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RESUMO

Neste trabalho foi desenvolvida uma rota sintética para obtencéo
de diferentes pirazolinas via reacdo one-pot irradiada por micro-
ondas, visando melhor eficiéncia e diminuicdo de quantidade de
residuo gerado. A metodologia envolve na primeira etapa a adi¢éo
da 2,5-dimetoxiacetofenona e o 2-naftaldeido em etanol e KOH
50% a 50 °C por 5 minutos sob irradiacdo de micro-ondas. Apds
este periodo, foi adicionado hidrazina hidratada e a reacéo foi
mantida por mais 10 minutos a 75 °C irradiada por micro-ondas,
obtendo o produto em bom rendimento. Aplicando a metodologia
desenvolvida, onze pirazolinas foram planejadas visando
atividade inibitéria frente a proteina tirosina fosfatase A de
Mycobacterium tuberculosis (PtpA de Mtb), sendo 7 delas inéditas
na literatura (5a, 5b, 5c, 5e, 5f, 5i e 5j), onde foram determinados
os valores de ICso de nove delas (ICso entre 11,4 € 66,7 pM). Com
isto a pirazolina 5c, que obteve menor valor de ICsp, foi submetida
a testes de seletividade frente a inibicdo de outras fosfatases
(PtpB, YopH, PEST e LYP) onde demonstrou ser seletiva para
PtpA com indice de seletividade (SI) superiores a 1. Ensaios de
reversibilidade mostrou que a pirazolina 5¢c é um inibidor
rapidamente reversivel, sendo submetida a determinacdo da

cinética enzimética mostrando ser um inibidor ndo-competitivo.

Palavras chaves: pirazolina, micro-ondas, tuberculose.



ABSTRACT

In this work a synthetic route was developed to obtain different
pyrazolines via one-pot reaction irradiated by microwave, seeking
better efficiency and decrease of the amount of generated waste.
The methodology involves in the first step the addition of 2,5-
dimethoxyacetophenone and 2-naphthaldehyde in ethanol and a
solution of KOH (50%) at 50 °C for 5 minutes under microwave
irradiation. After this time, hydrazine hydrate was added and the
reaction was maintained for 10 minutes at 75 ° C irradiated by
microwave, obtaining the product in good vyield. Applying the
methodology, eleven pyrazolines were designed for inhibition
activity of protein tyrosine phosphatase A from Mycobacterium
tuberculosis (PtpA de Mtb), 7 of them unpublished in the literature
(5a, 5b, 5c, 5e, 5f, 5i e 5j) where the ICsp values of nine of them
were determined (ICso between 11.4 - 66.7 uM). Therefore, the
pyrazoline 5¢ wich obtained a lower ICsp value, was submited to
selectivity tests against the inhibition of other protein phosphatases
(PtpB, YopH, PEST and LYP) and the results showed that the
pyrazoline 5c is selective for PtpA with selectivity index (SI) above
1. Reversibility assays showed that pyrazoline 5c is a rapidly
reversible inhibitor, and then submitedd to enzyme kinetics studies

showing to be a non-competitive inhibitor.

Key words: pyrazoline, microwave, tuberculosis.
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1. INTRODUCAO
1.1.  QUIMICA MEDICINAL

A quimica medicinal, de acordo com a IUPAC (International
Union of Pure and Applied Chemistry), € uma area de estudo que
envolve a descoberta, planejamento, sintese, estudo de relacao
entre a estrutura quimica e atividade, e determinacdo do
mecanismo de acdo de compostos capazes de constituirem novos
farmacos. Assim sendo, a quimica medicinal engloba
conhecimentos de diversas areas como quimica organica, fisico-
guimica, bioquimica, biologia, matematica, entre outras.'?

Esta descoberta de novos farmacos inclui trés fases
importantes: I. etapa de descobrimento — consiste na identificagdo
e producdo de novas substancias ativas (originadas da sintese
organica ou de produtos naturais); Il. etapa de otimizacdo —
baseia-se nas modificagdes sintéticas da estrutura quimica (a fim
de aumentar a poténcia, seletividade e diminuir a toxicidade); Ill.
etapa de desenvolvimento — visa a otimizag&o das rotas sintéticas
para viabilizar a producdo em larga escala.®

De maneira geral, os farmacos utilizados hoje em dia sdo de
origem sintética (aproximadamente 85%) e uma das estratégias
gue vem sendo utilizadas no planejamento de novos farmacos é a
hibridizacdo molecular. Esta, abrange a unido estrutural de
fragmentos bioativos de diferentes compostos visando obter um

novo composto com maior atividade biolégica.*



19

1.2. TUBERCULOSE

A Mycobacterium tuberculosis (Mtb) € uma bactéria
patogénica causadora da tuberculose (TB); doenca infecciosa a
gual a transmisséo ocorre de pessoa para pessoa por via aérea.®

Constantemente a TB é vista como uma doenca do
passado; onde ficou conhecida como “peste branca” ou “peste
cinzenta” devido aos altos indices de mortalidade durante o século
XIX e XX. De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude
(OMS), apesar de ja existir tratamento quase 2 milhdes de mortes
ao ano sdo relacionadas a TB atualmente. O tratamento
inicialmente é feito por até quatro comprimidos diarios do Coxcip
4 (comprimido contendo rifampicina, isoniazida, pirazinamida e
etambutol) por dois meses, e mais quatro meses com dois
comprimidos diarios de rifampicina e isoniazida. Na falha deste
tratamento, outros medicamentos séo utilizados (com maior risco
de efeito tGxico e menor poténcia terapéutica) por 12 meses. Deste
modo, a OMS estima que 49 milhdes de vidas foram salvas entre
2000-2015. Porém, somente no ano de 2015, cerca de meio
milhdo de pessoas desenvolveram resisténcia a multiplos
medicamentos (MDR-TB) durante o tratamento.50

No hospedeiro, o Mtbh libera duas proteinas: a proteina
tirosina fosfatase A (PtpA) e a proteina tirosina fosfatase B (PtpB),
sendo essas duas proteinas responsaveis pela sobrevivéncia do
Mtb.1t

Com isto, aumenta a busca por caminhos alternativos no
tratamento da TB como a inibicdo das duas proteinas chaves, a

PtpA e PtpB. Deste modo, nosso grupo de pesquisa vem
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estudando a inibicdo dessas proteinas por chalconas sintéticas, as
quais vem demonstrando ser uma classe promissora de

compostos para a inibicdo da PtpA e PtpB.1213

1.3. CHALCONAS E PIRAZOLINA

Chalconas séo cetonas aromaticas a,B-insaturadas e ja séo
reportados na literatura diversas atividades biol6gicas.4-2
Variadas metodologias séo reportadas na literatura para obtencao
dessa classe de compostos,?620 sendo a mais utilizada a
condensacao alddlica descrita por Vogel em 1989.3!

Além disto, por meio da ciclizacdo de chalconas pode-se
obter as pirazolinas; heterociclos de 5 membos, as quais possuem

diversas aplicacdes na quimica medicinal (Figura 1).3237

Figura 1. Estrutura geral das pirazolinas.

Frequentemente as pirazolinas sédo obtidas por meio de
chalconas em refluxo de acido acético, o que leva a acetilagao da
pirazolina e tempos reacionais consideravelmente elevados.3840
Também é reportado na literatura a sintese de pirazolinas sob
irradiacdo de micro-ondas, levando a diminuicdo do tempo de

reacdo, porém, acetilando o produto final.#*
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Desta forma, tendo em vista a importancia biologica de
diferentes pirazolinas e levando em consideracdo a necessidade
prévia de obtencdo da chalcona correspondente, planejou-se o
desenvolvimento de uma nova metodologia para obtencdo destas
(sem ocorrer a acetilacdo in situ) ndo sendo necessario isolar a
chalcona previamente, levando a diminuicdo do tempo reacional.
Além disto, avaliar a atividade inibitéria das pirazolinas obtidas
frente a PtpA de Mtb.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. TUBERCULOSE

A tuberbulose é uma doenca infecciosa grave, causada
pela bactéria Mycobacterium tuberculosis ou Bacilo de Koch (BK),
que afeta principalmente os pulmdes. E uma doenca de
transmisséo aérea, ocorrendo pela inalagdo de goticulas contendo
bacilos expelidos pela fala, espirro e tosse de pessoas com
tuberculose ativa.*?

