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RESUMO

SINTESE E CARACTERIZACAO DE CLORIDRATOS DE 4,5-DIIDRO-1H-
PIRAZOL-1-CARBOXIMIDAMIDAS SOB CONDICOES SONOQUIMICAS

AUTOR: Danilo Yano de Albuquerque
ORIENTADOR: Lucas Pizzuti
CO-ORIENTADOR: Eliandro Faoro

Este trabalho apresenta a sintese de uma nova série de cloridratos de 4,5-diidro-1H-
pirazol-1-carboximidamidas, obtidas em condi¢cdes sonoquimicas a partir da reacdo de
ciclocondensagédo de 1-(2-hidroxifenil)enonas com cloridrato de aminoguanidina. Ao todo
foram sintetizadas treze substéncias inéditas, com rendimentos de 15,5% a 83,2%, que
foram submetidas a avaliagéo antimicrobiana, utilizando o teste de concentracao inibitoria
minima (CIM). Os testes foram realizados com intuito de verificar o potencial
antimicrobiano das substéncias sintetizadas, onde a substancia 5-(4-bromofenil)-3-(2-
hidroxifenil)-4,5-diidro-1H-pirazol-1-carboximidamida cloridratada apresentou o melhor
resultado frente as bactérias Gram-positivas S. aureus e E. faecalis com CIM de 7,8
ug.L', menor concentracdo quando comparado ao padrédo cloranfenicol utilizado neste
trabalho. O uso do ultrassom demonstrou ser eficaz, visto que as substancias foram
sintetizadas em curtos periodos de reacdo e sem a necessidade de purificacdo por
cromatografia. Os produtos caracterizados por espectroscopia de infravermelho e RMN
de H e ¥C apresentaram dados condizentes com as estruturas propostas. Apenas a
estrutura do cloridrato de 3-(2-hidroxifenil)-5-fenil-4,5-diidro-1H-pirazol-1-carboximidamida
foi determinada por difragdo de Raios-X.

Palavras-chave: pirazolinas, carboximidamidas, sonoquimica, atividade antimicrobiana.



ABSTRACT

SYNTHESIS AND CHARACTERIZATION OF 4,5-DIHYDRO-1H-PYRAZOLE-1-
CARBOXIMIDAMIDE HYDROCHLORIDES UNDER SONOCHEMICAL
CONDITIONS

AUTHOR: Danilo Yano de Albuquerque
ADVISOR: Lucas Pizzuti
CO-ADVISOR: EliandroFaoro

This work describes the synthesis of a new series of 4,5-dihydro-1H-pyrazole-1-
carboximidamide hydrochlorides obtained under sonochemical conditions by the
cyclocondensation reaction between 1-(2-hydroxyphenyl)enones and aminoguanidine
hydrochloride. Altogether, thirteen new substances were synthesized with yields from
15.5% to 83.2% and were subjected to antimicrobial evaluation by minimum inhibitory
concentration test (MIC). The tests were carried out with purpose of verifying the
antimicrobial potential of the synthesized substances, which the substance
5-(4-bromophenyl)-3-(2-hydroxyphenyl)-4,5-dihydro-1H-pyrazole-1-carboximidamide

hydrochloride showed the best result aganist Gram-positives bacteria S. aureus and E.
faecalis with MIC of 7.8 pg.L', minor concentration when compared to the
chloramphenicol standard used in this work. The use of ultrasound has proved to be
effective since the substances were synthesized in short reaction times and without
chromatographic purification. Products were characterized by infrared spectroscopy and
IH and *C NMR. The data were consistent with the proposed structures. The structure of
3-(2-hydroxyphenyl)-5-phenyl-4,5-dihydro-1H-pyrazole-1-carboximidamide hydrochloride

was determined by X-ray diffraction.

Keywords: pyrazolines, carboximidamides, sonochemistry, antimicrobial activity.
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1. INTRODUCAO

O estudo dos compostos heterociclicos é uma grande e importante area da
guimica, devido a ampla variedade de compostos que podem ser sintetizados e
encontrados na natureza, como &cidos nucleicos, aminoacidos, alcaléides, vitaminas e
substancias extraidas de plantas, como a quinina (antimaléria) proveniente da &rvore

Cinchona (Figura 1)1,

NH, o HO,
N
N7 AN M N COH O o
A0 A ¢ m g o
07N 07N N
H H H NH H NG

Citosina Timina Histidina Prolina Quinina

O 12" >COOH

Vitamina C Vitamina Bj Vitamina Bg Blotlna (Vitamina H) Nicotina

e

Figura 1: Estrutura de compostos heterociclicos encontrados na natureza.

A importancia destes compostos € incontestavel devido ao fato de existirem
inimeros medicamentos comercializados. Muitos destes farmacos sdo mundialmente
consumidos e apresentam diversas atividades farmacologicas, tais como, losartan (anti-
hipertensiva), ribavirina (antiviral), fluconazol (antifingica), dipirona (anti-inflamatoria e
analgésica), benzilpenicilina (antimicrobiana) e carbamato de fluorouracila (antitumoral)
(Figura 2)[,

shpty
N F

=N
Losartan Ribavirina Fluconazol

o

o ®
Me SO3Na H .
i N )
Me™ "~ (0] Me
N m Jﬁ .
@ COOH o0~ ~o
|
Me

. Benzilpenicilina i
Dipirona p Carbamato de fluorouracila

Figura 2: Compostos heterociclicos comercializados
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Os heterociclos nitrogenados de cinco membros, contendo um ou mais atomos de
nitrogénio, pertencem a uma classe de substancias denominada azol, sendo o mais
simples deles, o pirrol. Dentre esta classe de compostos, os pirazlis e pirazolinas
classificados como 1,2-diazéis (Figura 3), apresentam uma posicado de destaque devido

a sua grande aplicabilidade em diversas &reas, principalmente na quimica medicinal e

\ / \

4 N N
N N
H

H
Pirazol Pirazolina

agroquimical?,

Figura 3: Estrutura do pirazol e da pirazolina

Com relacdo a essas aplicacdes, pode-se encontrar diversas substancias
comercializadas contendo o anel pirazdlico, tais como, o Celecoxibe (anti-inflamatério)®,
Sildenafila  (disfuncdo eréti), Rimonabanto (tratamento de colesterol)®,
Clorantraniliprole (inseticida)!®, Fipronil (inseticida)? e o Piraclostrobina (fungicida)®

(Figura 4).
CF,4 0 o) @
NH
cl

/
J “0 N N,
. | N
N 7 /a
N N’N
H cl
O\js\
g N
0=s

0~ NH,

=z

Celecoxibe Sildenafila Rimonabanto

O/

Br 10) N O
1 CN \n/ ~
N -S
‘ N F3C A\ (0]
o N | N
Cl N
NH NG

H,N cl O
| : N
Cl N-N
o \=
Cl
HN CF3;
Clorantraniliprole Fipronil Piraclostrobina Cl

Figura 4: Estrutura de derivados pirazolicos com propriedades bioativas.

Devido a grande importancia da quimica de heterociclos e 0 nimero crescente de
publicagBes voltadas a sintese de pirazdis e derivados, nosso grupo de pesquisa busca o

desenvolvimento de novos compostos pirazélicos e pirazolinicos funcionalizados.
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Portanto, neste trabalho, estudamos o alcance e as limitagées do uso de cloridrato
de aminoguanidina e 1-(2-hidroxifenil)enonas, em condi¢des sonoquimicas, para a

sintese de novos compostos pirazolinicos.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

O objetivo do trabalho foi sintetizar e caracterizar novos cloridratos 4,5-diidro-1H-

pirazol-1-carboximidamidas, por meio de reacbes de ciclocondensacdo entre 1-(2-

hidroxifenil)enonas e cloridrato de aminoguanidina, sob condi¢des sonoquimicas.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1-

Preparar as 1-(2-hidroxifenil)enonas por reagbes de condensacdo alddlica entre
2’-hidroxiacetofenona e aldeidos aromaticos;
0] @]

(0]
v J o — ZSar
H Ar
OH OH

Sintetizar novos compostos 4,5-diidro-1H-pirazol-1-carboximidamidas
cloridratadas, pela reacéo de ciclocondensacao entre as 1-(2-hidroxifenil)enonas e

cloridrato de aminoguanidina, sob condigbes sonoquimicas;

NH . HCI

HoN
Ar \ OH

N
on ) AN

HZN/&NH -HCI

Comprovar a estrutura dos compostos pirazolinicos obtidos, por espectroscopia
de absorcédo na regido do Infravermelho, Ressonancia Magnética Nuclear, Raios-

X e Ponto de Fuséao.
Avaliar a atividade antimicrobiana dos cloridratos de 4,5-diidro-1H-pirazol-1-

carboximidamidas sintetizados utilizando a técnica de concentracdo inibitoria
minima (CIM).
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3. REVISAO DA LITERATURA

3.1. ROTAS PARA OBTENCAO DE PIRAZOIS

Abordagens convencionais para a preparacdo de pirazois substituidos 1 podem
envolver a construgdo de duas ligagbes C-N pela condensacdo de hidrazinas com
compostos 1,3-dicarbonilicos ou equivalentes 1,3-dieletrofilicos (Esquema 1, via a), ou
pela geracédo de uma ligagdo C-N e uma C-C pela cicloadicdo intermolecular [3 + 2] de
1,3-dipolos com dipolaréfilos (Esquema 1, via b)®.

Esquema 1l

R3+ R, Rs R, Ry
Rz N via a 7\ via b e
s NH — R 1 N,N — )

/ ®
Ri{” “_HN, P /\NcN@
R R

Os métodos sintéticos mais comuns para a sintese de pirazois e pirazolinas
funcionalizadas em C-3 e C-5 2 e 3 envolve a ciclocondensagdo de uma hidrazina, que
atua como um duplo nucledfilo, com uma unidade de trés carbonos, sendo que dois
carbonos séo eletrofilicos em uma relagéo-1,3, tais como, compostos 1,3-dicarbonilico 4,
compostos a,B-insaturado 5 e 6 e B-enaminonas ou compostos relacionados 7 (Esquema
2).

Esquema 2
O O 0 0] O
= =
R1MR2 R1)K/\R2 R1K R1)K/\X
4 5 6 R, 7

X = grupo de saida

‘ R—NHNH,
R, R4
A\ !N
/ e/ou /
R4 Nl\; R, 'T"\;
R R
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3.1.1. Reac0es de cicloadicao 1,3-dipolar
Reacbes de cicloadicdo de espécies 1,3-dipolares sao empregadas como

ferramenta promissora na sintese de pirazéis substituidos*®. Trés principais classes de
1,3-dipolos utilizados como syntons [CNN], s&o nomeados como, diazoalcanos,
nitriliminas, e iminas de azometina, e o fragmento [CC] seria de alcenos ou alcinos

(Esquema 3)41,

Esquema 3

Diazoalcanos

® . @ ..
[—C:N—!\E —CEN—"NG\)} Nitriliminas

. @ .0
C-N-N— =— C=N-N—
| .o / | .o

®
O]
-

Imina de azometinas

Exemplificando com trabalhos encontrados na literatura, Goulioukina e
colaboradores  estudaram 0 uso de diazoalcanos com  dimetil 1-
(formilamino)etilenofosfonato 8, sob éter etilico em temperatura ambiente,
proporcionando dimetil 3-(formilamino)-4,5-diidro-3H-pirazol-3-fosfonatos 9 em excelentes

rendimentos (Esquema 4)1*4,

Esquema4
:<NHCHO RCHN,, Et,0 jli"‘XNHCHo
P(O)(OMe), 1.5-24h,ta. = P(0)(OMe),
8 9a-:c  88-94%

Para a sintese de 2,4,5,6-tetrahidropirrolo[3,4-clpirazéis 12 Winters e
colaboradores fizeram o uso de cloreto de hidrazonila 10 na presenca de trietilamina e

tolueno a 100°C, para formacédo do intermediario nitrilimina 11. A nitrilimina formada sofre

19



uma reacao intramolecular proporcionando os pirazéis em 6timos rendimentos (Esquema
5)0121,

Esquemab
_ _ iy N
X cl N
R cl
TEA, tolueno € N.
W, P e " w
N 10a-k 1 12a-k
J\/N\ RL\
cl Boc > 58-99% N
— - Boc
10,12/a b c d e f g h i i k

R |2-Et 2-CF3; 2-OCF; 2-OMe 2-Me-4-OMe 2-OMe-4-F 2-OMe-4-Me 2-F-4-OMe 2-OMe-4-Cl 2-NMe, 2-NO,

3.1.2. Ciclocondensacéo de composto 1,3-dicarbonilico com hidrazinas
1,3-dicetonas 4 podem ser eficientemente condensadas com hidrazinas,

proporcionando pirazGis alquil- ou aril-substituidos nas posicbes 3 e 5. No entanto,
partindo de compostos 1,3-dicarbonilicos ndo simétricos (R!# R?), misturas de dois
regioisdbmeros sao frequentemente obtidos em reacdes com hidrazinas substituidas (R#
H). Para hidrazinas ndo substituidas (R = H) ndo existe nenhum regioisdbmero devido ao

tautomerismo prototrépico dos pirazoéis (Esquema 6)9.

Esquema 6

Elucidando, Yamakawa e colaboradores sintetizaram pirazois trifluorados 14 com
bons rendimentos pela ciclocondensacéo de derivados de hidrazina e 2-(trifluormetil)-1,3-
dicetona 13, sob condi¢bes reacionais brandas (Esquema 7). Nota-se que apenas um

produto foi formado devido a presenca de simetria na 1,3-dicetonal*®,
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Esquema 7

o 0o CF3
M RNHNH, 7\
EOH, 60-80°C, 5h

13 CF3 L 14a-c

76-94%

Em contraste, o wuso de 1-fenil-2-(trifluormetil)butan-1,3-diona 15 com
metilhidrazina proporcionou uma mistura de dois regioisébmeros, 1,5-dimetil-3-fenil-4
(trifluormetil)pirazol 16 e 1,3-dimetil-5-fenil-4-(trifluormetil)pirazol 17 (Esquema 8), na
proporcéo de 1:1031,

Esquema 8
o o o CF3
MeNHNH, °, N
EtOH, 70°C, 5 h NER ‘N
CF3 > |
15 | Me
16 Me 17
35% 35%

3.1.3. Ciclocondensacdo de compostos carbonilicos a,B-insaturados com
hidrazinas

Em geral, condensagado de hidrazinas com enonas e chalconas gera pirazolinas
de forma regiosseletiva, as quais podem ser aromatizadas para se obter os pirazéis
correspondentes.

