHz,
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3.2 - Sintese

3.2.1 - Sintese das Matérias Primas

3.2.1.1 - 5-amino-1,3-dimetilpirazol:5+

H3C
HyoN CN EtOH R
CHs-NHNH, + >:<{ i N
N \
H3C A N NH2
Lu,
Metilidrazina framino
crotononitrila 5-aminoe-1,3-dimetilpirazol

O derivado 5-amino-1,3-dimetilpirazol foi obtido segundo métodos
descritos na literatura, reagindo-se a f-aminocrotononitrila (0,20mol] e

metilidrazina (0,26mol) em 50mL de etanol absoluto.

Rendimento: 66% (Lit.: 75%)83
Ponto de fusdo: 67-69°C (Lit.: 80-81°C)83

IV (cm 1) vna 2923; ve-n 1643, 1561 (Figura 1, Vol. 2)

RMN de 'H: (Figura 2, Vol. 2)
RMN de 13C: (Figura 3, Vol. 2)
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3.2.1.2 -g-carboetoxi-f-{1,3-dimetil-5-pirazolilamino)
acrilato de etila®®

. A

Etoximetilenomalonato de dietila

O
H3C‘7—>\ | . O/\
I\
.

- |
Ha EtOH; A CH,

S-amino- 1,3-dimetilpirazol Acrilato de etila

Em baldo de fundo redondo foram adicionadas quantidades
equimolares de 1,3-dimetil-aminopirazol e de etoximetilenomalonato de
dietila em etanol. A mistura reacional foi mantida em refluxo por 2 horas ¢
apos resfriamento, vertida em gelo picado. Obteve-se, apds recristalizagéo

em etanol, o produto sob a forma de um sélido branco.

Rendimento: 71% (Lit.: 78%)®°
Ponto de fusao: 87-88°C (Lit.: 90-91°Cj8s

IV (cm ~1): Vi 2983; Ve-o 1716,1660; ve.o 1298, 1224 (Figura 4, Vol. 2)
RMN de 'H: (Figura 5, Vol. 2)

RMN de 13C: (Figura 6, Vol. 2)
RMN (2D) 'H x 13C - COSY - Jcu: (Figura 7, Vol. 2)
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3.2.1.83 - 5-carbetoxi—<4-cloro-1,3-dimetil-1H-
pirazolo[3,4-b]piridinas®

0
HaC ) He ¢ 0
I\ ( o ‘ J AN o\
N POCl; N
\N I‘V
|
CH; H

A o
CHj
a-carboetoxi-b-(1,3-dimetil-5- 5-carboetoxi-4-cloro-1,3-dimetil-
pirazoloamino)acrilato de etila 1 H-pirazolo[3,4-b|piridina

Em baldao de fundo redondo, adaptado a condensador de refluxo,
munido de tubo de secagem com cloreto de calcio anidro, foram
dissolvidas 2,5g (0,01lmol) do derivado acrilato, em excesso de POCI;
(15mL). A mistura reacional ficou em refluxo por 8 horas e o excesso de
POClI; foi destilado ao término da reacdo. Apés resfriamento a mistura foi
vertida em gelo picado. O produto precipitado foi isolado, sendo

cristalizado em etanol, fornecendo um so6lido branco.

Rendimento: 95% (Lit.: 89%)%¢
Ponto de fusdo: 89-90°C (Lit.: 93-94°C)3®

IV (cm -1): ve-o0 1695; veo 1239, 1199 (Figura 8, Vol. 2)

RMN de 'H: (Figura 9, Vol. 2)

RMN de 3C — DEPT: (Figura 10, Vol. 2}

RMN (2D) 'H x 13C — COSY ~ WJcn: (Figura 11, Vol. 2)
RMN (2D) 1H x 13C — COSY ~ 8Jcy: (Figura 12, Vol. 2)
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3.2.1.4 - Cloridrato de 4-aminofenoB!

OH OH
HCl/H,0
—_—
A

NHCOCH;, NHgz'CI’
paracetamol cloridrato
O cloridrato do 4-aminofenol foi obtido de acordo com o método

descrito na literatura, reagindo-se o paracetamol (0,02mol) com 10mL de

uma solugao de acido cloridrico 25%.

Rendimento: 65%
Ponto de fusédo: 305°C (Lit.: 306°C com decomposigdo)s!
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3.2.2 - Reacédes de Acoplamento para Obtencao dos
Derivados  4-{X-fenillJamino-5-carboetoxi-1,3-dimetil-1H-

pirazolo[3,4-bpiridina
X
HC cl o NH, HaC N
N o7 7 X o™~

N ] i — N

N P N

o -

CHs X CHs

X =H, 4'-CHz, 3-CHj, 4-OCH3, 3'-OCH3,
4'NO,, 3-NOz, 4-F, 4-Br, 4-Cl, 3'-Cl,
4'-OH, 4-0Ac

METODO GERAL

Em baldo de fundo redondo munido de condensador de refluxo,
contendo 0 solvente adequado, foram adicionados o 5-carboetoxi-4-cloro-
1,3-dimetil-1H-pirazolo[3,4-b|piridina ¢ a anilina desejada. A mistura
resultante permaneceu em refluxo pelo tempo discriminado em cada caso,
e a reacao foi acompanhada por cromatografia em camada fina. Apos o

final da reacdo e tratamento adequado, o sélido obtido foi submetido a

purificacao®s.
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3.2.2.1 - Obtencao dos Derivados Onde
X=H, 4°-NO2, 4°-OCH3, 4°>-CH3, 3>-NO: e 3’-OCH3

Os produtos onde X= H, 4-NO,, 4’-OCHs, 4’-CH3, 3’-NO2 e 3-OCH3
foram obtidos anteriormente por Bernardino8?, utilizando-se quantidades
equimolares do 5-carbetoxi-4-cloro-1,3-dimetil-1H-pirazolo[3,4-b] piridina
e da anilina correspondente. A mistura foi aquecida em banho de glicerina
por 2 horas. Apos resfriamento, a mistura reacional foi neutralizada com
solucdo de bicarbonato de sédio 5% ou solugio de hidroxido de sédio 5%.
O produto foi extraido com diclorometano e ap6s a evaporacao do solvente,
os derivados X=H, 4’-NO,, 4-OCHs, 3’-NO, e 3’-OCHs foram recristalizados
em etanol e o X= 4’-CH;z em tolueno®s.

O derivado onde X= 4’-CH; foi também obtido utilizando-se 0,30g
(0,0011mol) do intermediario clorado e 0,24g (0,0022 mol) da para-
toluidina em 2,0mL de etilenoglicol. Apés 2 horas de rea¢do a mistura
reacional foi resfriada, vertida em gelo picado e o meio neutralizado com
solugdo diluida de NH4OH. O produto precipitado foi entdo isolado e
depois de seco, recristalizado em etanol. O produto foi obtido sob forma de
um solido de cor marrom.

A Tabela 1 mostra rendimentos e pontos de fusédo e, a Tabela 2, os

dados espectroscopicos na regido do UV/Vis, para os derivados obtidos.



Tabela 1: Rendimentos e pontos de fusdo para os derivados, onde
X=H, 4’-NO2, 4-OCH3s, 4’-CH3s, 3’-NOz e 3’-OCHps.

Rendimento P.F.

X (%) (°C)
H 80 137-40
4’-NO; 88 168-70
4’-OCHa 86 175-78
4’-CH3 302 175-77
35b 106-07
3’-NO; 65 168-70
3’-OCHs 30 123-24

aReacao feita sem solvente. PReacao utilizando etilenoglicol.



Tabela 2: Dados espectrocdpicos obtidos na regido do UV/VIS

em l,4-dioxano como solvente, para os derivados onde
X=H, 4’-NOy, 4-OCH3s, 4’-CH3s, 3-NOj e 3’-OCH.

Améx [ > Cx 10°
(nm) (e 1M1 (M)

4’-NO;
4’-OCH3

4’-CHs

3’-NO

3’-OCH;

323 13405 6,49
352 17372 2,36
322 8510 2,82
322 13261 7,39
324 44230 1,36
323 7722 12,69

IV (cm -Y)
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H: vnu 3235; ven 2982, 2931; ve-c 1590, 1565; vc-o 1669; ve.o 1266

(Figura 13, Vol. 2).

4-NO2: vnu 3252; ven 2983, 2936; ve-c 1559, 1601; Ve-o 1681; veo 1269;

vn=0 1501, 1334 (Figura 19, Vol. 2j.

4>-OCHs: vnu 3242; ven 2926, 2851; ve-c 1592, 1565; ve-o 1669; ve.o 1265

(Figura 25, Vol. 2).

4’-CHs: vnu 32015 ven 2984, 2933; ve-c 1567; Ve-o 1666; veo 1266 (Figura

31, Vol. 2).
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3-NOz2. vnu 3208; vcen 2982; ve-c 1562, 1597; Ve-0 1673; Ve.o 1271; vn-0
1526, 1348 (Figura 38, Vol. 2).

3-OCHs: Vnu 3242; vcu 2926; Ve-c 1592, 1565; ve-o 1669; veo 1265
(Figura 44, Voal. 2).

RMN de 'H: RMN de 13C - DEPT:

H (Figura 14, Vol. 2) H (Figura 15, Vol. 2)

4°-NO: (Figura 20, Vol. 2) 4’-NO» (Figura 21, Vol. 2)
4’-OCHj3 (Figura 26, Vol. 2) 4’-OCH3 (Figura 27, Vol. 2)
4°-CHjs (Figura 32, Vol. 2) 4°’-CH3 (Figura 33, Vol. 2)
3’-NO; (Figura 39, Vol. 2) 3’-NO2 (Figura 40, Vol. 2)
3’-OCHs; (Figura 45, Vol. 2) 3’-OCH; (Figura 46, Vol. 2)
RMN (2D) 'H x 'H - COSY: RMN (2D} 'H x 13C - COSY - Uca:
H (Figura 16, Vol. 2) H (Figura 17, Vol. 2)

4°-NO; (Figura 22, Vol. 2) 4’-NO, (Figura 23 , Vol. 2}
4’-OCH3 (Figura 28, Vol. 2) 4’-OCHj3 (Figura 29, Vol. 2)
3-NO:(Figura 41, Vol. 2) 4°-CHj3 (Figura 34 e 35, Vol. 2)
3-OCHj3 (Figura 47, Vol. 2) 3’-NO; (Figura 42, Vol. 2)

3’-OCHj3 (Figura 48, Vol. 2)
RMN (2D) 'H x 13C - COSY - nJcy,
n=2 ou 3:
H (Figura 18, Vol. 2)
4°-NO; (Figura 24, Vol. 2)
4’-OCH; (Figura 30, Vol. 2)
4°-CHs (Figura 36 e 37, Vol. 2)
3’-NO; (Figura 43, Vol. 2)
3-OCH; (Figura 49, Vol. 2)
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3.2.2.2 - Obtencao dos Derivados Onde
X=4°-Br, 4’-F e 3’-CH3

Os produtos onde X= 4’-Br, 4’-F, 3’-CH3s foram obtidos utilizando-se
quantidades equimolares do intermediario clorado e da anilina
correspondente. A mistura foi aquecida em banho de glicerina por
aproximadamente 1 hora e meia. Apos resfriamento, a mistura reacional
foi neutralizada com solucéo diluida de NH4OH. Os produtos precipitados,
apos secos, foram recristalizados em etanol®s.

A Tabela 3 mostra os rendimentos, pontos de fusido e
coloracao dos cristais, € a Tabela 4 os dados espectroscopicos na regido do

UV/Vis, para os derivados obtidos.

Tabela 3: Rendimentos € pontos de fusdo para os

derivados, onde X= 4’-Br, 4>-F e 3-CH3.

Rendimento P.F. Coloracao
X (%) (°C} dos Cristais
4'.Br S0 110-12 marrom
4’-F 60 - 104-06 amarelo
3’-CH3 40 130-33 branco




Tabela 4: Dados espectrocopicos obtidos na regido do

UV/VIS em 1,4-dioxano como solvente, para

os derivados onde X= 4’-Br, 4>-F e 3’-CHa.

Amax € Cx 105
X (nmy) (e 1Y) (M)
4’-Br 327 28363 6,17
4-F 320 12769 6,03
3’-CHs 323 13577 5,59

IV (cm -
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4>-Br. vnu 3182; ven 2989, 2934; ve-c 1591, 1564 ve-o 1673; veo 1264

(Figura 50, Vol. 2).

4°-F. vau 3222; ven 2978, 2927; ve-c 1595, 1569; veo 1669; veo 1269

(Figura 56, Vol. 2).

3-CHs: vnu 3237; ven 2982, 2931; ve=c 1591, 1564; ve-0 1670; veo 1265

(Figura 62, Vol. 2).
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RMN de 'H: RMN de 13C - DEPT:

4-Br (Figura 51, Vol. 2) 4°’-Br (Figura 52, Vol. 2)

4’-F (Figura 57, Vol. 2) 4’-F (Figura 58, Vol. 2)

3’-CH3s (Figura 63, Vol. 2) 3’-CHj3 (Figura 64, Vol. 2)

RMN (2D} 'H x H: RMN (2D) 'H x 13C - COSY - Jch:
4’-Br (Figura 53, Vol. 2) 4’-Br (Figura 54, Vol. 2)

4’-F (Figura 59, Vol. 2) 4’-F (Figura 60, Vol. 2)

RMN (2D) 'H x 13C - COSY - Jcn,
n=2 ou 3:

4’-Br (Figura 55, Vol. 2)

4-F (Figura 61, Vol. 2)

3.2.2.3 - Obtencado dos Derivados Onde
X =4Cle 3-Cl

Para a obtencao dos derivados onde X=4"-Cl e 3’-Cl utilizou-se 0,30g
(0,0011mol) do derivado clorado e 0,0022mol da anilina correspondente
(0,20g da 4-Cl e 0,25mlL da 3’-Clj em 3,0mL de etilenoglicol. Apoés 2 horas
de reacdo, a mistura reacional foi resfriada e vertida em gelo picado. O
produto foi isolado, tendo sido purificado em cromatografia de coluna
filtrante, utilizando como fase mével cloroférmio e acetato de etila (9:1).

Obteve-se os produtos em forma sélida com coloragdo marrom claro.



Tabela 5: Dados de rendimentos e pontos de fusao
dos derivados 4’-Cl e 3™- CL

Rendimento P.F.

X (%) (°C)
4’-Cl 65 100-01
3'-Cl1 35 155-57

Tabela 6: Dados espectrocopicos obtidos na regiao do

UV/VIS em 1,4-dioxano como solvente,

para os derivados onde X=4"-Cl e 3-Cl.

X (emury (M)
4-Cl | 325 14150 7,42
3-Cl | 325 12806 5,31

IV (cm-1)
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4°-Cl vnu 3216; VCH 2985, 2933; vc=C 1593, 1580 vc-o0 1673; ve.o 1267

(Figura 65, Vol. 2).

3’-Cl vnu 3220; ven 2982, 2928; ve-c 1594, 1565 vc-0 1673; vco 1268

(Figura 70, Vol. 2).



64

RMN de 'H: RMN de 2C - DEPT:
4’-Cl (Figura 66, Vol. 2) 4’-Cl (Figura 67, Vol. 2)
3’-Cl (Figura 71, Vol. 2)

RMN (2D) 'H x 13C - COSY - WJcn: RMN de 13C:
4°’-Cl (Figura 68, Vol. 2) 3’-Cl (Figura 72, Vol. 2)
3’-Cl (Figura 73, Vol. 2)

RMN (2D) 'H x 8C - COSY - ™JcH,
n=2 ou 3:

4°-Cl (Figura 69, Vol. 2)

3’-Cl (Figura 74, Vol. 2)

3.2.2.4 - Obtencao do Derivado Onde
X=4’-OH

Para a sintese do produto onde X=4’-OH, foi preparada inicialmente
uma solugao contendo 0,32g (0,0022mol) do cloridrato do 4-aminofenol e
6,0ml de etanol®. A esta solugdo foram adicionados 0,30g (0,0011mol) do
derivado clorado. Apds 48 horas de reagéo, o produto bruto obtido foi
recristalizado em etanol obtendo-se o derivado X=4-OH como um soélido
branco!©.

A obtencao do derivado onde X=4-OH também foi realizada
utilizando 3,0mL de etileno glicol como solvente. Apds 3 horas de reagao a
mistura reacional foi resfriada e vertida em gelo picado, sendo o meio

neutralizado com solugdo de NH4OH. O produto precipitado foi entdo
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isolado e depois de seco recristalizado em etanol. Obteve-se o produto

como um solido levemente amarelado.