Os sintomas mais comuns da TB séo tosse cronica, febre,
suor noturno, perda de apetite, dor no torax e falta de disposicédo.*?

Atualmente a vacina BCG (bacilo de Calmette-Guérin) é
uma forma de protecdo da TB em sua forma mais grave, porém
esta ndo garante 100% da prevencéo da tuberculose pulmonar.
Apesar de grave, a TB é uma doenca da qual existe cura. Hoje em
dia os farmacos utilizados no tratamento da TB podem ser
divididos em dois grupos: os farmacos de primeira escolha e os
farmacos de segunda escolha.*34°

Os farmacos de primeira escolha sdo a primeira opgéo
para o tratamento da TB e incluem a isoniazida, a rifampicina, o
etambutol e a pirazinamida (Figura 2). Sao farmacos de baixo

custo e na maioria dos casos apresentam alto indice de sucesso.*?
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Figura 2. Farmacos de primeira escolha.
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Ja os farmacos de segunda escolha sao utilizados no caso
de insucesso dos farmacos utilizados anteriormente e/ou
resisténcia do bacilo e incluem a amicacina, cicloserina,
etionamida, canamicina, clorofazimina, tioacetazona,
clorofazimina, acido p-aminosalicilico e terizidona, estes séo
farmacos mais caros e associados a maiores efeitos colaterais
(Figura 3).43



24

Figura 3. Farmacos de segunda escolha.
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Embora a doenca seja curavel, o tratamento da TB
apresenta diversos obsticulos, como a longa duracéo terapéutica
(ultrapassando 12 meses de tratamento quando necessario a
utiizacdo dos farmacos de segunda escolha), a falta de
informacdo e de acompanhamento ao paciente e os diversos
efeitos colaterais dos medicamentos utilizados como nauseas,
asma, vomitos, alteracdes visuais, diminuicdo da audicdo, e até
mesmo cegueira, responsaveis estes pela ndo adeséo por parte

dos pacientes ao tratamento e 0 aumento de cepas Resistentes a
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Multiplas Drogas (MDR) (quando apresentam resisténcia a
isoniazida e rifampicina) e Extremamente Resistentes a
Medicamentos (XDR) (quando também apresentam resisténcia a
fluorquinolonas, capreomicina, canamicina ou amicacina).>#3:46.47

Além disso, os medicamentos disponiveis ndo asseguram a
eliminacéo total da bactéria, sendo possivel que, apesar da cura
clinica, o bacilo permaneca em estado latente dentro de
macrofagos, provocando 0 aparecimento de cepas
resistentes.*448

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) registrou somente
no ano de 2015, 10,4 milhdes de novos casos de TB e quase 2
milhGes de mortes, sendo quase um quarto das mortes pessoas
contaminadas com o virus do HIV (Human Immunodeficiency
Virus).%

Estudos mostram que a Mtb é capaz de detectar o
engolfamento por macréfagos e interferir nas vias de sinaliza¢éo
do hospedeiro para promover sua sobrevivéncia no hospedeiro.
Um desses mecanismos de acao, é a liberacéo de duas proteinas
fosfatase: a proteina tirosina fostatase A (PtpA) de baixo peso
molecular e a proteina tirosina fostatase B (PtpB). A PtpA
consegue atravessar a membrana celular do hospedeiro e
desfosforila a VPS33B (proteina citoplasmatica), inibindo a
maturacdo dos fagossomos, impedindo assim a fuséo destes com
os lisossomos, mecanismo pelo qual os macréfagos atuam como
microbicida.*8-5!

O entendimento dos processos metabdlicos e intracelulares

do Mtb permite o desenvolvimento de estratégias para a sintese
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de novos compostos, que possam agir por mecanismos diferentes
daqueles conhecidos para os farmacos atuais, inibindo enzimas
chaves nos processos de sinalizacéo celular, como por exemplo,
PtpA e B PtpB.#®

2.1.1. Inibidores de PtpA e PtpB de Mtb

Andlogos dos produtos naturais estevastelinas, roseofilinas
e prodigiosinas foram os primeiros inibidores de PtpA de Mtb
descritos na literatura, com ICso entre 8,8 e 28,7 uM. (Figura 4).52

Figura 4. Inibidores de PtpA de Mtb: (1) andlogo da roseofilina, (2)
analogo da prodigiosina, (3) analogo da estevastelina.

C(H,C);
et V\If
1) IC5p=9,4 £ 2,1 uM 2) IC5)=28,7 + 9,7 uM 3) IC5)=8,8 £ 5,9 uM

Nosso grupo de pesquisa observou que, chalconas
sintéticas derivadas do 1- e 2-naftaldeido apresentaram

importante inibicdo da PtpA com ICso de até 8,4 uM (Figura 5).1213
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Figura 5. Chalconas ativas em PtpA de Mtb derivadas do 1- e 2-
naftaldeido.
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Estudos de relacdo estrutura-atividade revelam que a
presenca de um anel hidrofébico proximo a instauracéo e de
grupos que possam fazer ligacdes de hidrogénio com residuos de
aminodcidos da enzima préximos a carbonila parecem ser

essenciais para a atividade destes compostos na inibicdo da PtpA.

2.2.  CHALCONAS E PIRAZOLINAS

Chalconas s&o cetonas aromaticas a,B-insaturadas. E uma
familia de compostos que possui o0 nucleo 1,3-diarilprop-2-en-1-
ona, onde tanto a carbonila quanto a porcao olefinica estao ligadas

diretamente aos anéis A e B, respectivamente (Figura 6).

Figura 6. Estrutura geral das chalconas.
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As chalconas e seus derivados sdo de grande interesse na
guimica medicinal pois apresentam diversas atividades biologicas,
as quais variam conforme seus substituintes. Sao reportadas na
literatura  diversas atividades  biolégicas, como anti-
inflamatéria,*41° antileishmaniose, 6 antibacteriana,’
anticancer,'®' antioxidante,?>-?? antiflngica,'#?32* anti-HIV?® e
inibidora da tirosina fosfatase A e B de Mtb.1213

Usualmente as chalconas sdo obtidas por meio da
condensacdo de uma acetofenona e um benzaldeido via
condensacdo de Claisen-Schmidt descrita por Vogel,3!
empregando uma base forte como catalisador e solvente polar
(Esquema 1).

Esquema 1. Sintese de chalconas via condensacao de Claisen-Schmidt.
0 o} ¢}
H base, t.a =
R + R = . R O O R'
solvente polar

Outras metodologias para a sintese de chalconas também
sao reportadas na literatura, como a de acoplamento cruzado de
Suzuki-Miyaura,?® onde € utilizado acido fenilvinilboranico e
cloreto de benzoila empregando palddio como catalisador e
carbonato de césio (Esquema 2 - A) e reacao de acoplamento de
Heck, fazendo uso de haleto de arila, estireno e paladio na
presenca de monoxido de carbono (Esquema 2 - B). 2’ Porém, a

reacdo de condensacdo aldodlica entre benzaldeidos e
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acetofenonas é hoje o método mais utilizado devido as condi¢cbes

reacionais mais brandas empregadas.

Esquema 2. Sintese de chalconas via acoplamento de Suzuki-Miyaura
(A) e acoplamento de Heck (B).

0 (?H (0]
B. =
T
+
o]
X
N Pd =
B + co —
A

X=halogénio

Além do método convencional descrito por Vogel®! em 1989
para sintese de chalconas em temperatura ambiente e meio
basico por algumas horas, Konieczny e colaboradores?®
descreveram em 2007 a sintese de chalconas em meio acido,
empregando acido acético e acido sulfurico em refluxo de 3-24
horas. Buscando otimizar a sintese de chalconas por meio da
condensacdo de Claisen-Schmidt, Srivastava?® publicou em 2008
a obtencdo de chalconas empregando carbonato de potéssio
anidro como catalisador sob irradiagdo de micro-ondas por 3-5
minutos e Gall e colaboradores em 1999% publicaram a sintese,
também sob irradiacdo de micro-ondas, em 8 minutos utilizando
pTSA (4cido p-tolueno sulfénico) como catalisador acido.

