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RESUMO

SINTESE PROMOVIDA POR ULTRASSOM E ATIVIDADE
ANTIBACTERIANA DE 4,5-DIIDRO-1H-AMIDINOPIRAZOIS TIENIL
SUBSTITUIDOS

AUTOR: Eric Francisco Simdo dos Santos
ORIENTADOR: Prof. Dr. Lucas Pizzuti

O presente trabalho apresenta a sintese de 4,5-diidro-1H-amidinopirazois utilizando a
metodologia sonoquimica a partir da reacdo de ciclocondensagédo de 3-aril-1-(tien-2-il)-prop-
2-en-1-onas com cloridrato de aminoguanidina realizadas em etanol. Ao todo foram
sintetizadas quatorze moléculas inéditas, sendo que, destas, treze foram submetidas a testes de
avaliacdo da atividade antibacteriana. Os produtos foram isolados em rendimentos de 62-95%.
A sintese assistida por ultrassom demonstrou ser eficaz, visto que as reagdes sao realizadas
em tempos menores e 0s produtos sdo obtidos sem a necessidade de procedimentos de
purificacdo complicados. A utilizagdo de um solvente ambientalmente correto, como o etanol,
favorece ainda mais as relagdes com a quimica verde e colabora com o meio ambiente na
economia de energia, na emissdo de solventes volateis na atmosfera e na geracdo de residuos
toxicos. Nos testes de concentracdo inibitéria minima e de sensibilidade, algumas moléculas
apresentaram resultados altamente seletivos. Tal fato, a nivel farmacoldgico é extremamente

importante para obtencao de substancias com atividade frente a determinados microrganismo.
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ABSTRACT

ULTRASOUND-PROMOTED SYNTHESIS AND ANTIBACTERIAL
ACTIVITY OF TIENYL SUBSTITUTED 4,5-DIHYDRO-1H-
AMIDINOPIRAZOLES

AUTHOR: Eric Francisco Simao dos Santos
ADVISOR: Prof. Dr. Lucas Pizzuti

The present work describes the synthesis of 4,5-dihydro-1H-amidinopirazoles using
sonochemical methodology by the cyclocondensation reaction of 3-aryl-1-(tien-2-yl)-prop-2-
en-1-ones and aminoguanidine hydrochloride carried out in ethanol. Fourteen new molecules
were synthesized, and, from these, thirteen were subjected to tests of antibacterial activity.
The products were isolated in yields of 62-95%. The ultrasound-assisted synthesis has proved
to be effective, since the reactions were carried out in less time and the products were
obtained without using difficult purification procedures. The use of an environmentally
friendly solvent, such as ethanol, favors further relations with green chemistry and
collaborates with the environment by saving energy consumption, emission of volatile
solvents in the atmosphere and the generation of toxic wastes. Some molecules showed highly
selective results in the minimum inhibitory concentration and sensitivity test. From the
pharmacological point of view, this fact is extremely important for obtaining substances with

activity against certain microorganisms.
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1 INTRODUCAO

Existe uma infinidade de moléculas organicas heterociclicas encontradas na natureza,
com excelentes atividades farmacoldgicas. O numero de compostos heterociclicos vem
crescendo a cada dia devido ao estudo intenso de profissionais da sintese organica e da
quimica medicinal, tendo como objetivo moléculas inéditas e que tenham atividades
farmacoldgicas [1-3]. Tais heterociclos sdo subestruturas de uma enorme variedade de
compostos com aplicacfes farmacoldgicas, atividades bioldgicas, na ciéncia de materiais e na
quimica de coordenagdo [4].

Consciente deste fato, nosso grupo de pesquisa vem buscando inovagdes em rotas
sintéticas para obtencédo de heterociclos com substituicdes objetivadas a aplica¢gdes potenciais,
e ou congéneres estruturais de compostos com aplicacGes ja conhecidas, que possam ser alvos
de derivatizagOes para obtencdo de moléculas alvo bioativas [5-11].

Devido a grande e fundamental importancia da preservacdo do meio ambiente em
nossos dias, o desenvolvimento de rotas sintéticas sustentaveis tem sido alvo de nossa
especial atencdo. A busca para se adaptar a um novo cenario de sintese organica denominado
quimica verde vem crescendo a cada dia. Nossos estudos tém dado um alto destaque para as
sinteses realizadas em ultrassom. Varios de nossos trabalhos tém demonstrado a eficiéncia da
utilizacdo de ondas ultrassonoras para catalisar reacfes nas sinteses de heterociclos [4,8-
10,12].

Para o desenvolvimento de rotas sintéticas ambientalmente corretas, procuramos
enquadrar em nossas metodologias os principios que a quimica verde nos disple, entre 0s
doze principios procuramos evitar ou reduzir a0 maximo o uso de solventes volateis,
realizando as sinteses em meio aquoso [15] ou etandlico [8,9], e ativando as reacdes com
ultrassom [12,13], procurando isentar a utilizacdo de catalisadores que possam poluir o meio
ambiente e ndo expondo em risco a satde humana [13,14].

Os compostos heterociclicos com anel de cinco membros contendo dois nitrogénios
adjacentes sao classificados como pirazdis (1), quando aromaticos, ou 4,5-diidro-1H-pirazois
(2), também chamados de pirazolinas (Figura 1). Inimeros compostos que possuem o nicleo
pirazolico sdo conhecidos por conter atividades bioldgicas e farmacoldgicas, como inibidora
da monoamina oxidase, antibacteriana, antidepressiva, hipotensora, antipirética,

antimicrobiana, anti-hipertensiva, antitumoral, antiinflamatéria e anticonvulsivante [15-26].
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Figura 1: Pirazol (1) e 4,5-diidro-1H-pirazol ou pirazolina (2).

Atentos a estes fatos, sintetizamos uma série de 4,5-diidro-1H-pirazois através de
reacOes de ciclocondensacdo entre chalconas substituidas e cloridrato de aminoguanidina,

submetendo as mesmas a posteriores estudos de potencial bioldgico.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Esse trabalho tem como objetivo obter derivados de 5-aril-3-(tien-2-il)-4,5-diidro-1H-
amidinopirazois através de reacdes entre 3-aril-1-(tien-2-il)-prop-2-en-1-onas com cloridrato
de aminoguanidina promovida por ultrassom e a avaliagcdo do potencial antibacteriano.

2.2 Objetivos especificos

- sintetizar os precursores 3-aril-1-(tien-2-il)-prop-2-en-1-onas via condensacdo de

aldeidos aromaticos com 2-acetiltiofeno (Esquema 1);

i 9 i

R R

. . )k© —

N S / X S 7
Esquema 1

- utilizar o ultrassom para promover a reacdo entre as 3-aril-1-(tien-2-il)-prop-2-en-1-
onas e o cloridrato de aminoguanidina visando a obtencdo de 5-aril-3-(tien-2-il)-4,5-diidro-

1H-amidinopirazois (Esquema 2);

NH
O )k ,NH2'HC|
R HoN N
z A H
X | = >
\ s
Esquema 2

- caracterizar os produtos obtidos através de técnicas de RMN de 'H e C,
espectrometria de massas de alta e de baixa resolucéo e infravermelho;
- avaliar a atividade antibacteriana dos 5-aril-3-(tien-2-il)-4,5-diidro-1H-

amidinopirazois.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Quimica Verde

Est& extremamente claro para 0 mundo a necessidade de se criar e adaptar tecnologias
mais sustentaveis [27]. A quantidade de solventes utilizados e de residuos que s&o liberados
pelas indUstrias quimicas sdo enormes [28,29], principalmente as indUstrias que fabricam
produtos da quimica fina e farmacéuticos [30].

A quimica verde, preocupada com a saide humana e com 0 meio ambiente, preza pelo
desenvolvimento e implementagdo de produtos quimicos e processos para reduzir ou eliminar
0 uso ou geracdo de substancias nocivas [28]. No contexto de sintese organica, existe a busca
intensa por rotas sintéticas livres de solventes organicos, principalmente os mais volateis
[29,30], ausentar 0 uso de catalizadores nas reagdes, buscando ativar as mesmas com
microondas ou ondas ultrassonoras [4,8-10], liquidos ibnicos, fluidos supercriticos e reacdes
em fase solida.3132

Alguns artigos procuraram dar uma definicdo dos principais elementos da quimica
verde. Basicamente, sdo descritos doze topicos que precisam ser seguidos quando se tem
interesse em implementar a quimica verde em uma industria ou instituicdo de ensino e/ou
pesquisa na area de quimica. Os doze principios regidos pelo Quimica Verde sédo [28]:

1. Prevencdo. Evitar ou diminuir a producdo do residuos é melhor do que trata-lo ou
apos sua geracao.

2. Economia de Atomos. Deve-se pesquisar metodologias sintéticas que possam
maximizar a incorporacdo de todos os materiais de partida no produto final.

3. Sintese de Produtos Menos Perigosos. Sempre que realizar a sintese de um produto
quimico deve utilizar e gerar substancias que possuam pouca ou nenhuma toxicidade a sadude
humana e ao ambiente.

4. Desenho de Produtos Seguros. Os produtos quimicos devem ser desenhados de tal
modo que realizem a funcdo desejada.

5. Solventes e Auxiliares mais Seguros. O utilizacdo de substancias auxiliares como 0s
solventes, agentes de separacdo e secantes precisa sempre que possivel, tornar-se
desnecessario e, quando utilizadas, estas substancias devem ser inofensivas.

6. Busca pela Eficiéncia de Energia. A utilizacdo de energia para realizacdo dos

processos quimicos precisa ser reconhecida pelos seus impactos ambientais e econdmicos
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devendo ser minimizada. Se possivel, 0s processos quimicos devem ser realizados a
temperatura e pressdo ambientes.

7. Uso de Fontes Renovaveis de Matéria-Prima. Sempre que técnica e
economicamente viavel, a utilizacdo de matérias-primas renovaveis deve ser escolhida em
detrimento de fontes ndo renovaveis.