Tabela 7: Rendimentos € pontos de fusdo do derivado

4’-OH obtidos em etanol e etilenoglicol.

X Rendimento (%) P.F. (°C) Solvente

4’-0H 35 274-76 Etanol

S5 275-77  Etilenoglicol

UV: Amax., 319nm ¢, 14235 (concentragao 5,69x10-°M em 1,4-dioxano)

IV (cm!): van 3130; Ven 2999; 2934 ve-c 1590, 1574; ve-o 1681; Veo
1269; Von 3500-3000 (Figura 77, Vol. 2).

RMN de 'H: (Figura 76, Vol. 2)

RMN de 3C — DEPT: (Figura 77, Vol. 2)

RMN (2D) 'H x 'H - COSY: (Figura 78, Vol. 2)

RMN (2D} 'H x 13C - COSY - Jcu: (Figura 79, Vol. 2)

RMN (2D) 'H x 3C - COSY - nJcn, n=2 ou 3: (Figura 80, Vol. 2}
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3.2.2.5 - Obtencao do Derivado onde
X =4’0Ac

O derivado onde X=4-OAc foi obtido através da reacido de
acetilacao®® do produto onde X=4’-OH. Inicialmente, foram dissolvidos
0,20g do 4’-OH (0,00061 mol) em 2,0mL de piridina anidra. Em seguida, a
essa mistura, adicionou-se 1ml (0,01058 mol) de anidrido acético. Apos 5
minutos de agitacdo, a mistura reacional foi vertida em gelo picado. O
derivado foi isolado sendo purificado por recristalizacdo em etanol.

Obteve-se o produto como sélido branco.

Rendimento: 60%
Ponto de fusao: 127-30°C

UV: Amax, 323nm ¢, 45675(concentracao 1,48x10-° M em 1,4-dioxano)
IV (cm-1): vnu 3051; ven 2981, 2933 ve-c 1596, 1581; ve-0 1759, 1662;
Vco 1266, 1224 (Figura 81, Vol. 2).

RMN de 'H: (Figura 82, Vol. 2)

RMN de 13C: (Figura 83, Vol. 2)

RMN (2D) H x 13C - COSY - Jcn: (Figura 84, Vol. 2)

RMN (2D) 'H x 13C - COSY - "Jcn, n=2 ou 3: (Figura 85, Vol. 2)
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3.3 - Determinacio dos valores de pKa(s)':92

Os pka(s) dos derivados pirazolopiridinas foram determinados
através do método potenciométrico. As solugoes contendo os derivados,
foram tituladas potenciometricamente utilizando-se como titulante uma

solucao padronizada de HC1 0,01N.

Solucgoes

As solugOes estoques das amostras foram preparadas em 1,4-
dioxano grau espectroscopico, na concentragiao de 9,4x103 N utilizando-se
baldes volumétricos de SmL.

A solugao de HCI, utilizada como titulante foi padronizada
potenciometricamente com tetraborato de sodio decahidratado
(Na2B40O7.10H20 ), como padrao primario. A normalidade do HCI obtida foi
de (0,00945 + 0,00009)N%3,

Procedimento:

Foram pipetados 1mL da solugcdo estoque dos derivados e
transferidos para os respectivos becheres aos quais foram adicionados
mais 20mL de 1,4-dioxano e 10mL de H,O destilada (utilizando-se pipetas
graduadas).

As solugoes resultantes foram tituladas potenciometricamente com
HCl em temperatura controlada e as respectivas curvas registradas peio
potenciografo. Este procedimento foi realizado em triplicata para cada
derivado pirazolopiridina.

Através dos graficos foram obtidos os valores dos pH(s) e lidos os
volumes de HCl gastos no ponto de equivaléncia para cada solugio da

droga. Com esses valores, foram entdo calculados os valores dos
pKa(s).(Tabela 8).



Considerando-se a equacgao geral para a reacao de neutralizagao:

PP+HCI <=—= [PPH] CI

No ponto de equivaléncia teremos:
[PP]=[PPH]" onde,

[PP] = concentracao da pirazolopiridina livre

[PPHJ* = concentragao da pirazolopiridina protonada

A concentracao da pirazolopiridina protonada sera:

[PPH]" =[PP],/V, onde,
Vi = Vit Vha

[PP], = concentragao da pirazolopiridina inicial
Vt = volume total

Vi = Volume inicial

Viuao = volume gasto de HCl no ponto de equivaléncia.

O calculo do pKa € dado pelas Equagoes 27 e 28.

1/2pK, =7 pH -1/2log[ PPH]'

pKa :14—pr
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(27)

(28]



Tabela 8: Valores dos pKa(s) das pirazolopiridinas

determinados potenciometricamente.

X Vi +dp (mL)* pH+dp® pKe. pKy
4’-Br 0,2040,13 5,56+0,21 11,05 2,94
3’-Cl 0,35+0,07 5,93+0,15 11,27 2,72
4’-Cl 0,34+0,06 5,33 #0,03 10,23 3,76

3’-CHs 0,32+0,03 4,97+0,07 9,36 4,63
4’-CHs 0,64+0,06 6,4610,09 12,39 1,61
3-0CHs| 0,32+0,02 5,18+0,09 9,93 4,06
4’-0OCHs | 0,30+0,02 5,40+0,18 10,37 3,62

H 0,3140,03 5,48+0,08 10,53 3,48

4'-F 0,27+0,03 5,43+0,27 9,35 4,64
3'-NO; 0,3740,02 5,55+0,23 10,67 3,32
4’-NO> 0,30+0,08 5,2840,15 10,11 3,88
4-OH 0,6510,05 6,40+0,10 12,27 1,72
4’-OAc 0,58+0,03 6,2840,03 12,02 1,97

a Volume meédio do acido cloridrico titulante = desvio padrio.

pH no ponto de equivaléncia * desvio padrao.

® Valor médio do
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3.4 1 - Coeficiente de Particdo (P) - Método “Shake
Flask”

Os coeficientes de particao (P) dos derivados X = H, 3-CHjs, 3’-Cl,
4’-F, 4>-OH e 4’-Cl, foram determinados utilizando o método classico do
“Shake Flask” de Hansh®!.

Inicialmente, foi construida uma curva de calibracdo para cada
pirazolopiridina que consistiu na determinagido da absorvancia na regido
do UV de uma faixa de concentragdo de droga no seu comprimento de
onda maximo (Amax), €em 1,4-dioxano. A faixa de concentragio escolhida foi
adequada a concentracdo da droga utilizada no experimento. A Tabela 9

mostra as equagoes obtidas para as curvas de calibragao.



Tabela 9: Valores de Amax, absorvancia na fase organica e

equacédo das curvas de calibracdo para os derivados
onde X=3’-Cl, 4-Cl, 3-CH3s, H, 4*-F e 4’-OH.

71

Abs.b

Amax Equacao da Retac r
3’-Cl | 325 0,68 y=0,667( +0,047) + 10830,412 (+464,739)x 0,99
4-Cl | 325 1,05 y=0,005( +0,003) + 140086,061 (+85,885}x 0,99
3’-CHs | 23 0,75  y=0,127(+0,077) + 10585,358 (+698,244)x 0,99
H 323 0,54  y=0,026(+0,023) + 12383,819 (+289,741)x 0,99
4’-F 320 0,77 y=0,009( £0,008) + 12542,904 (+141,620) x 0,99
4-0H | 319 0,81  y=0,015(+0,007) + 13787,348 (+134,075)x 0,99

a Comprimento de onda maximo. » Absorvancia. ¢ Os valores de y correspondem a

absorvancia e X a concentracdo em M, respectivamente.
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O solvente utilizado no preparo das solugbes para a construgao da
curva de calibragao e das amostras, foi 1,4-dioxano grau espectroscopico.

Foi preparada uma solucao em baldao volumétrico contendo
aproximadamente 6,0mg de amostra em 50mL de solucdo. Em seguida,
foram feitas cerca de 9 dilui¢cbes sucessivas cuja concentra¢ao variou de
45,11 x 10~ a 0,50 x 105 g/L. A absorvancia de cada uma das diluicdes,
determinada no imax, ficou na faixa de 1,75 a 0,24 € 0 Amax entre 315 e 352
nm. A curva de calibracdo de cada amostra, foi obtida colocando-se em um
grafico a absorvancia versus a concentragdo do derivado nas respectivas
diluigoes. A equagdo da reta foi obtida por regresséo linear.

As solugdes das amostras foram preparadas em baldo volumeétrico
contendo cerca de 30mg da pirazolopiridina em 25 mL de solucdao. A
concentracao final das solugodes variou de 0,36 a 0,43nM.

Para a etapa de saturacdo das fases organica e aquosa, foram
utilizados o octanol devidamente tratado, e uma solu¢do tampio em
pH=7,4, respectivamente.

A solugéo tampdo foi preparada a partir de solugoes 0,2M de fosfato
de sodio dibasico heptaidratado e 0,1M de acido citrico. Em seguida, foram
misturados 434,7mL da solucdo de Na;HPO4.7H,0 (0,2M) e 65,2mL da
solucdo de acido citrico (0,1M) obtendo-se entdo 500 mL da solucéo

tampao desejada.

Saturagdo

A saturagdo mutua de uma mistura em proporgdes equivalentes de
octanol e solu¢ao tampéao recém preparada, foi feita em agitacdo magnética
lenta por periodo de 4 horas. Apés repouso de 4 horas, as fases saturadas
foram separadas em funil de decantacéo e utilizadas para determinac¢do do

coeficiente de particéo.
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Particao

Em erlenmeyer de 500mL contendo 100mL de octanol saturado,
foram adicionados 5,0mL de solucédo da droga. Em seguida, adicionou-se
lentamente, 200mL de solu¢do tampao saturada. A mistura foi agitada
magneticamente (Shake Flask] por 1 hora. Ao término da agitacao, a
mistura ficou em repouso por 30 minutos. Em seguida, uma aliquota de
10mL da fase organica foi transferida para um tubo de centrifuga e
centrifugada a 300 rpm por 15 minutos a 25°C. Para cada amostra o
mesmo procedimento descrito foi realizado em triplicata.

A concentragao da droga na fase organica foi determinada através da
medida da absorvancia no UV e posteriormente calculada utilizando a
equacao da curva de calibragao.

A concentracdo da droga na fase aquosa foi obtida por diferenca
utilizando a Equacdo 29, onde Cox € a concentracdo da droga na fase
organica, Cq € a concentracdo da droga na fase aquosa e¢ Ci € a
concentracdo inicial da droga adicionada na mistura l-octanol/tampao

saturados.

=C, -C (29)

O coeficiente de particao (P) foi calculado pela Equacao 7. A Tabela

26 (resultados e discussao) lista os valores obtidos.
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3.4.2 - Parametros Cromatograficos

3.4.2.1 - Valores de Ry Determinados por

Cromatografia em Camada Fina em Fase Reversa‘®

Os valores de Ry(razao entre a distancia percorrida pela amostra a
partir do ponto de aplicagdo até o meio da mancha, ¢ a distancia
percorrida pela mistura de eluentes a partir do ponto de aplicagdo da
amostra, Figura 26) foram determinados utilizando-se placas de
cromatografia em camada fina em fase reversa. A fase movel utilizada foi
uma mistura de acetona e solucéo tampao fosfato (0,01M; pH = 7,4) em
cinco concentragdes diferentes que variaram de 40 a 70% v/v de solvente
organico.

Foram preparadas solugdes utilizando-se 15 mg de cada amostra
5mL de acetona P.A.. A concentracdo final de cada solugao ficou em
0,15mg/mL. A solucao tampéao utilizada foi preparada a partir de solugoes
0,1M de fosfato de sodio monobasico monoidratado e fosfato de sodio
dibasico heptaidratado. Em baldao volumétrico de 1000mL, foram
adicionados 19,4mL da solugdo de NaH;P04.H20 0,1M, 30,6mL da solucao
de NasHPO4.7H,O 0,1M e o volume completado com agua destilada. O pH

da solucao final foi determinado.

Procedimento

Em placas de CCF em fase reversa (20 x 20cm) foram aplicados S ul
de cada uma das solugoes das amostras. A aplicacdo foi a 2 cm de altura
da base da placa e 0 maximo de migragao sobre a mesma foi fixado em 15
cm. Apos evaporagao dos eluentes os derivados foram detectados atraveés

da lampada mineralight na regido do ultravioleta.
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A partir da determinacdo dos Ry (s) (Tabela 10} das amostras, os
valores de Ry puderam ser calculados através da Equacao 30, (Tabela 27,

resultados e discussao).

RM =log(1/Rf—1) (13)

PR Frente do solvente

{5cm * Rr=a/15

a,

..................................................... Aplica(}éo da amOStra

l], It

Figura 26: Determinacao dos valores de Ry.



Tabela 10: Valores médios de Rrdeterminados em triplicata para os

derivados 1,3-dimetilpirazolopiridina.

Ry
Derivado % tampao fosfato : acetona
X 30:70 | 40:60 | 45:55 | 50:50 | 55:45 | 60:40

4-Br | 0,820 | 0,813 | 0,493 | 0,440 | 0,247 | 0,213
3-ct | 0,820 | 0,820 | 0,513 | 0,453 | 0,267 | 0,233
4-cl | 0,847 | 0,840 | 0,527 | 0,467 | 0,253 | 0,247

3-CH; | 0,813 | 0,813 | 0,547 | 0,487 | 0,3 | 0,273
4-CH; | 0,827 | 0,820 | 0,553 | 0,480 | 0,313 | 0,273
3'-OCHs | 0,887 | 0,860 | 0,680 | 0,573 | 0,440 | 0,413
4-0CHs | 09 | 0867 | 0,707 | 0,607 | 0,473 | 0,427
H 0,860 | 0,84 | 0,647 | 0,560 | 0,413 | 0,373
4F | 0867 | 0,847 | 0,640 | 0,547 | 0,387 | 0,353
3-NO, | 0,867 | 0,860 | 0,653 | 0,573 | 0,427 | 0,4
4-NO, | 0,873 | 0,860 | 0,660 | 0,593 | 0,427 | 0,406
4.0H | 0,893 | 0,880 | 0,820 | 0,760 | 0,673 | 0,660

4’-0Ac 0,88 0,873 0,747 0,753 0,540 0,513
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3.4.2.2 - Valores do Fator Capacidade (k’) Determinados
por CLAE®*

Os tempos de retencédo (tr) dos derivados pirazolopiridinas foram
determinados utilizando-se um cromatégrafo liquido de alta eficiéncia
(CLAE) equipado com um detetor de absorcao no UV/Vis e os dados
transferidos para um registrador.

A fase estacionaria utilizada foi uma coluna C-8 e a fase mével
uma mistura de acetonitrila e solugio tampao fosfato (0,01M; pH=7,4) em
sistema isocratico. A velocidade do fluxo foi de 1,5mlL/min a temperatura
de 25°C. O volume de inje¢do das amostras variou de 20-10ul na medida
em que era aumentada a proporgao de solvente organico na mistura da
fase movel.

As solugoes das amostras foram preparadas em metanol em
concentragées adequadas para a analise. Todas as solucoes foram
devidamente filtradas. A solugdo tampao foi preparada utilizando solug¢des
0,1M de fosfato de sédio monobasico monoidratado e fosfato de soédio
dibasico heptaidratado. Em um baldo de 500mL foram adicionados
19,4ml. da solugao de NaH.P0O4.H,O 0,1M, 30,6mL da solucao de
Na;HPO4.7H20 0,1M e o volume completado com agua. O pH da soluc¢ao

final foi entdo determinado.

Andlise por CLAE
As amostras foram injetadas no sistema composto de acetonitrila e
solugao tampao fosfato em proporgoes de 40 a 65% de solvente organico

(v/v) e o tempo de retengao de cada amostra foi determinado (Tabela 11).