Além de relatado na literatura diversas atividades bioldgicas
dos derivados de chalconas, estas também sao precursoras para
sintese de pirazolinas. Pirazolinas, forma reduzida dos pirazois,

séo heterociclos de cinco membros que possuem dois atomos de
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nitrogénios vizinhos e uma instauracdo. Apresentam formas
tautoméricas, sendo geralmente a instauragao entre o nitrogénio

2 e o carbono 3 a mais estavel (Figura 7).5354

Figura 7. Estrutura geral das pirazolinas.

Derivados de pirazolinas vem atraindo aten¢do na quimica
medicinal pois estao associadas a diversas atividades biolégicas,
dentre elas atividade antimicrobiana,®>3® antidepressiva,3*
antibacteriana,®® anti-inflamatéria® e recentemente nosso grupo
de pesquisa analisou a atividade inibitéria de uma série de
pirazolinas frente a inibicdo da PtpA, PtpB e Yersinia enterocolitica
(YopH) (Figura 8).%7

Figura 8. Pirazolinas ativas em PtpA, PtpB e YopH.
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Pirazolinas séo obtidas via ciclizacdo de chalconas na
presenca de hidrazina. Raghav e Singh3® publicaram
recentemente a sintese de uma série de pirazolinas, tanto fazendo
uso da fenilhidrazina (Figura 9 - A) quanto da hidrazina, em etanol
e acido acético em refluxo (Figura 9 - B e C, respectivamente) por

um periodo de até 6 horas em alto rendimento.

Figura 9. Sintese de pirazolina em refluxo.
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Quando realizada a sintese empregando acido acético
como solvente (Figura 9 - C), ocorre a acetilagdo in situ, levando
a obtencdo de um produto diferente quando na auséncia deste
(Figura 9 - B).
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Também em refluxo e a fim de obter a pirazolina derivada
da hidrazina, foram reportadas algumas metodologias na
literatura. Kavitha e colaboradores® publicaram a sintese de
pirazolinas, partindo da chalcona correspondente, com hidrazina
hidratada e etanol em refluxo por um periodo de até 10 horas.

A fim de otimizar a sintese para obtencéo de pirazolinas é
reportado na literatura a sintese de pirazolinas partindo da
chalcona correspondente com fenilhidrazina ou hidrazina
hidratada e acido acético sob irradiacdo de micro-ondas (quando
empregado a hidrazina hidratada ocorre a acetilagcdo in situ).*-5

Desta forma, € relevante do ponto de vista ambiental a
busca por metodologias limpas para obtencdo de pirazolinas
fazendo uso de solventes menos nocivos e em menores tempos

reacionais.

2.3.  QUIMICA VERDE

Nos dias atuais aumentou consideravelmente a
preocupacdo da populacdo mundial em relacdo a problemas
ambientais. Do ponto de vista quimico foi criado o conceito
“Quimica Verde” o qual visa o desenho de novos produtos e
processos quimicos que sejam mais benéficos para o meio
ambiente e que reduzam o impacto para a sautde humana e meio
ambiente. Basicamente, sdo 12 os principios da quimica verde: I.
Prevencdo; Il. Economia de &tomos; Ill. Sintese de produtos
menos perigosos; IV. Desenho de produtos seguros; V. Solventes
e auxiliares mais seguros; VI. Busca pela €ficiéncia de energia;

VII. Uso de fontes renovaveis de matéria-prima; VIII. Evitar a
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formacdo de derivados; IX. Catdlise; X. Desenho para a
degradacao; Xl. Analise em tempo real para a prevencdo da

poluicdo; XII. Quimica segura para a prevencéo de acidentes.5:5"

2.3.1. Micro-ondas (MO)

Um método que se enquadra em varios principios da
Quimica Verde é 0 uso da irradiagdo de micro-ondas como fonte
alternativa para o aguecimento.

A irradiacdo de micro-ondas é uma forma de energia
eletromagnética com frequéncia entre 0,3 e 300 GHz. A utilizac&o
destas no lugar do aquecimento convencional leva a uma
diminuicdo dos tempos de reagdo, uma vez que as reagbes
aceleradas por micro-ondas promovem o aquecimento interno dos
reagentes mais homogeneamente (Figura 10 - A), diferente do
método convencional onde depende da condutividade térmica de
varios materiais que devem ser penetrados, o que resulta na
temperatura do recipiente de reacdo superior a da mistura
reacional (Figura 10 - B).5®
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Figura 10. Comparacéo entre aquecimento via irradiacao de micro-ondas

(A) e aquecimento convencional (B).
460
440
420
‘ 400

Fonte: KAPPE, C. O. Controlled Microwave Heating in Modern
Organic Synthesis. Angew. Chem., v. 43, p. 6250-6284, 2004.

Com base no que foi exposto a cerca de chalconas, pirazolinas
e quimica verde, nesse trabalho busca-se a otimizacao e sintese
de pirazolinas com potencial atividade inibitorio frente a PtpA de
Mtb.
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3. OBJETIVOS
3.1. OBJETIVO GERAL

O trabalho apresenta como objetivo principal o
desenvolvimento de uma metodologia simples, rapida e eficiente
para obtencdo de pirazolinas com potencial atividade inibitéria
frente a PtpA de Mtb.

3.2.  OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Desenvolver e otimizar a sintese multicomponente para

obtencédo da pirazolina 4 em micro-ondas (Esquema 3);

Esquema 3. Sintese multicomponente para obtengdo da pirazolina 4.

OCHj
OCHO 0 O
y NHNH;  pco \ O
+ + N-N
OCH 4 @

- Aplicar a metodologia desenvolvida para obtencdo de uma

série de pirazolinas baseadas nas estruturas ja publicadas;
- Desenvolver e otimizar a sintese one-pot de pirazolinas

sob irradiagdo de micro-ondas (Esquema 4);

Esquema 4. Sintese one-pot para obtencéo da pirazolina 5a.
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- Aplicar a metodologia desenvolvida para obtencdo das
pirazolinas 5a-k;

- Purificar e caracterizar as pirazolinas 5a-k por p.f., RMN de
IH e 13C e massas de alta resolucgao;

- Estudar a atividade inibitéria das moléculas obtidas frente

a proteina tirosina fosfatase A de Mycobacterium tuberculosis.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 PREPARACAO DA PIRAZOLINA 4 VIA REACAO
MULTICOMPONENTE

A sintese da pirazolina 4 fez parte da Tese de Doutorado da
Dra. Patricia D. Neuenfeldt®” onde foi obtida com alto rendimento
(93%) bem como sua chalcona precursora (83%),%° sendo adotada
neste trabalho para otimizacéo reacional.

Inicialmente analisou-se a obtencdo da pirazolina 4 via
reacdo multicomponente onde todos o0s reagentes séao
adicionados ao mesmo tempo ao meio reacional empregando
base ou acido como catalisador (Tabela 1, Entrada 1 e 2
respectivamente) e sem a presenc¢a de catalisador (Tabela 1,
Entrada 3). Porém, somente na presenca de hidréxido de potassio
(Tabela 1, Entrada 1) foi observada a formacdo do produto

desejado 4.

Tabela 1. Influéncia do catalisador para obtencéo de 4.

OCH;
OCH; O O
OOy e ey )
5min, 50 C N=N

OCH3 @
1 2 4

Entrada Catallsador Rendimento (%)
1 KOH 50% 60
2 Ac. Acético NO
3 NO

Nota: NO = nédo obtido. MO = micro-ondas. Condic¢des de reagdo: 1 mmol
de 2,5-dimetoxiacetofenona (1), 1 mmol de 2-naftaldeido (2), 4 mmol de
fenilhidrazina (3).
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Assim sendo, foram variados parametros do equipamento
como tempo e temperatura, e também quantidade de
fenilhidrazina, etanol, agua e KOH empregados visando menor
tempo reacional e melhor converséo do produto (Tabela 2).

Tabela 2. Influéncia dos parAmetros reacionais para obtencéo de 4.