Aggarwal e colaboradores mostraram que chalconas fluoradas 18 e 6-
fluorbenzotiazol-2-ilhidrazina, levaram a obtencdo de 1-(6-fluorbenzotiazol-2-il)-3-(4-
fluorfenil)-5-arilpirazolinas 19, as quais foram facilmente aromatizadas aos pirazoéis
correspondentes 20 em bons rendimentos utilizando iodobenzeno diacetato, em CHCl
(Esquema 9)14,
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Esquema 9

o N
_— /@i H—NHNH,
T, =
F R AcOH, EtOH, refluxo

18a-f

PhI(OAG),
CH,Clp ta. 4 h

74-82% 75-84%
1820/a b ¢ d e f
R |H F cC CH; OMe NO,

F  19a-f F 20a-f

Em uma reagdo one-pot partindo de cetonas a,B-insaturadas 21, Chang e
colaboradores obtiveram pirazéis tri-substituidos 22 em excelentes rendimentos, por meio
de cloridrato de fenil-hidrazina e iodo molecular, em condi¢bes de refluxo sob EtOH
(Esquema 10)1°,

Esquema 10
Ry
o Ri>2\ J
7 NHNH, . HCI, I, A N
J— r i
Pz N
Ar EtOH 68-96%
Rz refluxo, 1 h = |
21a-m N S¥%
22a-m R4
21,22 a b c d e f g h i
Ar |Ph-4-Me Ph-4-Me Ph-4-Me Ph-4-Me Ph-4-Me Ph-4-Me Ph Ph-4-OMe Ph-Cl
Ry |4-Me H 4-Cl 4-CF, 4-CN 2,4-di-Cl  4-Me 4-Me 4-Me
R, |H H H H H H H H H
21,22 j k I m
Ar | Ph-2-F  Ph-3-NO, 2-Furfural Ph-4-Me
R, | 4Me  4-Me 4-Me 4-Me
R, | H H H Me

Outro método para a sintese de pirazoéis, Wang e colaboradores utilizaram aldeido
e cetonas a,B-insaturadas 23 com p-toluenosulfonil hidrazina na presenga de carbonato
de potassio e 2 mol% de |, como catalisador. A série de 1H-pirazo6is 24 foi obtida em
excelentes rendimentos (Esquema 11). Neste trabalho, destacou-se a formacdo do

pirazol ndo substituido com o grupo tosil na posicéo 116,
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Esquema 11

o) TsNHNH, R
2, K2CO3 \
RMAr B /N
EtOH ArNy
o]
23a-t 75°C,2h by 24at
70-96%
23,24|la b c d e f g h i j k
R |Ph Ph Ph Ph Ph Ph Ph Ph Ph Ph Ph
Ar |Ph Ph-2-OH Ph-4-OMe Ph-2-OMe Ph-3-Me Ph-4-Me Ph-4-F Ph-4-Cl| Ph-3,2-di-Cl Ph-2-Br Ph-4-Br
23,24 |1 m n o P q r s t
R |Ph Ph Ph Ph-2-Me Ph-3-Br Ph-3-NO, 1-naftii H Me
Ar | Ph-4-NO, Ph-2-naftii Ph-2-tienil Ph Ph Ph Ph Ph Ph

Cloreto de ftalocianina de ferro (lll) em quantidade catalitica mostrou-se muito

eficiente na sintese de pirazéis, sob condi¢des reacionais brandas. Zhao e colaboradores

fizeram o uso de hidrato de hidrazina e cetonas

a,B-insaturadas 25, em condi¢bes

aerdbica e etanol proporcionando os 1H-pirazéis-3,5-disubstituidos 26 em excelentes

rendimentos (Esquema 12)171,

Esquema 12
7 XRi
N _— Fe(lll)CI-Pc, K,CO4 (262
R 2 EtOH, ar, ta. 3h &
Z 25a-u Ra™
H 82-95%
N Neer' N\
bN N=
Fe(l)Cl-Pc= N Fe N
\ SN /
; N
oy
2526/a b c d e f g h i j k
Ry |Ph Ph Ph Ph Ph Ph Ph Ph Ph 4-Me 4-Me
R, |Ph Ph-4-Me Ph-4-NO, Ph-3-NO, Ph-24-Cl Ph-4-Cl Ph-3-Br Ph-4-OMe 2-tienil Ph-4-Me Ph-2-F
25,26 | m n o P q r s t u
Ry |4-Me  4-Me 4-Me 4-Me 4-Me 4-Cl 4-ClI 2-nafti 2-Me 2-OMe
R, | Ph-4-Cl Ph-4-NO, Ph-2-tienil 2-furfural Ph-4-OMe Ph-4-OMe Ph-4-Cl Ph-4-Me Ph-4-Me Me

No que diz respeito a aplicacdo da sonoquimica na sintese de pirazolinas, Pereira

e colaboradores realizaram a sintese de uma série de 4,5-diidropirazoéis utilizando

ultrassom. Em 2009, a sintese de pirazolinas a partir de chalconas substituidas 27 e

tiosemicarbazida, na presenca de KOH e etanol

em 20 minutos de sonicacgdo foi
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realizada. Os 4,5-diidro-1H-pirazol-1-carbotioamidas 28 foram obtidos com bons

rendimentos e sem necessidade de purificacdo por cromatografia (Esquema 13)18],

Esquema 13

S
_NH
HzN)J\N 2
H
KOH, EtOH
)))), 20 min

27,28|a b c d e f g h i j k I

R ‘H 2-Me 2-OMe 4-OMe 4-F 4-CI 2-Br 3-Br 4-Br 4-Ph 3,4-di-OMe 24-di-Cl

Em 2010, Pereira e colaboradores realizaram a ciclocondensacédo de chalconas
29 com cloridrato de aminoguanidina, comparando a eficiéncia da sonoquimica, a fim de
melhorar o tempo e os rendimentos das reagfes, em relacdo as sinteses realizadas em
refluxo. Em relagdo a metodologia classica, a técnica de ultrassom proporcionou 3,5-
diaril-4,5-diidro-1H-pirazol-1-carboximidamidas 30 em um menor tempo de reacéo,
melhores rendimentos e sem necessidade de purificagdo (Esquema 14)1.

Esquema 14
NH . HCI NH . HCI
HoN H,N
N~ “NH 280
. N 2 ” NH,
A R KOH, EtOH, refluxo KOH, EtOH, ))))
HoN NH 3-6h 30 min
57-69% 30a4 30a§ 75-99%
29,30|a b c d e f g h i i

R ‘H 2-Me 2-OMe 4-OMe 4-ClI 2-Br 4-Br 3,4-di-OMe 24-di-Cl 3,4,5-tri-OMe

Em condi¢bes semelhantes, Pizzuti e colaboradores sintetizaram cloridratos de 3-
(tiofen-2-il)-4,5-diidro-1H-pirazol-1-carboximidamidas 32, por meio da ciclocondensacao
de tiofenilchalconas 31 e cloridrato de aminoguanidina, sob condi¢gfes ultrassdnicas na
presenca de KOH e etanol. As reac6es foram desenvolvidas em curto periodo de tempo e

resultaram em bons rendimentos (Esquema 15)%°,

24



Esquema 15

NH . HCI
i HoN .
N~ NH,
H
KOH, EtOH, )))), 15-35 min
RA ji. HCI, ta., 5 min N 62-88%
RS
322 HoN” SNH . HCl
c  d e f g h i j  k !

31,32|a b
R |H 2-OMe 2-Br 3-NO, 4-Me 4-CF; 4-OMe 4-F 4-Cl 4-Br 24-di-Cl 3,4-OMe

Finalizando, Quadri e colaboradores sintetizaram 3,5-diaril-4,5-diidro-1H-pirazol-1-
carboximidamidas 34 utilizando 2’-hidroxichalconas 33 e bicarbonato de aminoguanidina
em metanol. A metodologia em refluxo proporcionou rendimentos moderados de 57 e

62% (Esquema 16)21,

Esquema 16
o NH . H,CO;
H,N .
= N 2Z7°N” “NH,

| -R H \ OH

OH = MeOH, refluxo 4-6 h N
34ab

33ab R A
H,N™ SNH
33,34| a b 57-62%

R |2-OH 4-OH



4. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

4.1. CONSIDERACOES EXPERIMENTAIS

4.1.1. Reagentes e solventes
De acordo com a necessidade, os reagentes e solventes foram purificados

utilizando métodos usuais descritos na literatural??.

4.1.2. Equipamento de ultrassom
As reacOes foram realizadas em um equipamento da marca Sonics, modelo

Vibracell, de 500 W, conectado a uma sonda de liga de titanio. A frequéncia do
equipamento € de 20 KHz e a amplitude foi ajustada a 20% da poténcia maxima de
saida.

4.1.3. Ponto de Fuséao
Os valores de pontos de fusédo foram determinados utilizando um aparelho da

marca MS Tecnopon, modelo PMF-II

4.1.4. Infravermelho
Os espectros de absorcao na regido do Infravermelho dos compostos sintetizados

foram obtidos pelo espectrofotbmetro Jasco FT/IR-4100. As substancias foram

analisadas em ATR.

4.1.5. Ressonéancia magnética nuclear (RMN)
Os espectros de RMN (*H e 3C) foram obtidos no espectrometro Bruker de 300

MHz, modelo Avance Ill HD, da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul. As
amostras foram submetidas a analise solubilizadas em dimetilsulféxido deuterado
(DMSO-ds) e o0s deslocamentos quimicos foram registrados em ppm utilizando

tetrametilsilano (TMS) como referéncia interna, a 25°C.

4.1.6. Difrac&o de Raios X
A coleta dos dados de difracdo de raios X foi realizada em um difratbmetro Bruker

Kappa APEX Il CCD, utilizando radiagdo de Mo Ka (0,71073 A), agrupado com um
monocromador de grafite, do Departamento de Quimica da Universidade Federal de
Santa Maria - UFSM.
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4.1.7. Aparelho Fotométrico
Os in6culos foram padronizados no espectrofotdbmetro da marca Quimis, modelo

Q898DRM.

4.2. PROCEDIMENTO GERAL PARA A SINTESE DAS 1-(2-
HIDROXIFENIL)ENONAS

Em um baldo de 250 mL foram adicionados 2’-hidroxiacetofenona (5 mmol) e o
aldeido de interesse (5 mmol), em 30 mL de etanol. Sob agitacdo, adicionou-se na
solucdo 15 mmol de NaOH e a mistura resultante foi entdo mantida por 24 horas em
temperatura ambiente. Apds esse periodo, a reacao foi resfriada em banho de gelo e
acidificada pela adicdo gota a gota de HCI concentrado, seguido pela adigcdo de 50 mL de
H20. A solucéo ficou em agitacdo em banho de gelo durante 30 minutos, para a obten¢éo
do produto precipitado. Apds a precipitagdo, o produto foi filtrado e seco em um
dessecador.

Para a obtencdo da 1-(2-hidroxifenil)enona 2m foi adicionado HCI concentrado

apenas para neutralizar a solugéo, diferenciando dos demais que séo acidificados.

4.2.1. Dados fisicos das 1-(2-hidroxifenil)enonas

1-(2-hidroxifenil)-3-fenilprop-2-en-1-ona (2a): Rendimento: 80%; Ponto de fusdo
obtido: 96-98°C; Ponto de fusdo (Lit.)*¥: 97,1-97,8°C; Caracteristica: sélido amarelo; CAS
Number: 1214-47-7.

0]
CL7C
OH

1-(2-hidroxifenil)-3-o-toluilprop-2-en-1-ona (2b): Rendimento: 81,5%; Ponto de

fusdo obtido: 85-87°C; Ponto de fusdo (Lit.): ndo encontrado; Caracteristica: soélido
amarelo; CAS Number: 42220-74-6;

0]

CLTC
OH
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1-(2-hidroxifenil)-3-p-toluilprop-2-en-1-ona (2c): Rendimento: 45%; Ponto de
fusdo obtido: 126-127°C; Ponto de fusdo (Lit.)?¥: 105-106°C; Caracteristica: sélido
amarelo; CAS Number: 16635-14-6.

L7 C
OH

1-(2-hidroxifenil)-3-(2-metoxifenil)prop-2-en-1-ona (2d): Rendimento: 81%;
Ponto de fusdo obtido: 124-127°C; Ponto de fusdo (Lit.)?: 110-111°C; Caracteristica:
sélido amarelo; CAS Number: 42220-77-9.

1-(2-hidroxifenil)-3-(4-metoxifenil)prop-2-en-1-ona (2e): Rendimento: 38%;
Ponto de fusdo obtido: 105-107°C; Ponto de fusdo (Lit.)?¥: 90-92°C; Caracteristica: sélido
amarelo; CAS Number: 3327-24-0.

CCT 0
OH o~

3-(2-bromofenil)-1-(2-hidroxifenil)prop-2-en-1-ona (2f): Rendimento: 67,9%;
Ponto de fusdo obtido: 108-110°C; Ponto de fusdo (Lit.)?®: 103-104°C; Caracteristica:
sélido amarelo; CAS Number: 55370-65-5.