Tabela 11: Valores de tempo de retencao (tr) das pirazolopiridinas

variando de 35 a 60% (v/v) de tampao fosfato em acetonitrila.

tr
Derivado % tampao fosfato : acetonitrila
X 35:65 | 40:60 | 50:50 | 55:45 | 60:40
4’-Br 5,8 7,3 13,3 20,6 35,6
3’-C1 5,7 7,2 13,3 20,5 36,2
4’-C1 6,1 7.8 14,6 22,9 41,7
3’-CH; 5,7 7,2 13,2 20,5 36,3
4’-CHj3 4,0 5,7 9,4 13,6 22,2
3’-OCHas 4,6 3,5 9,3 13,6 22,4
4’-OCHs 4,4 5,3 8,5 12,3 19,8
H 4,6 5,9 9,1 19,3 21,6
4'-F 4,0 4,8 7,9 11,4 18,5
3’-NO; 4,0 4,8 7,9 11,4 18,5
4’.NO, 5,9 7,3 13,3 20,7 35,5
4’-OH 2,9 3,2 4,3 5,5 7,7
4’-OAc 3,8 4,5 7,1 10,2 16,3
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3.5 -Parametros Eletronicos Tedricos”4

3.5.1 - Derivados da Série 4-(X-feniljamino-5-carboetoxi—
1,3-dimetil- 1 H-pirazolo[3,4-bjpiridinas

Os parametros eletrénicos teoricos como energias dos orbitais de
fronteira HOMO e LUMO, calor de formacdo, momento dipolar e densidade
eletronica foram determinados para todas as 4-(X-fenilJamino-5-carboetoxi-
1,3-dimetil-1H-pirazolo[3,4-bjpiridinas. Para tanto, utilizou-se o método
semi-empirico de mecanica quantica AM1, através do programa MOPAC
6.0 partindo-se das geometrias moleculares otimizadas através de calculos
de mecanica molecular.

As palavras chaves utilizadas na matriz inicial para cada molécula
foram:

AM1 que define o hamiltoniano
GRAD para que todos os gradientes sejam listados

PRECISE que endossa os critérios de otimizagao da geometria

A matriz obtida a partir dos dados iniciais foram acrescentados as
palavras chaves:
EF HESS=1 que abaixa o gradiente de otimizac¢do da geometria
VECTORS que fornece os coeficientes dos orbitais
BONDS que calcula as ordens da ligacdo entre todos os pares de atomos
XYZ que converte a geometria em coordenadas cartesianas

DUMP=1800 que grava o arquivo de recupera¢ao a cada tempo estipulado

O gradiente de normalizacao que define o critério de termina-
¢ao da otimizagao da geometria alcangou valores minimos que ficaram na
faixa entre 0,009889 até 0,005923.
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3.5.2 - Derivados da Série 4-(4’-hidroxifeniljJamino-5-carboe-
toxi—1H-pirazolo[3,4-bjpiridina, 4-(4’-hidroxi-3’-dietilaminometilfe-

nilJamino—-5-carboetoxi—1H-pirazolo[3,4-bjpiridina € Amodiaquina

R
HO
_H
R, N o FFOH - R, =R, = Fenil, Ry = H
MFOH - Rp= Metil, R; = Fenil, Ry = H
N7 ‘ SN oS FFOHdi - R, = R, = Fenil, Ry = CH,N(CH,CHy),
N P MFOHdI - R, =Metil, R, = Fenil, Ry = CH,N(CH,CHg),
N

Ry
OH rCH3
H\N@[/N\/CHG'
AN
Amodiaquina
al N7

As pirazolopiridinas FFOH, MFOH, FFOHdi, MFOHdi e a Amodiaquina
tiveram a geometria de sua estrutura otimizada, utilizando o programa
MOPAC 6.0. Na matriz inicial, para cada estrutura, foram utilizadas as
mesmas palavras-chaves no calculo feito para as 4-(X-feniljJamino-5-
carbetoxi-1,3-dimetil-1H-pirazolo[3,4-b|piridinas. O gradiente de normaliza-
céo alcancou valores minimos que ficaram na faixa entre 0,009998 e
0,006868.

Através dos dados da modelagem molecular foi feita uma analise
conformacional das FFOH, MFOH, FFOHdi e MFOHdi e posteriormente

comparou-se com a Amodiaquina.
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3.6 - Avaliagiao da Atividade Antileishmania34

Cultura e manutengdo dos parasitas

As promastigotas de Leishmania amazonensis, cepa
MHOM/BR/77/LTB0016, foram mantidas a 25°C em meio Schneider’s
suplementado com 10% (v/v) de soro fetal bovino, pH=7,2. As células fo-
ram lavadas no inicio da fase de crescimento, contadas em camara de

Neubauer e ajustadas a uma concentracio de 4 x 106 parasitas/mL.

Ensaio da droga “in vitro”

As promastigotas de Leishmania amazonensis, foram adicionadas em
cada pogo da placa de cultivo que continha um gradiente de concentracéao
da droga que variou de 160-5ug/mL. Para os derivados mais ativos 4’-Br,
4-Cl, 3-CH3s, 3-OCH3, 4’-F, 3-NO7, 4’-OH e 4’-OAc, a faixa de concentracio
variou entre 40,0 e 0,31ug/mL. A faixa inicial de concentragdo das pirazo-
lopiridinas FFOH, MFOH, FFOHdi, MFOHdi ¢ da Amodiaquina variou entre
3,75€¢0,117ug/mL.

A solugéo estoque da droga foi obtida utilizando 10mg/mL de amos-
tra e 20 mg/mL de PVP (polivinil pirrolidona como agente de dissolugio),
em DMSO (concentracdao maxima no ensaio 1,6% v/v) como solvente.

Apo6s 24 horas de incubacao os parasitas foram contados em camara
de Neubauer e o resultado foi comparado com o controle, onde s6 havia
DMSO e PVP. Todos os testes foram feitos em triplicata (Tabelas 12-14).

A concentrac¢do que inibe em 50% o crescimento celular em mg/mL
(DLS50) foi calculada através da equacao da reta obtida por regresséo linear
dos valores do Log da concentragao da droga versus o percentual de para-

sitas vivos em cada faixa de concentracao.
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Tabela 12: Dados experimentais do ensaio in vitro com as promastigotas

de Leishmania amazonensis para determina¢ao da DL50 das drogas

onde X = 4’-Br, 3’-Cl, 4’-Cl, 3’-CHs, 4’-CHs, 3’-OCH3s, 4’-OCHs e H.

4°-Br 3’-Cl 4°-Cl 3’-CH3
Ca % Inib.? c % Inib. C % Inib. c % Inib.
40,0 100 80,0 100 40 100 40,0 100
20,0 84,4 40,0 88,2 20,0 90,7 20,0 82,4
10,0 68,0 20,0 75,3 10,0 76,6 10,0 41,2
5,0 71,0 2,5 11,8
2,5 57,9
1,25 50,0
4°-CH3 3’-OCH3 4°-OCH; H
c % Inib. c % Inib. c % Inib. C % Inib.
40,0 100 40,0 100 40,0 100 160 100
30,0 88,7 20,0 90,7 30,0 90,5 80,0 94,8
20,0 79,2 10,0 75,7 20,0 82,9 40,0 51,3
10,0 40,0 5,0 29,9 15,0 67,6 20,0 23,1
7,5 38,1 2,5 6,5 7,5 29,7 10,0 14,5
5,0 25,0 5,0 0

 Concentragao da droga em (ug/mL) P Porcentagem de inibicdo
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Tabela 13: Dados experimentais do ensaio in vitro com as promastigotas
de Leishmania amazonensis para determinagao da DL50 das

drogas onde X = 4°-F, 3-NO; e 4’-NO», 4’-OH, 4’-OAc.

4’-F 3’-NOz 4°-NO;

Cca % Inib.b c % Inib. c % Inib.
20,0 60,6 80,0 100 160,0 62,0
10,0 44,5 20,0 73,7 40,0 12,0
5,0 30,3 10,0 53,7 20,0 4,0
2,5 6,1 5,0 50,0

1,25 0

4’-OH 4°’-0OAc

C % Inib. C % Inib.
2,5 100 1,25 100
1,25 28,4 | 0,63 63,9
0,62 1,4 0,31 31,9

0,16 2,8

a Concentracao da droga em (ng/ml) > Porcentagem de inibigédo
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Tabela 14: Dados experimentais do ensaio in vitro com as promastigotas

de Leishmania amazonensis para determinagdo da DL50 ou DL90
das drogas FFOH, MFOH, FFOHdi, MFOHdi e Amodiaquina.

FFOH MFOH FFOHdi
Ca % Inib.> c % Inib. c % Inib.

1,25 99,2 0,63 98,5 0,94 100
0,94 98,4 0,47 92,4 0,63 97,6
0,63 80,8 0,31 78,9 0,47 85,4
0,47 48,7 0,23 48,8 0,31 86,1
0,23 34,1 0,12 18,7 0,23 79,9
0,16 32,1 0,12 57,5
0,12 0,73

MFOHdi Amodiaquina

c % Inib. c % Inib.

0,63 99,6 1,25 94,6
0,47 98,1 0,94 87,6
0,31 94,8 0,63 80,9
0,23 90,6 0,47 67,6
0,16 36,5 0,31 48,5
0,12 24,0 0,23 29,2

a Concentragdo da droga em (ug/mL)

b Porcentagem de inibicao
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4 - RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 - Sintese

A sintese dos derivados 1H-pirazolo|[3,4-b|piridinas deste trabalho foi
realizada em duas etapas como mostrado na Figura 27.

Na primeira etapa utilizou-se o método de Gould-Jacobs
modificado®°, para a obtencdo dos intermediarios 5-amino-1,3-
dimetilpirazol, a-carboetoxi-f-(1,3-dimetil-5-aminopirazolilamino) acrilato
de etila e da S-carboetoxi-4-cloro-1,3-dimetil- 1 H-pirazolo[3,4- b]piridina.

Através da reagdo de condensacdo do oS-aminopirazol e do
etoximetilenomalonato de dietila, foi obtido o intermediario acrilato de
etila. Este, ao reagir com oxicloreto de fosforo, levou ao 4-cloro-1H-
pirazolo[3,4-blpiridina, intermediario principal na etapa final de obtencao
das 4-(X-feniljamino- 1H-pirazolof3,4-bjpiridinas.

Na segunda, etapa foram feitas reagdes de substituicio nucleofilica
aromatica no derivado clorado com diferentes anilinas substituidas. Para
estas reacoes, a metodologia utilizada baseou-se em técnicas descritas

para sistemas quinolinicos e posteriores adaptagges 89.95,



Etapa 1:
P H;C
BN
CH;-NHNH, —» ‘I‘V NH,
CHj
Metilidrazina S-aminopirazol
Ccl O
HaC » [ H3C
\&\ ™ o 7\
N\ I N
ITI/\N// - N I;I
CH(; éHB H
Clorado Acrilato de etila
X
Etapa 2:

NH,
o~ g j
- —_—
X

Anilinas
Clorado 3 e 4 substituidas 1H-pirazolo[3,4- blpiridina

Figura 27: Obtencao dos derivados 1H-pirazolo[3,4-b]piridina.
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4.1.1 - Obtencao dos Derivados Intermediarios

Inicialmente obteve-se o 5-amino-1,3-dimetilpirazol. De acordo com
a literatura®, para a sintese deste produto, manteve-se sob refluxo a
mistura reacional contendo metil-hidrazina e a f-aminocrotononitrila em

etanol absoluto, Figura 28.

H,C
CHs-NHNH, + >:< s N
A N NH,
ch H |
CHj3
Metilidrazina ﬂ—amin.o ) 5-amino-1,3-dimetilpirazol
crotononitrila

Figura 28: Obtencao do 5-amino-1,3-dimetilpirazol.

Uma vez obtido o 5-amino-1,3-dimetilpirazol, este foi reagido com
etoximetilenomalonato de etila em etanol, sob refluxo, chegando-se entao
ao produto a-carboetoxi-f-(1,3-dimetil-5-pirazolilaminojacrilato de etila

(Figura 29).

0 O
H;C ' H;C
3 \ O/\ , 3 o s
o \ Et0” ™ H N \ | 2
\I?] NHy Etoximetilenomalonato de dietila N I\,I
—__ - |
CHj EtOH; A CH; H
5-amino- 1,3-dimetilpirazol Acrilato de ctila

Figura 29: Obtencao do a-carboetoxi-f-(1,3-dimetil-5-

pirazolilamino)acrilato de etila.
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0] produto S-carboetoxi-4-cloro-1,3-dimetil- 1 H-pirazolo[3,4-
blpiridina foi obtido através de refluxo em oxicloreto de fosforo com o a-

carboetoxi-f-(1,3-dimetil-5-pirazolilamino)acrilato de etila, Figura 30.

O
HaC He 9
POCI,
] | 2 A N
NN NN

| N
CH; o CHj,
o-carboetoxi-p-(1,3-dimetil-5- S-carboetoxi-4-cloro-1,3-dimetil-
pirazolamino)acrilato de etila 1H-pirazolo[3,4-bpiridina

Figura 30: Obtencao do derivado 5-carboetoxi-4-cloro-1,3-dimetil-
1H-pirazolo[3,4-b|piridina.

Os rendimentos das reagbes de obtencdo dos intermediarios, assim
como seus respectivos pontos de fusio, e os correspondentes relatados na
literatura, estéo listados na Tabela 15.

Podemos observar que o intermediario clorado foi obtido neste
trabalho com melhor rendimento, enquanto que os demais apresentaram

rendimentos ligeiramente inferiores aos citados na literatura.
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Tabela 15: Rendimentos e pontos de fusao obtidos para os derivados

intermediarios.
Rendimento P.F.
(%) (°C)
Substancia
Exp.  Lit. | Exp. Lit.
H,C
oA 66 75 | 67-69 80-8183
N7 "NH;
CH,
(@]
N
W /ﬁ“o )2 71 78 | 87-88 90-91s5
N\N IT'
(I:H3 H
HaC cl o
N/ ‘ AN o\
NN 95 89 | 89-90 93-9486
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4.1.2 - Obtencdo das 4-{X-feniljamino-S-carboetoxi-
1,3-dimetil-1H-pirazolo]3,4-b]piridinas

Uma vez sintetizado, o derivado 5-carbetoxi-4-cloro-1,3-dimetil-1H-
pirazolo[3,4-blpiridina o trabalho prosseguiu com as reagoes de
acoplamento, utilizando anilinas aromaticas substituidas (Figura 31),
obtendo-se treze derivados da série 4-(X-feniljamino-5-carboetoxi-1,3-
dimetil- 1 H-pirazolo[3,4-bjpiridina, onde X= H, 4-CHs, 3-CHs, 4™-OCHs, 3
OCHgs, 4°-NOz, 3’-NOg, 4°-F, 4°’-Br, 4’-Cl, 3™-Cl, 4’-OH ¢ 4-OAc.

X

cl o ®\ H
HoC NH, O N“ O
§ 3
2 = o™
L@ -y
I?I N/ X \N l\(
3

X = H, 4-CHg, 3'-CH3, 4-0CHg3, 3'-OCH3,
4'-NQ», 3-NO», 4'-F, 4'-Br, 4-Cl, 3'-Cl,
4'-0OH, 4'-0Ac

Figura 31: Obtencdo dos derivados 4-(X-fenil)amino-5-carboetoxi-1,3-
dimetil- 1 H-pirazolo[3,4-b]piridinas.

Os produtos onde X = H, 4-NO,, 3-NO,, 4-OCHs, 3’-OCHs, e 4-CHj3
ja haviam sido obtidos anteriormente e citados por Bernardino®”. A
mistura do derivado clorado e da anilina correspondente, foi aquecida até
a fusao, no caso das anilinas solidas, e a refluxo, para as liquidas. Apds o
término da reacdo, a mistura reacional foi neutralizada com NH4OH e o
produto extraido com diclorometano. O solvente foi evaporado € o produto
final obtido apos recristalizagido em etanol. Apenas o derivado onde X=4"-

CH; foi recristalizado em tolueno.
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Na tentativa de aumentar os rendimentos ¢ facilitar a metodologia de
isolamento do produto final, a sintese do derivado onde X=4-CH; foi
realizada mediante utilizacdo do etilenoglicol como solvente. O resultado
em termos de rendimento ndo se alterou, entretanto esta metodologia
facilitou o isolamento do produto final.

Os demais derivados, onde X=4"-Br, 4’-F, 3-CHs, 4’-Cl e 3’-Cl, 4-OH e
4’-OAc, foram sintetizados pela primeira vez neste trabalho.

Para a sintese dos derivados onde X = 4’-Br, 4-F e 3-CHs, foi
utilizada em parte a metodologia descrita por Bernardino, sendo que a
modificacéo, envolveu o aquecimento de uma mistura do derivado clorado
com a 4-bromoanilina, 4-fluoranilina, e a 3-toluidina, respectivamente,
seguido de neutralizacdo sem a etapa de extragao por solvente. Todos os
produtos foram purificados por recristalizacao em etanol.

Os derivados onde X= 4’-Cl e 3’-Cl foram obtidos mediante refluxo do
clorado com a 4-cloroanilina e a 3-cloroanilina, respectivamente. Como
solvente, foi utilizado o etilenoglicol e os produtos obtidos foram
purificados por cromatografia em coluna filtrante.