8. Evitar a Formacdo de Derivados. A derivatizacdo desnecesséria (uso de grupos
bloqueadores, protecdo/desprotecdo, modificacdo temporaria por processos fisicos e
quimicos) deve ser minimizada ou evitada, porque estas etapas requerem reagentes adicionais
e podem gerar residuos em aguns casos toxicos.

9. Catalise. Reagentes cataliticos sdo melhores que reagentes estequiométricos.

10. Desenho para a Degradacdo. Os produtos quimicos precisam ser desenhados de
tal modo que, ao final de sua funcéo, se fragmentem em produtos de degradacao.

11. Analise em Tempo Real para a Prevengdo da Poluicdo. Serd necessario o
desenvolvimento futuro de metodologias analiticas que viabilizem um monitoramento e
controle dentro do processo, em tempo real, antes da formacdo de substancias nocivas.

12. Quimica Intrinsecamente Segura para a Prevencao de Acidentes. As substancias,
bem como a maneira pela qual uma substancia € utilizada em um processo quimico, devem
ser escolhidas a fim de minimizar o potencial para acidentes quimicos, incluindo vazamentos,

explosdes e incéndios.

3.2 Sonoquimica

Sonoquimica € uma area da quimica que estuda as aplicacdes das ondas ultrassonoras
em reacdes quimicas, o intervalo de ondas utilizadas em reac6es, fica entre 20 kHz e 100 kHz
[33]. A radiacdo ultrossbnica tem varias aplicacfes e em varias areas das ciéncias, como ha
medicina, fisica, engenharia, industria, sendo também muito usada pelos animais marinhos e
animais com habitos noturnos como morcegos para se orientarem através do eco [12].

Sabendo que essa é uma técnica promissora, Pizzuti et al. [8] realizaram a sintese de
inimeros 4,5-diidropirazois utilizando sondas ultrassdnicas dando uma enorme contribuicao
para 0 avango da técnica, tentando melhorar os tempos de reacao e rendimentos obtidos pelas
metodologias classicas. Em 2009, realizaram a sintese de pirazois a partir de chalconas
substituidas (3) e tiosemicarbazida (4) na presenca de etanol como solvente em 20 min de
sonicagdo, os tiocarbamoilpirazdis (5) foram obtidos com bons rendimentos e sem

necessidade de recristalizagcdo (Esquema 3) [8].
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Esquema 3

Paralelamente, em 2009 também foi utilizado o ultrassom para sintese de pirazois (6) e
de isoxazol (7) a partir de compostos dicarbonilicos (8) estruturalmente simples utilizando
agua como um solvente ecologicamente eficiente (Esquema 4). Mais uma vez a técnica
mostrou-se eficiente e promoveu a reagdo com rendimentos em torno de 70-99% em 10

minutos de reacdo, sem necessidade de utilizar catalisadores [3].

NH,NHR, H,0 /L/’\ﬁ R=H. Ph

) N
R
7
I
6
NH,OH, H,0 I\
) ] o
8

Esquema 4

Dando sequéncia a esta linha de pesquisa, em 2010, aplicou-se a técnica de ultrassom
para realizar a ciclocondensacdo de chalconas (3) com cloridrato de aminoguanidina a fim de
melhorar a cinética e os rendimentos em relacdo as sinteses realizadas em refluxo, obteve-se
inimeros carboxamidinopirazéis (9) (Esquema 5). Obtiveram excelentes resultados, a medida
que conseguimos reduzir drasticamente o tempo de reacdo e melhorar os rendimentos,
ausentando a necessidade de purificacdo dos compostos [4].

Ph NH NH Ph

f HoN J\ H,oN
,\?j\ 2Z7"N” “NH,eHCl o) 2 ‘NJ\NHZ-HCI N
N Ar H H N Ar
= A~ >
A KOH, EtOH, refluxo ~ Ph Ar KOH, EtOH, )))) /&
HN" “NH 3-6 h 3 30 min HN" S NH
9 57-69% 75-99% 9

Esquema 5
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Em 2011, aplicou-se a técnica de irradiagdo ultrassbnica para ativar a reagdo de

ciclocondensagdo entre tiocarbamoilpirazois (5) e 2-bromoacetofenona, formando os sistemas

bi-heterociclicos pirazolil-tiazdis (10) em tempos de 15 minutos e bons rendimentos
0 Ph

1

Ph)k/Br nAr

(Esquema 6) [5,9].
Ph

]
\N Ar —> N
I EtOH, )))), 15 min )\

H,NT s -

5

Zz

S

D'\[
-
o

P

Esquema 6

3.3 Metodologias sintéticas para a obtencao de pirazdis e pirazolinas

As metodologias de sintese de pirazdis mais exploradas sdo as ciclocondensagfes de
compostos 1,3- dieletrofilicos com hidrazinas, formando uma vasta variedade de pirazois
substituidos 15 e 16 (Esquema 7). Os métodos mais utilizados sdo para a preparacdo de
pirazois funcionalizados nas posicdes 3 e 5. Os precursores dieletrofilicos mais utilizados para
a sintese dos pirazois sdo compostos 1,3-dicarbonilicos 11 e compostos carbonilicos a,[3-
insaturados 12, 13 e 14.

0O O 01 o) o
1 3 1 _3 3
R'IMRZ R1JJN R,]J‘V\X R‘]MRz
11 12 2
| | R 13I 14
R-NHNH, lR—NHNHz
X = halogénio, NH,, OR3
R2 R?
/4/—( 1w(_\§\l
R1 N,N R '}l/
R R
15 16

Esquema 7

A seguir serdo mostradas algumas sinteses de pirazdis provenientes desses

precursores.

3.3.1 Ciclocondensacdo de compostos 1,3-dicarbonilicos com hidrazinas
A sintese de pirazois a partir de compostos 1,3-dicarbonilicos pode acarretar em
misturas de regioisdbmeros (17, 18) devido a semelhanca na reatividade das carbonilas,

podendo assim, o nucleéfilo atacar por duas vias (Esquema 8) [37,39].
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A ciclocondensacédo entre 1-arilbutano-1,3-dionas (19) e hidrocloreto de aril-hidrazina

é normalmente realizada em solventes polares proticos, obtendo-se pirazois (20 e 21) bons

rendimentos [37], os solventes préticos tém a habilidade de aumentar a nucleofilicidade e

eletrofilicidade dos substratos [38]. A mesma foi realizada em solvente aprético N,N-

dimetilacetamida, havendo a necessidade de catalisador acido obtendo também rendimentos

excelentes (Esquema 9) [37].

Me Ar
O O
R-CgH4NHNH,+HCI /ﬂ /4_\(
1 3 > N N
ArMMe DMA, HCI 10 N Ar N’ * Me N’
19 %_gg;: CgH4R CgH4R
20 21

Ar = Ph, 4-MeOC6H4
R = H, Br, SO,NH,

Esquema 9

3.3.2 Ciclocondensacéo de compostos carbonilicos a,f-insaturados com hidrazinas

A condensacdo de enonas (16) com hidrazinas levam a formacéo de pirazolinas (17),

havendo necessidade de um processo de oxidacdo para formar um pirazol aromatico (18)

(Esquema 10) [37].

o R R
R-NHNH / Q
R/\)LR 2’ N>‘_3\R ’Ol nR

\ \

R R

16 17 18
Esquema 10

Mallouk e colaboradores em 2004 realizaram a aromatizacdo de pirazolinas

promovidas por agitacdo magnética e por radiacdo ultrassdnica. O método de oxidacdo com

Cu(NOs). demonstra ser muito eficaz em ambas metodologias, mas a utilizacdo de um

ultrassom faz com que a reacdo aconteca num tempo muito inferior e 0s rendimentos

aumentam significativamente (Esquema 11) [40].
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Ph Ph Ph
<N ‘CU(NO3)2'3H20 H <N CU(NO3)2'3H20 = \[Tj
| -~ | .
\ N, CH,Cly, 1-6 h N__ CHyCly,))), 10-15 min \LR
Ph 64-98% , Ph 91-98% Ph
20 19 20
Esquema 11

Pizzuti e colaboradores realizaram a sintese de uma série de 3,5-diaril-4,5-diidro-1H-
amidinopirazois a partir da ciclocondensacdo regiosseletiva de chalconas com
aminoguanidina, trabalhando com comparagdo de sinteses promovidas em refluxo e em
ultrassom. Os resultados das reacfes ativadas com ondas ultrassonicas foram extremamente
satisfatdrios, a medida que se diminuiu drasticamente o tempo da reacdo e melhoram os

rendimentos dos mesmos [4].

3.3.3 Cicloadic&ol,3-dipolar

Cicloadigbes 1,3-dipolares sdo uma ferramenta promissora na sintese de pirazois
(Esquema 12) [37], os principais precursores dipolares para essas cicloadi¢cfes sdo 0s
diazoalcanos [42,43], nitrilaminas [44] e iminas de azometinas [45] (Esquema 11). Essas
reacOes sdo conhecidas como cicloadi¢fes [3+2], muito Uteis na formacdo de compostos

pentaciclicos [42].

1 2
R'——R? R, R
Y
® © 2
4 Y

Xy
Esquema 12

Os compostos dipolares normalmente reagem com compostos insaturados como
alcenos e alcinos gerando pirazolidinas e pirazois, essas reacGes tem uma enorme
caracteristica regiosseletiva devido a diferenca de eletronegatividade dos atomos de C e N do
substrato (Esquema 13)[37].

[ﬁ:N_g/ - Ngﬁ)_%y Diazoalcanos
.o .o ..\ .o ..\

® .. ® .,
[—C:N—N?<—> —CEN—NG\) Nitrilaminas

[ \(C?—N—Nei \C:ﬁ_i\]ei] Imina de azometinas

|
Esquema 13
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Lei Wu e Min Shi realizaram a sintese de pirazéis reagindo alcenos com fenil-
diazometanos (Esquema 14). A reagdo entre benzaldeido (21) e tosil hidrazina (22) gera o
fenil-diazometano (23), que reage posteriormente com vinilideno ciclopropano de ésteres
(24), fomando pirazois (25 e 26) com bons rendimentos. As sinteses quando realizadas em
acetonitrila favorece a regiosseletividade para a foramagéo do produto (26) [43].