OCH;
OCH30 o " O

N

N H

SR S
. ~N
4
. s
1

NHNH, KOH

T t. (7 TEtOH H0 0. Rend.
EAdA ooy min) mn ML ML) o @)
1 50 5 0,4 50 50 10,0 61
2 50 5 0,4 50 10,0 50 37
3 50 5 0,4 1,0 9,0 10,0 NO
4 50 5 0,2 50 50 10,0 27
5 50 2 0,4 50 50 10,0 22
6 50 10 0,4 50 50 10,0 62
7 25 10 0,4 50 50 10,0 16
8 75 10 0,4 50 50 10,0 80

9 75 5 0,4 5,0 50 10,0 54

Nota: NO = ndo obtido. MO = micro-ondas. Condic¢des de reagdo: 1 mmol
de 2,5-dimetoxiacetofenona (1), 1 mmol de 2-naftaldeido (2).

Tendo em vista uma sintese onde fosse gerado residuos
menos agressivos ao meio ambiente e em menor quantidades,
buscou-se utilizar maior propor¢éo de agua, diminuindo assim a
quantidade de KOH 50% (Tabela 2, Entrada 2) e etanol (Tabela 2,
Entrada 3), porém neste Ultimo, o produto desejado néo foi obtido.

Minimizar a quantidade de fenilhidrazina e tempo reacional
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também foram propostos neste trabalho (Tabela 2, Entrada 4 e 5
respectivamente), mas devido ao baixo rendimento obtido em
ambos (27 e 22% respectivamente), optou-se por aumentar o
tempo reacional para 10 minutos (Tabela 2, Entrada 6). Contudo,
ndo houve acréscimo do rendimento quando comparado com a
Entrada 1 onde o tempo de reacdo foi de 5 minutos. Diferentes
temperaturas foram aplicadas (25 °C na Entrada 7 e 75 °C na
Entrada 8) no entanto quando realizada a 25 °C o rendimento
obtido foi muito baixo quando comparado ao realizar a sintese a
75 °C (16 e 80% respectivamente). Por fim, na Entrada 9, a reacéo
foi realizada com os mesmos parametros utilizados na Entrada 8,
mas em menor tempo, obtendo maior rendimento quando
realizada em um intervalo de tempo maior.

Foram testadas diferentes temperaturas e, com base nos
rendimentos obtidos na Tabela 1, pode-se estabelecer que o
aquecimento favorece a formacdo do produto desejado, assim
sendo, a metodologia desenvolvida usando as condi¢cdes da
Entrada 8 foi mais eficiente e escolhida para futura aplicacao.

Apbés purificada por recristalizacdo utilizando etanol a
pirazolina 4 foi caracterizada por RMN de 'H, *3C e ponto de fuséo.

Por meio do espectro de RMN de *H, é possivel observar
na regido dos hidrogénios arométicos os sinais referentes aos 15
hidrogénios da pirazolina 4, além dos trés duplos dupletos em
5,36, 4,05 e 3,37 ppm, comprovando a obtencdo do produto
desejado (Figura 11).
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Figura 11. Espectro de RMN de *H da pirazolina 4 (400 MHz, CDCls).
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Analisando a ampliacéo do espectro de RMN de *H (3,0 —
6,0 ppm) (Figura 12) é possivel observar em 5,36 ppm o sinal
referente ao Hc com constantes de acoplamento de Jca=8,2 Hz e
Jw = 12,2 Hz, caracteristicas dos acoplamentos com o0s
hidrogénios Ha e Hb, respectivamente. Em 4,05 ppm pode-se
observar o sinal do hidrogénio Hb com constantes de acoplamento
com o hidrogénio Hc de J,c = 12,5 Hz e com o hidrogénio Ha de
Jva = 18,0 Hz. O duplo dupleto em 3,37 ppm é associado ao
hidrogénio Ha, apresentando constante de acoplamento de Jac =
7,7 Hz e Jap = 18,0 Hz (acoplamento com o hidrogénio Hc e Hb,
respectivamente). Também € possivel observar os dois simpletos
em 3,86 e 3,73 ppm com integracdo de trés hidrogénios cada

referente as duas metoxilas.
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Figura 12. Ampliacdo do espectro de RMN de 'H da pirazolina 4 (400

MHz, CDCls).
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No espectro de RMN de 3C da pirazolina 4 (Figura 13)

pode-se observar em 46,7 ppm o sinal do carbono metilénico, em

55,9 e 56,1 ppm os dois sinais referentes as duas metoxilas e em

65,2 ppm o sinal do carbono metinico. Entre 112,9 - 128,8 ppm o0s

sinais dos carbonos aromaticos e 129,1 - 153,6 ppm os sinais dos

carbonos quaternarios.
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Figura 13. Espectro de RMN de *C da pirazolina 4 (200 MHz, CDCls).
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O mecanismo proposto para a sintese da pirazolina 4 inicia-
se pela formagdo da chalcona (intermedidrio da sintese da
pirazolina), mecanismo este conhecido por condensacéo aldélica
de Claisen-Schmidt. A reacgéo inicia-se pela remoc¢do do
hidrogénio acido alfa a carbonila da cetona pela base, formando
um carbanion estabilizado por ressonéancia. O carbanion ataca o
carbono carbonilico do aldeido formando um ion alcéxido. A
protonacdo do alcéxido forma o intermediario enol que
posteriormente sofre desidratacdo levando a formacdo da
chalcona, regenerando o catalisador basico.®® O Esquema 5

mostra 0 mecanismo proposto para obtencéo da chalcona 8a.
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Esquema 5. Mecanismo proposto para sintese da chalcona 8a.
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A partir da chalcona propfe-se a formacédo da pirazolina
iniciado pelo ataque nucleofilico do nitrogénio 1 da hidrazina ao
carbono B da chalcona seguido da ciclizacdo por meio do ataque
do nitrogénio 2 ao carbono carbonilico da chalcona e posterior
desidratacéo, levando a formag&o do anel pirazolinico (Esquema
6).

Esquema 6. Mecanismo proposto para a sintese da pirazolina 4.

NHNHQ /@
HaCO o HsCO (o NN
HZN N

OOO

OCH;§ OCH; H,CO

W — OO

HCO HaCO H;CO
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A condicdo experimental apresentada na Entrada 8 da
Tabela 2 também foram empregadas para a obtencdo da
pirazolina 5a (obtida pela reacdo do 2-naftaldeido com a 2,5-
dimetoxiacetofenona e hidrazina), porém por meio de CCD foi
observado a presenca de dois compostos com fatores de retencao
(RF) diferente dos materiais de partida. Podendo ser confirmado
por meio da analise de HPLC (Figura 14).

Figura 14. Cromatograma de HPLC da mistura obtida.

2004

Pela andlise do espectro de RMN de *H do composto obtido
(Figura 15) foi confirmado que ndo houve a formacdo do produto
desejado, uma vez que nao é observado a presenca dos trés
duplos dupletos caracteristicos da pirazolina.



45

Figura 15. Espectro de RMN de *H da mistura obtida (200 MHz, CDCls).
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Deste modo, dois subprodutos (6 e 7) seriam possiveis, uma
vez sendo a hidrazina um nucledfilo mais forte quando comparada
a fenilhidrazina, fazendo com que esta ataque o carbono
carbonilico do 2-naftaldeido, antes da formacdo da chalcona.

(Esquema 7).
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Esquema 7. Sintese dos subprodutos 6 e 7.

Deste modo, notou-se a importancia da obtencdo prévia da
chalcona 8a para obtencdo da pirazolina 5a. Assim sendo, foi
avaliada a obtencdo da pirazolina 5a via reagdo one-pot, onde a
2,5-dimetoxiacetofenona e o 2-naftaldeido sdo adicionados
simultaneamente a um baldo de duas bocas, levando a formacgéo
da chalcona 8a e ap6s determinado tempo, sem isolar a chalcona
obtida, a hidrazina é adicionada levando a obtencdo do produto

desejado (Esquema 8).
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Esquema 8. Sintese da pirazolina 5a via rea¢éo one-pot.

OCH
OCHZ 30 P

OCHjs 8a
ocH3

)| NyH,

Parametros do micro-ondas como tempo e temperatura e
também quantidade de hidrazina empregada foram variadas.

Inicialmente, na primeira etapa (i), a reacao foi realizada a
50 °C por 5 minutos sob irradiagdo de micro-ondas. Na segunda
etapa (i), a hidrazina foi adicionada (1,0 mL) e a reacdo mantida
por mais 5 minutos, obtendo-se o produto desejado com 72% de
rendimento (Tabela 3, Etapa 1). O acréscimo no tempo reacional
da segunda etapa também foi analisado (10 minutos) também
foram estudados obtendo rendimento semelhante (76%) (Tabela
3, Entrada 2).
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Tabela 3. Influéncia dos parAmetros reacionais para obtencéo de 5a.