A sintese do produto 4-(hidroxifenil)amino-5-carboetoxi-1,3-dimetil-1H-
pirazolo[3,4-bjpiridina envolveu a rea¢éo do cloridrato do 4-aminofenol, que
foi obtido a partir da hidrolise do paracetamol8! com o derivado clorado,
em etanol. Melhores rendimentos foram obtidos quando o etilenoglicol
também foi utilizado como solvente. A purificacdo deste produto foi
realizada por recristalizagiao em etanol.

Posteriormente, este derivado (X=4"-OH) sofreu reagao de acetilagao
com anidrido acético em piridina obtendo-se o produto onde X=4-OAc, que
apos isolamento, foi devidamente purificado por recristalizagdo em etanol.

Os rendimentos das reacbdes e os pontos de fusdo dos derivados

acoplados estao relacionados na Tabela 16.
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Tabela 16 : Rendimentos e pontos de fusédo dos derivados acoplados

4-(X-fenil)Jamino-5-carboetoxi- 1,3-dimetil- 1 H-pirazolo[3,4-b]piridina.

Rendimento P.F. Rendimento P.F.

X (%) (°C) X (70) °C)
4’-Br S50 110-12 | 4-OCH3 86 175-78
3’-Cl 35 155-57 H 80 137-40
4’-Cl1 65 100-01 4-F 60 104-06
3’-CH3 40 130-33 | 3’-NO: 65 168-70
4’-CHs 302 105-07 | 4’-NO- 80 168-70
35b 106-07 | 4-OH 35¢ 274-76
3’-0CH; 30 123-24 S55b 275-77
4’-0OAc 60 127-30

a Reacéo sem solvente. P Reacao em etilenoglicol. ¢ Reacédo em etanol.



93

4.2 - Determinacio Estrutural

4.2.1 - Derivados Intermediarios

A analise dos espectros na regido do infravermelho (IV) foi realizada
para todas as substancias intermediarias. Os principais dados
relacionados a este tipo de analise encontram-se discriminados a seguir.

O espectro de IV do derivado pirazélico, mostrou o aparecimento de
absor¢coes em 3319 e 3174 cm-! referentes ao grupo NH, e em 2923 cml e
referente ao estiramento C-H das metilas.

Para o derivado acrilato foram observadas as absorcoes de
estiramento das carbonilas (C=0) em 1716 e 1660 cm 1. O estiramento da
ligacdo N-H apresentou absor¢do em 2983 cm-!.

As absor¢oes no espectro de IV do produto clorado indicaram a
presen¢a do grupo carbonila em 1695 cm-l. Também foi observado o
desaparecimento da absor¢do na regido de 2900 cm-! caracteristica do
estiramento da ligagdo do grupo N-H.

Os principais dados relacionados aos espectros de Ressonancia
Magneética Nuclear de Hidrogénio e de Carbono 13 (RMN de 'H e de 13C),
com experimentos uni e bidimensionais para os derivados intermediarios
deste trabalho, encontram-se discriminados a seguir.

Os assinalamentos dos hidrogénios do 5-amino-1,3-dimetilpirazol
foram efetuados com base nos deslocamentos quimicos, na multiplicidade
e integra¢do dos sinais e ainda por comparacio com os assinalamentos
efetuados para os derivados analogos 1,3-difenil e 1-metil-3-fenil

substituidos?2.96,
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As absor¢oes dos hidrogénios referentes as metilas ligadas a C3 e a
N1 foram observadas em 62,2 e 3,7, respectivamente. O hidrogénio H4
apresentou-se como um singleto em 35,3 sendo mais blindado do que o
correspondente no 1-metil-3-fenilpirazol??, cujo deslocamento foi de 85,9.
Os hidrogénios referentes ao grupo NH, apresentaram-se em 3§3,5 como
um sinal largo, caracteristico para este grupamento.

Através do espectro de RMN de 13C verificou-se, por analogia com os
pirazdis citados anteriormente??, quais sinais correspondiam aos carbonos
quaternarios C3 e CS5. A estes carbonos foram atribuidos as absorgdes em
5147,0 € 145,3, respectivamente. As demais absor¢des foram relacionadas
a C4 em 0690,4 ¢ as metila C3-CHs e NI-CHs; em 613,6 ¢ 33,6,
respectivamente. A Tabela 17 lista os dados de RMN de 'H e de 13C para o

S5-amino-1,3-dimetilpirazol.
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Tabela 17: Dados de RMN de 'H e de 13C (em CDCls) do

S-amino-1,3-dimetilpirazol.

HC ,
N/ \
2 ‘IN 5 NH,
CH,
C/H Jc OH
3 147,0 -
4 90,4 5,3(s)?
5 145,3 -
N1-CHs: 33,6 3,7(s)
C3-CHj3; 13,6 2,2(s)
NH- - 3,5(sl)

amultiplicidade do sinal.
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O espectro de RMN de 'H do derivado acrilato revelou um singleto
referente ao hidrogénio H4 do anel pirazolico em 85,8 ¢ quarteto e tripleto
em 84,1 e 1,2 correspondentes aos hidrogénios metilénicos (O-CHz) e
metilicos (CH2-CHgs) do grupo éster da molécula.

Baseados na analogia com os derivados acrilatos 1,3-difenil e 1-fenil-
3-metil substituidos?29, foi possivel identificar os sinais em §10,9 e 8,0
como relativos aos hidrogénios do grupo NH e olefinico HB. Os sinais em
82,1 e 3,6, foram atribuidos aos hidrogénios das metilas ligadas ao C3 e
N1, respectivamente.

Como esperado, o espectro de RMN de '3C revelou a existéncia de
dois sinais correspondentes as carbonilas e aos carbonos do grupamento
etoxi uma vez que a carbonila cis em relagdo ao grupo NH deve revelar
menor éc devido ao efeito gama (y) de prote¢ao exercido pelo nirogénio,
mesmo ocorrendo a formacado ligacdo hidrogénio intramolecular entre o
hidrogénio NH e o oxigénio da carbonila.

As atribui¢coes dos deslocamentos quimicos dos demais atomos de
carbono, C3, C4 e¢ C5 do derivado acrilato, foram definidas também por
analogia com deslocamentos relatados anteriormente?29 e encontram-se
listados na Tabela 18.

Pelo espectro bidimensional de correlacdo heteronuclear a uma
ligagao 'H x 13C-COSY-1JcH, foi possivel definir o assinalamento da metila
C3-CHs em §13,5 € para as metilas dos grupamentos ésteres em 14,0 e
13,9.
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Tabela 18: Dados de RMN de 'H e de 13C (em CDCls) do

a-carboetoxi-f-(1,3-dimetil-5-pirazolilamino) acrilato de etila.

HaC H S~
3 4 AN
I3
N \
éHg \\
C/H 3¢ B

3 147,6 -

4 92,8 5,7 (s)2

5 139,8 -

o 94,8 -

B 152,1 8,0 (d; 12,8)ar
C3-CHs 13,5 2,1 (d; 12,8)
N1-CH3; 34,6 3,6 (s)

NH - 10,9 (d; 12,6)
C=0 cis 164,6 -
trans 168,8
O-CH2 cis 60,2 4,1 (m)
trans 60,6
CH2-CH; |cis 13,9 1,2 (m)
trans 14,0

2 multiplicidade do sinal. ® constante de acoplamento (J) em Hz.
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Os assinalamentos dos hidrogénios e carbonos nos espectros de
RMN do intermediario 5-carboetoxi-4-cloro-1,3-dimetil-1H-pirazolo[3,4-
blpiridina, puderam ser confirmados através da comparacao com dados
obtidos na literatura’” para a molécula 1,3-dimetil-1H-pirazolo[3,4-

blpiridina, Figura 32.

12,3
( 115,2
H3C J 439’4
/\1/ ’ e 1158
1405 N [ »/
S 1488
JITI l\g w_
CHj3
e 4 151,3

Figura 32: Valores dos deslocamentos quimicos dos carbonos para o

heterociclo 1,3-dimetil-1H-pirazolo[3,4-b]piridina.

O espectro de RMN de 'H da 4-cloro-1H-pirazolo[3,4-b]piridina
apresentou um singleto em 88,9 referente ao hidrogénio H6 do anel
piridinico. Ainda neste espectro, foi possivel observar o quarteto e o tripleto
em 84,4 e 1,4, respectivamente, referentes aos hidrogénios O-CHy e CHa-
CHs do grupo etoxi da molécula. Os singletos em 84,0 e 2,7 foram
atribuidos aos hidrogénios das metilas N1-CHs e C3-CHs, respectivamente.

No espectro de RMN de '3C - PND foi possivel identificar o sinal
relativo ao carbono da carbonila em §164,4. As informacées obtidas
através do espectro DEPT juntamente com as andalises bidimensionais a

longa distancia, permitiram distinguir os carbonos quaternarios.
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A analise bidimensional 'H x 13C-COSY-lJcn, possibilitou o
assinalamento do carbono metilénico O-CH, em 861,15 e os carbonos
metilicos C3-CHs, CH2-CHsz e NI1-CHs em 14,9, 14,2 e 33,8,
respectivamente.

As correlagdes a 1o=nga distdncia 'H x 3C-COSY-?Jcu, n=2 ou 3 do
hidrogénio H6 [2Jcu=C5 (H6); 3Jcu=C7a (H6); C4 (H6)] e dos hidrogénios da
metila C3-CHs [2Jen=C3 (C3-CHs); 3Jcu=C3a (C3-CHa)], permitiram o
assinalamento de C3, C3a e C6 em 5142,6, 113,5 e 151,4,
respectivamente, restando a C7a, C4 e C5 os sinais em 6151,6, 141,0 ou
117,8. Com base nos assinalamentos efetuados para derivados
analogos?29¢ atribuiu-se a C7a o sinal mais desblindado 6151,6, a C4 o
sinal em 6141,0 e a C5 o sinal em §117,8.

A Tabela 19 lista os valores para os deslocamentos quimicos de RMN

de 'H e de '3C para o derivado clorado.



Tabela 19: Dados de RMN de 'H de 3C {em CDCls) e correlagdes
bimensionais heteronucleares através de duas (2Jcy) € trés (3Jcn)
ligagcoes observadas para o 5-carboetoxi-4-cloro-1,3- dimetil-

1 H-pirazolo|[3,4-b]piridina.

HaC Cl O
N?/ T S o™
1171 7a N~ 6
CHj
1Hx13C-COSY
C/H oc O"
2Jcu SJcn
3 142,6 - - -
3a 113,5 - - -
141,0 ; ; :
5 117,8 - - -

6 151,4 8,9 (s)2 Cc5 C7a, C4
7a 151,6 - - -
C3-CH3 14,9 2,7 (s) C3 C3a

N1-CHs | 33,8 4,0 (s) - i
O-CH; 61,5 4,4 (q; 7,0)»* CH2-CHs C=0

CHz-CHs | 142 1,4 (t;7,0) - -
C=0 164,4 - - CH,0

amultiplicidade do sinal. P consté“nté de acoplamenfo (J )- em Hz.
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4.2.2 - Derivados 4-(X-fenil)lamino-5-carboetoxi-
1,3-dimetil-1H-pirazolo[3,4-bpiridina

Os espectros na regidao do infravermelho dos derivados acoplados
mostraram absorgées entre 3100 - 3250 cm! referentes ao estiramento da
ligacdo do grupo -NH. Para o produto onde X = 4-OH foi observada,
também, a absorcdo entre 3500 e 3000 cm! referente ao grupo -OH. Estas
ultimas absorcées ndo estiveram presentes no espectro do derivado
acetilado confirmando, portanto, a reagido de acetilagdo. Duas bandas de
absorcio foram observada em 1224 e 1759 cm! referentes ao estiramento
da ligacdo C-O e da cabonila, respectivamente pertencentes ao grupo
acetila .

A banda de absorcdo correspondente ao estiramento do grupo
carbonila do grupo éster ligado a C5, ocorreu na faixa de 1640-1660 cm',
para todos os derivados acoplados. A formagdo de ligagdo-hidrogénio
intramolecular e o efeito de ressonancia sdo responsaveis pela diminuicao

da frequéncia de absorcéo deste estiramento (Figura 33).

4

\

171 N
C

Figura 33: Formacéo da ligacdo-hidrogénio interna.
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Os espectros de RMN de !'H dos derivados acoplados (Figura 33)
revelaram a absor¢ao dos hidrogénios piridinicos H-6 € do grupamento -
NH nas faixas de 67,9 - 9,0 e 89,3 - 10,4, respectivamente. Para os
derivados 4’-OH, 3’-OCHs, 4’-OCHs, 4’-0OAc, 4-CHsz e 3’-CHjz foram
observados ainda singletos em 88,7; 3,7; 3,8 ¢ 2,7; 2,3 e 2,5 referentes aos
hidrogénios presentes nos grupos substituintes, respectivamente.

Estes espectros mostraram também singletos intensos em 61,6 ¢ 4,0
(4-F); 1,7 ¢ 4,0 (4-Cl); 1,7 € 4,0 (4>-Bn); 1,6 € 4,0 (4-OH); 1,6 ¢ 4,0 (H); 1,7
e 4,0 (3-NOg), 1,7 € 4,0 (3-OCHjs); 1,7 € 4,0 (4-0Ad); 1,6 e 3,9 (4-OCHa);
1,9 e 4,0 (4-NO2); 1,8 € 4,0 (3-Cl); 1,6 € 3,9 (3-CH3) e 1,5 e 3,9 (4’-CHj)
referentes aos hidrogénios das metilas C3-CHs e N1-CHs, respectivamente
(Tabelas 20 e 21).

Experiéncias bidimensionais de correlagdo homonuclear (H x 1H -
COSY) mostraram as correlagées ja esperadas entre o tripleto e o quarteto
[61,4 (t, J=7,0 Hz) e 4,4 (q, J=7,0 Hz) (4-F); 61,4 (t, J=7,1 Hz) e 4,4 (q,
J=7,1 Hz), (4-Br); 60,4 (t, J=7,0 Hz) ¢ 3,4 (q, J=7,0 Hz) (4-0OH); 81,4 (t,
J=7,0 Hz) e 4,3 (q, J=7,0 Hz) (H); 61,4 (t, J=7,0 Hz) ¢ 4,4 (q, J=7,0 Hz} (3~
NOj); 61,4 (t, J=6,8 Hz) e 4,4 (q, J=6,8 Hz) (3-OCH3); 81,4 (t, J=7,0 Hz) e
4,3 (q, J=7,0 Hz) (4-OCHj3); 61,4 (t, J=7,1 Hz) e 4,4 (q, J=7,1 Hz) (4-NO2)],
referentes aos hidrogénios do grupo etoxi das moléculas. Nestas
experiéncias, as demais correlagbes dos sinais na regido de protons
aromaticos associadas as suas multiplicidades e respectivas integragoes,
foram utilizadas em conjunto com as analises bidimensionais a longa
distancia, possibilitando os assinalamentos dos hidrogénios aromaticos do
grupo fenila. Os dubletos em 67,1 (d, J=8,5 Hz) e 7,3 (d, J=8,5 Hz) (4-Cl);,
87,0 (d, J=8,7 Hz) e 7,4 (d, J=8,7 Hz) (4>-F); 56,9 (d, J=8,6 Hz) ¢ 7,2 (d,
J=8,6 Hz) (4’-OH); 86,8 (d, J=8,4 Hz) ¢ 7,1 (d, J=8,4 Hz) (4-OCHa3); 87,1 (d,
J=9,0 Hz} e 8,2 (d, J=9,0 Hz) (4-NOg), 67,07 (d, J=8,1 Hz}) ¢ 7,9 (d, J=8,1



Hz)

(4’-CH3),

se relacionaram entdo,
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aos protons H-2'6" e H-3’5,

respectivamente e, os sinais em 87,1 (m) e 7,3 (m) aos prétons H-24’6’ e H-

3’5’ (H), respectivamente.

Os derivados onde X = 4-0OAc, 3’-Cl, 3-CH3 e 4’-CHj; tiveram seus

hidrogénios aromaticos atribuidos por analogia. As Tabelas 20 e 21 listam

os dados de RMN de 'H para os derivados 4- e 3-pirazolopiridina

substituidos, respectivamente.

Tabela 20: Dados de RMN de 'H dos derivados 4-F, 4°-Cl, 4’-Br 4’-OCHs,

4’-NOz e 4’-OAcem CDCls e 4-OH e 4’-CHs em DMSO-ds.