)
N COsR RO,C. CO.R RO,C_ CcO,R
22 //'ECZ\ . ' + R
i 1) TSNHNH, Ar)' R _
Ar” “H 2)NaOH 23 ~ NH
21 Ar N
Ar = anel aromatico, R = Me, CgH5CH, 25 26
R = H, anel aromatico
Esquema 14

3.4 Quimica medicinal de compostos heterociclicos

Desde a antiguidade, no tratamento e na cura de enfermidades as plantas medicinais se
destacavam. Tal fato fez com que indmeros pesquisadores iniciassem um interesse, se
atentando em estudar a atividade bioldgica de extratos de inimeras plantas. Com o passar dos
anos, alguns pesquisadores comecaram a isolar substancias dos extratos dessas plantas com
atividades popularmente conhecidas, com o intuito de descobrir novas moléculas e que
demonstrassem algum tipo de atividade biologica [1].

O surgimento da sintese organica tem um papel fundamental na vida moderna, por ter
provocado um grande avango na sintese de novas moléculas e ou fazendo mudangas em uma
substancia matriz. Tendo, essa classe de pesquisadores se dedicado a sintese compostos
heterociclos, por ser um grupo extraordinariamente importante, fazendo parte da constituicdo
de mais da metade de todos os compostos organicos conhecidos [2,47].

Os compostos heterociclicos estdo presentes em uma grande variedade de drogas, na
maioria das vitaminas, produtos naturais, compostos biologicamente ativos, dentre eles os
agentes antitumorais, antibidticos, anti-inflamatorios, antidepressivos, antimalaricos, anti-

HIV, antibacteriana, antifingica, antidiabético, herbicida, fungicida e agentes inseticidas [47].

3.5 Importancia bioldgica das pirazolinas
Embora as pirazolinas ndo sejam encontradas na natureza, sua sintese e importancia
bioldgica vém sendo estudada a cada dia, pela intensa pesquisa realizada sobre esses

compostos. Existem alguns farmacos comerciais que contém em sua estrutura o anel
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pirazolinico. A Figura 2 apresenta alguns compostos comercias, o Celebra® (celecoxibe) (27)
é um medicamento com atividade anti-inflamatdria, também conhecido por ser um bom
analgésico [48]. O Rimonabant (28) é um farmaco utilizado para reducdo de peso e
diminuicdo da circunferéncia abdominal, conhecido como pilula antibarriga. O Fipronil (29) é
conhecido por ser um inseticida de um vasto espectro de aplicacdo, o inseticida que atua no

sistema nervoso central do inseto.

CF
\ 3 0o
/N FsC CN
N
Me /i \N
HoN N’
Cl Cl
/Szo
H2N \\O
Cl CF
Celecoxib, 27 3
Celebra® Rimonabant, 28 Fipronil, 29

Figura 2: Exemplos de pirazois comerciais.

Shaban e colaboradores em 2012 escreveram uma revisdo fazendo um levantamento
de pirazolinas patenteadas, o0 maximo de patentes de pirazolinas foi gerado em 2007,

chegando a 59 patentes com vasta aplicacdo biologica [49].
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Equipamentos utilizados

4.1.1 Ultrassonicador
As reacgdes foram sonicadas com uma sonda conectada a um processador ultrassonico

Sonics Vibracell de 500 W de poténcia maxima, operando em frequéncia de 20 KHz.

4.1.2 Cromatografo a gas acoplado a espectrometro de massas (CG/EM)

Os cromatogramas e espectros de massas de baixa resolucdo foram obtidos em
cromatografo a gas acoplado a espectrometro de massas marca Varian, modelo GC-431/MS-
210. Para a fragmentagdo dos compostos, os mesmos foram bombardeados com feixe de elétrons
de 70 eV. As amostras foram dissolvidas em acetato de etila e injetadas a fluxo constante de 1
mL/min com hélio como gas de arraste. Foi utilizada uma coluna capilar Varian Factor
Four™ (30 m x 0,25 mm).

4.1.3 Espectrometros de ressonancia magnética nuclear (RMN)

Os espectros de RMN foram obtidos em um espectrémetro Brucker DPX400,
operando a 400,14 MHz para H e 100,62 para *C, localizado no Departamento de Quimica
da UFSM ou em um espectrémetro Bruker BioSpin GmbH, operando a 500 MHz para 'H e
126 MHz para *C, localizado no Instituto de Quimica da UNICAMP. As amostras foram
preparadas dissolvendo-se 0s compostos em DMSO-de. Tetrametilsilano (TMS) a 0,1% foi
utilizado como referéncia interna. As medidas foram realizadas em tubos de 5 mm a

temperatura ambiente.

4.1.4 Aparelho para determinacéo do ponto de fuséo (p.f.)
A determinacdo dos pontos de fusdo foi realizada em capilares abertos em um

aparelho da marca Instrutherm, utilizando termémetro néo aferido.

4.1.5 Espectrometro de massas de alta resolucdo (EMAR)
As analises de massas de alta resolucdo foram realizadas por insercdo direta em um
instrumento Micro-TOF equipado com uma fonte ESI, operando no modo de ion positivo. As

amostras foram dissolvidas em MeOH (= 0,5 mg/mL) e introduzidas a 5 mL/min. Gés
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nitrogénio foi usado para a nebulizacdo (0,5 bar) e secagem (5 L/min, 180°C). A calibracdo de
massa exata foi obtida usando uma solucdo de trifluoracetato de sédio (10 mg/mL) como

padréo interno.

4.1.6 Espectrometro de infravermelho (1V)
Os dados de espectroscopia na regido do infravermelho (1) foram obtidos em um
espectrémetro FT/IR- 4100 Jasco, em uma janela espectral de 400 até 4000 cm™?, utilizando

dispersdo das amostras em KBr.

4.2 Métodos Experimentais
4.2.1 Procedimento geral de sintese das 3-aril-1-(tien-2-il)-prop-2-en-1-onas 1a-n

Em um bal&o de fundo redondo de 100 mL, foram adicionados o 2-acetiltiofeno (1,26
g, 10 mmol), o benzaldeido apropriado (10 mmol) e etanol (20 mL). A esta mistura, sob
agitacdo magnética, foi adicionado gota a gota o catalisador KOH 20% (4 mL) a temperatura
ambiente. A mistura foi mantida sob agitacdo durante 4 horas. Decorrido este tempo, o baldo
foi resfriado em banho de gelo e a reagdo neutralizada com HCI 10% (20 mL). O precipitado
foi filtrado, lavado com etanol gelado e seco em dessecador. A formagédo dos produtos la-n

foi confirmada por espectrometria de massas de baixa resolucao.

4.2.2 Procedimento geral de sintese dos cloridratos de 5-aril-3-(tien-2-il)-4,5-diidro-1H-
amidinopirazois 2a-n

Em um frasco apropriado, foi adicionada a 3-aril-1-(tien-2-il)-prop-2-en-1-ona la-n
apropriada (2 mmol), o cloridrato de aminoguanidina (0,22 g, 2 mmol) e etanol (15 mL). Em
seguida, foi adicionado o KOH em pé (0,11 g, 2 mmol). A mistura foi sonicada por 15-35
minutos, conforme o precursor la-n utilizado. Ap6s o tempo de sonicacdo apropriado, a
mistura foi transferida para um funil de extracdo ao qual foi adicionado HCI 10% (10 mL). O
produto foi extraido com cloroférmio (3 x 20 mL) e as fases organicas combinadas.
Posteriormente, a fase organica foi secada com sulfato de magnésio anidro, filtrada e o
solvente evaporado sob pressdo reduzida. Apds recristalizacdo do sélido resultante em acetato

de etila, o produto 2a-n foi obtido na forma de sélido amorfo.

4.2.3 Metodologia da avaliacdo da atividade antibacteriana

4.2.3.1 Microrganismos
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Os microrganismos utilizados nos testes de avaliacdo da atividade antimicrobiana
foram as bactérias American Type Culture Collection (ATCC) Staphylococus aureus - 37664,
Escherichia coli - 25922, Salmonella sp - 13076, Enterococcus faecalis - 51299 e
Pseudomoneus aerogenosas - 27853. Os mesmos foram cedidos pelo Prof. Dr Fabio Juliano
Negrdo, onde 0 mesmo supervisionou o0s testes realizados no Laboratério de Microbiologia
Aplicada da Faculdade de Ciéncias da Saude da Universidade Federal da Grande Dourados
(FCS/UFGD).

4.2.3.2 Preparo do indculo microbiano

Os microrganismos foram ativados em tubos com caldo de infusdo de cérebro e
coracdo (BHI), incubados a 35°C por 24 horas. Para o isolamento de col6nias, uma aliquota
de cada cultura ativada foi transferida com o auxilio de uma alca calibrada para placa de Petri
com Agar Mueller-Hinton e incubado a 35°C por 24 horas. Apés esse processo, algumas
colbnias foram transferidas para um tubo de ensaio com 3 mL de solucdo salina (0,90%). A
suspensdo de microrganismos foi preparada em solucdo salina de acordo com a escala de
turbidez padrdo Mc Farland na escala %. O teste foi adaptado de acordo com o procedimento
para a realizacdo do experimento a fim de determinar a concentragcdo inibitéria minima
(CIM).