3-(3-bromofenil)-1-(2-hidroxifenil)prop-2-en-1-ona (2g): Rendimento: 53,1%;
Ponto de fus&o obtido: 107-110°C; Ponto de fusdo (Lit.)?": 120°C; Caracteristica: sélido
amarelo; CAS Number: 3754-50-5.

oo
OH

28



3-(4-bromofenil)-1-(2-hidroxifenil)prop-2-en-1-ona (2h): 83,2%; Ponto de fusao
obtido: 154-156°C; Ponto de fusdo (Lit.)®: 150°C; Caracteristica: sélido amarelo; CAS

Number: 16635-18-0.
(0]
OH Br

3-(4-fluorofenil)-1-(2-hidroxifenil)prop-2-en-1-ona (2i): Rendimento: 64,1%;
Ponto de fusdo obtido: 120-122°C; Ponto de fusdo (Lit.)®: 118-120°C; Caracteristica:
sélido amarelo; CAS Number: 1840-01-3.

@)
OH F
1-(2-hidroxifenil)-3-(4-(trifluormetihfenil)prop-2-en-1-ona (2j): Rendimento:

77,4; Ponto de fusdo obtido: 101-104°C; Ponto de fusédo (Lit.): ndo encontrado;

Caracteristica: solido amarelo; CAS Number: 223519-90-2.

o)
OH CF,

1-(2-hidroxifenil)-3-(3-nitrofenil)prop-2-en-1-ona (2k): Rendimento: 79,4%;
Ponto de fus&o obtido: 182°C; Ponto de fuséo (Lit.)?®: 164-165°C; Caracteristica: sélido
amarelo; CAS Number: 36574-84-2.

O
OH
1-(2-hidroxifenil)-3-(tiofen-2-il)prop-2-en-1-ona (21): Rendimento: 50,3%; Ponto

de fusdo obtido: 114-115°C; Ponto de fusdo (Lit.)?®: 99-100°C; Caracteristica: sélido
amarelo; CAS Number: 2875-22-1.

29



1-(2-hidroxifenil)-3-(piridin-2-il)prop-2-en-1-ona (2m): Rendimento: 76,6%;
Ponto de fusdo obtido: 102-104°C; Ponto de fusdo (Lit.)B%: 99-100°C; Caracteristica:
sélido amarelo; CAS Number: 2875-24-3.

O
=

/

OH

4.3. PROCEDIMENTO GERAL PARA A REACAO ENTRE 1-(2-
HIDROXIFENIL)ENONAS E CLORIDRATO DE AMINOGUANIDINA

Em um tubo falcon de 50 mL, foi adicionado 15 mL de etanol, um dos derivados
da 1-(2-hidrofenil)enona 2a-m (1 mmol), o cloridrato de aminoguanidina (2 mmol, 0,3316
g) e o0 KOH (2 mmol, 0,1683 g). A mistura foi levada ao ultrassom e sonicada por 30
minutos. Apos o término da sonicacao, a mistura foi resfriada, filtrada diretamente para
um funil de extracdo ao qual foi adicionado HCI 10% (15 mL) e entdo, extraida com
cloroférmio (3 x 30 mL). As fases organicas combinadas foram secas com sulfato de
magnésio, seguido de filtracdo e evaporacdo sob pressdo reduzida utilizando um
evaporador rotativo. Ap6és a completa evaporacdo do solvente, o produto desejado foi
purificado com a adicdo de uma solugdo de AcOEt e MeOH 10/1, seguido de uma
filtrac&o.

Para a obtencdo do cloridrato pirazolinico 3m, a mistura foi resfriada e filtrada
para um funil de extracdo. Apds a filtragdo foi adicionado 10 mL de solugdo de NaCl
saturado e extraida com cloroférmio (3 x 30 mL). As fases organicas combinadas foram
acidificadas com HCI concentrado e secas com sulfato de magnésio, seguido de filtragdo

e evaporacao sob presséo reduzida utilizando um evaporador rotativo.

4.3.1. Dados Fisicos dos Cloridratos Pirazolinicos
Cloridrato de 3-(2-hidroxifenil)-5-fenil-4,5-diidro-1H-pirazol-1-
carboximidamida (3a): Rendimento: 77,3%; Ponto de fus&o obtido: 294-296°C;

Caracteristica: solido branco; IV (ATR): v (cm™) 3282, 3167, 3105, 1646, 1615, 1596,
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1585, 1493; RMN de *H (300 MHz, DMSO-ds): & ppm 10,03 (s, 1H), 8,03 (sl, 4H), 7,80-
7,78 (m, 1H), 7,43-7,31 (m, 4H), 7,26-7,23 (m, 2H), 7,07-7,05 (m, 1H), 6,95-6,90 (m, 1H),
5,93-5,89 (m, 1H), 4,15 (dd, 1H, J = 18,3 Hz, J = 11,2 Hz), 3,53-3,41 (M, 1H); RMN de 3C
(75 MHz, DMSO-de): & ppm 158,1, 156,9, 153,0, 139,1, 132,7, 129,7, 129,1, 128,2, 125,3,
119,6, 117,1, 114,8, 59,5, 46,0.

Cloridrato de 3-(2-hidroxifenil)-5-o-toluil-4,5-diidro-1H-pirazol-1-
carboximidamida (3b): Rendimento: 64,3%; Ponto de fusdo obtido: 282-284°C;
Caracteristica: sélido amarelado; IV (ATR): v (cm?) 3273, 3117, 3032, 2940, 1646, 1617,
1590, 1490; RMN de 'H (300 MHz, DMSO-ds): & ppm 9,97 (s, 1H), 8,06 (sl, 4H), 7,76-
7,74 (m, 1H), 7,35-7,14 (m, 4H), 7,04-7,01 (m,1H), 6,91-6,86 (m, 1H), 6,77-6,75 (m, 1H),
5,93-5,90 (m, 1H), 4,17 (dd, 1H, J = 18,1 Hz, J = 11,1 Hz), 3,27 (dd, 1H J = 18,1 Hz, J =
2,1 Hz), 2,41 (s, 3H); RMN de®*C (75 MHz, DMSO-ds) & ppm 158,1, 156,8, 153,0, 137,4,
135,0, 132,7, 131,3, 129,8, 127,8, 126,2, 122,4, 119,5, 117,1, 115,7, 57,8, 44,9, 19,2.

HN™ "NH, . HCI

Cloridrato de 3-(2-hidroxifenil)-5-p-toluil-4,5-diidro-1H-pirazol-1-
carboximidamida (3c): Rendimento: 83,2%; Ponto de fusdo obtido: 273-274°C;
Caracteristica: sélido amarelado; IV (ATR): v (cm™) 3272, 3166, 3065, 2938, 1645, 1616,
1588, 1493; RMN de *H (300 MHz, DMSO-ds) & ppm 9,96 (s, 1H), 7,96 (sl, 4H), 7,77-7,74
(m, 1H), 7,37-7,32 (m, 1H), 7,20-7,17 (m, 2H), 7,12-7,09 (m, 2H), 7,04-7,01 (m, 1H), 6,93-
6,88 (m, 1H), 5,82-5,78 (m, 1H), 4,14-3,98 (m, 1H), 2,26 (s, 3H). RMN de *3C (75 MHz,
DMSO) & ppm 158,0, 156,8, 152,9, 137,5, 136,9, 132,6, 129,7, 129,6, 125,2, 119,5,
117,1, 115,8, 59,3, 45,9, 20,7.
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Cloridrato de  3-(2-hidroxifenil)-5-(2-metoxifenil)-4,5-diidro-1H-pirazol-1-
carboximidamida (3d): Rendimento 73,5%; Ponto de fusdo obtido: 290-293°C;
Caracteristica: sélido amarelado; IV (ATR): v (cm™) 3309, 3194, 3108, 2966, 2939, 1644,
1618, 1594, 1494; RMN de *H (300 MHz, DMSO-dg) & ppm 10,01 (s, 1H), 7,96 (sl, 4H),
7,76-7,73 (m, 1H), 7,35-7,30 (m, 2H), 7,10-7,02 (m, 2H), 6,94-6,86 (m, 3H), 5,84 (dd, 1H,
J=10,9 Hz, J = 2,5 Hz), 4,07 (dd, 1H,J = 18,2 Hz, J = 11,2 Hz), 3,43 (s, 3H), 3,31 (dd, 1H
Hz, J = 18,3, J = 2,7 Hz); RMN de *C (75 MHz, DMSO-ds) & ppm 158,57, 156,79, 156,24,
152,99, 132,49, 129,56, 129,49, 126,58, 125,01, 120,29, 119,38, 117,04, 115,79, 111,81,
56,30, 55,66, 44,73.

Cloridrato de  3-(2-hidroxifenil)-5-(4-metoxifenil)-4,5-diidro-1H-pirazol-1-
carboximidamida (3e): Rendimento: 80,3%; Ponto de fusdo obtido: 274-276°C;
Caracteristica: s6lido amarelo; IV (ATR): v (cm™) 3265,86, 3177,63, 3066,26, 2952,97,

2834,85, 1644,98, 1614,61, 1586,65, 1510,47, 1492,15; RMN de *H (300 MHz, DMSO-ds)
& ppm 9,97 (s, 1H), 7,96 (sl 4H), 7,77-7,75 (m, 1H), 7,37-7,32 (m, 1H), 7,17-7,14 (m, 2H),
7,04-7,01 (m, 1H), 6,95-6,88 (m 3H), 5,81-5,77 (m, 1H), 4,08 (dd 1H, J = 18,4 Hz, J = 11,2
Hz), 3,72 (s, 3H); RMN de C (75 MHz, DMSO-ds) & ppm 159,10, 158,10, 156,85,
152,90, 132,65, 131,82, 129,70, 126,73, 119,49, 117,10, 115,87, 114,40, 59,04, 55,19,
45,89.
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Cloridrato de 3-(2-hidroxifenil)-5-(2-bromofenil)-4,5-diidro-1H-pirazol-1-
carboximidamida (3f): Rendimento: 60,4%; Ponto de fusdo obtido: 279-282°C;
Caracteristica: soélido branco; IV (ATR): v (cm?) 3352,16, 3273,57, 3195,95, 3141,47,

3064,33, 2957,3, 2838,22, 1656,07, 1612,68, 1591,95, 1493,6; RMN de H (300 MHz,
DMSO-ds) & ppm 10,10 (s, 1H), 8,07 (s, 4H), 7,82-7,80 (m, 1H), 7,74-7,72 (m, 1H), 7,43-
7,39 (m, 1H), 7,35-7,27 (m, 2H), 7,03-7,00 (m, 1H), 6,93-6,85 (m, 2H), 5,86-5,83 (m, 1H),
4,24 (dd, 1H, J = 18,3 Hz, J = 11,1 Hz); RMN de %*C (75 MHz, DMSO-ds) & ppm 157,74,
156,88, 153,12, 137,88, 133,82, 132,73, 130,00, 129,59, 128,18, 125,13, 121,53, 119,42,
117,10, 115,74, 60,08, 45,54.

HZN/&NH -HCI

Cloridrato de 5-(3-bromofenil)-3-(2-hidroxifenil)-4,5-diidro-1H-pirazol-1-
carboximidamida (3g): Rendimento: 44,8%; Ponto de fusdo obtido: 308-309°C;
Caracteristica: s6lido amarelado; IV (ATR): v (cm™) 3313,11, 3177,63, 3120,74, 2933,68,

2847,38, 1638,23, 1615,09, 1603,04, 1590,02, 1494,08; RMN de *H (300 MHz, DMSO-ds)
& ppm 10,00 (s, 1H), 8,03 (sl, 4H), 7,78-7,75 (m, 1H), 7,54-7,52 (m, 1H), 7,45 (s, 1H),
7,39-7,33 (m, 2H), 7,19-7,17 (m, 1H), 7,04-7,01 (m, 1H), 6,93-6,88 (m, 1H), 5,86 (dd, 1H,
J=11,0 Hz, J = 2,3 Hz), 4,13 (dd, 1H J = 18,5 Hz, J = 11,3 Hz); RMN de *C (75 MHz,
DMSO-ds) & ppm 157,99, 156,86, 152,92, 142,42, 132,72, 131,37, 131,08, 129,69,
128,49, 124,13, 122,05, 119,46, 117,09, 115,73, 58,86, 45,90.
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Cloridrato de 5-(4-bromofenil)-3-(2-hidroxifenil)-4,5-diidro-1H-pirazol-1-
carboximidamida (3h): Rendimento: 68,1%; Ponto de fusdo obtido: 277-279°C;
Caracteristica: s6lido amarelado; IV (ATR): v (cm™) 3293,82, 3192,09, 3100,97, 2956,34,
2835,81, 1656,07, 1616,54, 1590,5, 1489,74; RMN de H (300 MHz, DMSO-d¢s) & ppm
9,99 (s, 1H), 8,01 (sl, 4H), 7,78-7,75 (m, 1H), 7,61-7,58 (m, 2H), 7,37-7,32 (m, 1H), 7,19-
7,16 (m, 2H), 7,03-7,01 (m, 1H), 6,93-6,88 (m, 1H), 5,85 (dd, 1H, J = 11,0 Hz, J = 2,3 Hz),
4,13 (dd, 1H, J = 18,4 Hz, J = 11,3 Hz); RMN de *3C (75 MHz, DMSO-ds) & ppm 157,96,
156,86, 152,90, 139,21, 132,72, 131,96, 129,70, 127,68, 121,32, 119,47, 117,10, 115,75,
58,92, 45,83.