X 3 z
>
He P N0
& 13 15 07~
NTNTS X = 4uF, 4-CL, 4'Br, 4-0H
CH, 4.0CH3, 4-NOQ,
4-OAc, 4-CH3
" B
4'-F 4’-Cl1 4’-Br 4.0H 4-OCHs 4-NO: 4-OAc 4’-CHs
6 8,9(s)a 9,0(s) 9,0(s) 8,9(s) 8,9(s) 9,0(s) 8,9(s) 8.8(s)
2, 6’ 7,1(d) 7,1(d;8,5) 7,0(d;8,7) 6,9(d;8,6) 7,1(d;8,4) 7,1(d;8,9) 7,1(d;8,2) 7,1(d;8,1)
3,5 7,0(d) 7,3(d;8,5) 7,4(d;8,7) 7,2(d;8,6) 6,8(d;8,4) 8,2(d;8,9) 7,0(d;8,2) 7,9(d;8,1)
C3-CHs 1,6(s) 1,7(s) 1,7(s) 1,6(s) 1,6(s) 1,9(s) 1,7(s) 1,5(s)
N1-CHs 3,9(s) 4,0(s) 4,0(s) 4,0(s) 3,9(s) 4,0(s) 4,0(s) 3,9(s)
O-CH2z |4,4(q;7,0)2> 4,4(q;7,1) 4,4(q;7,1) 4,4(q;7,0) 4,3(q;7,0) 4,5(q;7,1) 4,4(q;6,9) 4,3(q;7,1)
CH2-CHs | 1,4(t;7,0) 1,4(t;,7,1) L4(t;7,1) 1,4(t,7,0) 1,4(t7,0) 1,4(t;7,1) 1,4(t;6,9) 1,3(t;7,1)
N-H 10,4(s) 10,3(s)  10,3(s)  10,3(s) 10,4(s) 10,3(s)  10,4(s)  10,1(s)
O-H - - - 8,7(s) - - . -
C4’-OCH; - - - 3,8(s) - - -
CHs-CO - - - - - - 2,3(s) -
C4’-CHs - - - - - - - 2,3(s)

= multiplicidade do sinal,

b constante de acoplamento (J) em Hz.
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Tabela 21: Dados de RMN de 'H dos derivados H, 3-NO., 3’-OCH3

em CDCls e 3’-Cle 3-CHs em DMSO-ds.

X
a
4' 2
0 1' o~
H530 6' N4 o
3a,
N:i | 5 07
LD N“&H X =H,3-NO,, 3-OCH,,
CHg3 3'-Cl, 3'-CHj3
H On
H 3’-NO- 3’-OCH; 3’-Cl 3’-CHj
6 8,9 (s)a 9,0 (s) 9,0 (s) 9,0 (s) 8,8 (s)
2’ 7,1 (m) 7,9 (s]) 6,7 (sl) c d
3’ 7,3 (m) - - - -
4’ 7,1 (m) 7,9 (s) 6,7 (sl) c d
5’ 7,3 (m) 7,4 (m) 7,2 (m) ¢ d
6’ 7,1 (m) 7,4 (m) 6,7 (sl c d
C3-CH, 1,6 (s) 1,7 (s) 1,7 (s) 1,8 (s) 1,6 (s)
N1-CH; 4,0 (s) 4,0 (s) 4,0 (s) 4,0 (s) 3,9 (s)
O-CH2 | 4,3(q; 7,0)2* 4,4(q; 7,0) 4,4(q; 6,8) 4,4(q;8,0) 4,3(q; 7,1)
CH:-CH3 1,4(,7,00 1,4(t 7,0 1,4 (t; 6,8 1,0(t; 8,0) 1,3 (t;7,1)
N-H 10,4 (s) 10,4 (s) 10,4 (s) 10,1 (s) 10,1 (s)
C3’-0CH, - - 3,7 (s) - -
C3'-CH3; - - - - 2,5(s)

amultiplicidade do sinal. P constante de acoplamento (J ) em Hz. ©7 ,22-7 ,»93

(m). ¢7,19-7,23 (m)
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Os espectros de RMN de 3C{!H} e os espectros com sequéncias de
pulsos DEPT [6 = 90°, sinais de CH e 6 = 135°, sinais de CH; e CH3z em fase
oposta a CHjy] permitiram distinguir os sinais correspondentes aos
carbonos metilicos, metilénicos e metinicos.

As analises dos espectros Dbidimensionais de correlagoes
heteronucleares spin-spin (acoplamento escalar) a uma ligagao (*H x 13C -
COSY - Jcu) associadas as informacdes acima citadas, permitiram a
distin¢ao entre os sinais dos carbonos CH-6, O-CHz, CH3-CHs e N1-CHs
(Tabelas 22 e 23).

Utilizando as correlagées a longa distancia (1H x 13C - COSY - nJcH,

n = 2 ou 3) dos hidrogénios das metilas menos protegidas com os carbonos
distantes a 2 e 3 ligagdes [2Jcu = C-3 (C3-CHs), C-5 (H-6); 3Jcu = C-3a (C3-
CHs, NH), C-4 (H-6), C-5 (NH), C-7a {H-6, N1-CHa)], assim como pela
avaliacdo dos parametros de deslocamentos quimicos correspondentes aos
grupos substituintes efetuados para outras moléculas contendo o sistema
1H-pirazolo[3,4-blpiridina?2:% e, também com o auxilioc da regra da
aditividade®?’, foi possivel atribuir inequivocamente as absorcoes dos
carbonos quaternarios destas moléculas. Ainda nestes espectros pode-se
observar para os compostos 4-Cl e 4’-Br, as correlagoes do hidrogénio do
grupo NH com CH-2’6’ (3Jcn) que permitiram os assinalamentos dos
carbonos CH-2'6’ em 6123,8 (4™-Cl) e 124,1 (4-Br) e, conseqlientemente
identificar, sem margem de erro, os carbonos CH-3’5’ em $129,6 (4-C]) e
132,6 (4-Br). Através da correlacdo dos hidrogénios da metila em C4’-CHs
para 4’-CHj3 foi possivel o assinalamento de CH-2'6’ e CH-3’5 em §122,8 e
130,1, respectivamente. Através destes dados e por comparagdo com
valores de deslocamentos quimicos de outras moléculas contendo o mesmo
sistema heterociclico?2%, estes mesmos carbonos (CH-2’6" e CH-3'5)
puderam ser assinalados em 4-OH (3116,2 e 125,5), 4-OCHs (6114,8 e
125,2), 4-NO2(8119,5 e 125,5) ¢ 4-OAc (6123,5 e 122,8).



Tabela 22. Correlacdes espectroscopicas heteronucleares de hidrogénio e carbono-13 (1H x 13C - COSY) através de duas (2Jcn)
e trés (3Jcu) ligacdes, observadas para os derivados 4~-F, 4’-Cl, 4’-Br, 4’-OCH3s e 4’-NOz em CDCls; e 4-OH e 4-0OAc em DMSO-

ds.
C/H 4’-F 4’.Cl 4’-Br 4’-OH 4’-OCHs 4’-NO2 4’-OAc
2Jcu 3Jcu 2JdcH 3Jcu 2JdcH 3Jcu 2Jdcu 3Jcu 2Jcn 3Jcu 2Jcu 3Jcu 2Jcn 3Jcu
3 C3-CHs C3-CHs C3-CHs C3-CHs C3-CHs C3-CHs
3a C3-CHs C3-CHzg; C3-CHzs; C3-CHs; C3-CHs; C3-CHzs; C3-CHs
N-H N-H N-H N-H N-H N-H
4 H-6 H-6 H-6 H-6 H-6 H-6
5 H-6 N-H H-6 H-6 H-6 H-6 H-6 H-6
6
7Ta N1-CHs H-6 H-6 H-6 H-6 H-6
1’ H-3%’ H-3% H-3% H-3% H-3%’
2,6’ N-H N-H H-3%’ N-H N-H N-H
3’5’ H 2’6’ H-2'6’
4° H-3°%’ H-2°6’ H-35’ H-2'6’ H-2’6’ H-3’5’ H-2'6’ H-3%’
0-CH:
CHz-CHs 0O-CH2
C=0 O-CHz O-CH» O-CH»2
H-6
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Tabela 23. Correlacdes espectroscopicas bidimensionais heteronucleares de hidrogénio e carbono-13 (1H x '3C - COSY) através

de duas (2Jcn) e trés (3Jcy) ligagoes, observadas para os derivados 4-CHs, 3’-Cl e 3-CHs em DMSO-ds e H, 3-NO. e 3-OCH3 em

CDClL,

C/H

3a

a

7a
19
2’
3’

4’
5’
6,
O-CH:z
CH2-CHs

4’-CHs H 3’-NO: 3’-OCH3 3’-Cl
2Jcu 3Jcn 2Jcu 3Jcn 2Jcu 3Jcu 2dcu 3Jcu 2Jcu 3Jcu
C3-CHs C3-CHs C3-CHa C3-CHzs
N-H C3-CHs C3-CHs C3-CHs C3-CHs
N-H N-H N-H
H-6 H-6 H-6
H-6 H-6 H-6 H-6 H-6
CT7a
H-6 H-6 H-6
H-3’5’ H-5 H-6’ H-5 H-5
H-4’ H-46’
C4’-CHs H-5 O-CHg;
H-5
H-2'6’ H-2’ H-6’
C4-CHs
H-2°4 H-4’6
0O-CHa:
O-CH, O-CH;
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Para a molécula ndo-substituida, X = H, a correlacdo bidimensional
heteronuclear (!Jcn) entre o sinal em 8122,9 e o multipleto em §7,1,
confirmou o assinalamento dos CH-2%6’, de acordo com a atribuicdo
anterior dos H-2’6’ € 4°. O sinal em $§125,0 foi atribuido para o C-4, pois
mostrou-se correlacionado ('Jen) também com o multipleto em §7,12.
Finalmente, os carbonos CH-3’5’, por mostrarem uma correlacdo 'Jcu com
H-3’5’, foram assinalados em §129,5. Estas atribui¢des para o anel fenila
estdo de acordo com o esperado, segundo o efeito de ressonancia (+R) de
protecao do grupo NHR.

A Tabela 24 lista os valores dos deslocamentos quimicos dos
carbonos para a série de derivados pirazolopiridinas 4-substituidos.

No caso das moléculas meta-substituidas, 3-NO:; e 3’-OCHs, 0s
carbonos CH-2’ e CH-4’, foram tidos como os mais blindados quando
comparados aos CH-5" e CH-6’, devido ao efeito de protecdo gama (y)
exercido pelos atomos de oxigénio do grupo NO; e pelo atomo de carbono
do grupo OCHs, sendo que o CH-2’ [6116,2 (3-NO,) e 108,6 (3-OCH3)| € o
de menor deslocamento quimico em funcido do efeito mesomérico de
protecdao do NHR e, o CH-5" mais desprotegido [§130,3 (3™-NOj) e 130,2 (3"-
OCHg3)|, por néo sofrer nenhum efeito de protecao significativo (Tabela 25).
Essas atribuigoes tiveram sua confirmac¢ado nos espectros bidimensionais
("Jcu, n =1 e 3, Tabela 23).
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Tabela 24: Dados de RMN de 13C (8em ppm)= dos derivados 4-F, 4°-Cl, 4’-Br, 4’-
OCH3, 4°-NO; e 4’-0OAc em CDCl;s e 4'-OH, e 4’-CHj3; em DMSO-ds.

X_ &
N 2
HOT TN €
4
3 3 XN ()/\
S s
NTENPEe X =4F, 4'CL, 4-Br, 4-0OH
éH_’ 4-0CHg, 4'-NO2,

4'-OAc, 4-CH3

CJ 8c

3 141,9 141,8 141,8 141,0 1420 141,2

3a 104,0 104,9 105,0 103,3 104,1 106,5

151,6 150,9 150,7 151,7 c 148,1

5 103,3 103,8 104,0 101,9 102,6 1059

152,4 152,3 152,4 151,9 152,7 151,9

7Ta 152,6 152,4 152,56 153,7 ¢ 152,2

1’ 139,1 1416 1423 133,8 1359 149,2

2’, 6’ 124,90 123,8 124,1 125,55 1252 119,5

3’, 5 116,4> 129,6 132,6 116,2 114,8 125,5

4’ 162,6 129,9 117,56 155,5 157,4 143,0

C3-CHs 15,7 15,8 159 15,2 15,7 15,7

N1-CHs 336 336 336 333 33,5 33,6

O-CH; 60,9 609 61,0 60,6 60,7 61,3

CH:-CHs | 14,3 142 14,2 14,1 14,3 14,1

Cc=0 168,9 168,7 1688 1684 169,0 168,1
CH3C=0 - - - - - -
C4’-OCH3s - - - - 55,5 -
CHs-CO - - - - - -
C4’-CHs - - - - - -

4F 4Cl 4-Br 4-OH 4-OCH: 4-NO; 4’-OAc

142,0
104,7
151,3
103,5
152,5
152,3
140,6
123,5
122,8
147,7
15,7
33,5
60,8
14,2
168,7
169,3
21,0

4’-CH3
140,9
104,2
150,06
103,1
151,4
152,2
140,2
122.8
130,1
134.,4
15,2
33,3
60,7
14,1
168,1

20,5

a Valores obtidos das correlagdes espectroscopicas heteronucleares bidimensionais através

de uma ligagao (}Jcy). © Sinais observados como dubletos devido aos acoplamentos !Jcr =

245,2; 2Jcr= 22,6 e 3Jcr= 7,0 Hz. ©152,3 ou 152,5.
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Restaram assim, as atribui¢cdes dos carbonos quaternarios C-1’°, C-4’
para os derivados 4’-substituidos, que mostraram correlagdes nos
espectros bidimensionais a longa distancia com sinais em 6129,9 e 141,6
(4-CD; $117,5 € 142,3 (4’-Brj; 6133,8 e 155,5 (4-OH). Por analogia com o
derivado 4’-OH, aos carbonos C-1’, C-4’ de 4-OCHs e de 4’-OAc foram
atribuidos os sinais em §135,9 e 157,4 ¢ §140,6 ¢ 147,7, respectivamente.
Os carbonos quaternarios C-1’ e C-3’ dos derivados 3’-substituidos
apresentaram correlacoes a longa distancia com os sinais em 6144,6 €
149,2 (3’-NO2) e 144,0 € 160,7 (3-OCHz).

Para a molécula 4’-F, foram observados sinais desdobrados de
carbonos metinicos em §124,9 e 116,4 que se mostraram correlacionados
com os sinais dos hidrogénios em 67,1 e 7,0, respectivamente.

Baseando-nos em assinalamentos efetuados para derivados
aromaticos p-fluorsubstituidos®’ e através da comparacio dos valores das
constantes de acoplamento !3C - 19F a uma ligacdo (!Jcr = 158 - 400 Hz),
duas ligacoes (2Jcr = 15 - 25 Hz), trés ligacoes (3Jcr = 0 - 15 Hz) e quatro
ligacoes (3Jcr = 2 - 3 Hz), pdde-se atribuir a CH-2’6’ o sinal em §124,9 (3Jcr
= 7,9 Hz) e a CH-3’50 sinal em $116,6 (2Jcr = 22,6 Hz). Assim o0s sinais em
87,1 e 7,0 se relacionaram aos hidrogénio H-2’6’ ¢ H-3’5’, respectivamente.
Foi observado também, o desdobramento do sinal de carbono quaternario
em $162,6 (\Jcr = 242,2 Hz) atribuido a C-4’, restando ao valor 6139,1 ser
relacionado ao carbono C-1’.

Este estudo realizado para elucidagdo estrutural envolvendo
principalmente técnicas de RMN de 'H e de !3C uni e bidimensionais para
os derivados 4-Cl, 4’-Br, 4-OH, 4’-F, H, 3-NO, e 3’-OCHs, foi relatado na

literatura em 199998,
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Tabela 25: Dados de RMN de 3C (3em ppm)s dos derivados H, 3-NOz e 3’-
OCHz em CDClse 3’-Cle 3-CHs em DMSO-ds,

X = H, 3“NO,, 3-OCHj,,
CHj 3-Cl, 3-CH,
¢ Sc
H 3-NOz 3-OCHs 3'-Cl 3-CHs
3 142,1 141,1 142,3 140,7 1409
3a 104,7 1055 1050 1051  105,0
151,3 149,6 151,1 149,0 147,3
5 103,4 104,9 103,6 104,5 104,0
152,4 152,3 152,2 1514 151,5
7a 154,0 152,4 152,4 1522  152,5
1 142,9 1446 144,0 1470 1426
2’ 1220 1162 1086 121,3 1229
3’ 129,5 1492 160,7 131,1 1392
4 1250 1189 110,5 123,6 1255
5’ 120,5 130,3 130,2 129,5 129,5
6’ 122,9 127,1 1150 1199 1194
C3-CHs | 15,5 15,9 15,5 15,0 15,2
N1-CHs | 33,5 336 335 331 33,3
OCH: | 60,7 612 608 608 608
CH;-CHs| 14,2 14,2 14,2 13,8 14,1
c=0 | 1688 1685 1687 167,8 1680
O-CH3 - - 55,2 - -
C3-CHs| - - - - 20,7

a Valores obtidos das correlagdes heteronucleares bidimensionais através de uma ligagdo
(!Jch) e pelos espectros de RMN de 13C - DEPT.
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4.3 - Atividade Antileishmania

A leishmaniose, conforme citado na introdug¢do deste trabalho de
tese, representa um importante problema de saude publica,
principalmente nas regides tropicais e sub ftropicais do mundo e,
particularmente em nosso pais.