) 1) Rend
Entrada Tempo T Tempo T Hidrazina '

H o 1 o (%)
(min) (C) (min) (°C) (mL)

1 5 50 5 50 1,0 72
2 5 50 10 50 1,0 76
3 5 50 5 75 1,0 68
4 10 50 5 75 1,0 53
5 5 50 10 75 1,0 92
6 5 75 5 75 1,0 57
7 5 50 5 50 0,5 61
8 5 50 10 75 0,5 90

Condicdes de reagdo: i) 2,5-dimetoxiacetofenona, 2-naftaldeido, 10 mL
etanol, 10 mL KOH 50%, MO, A. ii) Hidrazina, MO, A.

Usando as condi¢Bes das Entradas 3, 4 e 5 da Tabela 3 a
reacdo ocorreu na temperatura de 75 °C apés a adicdo da
hidrazina (50 °C na primeira etapa) por 5 minutos nas Entradas 3
e 4, e 10 minutos na Entrada 5, sendo nesta Ultima melhor
rendimento obtido (92%). A reacdo em 75 °C por 5 minutos em
ambas etapas também foi estudada (Tabela 3, Entrada 6), porém
o rendimento obtido foi inferior quando comparado as condi¢gbes
empregadas na Entrada 3 onde foi utilizado 50 °C na primeira
etapa (75 °C na segunda). A propor¢do de hidrazina (0,5 mL)
também foi um pardmetro analisado na Entrada 7 e 8 obtendo
rendimentos de 61 e 90% respectivamente. Os rendimentos
obtidos nas condic¢des das Entradas 5 e 8 séo similares. Portanto,
a condicdo reacional utilizada na Entrada 8 foi adotada para
aplicacao futura, uma vez que faz uso de quantidade menor de

hidrazina.
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Deste modo, foram sintetizadas as pirazolinas 5a-k, das
guais 7 sao inéditas na literatura (5a, 5b, 5c, 5e, 5f, 5i e 5j), e os
compostos 5d, 5g, 5h e 5k ja foram reportados previamente.51-64
A nivel de comparacéo, além de obtidas via reacdo one-pot, as
pirazolinas 5a-k foram obtidas também utilizando metodologia
convencional utilizando refluxo de etanol por 3 a 5 horas.
Rendimentos e p.f. das pirazolinas obtidas estdo listados na
Tabela 4.

Das onze pirazolinas obtidas empregando a metodologia
desenvolvida neste trabalho, todas obtiveram rendimento superior
quando comparado a metodologia convencional onde a chalcona
é isolada, com excecdo do composto 5f, e em rendimentos
moderados (22 - 90%).
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Tabela 4. Rendimentos e p.f. obtidos para as pirazolinas 5a-k.

>

(0]

N

1

&
i
5
@
>

-
>

5a-k

k

o Rendimento
Composto Anel A p.f. (°C) a) b) e o)
OCH,
5a @X 82,7-839 90 58
OCH,
HsCO
5b I 709-723 34 29
5¢c CIQ% 110,3-112,1 59 52
5d 139,0-140,4 90 48
5e @X 103,1-104,9 90 77
H3;CO
5 HO]@)( 164,3- 1654 24 29
59 Br/©{ 79.8-814 70 64
5h (j{ 790-805 22 20
NO,
5i OZN@ 132,8-134,4 72 56
ie
5j % 64,4-657 34 31
5k @X 81,5-829 88 42

Notas: *Rendimento global. a) Sintese one-pot sendo, primeira etapa:
etanol, KOH 50%, MO, 50 °C, 5 min e segunda etapa: hidrazina (0,5 mL),
MO, 75 °C, 10 min. b) Etanol, KOH 50%, t.a. 24 h. c) Etanol, hidrazina,
refluxo, 3-5 h (metodologia convencional).
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Todas as pirazolinas de 5a-k foram caracterizadas por RMN
de H e 13C e em todos os espectros de RMN de 'H analisados
foram observados trés duplos dupletos, sinais estes
caracteristicos de pirazolinas. No espectro de RMN de 'H da
pirazolina 5a (Figura 16) pode-se observar os sinais dos 10

hidrogénios aroméaticos na regiédo de 7,99 a 6,79 ppm.

Figura 16. Espectro de RMN de 'H da pirazolina 5a (200 MHz
DMSO).
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Na ampliacdo do espectro de RMN de 'H da pirazolina 5a
(2,0 — 5,5 ppm) (Figura 17) é possivel observar em 5,07 ppm o
duplo dupleto referente ao Hc com constantes de acoplamento de
Jea = 8,8 Hz e Jop = 11,3 Hz, referente aos acoplamentos com os
hidrogénios diasterotopicos, Hb e Ha respectivamente. O duplo

dupleto em 3,56 ppm é referente ao Hb com constante de



52

acoplamento de Jva = 16,6 Hz (do acoplamento com Ha) e Juc =
11,0 Hz (do acoplamento com Hc). Em 2,83 ppm observa-se a
presenca de mais um duplo dupleto referente ao Ha, o qual possui
constantes de acoplamento de Jac = 9,7 Hz e Jap = 16,3 Hz
referente aos acoplamentos com Hc e Hb, respectivamente. Os
hidrogénios das metoxilas apresentam dois simpletos em 3,80 e

3,68 ppm.

Figura 17. Ampliag&o do espectro de RMN de *H da pirazolina 5a (2,0 —
5,5 ppm) (200 MHz, DMSO).
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Com o auxilio do DEPT-135 (Figura 18), onde os carbonos
metilénicos apresentam valores negativos, e carbonos metinicos
e metilas sinais positivos foi possivel observar em 44,2 ppm o CH>

da pirazolina e em 56,2 e 55,8 ppm as duas metoxilas.



Figura 18. Espectro de DEPT-135 da pirazolina 5a (50 MHz, CDCls).
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Ampliando o espectro de DEPT-135 da pirazolina 5a (Figura

19), nota-se a presenca de 11 carbonos com sinal positivo, de

acordo com o numero de carbonos metinos aromaticos.

Figura 19. Ampliagdo do espectro de DEPT-135 da pirazolina 5a (50

MHz, CDCls).
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Na ampliacdo do espectro de RMN de '3C da pirazolina 5a,
€ possivel observar 7 sinais de carbonos quaternarios (153,6,
152,0, 151,0, 140,3, 133,3, 132,9 e 122,9 ppm) coerente com a
estrutura da pirazolina (Figura 20).

Figura 20. Ampliagdo do espectro de RMN de *C da pirazolina 5a (110
— 155 ppm) (50 MHz, CDCls).
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Deste modo, todas as pirazolinas obtidas neste trabalho

foram caracterizadas por RMN de *H e 3C.
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4.2.  ATIVIDADE BIOLOGICA

4.2.1. Medidas da atividade residual de PtpA das pirazolinas
5a-k

Os testes bioldgicos foram realizados no CEBIME (Centro
de Biologia Molecular e Estrutural) sob coordenacéo do Prof. Dr.
Hernan F. Terenzi.

Inicialmente foi realizada uma triagem utilizando uma Unica
concentragdo (25 uM) para cada composto (5a-k), a PtpA e p-
nitrofenilfosfato (pNPP) como substrato artificial de fosfatase. Este
quando clivado libera o p-nitrofenol (pNP), de coloragdo amarela
(Figura 21). A absorbancia do p-nitrofenol foi quantificada por UV-

Vis a 410 nm, a qual é proporcional a sua concentragao.

Figura 21. Converséo do pNPP em pNP.

NO, NO,
Hzo + > + H3PO4
. OH
PO3H,
PNPP pNP

Com isto, foram calculadas as porcentagens de inibicdo da
PtpA de Mtb e os dados obtidos estéo listados na Tabela 5Tabela
5, onde quanto maiores os valores de porcentagem obtido, melhor

a pirazolina inibe a atividade da PtpA.
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Tabela 5. Atividade de inibicdo de PtpA (%) na presenca de 25 uM das
pirazolinas.