Cloridrato de 5-(4-fluorfenil)-3-(2-hidroxifenil)-4,5-diidro-1H-pirazol-1-
carboximidamida (3i): Rendimento: 74,1%; Ponto de fusdo obtido: 272-275°C;
Caracteristica: soélido branco; IV (ATR): v (cm™?) 3362,76, 3274,54, 3079,76, 2948,63,

2829,06, 1646,91, 1615,09, 1593,88, 1508,54, 1492,15; RMN de *H (300 MHz, DMSO-ds)
& ppm 9,98 (s, 1H), 8,00 (sl, 1H), 7,78-7,75 (m, 1H), 7,37-7,19 (m, 5H), 7,04-7,01 (m,
1H), 6,93-6,88 (m, 1H), 5,89-5,86 (m, 1H), 4,12 (dd, 1H, J = 18,4 Hz, J = 11,3 Hz); RMN
de 1C (75 MHz, DMSO-ds) 8 ppm 161,81 (d, J = 244,3 Hz), 158,02, 156,86, 152,92,
136,06 (d, J = 2,9 Hz), 132,68, 129,69, 127,58 (d, J = 8,4 Hz), 119,47, 117,09, 115,87 (d,
J = 21,6 Hz), 115,79, 58,82, 45,93.
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Cloridrato de 3-(2-hidroxifenil)-5-(4-(trifluormetil)fenil)-4,5-diidro-1H-pirazol-1-
carboximidamida (3j): Rendimento: 63,2%; Ponto de fusdo obtido: 294-296°C;
Caracteristica: soélido branco; IV (ATR): v (cm™?) 3392,66, 3289,48, 3222,47, 3153,53,

3078,8, 2943,32, 2842,56, 1656,55, 1615,57, 1591,95, 1495,04; RMN de *H (300 MHz,
DMSO-ds) & ppm 8,04 (sl, 4H), 7,79-7,77 (m, 3H), 7,45-7,42 (m, 2H), 7,38-7,33 (m, 1H),
7,03-7,01 (m, 1H), 6,93-6,88 (m, 1H), 5,99-5,96 (m, 1H),4,18 (dd, 1H, J = 18,4 Hz, J =
11,4 Hz); RMN de 3C (75 MHz, DMSO-ds) & ppm 157,93, 156,87, 152,97, 144,33,
132,73, 129,69, 128,70 (q, J = 31,8 Hz), 124,08 (g, J = 272,5 Hz), 126,30, 126,11-125,91
(m), 119,43, 117,08, 115,70, 59,06, 45,86.

FsC

HZN/&NH -HCI

Cloridrato de 3-(2-hidroxifenil)-5-(3-nitrofenil)-4,5-diidro-1H-pirazol-1-
carboximidamida (3k): Rendimento: 15,5%; Ponto de fusdo obtido: 311-312°C;
Caracteristica: solido bege; IV (ATR): v (cm?) 3296,23, 3207,52, 3102,9, 2934,16,
2864,26, 1644,98, 1615,57, 1602,56, 1529,27, 1494,08; RMN de 'H (300 MHz, DMSO) &
ppm 10,02 (s, 1H), 8,21-8,18 (m, 1H), 8,10-8,06 (m, 5H), 7,80-7,64 (m, 3H), 7,37-7,32 (m,
1H), 7,03-7,00 (m, 1H), 6,93-6,88 (m, 1H), 6,03-6,00 (m, 1H), 4,20 (dd, 1H, J = 18,5 Hz, J
= 11,4 Hz); RMN de **C (75 MHz, DMSO) & ppm 158,00, 156,90, 152,95, 148,00, 141,85,
132,80, 132,03, 130,86, 129,72, 123,18, 120,67, 119,49, 117,12, 115,72, 58,87, 45,96.
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Cloridrato de 3-(2-hidroxifenil)-5-(tiofen-2-il)-4,5-diidro-1H-pirazol-1-
carboximidamida (3l): Rendimento: 78,1%; Ponto de fusdo obtido: 264-267°C;
Caracteristica: s6lido amarelado; IV (ATR): v (cm™) 3320,82, 3199,81, 3106,76, 2939,95,
2869,08, 1614,61, 1589,06, 1492,63; RMN de *H (300 MHz, DMSO-ds) & ppm 10,00 (s,
1H), 8,04 (sl, 4H), 7,81-7,78 (m, 1H), 7,49-7,47 (m, 1H), 7,39-7,34 (m, 1H), 7,22-7,21 (m,
1H), 7,04-6,98 (m, 2H), 6,95-6,90 (m, 1H), 6,23-6,20 (m, 1H), 4,08 (dd, 1H, J = 18,3 Hz, J
= 10,7 Hz), 3,60 (dd, 1H, J = 18,3 Hz, J = 2,1 Hz); RMN de *3C (75 MHz, DMSO) & ppm
158,17, 156,87, 152,87, 141,88, 132,77, 129,69, 126,89, 126,46, 126,18, 119,53, 117,12,
115,81, 55,89, 45,76.

Cloridrato de 3-(2-hidroxifenil)-5-(piridin-2-il)-4,5-diidro-1H-pirazol-1-
carboximidamida (3m): Rendimento: 24,8%; Ponto de fusdo obtido: 276-278°C;
Caracteristica: soélido branco; IV (ATR): v (cm™?) 3331,91, 3262,48, 3208.49, 3096,64,

3051,32, 2812,67, 2720,1, 1669,57, 1617,98, 1588,57, 1495,04, 1456,47; RMN de H
(300 MHz, DMSO-ds) 8 ppm 8,65-8,64 (m, 1H), 8,05-8,00 (m, 5H), 7,77-7,74 (m, 1H),
7,57-7,50 (m, 2H), 7,37-7,31 (m, 1H), 7,03-7,01 (m, 1H), 6,92-6,87 (m, 1H), 6,02 (dd, 1H,
J=11,4 Hz, J = 2,9 Hz), 4,15 (dd, 1H, J = 18,4 Hz, J = 11,5 Hz), 3,61 (dd, 1H, J = 18,4
Hz, J = 3,0 Hz); °C RMN (75 MHz, DMSO) & ppm 157,73, 156,85, 156,29, 153,34,
148,20, 139,65, 132,65, 129,68, 124,25, 121,93, 119,47, 117,11, 115,67, 59,52, 44,47.
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4.4. METODOLOGIA GERAL DA AVALIACAO ANTIMICROBIANA

As andlises microbiol6gicas foram realizadas pelo Laboratério de Microbiologia
Aplicada, coordenado pela Professora Doutora Kelly Mari Pires de Oliveira.

A analise da Concentracao Inibitéria Minima (CIM) dos compostos foi determinada
pelo teste de micro diluicdo em caldo, seguindo as diretrizes do Clinical and Laboratory
Standards Institute [CLSI, 2012] e do documento M27-A3 [CLSI, 2008] com algumas
adaptacGest®y.

4.4.1. Microrganismos
Os microrganismos testados sdo cepas provenientes da American Type Culture

Collection sendo duas bactérias Gram-negativas: Salmonella Enteritidis (ATCC 13076) e
Escherichia coli (ATCC 25922), duas Gram-positivas: Staphyloccocus aureus (ATCC
25923) e Enteroccocus faecalis (ATCC 51299) além de quatro leveduras: Candida krusei
(ATCC 6558), Candida tropicalis (ATCC 750), Candida albicans (ATCC 90028) e Candida
glabrata (ATCC 2001).

4.4.2. Procedimento geral para o teste de concentracdo inibitéria minima
As bactérias foram cultivadas em caldo Brain-Heart Infusion (BHI) e incubadas em

estufa bacterioldgica a 37°C por 24h. Em seguida, foram semeadas em agar Triptona de
Soja (ATS) e incubadas por mais 24h para o crescimento das colbnias. As leveduras
foram cultivadas em caldo Sabouraud Dextrose a 33°C por 48h e ap0Os este periodo,
foram semeadas em agar Sabouraud Dextrose para crescimento das colénias por mais
48h a 33°C.

Para a realizagdo do teste foi feita a padronizacdo dos inéculos em
espectrofotbmetro. As bactérias e leveduras foram ajustadas em solugéo salina (0,9%) na
concentragéo de 1,5 x 108 UFC.mL™" utilizando absorbancia no comprimento de onda de
625 nm e 2,5 x 10® UFC.mL™" no comprimento de onda de 530 nm em transmitancia,
respectivamente.

Ap0s esta padronizacdo, foram pesados 0,024 g das substancias e feita a diluicéo
em 5% de dimetilsulféxido (DMSO).

Para o ensaio com bactérias, a concentracao inicial do composto testada foi 2.000
pg/mL. Foram adicionados 100 pL de caldo Miuller Hinton em todos os pocos da
microplaca, em seguida foram adicionados 100 pL da solucdo da substéancia testada na
coluna 2 e feita a diluicdo seriada até a coluna 11, desprezando os 100 pL restantes. Por
ultimo, foi feita uma diluicdo de 1:100 das bactérias em tubos com caldo Muller Hinton e

assim, adicionados 10 pL dessa solucdo em duplicata nas linhas horizontais da

37



microplaca, de A a H das colunas 2 até a 12. A coluna 1 foi o controle negativo do ensaio,
contendo apenas 100 pL do meio de cultura e 10 pL do composto testado e a coluna 12
foi o controle positivo, contendo apenas 100 pL de meio de cultura e 10 pL do inéculo
bacteriano. As concentragdes finais do teste foram de 1,9 a 1.000 pg.mL™.

Para o ensaio com leveduras, foi utilizado procedimento de acordo com o
documento M27-A3 do CLSI (2008). A concentracéo inicial do composto testado foi 4.000
ug.mL™". Apés o ajuste das leveduras no espectrofotdmetro, duas diluigdes do in6culo
foram feitas em tubos com caldo RPMI-1640, uma diluicdo de 1:50 e outra de 1:20. Na
microplaca foram adicionados 100 yL de caldo RPMI-1640 em todos 0s pogcos e em
seguida, 100 pL da substancia testada foram colocados na coluna 2 e feita a diluicdo
seriada até a coluna 11. Por ultimo, foram colocados 100 pL dos inéculos em duplicata
nas linhas horizontais, A a H, das colunas 2 a 12. Como controle negativo do ensaio a
coluna 1 recebeu 100 pL de caldo RPMI-1640 e 50 pL da substancia testada e no
controle positivo, a coluna 12 recebeu 100 pL de meio de cultura e 100 pL de in6culo. As
concentracdes finais do teste foram de 1,9 a 1000 pg.mL™".

Apbés esta etapa, as microplacas foram incubadas em estufa bacteriol6gica em
camara Umida, a 37°C por 24h para bactérias e a 33°C por 48h para leveduras, apés o
periodo de incubacgédo, foram observados os resultados. Foram utilizados como controle
do ensaio para bactérias, os antibiéticos Ampicilina e Cloranfenicol e os antifingicos
Fluconazol e Anfotericina B, para o controle do ensaio com leveduras.

A leitura dos resultados foi feita visualmente observando a turbidez do meio de
cultura. Para auxiliar esta visualizagdo, no ensaio com bactérias foram adicionados em
todos os pocos da microplaca 50 pL de cloreto de trifeniltetrazélio (TTC) a 0,1% que
funciona como um indicador de viabilidade celular e depois as incubou a 37°C por 30 min
em estufa. Para o ensaio com leveduras, ndo houve a necessidade de adicionar o TTC
para visualizacdo. A CIM foi considerada a menor concentragdo dos compostos capaz de
inibir visualmente o crescimento dos microrganismos testados.

Para determinar a concentracdo bactericida minima (CBM) e a concentracao
fungicida minima (CFM), reproduziu-se a microplaca de 96 po¢os em placas de Petri com
agar Muller Hinton para bactérias e 4gar Sabouraud Dextrose para as leveduras. Cada
poco da microplaca foi homogeneizado com alca de platina flambada e em seguida, as
placas de Petri com &gar foram perfuradas e incubadas em estufa por 24 h para bactérias
e leveduras, para avaliar os resultados. As menores concentracdes dos compostos,
capazes de impedir o crescimento de colénias de bactérias e leveduras nas placas com
agar, foram consideradas as concentracbes bactericida e fungicida minima

respectivamente.
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Para o ensaio com os antibioticos, foi utilizada metodologia proposta pelo CLSI,
2012. Foram pesados 0,0065 g de Ampicilina e dissolvidos em solucdo tampéao fosfato a
0,1 mol.L™", em seguida, a solucéo foi esterilizada por filtracdo de membrana de 22 pum.
Foram pesados 0,0064 g de Cloranfenicol e dissolvidos em etanol a 95% e &gua
deionizada, que também foi feita a esterilizacao por filtracdo por membrana de 22 pm. As
diluicdes foram feitas primeiramente em tubos com caldo Miiller Hinton até atingir as
concentragdes desejadas, que foram 128 ug.mL™", 64 pg.mL™", 32 pg.mL™", 16 pg.mL™", 8
ug.mL™", 4 ug.mL™", 2 uyg.mL™", 1 pg.mL™", 0,5 pg.mL™" e 0,25 pg.mL™".

Na microplaca foram colocados 200 uL de cada concentracdo por coluna, nas
colunas 2 a 11. Em seguida, foram adicionados 20 pL do indculo bacteriano ja ajustado,
em duplicata nas linhas A a H, conforme citado anteriormente. Na coluna 1, controle
negativo, foram adicionados apenas 200 pL de caldo Mduller Hinton, e na coluna 12,
controle positivo, foram adicionados 200 pL do caldo e 20 pyL do in6culo. Logo apéds, a
placa foi incubada em estufa em camara Umida a 37°C por 24 h, e ap6s este periodo,
foram observados os resultados e feita & analise da Concentracdo Bactericida Minima.

Para a realizacdo do ensaio das leveduras frente aos antifungicos, utilizou-se o
documento M27-A3 do CLSI, 2008. Apds o ajuste dos inéculos em espectrofotbmetro,
foram feitas duas diluicdes no caldo RPMI-1640, uma diluicdo de 1:50 e outra de 1:20.
Para o preparo da solucdo-estoque de Anfotericina B, a concentracao inicial foi de 1600
pug/mL utilizando DMSO e para o Fluconazol, agua bi-destilada foi utilizada tendo uma
concentracéo inicial foi 5120 pg.mL™".

A partir da concentragao inicial de Anfotericina B, séo feitas diluicdes em tubos de
ensaio com DMSO para obter concentracdes que vdo de 3,13 a 1600 pg.mL™
distribuidos em dez tubos. Em seguida, é feita uma diluicdo 1:100 em outros dez tubos de
ensaio com meio RPMI-1640, atingindo as concentraces de 0,03 a 16 pg.mL™". Para o
Fluconazol, a partir da concentracdo inicial séo feitas diluicbes em caldo RPMI-1640,
atingindo as concentracdes de 2,5 a 5120 pg.mL™" distribuidas em dez tubos de ensaio.
ApOs esta etapa, é feita uma diluicdo 1:10 em caldo RPMI-1640, obtendo concentracdes
de 0,25 a 128 ug.mL™", distribuidas em outros dez tubos.