4.2.3.3 Determinacdo da concentracgdo inibitoria minima (CIM)

A determinacéo da CIM foi realizada em triplicata, em placas de Elisa de fundo U, nas
quais foi adicionado em cada pocinho 100 puL de meio liquido Muller-Hinton devidamente
esterilizado, 50 pL da suspensdo de bactérias e 50 pL da solucdo estoque de 4,5-diidro-1H-
amidinopirazol. As solucGes estoque dos compostos 2a-n foram preparadas em DMSO na
concentracdo de 12000 pg/mL. As concentracfes que foram trabalhadas nas placas variaram
de 3000 pg/mL a 0,011 pg/mL.

Foi realizado um controle para cada microrganismo, composto por um branco
contendo apenas 0 meio de cultura e outro contendo o solvente empregado na diluicdo das

amostras (DMSO). As placas foram incubadas a 35°C por 24 horas.

4.2.3.4 Teste de sensibilidade in vitro
Apo6s 0s ensaios da concentracdo inibitéria minima determinou-se a concentracédo

bactericida minima (CBM). Para isso, foram feitos novas inoculagdes dos meios em que
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ocorreram a CIM, com auxilio de alca de platina, cada pocinho foi inoculado novamente em
Agar Mueller-Hinton e incubados em por 24 horas a 35°C. O meio de cultura em que houver
crescimento do microrganismo denomina-se uma acdo bacteriostatica também chamada de
efeito intermediario, e onde ndo houve crescimento bacteriano significa que o agente
antimicrobiano teve uma acdo bactericida, a bactéria foi eliminada em contato com o

respectivo composto.

4.3 Dados fisicos e espectroscopicos dos compostos 2a-n

Cloridrato de 5-fenil-3-(tien-2-il)-4,5-diidro-1H-amidinopirazol (2a):

2a

A

HN™" “NH,HClI

95%, sélido amarelo; p.f. 266-268°C; IV (KBr): v (cm™) 3337, 3115, 1609, 1430; RMN *H
(500 MHz, DMSO-ds): 6 ppm 7,95 (s, 4H, C(NH.)2), 7,85 (dd, 1H, J = 0,9 Hz, J = 5,0 Hz,
tienil), 7,56 (dd, 1H, J = 1,0 Hz, J = 3,6 Hz, tienil), 7,39 (t, 1H, J = 7,5 Hz, Ar), 7,33 (t, 1H, J
=7,3 Hz, Ar), 7,22 (d, 2H, J = 7,4 Hz, Ar), 7,17 (dd, 1H, J = 3,8 Hz, J = 4,9 Hz, tienil), 5,95
(m, 1Hc), 4,09 (dd, 1H, Jux = 11,2 Hz, Jpa = 17,8 Hz, Hp), 3,36 (dd, 1H, Jax = 3,0 Hz, Ja» =
17,9 Hz, Ha); RMN C (100 MHz, DMSO-ds): 6 ppm 153,0, 152,8, 139,5, 132,6, 131,9,
131,2, 128,9, 128,1, 125,2, 60,2, 55,9; 44,3; CG/MS [m/z (%)]: 226 (100), 227 (15), 197 (25).
EMAR: m/z [MH]" calcd. para C1aH1sN4S: 271.1017, exp.: 271.1019.

Cloridrato de 5-(2-dimetoxifenil)-3-(tien-2-il)-4,5-diidro-1H-amidinopirazol (2b):

2b

A

HN® NH,*HClI
80%, solido amarelo, p.f. 287-288°C; IV (KBr): v (cm'%) 3255, 3190, 3103, 1618, 1423, 1243;
RMN H (500 MHz, DMSO-ds): & ppm 7.86 (s, 4H, C(NH2)2), 7.82 (dd, 1H, J= 0.9 Hz, J=
5.0 Hz, Ar), 7.54 (dd, 1H, J= 1.0 Hz, J= 3.6 Hz, tienil), 7.34 (m, 1H, Ar), 7.16 (dd, 1H, J=
3.8Hz, J= 4.9 Hz, tienil), 7.11 (d, 1H, J= 8.2 Hz, Ar), 6.94 (m, 2H, tienil e Ar), 5,87 (dd, 1H,
Jia = 3,2 Hz, Jo = 11,1 Hz, Hy), 4,04 (dd, 1H, Jox = 11,2 Hz, Joa = 17,7 Hz, Hy), 3.83 (s, 1H,
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Ar-OCHs), 3,24 (dd, 1H, Jax = 3,2 Hz, Jab = 17,7 Hz, Ha); RMN *3C (126 MHz, DMSO-d6): 6
ppm 156,1, 153,6, 152,8, 132,7, 131,7, 131,0, 129,4, 128,0, 126,2, 124,8, 120,2, 111,7, 57,1,
55,6, 43,2; EMAR: m/z [MH]" calcd. para C15H17N4OS: 301,1123, exp.: 301,1148.

Cloridrato de 5-(2-bromofenil)-3-(tien-2-il)-4,5-diidro-1H-amidinopirazol (2c):

2c

A

HN™ ~NH,HCl

62%; solido amarelado; p.f. 285-288°C; IV (KBr): v (cm™) 3290, 3117, 1603, 1423; RMN *H
(400 MHz, DMSO-ds): 6 ppm 8,01 (s, 4H, C(NH>).), 7,84 (d, 1H, J = 4,9 Hz, tienil), 7,75 (d,
2H, J = 8,1 Hz, Ar), 7,55 (d, 1H, J = 3,4 Hz, tienil), 7,52 (d, 1H, J = 8,1 Hz, Ar), 7,36 (d, 1H,
J =79 Hz, Ar), 7,16 (d, 1H, 4,8 Hz, tienil), 6,01 (dd, 1H, Jxa = 2,8 Hz, J = 11,1 Hz, Hy),
4,09 (dd, 1H, Jox = 11,2 Hz, Jpa = 17,9 Hz, Hy), 3,40 (dd, 1H, Jax = 2,9 Hz, Ha); RMN C (100
MHz, DMSO-ds): 6 ppm 153,1, 152,0, 135,7, 132,6, 132,5, 132,2, 132,0, 131,2, 129,7, 128,0,
127,5, 126,6, 58,5, 43,1,; CG/MS [m/z (%)]: 306 (100), 294 (89), 151 (79), 43 (96). EMAR:
m/z [MH]" calcd. para C14H14BrN4S: 349,0122, exp.: 349,0129.

Cloridrato de 5-(3-nitrofenil)-3-(tien-2-il)-4,5-diidro-1H-amidinopirazol (2d):

2d

A

HN NH,+HCI

65%, solido amarelo, p.f. 288-291°C; IV (KBr): v (cm?) 3363, 3284, 3204, 3103, 1611, 1524,
1423, 1344, 847; RMN *H (500 MHz, DMSO-de): 6 ppm 8,21 (dd, 1H, J = 1,4 Hz, J= 8,2 Hz,
Ar), 8,10 (s, 1H), 7,97 (s, 4H, C(NH2)2), 1H-NMR (500 MHz) ppm 7.86 (dd, 1H, J= 1,0 Hz,
J=5,0 Hz, tienil), 7.73 (t, 1H, J= 8.0 Hz, Ar), 7.65 (d, 1H, J= 7.8 Hz, Ar), 7.54 (dd, 1H, J=0.9
Hz, J= 3.6 Hz, tienil), 7.19 (dd, 1H, J= 3.7 Hz, J= 5.0 Hz, tienil), 6,07 (dd, 1H, Ja = 3,1 Hz,
Jo = 11,3 Hz, Hy), 4,15 (dd, 1H, Jox = 11,4 Hz, Jsa = 18,0 Hz, Hy), 3,47 (dd, 1H, Jax = 3,3 Hz,
J = 18,0 Ha); RMN 13C (126 MHz, DMSO-ds): 6 ppm 153,1, 152,7, 147,8, 141,4, 132,4,
132,1, 131,9, 131,4, 130,8, 128,1, 123,1, 120,06, 59,6, 44,2; EMAR: m/z [MH]" calcd. para
C14H14Ns0,S: 316,0868, exp.: 316,0878.
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Cloridrato de 5-(3-bromofenil)-3-(tien-2-il)-4,5-diidro-1H-amidinopirazol (2e):

Br.

2e

A

HN”" “NHy*HCI

62%; solido amarelado, p.f. 298-300°C; RMN 'H (500 MHz, DMSO-ds): 6 ppm 7,94 (s, 4H,
C(NH>)2), 7,85 (dd, 1H, J = 1,0 Hz, J = 5,0 Hz, tienil), 7,75 (d, 1H, J = 0,8 Hz, Ar), 7,54 (dd,
1H, J = 1,1 Hz, J = 3,1 Hz, tienil), 7,44 (s, 1H, Ar), 7,38 (t, 1H, J = 7,9 Hz, Ar), 7,19 (m, 1H,
tienil), 7,17 (d, 1H, J = 8,4 Hz, Ar), 5,92 (dd, 1H, Jxa = 2,8 Hz, Jx» = 11,2 Hz, Hy), 4,08 (dd,
1H, Jox = 11,3 Hz, Jba = 17,9 Hz, Hy), 3,42 (dd, 1H, Jax = 3,1 Hz, J = 17,9 Ha); RMN 3C (126
MHz, DMSO-de): 0 ppm 153,1, 152,7, 142,0, 132,5, 132,1, 131,3, 131,2, 131,0, 128,4, 128,1,
124,0, 121,9, 59,6, 44,2; CG/MS [m/z (%)]: 306 (100), 294 (89), 151 (79), 43 (96).