A avaliagdo da atividade antileishamania de derivados do sistema
heterociclico 4-(X-fenil)Jamino-5-carboetoxi- 1,3-dimetil- 1 H-pirazolo[3,4-
bjpiridina, foi realizada visando a obtencdo de novas substancias com
potencial utilizacdo contra as leishmanioses. Também foram testados dois
derivados da série  4-(4’-hidroxifenil)amino—5-carbetoxi-1-R1,3-Rz- 1 H-
pirazolo[3,4-bfpiridina, onde R; = Rz = Fenil (FFOH) € Rz = Metil € R; = Fenil
(MFOH)22.

A Amodiaquina é uma substancia com atividade antimalarial ja
reconhecida. Os derivados 4-(4’-hidroxi-3’-dietilaminometilfenil)jamino—5-
carbetoxi-1-R1,3-R—1H-pirazolo[3,4-bJpiridina, onde R; = R; = Fenil
(FFOHdi)) e R; = Metil e R; = Fenil (MFOHdi) foram sintetizados
anteriormente?? como analogos estruturais da Amodiaquina e, no presente
trabalho, além desta Ultima, foram avaliados quanto a sua atividade
antileishmania.

O ensaio geral para a avaliacdo da atividade antileishmania das
pirazolopiridinas, foi realizado no Laboratério de Bioquimica de
Trypanosomatideos da Fundacdao Oswaldo Cruz - Rio de Janeiro, sob a
orientacdo da Dr2. Leonor Leon e o procedimento experimental utilizado
baseou-se em trabalhos desenvolvidos por Leon e colaboradores3+.

Os ensaios foram realizados in vitro contra as promastigotas da
Leishmania amazonensis. Ap0s 24 horas de incubacao com as drogas, os

parasitas vivos foram contados em c@mara de Neubauer € o resultado
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comparado com o controle (Tabelas 12-14 da parte experimental) a fim de
prosseguir com o tratamento estatistico.

A DL50 ou a DL90 (dose que inibe em 50% ou 90% do crescimento
celular) de cada pirazolopiridina (Tabelas 26 e¢ 27) foi obtida através da
equacao da reta que melhor se gjustou aos dados experimentais nos
graficos (% de inibicdo) x (log dose). As Figuras 34 ¢ 35 mostram os
graficos e as correspondentes equacdes obtidas, para os derivados 4’-CHj
da série 1,3-dimetilpirazolopiridina e FFOH da série 1,3-
difenilpirazolopiridina, respectivamente, ilustrando as determinacoes das
DL50 e DL90. As Equagdes 30-47 foram obtidas para as pirazolopiridinas

restantes.
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log Dose
%Inib. = -39,07(+7,62) + 86,98 (+6,33) log dose (30)

4’-CHs coeficiente de correlacdo: r = 0,99
desvio padrao da regressao: dp=5,03
variancia: p=0,00016

numero de pontos: n=6

DL50 = 32,59uM

Figura 34: Grafico e equacgao para determinagdo da DL50 do
derivado X=4’-CHz.
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%Inib. = 93,59 (+ 5,81) + 92,16 (+10,66) log dose (31)
FFOH r= 0,97 dp=10,29 p=0,007 n=7

DL90 = 2,0uM

Figura 35: Grafico e equacido para determinacdo da DL90 do
derivado FFOH.



4’-Br

3’-Cl

4’-Cl

3’-CHj3;

3’-0OCH3;

4’-OCHg3

4’-F

3’-NO.

%Inib. = 14,8 (+ 1,02) + 53,33 (£0,77) log dose
r=0,99 dp=0,33 p=0,0092 n=3

%Inib. = 21,97 (+ 1,71) + 41,17 (£1,06) log dose
r=0,99 dp=0,45 p=0,0164 n=3

%lnib. = 45,77 (+ 1,53) + 33,66 (+1,54) log dose
r=0,99 dp=1,94 p=0,00003 n=6

%Inib. = -23,03 (+ 13,24) + 76,17 (+11,38) log dose
r=0,99 dp=10,10 p=0,0216 n=4

%lnib. = -22,04(+13,42) + 82,60 (+12,40) log dose
r=0,97 dp=11,76 p=0,0069 n=5

%lnib. = -50,14 (+ 14,92) + 96,49 (+11,37) log dose
r=0,98 dp=6,36 p=0,00344 n=5

“lInib. = -58,93(+13,67) + 73,25 (+8,89) log dose
r=0,97 dp=11,16 p=0,001 n=6

%Inib. = -8,79(+3,72) + 53,06 (+4,55) log dose
r=0,99 dp=4,32 p=0,00135 n=5

%Inib. = 15,38 (+ 7,28) + 44,06(+5,58) log dose
r=20,98 dp=4,96 p=0,016 n=4
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(32)

(33)

(34)

(35)

(36)

(37)

(38)

(39)

(40)



4’-NO “lnib. = -88,14(+24,41) + 67,14 (+14,02) log dose
r=0,98 dp=9,09 p=0,14 n=3

4’-OH Yolnib. = 27,72(+11,44) + 162,54 (+43,11) log dose
r=0,97 dp=18,47 p=0,165 n=3

4’-0Ac %Inib. = 87,62 (+ 1,92) + 106,74(+3,91) log dose
r=0,99 dp=2,65 p=0,00134 n=4

MFOH %Inib. = 127,80 (+ 7,75) + 115,80(+13,40) log dose
r=0,98 dp=7,56 p=0,01 n=5

MFOHdi %lnib. = 134,10 (+ 13,11) + 114,30(+21,12) log dose
r=0,95 dp=13,06 p=0,012 n=5

FFOHdi YoInib. = 104,30 (* 3,52) + 45,41(+6,67) log dose
r=0,96 dp=4,81 p=0,0000348 n=6

Amodiaquina %]lnib. = 91,27 (+ 3,47) + 87,85(19,45) log dose
r=0,98 dp=5,89 p=0,001 n=6
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(41)

(42)

{43)

(44)

(45)

(46)

(47)
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As Tabelas 26 e 27 listam os valores de DL50 ou DLY90 para os

derivados pirazolopiridinas avaliados.

Tabela 26: Valores da DL50 determinados para as
4-(X-fenil)Jamino-5-carboetoxi- 1,3-dimetil- 1 H-pirazolo[3,4-bjpiridina.

DL50 DL50
X (1g/mL) (1M)
4’-Br 4,57 11,74
3'-Cl 4,79 13,89
4’-Cl 1,34 3,89
3’-CHs 4,82 14,86
4’-CHa 10,57 32,59
3'-OCH; 7,45 21,89
4’-OCHa 10,91 32,05
H 30,69 98,89
4’-F 12,82 39,04
3’-NO; 6,11 17,19
4’-NO, 114,15 321,23
4’-OH 1,37 4,20
4-OAc 0,44 1,23
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A série 1,3-dimetilpirazolopiridina substituida apresentou, com
excecdo do derivado 4-NO,, boa atividade antileishmania contra as
promastigotas da Leishmania amazonensis, sendo que as substancias
onde X = 4’-0Ac, 4’-Cl e 4’-OH mostraram-se como as mais ativas com
valores de DL50 na faixa de 1,23 a 4,29uM. A Figura 36 mostra a

comparacao dos valores de DL50 obtidos para a referida série.
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Figura 36: Comparacéo dos valores de DL50 obtidos para a série 4-
(X-fenil)amino-5-carboetoxi- 1,3-dimetil- 1 H-pirazolo[3,4-b]piridina.

Os analogos estruturais da Amodiaquina apresentaram-se de
maneira geral mais ativos do que os derivados da série 1,3-dimetilpirazolo-
substituidos (Tabela 27). Dentre esses, os derivados contendo o grupo
dietilaminometileno ligado ao anel anilinico apresentaram claramente uma
marcante atividade antileishmania expressa em valores de DL90 (0,87 e
0,90uMj.
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Tabela 27: Valores da DL90 determinados para as 1,3-difenil e
1-fenil-3-metil-pirazolo[3,4-b[piridinas substituidas.

DL90 DLS9S0
Derivado | (ug/mL)  (uM)

FFOH 091 20

MFOH 0,47 1,21
FFOHdi 0,48 0,90
MFOHdi 0,41 0,87

Amodiaquina 0,97 2,72

A avaliacao da atividade antileishmania da Amodiaquina mostrou
um valor de DL90 = 2,72uM, revelando-se como uma substancia com
menor atividade quando comparada com seus analogos estruturais da
série 1-metil-3-fenil e 1,3-difenil-substituidos, com ou sem o grupo
dietilaminometilénico. Também pode-se observar que, os derivados mais
ativos, 1-metil-3-fenil-substituidos, apresentaram-se 2 (MFOH) ¢ 3
(MFOHdi) vezes mais ativos do que a Amodiaquina.

A Figura 37 mostra a comparacao entre os valores das DL9I0 para os
derivados listados na Tabela 27, incluindo o derivado 4’-OH da série 1,3-

dimetilpirazolopiridina.
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Figura 37: Comparacdo dos valores de DL90 obtidos para a os
derivados FFOH, MFOH, 4°-OH, FFOHdi e MFOHdi.

Ao compararmos as DL9I0 dos derivados 1-metil-3-fenil com as 1,3-
difenil-pirazolopiridinas observou-se que a MFOH € 1,7 vezes mais ativa do
que o FFOH. No entanto, quando esta presente o0 grupo
dietilaminometileno, a atividade antileishmania é praticamente a mesma.
Comparando-se as atividades biologicas apresentadas pelos quatro
derivados, observa-se que o MFOHdi e o FFOHdi sdo, respectivamente, 1,4

e 2,2 vezes mais ativos do que os correspondentes analogos.
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4.4 - Estudos dos Parametros Hidrofobicos

A avaliagao dos efeitos hidrofébicos de substancias biologicamente
ativas tem sido de grande importancia para o entendimento das
correlacdes entre a estrutura quimica e a atividade biolégica, conforme
citado na introducado deste trabalho. O coeficiente de particao (logP)
determinado no sistema 1l-octanol/agua, tem sido considerado o
parametro que melhor representa o efeito hidrofobico apresentando
correlacao satisfatoria com diversas propriedades biologicas®°8-61,

Os valores experimentais de logP foram determinados para seis
derivados da série 1,3-dimetilpirazolopiridinas através do método “Shake
Flask”. A Tabela 28 lista os valores experimentais obtidos para P e logP dos
derivados 4>-Cl, 4°-F, 4-OH, H, 3’-Cl e 3’-CHs.

As drogas foram dissolvidas em 1,4-dioxano como solvente, na faixa
de concentragdo que variou de 0,36-0,43mM e particionadas em 1-octanol
e solucao tampao pH=7,4. A determinacédo da concentragdo da droga na
fase organica foi realizada espectrofotometricamente utilizando-se curvas
de calibracdo apropriadas, conforme detalhado na parte experimental
deste trabalho.

A metodologia para determinacéo do logP utilizando o método
“Shake Flask” além de ser extremamente trabalhosa pode levar também a
erros experimentais provenientes das diversas manipulagdes como
dilui¢bes, pipetagens e pesagem das amostras em quantidades muito
pequenas. Assim, os valores de logP para os derivados onde X=4"-Br, 4-
NO3, 4’-OCHj3, 4’-CHs 4’-OAc, 3-OCHs e 3-NO,, foram determinados
utilizando a constante hidrofobica de Hansh (m) a partir do valor
experimental do logaritmo do coeficiente de particdo do derivado néao
substituido (logPn, Equacao 12). O logPx representa o coeficiente de

parti¢cdo do derivado substituido.
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n(X)=logP, —logP, (12)

Comparando os valores de logP experimentais e teéricos observa-se
que, com excecao do derivado onde X=3’-CHjs, houve uma coérencia dos

resultados reforcando os valores experimentais obtidos (Tabela 28).

Tabela 28: Valores do Coeficiente de Particdo (P) e logP obtidos
experimentalmente e calculados através dos valores de n*° para

as 4-(X-fenil)amino-1,3-dimetil-1H-pirazolo[3,4-b|piridinas.

P logP T logP T logP

X experimental calculado X calculado
4-Cl | 21,08 1,32 0,71 1,67 4’-Br | 0,86 1,82
4’-F 5,02 0,702 0,14 1,10 4’-NO: | -0,28 0,68
4’-0OH | 13,88 1,14 0,07 1,03 4’-OCHs | -0,02 0,94
H 9,40 0,96 0,96 0,96 4’-CHs | 0,56 1,52
3’-Cl | 46,80 1,67 0,71 1,67 4’-OAc | -0,64 0,32
3’-CHgs | 190,00 2,27 0,56 1,52 3’-0CH3| -0,02 0,94
3’-NO2 | -0,28 0,68

a2 Referéncia 97
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Os parametros cromatograficos Ruw € logkw tém sido utilizados para
expressar indiretamente o carater hidrofobico de derivados bioativos,
sendo usados em substituicao aos valores de logP nos estudos de
QSAR#0,64-67

Os valores de Rwm foram obtidos a partir da determinagao dos Rfs)
dos derivados 1,3-dimetilpirazolopiridinas utilizando-se placas de
cromatografia de camada fina em fase reversa (C-18). A mistura de
eluentes, acetona/solucao tampao fosfato pH = 7,4, foi usada em gradiente
de concentragdo que variou de 30-60% (v/v) de solug¢do tampao. A partir
dos valores dos Rfs), (Tabela 10 da parte experimental) foram calculados

os correspondentes Ru(s) (Tabela 29) através da Equagao 13.

R, =log(1/R, -1 (13)

As 1,3-dimetilpirazolopiridinas em sua estrutura, apresentam
diversos grupos potencialmente ionizaveis em fun¢dao do pH do meio.
Assim, os valores dos pKa(s) foram determinados (Tabela 8 da parte
experimental), indicando o comportamento destes derivados como bases
fracas e posteriormente utilizados para a correcdo dos Rum(s) através da

Equacao 19.

R, “" = R +log (107775 +1) (19)
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Tabela 29: Valores de Ry determinados para os derivados
1,3-dimetilpirazolopiridina variando a mistura de

eluentes de30 a 60% (v/v) de tampéo fosfato.

corr.
Ry

Derivado % tampao fosfato : acetona

X 30:70 45:55 40:60 55:45 50:50 60:40

4-Br |-0,658 0,012 -0,638 0,484 0,105 0,568
3’-Cl |-0,658 -0,023 -0,658 0,439 0,082 0,517
4-Cl1 |-0,743 -0,046 -0,720 0,471 0,058 0,485
3’-CHs |-0,633 -0,077 -0,633 0,373 0,027 0,430
4’-CHs | -0,679 -0,092 -0,659 0,341 0,035 0,425
3’-OCHs | -0,894 -0,326 -0,787 0,106 -0,126 0,154
4-OCHs | -0,954 -0,382 -0,814 0,047 -0,188 0,128
H -0,788 -0,263 -0,720 0,153 -0,104 0,226
4’-F -0,809 -0,245 -0,738 0,205 -0,077 0,268
3’-NO2; |-0,814 -0,274 -0,788 0,128 -0,127 0,176
4’-NO2 (-0,836 -0,287 -0,788 0,129 -0,163 0,166
4-0H -0,921 -0,659 -0,865 -0,313 -0,501 -0,288

4’-0Ac | -0,865 -0,470 -0,837 -0,07 -0,07 -0,023
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Os valores de Ry foram calculados por extrapolagdo para 100%

da fase aquosa da mistura de eluentes, utilizando a equacao da reta obtida

por regressdo linear do grafico dos Ry (s) versus % de tampao na fase

organica, Equacao 48. Os valores de Rmw°" obtidos a partir das Equagoes

49-61 estao listadas na Tabela 30.