Na microplaca, 100 pL das concentracdes dos antifingicos de cada um dos dez
tubos serdo transferidas para as colunas, de 2 a 11. Depois, sdo adicionados em
duplicata nas linhas horizontais da microplaca de A a H, 100 pL dos in6culos diluidos em
caldo RPMI-1640, nas colunas 2 a 12. A coluna 1, controle negativo recebe apenas 200
pL de meio de cultura e a coluna 12 controle positivo, recebe 100 pL de meio de cultura e

100 uL de in6culo.
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As concentragfes antifungicas foram novamente diluidas apos a distribuicdo dos
100 pL de in6culo na placa, em 1:20, de modo que as concentracbes finais dos
antifingicos no teste caem para 0,015 a 8 ug.mL™" para a Anfotericina B e 0,12 a 64
ug.mL™" para o Fluconazol. Ap6s esta etapa, as microplacas foram incubadas em estufa
em camara Umida a 33°C por 48h para andlise dos resultados. Apés este periodo, foi feita
a analise da CFM, conforme procedimento citado anteriormente para leveduras. Todo o
procedimento para Anfotericina B foi feito utilizando papel aluminio para proteger os
tubos de ensaio e as microplacas da luz, devido a foto sensibilidade deste antifiingico.

Os testes foram feitos em duplicata em dois momentos distintos.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. PREPARACAO DAS 1-(2-HIDROXIFENIL)ENONAS 2a-m

Em primeiro momento foi realizado a obtencéo das 1-(2-hidroxifenil)enonas 2a-m
pela reacdo de condensacdo alddlica entre 2’-hidroxiacetofenona 1 e aldeidos arilicos,
sob o uso de NaOH e etanol (Esquema 16). As reacbes foram desenvolvidasde forma

semelhante com metodologias presentes na literatural®2.

Esquema 16
0
0 0
Ar)kH N
NaOH, EtOH '
24 h, t. a.
4 "OH La OH 2a.m
2| a b c d e f g h

Ar| Ph - Ph-2-Me Ph-4-Me Ph-2-OMe Ph-4-OMe Ph-2-Br Ph-3-Br Ph-4-Br

2| i f 1 m
Ar| Ph-4-F  Ph-4-CF3 Ph-3-NO, 2-tienil 2-piridinil

O grau de pureza das substancias foram determinadas por cromatografia em
camada delgada e pela comparacdo dos seus pontos de fusdo com os encontrados na

literatura. Os resultados estédo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. Dado experimental e comparacdo do ponto de fusdo das 1-(2-

hidroxifenil)enonas 2a-m com a literatura.?

Composto  Rendimento (%) p.f. (°C) p.f. lit. (°C)

2a 80 96-98 97,1-97,8%
2b 81,5 85-87 --

2c 45 126-127 105-10624
2d 81 124-127 110-11129
2e 38 105-107 90-92124
2f 67,9 108-110 103-104/28
29 53,1 107-110 120827
2h 83,2 154-156 1501261

2i 64,1 120-122 118-120128
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2] 77,4 101-104 --

2k 79,4 182 164-165%8
2| 50,3 114-115 99-100[°
2m 76,6 102-104 99-100

ans reacdes foram realizadas utilizando 5 mmol de 2’-hidroxiacetofenona, 5 mmol de aldeido e 15 mmol de

NaOH, em 30 mL de etanol, sob agitag&o por 24 horas.

5.1.1. Proposta de mecanismo de reacdo para a obtencdo das 1-(2-
hidroxifenil)enonas

O mecanismo proposto se trata de uma condensacéo alddlica entre aldeidos e
cetonas.

Com intuito de facilitar o entendimento do mecanismo no Esquema 17, nédo foi
ilustrado a abstracdo do proton fendlico e o equilibrio prototropico entre as espécies
intermediarias.

No primeiro passo a base abstrai o hidrogénio a acido da 2’-hidroxiacetofenona 1
gereando o ion enolato I, que é relativamente estavel por ser um hibrido de duas formas
canbnicas de ressonancia. O ion enolato | ataca o carbono carbonilico do aldeido Il por
adicdo nucleofilica formando o ion alcéxido Ill. A protonagdo do ion alcoxido Il gera o
produto de adicdo IV com a regeneracdo da base. A formacdo de enona conjugada 2a
ocorre pela abstragdo do hidrogénio a-carbonilico da estrutura IV, gerando o
intermediario enolato, seguido pela eliminacdo da hidroxila e adicdo de HCI (Esquema
17).

Esquema 17

-+
o) o) ONa o)
NaOH C Q) <’ ) .
_— “7Na+<—> + H ~=——
H,0
OH OH | OH |

1

(\
Base

O Na C)Na OH
OH OH

1]
o) OH

‘\/K)\‘ OH ‘5J\/\‘ NaOH “/‘ HC| ‘5J\/\‘

OH OH ONa OH

'l
NaCl

42



5.2. PREPARAC}AO DOS CLORIDRATOS PIRAZOLINICOS TRI-
SUBSTITUIDOS

Na literatura sdo encontradas varias reacdes entre derivados de chalconas e
hidrazinas resultando na formacao de pirazdis e pirazolinas. Neste trabalho, o estudo das
reacOes de condensacao entre 1-(2-hidroxifenil)enonas 2 e cloridrato de aminoguanidina
foram desenvolvidas sob condicBes semelhantes aos trabalhos ja publicados por nosso
grupo de pesquisal*8-2%,

Primeiramente, foi realizada uma simples otimizacdo visando determinar a
guantidade de cloridrato de aminoguanidina a ser utilizado. Portanto, a reacdo entre a 1-
(2-hidroxifenil)-3-fenilprop-2-en-1-ona 2a e cloridrato de aminoguanidina foi utilizada
como modelo, a fim de escolher a melhor condicdo para obtenc&o do cloridrato de 3-(2-
hidroxifenil)-5-fenil-4,5-diidro-1H-pirazol-1-carboximidamida 3a. A pureza dos produtos e
0 monitoramento das reagfes foram realizados por cromatografia em camada delgada e
ponto de fusdo. Os dados referentes a estes experimentos sdo mostrados na Tabela 2.

A fim de neutralizar o cloridrato de aminoguanidina foi utilizada a mesma

equivaléncia de KOH, para que a reacdo ocorresse com a aminoguanidina na forma livre.

Tabela 2. Otimizagéo das condi¢des para a sintese do composto 3a.?

NH . HCI

i HoN
O P2 N,
H

_
O O KOH, EtOH, )))) oK
OH ii. HCI 10% O .

2a | 3a
HQNANH . HCI
Experimento  HCI.Aminoguanidina KOH Tempo (min) Rendimento (%)
1 3 mmol 3 mmol 30 71,3
2 2 mmol 2 mmol 30 77,3
3 1,5 mmol 1,5 mmol 30 --b

A otimizacao foi realizada utilizando 1 mmol de 1-(2-hidroxifenil)-3-fenilprop-2-en-1-ona em 15 mL de etanol.

bo produto ndo foi obtido puro, apresentou uma ampla faixa em seu ponto de fuséo.

Como pode ser observado na Tabela 2, a melhor condicdo encontrada foi o
experimento 2, utilizando 2 equivalentes de cloridrato de aminoguanidina e de hidroxido
de potassio, sob irradiacéo ultrassénica por 30 minutos. As substancias dos experimentos
1 e 2, ambos apresentaram o mesmo ponto de fusdo e espectro de RMN. No

experimento 3, o produto obtido apresentou uma ampla faixa em seu ponto de fusao,

43



portanto, ndo foi realizada outra forma de caracterizacdo para analisar a pureza e
identificar o material sintetizado.

Fazendo uso das condi¢fes reacionais otimizadas para a sintese dos cloridratos
pirazolinicos 3, (Tabela 2, Exp. 2), iniciamos um estudo para avaliar o alcance e as
limitacbes da transformacdo. A Tabela 3 apresenta a estrutura dos compostos

sintetizados e dados experimentais selecionados.

Tabela 3. Dados experimentais dos cloridratos pirazolinicos 3a-m.?

NH . HCI
o iHN N
— H

AT KOH, EtOH, )))) 30 min { OH
OH ji. HCI 10% AN

2 /g 3

H,N” SNH . HCI

Experimento Produto Ponto de fusdo (°C) Rendimento(%)

1 294-296 77,3
2 282-284 64,3
3 273-274 83,2
4 290-293 73,2
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10

11

274-276

279-282

308-309

277-279

272-275

294-296

311-312

80,3

60,4

44,8

68,1

74,1

63,1

15,5

45



12 264-267 78,1

13 276-278 24,8

HN NH, . HCI

%As reacdes foram realizadas utilizando 1 mmol de 1-(2-hidroxifenil)enona, 2 mmol de cloridrato de

aminoguanidina e 2 mmol de KOH, em 15mL de etanol.

Como mostrado na Tabela 3, os compostos sintetizados 3 apresentaram
rendimentos de 15,5 a 83,2%. Pode ser observado que a posicdo dos substituintes
influenciou significativamente nos valores dos rendimentos. Analisando o efeito estérico
como um fator determinante para o0s resultados, os cloridratos pirazolinicos orto-
substituidos (3b,d,f) foram obtidos em menores rendimentos em comparacdo aos
substituidos na posicdo para (3c,e,h). Nota-se, que grupos retiradores de elétrons
substituidos na posicdo 4 do anel aromético (3h,i,j) proporcionaram rendimentos
menores quando comparados com grupos doadores de elétrons (3c,e). Da mesma forma
ocorre com 0s grupos substituidos na posicao 2. Em relacdo aos heteroarilsubstituidos
(3I,m), o uso de 2-piridinil ndo apresentou resultado satisfatério, enquanto o 2-tiofenil

substituido proporcionou 6timo rendimento.

5.2.1. Proposta de mecanismo de reacdo para a obtencédo dos cloridratos
pirazolinicos

De acordo com a literatura, a proposta do mecanismo inicia com a neutralizagcéo
do cloridrato de aminoguanidina com KOH. A aminoguanidina em sua forma livre pode
apresenta-se em duas formas tautoméricas mostradas no esquema (Esquema 18)F3l,
Ap6s a neutralizagdo, o par de elétrons da imina interna adiciona no carbono [3-
carbonilico da 1-(2-hidroxifenil)enona 2a resultando no aduto |. Em uma ciclizag&o
intramolecular, o nitrogénio primério ataca a carbonila formando o intermediario Il, que
sofre desidratacdo chegando ao produto Ill. Por fim, com a adi¢do de HCI obtém-se o

cloridrato pirazolinico 3a (Esquema 18)%°l,
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Esquema 18

NH . HCI NH NH,

HaN. ¢ KOH =—= |HN, L~ — + KCl + H0

T
T

5.3. CARACTERIZACAO ESPECTROSCOPICA DO COMPOSTO 3a

O cloridrato de 3-(2-hidroxifenil)-5-fenil-4,5-diidro-1H-pirazol-1-carboximidamida
3a, foi escolhido para ser discutido, por apresentar andlise de infravermelho, RMN de *H

e 13C e Raio-X.

5.3.1. Espectroscopia de infravermelho do composto 3a
A Figura 5 demonstra o espectro de infravermelho do composto 3a obtido em

ATR. Observam-se duas bandas de 3282 e 3167 cm™, referentes ao estiramento N-H.
Em 3105 cm™ possui uma banda caracteristica de estiramento Csp?H. As bandas
presentes nas regides entre 1646 a 1585 cm™ podem ser referentes aos estiramentos
C=C dos anéis aromaticos, ao grupo C=N e aos dobramentos N-H. Finalizando, a banda

presente em 1493 cm™ é caracteristica do estiramento C=C de anéis aromaticos.
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4 3105.8 81.6597 5 2965.98  96.1565 6 2937.06  96.1997
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16 1139.24 71.2275 17 1041.85 598721 18 1018.23  70.9201
19  961.341 80.4798 20 943985 826488 21 758.37 56.5
22 700.516 73.5909 23 687.498  78.4025 24 640.733  61.1161
25 623.859 64.7719 26 614699 65.5006 27 582397  65.3565

Figura 5: Espectro de infravermelho do cloridrato de 3-(2-hidroxifenil)-5-fenil-4,5-diidro-1H-pirazol-1-

carboximidamida 3a.

5.3.2. Espectroscopia de RMN do composto 3a
Os espectros de RMN de 'H e *C apresentam sinais além do produto esperado,

referente ao etanol como solvato. O etanol presente nas analises de RMN ¢é ilustrado com
maior clareza na difragcdo de Raio-X.

As Figura 6 e 7 ilustram os dados de RMN de *H do composto 3a. O espectro
apresentado mostra um simpleto em 10,03 ppm, referente ao hidrogénio da hidroxila. Em
8,03 ppm o simpleto largo é referente aos quatro hidrogénios do grupo C(NH).. Os
hidrogénios dos anéis aromatico aparecem como cinco multipletos nas regides de 7,80 a
7,78 ppm (1H), 7,43 a 7,31 ppm (4H), 7,26 a 7,23 ppm (2H), 7,07 a 7,05 ppm (1H) e em
6,95 a 6,90 ppm (1H). Os picos referentes aos dois hidrogénios diastereotopicos do ciclo
pirazolinico foram observados como, dupleto de dupletes em 4,15 ppm com J = 18,3 e
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11,2 Hz para Hes e um multipleto em 3,53 a 3,41 ppm referente a Ha, que se encontra
sobreposto com o0 pico da &gua presente no DMSO-ds e do etanol como solvato.
Finalizando, observa-se um multipleto em 5,93 a 589 ppm para Hx.
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Figura 6: Espectro de RMN *H a 300 MHz do cloridrato de 3-(2-hidroxifenil)-5-fenil-4,5-diidro-1H-pirazol-1-
carboximidamida 3a, em DMSO-ds.
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Figura 7: Expanséo do espectro de RMN *H a 300 MHz do cloridrato de 3-(2-hidroxifenil)-5-fenil-4,5-diidro-
1H-pirazol-1-carboximidamida 3a entre 8,5 a 6,5 ppm, em DMSO-ds.
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No espectro de RMN de '3C apresentado na Figura 8, observa-se dois picos em
158,1 e 156,9 ppm referentes aos carbonos C(NHz), e C-OH do anel aromatico. Em
153,0 ppm apresenta um sinal do grupo C=N pertencente ao ciclo pirazolinico. Entre
139,9 a 115,8 ppm estdo os nove picos referente aos demais carbonos dos anéis
aromaticos, sendo que, a = a’ e b = b’ apresentam 0 mesmo deslocamento quimico. Por
fim, os sinais em 59,5 e 46,0 ppm sdo relacionados aos carbonos CH e CHy,
respectivamente. Os picos em 56,1 e 18,6 ppm correspondem aos carbonos CH, e CHs

do etanol.