% inibicao % inibicao
Composto Composto
(% £ DP) (% = DP)
5a 52,6 £5,2 59 29,4+51
5b 74821 5h 62.1+21
5c 78,7+ 3,4 5i 38,9+3,0
5d 33,7+£6,9 5j 63,7+1,4
5e 36,0+1,3 5k 48,7 £ 3,7
5f 515+4,0

Nota: Os resultados sédo apresentados como média + DP (desvio padréo)
de trés experimentos feito em triplicata.

4.2.2. Determinacdo dos valores de ICso das pirazolinas

Baseando-se na triagem inicial, foram determinados os
valores de ICs frente a inibicdo da PtpA para os compostos que
apresentaram inibicao 240% quando comparados com o controle
(5a, 5b, 5c, 5d, 5f, 5h, 5i, 5j e 5k). Foram utilizadas onze
concentracBes diferentes de cada composto e os resultados
obtidos estéo listados na Tabela 6.

As pirazolinas 5c¢, 5h e 5j obtiveram melhores resultados de
ICso frente a inibicdo da PtpA (ICs0=11,4 yM £ 3,4, ICs0 = 18,9 uM
+2,3elCso=17,5 UM % 4,3 respectivamente). Apesar de nhenhum
dos trés apresentarem melhor valor de ICsp que a chalcona 1l1a
(ICs0 = 8,4 UM £ 0,9).
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Tabela 6. Valores de ICso das pirazolinas 5a-k frente a inibicdo da PtpA.

ICso ICso
Composto Composto

UM £ DP UM £ DP
5a 27, 7+2,1 5h 18,9+2,3
5b 234+29 5i 38,2+6,0
5c 11,4+ 3,4 5j 175+43
5d 339+6,4 5k 66,7+ 7,8
5f 23,1+45

Nota: Os resultados sédo apresentados como média + DP (desvio
padrao) de trés experimentos feito em triplicata.

Os compostos 5d e 5k que contém o grupo 2-naftila e fenila
no anel A respectivamente, apresentaram valores de inibicdo
frente a PtpA de ICso = 33,9 M = 6,4 e ICs0 = 66,7 pM = 7,8
respectivamente, assim sendo, a presenca de grupos hidrofébicos
nos dois anéis ndo apresentou significante atividade inibitéria.

Comparando os valores de ICso das pirazolinas obtidas (5a-
k) com as pirazolinas contendo o grupo fenil e acetil no anel
pirazolinico (8a-k e 9a-k, respectivamente)®’ pode-se observar
que todas as pirazolinas obtidas neste trabalho (5a-k) obtiveram
melhores resultados quando comparadas as pirazolinas
correspondentes 8a-k e 9a-k, mas ndo em todos os casos quando

comparados as chalconas 11a-k.



58

Tabela 7. Valores de ICso dos compostos 5a-k, 9a-k, 10a-k e 8a-k frente

a inibicdo da PtpA de Mtb.

Compostos a b c d e f g
OCH, GO .
H3CO. = /R ¢ ﬁU\ H3CO, 4
Anel A Iwoou@\ Q\Almwlm/ 8\K HyCO deon IoHU\ 9\@
OCHs 3
QQ 277+ 234+ 114+ 339+ 231+
2,1 2,9 3,4 6,4 n.d. 45 nd.
Lanet i~ (O o100+ 584* 376 . 667 365 979%
@ 9,5* 3,3 11,9* 5,3* 4,3
n.d.* n.d.* n.d.* n.d.* n.d.* n.d.* «
n.d.
8,4 T 231x 321 933% o 53,7 +
0,9 1,6' 4,0% 5,7% - 1,3" >50"
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Tabela 8. Valores de ICso dos compostos 5a-k, 9a-k, 10a-k e 8a-k
frente a inibicdo da PtpA de Mtb (continuacéo).
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Nota: n.d. = ndo determinado; *mostrados anteriormente na referencia
38; T™mostrados anteriormente na referéncia 12; ®mostrados
anteriormente na referéncia 65.

Assim como nas chalconas 1la e 11b, as pirazolinas que
contem grupos metoxilas no anel A (5a, 5b, e 5j) apresentaram
bons valores de ICsp na inibicdo enzimatica da PtpA (ICso = 27,7
MM £ 21, ICso = 23,4 UM £ 29 e ICso = 189 uyM = 2,3
respectivamente) mostrando que a presenca do anel hidrofébico
(Anel B) e o hidrogénio ligado ao nitrogénio (NH) do anel
pirazolinico promovem maior potencial inibitério frente a PtpA de
Mtb.

Para as trés séries de pirazolinas (5, 9 e 10) nao foi
observado correlacdo dos melhores valores de ICsp com os das

chalconas correspondentes.
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4.2.3. Ensaios de seletividade da pirazolina 5c

A pirazolina 5¢c apresentou menor valor de ICso dentre as
pirazolinas analisadas (ICso = 11,4 + 3,4 uM) e foi submetida a
testes de seletividade frente as outras fosfatases. Este ensaio tem
por finalidade averiguar se determinado composto apresenta uma
maior preferéncia por uma enzima frente as outras enzimas da
mesma familia. Para isto, determina-se o valor de ICso do
composto frente a diferentes fosfatases e faz-se a relagdo do valor
encontrado com o valor da enzima na qual se deseja verificar se 0
composto apresenta uma maior preferéncia. Deste modo
determina-se o chamado indice de seletividade (Sl - do inglés
selectivity index), neste trabalho calculado pela razdo do
ICs0”TP/ICs0™PA, Valores de indice de seletividade maiores que 1
indicam compostos mais seletivos, enquanto valores iguais a 1
mostram igual seletividade por ambas enzimas e valores inferiores
a 1 indicam que o composto é mais seletivo para a outra enzima
da mesma familia.

Portanto, foi determinado o ICso da pirazolina 5c frente a
inibicdo da PtpB de Mtb, YopH, PEST e LYP (fosfatases humanas)

e entdo calculado o indice de seletividade (Tabela 9).

Tabela 9. Valores de ICso da pirazolina 5c frente a inibicdo da
YopH, PtpB, Lyp e Pest e indice de seletividade.

YopH PtpB LYP PEST
ICs0 Sli ICs0 S ICs0 Si ICso SI
188 + 258 + 9790+ 62.6 +
43 16 g3 23 457 86 TS50 55

Nota: Os resultados de ICso séo apresentados como média em uyM + DP
(desvio padrao) de trés experimentos feito em triplicata.
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Dentre as fosfatases analisadas, a pirazolina 5c
demonstrou boa seletividade para a inibicdo da PtpA (SI maiores
que 1), sendo para a inibicdo da LYP a com maior indice de
seletividade, sendo cerca de 8 vezes mais seletivo para PtpA. Ja
para a YopH a pirazolina 5¢c apresentou a menor seletividade, com
indice de seletividade de 1,6.

4.2.4. Teste de reversibilidade da pirazolina 5c frente a
inibicdo da PtpA

Apobs ser determinado o ICsq e seletividade, foi realizado o
teste de reversibilidade a fim de determinar se a inibicdo causada
pelo inibidor é rapidamente reversivel, lentamente reversivel ou

irreversivel Figura 22.%°

Figura 22. Resultados de reversibilidade esperados para: Curva a)
representa 0 esperado para o0 controle na auséncia de inibidor; b)
rapidamente reversivel; c) lentamente reversivel e d) irreversivel ou muito
lentamente reversivel.
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Fonte: COPELAND, R. A. Evaluation of Enzyme Inhibitors in
Drug Discovery. New Jersey: Wiley, 2005. 126 p.
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Deste modo, a enzima foi incubada por um periodo de 15
minutos na presenca (vermelho) e auséncia da pirazolina 5c (azul)
a temperatura ambiente e apds este periodo foi realizada leitura
da absorbancia em 410 nm a cada minuto, por 21 minutos (Figura
23).

Figura 23. Teste de reversibilidade da pirazolina 5c.
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De acordo com a equacao da reta obtida por meio da Figura
23 para o branco (0,1005 + 0,0009407) e para a PtpA na presenca
do inibidor (0,09692 + 0,0007351), a pirazolina 5c, frente a inibicéo
da PtpA, € um inibidor totalmente reversivel, sendo a reta do
inibidor 96,44% de atividade em relacdo a reta do branco,

demonstrando ser um inibidor rapidamente reversivel.