Cloridrato de 5-(4-metilfenil)-3-(tien-2-il)-4,5-diidro-1H-amidinopirazol (2f):

2f
Me

A

HN” “NHy*HCI

80%; solido amarelado; p.f. 278-280°C; IV (KBr): v (cm™) 3255, 3096, 1611, 1430; RMN *H
(400 MHz, DMSO-de): 0 ppm 7,90 (s, 4H, C(NH2)2), 7,83 (d, 1H, J = 5,0 Hz, tienil), 7,55 (d,
2H, J = 8,2 Hz, Ar), 7,55 (d, 1H, J = 3,6 Hz, tienil), 7,20 (d, 2H, J = 8,4 Hz, Ar), 7,18 (t, 1H,
tienil), 5,91 (dd, 1H, Jxa = 3,0 Hz, Jx» = 11,2 Hz, Hy), 4,06 (dd, 1H, Jux = 11,2 Hz, Joa = 17,7
Hz, Hp), 3,31 (dd, 1H, Jax = 3,0 Hz, Jap = 17,7 Hz, Ha), 2,27 (s, 1H, Ar-CHs); RMN **C (100
MHz, DMSO-de): 6 ppm 153,0, 152,9, 137,5, 136,5, 132,7, 131,8, 131,1, 129,4, 12,1, 125,2,
60,1, 44,2; 20,54; CG/MS [m/z (%)]: 243 (28), 242 (100), 241 (52), 240 (43), 44 (9), 244 (7).
EMAR: m/z [MH]" calcd. para C15sH18N4S: 285,1174, exp.: 285,1179.

Cloridrato de 5-(4-trifluormetilfenil)-3-(tien-2-il)-4,5-diidro-1H-amidinopirazol (29):
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2g
FsC

A

HN” “NH,+HCI

62%; sblido amarelo, p.f. 295-298°C; IV (KBr): v (cm™) 3370, 3290, 31068, 1603, 1423,
1315-1113, 839; RMN *H (400 MHz, DMSO-ds): d ppm 8,10 (s, 4H, C(NH>)2), 7,84 (d, 1H, J
= 4,7 Hz, tienil), 7,75 (d, 2H, J = 8,1 Hz, Ar), 7,55 (d, 1H, J = 3,1 Hz, tienil), 7,48 (d, 2H, J =
8,1 Hz, Ar), 7,17-7,15 (m, 1H, tienil), 5,91 (dd, 1H, Jwa = 2,4 Hz, Jx» = 11,0 Hz, Hy), 4,15 (dd,
1H, Jox = 11,3 Hz, Jpa = 17,8 Hz, Hb), 3,40 (dd, 1H, Jax = 2,8 Hz, Jab = 17,9 Hz, Ha); RMN 13C
(100 MHz, DMSO-de): & ppm 153,0, 152,9, 143,8 (q, Jer = 1,3 Hz), 132,4, 131,9, 131,2,
128,6 (g, Jcr = 32,0 Hz), 128,0, 126,2, 125,7 (4, Jcr = 3.7 Hz), 123,9 (q, Jcr = 272,2 Hz),
59,8, 44,1; CG/MS [m/z (%)]: 294 (100), 295 (16), 265 (9), 44 (8). EMAR: m/z [MH]" calcd.
para CisH14F3N4S: 339,0891, exp.: 339,0881.

Cloridrato de 5-(4-metoxifenil)-3-(tien-2-il)-4,5-diidro-1H-amidinopirazol (2h):

2h
MeO

A

HN”" “NH,+HClI

86%; solido amarelado; IV (KBr): v (cm™) 3334-3132, 1611, 1438, 1243, 839; RMN *H (400
MHz, DMSO-ds): ¢ ppm 7,85 (s, 4H, C(NH>)2), 7,85 (dd, 1H, J = 0,8 Hz, J = 4,9 Hz, tienil),
7,56 (dd, 1H, J = 0,9 Hz, J = 3,6 Hz, tienil), 7,19 (dd, 1H, J = 3,8 Hz, J = 5,0 Hz, tienil), 7,15
(d, 2H, J = 8,7 Hz, Ar), 6,95 (d, 2H, J = 8,8 Hz, Ar), 5,83 (dd, 1H, J = 2,9 Hz, J = 11,1 Hz,
Hx), 4,04 (dd, 1H, Jox = 11,1 Hz, Jva = 17,8 Hz, Hb), 3,73 (s, 1H, metila) 3,33 (m, 1H, H);
RMN C (126 MHz, DMSO-ds): ¢ ppm 159,0, 153,1, 152,7, 132,7, 131,9, 131,4, 131,2,
128,1, 126,6, 114,3, 59,8, 55,1, 44,2; EMAR: m/z [MH]" calcd. para C15H1sN4OS: 301.1123,
exp.: 301.1132.

Cloridrato de 5-(4-fluorfenil)-3-(tien-2-il)-4,5-diidro-1H-amidinopirazol (2i):
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2j

A

HN™" “NH,*HCI

73%; sblido esverdeado, p.f. 243-245°C; IV (KBr): v (cm™) 3348-3103, 1596, 1416, 1229,
832; RMN H (400 MHz, DMSO-de): 6 ppm 7,93 (s, 4H, C(NH>)2), 7,85 (dd, 1H, J = 0,9 Hz,
J = 5,0, tienil), 7,56 (m, 1H, tienil), 7,26 (m, 4H, Ar), 7,18 (dd, 1H, J = 3,7 Hz, J = 5,0 Hz,
tienil), 7,18-7,16 (m, 1H, tienil), 5,95 (dd, 1H, J = 2,6 Hz, J = 10,8 Hz, Hx), 4,08 (dd, 1H, Jux
= 11,2 Hz, Jva = 17,8 Hz, Hy), 3,37 (dd, 1H, Jax = 2,9 Hz, Jba = 17,6 Hz, Ha); RMN 13C (126
MHz, DMSO-de): 0 ppm 153,0, 152,7, 135,7, 132,6, 132,0, 131,2, 128,1, 127,6, 127,5, 115,9,
59,7, 44,2; CG/MS [m/z (%)]: 246 (100), 245 (37), 151 (16), 44 (11); EMAR: m/z [MH]*
calcd. para C14H14FN4S: 289,0923, exp.: 289,0936.

Cloridrato de 5-(4-clorofenil)-3-(tien-2-il)-4,5-diidro-1H-amidinopirazol (2j):

2j
cl

A

HN™" “NH,*HCI

71%; sélido amarelado; p.f. 257-260°C; IV (KBr): v (cm™) 3070, 1606, 1425, 825; RMN *H
(400 MHz, DMSO-de): 0 ppm 7,96 (s, 4H, C(NH2)2), 7,83 (d, 1H, J = 4,8 Hz, tienil), 7,55 (d,
1H, J = 3,1 Hgz, tienil), 7,45 (d, 2H, J = 8,2 Hz, Ar), 7,25 (d, 2H, J = 8,3 Hz, Ar), 7,18-7,16
(m, 1H, tienil), 5,98 (d, 1H, J = 9,4 Hz,Hx), 4,06 (dd, 1H, Jox = 11,2 Hz, Jba = 17,7 Hz, Hp),
3,31 (d, 1H, Jax = 3,2 Hz, Ha); RMN %3C (100 MHz, DMSO-ds): 6 ppm 153,6, 152,8, 138,4,
138,8, 132,5, 131,9, 131,3, 128,9, 128,1, 127,3, 59,7, 44,2; CG/MS [m/z (%)]: 262 (M, 100),
264 (M+1), 151 (22), 44 (15). EMAR: m/z [MH]" calcd. para C14H14CIN4S: 305,0628, exp.:
305,0629.

Cloridrato de 5-(4-bromofenil)-3-(tien-2-il)-4,5-diidro-1H-amidinopirazol (2Kk):
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75%; sélido amarelado, p.f. 265-266°C; IV (KBr): v (cm™) 3269, 3190, 3103, 1611, 1430;
RMN H (400 MHz, DMSO-ds): 6 ppm 7,99 (s, 4H, C(NH2).), 7,83 (d, 1H, J = 5,0 Hz, tienil),
7,58 (d, 2H, J = 8,3 Hz, Ar), 7,55 (d, 1H, J = 3,6 Hz, tienil), 7,20 (d, 2H, J = 8,4 Hz, Ar),
7,18-7,16 (m, 1H, tienil), 6,02 (dd, 1H, Jxa = 2,6 Hz, Jx» = 11,0 Hz, Hx), 4,09 (dd, 1H, Jox =
11,3 Hz, Jba = 17,9 Hz, Hy), 3,36 (dd, 1H, J = 2,7a Hz, Jar = 17,9 Hz, Ha); RMN 3C (100
MHz, DMSO-de): 0 ppm 152,9, 152,8, 138,7, 132,4, 131,8, 131,7, 131,1, 128,0, 127,5, 121,2,
59,6, 44,0; CG/MS [m/z (%)]: 308 (100), 309 (19), 307 (57), 306 (96), 305 (28), 151 (27), 44
(15). EMAR: m/z [MH]" calcd. para C1aH1sN4SBr: 349.0122, exp.: 349.0172.

Cloridrato de 5-(2,4-diclorofenil)-3-(tien-2-il)-4,5-diidro-1H-amidinopirazol (2I):

2|
Cl

A

HN™" “NH,*HCI

66%; solido amarelado, p.f. 290-293°C; IV (KBr): v (cm™) 3334, 3175, 3103, 1611, 1423,
825; RMN *H (400 MHz, DMSO-ds): 6 ppm 8,10 (s, 4H, C(NH.)2), 7,84 (d, 1H, J = 4,7 Hz,
tienil), 7,75 (d, 2H, J = 8,1 Hz, Ar), 7,55 (d, 1H, J = 3,1 Hz, tienil), 7,48 (d, 2H, J = 8,1 Hz,
Ar), 7,17-7,15 (m, 1H, tienil), 5,91 (dd, 1H, J«w = 2,4 Hz, Jx» = 11,0 Hz, Hx), 4,15 (dd, 1H, Jux
= 11,3 Hz, Jva = 17,8 Hz, Hp), 3,40 (dd, 1H, Jax = 2,8 Hz, Jap = 17,9 Hz, Ha); RMN C (100
MHz, DMSO-dg): 6 ppm 153,0, 152,8, 141,9, 132,4, 131,8, 131,2, 131,1 130,9, 128,3, 128,0,
124,0, 121,8, 59,5, 44,1; CG/MS [m/z (%)]: 294 (100), 151 (22). EMAR: m/z [MH]" calcd.
para C14H14Cl2N4S: 339.0238, exp.: 339.0237.