R

Mw

=a (% tampdo)+b

Tabela 30: Valores de Ruw™ determinados para 0s

derivados 1,3-dimetilpirazolopiridinas.

X Ruutorr re
4’-Br 2,20 0,95
3’-Cl 2,17 0,99
4’-Cl 2,28 0,99

3’-CHs 1,93 0,99
4’-CHs 1,96 0,99
3-0CHs | 1,69 0,99
4-OCHs | 1,68 0,99
H 1,67 0,99
4'-F 1,82 0,99
3'-NO> 1,61 0,99
4’-NO_ 1,60 0,99
4’-OH 0,64 0,98
4’-OAc 1,27 0,96

a coeficiente de correlacao linear

(48)



4’-Br

3’-Cl

4’-Cl

3’-CHs

4’-CH3

3’-OCHzs

4’-OCHz3

4’-F

Ruw™= -1,914 (+ 0,361} + 0,041(+0,003} % tampao
r=0,95 dp=0,169 p=0,0113 n=6

Ruweo™= -1,863 (& 0,148) + 0,040(+0,003) % tampao
r=0,99 dp=0,069 p=0,0009 n=6

Ruweor= -2,015 (+ 0,207) + 0,042(+0,004) % tampao
r=0,99 dp=0,097 p=0,002 n=6

Rwwe™ = -1,174 (+ 0,149) + 0,037(+0,003) % tampao
r=0,99 dp=0,070 p=0,0123 n=6

Ruweo™= -1,810 ( 0,114) + 0,038(+0,002) % tampéao
r=0,99 dp=0,053 p=0,0005 n=6

Ruweo™= -1,975 (+ 0,122) + 0,037(0,002} % tampao
r=0,99 dp=0,057 p=0,0007 n=6

Ruweor= -2,064 (+ 0,094) + 0,037(+0,002) % tampao
r=0,99 dp=0,044 p=0,0003 n=6

Ruweorr= -1,835 (+ 0,094) + 0,035(+0,002) % tampao
r=0,99 dp=0,044 p=0,0004 n=6

Ruweo™= -1,924 (+ 0,113) + 0,037(+0,002) % tampio
r=0,99 dp=0,053 p=0,0005 n=6
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(49)

(50)

(51)

(52)

(53)

(54)

(55)

(56)

(57)



3’-NO;

4’-NO:

4’-OH

4’-0OAc

Ruweor= -1,833 (£ 0,112) + 0,034(0,002) % tampao
r=0,99 dp=0,169 p=0,0006 n=6

Ruwer= -1,872 (+ 0,131) + 0,035(x0,003) % tampao
r=0,99 dp=0,062 p=0,0010 n=6

Rumweerr= -1,615 (£ 0,113) + 0,022(+0,002) % tampao
r=0,98 dp=0,053 p=0,0002 n=6

Rmweorr= -1,755 (+ 0,256) + 0,030(20,005) % tampéao
r=0,96 dp=0,119 p=0,0101 n=6
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(58)

(59)

(60)

(61)

Os valores de logkw foram obtidos a partir da determinacdo dos

tempos de retencéo (tg) das 1,3-dimetilpirazolopiridinas usando a técnica

de CLAE. Foi utilizada, como fase estacionaria, uma coluna quimicamente

ligada C-8, ¢ como fase movel uma mistura de acetonitrila e solugéo

tampao fosfato pH=7,4 na proporgdo de 35-60% (v/v) de solvente organico

em sistema isocratico.

Os valores de k’foram obtidos a partir dos dados de tr da Tabela 11

(na parte experimental) utilizando a Equagdo 62. A Tabela 31 mostra os

resultados obtidos para o logk’ corrigidos considerando os valores dos

pPKa(s) das 1,3-dimetilpirazolopiridinas (Equacéo 20).

log k' =loghk'™ +log (1077775 +1)

(20)
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k':(tR _‘t())/tr) (62’

Os valores de logkwe™ (Tabela 32) foram estimados por extrapolacao
para 100% da fase aquosa, utilizando a reta obtida por regressdo linear do

grafico de logk’versus % tampao (v/v) na fase organica (Equacgao 63).

logk, = a(®% solv.org)+b (63)
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Tabela 31: Valores de logk*™ determinados por CLAE variando
a fase movel de 35 a 60% (v/v) de tampao fosfato.

logk’corr.
Derivado % tampao fosfato : acetonitrila
X 35:65 40:60 50:50 55:45 60:40

4’-Br 0,248 0,407 0,751 0,974 1,254
3’-Cl 0,201 0,356 0,702 0,920 1,190
4’-Cl 0,202 0,357 0,70 0,921 1,191
3’-CHa 0,230 0,370 0,708 0,930 1,185
4’-CH3 0,215 0,365 0,703 0,922 1,181
3’-OCHs 0,043 0,177 0,498 0,892 0,947

4’-OCH3 0,0 0,150 0,457 0,662 0,904
H 0,057 0,202 0,515 0,715 0,959
4’-F 0,046 0,181 0,514 0,719 0,968

3’-NO: -0,086 0,072 0,414 0,621 0,870
4’-NO: -0,085 0,073 0,414 0,622 0,871
4’-OH -0,495 0,347 -0,022 0,176 0,398
4’-OAc -0,137 0,021 0,348 0,561 0,807
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Tabela 32: Valores de logkw~™ determinados para

1,3-dimetilpirazolopiridina.

X logkwrcor re
4’-Br 2,77 0,99
3’-Cl 2,69 0,99
4’-Cl 2,69 0,99

3’-CHs 2,64 0,99
4’-CHs 2,65 0,99
3’-OCHs; 2,57 0,99
4’-OCH3 2,57 0,99
H 2,33 0,99
4'-F 2,38 0,99
3’-NO2 2,33 0,99
4’-NO; 2,33 0,99
4’-OH - 1,78 0,99
4’-OAc 2,24 0,99

a Coeficiente de correlagao linear
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As Equacoes 64-76, listadas a seguir, foram obtidas para
determinagdo dos logkw®™(s) que expressam indiretamente o parametro
hidrofobico.

4’-Br logk™or = -1,158 (+ 0,122) + 0,039(+0,003) % tampao  (64)
r=0,99 dp=0,051 p= 0,0005 n=5

3’-Cl logk™er=-1,186 (+ 0,111) + 0,039(+0,002) % tampdao (65)
r=0,99 dp=0,048 p= 0,0004 n=5

4'-cl logk’orm= -1,185 (+ 0,113) + 0,039(+0,002) % tampao  (66)
r=0,99 dp=0,048 p= 0,0005 n=5

3’-CHs logk™orr=-1,123 (+ 0,112} + 0,038(+0,002) % tampao  (67)
r=0,99 dp=0,048 p= 0,0005 n=5

4’-CHa logk*or=-1,144 (+ 0,108) + 0,038(+0,002) % tampao  (68)
r=0,99 dp=0,046 p=0,0005 n=>5

8-0CHs  logk’om=-1,376 (+ 0,200) + 0,039(:0,004) % tampao  (69)
r=0,99 dp=0,085 p=0,0024 n=5

4-0CHs  logk™om=-1,262 (+0,100) + 0,035(+0,002) % tampao  (70)
r=0,99 dp=0,042 p=0,0004 n=5

H logk’eer-= -1,206 (= 0,099) + 0,035(+0,002) % tampao (71)
r =0,99 dp=0,042 p=0,0004 n=5



4’.F

3’-NO>

4’-NO»

4’-OH

4’-OAc

A

logk™err=-1,226 (£ 0,104) + 0,036(+0,002) % tampéo
r=0,99 dp=0,044 p=0,0004 n=5

loglk™or= -1,425 (+ 0,089) + 0,038(£0,002) % tampao
r=0,99 dp=0,038 p=0,0003 n=5

logk’orr= -1,424 (+ 0,089) + 0,038(0,002) % tampao
r=0,99 dp=0,038 p=0,0003 n=5

logk’orr= -1,752 (+ 0,074) + 0,035(+0,002) % tampao
r=0,99 dp=0,031 p=0,0002 n=5

logk™orr-= -1,457 (+ 0,095) + 0,037(+0,002) % tampéao
r=0,99 dp=0,038 p=0,0003 n=5
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(72)

(73)

(74)

(75)

(76)

analise da correlacdo entre os parametros lipofilicos

cromatograficos (indiretos) Ruw™ e logkw®™ com logP, indicou correlacdes

significativas como pode ser observado nas Figuras 38 e 39.

Os valores de Rmw®™ e logkw™” também apresentaram correlacéao

linear significativa conforme mostra a Figura 40. Estas correlagdes

observadas indicam a confiabilidade na determinacdo dos parametros

hidrofobicos e na sua possivel utilizacao nos estudos de QSAR.
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variancia: p<0,0001

numero de derivados n=12

Figura 38: Correlacdo entre o Ruw®™ € logP.
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2,8 ~

logkwcorr.

corr.

Rumw™ = 1,412(+ 0,107) + 0,591(+0,060) logkw®™ (79)
r=0,95 dp=0,091 p<0,0001 n=13

Figura 40: Correlacao entre o Ryw™" € logkw™"
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4.5- Estudo de Modelagem Molecular

4.5.1 - Parametros Eletronicos Teodricos da Série 4-(X-

Jenil)lamino-5-carboetoxi-1,3-dimetil-1H-pirazolo[3,4-b)piridina

Os parametros eletronicos teoricos foram determinados para todas
as moléculas da série 4-(X-feniljamino-5-carboetoxi-1,3-dimetil-1H-
pirazolo[3,4-bjpiridina. Inicialmente, as geometrias moleculares foram
otimizadas utilizando-se o programa de mecanica molecular PCWIN. A
partir da geometria das conformacoes mais estaveis, utilizou-se o método
de mecanica quantica semi-empirico AM1, através do pacote MOPAC 6.0
permitindo o calculo das energias dos orbitais de fronteira HOMO e LUMO,
calor de formacao e momento dipolar (Tabela 33).

Os valores dos parametros eletrénicos tedricos foram posteriormente

correlacionados com os valores que expressam a atividade antileishmania.
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Tabela 33: Valores dos parametros eletréonicos tedricos
para as 1,3-dimetilpirazolopiridinas, obtidas por

calculos teoricos das moléculas otimizadas.

X HOMOs LUMO Calor de Momento

Formacao? Dipolar®
4-Br | -8,77 -0,86 40,66 1,99
3’-Cl -8,79  -0,72 34,22 1,71
4’-Cl -8,70  -0,73 34,04 2,85
3’-CH3 | -8,60 -0,57 33,56 2,63
4-CHs | -8,56 -0,66 28,30 0,97
3’-0CHs | -8,61 -0,63 3,40 3,18
4’-OCHs | -8,52 -0,45 3,13 2,00
H -8,67  -0,69 35,95 0,85
4’-F -8,71  -0,82 -8,87 1,91
3’-NO; | -9,17 -1,15 45,46 4,46
4-NO2 | -9,17 -1,26 43,02 6,38
4-O0H | -8,54 -0,53 -3,19 1,95
4’-0Ac | -8,78 -0,83 -33,61 4,04

aKcal/mol. » D
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4.5.2 - Estudo Conformacional Comparativo das 4-{4>
hidroxifenil)amino-5-carbetoxi-1H-pirazolo[3,4-b]piridina, 4-(4°-
hidroxi-3*-dietilaminometilfenil)amino-5-carbetoxi-1H.-

pirazolo[3,4-bjpiridina e Amodiaquina

Os derivados 4-(4’-hidroxifenil)amino-5-carbetoxi-1-R;,3-R;-1 H-
pirazolo|3,4-bjpiridina, onde R: = R, = Fenil (FFOH) e R; = Metil e R; = Fenil
(MFOH);  4-(4’-hidroxi-3’-dietilaminometilfenillamino—5-carbetoxi-1-R 1,3-Ro—
1H-pirazolo[3,4-b]piridina, onde R; = R, = Fenil (FFOHdi) e Ry = Metil e R; =
Fenil (MFOHd); 4-(X-fenil)jamino-5-carboetoxi-1,3-dimetil- 1 H-pirazolo[3,4-
bjpiridina (X=4’-OH) e a Amodiaquina tiveram, inicialmente, suas
estruturas modeladas utilizando o programa PCWIN e posteriormente, sua
geometria molecular foi otimizada através do programa Mopac 6.0, usando
0 meétodo semi-empirico AM1. As conformacées mais estaveis obtidas por
este metodo, foram posteriormente trabalhadas no PCWIN permitindo sua
visualizagdo espacial. As Figuras 41 e 42 mostram as conformacoes

preferenciais obtidas.
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Amodiaquina

FFOHdi MFOHdi

Figuras 41: Conformagoes preferenciais obtidas para as

pirazolopiridinas MFOHdi, FFOHdi € a Amodiaquina.



141

FFOH MFOH

X = 4-0H

Figuras 42: Conformacoes preferenciais obtidas para as
pirazolopiridinas MFOH, FFOH e X=4’-OH.
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As conformacodes preferenciais dos derivados pirazolopiridinas foram
sobrepostas uma a uma sobre a conformacdo mais estavel da
Amodiaquina, Figuras 43 e 44. Observou-se que os derivados MFOHd:i e
FFOHdi apresentaram maior sobreposicdo do anel anilinico substituido
com o grupo N,N-dimetilaminometilénico com a porcao analoga da

Amodiaquina.

(0 ()

Figura 43: Sobreposicdo da Amodiaquina com as pirazolopiridinas
MFOHdi (1) e FFOHdi (1).
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(111) (IV)

v)

Figura 44: Sobreposi¢do da Amodiaquina com as pirazolopiridinas

MFOH (II)=, FFOH (111) ¢ X=4"OH (IV).
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A sobreposicdo do anel pirazolopiridina com o anel quinolinico da
Amodiaquina se apresenta similar em todas as substancias.

Este estudo permitiu observar ainda, que os derivados que
apresentam melhor sobreposicido a Amodiaquina mostraram maior
atividade antileishmania destacando a importancia da presenca do grupo
N,N-dietilaminometilénico. Além disso observou-se que a presenca do
grupo S-carboetoxi ligado ao anel piridinico (ndao presente na
Amodiaquina), ndo afeta significativamente a resposta bioldgica (Tabela
27).

O sistema pirazolopiridina se apresenta como grupo
bioiséstero do anel quinolinico e os substituintes 1,3-difenil e 1-fenil-3-
metil do anel pirazdlico contribuem para o aumento da hidrofobicidade
quando comparados com a Amodiaquina. A importancia desses efeitos
pode ser confirmada pela menor atividade antileishmania do derivado 1,3-
dimetilpirazolo substituido.

A partir do valor de logP experimental do derivado 1,3-dimetil
pirazolopiridina néo substituido (X=H], foram calculados os valores de logP
dos derivados MFOH, FFOH, MFOHdi e FFOHdI através da Equacao 79 que

utiliza o somatorio (Zmi) das contribuicées de cada um dos diferentes

grupos presentes (N,N-dietilaminometileno, OH no anel anilinico e¢ os

grupos metila ou fenila do anel pirazolico) em cada uma das estruturas?.

log P, =log P, + X7, (79)
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A seguir, como exemplo, € indicado o calculo do logP para o derivado
MFOHdI.

102P, g =102P, — 1 (CHy)+7 (C,Hy ) +7 (OHy+ 7 (CH,N(CH,CH,),)

T(CHa)* = 0,56
T(CeHs)* = 1,96
T (-OH)% = -0,67

T (CH2N(CH2CHs)a) % = 0,36

logPurona: = 2,05

Aplicando-se a mesma equagédo para os derivados FFOHdi, MFOH e
FFOH os valores para os logP(s) tedricos foram 3,45; 1,60 e 3,09,
respectivamente. O valor de logP para a Amodiaquina em pH=7,4 relatado
na literatura® € igual a 3,01. Comparando-se este valor com os obtidos
para as pirazolopiridinas acima, e considerando os valores de DL90
(Tabela 34), podemos observar que a hidrofobicidade ndo € o Unico fator
significante para a atividade antileishmania, ou seja, os derivados com
maiores € menores valores de logP do que a Amodiaquina foram mais
ativos. Além disso, pode-se sugerir 0s que o parametros estéricos também
contribuem para a resposta biologica pois os derivados mais ativos,

apresentaram maior sobreposicdo com a Amodiaquina.
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Tabela 34: Dados de D190 e logP teéricos das 1,3-difenil, 1-fenil-3-

metilpirazolopiridinas e da Amodiaquina.