4.2.5. Avaliacdo dos parametros cinéticos da PtpA e
mecanismo de inibi¢céo da pirazolina 5¢
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Estudos de cinética enziméatica sdo empregados para
determinacgéo das propriedades de um inibidor, os quais podem
afetar uma reacdo enzimatica de duas formas: como inibidor
reversivel ou irreversivel. Inibidor reversivel é aquele que pode
ligar-se & enzima e ser liberado em seguida, deixando-a em sua
condicao original e inibidor irreversivel aquele que reage com a
enzima resultando em uma modificacdo, normalmente formando
uma ligacdo covalente tornando-a inativa de modo que sua
atividade original ndo é regenerada ou regenerada muito
lentamente.56.67

Inibidores reversiveis dividem se em trés grupos: inibicdo
competitiva, nao-competitiva e incompetitiva. Um inibidor
competitivo concorre com o substrato pelo sitio ativo da enzima e
blogueiam o acesso do substrato a ela. Ja o inibidor nao-
competitivo é aquele que se liga em um sitio diferente daquele
onde o substrato se liga, ele ndo bloqueia o acesso do substrato a
enzima, porém é inativada quando o inibidor esta ligado a ela. O
inibidor incompetitivo também se liga a um sitio diferente daquele
em que o substrato se liga, no entanto, um inibidor incompetitivo
somente se liga ao complexo enzima-substrato.67.68

Experimentos in vitro foram realizados para investigar o
mecanismo de acdo em relacdo ao substrato artificial das PTPs
(pPNPP) da pirazolina 5c (melhor ICsg) utilizando diferentes
concentrac¢Bes de pNPP. O grafico de Michaelis—Menten foi obtido
com trés concentracdes diferentes do inibidor (Figura 24), sendo
observado um decréscimo no valor de Vmax cOm 0 aumento da

concentracdo do inibidor e o valor de Kmapp constante, indicando
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ser um inibidor ndo-competitivo com afinidade pela enzima livre e

pelo complexo enzima-substrato e valor de K; de 31,1 +1,14.

Figura 24. Perfil cinético para o composto 5c.

-o—- Branco
g’ 40 - 5uM
e =+ 10 uM
£ 307 -+ 15 uM
-
3 20
]
£ 101
=4
c ] ) ] L) L) 1
0 5 10 15 20 25

pNPP(mM)



65

5. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

O desenvolvimento de uma metodologia multicomponente
para a sintese da pirazolina 4 sob irradiacdo de micro-ondas foi
realizada com sucesso, obtendo o produto desejado com alto
rendimento (90%) de forma rapida e eficiente.

Deste modo, buscou-se aplicar a metodologia
desenvolvida para obtencédo de pirazolinas mantendo o hidrogénio
ligado ao nitrogénio do anel pirazolinico (NH), porém com
insucesso devido ao ataque da hidrazinha ao carbono carbonilico
do aldeido previamente a formacao da chalcona. Assim sendo, foi
estudada a sintese one-pot da pirazolina 5a sob irradiacdo de
micro-ondas, levando a obtencdo desta em baixo tempo reacional
(15 minutos) e bom rendimento (90%) (Figura 25).

Figura 25. Metodologia para obtencéo da pirazolina 5a.

OCH;Q o OCH30

OCHs
=
H A B, O
©A+ (T U s O
0

OCH, OCHs

A: Etanol, KOH 50%, 5 min., 50 °C, MO
B: N,H,, 10 min., 75 °C, MO

Por meio da metodologia one-pot desenvolvida para
obtencéo da pirazolina 5a, 11 pirazolinas (7 inéditas) foram obtidas
com rendimentos moderados (22 — 90%), porém na maioria dos
compostos melhores rendimentos quando comparado a
metodologia convencional (20 — 77%).

Os compostos 5a-k foram submetidos a teste de inibicdo

da atividade da proteina tirosina fosfatase A, onde trés deles, 5c,
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5h e 5j, foram identificados como inibidores promissores, com
valores de ICso de 11,4, 18,9 e 17,5 uM, respectivamente. Foram
realizados testes de seletividade e determinado o indice de
seletividade frente a inibi¢cdo de outras fosfatases para a pirazolina
5c, mostrando-se um inibidor seletivo (SI > 1). Ensaio de
reversibilidade e estudos cinéticos foram realizados, sendo a
pirazolina 5c um inibidor rapidamente reversivel e néo-
competitivo.

Como perspectivas futuras, pretende-se estudar por meio
de modelagem molecular o mecanismo de a¢cdo do composto 5c,
dar continuidade aos ensaios de seletividade, reversibilidade e
cinéticos para os compostos 5h e 5j, bem como modelagem
molecular. Além disso, separar os enantibmeros R e S das
pirazolinas 5c, 5h e 5] e avaliar sua atividade inibitéria frente a
PtpA.
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6. SECAO EXPERIMENTAL

6.1.INSTRUMENTACAO E REAGENTES

Os espectros de RMN de 'H e RMN de 3C foram obtidos
em espectrometros da marca Bruker AC-200F (200 e 50 MHz,
respectivamente) ou Bruker Avance Drx (400 MHz), utilizando
como solvente CDCl; ou DMSO. Os deslocamentos quimicos
foram registrados em ppm referentes ao TMS (0,00 ppm), CDCl3
(77,0 ppm) ou DMSO (39,5 ppm). Os espectros de massas de alta
resolucéo foram obtidos a partir de um aparelho micrOTOF Q-
(Bruker Daltonics) do Centro de Biologia Molecular Estrutural
(CEBIME) utilizando acetonitrila como solvente grau LCMS. Os
pontos de fusdo foram medidos em um aparelho digital
Microquimica MQAPF-301 e nédo foram corrigidos. A analise de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) foi realizada em um
equipamento da Agilent Technologies 1200 séries equipado com
DAD (detector de arranjo de diodos), injetor automatico e uma
coluna Phenomenex Sinergy Polar-RP80A (2,00 mm x 150 mm, 5
pm). Como fase mével foram utilizadas misturas de: H.O/acido
acético 0,1% (C), Acetonitrila/H>.O 95:5 (D). A programacao de
eluicdo foi a seguinte: 0-5 min, 5% (D) isocratico; 5-8 min, de 5%
a 95% D gradiente; 8-20 min 95% (D) isocratico. A analise foi
monitorada a 240 nm. O volume de injegao foi de 4 L.

As reacdes assistidas por micro-ondas foram realizadas em
um aparelho modelo Start Synth da MILESTONE. As reacgfes

foram acompanhadas por CCD em placas de silica gel utilizando
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UV como revelador. Todos os solventes utilizados foram obtidos

de fontes comerciais.

6.2. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL
6.2.1. Procedimento geral para obtencéo da pirazolina 4

Em um baldo de 50 mL contendo etanol (5 mL) foi
adicionado o 2-naftaldeido (1 mmol), a 2,5-dometoxiacetofenona
(1 mmol), KOH 50% (10 mL), H.O (5 mL) e a fenilhidrazina (4
mmol). O baldo foi levado ao micro-ondas e irradiado a uma
temperatura de 75 °C por 10 minutos. Para atingir esta
temperatura, foi programado uma rampa de aquecimento no
aparelho de micro-ondas por um minuto. Em seguida, o meio
reacional foi vertido em um béquer contendo agua e o precipitado
formado filtrado a vacuo. O produto obtido foi recristalizado em

etanol a quente.