Cloridrato de 5-(3,4-dimetoxifenil)-3-(tien-2-il)-4,5-diidro-1H-amidinopirazol (2m):

MeO

HN)\NHZ-HCI

83%; solido amarelo, p.f. 287-291°C. TV (KBr): v (cm™) 3298, 3139, 2830, 1618, 1430; RMN
IH (500 MHz, DMSO-de):  ppm 7,85 (s, 1H, C(NH2)2), 7,85 (dd, 1H, J = 0,9 Hz, J = 5,0 Hz,
Ar), 7,56 (dd, 1H, J = 0,9 Hz, J = 3,6 Hz, tienil), 7,19 (dd, 1H, J = 3,8 Hz, J = 5,0 Hz, tienil),

6,95 (d, 1H, J = 6,5 Hz, Ar), 6,94 (s, 1H, Ar), 6,66 (dd, 1H, J = 2,0 Hz, J = 8,3 Hz, tienil),

MeO
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5,81 (dd, 1H, Jxa = 3,2 Hz, Ju = 11,1 Hz, Hyx), 4,05 (dd, 1H, Jux = 11,1 Hz, Jba = 17,8 Hz, Hb),
3.74 (s, 1H, Ar-OCH3), 3.72 (s, 1H, Ar-OCHj), 3,38 (dd, 1H, Jax = 3,2 Hz, Jab = 17,8 Hz, Ha);
RMN 13C (126 MHz, DMSO-ds): & ppm 153,1, 152,8, 148,7, 148,6, 132,7, 131,8, 131,7,
131,1, 128,1, 116,7, 112,1, 110,0, 60,1, 55,5, 55,4, 44,2; EMAR: m/z [MH]" calcd. para
C16H10N40:S: 331.1229, exp.: 331.1293,

Cloridrato de 5-(3,4,5-trimetoxifenil)-3-(tien-2-il)-4,5-diidro-1H-amidinopirazol (2n):

MeO

2n
MeO
HN

A
MeO

72%; so6lido amarelo, p.f. 303-304; IV (KBr): v (cm™) 3341, 3125, 2923, 2837, 1618, 1423,
1127; EMAR: m/z [MH]" calcd. para C17H22N403S: 361.1334, exp.: 361.1342.

NH,+HCI
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
As 3-aril-1-(tien-2-il)-prop-2-en-1-onas (la-n) foram preparadas de acordo com a
metodologia proposta por Luo et al. [52], reagindo respectivamente 1 equivalente em mol de
acetiltiofeno e benzaldeido em etanol, com o catalisador basico KOH 20%, a temperatura
ambiente (Esquema 15).
o] 0

(0]
s KOH 20% SN s
R—+ h H* \ / etanol, ta, 2 h o R \ Y
l = = 1a-n

R =H, 2-OMe, 2-Br, 3-NO,, 3-Br, 4-Me, 4-CF3, 4-OMe, 4-F, 4-Cl, 4-Br, 2,4-(Cl),,
3,4-(OMe),, 3,4,5-(OMe);

Esquema 15

A rota sintética empregada na sintese dos compostos 2a-n foi a ciclocondensacdo dos
precursores 3-aril-1-(tien-2-il)-prop-2-en-1-onas la-n com cloridrato de aminoguanidina na
presenca de hidroxido de potassio. O etanol foi o solvente escolhido, pois a literatura o aponta
como meio adequado para a realizacdo da reacao entre chalconas e cloridrato aminoguanidina
[4]. Além disso, o etanol satisfaz alguns requisitos ambientais importantes, tais como ser um
produto obtido de fontes renovaveis, ser menos nocivo a saide humana e ndo causar efeito
prejudicial aos ambientes aquaticos [13,14]. Para a otimizacdo das condi¢Ges de obtencdo dos
produtos de interesse, foram realizados experimentos utilizando como modelo a reacdo da 3-
aril-1-(tien-2-il)-prop-2-en-1-ona (1a) com aminoguanidina (Esquema 16). Inicialmente, os
experimentos foram realizados sob irradiagdo ultrassdnica com a variacdo da propor¢do de

la/aminoguanidina/base (Tabela 1).
NH

O HZN)kN,NHz-HCI
X _ H -
S / KOH, EtOH, ))))
1a
25 HN NH,+HCI
Esquema 16

Como pode ser observado na Tabela 1, o melhor rendimento do produto isolado foi
obtido quando a reacdo de ciclocondensacdo do substrato 1a foi realizada com 2 equivalentes
de cloridrato de aminoguanidina na presenca de 2 equivalentes de hidréxido de potassio, sob

irradiacdo ultrassdnica por 30 minutos.
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Tabela 1. Otimizacdo da reagéo de ciclocondensacdo entre 3-fenil-1-(tien-2-il)-prop-2-en-1-
ona (1a) e cloridrato de aminoguanidina para obtengcdo do produto 5-fenil-3-(tien-2-il)-4,5-
diidro-1H-amidinopirazol (2a).

Experimento 1 a/aminF;:goupaonri((;ja;?\ A/KOH Tempo (min) Rendimento (%0)?
1 1:1:1 30 S7
2 1:2:2 30 85
3 1:3:3 30 66
4 1:4:4 30 75

aRendimento isolado.

Posteriormente, a fim de testar o alcance e as limitagcOes desta metodologia, foram
realizadas reacfes de ciclocondensacdo dos substratos 1 contendo varios padrdes de
substituicdo na fenila (Tabela 2). O tempo ideal para cada experimento foi determinado pelo
consumo das chalconas 1la-n por cromatografia em camada delgada. A Tabela 2 apresenta a

estrutura dos compostos sintetizados bem como dados experimentais selecionados.

Tabela 2. Dados experimentais dos cloridratos de 5-aril-3-(tien-2-il)-4,5-diidro-1H-
amidinopirazois 2a-n.

Experimento Produto Ponto de Tempo Rendimento
b fusdo (°C) (min) (%)?
1 265-268 20 95
2 287-288 25 80
HN”" “NH,eHClI
3 285-288 30 70

HN? “NH,+HCI
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288-291

298-300

278-280

295-298

208-210

243-245

257-260

265-266

15

30

35

15

25

30

30

30

65

70

80

62

86

73

71

75

40
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12 290-293 30 66
HN” ~NH,*HCl
13 MeO 287-291 25 83
MeO
14 MeO oo, 303-304 30 72

MeO
MeO

®Rendimento isolado.

As chalconas também conhecidas como 3-aril-1-(tien-2-il)-prop-2-en-1-onas sao
cetonas a,f-insaturadas como demonstra a Figura 3. Esses compostos sdo muito aplicados em
sintese organica como materiais de partida de diversas reacdes, devido a reatividade de seus
dois carbonos eletrofilicos [50].

Os substituintes do anel aromatico podem dirigir a reatividade desses dois carbonos
eletrofilicos como ilustra a Figura 3. Os grupamentos R com efeito retirador de elétrons
tendem a deixar os carbonos 1 e 3 ainda mais reativos. O contrario se espera para 0S
grupamentos doadores de elétrons que aumentam a densidade eletrénica dos carbonos 1 e 3,

diminuindo seu carater eletrofilico e dificultando o ataque do nucledfilo.

0
P S
N \
Nu

Figura 3: Representacdo da regiosseletividade das 3-aril-1-(tien-2-il)-prop-2-en-1-onas (la-
n) sofrendo um ataque dinucleofilico.

Neste sentido, através da andlise dos tempos necessarios para ocorrer 0 consumo dos
materiais de partida la-n, foram acompanhados por cromatografia em camada delgada e

mostrados na Tabela 2, foi verificada a influéncia dos substituintes R na reatividade frente a
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reacdo de ciclocondensacdo. De modo geral, foi observado que a presenca de grupos
retiradores de elétrons na fenila da chalcona permitiu 0 seu consumo em tempos menores
(Experimentos 4 e 7, Tabela 2). Nestes casos, tentativas de melhorar os rendimentos através
do aumento do tempo da reacdo ndo surtiram efeito positivo uma vez que, com O
prolongamento do tempo, aconteceu o escurecimento da mistura e os produtos 2d e 2g foram
obtidos em rendimentos menores.

Nas demais 3-aril-1-(tien-2-il)-prop-2-en-1-onas estdo presentes grupos R com efeito
doadores de elétrons, nesses materiais de partida foram prolongados os tempos a fim de
melhorar os rendimentos dos 5-aril-3-(tien-2-il)-4,5-diidro-1H-amidinopirazdis. Nesses casos,
0s tempos de reacdo chegaram a 35 minutos e os rendimentos ficaram acima de 70%.

A sintese catalisada por ultrassom demonstrou ser bastante eficaz a medida que as
reacOes foram realizadas em tempos curtos. A utilizagdo de um solvente ambientalmente
correto, favorecendo ainda mais as relagdes com a quimica verde, colaborando com o meio
ambiente na economia de energia, na emissao de solventes volateis na atmosfera e na geracao

de residuos toxicos.

5.1 Proposta de mecanismo da reacdo entre 3-aril-1-(tien-2-il)-prop-2-en-1-ona (1a) e
cloridrato de aminoguanidina

As reac0Oes entre chalconas e hidrazinas sdo conhecidas como ciclocondensacédo [3+2],
sendo que a aminoguanidina pode atuar como um 1,2-dinucleéfilo e 1,3-dinucledfilo.
Destacando a regiosseletividade da reacdo, a aminoguanidina atua apenas como um 1,2-
dinucledfilo na formacdo dos amidinopirazois. O mecanismo da reacdo foi apresentado de
acordo com o mais atualmente aceito para as ciclocondensacdes propostas (Esquema 17)
[46,47].
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S S
\ \
) — > /
OH HN? NH; HN)\NHz
Esquema 17

5.2 Caracterizagado espectroscopica dos compostos 2a-n

Os cloridratos de 5-aril-3-(tien-2-il)-4,5-diidro-1H-amidinopirazois 2a-n foram
caracterizados por RMN de 'H e 3C, espectrometria de massas e espectrometria de
infravermelho. Os dados de RMN de 'H e '3C e as principais fragmentacdes observadas nos
espectros de massas dos compostos da série foram descritas na Secao 4.3.