Derivado DL90 LogP
(nM) calculado

FFOH 2,0 3,09

MFOH 1,21 1,69

FFOHdi 0,90 3,45

MFOHdi 0,87 2,05

Amodiaquina 2,72 3,01
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4.6 - Correlagoes Quantitativas entre a Estrutura Quimica e a

Atividade Biologica.

Modelos tedricos que correlacionem a estrutura quimica com a
atividade biologica tém sido cada vez mais estudados, pois proporcionam o
planejamento racional de novas drogas mais ativas, menos toxicas e mais
seletivas no combate as doencas.

Neste trabalho foram investigadas as possiveis correlacoes entre a
estrutura das 1,3-dimetilpirazolopiridinas e a atividade antileishmania
assim, as melhores correlacoes entre a resposta biologica e os parametros
fisico-quimicos foram selecionadas. Para tanto, foram realizadas analises
de regressao linear simples entre os valores da DL50, 1/DL50 e log
1/DL50 e os parametros eletronicos teoricos calculados ( HOMO, LUMO,

momento dipolar e calor de formacéo), eletrénicos empiricos tabelados (o

o1, or, F € R)*, estéricos (Es, MR, L, B1, B2)4° e hidrofobicos (logP, 7, logkw
e Rmw). Entretanto, nédo foi observada nenhuma correlagdo significativa
envolvendo apenas um parametro (correlacdo ndo significativa com r <
0,50).

A néo linearidade observada indicou a possivel contribuicdo de mais
parametros e portanto, a necessidade de uso de um modelo matematico
mais complexo levando-nos entao, para a analise de regressdo multipla.

Os valores de log 1/DL50 e DL50 foram correlacionados com

parametros fisico-quimicos, fixando-se um deles como hidrofobico (logP,
(logP)?, m, 12, Rmweo™, (RMwe™)2, lokw ou (lokw)?) e variando-se o outro entre

0s parametros estéricos e eletronicos.
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O critério adotado para a selecdo das melhores correlagoes baseou-
se nos valores de 2 2 0,5, obtidos nas equacgodes das correlacdes miultiplas.
As Tabelas 35 e 36 mostram as variaveis envolvidas nas melhores

correlagoes e as Equagdes 80 e 82 correspondem as mais significativas.

Tabela 35: Variaveis envolvidas nas melhores correlacoes da

analise de regressdo multipla com log 1/DL50.

Variaveis n r2 F sd

Independentes

(logP)? MR 11 0,59 5,69 0,37

- MR 11 0,67 8,07 0,33
72 L 11 0,73 10,61 0,30
log 1/DL50 = 0,76(z0, 39) (x)? - 0,43(+0,13) L -2,90(+0,44) (80)

A analise por regressao multipla, também foi aplicada considerando
somente os parametros hidrofobicos. A Equagdo 81 mostra a melhor

correlagao obtida.

log 1/DL50 = 2,11(+0,45) (logP)? — 4,88(+1,02) logP + 1,18(x0,53)  (81)
r2=0,74sd=0,29 F=11,44 n=11
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Tabela 36: Variaveis envolvidas nas melhores correlacoes da

analise de regressdo multipla com DL50.

Variaveis n r2 F sd

Independentes

logP Bl 12 0,67 9,02 16,84

(logP)2 B1 11 0,64 7,09 18,06

Logkycor- Bl 12 0,58 6,27 18,87

Logkycor:- B2 12 0,60 6,74 18,47

(Logkyeorr)2 B1 12 0,58 6,16 8,97

(Logkycorr-)2 B2 12 0,58 6,13 19,00

Ruycorr Bl 12 0,69 10,13 16,19

Rmwcorr B2 12 0,59 6,53 18,65

(Rmweorr)? B1 12 0,69 10,11 16,20

(Rmweorr-)2 B2 12 0,53 5,08 20,01

o Bl 12 0,67 9,02 16,84

T B2 12 0,53 5,06 20,03

2 MR 12 0,93 5,14 19,95

2 L 12 0,60 6,78 18,44

2 T 12 0,52 4,83 20,28

2 B2 12 0,60 6,83 18,14

2 F 12 0,50 4,55 20,58

DL50 = 13,33(+4,71) (Ruw®)2 — 108,74(+24,18) B1 + 144,75(+29,18) (82)
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Na tentativa da obtencdo de correlagbes mais significativas, foram

feitas analises envolvendo trés parametros fisico quimicos como variaveis

independentes, fixando-se dois deles como hidrofobicos. As correlagées

obtidas apresentaram-se mais significativas envolvendo o efeito estérico. A

Tabela 37 lista os parametros utilizados nas correlagdes multiplas. As

melhores correlagoes sdo expressas pelas Equacgdes 83- 85 utilizando os

parametros hidrofobicos (logP)?, logP e os estéricos MR, B2 e L.

Tabela 37: Variaveis envolvidas nas melhores correlacoes da

analise de regressdo multipla com log 1/DL50.

Variaveis LogP e (logP)?
Independentes
n r2 F sd

MR 12 0,79 10,10 0,27
Es 12 0,65 4,33 0,29

o] 12 0,74 7,59 0,31

B1 12 0,75 7,82 0,31

B2 12 0,81 11,33 0,26

L 12 0,83 12,67 0,25

F 12 0,74 7,46 0,31

R 12 0,71 6,68 0,32

G1 12 0,72 7,05 0,32

ORr 12 0,72 6,72 0,32
HOMO 12 0,74 7,57 0,31
LUMO 12 0,72 6,74 0,32
dipolo 12 0,72 7,00 0,32
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log 1/DL50 = 1,53(+0,39) (logP)? — 3,49(0,85) logP + (83)
0,05(+0,03) MR + 0,15(+0,48)

log 1/DL50 = 1,60(+0,36) (logP)? - 3,77(+0,76) logP + (84)
0,58(0,29) B2 - 0,34(0,62)
log 1/DL50 = 1,52(+0,35) (logP)? - 3,44(+0,76) logP + (85)

0,25(+0,11) L - 0,43(+0,59)

Os resultados obtidos através da analise de regressdo multipla
demonstram que os efeitos mais importantes sdo a lipofilicidade e o
estérico para a atividade biolégica estudada. E interessante destacar que
aplicando este tipo de analise apenas para os derivados 4’-substituidos,
considerando-se 0s mesmos parametros, foram obtidos melhores
coeficientes de correlagédo refor¢ando a importancia do efeito estérico. A

Tabela 38 indica as correlacdes observadas e a Equacédo 86 a melhor delas.
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Tabela 38: Variaveis envolvidas nas melhores correlacoes
da analise de regressao multipla para as 1,3-dimetil-

pirazolopiridinas 4’-substituidas.

Variaveis logP (logP)?
Independentes
n r2 F sd

MR 8 0,80 5,40 0,38

Es 8 0,70 2,37 0,41

S 8 0,80 5,50 0,37

Bl 8 0,83 6,61 0,35

B2 8 0,81 5,73 0,37

L 8 0,85 7,31 0,33

F 8 0,82 5,90 0,36

R 8 0,75 3,92 0,43

o1 8 0,78 4,87 0,39

ORr 8 0,75 3,99 0,42
HOMO 8 0,76 4,34 0,411
LUMO 8 0,85 7,53 0,33
dipolo 8 0,80 5,45 0,38

log 1/DL50 = 1,54(10,541) (logP)? - 3,50(10,15) logP + (86)

0,259(+0,16) L - 0,45(+0,87)
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As equagoes obtidas para as melhores correlacbes mostraram

claramente a maior contribuicdo do efeito hidrofébico, expresso através

dos respectivos coeficientes de susceptibilidade e da mesma forma menor

contribuicdo do efeito estérico.

Usando as equacoes obtidas para as melhores correlacdes (Equagoes

83-85), foi possivel determinar os valores preditos de DL50 para as 1,3-

dimetilpirazolopiridinas (Tabela 39), sendo que a Equacao 84 apresentou,

em geral, melhores resultados.

Tabela 39: Valores preditos de DL50 para as 4-(X-fenil)amino-1,3-dimetil-

1H-pirazolo[3,4-b]piridinas através da Equacgéo 84.

X DL50(uM) DL50{uM)
Experimental Predito

4’-Br 11,74 5,05
3’-Cl 13,89 11,51
4’-CH3 14,86 25,25
3’-OCHs 21,89 21,76
H 98,89 66,51
4’.F 39,04 52,45
3’-NO; 17,19 16,51
4’-OH 4,20 48,27
4’-OAc 1,23 1,49
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Os resultados mostrados na Tabela 39 indicam que o modelo
matematico usado, envolvendo os parametros lipofilicos (logP e (logP)?2) e o
estérico B2 apresentaram-se satisfatorios e importantes para a predicao da
atividade antileishmania. Estes resultados, permitem que, dentro de um

limite de confianga, projete-se racionalmente novos derivados candidatos a

sintese e a avaliagdo antileishmania.






5 - CONCLUSAO

% O método de sintese utilizado para as 4-(X-feniljamino-1,3-dimetil-
1H-pirazolo[3,4-bjpiridinas mostrou-se satisfatério fornecendo produtos

relativamente puros e com rendimentos que variaram de 30 a 85%.

& As analises dos espectros decorrentes dos experimentos de RMN
de 'H e de 3C uni e bidimensionais, permitiram os assinalamentos de
hidrogénios e carbonos de todas as 1,3-dimetilpirazolopiridinas que

correspondem as estruturas propostas.

©Os resultados de atividade antileishmania das 1,3-
dimetilpirazolopiridina foram determinados em valores de DL50 e
mostraram-se interessantes, com excecdo do derivado 4-NO. que foi
considerado inativo. Melhores atividades foram observadas para os
derivados das séries 1,3-difenil e 1-fenil-3-metilpirazolopiridinas e a

Amodiaquina cujos valores foram determinados em DL90.

% No estudo das sobreposicdes das conformacoes mais estaveis dos
derivados 4-(4’-hidroxifenil)amino-5-carbetoxi-1-R1, 3-R2- 1 H-pirazolo[3,4-
bjpiridina, 4-(4’-hidroxi-3’-dietilaminometilfenil)amino-5-carbetoxi-1-R;,3-Ro—
1H-pirazolof3,4-bJpiridina, onde R; = Rz = Fenil e R, = Metil e R; = Fenil
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com a Amodiaquina, através de modelagem molecular, indicaram que a
presenca do grupo N,N-dietilaminometilénico € o menor paralelismo dos
anéis pirazolopiridina e quinolinico, no caso dos derivados 1-fenil-3-metil-

substituidos, levaram a substancias mais ativas.

% As melhores correlacées entre as DL50 das 1,3-pirazolopiridinas e
os parametros hidrofébicos, eletronicos teéricos calculados e eletronicos
empiricos tabelados, foram obtidas por regressao linear multipla indicando
0os parametros hidrofobicos logP, (logP)? e os estéricos MR, B2 e L, como

mais significativos para a atividade antileishmania.

G A utilizacdo das melhores equacoes obtidas no estudo de QSAR
levou a predi¢gao de valores de DL50, de modo geral, coerentes com o0s
experimentais permitindo assim, no futuro, a sintese de novos derivados

mais ativos.
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Oper .Rodrigo

Pulse Sequente: nage

Solvent: OMSO

Temp. 30.0 C , 203.1 K
File: 5350-HMQC
UNITYplus-360 “Uffu3oo"
PULSE SEQUENCE: hmac

Relax. delay 1.000 sec

Acg. time 0.155 sec

Width  2300.3 Hz

20 Width 13605.4 Hz

4 repetitions

2 x 320 Increments

OBSERVE H1, 299 3435501 %tz
DECOUPLE C13, 75.4292073 NHz
Power 44 dB

on during acquisition

oft during delay

GARP-1 modulated
DATA PROCESSING

Gauss apodization 0,051 sec
Fi DATA PROCESSING

Gauss apodizatior 0.016 sec
FT size 1024 x 4096
Total time 2 hr, 4 min, 18 sec

~
~

~N
£
wlou bl oy

2.6 <@
2.84
3.0
Ty 7 T T T
49 35 30 25 28 15

F1 (ppm)

Figura 34: Espectro de RMN (2D) 'Hx!3C-COSY, 'Jcy de X = CHs - § de 15 a 40ppm

Solvente DMSO-de.
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Oper.Rodrige

Pulse Sequence: hmgc

Solvent: DMSO
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UNITYplus-300 “UFFu30”
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Relax. detay 1.000 sec

Acq. time 0.155 sec

width 3300.3 H2z ‘
2D width 13665.49 Hz i
4 repetitions

2 x 320 increments

GBSERVE H1, 29%.8445501 MHZz

DECCUPLE C13, 75.4292073 MHz

Power 44 d&

on during acquisition { | |
of f during delay \ ' [
GARP-1 modulated i

DATA PROCESSING |

I
: i
Ga i i . e | ; iy R
(Sauss agodization 0.051 sec LU U US| SN |
Gauss apodization 0.016 sec
FT sfze 1024 x 4396 3
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Figura 35: Espectro de RMN (2D) 'Hx3C-COSY, 'Jcu de X = CHs - 6 de 20 a 150ppm
Solvente DMSO-ds.




STANDARD 1H OBSERVE

Pulse Sequence:
Solvent: DMSO

Temp. 30.0 € , 303.5 K
File: 5360-HMBC
UNITYplus-300 “UFFu300”
PULSE SEQUENCE: hmgqc
Reitax. delay 1.000 sec

®

a ime 0
width  3309.3 Hz

2D Vidth 1360S.4 Hz

28 repetftions

2 % 320 increments

DBSERVE Hi, 299 34595501 MHz
DATA PROCESSING

Gauss apodizatfon 0.031 sec

F1 DATA PROCESSING

Gauss apodfzatton 0.098 sec

F7 size 1024 x 2036

Total time 12 hr, 37 min, 4% sec
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Figura 36: Espectro de RMN (2D) 'Hx!3C-COSY, 2Jcu, n=2 ou 3 de X = CHs - § de 124 a 150ppm

Solvente DMSO-ds.
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STANDARD 1K OBSERVE

Pulse Sequence: hmqc
Solvent: DMSO

Temp. 30.0 C 4 363.1
File: 5960-HNBC
UNITYplus-300 "UFFu300™
PULSE SEOUENCE: hmgc
Relax. delay 1.000 sec
Acq. time 9.155 sec
Width  3300.3 Hz

2D Width 13605.4 HZ

28 repetitions

2 x 320 increments

OBSERVE M1, 299.9495501 MHZ

OATA PROCESSING
Gauss apodization 0.031 sec
F1 DATA PROCESSING

Gauss apodization 0.008 sec
T size 1024 x 4036

37 min,

Total time 12 hr, 49 sec

14¢.
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Figura 37: Espectro de RMN (

Solvente DMSO-ds.

2D) 'Hx!3C-COSY, nJcn, n=2 ou 3 de X = CHs - § de 105 a 160ppm
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Figura 38: Espectro de IV de X = NO2z - Pastilha de KBr.
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Figura 39: Espectro de RMN de 'H de X = NO2 - Solvente CDCls - 200.133MHz.
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Figura 61: Espectro de RMN (2D) 'Hx!3C-COSY, »Jch n=2 ou 3 de X = F — Solvente CDCls.
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Figura 62: Espectro de IV de X = CH3 - Pastilha de KBr.
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Figura 65: Espectro de IV de X = Cl - Pastilha de KBr.
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Figura 70: Espectro de IV de X = Cl — Pastilha de KBr.
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Figura 71: Espectro de RMN de 'H de X = Cl Solvente DMSO-ds - 299.95 MHz.
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Figura 72: Espectro de RMN de 13C de X
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Figura 73: Espectro de RMN (2D) 'Hx13C-COSY, Jcu de X = Cl - Solvente DMSO-ds.
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OH - Pastilha de KBr.

Figura 75: Espectro de IV de X
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Figura 76: Espectro de RMN de 'H de X = OH - Solvente DMSO-ds - 200.133MHz.
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Figura 78: Espectro de RMN (2D) 'Hx!H-COSY de X = OH - Solvente DMSO-ds.
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Figura 79: Espectro de RMN (2D) 'Hx13C-COSY, 'Jcn de X = OH - Solvente DMSO-de.
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Figura 83: Espectro de RMN de 13C de X = OAc - Solvente CDCl; - 50,3MHz.



Figura 84: Espectro de RMN (2D) 'Hx!3C-COSY, Jcu de X = OAc - Solvente DMSO-ds.
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Figura 85: Espectro de RMN (2D) !Hx!3C-COSY, ®Jcu n =2 ou 3 de X = OAc - Solvente DMSO-de.
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