B 2 m wn ~ ™~
2@ @ NoagEuang 22 SRERONRE B
EE 9 aqNANSoOn &R PTFRBRRA ®
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Figura 8: Espectro de RMN 13C a 75 MHz do cloridrato de 3-(2-hidroxifenil)-5-fenil-4,5-diidro-1H-pirazol-1-

I J _ _.J

carboximidamida 3a entre 175 a -5 ppm, em DMSO-ds.

Para auxiliar na caracterizacdo do RMN de *3C a Figura 9 ilustra a analise do
DEPT-135. De acordo com a estrutura proposta do composto 3a, nota-se a auséncia de
cinco picos correspondentes aos carbonos quaternarios em 158,1, 156,9, 153,0, 139,9 e
115,8 ppm. A fase positiva do espectro mostra oito sinais de referentes aos dez carbonos
C-H, visto que no anel monosubstituido, a = a’ e b = b’ e a fase negativa mostra um sinal
em 46,01 ppm, que pertence ao carbono CH,.

Finalizando, o pico em fase negativa em 56,1 ppm e em fase positiva em 18,6

ppm, referem-se aos carbonos CH; e CHsz do solvato, respectivamente.
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Figura 9: DEPT-135 do cloridrato de 3-(2-hidroxifenil)-5-fenil-4,5-diidro-1H-pirazol-1-carboximidamida 3a
entre 175 a -5 ppm, em DMSO-ds.

5.3.3. Determinagéo da Estrutura Cristalina do Composto 3a
A estrutura deste composto foi resolvida empregando-se métodos diretos, com o

programa SHELXS-97834, Os refinamentos foram efetuados com pacote de programas
SHELXL-97B%, envolvendo o método de matriz completa/minimos quadrados dos fatores
estruturais F?, com parametros de deslocamentos térmicos anisotrépicos para todos os
atomos ndo hidrogenoides.

Os atomos de hidrogénio foram incluidos no refinamento em posi¢des calculadas,
baseada na geometria completa fragmentos moleculares, na forma de grupos vinculados
aos respectivos atomos nao hidrogenoides. As representacdes graficas das estruturas
cristalinas foram executadas utilizando-se o programa ORTEP 388, A Tabela 4 relne as
informacdes da coleta de intensidades e dados do refinamento da estrutura cristalina. O
composto pertence ao sistema cristalino Monoclinico, grupo espacial P2i/c, N° 14 da

International Tables for Crystallography®".
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Tabela 4. Dados da coleta de intensidades e do refinamento da estrutura cristalina do

composto 3a.

Formula molecular
Peso molecular (g.mol?)
Sistema cristalino
Grupo espacial
Parametros de cela
a (A)

b (A)

c (A)
of°)

AC°)

A°)

V (A3

z

Coeficiente linear de absorcdo p (mm?)

Dimenséo do cristal (mm)
F(000)
Regido de varredura angular 6 (°)

indices de varredura h, k, |

Numero de reflexos coletados
Correcéo de absorcéo

Transmissao

Método de refinamento

Dado / restri¢cbes / parametros

C18H23CIN4O2
362,85
Monoclinico
P21/c(N° 14)

11,4290(5)
15,2989(9)
10,3794(5)
90
102,713(2)
90
1770,36(16)
4
0,236

0,2x0,19x0,18
768
2,26 - 29,19
-15<h<15
-18<k<20
-14<1<13
10281
Semi-empirica de equivalentes
Tmin = 0,9444
Tmax = 0,9688
M.C / M.Q. F2
477410/ 226
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Goodness-of-fit (F?) 1,082

indices de discordancia final R1 =0,0602

wR2 = 0,1455

indices de discordancia final (dados totais) R1=0,1199
wR2 =0,2111
Densidade eletronica residual (e. A=) 0,315 e -0,379

Analisando a estrutura da substancia representada na Figura 10, observa-se a
presenca de um anion cloreto como contra-ion e um etanol como solvato. O balanco de
cargas se deve a carga positiva deslocalizada entre o sistema N4-C4-N3, evidenciado
pelas distancias de ligagbes N3-C4 = 1,325 A e C4-N4 = 1,323 A, valores inferiores aos
de ligacbes simples C-N, e superiores aos de duplas ligacbes C=N, com angulo de
ligagdo entre N4-C4-N3 de 120,3°. Demais comprimentos e angulos de ligacdes podem
ser visualizados na Tabela 5.

Comparando o angulo e comprimentos de ligagfes do grupo amidino (—C(NH)2)
apresentado na andlise de raios X do composto 3a com a literatura, observaram-se
valores muito préximos com o trabalho realizado por Koskinen e colaboradores em
relag@o ao cloridrato de aminoguanidina, além de ilustrar o &nion cloreto como contra-ion

da estrutura monocation (Figura 11)E31,

Figura 10: Projecdo ORTEP do composto 3a.
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Figura 11: Figura retirada do trabalho de Koskinen ilustrando o comprimento e &ngulo de liga¢édo e estrutura

do cloridrato de aminoguanidinal®3l.

Tabela 5. Comprimentos e angulos de ligagdo do composto 3a.

Comprimentos de Ligac&o (A)

Angulos de Ligac&o (°)

O(1)-C(6)
N(2)-C(1)
N(2)-N(1)
0(2)-C(17)
N(1)-C(4)
N(1)-C(3)
N(3)-C(4)
N(4)-C(4)
C(11)-C(12)
C(11)-C(16)
C(11)-C(3)
C(5)-C(10)
C(5)-C(6)
C(®)-C(1)
C(2)-C(1)
C(2)-C@3)
C(10)-C(9)
C(7)-C(8)
C(7)-C(6)
C(8)-C(9)
C(12)-C(13)
C(15)-C(14)

1,363(3)
1,293(4)
1,413(3)
1,411(4)
1,343(4)
1,475(4)
1,325(4)
1,323(4)
1,396(4)
1,396(4)
1,511(4)
1,397(4)
1,409(4)
1,456(4)
1,512(4)
1,554(4)
1,386(4)
1,376(4)
1,394(4)
1,389(5)
1,392(4)
1,380(5)

C(1)-N(2)-N(1)
C(4)-N(1)-N(2)
C(4)-N(1)-C(3)
N(2)-N(1)-C(3)
C(12)-C(11)-C(16)
C(12)-C(11)-C(3)
C(16)-C(11)-C(3)
C(10)-C(5)-C(6)
C(10)-C(5)-C(1)
C(6)-C(5)-C(1)
N(4)-C(4)-N(3)
N(4)-C(4)-N(1)
N(3)-C(4)-N(1)
C(1)-C(2)-C(3)
C(9)-C(10)-C(5)
C(8)-C(7)-C(6)
C(7)-C(8)-C(9)
N(1)-C(3)-C(11)
N(1)-C(3)-C(2)
C(11)-C(3)-C(2)
C(10)-C(9)-C(8)
0O(1)-C(6)-C(7)

107,5(2)
119,9(2)
126,1(2)
112,0(2)
119,0(3)
122,2(3)
118,6(3)
118,3(3)
118,3(3)
123,5(3)
120,3(3)
120,3(3)
119,4(3)
101,9(2)
121,8(3)
120,1(3)
121,3(3)
112,4(2)
99,7(2)
111,3(2)
118,6(3)
116,4(3)
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C(15)-C(16) 1,387(5) 0(1)-C(6)-C(5) 123,6(3)

C(13)-C(14) 1,386(5) C(7)-C(6)-C(5) 120,0(3)
C(18)-C(17) 1,486(5) C(13)-C(12)-C(11) 120,0(3)
C(14)-C(15)-C(16) 120,6(3)

C(14)-C(13)-C(12) 120,5(3)

N(2)-C(1)-C(5) 123,0(3)

N(2)-C(1)-C(2) 113,3(3)

C(5)-C(1)-C(2) 123,7(3)

C(15)-C(16)-C(11) 120,3(3)

C(15)-C(14)-C(13) 119,6(3)

0(2)-C(17)-C(18) 113,6(3)

5.4. AVALIACAO MICROBIOLOGICA _POR CONCENTRACAO INIBITORIA
MINIMA DOS CLORIDRATOS PIRAZOLINICOS

O estudo da concentracao inibitéria minima (CIM) dos cloridratos pirazolinicos 3
apresentou atividade antimicrobiana frente as bactérias e leveduras estudadas. De
acordo com a Tabela 6, nota-se que os diferentes substituintes utilizados no anel
aromatico e a sua posi¢ao influenciam no resultado final do teste.

Analisando os resultados de acordo com a posicdo de cada substituinte, a
pirazolina 3c (4-Me) mostrou-se mais eficiente em comparacdo ao 3b (2-Me). As
substancias 3b e 3c apresentaram melhor resultado para as bactérias Gram-positivas, S.
aureus e E. faecalis, enquanto o 3c para a levedura C. krusei e C. tropicalis.

Utilizando o grupo —OMe no anel aromatico, a pirazolina 3d (2-OMe) apresentou
melhor resultado em relacdo a 3e (4-OMe), além disso, ambas foram aproximadamente
eficazes frente as bactérias Gram-positivas. No que se refere a leveduras, a pirazolina 3d
mostrou-se melhor para C. tropicalise C. krusei.

Para as bromo substituidas 3f (2-Br), 3g (3-Br) e 3h (4-Br), nota-se que ha uma
boa diferenca nos resultados, quando se compara a posicdo do substituinte. As
pirazolinas 3g e 3h proporcionaram um melhor resultado para as bactérias Gram-
negativas do que o 3f e 0 mesmo é observado para as Gram-positivas. Para as Candidas
a substancia 3h apresentou-se mais eficaz em relagéo as demais bromo substituidas.

Apesar de estarem na mesma posicdo, as substancias fluoradas 3i (4-F) e 3j (4-
CF3) proporcionaram resultados bastante diferentes entre todos 0s microrganismos,

sendo que a mais eficiente foi a 3j, principalmente frente as bactérias.
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Analisando as meta-substituidas 3g (3-Br) e 3k (3-NO,), nota-se que a mudanca
do substituinte influenciou de forma significante no resultado do teste, onde a pirazolina
3k mostrou ser eficaz contra as bactérias Gram-positivas e leveduras.

As heteroaril substituidas 3| (tiofen-2-il) e 3m (piridin-2-il) proporcionaram
resultados bem distintos uma da outra, onde a pirazolina 3m ndo mostrou nenhuma
atividade frente as leveduras e valores nédo téo satisfatorios contra as bactérias.

Em relagcdo ao antibiotico Cloranfenicol, foram encontrados valores das
Concentragdes Inibitérias Minimas bem aproximadas entre ele e as pirazolinas 3b, 3c,
3d, 3j e 3k, frente Staphylococcus aureus, sendo a CIM de 31,2 yg.mL™". Além disso, a
pirazolina 3h apresentou a CIM de 7,8 ug.mL™" para esta bactéria, sendo menor que a
propria concentracdo do Cloranfenicol e proxima a CIM da Ampicilina, outro antibiético
utilizado. Outras Concentracdes Inibitérias Minimas também foram proximas aos padrdes
utilizados, que é o caso das pirazolinas 3j e 3k, que apresentaram CIM de 31,2 uyg.mL™
frente Enterococcus faecalis, enquanto o Cloranfenicol apresentou CIM de 16 pug.mL™,
além disso, a pirazolina 3h apresentou CIM menor que o préprio Cloranfenicol, sendo 7,8
ug.mL™" para este microrganismo.

Entre as leveduras, a pirazolina 3c apresentou a mais eficiente Concentragcéo
Inibitéria Minima, que foi frente Candida krusei, sendo 31,2 yg.mL™" muito préxima ao
antifingico Fluconazol com CIM de 32 pg.mL™'. Para as demais leveduras, as
substancias nao demonstraram resultados proximos aos padrdes utilizados no teste.

A andlise da Concentracdo Bactericida Minima (CBM), que define qual a
concentracdo capaz de matar os microrganismos, mostrou que as pirazolinas 3f, 3g e 3h
apresentaram resultados menores que o Cloranfenicol, frente Salmonella Enteritidis. A
pirazolina 3j apresentou menor CBM para S. Enteritidis e E. coli, que o proprio
Cloranfenicol e a 3k também apresentou menor CBM para S. Enteritidis que 0 mesmo
antibiético. No caso das leveduras, a pirazolina 3c mostrou Concentracdo Fungicida

Minima menor do que o Fluconazol frente Candida krusei.

56



Tabela 6. Atividade antimicrobiana em pg.mL™" dos cloridratos de 4,5-diidro-1H-pirazol-1-carboximidamidas 3 contra bactérias Gram-

negativas, Gram-positivas e leveduras do género Candida.