A fim de ilustrar a analise dos dados de RMN de H, foi selecionado o espectro do
composto 2k (Figura 4) no qual é observado um singleto 7,99 ppm, referente aos quatro
hidrogénios do grupo (C(NHz)2). Os hidrogénios do anel aromatico aparecem como dois
dubletos em 7,58 ppm (J = 8,3 Hz) e 7,20 ppm (J = 8,4 Hz). O substituinte tienil contém trés
hidrogénios sendo dois dubletos em 7,83 ppm (J = 5,0 Hz) e 7,55 ppm (J = 3,6 Hz) e um
multipleto no intervalo de 7,18-7,16 ppm. Os picos referentes aos trés hidrogénios
diastereotdpicos do pirazol foram chamados de Ha, Hs e Hx e foram observados como
dubletos de dubletos nas regides de 3,36, 4,09 e 6,02 ppm, respectivamente. As constantes de
acoplamento associadas a estes sistemas sdo Jag = 17,9 Hz, Jax= 2,6 Hz e Jgx = 11,0 Hz.

No espectro de RMN de 3C do mesmo composto (Figura 5), observa-se o carbono
mais desblindado da molécula no grupamento (C(NH2)2) em 152,9 ppm, em seguida o C3 do

pirazol aparece em 152,8 ppm sendo um pouco menos desblindado. Na regido de 138,7 a
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121,2 ppm apareceram os picos referentes aos carbonos dos aromaticos fenilicos e tienilicos.

Os carbonos C4 e C5 do pirazol aparecem respectivamente em 44,0 e 59,6 ppm.

= §‘mmnmv-—<mmhm
B S T T R s e ]

L e e T A o S

C(NH.),
I
Ar e Tienil

Mmoo
2388
[ ]

NERY

4.12
410
4,08
4.05
338
338
3.34
333

WY

250
250

NH,eHCI

-0.02

ppm (t1) 8.0 7.0 6.0

Figura 4: Espectro de RMN de *H a 400 MHz do cloridrato de 5-(4-bromofenil)-3-(tien-2-il)-4,5-diidro-1H-

amidinopirazol (2k), em DMSO-de.

Mmoo o o3 o o
R T T B By

fulu g o i R
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Figura 5: Espectro de RMN de '*C a 100 MHz do cloridrato de 5-(4-bromofenil)-3-(tien-2-il)-4,5-diidro-1H-

amidinopirazol (2k), em DMSO-ds.
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A Figura 6 representa o espectro de massas de alta resolugdo, onde a massa exata
calculada para 5-(4-bromofenil)-3-(tien-2-il)-4,5-diidro-1H-amidinopirazol (2k) é 349,0122 e
a massa exata experimental é de 349,0172, com uma razéo de 4,90 ppm.

In‘fens4 +MS, 0.2min #13
X107

351.0128

155.0170 ; 1013.4623
200 ' 400 ' 500 ' 800 ‘ 1000 ' "z

Figura 6: Espectro de massas de alta resolucdo do cloridrato de 5-(4-bromofenil)-3-(tien-2-il)-4,5-diidro-1H-
amidinopirazol (2k).

No espectro de baixa resolucdo demonstrada pela Figura 7, ndo foi possivel
caracterizar a massa do ion molecular, devido a perda do grupo amidinil na coluna do
cromatografo, desta forma, em todos os espectros de massas de baixa resolucdo, estdo

identificados apenas o0 pico correspondente a massa do pirazol ndo-substituido no nitrogénio.
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|BP: 308.0 (10922=100%). ef. p. 04 7-2-2013.sms 28.009 min. Scan: 3415 . lon: 2607 us. RIC: 80413
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p— 10922 ]
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o7.2 1242
sp.7 1057 1102 227.s
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o 827 | bl S 197.3 828
1 s 1153 | 70 727 {
] | SO6
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Figura 7: Espectro de Massas de baixa resolugdo do cloridrato de 5-(4-bromofenil)-3-(tien-2-il)-4,5-diidro-1H-
amidinopirazol (2k).
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A Figura 8 demonstra o espectro de infravermelho do composto 2k obtido em pastilha
de KBr. Observam-se trés frequéncias de deformagao de N—H muito intensas, que provém das
deformagGes assimétrica e simétrica que ocorrem proximo de 3269 e 3103 cm’!,
respectivamente. Em 1611 cm™ destaca-se uma banda com alta intensidade proveniente da
absorcdo do grupo C=N. Em 1430 cm™ aparece uma banda de absorcdo referente a absorcio

da ligagcdo C=C.

Transmitansla (%)
3

! T ! T ! T ! T ! ! T !
4N Fo00 Foo 2500 2000 1510 1000 oo

N® de onda {cm ')

Figura 8. Espectro de infravermelho do cloridrato de 5-(4-bromofenil)-3-(tien-2-il)-4,5-diidro-1H-

amidinopirazol (2k).
5.3 Avaliacdo da atividade antibacteriana

Os pesquisadores, através de seus intensos estudos tém comprovado inGmeras
propriedades bacteriostaticas e bactericidas em moléculas provenientes de sinteses organicas e
também de extratos vegetais. Normalmente séo avaliadas e confirmadas através de bioensaios
realizados in vitro, pelo qual se baseia o presente trabalho realizado.

Todo o teste bactericida foi regido pelas Normas de Desempenho para os testes de
Susceptibilidade Antimicrobiana; Vigésima Segunda Informacdo Suplementar (Performance
Standards for Antimicrobial Susceptibility Testing; Twenty-Second Information Supplement);
utilizando antibidticos padrdes testados e recomendados pelo Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI).
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Foram testadas cinco bactérias, sendo duas Gram positivas, a Staphylococus aureus —
37664 e a Enterococcus faecalis — 51299, e trés Gram negativas, a Salmonella SP — 13076,
Escherichia coli — 25922 e a Pseudomoneus aerogenosas — 27853.

A CIM é a concentracdo minima de um determinado composto que inibe o
crescimento de microrganismos. Todos os compostos submetidos ao teste apresentaram
atividade antibacteriana dentro dos intervalos de concentracdo que foi de 3000,00 a 0,011
pg/mL.

A Tabela 3 apresenta os dados da CIM, onde se encontram as concentracbes de
inibicdo de bactérias Gram positivas e Gram negativas. As amostram apresentaram uma
melhor CIM em bactérias Gram positivas, destacando as moléculas 2b, 2d, 2f, 2g, 2h, 2j e 2m
que apresentaram uma menor concentracdo para inibir o crescimento dos microrganismos.

Entre as bactérias Gram positivas ocorreu seletividade nas amostras 2c, 2d, 2f, 2g, 2h,
2i, 2j, 2k e 2n, sendo que as amostras 2c, 2g, 2h e 2n obtiveram uma grande diferenca de
concentracdo para a inibicdo do crescimento das cepas. O perfil quimico de seletividade
contra bactérias Gram positivas € um fendmeno geral observado entre muitos antibioticos
padrdes [51].
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Tabela 3: Concentragdo inibitéria minima para os compostos 2a-d,f-n e antibiéticos padréo contra microrganismos padréo.

CIM (pg/mL)
Bactérias gram-positivas Bactérias gram-negativas
Composto Staphylococus Enterococcus - Pseudomoneus
AUTEUS faccalis Salmonella sp. Escherichia coli aeruginosa
ATCC 37664 ATCC 51299 ATCC 13076 ATCC 25922 ATCC 27853

2a 46,87 46,87 187,50 750,00 750,00

2b 187,50 11,72 750,00 750,00 3000,00

2c 46,87 0,73 3000,00 3000,00 187,50

2d 11,72 0,73 187,50 187,50 3000,00

2f 11,72 187,50 46,87 187,50 187,50
29 46,87 11,72 46,87 46,87 46,87

2h 11,72 0,046 3000,00 750,00 750,00

2i 11,72 2,93 3000,00 187,50 187,50

2j 46,87 750,00 187,50 187,50 187,50
2k 11,72 11,72 46,87 46,87 46,87
2 46,87 0,73 3000,00 46,87 46,87

2m 11,72 0,18 46,87 187,50 750,00

2n 750,00 750,00 3000,00 3000,00 3000,00
Gentamicina 2,93 - 2,93 2,93 2,93
Amicacina 11,72 - 11,72 11,72 11,72
Ciprofloxacina 0,73 2,93 0,73 0,73 0,73
Norfloxacina 2,93 2,93 - 2,93 2,93
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Tabela 4: Teste de sensibilidade in vitro das CIM encontradas para os compostos 2a-d,f-n e antibidticos padrdo contra microrganismos padréo.

Bactérias

Bactérias gram-positivas Bactérias gram-negativas

Composto Staphylococus Enterococcus Pseudomoneus

. Salmonella sp. Escherichia coli .
aureus faecalis aeruginosa

ATCC 37664 ATCC 51299 ATCC 13076 ATCC 25922 ATCC 27853

2a S

2b I

2C S

2d I

2f I

29 I

2h I

2i I

2j I

2k I

2l S

2m I

2n I
Gentamicina S
Amicacina S
Ciprofloxacina S
Norfloxacina S

I
I
I
I
S
|
|
|
|
|
|
|
|

nu unu v - - muumuwoumuwouwm—-"umvwLwum - —
nu unuumuun—-——-—-umououy-—-—unouououvuououy -

nwu unmuumunmuuunuun-—-—un—-—un-—umumwouny —-—-

(0p]
1

I = Intermediario — Bacteriostatico

S = Sensivel — Bactericida
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A Tabela 4 demonstra os resultados do teste de sensibilidade realizado a partir das
CIM encontradas na Tabela 3. Com esse teste é possivel verificar se 0 composto avaliado tem
uma ac¢do bactericida ou bacteriostatica.

A bactéria pode ser sensivel as moléculas analisadas, tendo sensibilidade, o composto
tem uma acdo bactericida, ou seja, a concentracdo encontrada na CIM eliminou os
microrganismos. Outra possibilidade seria uma acdo intermediaria, onde a bactéria nos
pocinhos sofre apenas uma paralisacdo do seu metabolismo, podendo retomar 0 seu processo
de reproducgdo ao encontrar uma nova fonte 6tima de nutrientes. Essa acdo intermediaria da
amostra sobre a bactéria pode ser denominada como uma atividade bacteriostatica. Em um
altimo caso a CLSI classifica uma das acdes das bactérias como resistentes a0 composto
avaliado, isso acontece com 0s compostos que ndo atrapalham a bactéria se desenvolver.

Entre os compostos que tiveram acéo bactericida destacam-se os compostos 2a, 2b, 2I
e 2n. Ambos 0s compostos apresentaram altissima seletividade, cada composto teve acao
bactericida direcionada a apenas uma bacteria. O composto 2a teve agédo seletiva a bacteria
Staphylococus aureus em uma concentragdo de 46,87 pg/mL, nessa mesma concentracdo o
composto 2b apresentou atividade contra a cepa Pseudomoneus aerogenosas.

O composto 2l e 2n também obtiveram uma seletividade para as bactérias Gram
negativas, sendo que o 2l teve uma acdo contra a Escherichia coli e 0 2n contra a
Pseudomoneus aerogenosas. O Unico composto que ndo obteve seletividade foi 0 2c, porém
teve uma acdo bactericida para todas as bactérias testadas. De modo geral, as bactérias Gram
negativas demonstram ser mais sensiveis aos compostos analisados.

Para ter um parametro de comparacéo, foi realizado um teste com quatro antibidticos
padrdes com excelentes concentragdes inibitorias. Apenas alguns 4,5-diidropirazois obtiveram
uma melhor CIM em relacdo aos antibidticos, entre eles destacaram-se o 2c, 2d, 2h, 2l e 2m.
Os melhores valores encontrados foram todos relacionados a bactéria Enterococcus faecalis,

destacando o composto 2h com uma CIM de 0,046 mg/mL.

6 CONCLUSAO

Com base nos objetivos propostos inicialmente, pode-se concluir o desenvolvimento
de uma rota sintética one pot eficiente para a obtencdo amidinopirazdis ativados com
ultrassom, sendo facilmente isolado por recristalizacdo. A técnica de sonoquimica demonstra

uma ampla versatilidade, levando em conta os curtos tempos de reacdo, bons rendimentos
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obtidos e a colaboragdo para Quimica Verde, evitando a geracdo e liberacdo de substancias
toxicas.

As técnicas de identificacdo espectroscopicas utilizadas demonstraram que os produtos
sintetizados apresentam dados espectroscopicos compativeis, de acordo com estruturas
similares descritas na literatura.

Através do teste antibacteriano realizado com as moléculas sintetizadas obtivemos
resultados preliminares, porém, tais resultados sdo significativos a ponto de se investigar a
fundo a real potencialidade desses compostos, realizando testes mais rigorosos. Testes como 0
de toxicidade aguda seréo realizados por grupos de pesquisas envolvidos.
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Figura 9: Espectro de RMN de *H a 500 MHz do cloridrato de 5-fenil-3-(tien-2-il)-4,5-diidro-1H-
amidinopirazol (2a), em DMSO-ds.
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Figura 10: Espectro de RMN de 3C a 126 MHz do cloridrato de 5-fenil-3-(tien-2-il)-4,5-diidro-1H-
amidinopirazol (2a), em DMSO-ds.
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Figura 14: Espectro de RMN de *C a 126 MHz do cloridrato de 5-(3-nitrofenil)-3-(tien-2-il)-4,5-diidro-1H-
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amidinopirazol (2e), em DMSO-de.



61

-0.01

o ¥ o <
G ® © 1
NN OSSN

.

717
7.16
7.12
7.10
592
5.90
4.09

WIS

4,05
402
3.34
333
3.30
3.29
2.50
2.50
2.50

~
~

W

719

U'

Te L

| g«Jthl

ppm (t1) 8.0 7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0 0.0

Figura 17: Espectro de RMN de *H a 400 MHz do cloridrato de 5-(4-metilfenil)-3-(tien-2-il)-4,5-diidro-1H-
amidinopirazol (2e), em DMSO-0e.

60.07
44.22
40.
39,
39,
39,
39,
39,
38,
20.54

HHHHHHHH

f t t t t f t t t t f t t t t f
ppm (t1) 150 100 50 0

Figura 18: Espectro de RMN de *C a 100 MHz do cloridrato de 5-(4-metilfenil)-3-(tien-2-il)-4,5-diidro-1H-

amidinopirazol (2f), em DMSO-de.
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Figura 19: Espectro de RMN de *H a 400 MHz do cloridrato de 5-(4-trifluormetilfenil)-3-(tien-2-il)-4,5-diidro-
1H-amidinopirazol (2g), em DMSO-s.
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Figura 20: Espectro de RMN de 3C a 100 MHz do cloridrato de 5-(4-trifluormetilfenil)-3-(tien-2-il)- 4 5-diidro-
1H-amidinopirazol (2g), em DMSO-de.
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Figura 21: Espectro de RMN de 'H a 500 MHz do cloridrato de 5-(4-metoxifenil)-3-(tien-2-il)-4,5-diidro-1H-
amidinopirazol (2h), em DMSO-ds.
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Figura 22: Espectro de RMN de 3C a 126 MHz do cloridrato de 5-(4-metoxifenil)-3-(tien-2-il)-4,5-diidro-1H-
amidinopirazol (2h), em DMSO-de.
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Figura 23: Espectro de RMN de *H a 500 MHz do cloridrato de 5-(4-fluorfenil)-3-(tien-2-il)-4,5-diidro-1H-

amidinopirazol (2i), em DMSO-ds.
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amidinopirazol (2i), em DMSO-ds.
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Figura 25: Espectro de RMN de *H a 400 MHz do cloridrato de 5-(4-clorofenil)-3-(tien-2-il)-4,5-diidro-1H-
amidinopirazol (2j), em DMSO-0s.
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Figura 27: Espectro de RMN de *H a 400 MHz do cloridrato de 5-(4-bromofenil)-3-(tien-2-il)-4,5-diidro-1H-
amidinopirazol (2k), em DMSO-0s.
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Figura 28: Espectro de RMN de 3C a 100 MHz do cloridrato de 5-(4-bromofenil)-3-(tien-2-il)-4,5-diidro-1H-
amidinopirazol (2k), em DMSO-ds.
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Figura 31: Espectro de RMN de *H a 500 MHz do cloridrato de 5-(3,4-dimetoxifenil)-3-(tien-2-il)-4,5-diidro-

1H-amidinopirazol (2m), em DMSO-0s.
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Figura 32: Espectro de RMN de 3C a 126 MHz do cloridrato de 5-(3,4-dimetoxifenil)-3-(tien-2-il)-4,5-diidro-

1H-amidinopirazol (2m), em DMSO-ds.
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Figura 33: Espectro de massas de alta resolucdo do cloridrato de 5-aril-3-(tien-2-il)-4,5-diidro-1H-
amidinopirazol (2a).
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Figura 34: Espectro de massas de alta resolucdo do cloridrato de 5-aril-3-(tien-2-il)-4,5-diidro-1H-
amidinopirazol (2b).
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Figura 35: Espectro de massas de alta resolucdo do cloridrato de 5-(2-bromofenil)-3-(tien-2-il)-4,5-diidro-1H-
amidinopirazol (2c).
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Figura 36: Espectro de massas de alta resolugdo do cloridrato de 5-(3-nitrofenil)-3-(tien-2-il)-4,5-diidro-1H-
amidinopirazol (2d).
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Figura 37: Espectro de massas de alta resolucéo do cloridrato de 5-(3-bromofenil)-3-(tien-2-il)-4,5-diidro-1H-

amidinopirazol (2e).
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Figura 38: Espectro de massas de alta resolucdo do cloridrato de 5-(3-metilfenil)-3-(tien-2-il)-4,5-diidro-1H-

amidinopirazol (2f).
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Figura 39: Espectro de massas de alta resolucéo do cloridrato de 5—(4—trif|uormeti|feniI)-3-(tien—2—il)—2f,5—diidro—

1H-amidinopirazol (29).
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Figura 40: Espectro de massas de alta resolucdo do cloridrato de 5-(4-metoxifenil)-3-(tien-2-il)-4,5-diidro-1H-

amidinopirazol (2h).
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Figura 41: Espectro de massas de alta resolugdo do cloridrato de 5-(4-fluorfenil)-3-(tien-2-il)-4,5-diidro-1H-

amidinopirazol (2i).
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Figura 42: Espectro de massas de alta resolucdo do cloridrato de 5-(4-clorofenil)-3-(tien-2-il)-4,5-diidro-1H-

0

amidinopirazol (2)).
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Figura 43: Espectro de massas de alta resolugdo do cloridrato de 5-(4-bromofenil)-3-(tien-2-il)-4,5-diidro-1H-

amidinopirazol (2k).
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Figura 44: Espectro de massas de alta resolucéo do cloridrato de 5-(2,4-diclorofenil)-3-(tien-2-il)-4,5-diidro-1H-

0.00- o

amidinopirazol (21).
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Figura 45: Espectro de massas de alta resolugéo do cloridrato de 5-(2,4-diclorofenil)-3-(tien-2-il)-4,5-diidro-1H-

amidinopirazol (21).
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Figura 46: Espectro de massas de alta resolucéo do cloridrato de 5-(3,4,5-trimetoxifenil)-3-(tien-2-il)-4,5-diidro-

1H-amidinopirazol (3n).
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