Microrganismos

Gram-negativa Gram-positiva Leveduras
S. Enteritidis E. coli S. aureus E. faecalis C. krusei C. tropicalis C. albicans C. glabrata
Substéancias

CIM CBM CIM CBM CIM CBM CIM CBM CIM CFM CIM CFM CIM CFM CIM CFM
3a Ph 250 500 250 500 62,5 250 62,5 125 250 250 250 250 250 250 1.000 1.000
3b  Ph-2-Me 250 250 250 250 31,2 62,5 62,5 62,5 125 125 125 125 500 500 500 1.000
3c Ph-4-Me 125 250 125 250 31,2 62,5 62,5 62,5 31,2 62,5 62,5 62,5 125 125 250 500
3d Ph-2-OMe 250 500 250 250 31,2 62,5 62,5 62,5 125 250 125 125 250 250 250 500
3e Ph-4-OMe 250 500 250 500 62,5 125 62,5 62,5 250 500 500 500 500 500 1.000 1.000
3f Ph-2-Br 125 125 250 250 250 500 125 125 250 250 250 250 250 500 250 500
39 Ph-3-Br 62,5 62,5 62,5 125 62,5 62,5 62,5 125 125 125 125 125 250 250 250 500
3h  Ph-4-Br 62,5 62,5 62,5 125 7,8 31,2 7,8 31,2 62,5 125 62,5 250 125 250 125 250
3i Ph-4-F 125 250 125 250 125 250 125 250 250 500 250 250 500 500 500 1.000
3j Ph-4-CFs 31,2 62,5 31,2 62,5 31,2 62,5 31,2 62,5 125 125 125 125 125 125 250 250
3k  Ph-3-NO2 62,5 125 125 125 31,2 125 31,2 62,5 125 250 62,5 125 125 250 125 250
3l Tiofen-2-il 250 500 250 1.000 125 125 250 250 500 500 500 500 500 1.000 500 1.000

3m  Piridin-2-il 1.000 - 1.000 - 500 500 1.000 - - - - - - - - -

CLO 4 128 4 64 32 - 16 - * * * * * * * *

AMP 1 1 4 16 4 16 0,5 1 * * * * * * * *

FLC * * * * * * * * 32 64 2 - 0,5 4 2 -
AMB * * * * * * * * 0,25 0,25 0,06 0,06 0,06 0,06 0,06 0,06

(*): N&o testado. (-): Nao houve inibicdo. CIM: Concentragdo Inibitéria Minima. CBM: Concentragdo Bactericida Minima. CFM: Concentragdo Fungicida Minima. CLO:

Cloranfenicol. AMP: Ampicilina. FLC: Fluconazol. AMB: Anfotericina B.
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5. CONCLUSAO

Com base nos objetivos propostos inicialmente, foi possivel obter as seguintes
conclusodes:

A preparagdo dos derivados de 1-(2-hidroxifenil)enonas 2a-m foi facilmente
alcancada com rendimentos de 38-83,2%, sob agitacdo em temperatura ambiente por 24
horas.

A reacdo entre as 1-(2-hidroxifenil)enonas 2 e cloridrato de aminoguanidina, sob
condi¢bes sonoquimicas, mostrou ser muito eficiente para a obtengcédo dos cloridratos
pirazolinicos 3a-m. A técnica sonoquimica demonstrou ser muito eficaz, levando em
conta o curto tempo de reacao e rendimentos entre 15,5-82,3%, além do fato de ndo ter
sido necessario purificacao por cromatografia.

O efeito eletrénico dos grupos no anel aromatico foi determinante nos valores dos
resultados, pois os grupos doadores de elétrons favoreceram melhores rendimentos em
comparacdo aos grupos retiradores de elétrons. Além disso, grupos substituidos na
posicdo orto proporcionaram rendimentos menos satisfatérios em relacdo aos para
substituidos.

As andlises por espectroscopia de infravermelho, RMN de!H e 3C e a difracéo de
raios X demonstraram que os produtos sintetizados apresentaram dados compativeis
com as estruturas propostas.

A analise da Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) realizada com as substancias
sintetizadas demonstrou atividade antimicrobiana frente as bactérias Gram-positivas,
Gram-negativas e as leveduras do género Candida, observando que a posigdo do
substituinte no anel aromatico gera uma influéncia significativa nos resultados do teste.

O melhor resultado do teste antimicrobiano foi para o cloridrato de 5-(4-
bromofenil)-3-(2-hidroxifenil)-4,5-diidro-1H-pirazol-1-carboximidamida 3h, frente
Staphylococcus aureus e Enterococcus faecalis, sendo que a CIM foi de 7,8 pug.mL™",
proporcionando uma concentracdo menor quando comparado ao antibiotico

Cloranfenicol.
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ANEXOS

ESPECTROS DE INFRAVERMELHO
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7 2867.15  95.8315 8 1646.43  66.7402 9 1615.09  61.4335
10  1596.77 56.5719 1 1585.68  53.1842 12 1493.6 66.6694
13 1253.02 76.8019 14 118745 70.6883 15  1160.94 69.2122
16  1139.24 71.2275 17 1041.85  59.8721 18 1018.23  70.9201
19  961.341 80.4798 20 943985  B82.6488 21 758.37 56.5
22 700.516 73.5909 23 687.498 78.4025 24 640.733  61.1161
25 623.859 64.7719 26 614.699  65.5006 27 582397  65.3565

Espectro de infravermelho do cloridrato de 3-(2-hidroxifenil)-5-fenil-4,5-diidro-1H-pirazol-

1-carboximidamida 3a.
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23 599.753  93.7252

Espectro de infravermelho Cloridrato de 3-(2-hidroxifenil)-5-o-toluil-4,5-diidro-1H-pirazol-

1-carboximidamida 3b.
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Espectro de infravermelho Cloridrato de 3-(2-hidroxifenil)-5-p-toluil-4,5-diidro-1H-pirazol-

1-carboximidamida 3c.
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Espectro de infravermelho Cloridrato de 3-(2-hidroxifenil)-5-(2-metoxifenil)-4,5-diidro-1H-
pirazol-1-carboximidamida 3d.
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Espectro de infravermelho Cloridrato de 3-(2-hidroxifenil)-5-(4-metoxifenil)-4,5-diidro-1H-

pirazol-1-carboximidamida 3e.
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Espectro de infravermelho Cloridrato de 5-(2-bromofenil)-3-(2-hidroxifenil)-4,5-diidro-1H-

pirazol-1-carboximidamida 3f.
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Espectro de infravermelho Cloridrato de 5-(3-bromofenil)-3-(2-hidroxifenil)-4,5-diidro-1H-

pirazol-1-carboximidamida 3g.
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17 753.066 82.3361

Espectro de infravermelho Cloridrato de 5-(4-bromofenil)-3-(2-hidroxifenil)-4,5-diidro-1H-
pirazol-1-carboximidamida 3h.
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pirazol-1-carboximidamida 3i.
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7 2864.26 97.2144 8 1644.98  63.0477
9 1615.57  47.6347 10 1602.56  46.0752
1" 1529.27  45.5204 12 1494.08  72.2038
13 1347.52 52.5085 14 1190.35 66.2408
15  1160.45 65.7235 16 1041.37  61.8731
17 1013.41 66.6383 18 903.969  86.0932
19 859.614 88.3047 20 823938 81.9402
21 757.405 81.1326 22 739567  81.5555
23 643.626 59.5373

Espectro de infravermelho Cloridrato de 3-(2-hidroxifenil)-5-(3-nitrofenil)-4,5-diidro-1H-

pirazol-1-carboximidamida 3Kk.
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4000 3000 2000 1800 550
Wavenumber [cm-1]
No. Position Intensity No. Position Intensity No. Position Intensity
1 3320.82  87.0828 2 32972 87.1231 3 3199.81  85.2844
4  3106.76 827757 5 293995 921717 6  2869.08  94.0305
7 161461  71.1813 8  1580.06  65.9352 9 149263  79.4896
10 1308.95 76.3124 11 125447  72.5276 12 118263  53.5437
13 1159.49  48.5053 14 1138.76  49.5921 15  1041.85  41.7071
16  1009.55  43.8829 17  835.99 66.499 18 823938  66.5245
19 753548  67.8802
Espectro de infravermelho Cloridrato de 3-(2-hidroxifenil)-5-(tiofen-2-il)-4,5-diidro-1H-

pirazol-1-carboximidamida 3l.
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Wavenumber [cm-1]
No. Position Intensity No. Position Intensity
1 3331.91 86.1567 2 326248  86.2275
3 320849  86.4773 4 3096.64  82.9384
5 3051.32  83.6364 6 2812.67  94.0966
7 2720.1 90.43 8 1669.57  65.5728
9 1617.98  58.7498 10 1588.57  36.2646
11 1495.04  84.1881 12 1456.47  78.0085
13 12482 77.4495 14  1203.36 64.0214
15 1158.53  59.9598 16  1042.82  59.5564
17 1005.7 56.5014 18 762.227  53.2381

Espectro de infravermelho Cloridrato de 3-(2-hidroxifenil)-5-(piridin-2-il)-4,5-diidro-1H-

pirazol-1-carboximidamida 3l.
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Espectro de RMN 'H a 300 MHz do cloridrato de 3-(2-hidroxifenil)-5-fenil-4,5-diidro-1H-
pirazol-1-carboximidamida 3a entre 11,5 a -0,75 ppm, em DMSO-de.
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Expansédo do espectro de RMN H a 300 MHz do cloridrato de 3-(2-hidroxifenil)-5-fenil-
4,5-diidro-1H-pirazol-1-carboximidamida 3a entre 8,5 a 6,5 ppm, em DMSO-de.
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Espectro de RMN 3C a 75 MHz do cloridrato de 3-(2-hidroxifenil)-5-fenil-4,5-diidro-1H-
pirazol-1-carboximidamida 3a entre 175 a -5 ppm, em DMSO-de.
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DEPT-135 do cloridrato de 3-(2-hidroxifenil)-5-fenil-4,5-diidro-1H-pirazol-1-
carboximidamida 3a entre 175 a -5 ppm, em DMSO-ds.
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Espectro de RMN *H a 300 MHz do cloridrato de 3-(2-hidroxifenil)-5-o-toluil-4,5-diidro-1H-
pirazol-1-carboximidamida 3b entre 11,5 a -0,75 ppm, em DMSO-ds.
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Expanséo do espectro de RMN *H a 300 MHz do cloridrato de 3-(2-hidroxifenil)-5-o-toluil-
4,5-diidro-1H-pirazol-1-carboximidamida 3b entre 8,5 a 6,5 ppm, em DMSO-ds.
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Espectro de RMN *3C a 75 MHz do cloridrato de 3-(2-hidroxifenil)-5-o-toluil-4,5-diidro-1H-
pirazol-1-carboximidamida 3b entre 175 a -5 ppm, em DMSO-de.
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DEPT-135 do cloridrato de  3-(2-hidroxifenil)-5-o-toluil-4,5-diidro-1H-pirazol-1-

carboximidamida 3b entre 175 a -5 ppm, em DMSO-de.
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Espectro de RMN *H a 300 MHz do cloridrato de 3-(2-hidroxifenil)-5-p-toluil-4,5-diidro-1H-
pirazol-1-carboximidamida 3c entre 11,5 a -0,75 ppm, em DMSO-de.
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Expanséo do espectro de RMN *H a 300 MHz do cloridrato de 3-(2-hidroxifenil)-5-p-toluil-
4,5-diidro-1H-pirazol-1-carboximidamida 3c entre 8,5 a 6,5 ppm, em DMSO-de.
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Espectro de RMN *3C a 75 MHz do cloridrato de 3-(2-hidroxifenil)-5-p-toluil-4,5-diidro-1H-

pirazol-1-carboximidamida 3c entre 175 a -5 ppm, em DMSO-de.

—137.54
—136.92
132.64
-—125.25
119.48
—117.09
—115.84

_~129.68
™~-129.57

T T T T T T T T T T T T T T T

T
111

T T T T T T T T
127 125 123 121 119 117 115 113
f1 (ppm)

Expansédo do espectro de RMN 3C a 75 MHz do cloridrato de 3-(2-hidroxifenil)-5-p-toluil-
4,5-diidro-1H-pirazol-1-carboximidamida 3c entre 145 a 110 ppm, em DMSO-de.
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DEPT-135 do cloridrato de  3-(2-hidroxifenil)-5-p-toluil-4,5-diidro-1H-pirazol-1-

carboximidamida 3c entre 175 a -5 ppm, em DMSO-ds.
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Expansdo do DEPT-135 do cloridrato de 3-(2-hidroxifenil)-5-p-toluil-4,5-diidro-1H-pirazol-
1-carboximidamida 3c entre 145 a 110ppm, em DMSO-de.
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Espectro de RMN !H a 300 MHz do cloridrato de 3-(2-hidroxifenil)-5-(2-metoxifenil)-4,5-
diidro-1H-pirazol-1-carboximidamida 3d entre 11,5 a -0,75 ppm, em DMSO-ds.
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Expansédo do espectro de RMN 'H a 300 MHz do cloridrato de 3-(2-hidroxifenil)-5-(2-
metoxifenil)-4,5-diidro-1H-pirazol-1-carboximidamida 3d entre 8,5 a 6,5 ppm, em DMSO-

de.
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Espectro de RMN 3C a 75 MHz do cloridrato de 3-(2-hidroxifenil)-5-(2-metoxifenil)-4,5-
diidro-1H-pirazol-1-carboximidamida 3d entre 175 a -5 ppm, em DMSO-de.
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Expansdo do espectro de RMN ¥C a 75 MHz do cloridrato de 3-(2-hidroxifenil)-5-(2-
metoxifenil)-4,5-diidro-1H-pirazol-1-carboximidamida 3d entre 145 a 110 ppm, em DMSO-

de.
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DEPT-135 do cloridrato de 3-(2-hidroxifenil)-5-(2-metoxifenil)-4,5-diidro-1H-pirazol-1-
carboximidamida 3d entre 175 a -5 ppm, em DMSO-de.

- r~ o o o o un -

n n =1 ~Nom o =]

~ oo = 2 o ~ -

g g9 b 8 = A 5

N (I I

|

]

|
145 143 141 139 137 135 133 131 129 127 125 123 121 119 117 115 113 111

f1 (ppm)

Expansdo do DEPT-135 do cloridrato de 3-(2-hidroxifenil)-5-(2-metoxifenil)-4,5-diidro-1H-
pirazol-1-carboximidamida 3d entre 145 a 110 ppm, em DMSO-de.
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Espectro de RMN !H a 300 MHz do cloridrato de 3-(2-hidroxifenil)-5-(4-metoxifenil)-4,5-
diidro-1H-pirazol-1-carboximidamida 3e entre 11,5 a -0,75 ppm, em DMSO-de.
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Expansédo do espectro de RMN 'H a 300 MHz do cloridrato de 3-(2-hidroxifenil)-5-(4-

metoxifenil)-4,5-diidro-1H-pirazol-1-carboximidamida 3e entre 8,5 a 6,5 ppm, em DMSO-
ds.
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Espectro de RMN ¥C a 75 MHz docloridrato de 3-(2-hidroxifenil)-5-(4-metoxifenil)-4,5-
diidro-1H-pirazol-1-carboximidamida 3e entre 175 a -5 ppm, em DMSO-de.
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Expansédo do espectro de RMN ¥C a 75 MHz do cloridrato de 3-(2-hidroxifenil)-5-(4-
metoxifenil)-4,5-diidro-1H-pirazol-1-carboximidamida 3e entre 145 a 110 ppm, em DMSO-
ds.
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DEPT-135 do cloridrato de 3-(2-hidroxifenil)-5-(4-metoxifenil)-4,5-diidro-1H-pirazol-1-
carboximidamida 3e entre 175 a -5 ppm, em DMSO-ds.
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Expansédo do DEPT-135 do cloridrato de 3-(2-hidroxifenil)-5-(4-metoxifenil)-4,5-diidro-1H-
pirazol-1-carboximidamida 3e entre 145 a 110ppm, em DMSO-ds.
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Espectro de RMN 'H a 300 MHz do cloridrato de 5-(2-bromofenil)-3-(2-hidroxifenil)-4,5-
diidro-1H-pirazol-1-carboximidamida 3f entre 11,5 a -0,75 ppm, em DMSO-ds.
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Expansdo do espectro de RMN !H a 300 MHz do cloridrato de 5-(2-bromofenil)-3-(2-

hidroxifenil)-4,5-diidro-1H-pirazol-1-carboximidamida 3f entre 8,5 a 6,5 ppm, em DMSO-
ds.
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Espectro de RMN *3C a 75 MHz docloridrato de 5-(2-bromofenil)-3-(2-hidroxifenil)-4,5-
diidro-1H-pirazol-1-carboximidamida 3f entre 175 a -5 ppm, em DMSO-ds.
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Expansdo do espectro de RMN *C a 75 MHz do cloridrato de 5-(2-bromofenil)-3-(2-
hidroxifenil)-4,5-diidro-1H-pirazol-1-carboximidamida 3f entre 145 a 110 ppm, em DMSO-

de.
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DEPT-135 do cloridrato de 5-(2-bromofenil)-3-(2-hidroxifenil)-4,5-diidro-1H-pirazol-1-
carboximidamida 3f entre 175 a -5 ppm, em DMSO-de.
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Expansédo do DEPT-135 do cloridrato de 5-(2-bromofenil)-3-(2-hidroxifenil)-4,5-diidro-1H-
pirazol-1-carboximidamida 3f entre 145 a 110 ppm, em DMSO-de.
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Espectro de RMN 'H a 300 MHz do cloridrato de 5-(3-bromofenil)-3-(2-hidroxifenil)-4,5-
diidro-1H-pirazol-1-carboximidamida 3g entre 11,5 a -0,75 ppm, em DMSO-ds.
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Expansédo do espectro de RMN *H a 300 MHz do cloridrato de 5-(3-bromofenil)-3-(2-
hidroxifenil)-4,5-diidro-1H-pirazol-1-carboximidamida 3g entre 8,5 a 6,5 ppm, em DMSO-
ds.
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Espectro de RMN 3C a 75 MHz do cloridrato de 5-(3-bromofenil)-3-(2-hidroxifenil)-4,5-
diidro-1H-pirazol-1-carboximidamida 3g entre 175 a -5 ppm, em DMSO-ds.
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Expansdo do espectro de RMN *C a 75 MHz do cloridrato de 5-(3-bromofenil)-3-(2-

hidroxifenil)-4,5-diidro-1H-pirazol-1-carboximidamida 3g entre 145 a 110 ppm, em DMSO-
de.
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DEPT-135 do cloridrato de 5-(3-bromofenil)-3-(2-hidroxifenil)-4,5-diidro-1H-pirazol-1-
carboximidamida 3g entre 175 a -5 ppm, em DMSO-de.
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Expansédo do DEPT-135 do cloridrato de 5-(3-bromofenil)-3-(2-hidroxifenil)-4,5-diidro-1H-
pirazol-1-carboximidamida 3g entre 145 a 110ppm, em DMSO-ds.
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Espectro de RMN 'H a 300 MHz do cloridrato de 5-(4-bromofenil)-3-(2-hidroxifenil)-4,5-
diidro-1H-pirazol-1-carboximidamida 3h entre 11,5 a -0,75 ppm, em DMSO-ds.
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Expansdo do espectro de RMN !H a 300 MHz do cloridrato de 5-(4-bromofenil)-3-(2-

hidroxifenil)-4,5-diidro-1H-pirazol-1-carboximidamida 3h entre 8,5 a 6,5 ppm, em DMSO-

de.
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Espectro de RMN ¥C a 75 MHz docloridrato de 5-(4-bromofenil)-3-(2-hidroxifenil)-4,5-
diidro-1H-pirazol-1-carboximidamida 3h entre 175 a -5 ppm, em DMSO-de.
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Expansédo do espectro de RMN ¥C a 75 MHz do cloridrato de 5-(4-bromofenil)-3-(2-
hidroxifenil)-4,5-diidro-1H-pirazol-1-carboximidamida 3h entre 145 a 110 ppm, em DMSO-
de.
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DEPT-135 do cloridrato de 5-(4-bromofenil)-3-(2-hidroxifenil)-4,5-diidro-1H-pirazol-1-
carboximidamida 3h entre 175 a -5 ppm, em DMSO-de.
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Expansédo do DEPT-135 do cloridrato de 5-(4-bromofenil)-3-(2-hidroxifenil)-4,5-diidro-1H-
pirazol-1-carboximidamida 3h entre 145 a 110 ppm, em DMSO-de.
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Espectro de RMN 'H a 300 MHz do cloridrato de 5-(4-fluorfenil)-3-(2-hidroxifenil)-4,5-
diidro-1H-pirazol-1-carboximidamida 3i entre 11,5 a -0,75 ppm, em DMSO-ds.
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Expansdo do espectro de RMN 'H a 300 MHz do cloridrato de 5-(4-fluorfenil)-3-(2-
hidroxifenil)-4,5-diidro-1H-pirazol-1-carboximidamida 3i entre 8,5 a 6,5 ppm, em DMSO-
de.
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Espectro de RMN *C a 75 MHz docloridrato de 5-(4-fluorfenil)-3-(2-hidroxifenil)-4,5-diidro-
1H-pirazol-1-carboximidamida 3i entre 175 a -5 ppm, em DMSO-ds.
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Expansdo do espectro de RMN 3C a 75 MHz do cloridrato de 5-(4-fluorfenil)-3-(2-
hidroxifenil)-4,5-diidro-1H-pirazol-1-carboximidamida 3i entre 145 a 110 ppm, em DMSO-
de.

T T T T T T T T T T T T T T — T T T T
144 142 140 138 136 134 132 124 122 120 118 116 114 112

98



BREZQ =888 o~ o
Mg g o @
M ﬁ wn
ﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁ =

YONN | |

T T T T T T T T T T T 1 T T T T T T
170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0
f1 (ppm)

DEPT-135 do cloridrato de 5-(4-fluorfenil)-3-(2-hidroxifenil)-4,5-diidro-1H-pirazol-1-
carboximidamida 3i entre 175 a -5 ppm, em DMSO-ds.
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Expansdo do DEPT-135 do cloridrato de 5-(4-fluorfenil)-3-(2-hidroxifenil)-4,5-diidro-1H-
pirazol-1-carboximidamida 3i entre 145 a 110 ppm, em DMSO-ds.
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Espectro de RMN *H a 300 MHz do cloridrato de 3-(2-hidroxifenil)-5-(4-(trifluormetil)fenil)-
4,5-diidro-1H-pirazol-1-carboximidamida 3j entre 11,5 a -0,75 ppm, em DMSO-ds.
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Expansdo do espectro de RMN 'H a 300 MHz do cloridrato de 3-(2-hidroxifenil)-5-(4-
(trifluormetil)fenil)-4,5-diidro-1H-pirazol-1-carboximidamida 3j entre 8,5 a 6,5 ppm, em

DMSO-ds.
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Espectro de RMN 3C a 75 MHz docloridrato de 3-(2-hidroxifenil)-5-(4-(trifluormetil)fenil)-
4,5-diidro-1H-pirazol-1-carboximidamida 3j entre 175 a -5 ppm, em DMSO-ds.
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Expansdo do espectro de RMN ¥C a 75 MHz do cloridrato de 3-(2-hidroxifenil)-5-(4-
(trifluormetil)fenil)-4,5-diidro-1H-pirazol-1-carboximidamida 3] entre 145 a 110 ppm, em

DMSO-ds.
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DEPT-135 do cloridrato de 3-(2-hidroxifenil)-5-(4-(trifluormetil)fenil)-4,5-diidro-1H-pirazol-
1-carboximidamida 3j entre 175 a -5 ppm, em DMSO-de.
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Expansdo do DEPT-135 do cloridrato de 3-(2-hidroxifenil)-5-(4-(trifluormetil)fenil)-4,5-
diidro-1H-pirazol-1-carboximidamida 3;j entre 145 a 110ppm, em DMSO-ds.
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Espectro de RMN !H a 300 MHz do cloridrato de 3-(2-hidroxifenil)-5-(3-nitrofenil)-4,5-
diidro-1H-pirazol-1-carboximidamida 3k entre 11,5 a -0,75 ppm, em DMSO-de.
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Expansédo do espectro de RMN 'H a 300 MHz do cloridrato de 3-(2-hidroxifenil)-5-(3-
nitrofenil)-4,5-diidro-1H-pirazol-1-carboximidamida 3k entre 8,5 a 6,5 ppm, em DMSO-ds.
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Espectro de RMN *C a 75 MHz docloridrato de 3-(2-hidroxifenil)-5-(3-nitrofenil)-4,5-diidro-
1H-pirazol-1-carboximidamida 3k entre 175 a -5 ppm, em DMSO-ds.
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Expansdo do espectro de RMN ¥C a 75 MHz do cloridrato de 3-(2-hidroxifenil)-5-(3-
nitrofenil)-4,5-diidro-1H-pirazol-1-carboximidamida 3k entre 145 a 110 ppm, em DMSO-ds.
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DEPT-135 do cloridrato de 3-(2-hidroxifenil)-5-(3-nitrofenil)-4,5-diidro-1H-pirazol-1-
carboximidamida 3k entre 175 a -5 ppm, em DMSO-ds.
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Expansdo do DEPT-135 do cloridrato de 3-(2-hidroxifenil)-5-(3-nitrofenil)-4,5-diidro-1H-
pirazol-1-carboximidamida 3k entre 145 a 110ppm, em DMSO-ds.
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Espectro de RMN *H a 300 MHz do cloridrato de 3-(2-hidroxifenil)-5-(tiofen-2-il)-4,5-diidro-
1H-pirazol-1-carboximidamida 3l entre 11,5 a -0,75 ppm, em DMSO-ds.
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Expanséo do espectro de RMN *H a 300 MHz do cloridrato de 3-(2-hidroxifenil)-5-(tiofen-
2-il)-4,5-diidro-1H-pirazol-1-carboximidamida 3l entre 8,5 a 6,5 ppm, em DMSO-ds.
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Espectro de RMN 3C a 75 MHz docloridrato de 3-(2-hidroxifenil)-5-(tiofen-2-il)-4,5-diidro-
1H-pirazol-1-carboximidamida 3l entre 175 a -5 ppm, em DMSO-ds.
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Expanséo do espectro de RMN *3C a 75 MHz do cloridrato de 3-(2-hidroxifenil)-5-(tiofen-
2-il)-4,5-diidro-1H-pirazol-1-carboximidamida 3l entre 145 a 110 ppm, em DMSO-ds.
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DEPT-135 do cloridrato de 3-(2-hidroxifenil)-5-(tiofen-2-il)-4,5-diidro-1H-pirazol-1-
carboximidamida 3l entre 175 a -5 ppm, em DMSO-ds.
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Expansdo do DEPT-135 do cloridrato de 3-(2-hidroxifenil)-5-(tiofen-2-il)-4,5-diidro-1H-
pirazol-1-carboximidamida 3l entre 145 a 110ppm, em DMSO-ds.
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Espectro de RMN !H a 300 MHz do cloridrato de 3-(2-hidroxifenil)-5-(piridin-2-il)-4,5-
diidro-1H-pirazol-1-carboximidamida 3m entre 11,5 a -0,75 ppm, em DMSO-ds.
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Expanséo do espectro de RMN *H a 300 MHz do cloridrato de 3-(2-hidroxifenil)-5-(piridin-
2-il)-4,5-diidro-1H-pirazol-1-carboximidamida 3m entre 8,5 a 6,5 ppm, em DMSO-de.
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Espectro de RMN 3C a 75 MHz docloridrato de 3-(2-hidroxifenil)-5-(piridin-2-il)-4,5-diidro-
1H-pirazol-1-carboximidamida 3m entre 175 a -5 ppm, em DMSO-de.
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Expanséo do espectro de RMN 3C a 75 MHz do cloridrato de 3-(2-hidroxifenil)-5-(piridin-
2-il)-4,5-diidro-1H-pirazol-1-carboximidamida 3m entre 145 a 110 ppm, em DMSO-de.
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DEPT-135 do cloridrato de 3-(2-hidroxifenil)-5-(piridin-2-il)-4,5-diidro-1H-pirazol-1-
carboximidamida 3m entre 175 a -5 ppm, em DMSO-de.
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Expansdo do DEPT-135 do cloridrato de 3-(2-hidroxifenil)-5-(piridin-2-il)-4,5-diidro-1H-
pirazol-1-carboximidamida 3m entre 145 a 110ppm, em DMSO-de.
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