1-fenil-3-(2,5-dimetoxifenil)-5-(naftalen-2-il)-4,5-  dihidro-1H-

pirazol, sélido amarelo, p.f. 147

O 0CHs — 148 °C, RMN de *H (400 MHz,

H,CO \ OQ CDCls3) &/ppm: 7,84 — 7,80 (m,
NN 4H), 7,63 (s, 1H), 7,47 — 7,46

4 @ (m, 3H), 7,15 — 7,10 (m, 4H),

6,85 (m, 2H), 6,75 (dd, J
8,0/8,0 Hz, 1H), 5,36 (dd, J = 8,2/12,2 Hz, 1H, Hc), 4,05 (dd, J
12,5/18,0 Hz, 1H, Hb), 3,86 (s, 3H), 3,73 (s, 3H), 3,37 (dd, J
7,7/18,0 Hz, 1H, Ha).
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RMN de *3C (50 MHz, CDCls) &/ppm: 46,7 (CH,), 55,9 (CHs), 56,1
(CHs), 65,2 (CH), 112,9 (CH-Ar), 113,1 (CH-Ar), 113,4 (2 x CH-Ar),
116,0 (CH-Ar), 119,0 (CH-Ar), 124,0 (CH-Ar), 126,6 (CH-Ar), 125,8
(CH-Ar), 126,2 (CH-Ar), 127,7 (CH-Ar), 127,9 (CH-Ar), 128,8 (2 x
CH-Ar), 129,1 (CH-Ar), 132,9 (C-Ar), 133,5 (C-Ar), 140,5 (C-Ar),
145,2 (C-Ar), 146,7 (C=N*), 152,0 (C*), 153,6 (C*).

* C intercambiaveis.

6.2.2. Procedimento geral para obtencé&o das chalconas 8a-k

Em um baldo de 50 mL foi adicionado a acetofenona (1
mmol), o 2-naftaldeido (1 mmol) e 20 mL de etanol. Sob agitacdo
magnética, foi acrescentado hidréxido de potassio 50% v/v (1 mL).
A reacdo foi deixada sob agitacdo magnética, a temperatura
ambiente por 24 horas. Em seguida, a reacao foi vertida em um
béquer contendo agua e neutralizada com acido cloridrico 10%. O
precipitado formado foi filtrado a vacuo. Todas as chalconas foram
obtidas de forma semelhante, e quando necessario, o produto
obtido foi recristalizado utilizando como solvente acetato de etila a
gquente e hexano. Essas chalconas fizeram parte da Tese de
Doutorado da Dra. Louise Domeneghini Chiaradia Delatorre e da
Dissertacdo de Mestrado da Dra. Alessandra Mascarello e foram

re-sintetizadas para estre trabalho.

6.2.3. Procedimento geral para obtencéao das pirazolinas 5a-
k sob refluxo

Em um baldo de 50 mL foi adicionado a chalcona (1 mmol),
a hidrazina hidratada (=4 mmol) e 20 mL de etanol sob agitacéo

magnética em refluxo. A reacéo foi acompanhada por CCD e apés
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formacédo do produto (3-5 horas) este foi vertido em um béquer

contendo agua e o precipitado formado foi filtrado a vacuo.

6.2.4. Procedimento geral para obtencédo das pirazolinas 5a-
k sob irradiacdo de micro-ondas

Em um bal&do de duas bocas de 50 mL contendo etanol (10
mL) foi adicionado o 2-naftaldeido 2 (1 mmol), a respectiva
acetofenona (1 mmol) e KOH 50% (10 mL). O baléo foi levado ao
micro-ondas e irradiado em uma temperatura de 50 °C por 5
minutos. Para atingir esta temperatura, foi programado uma rampa
de aquecimento no aparelho de micro-ondas por um minuto. Apds
esse periodo foi adicionado a hidrazina hidratada (=4 mmol). A
reacao foi irradiada no micro-ondas em uma temperatura de 75 °C
por 10 minutos. Também foi programado uma rampa de
agquecimento no aparelho de micro-ondas por um minuto para
atingir a temperatura desejada. Em seguida, o meio reacional foi
vertido em um béquer contendo agua e o precipitado formado

filtrado a vacuo.

3-(2,5-dimetoxifenil)-5-(naftalen-2-il)-4,5-dihidro-1H-pirazol,

sblido amarelo; rendimento
OCH,

O O 90%; p.f. 82,7 — 83,9 °C; RMN
H;CO ,\\1_NH Q de 'H (200 MHz, CDCls) d/ppm:
7,99 — 7,85 (m, 4H), 7,58 — 7,48
(m, 3H), 6,99 — 6,93 (m, 2H),
6,80 (dd, J = 3,0/8,8 Hz, 1H), 5,07 (dd, J = 8,8/11,3 Hz, 1H Hc),

3,80 (s, 3H), 3,68 (s, 3H), 3,56 (dd, J = 11,0/16,6 Hz, 1H Hb), 2,83
(dd, J = 9,7/16,3 Hz, 1H, Ha).

5a
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RMN de 3C (50 MHz, CDCls3) &/ppm: 153,6 (C-Ar*), 152,0 (C-Ar*),
151,0 (C=N¥), 140,3 (C), 133,3 (C-Ar), 132,9 (C-Ar), 128,6 (CH-
Ar), 127,8 (CH-Ar), 127,6 (CH-Ar), 126,2 (CH-Ar), 125,8 (CH-Ar),
125,0 (CH-Ar), 124,5 (CH-Ar), 122,8 (C-Ar), 116,3 (CH-Ar), 113,1
(CH-Ar), 113,0 (CH-Ar), 64,8 (CH), 56,2 (CH3), 55,8 (CH3), 44,2
(CHy).

* C intercambiaveis.

3-(3,4-dimetoxifenil)-5-(naftalen-2-il)-4,5-dihidro-1H-pirazol,
H5CO s6lido marrom; rendimento 34%;

HsCO O I p.f. 70,9 - 72,3 °C; RMN H (200

'\\1_NH MHz, CDCIs) &/ppm: 7,86 - 7,81
5b (m, 4H), 7,54 - 7,45 (m, 4H),
7,07 (d, J = 8,1 Hz, 1H), 6,85 (d, J = 8,2 Hz, 1H), 5,10 (dd, J =
9,1/10,2 Hz, 1H, Hc), 3,54 (dd, J = 10,6/16,5 Hz, 1H, Hb), 3,12 (dd,
J =8,8/16,5 Hz, 1H, Ha).
RMN de 3C (50 MHz, CDCls) &/ppm: 151,5 (C=N*), 149,9 (C-Ar),
149,1 (C-Ar), 140,0 (C-Ar), 133,3 (C-Ar), 132,9 (C-Ar), 128,8 (CH-
Ar), 127,8 (CH-Ar), 127,6 (CH-Ar), 126,3 (CH-Ar), 125,9 (CH-Ar),
125,8 (C-Ar), 125,0 (CH-Ar), 124,3 (CH-Ar), 119,4 (CH-Ar), 110,5
(CH-Ar), 108,2 (CH-Ar), 64,3 (CH), 55,9 (2 x CHg), 41,5 (CHy).

* C intercambiaveis.
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3-(5-clorotiofen-2-il)-5-(naftalen-2-il)-4,5-dihidro-1H-pirazol,
sélido bege; rendimento 59%;
CI pf. 110,3 — 112,1 °C; RMN H
N—NH (200 MHz, CDCls) &/ppm: 7,87 —
7,89 (m, 4H), 7,51 — 7,46 (m,
3H), 6,83 (s, 1H), 6,82 (s, 1H),
5,10 (dd, J = 9,5/10,5 Hz, 1H, Hc), 3,49 (dd, J = 10,7/16,4 Hz, 1H,
Hb), 3,07 (dd, J = 9,0/16,4 Hz, 1H, Ha).
RMN de 3C (50 MHz, CDCls) d/ppm: 146,6 (C=N), 139,3 (C),
135,5(C), 133,3(C), 133,0 (C), 131,4 (C), 129,0 (CH), 127,8 (CH),
127,7 (CH), 126,4 (2 x CH), 126,1 (CH), 125,4 (CH), 125,2 (CH),
124,2 (CH), 64,7 (CH), 41,6 (CH>).

5¢c

3,5-di(naftalen-2-il)-4,5-dihidro-1H-pirazol, sélido bege;

rendimento 90%; p.f. 139,0 —

140,4 °C; RMN !H (200 MHz,

N Q CDCl) 8/ppm: 8,06 (d, J = 8 Hz,

5d 1H), 7,87 — 7,83 (m, 8H), 7,56 —

7,46 (m, 5H), 5,18 (dd, J =

9,2/9,6 Hz, 1H, Hc), 3,70 (dd, J = 10,1/15,6 Hz, 1H Hb), 3,28 (dd,
J=8,8/16,1 Hz, 1H, Ha).

RMN de *3C (50 MHz, CDClIs) &/ppm: 151,4 (C=N), 140,0 (C-Ar),

133,5 (C-Ar), 133,3 (C-Ar), 133,2 (C-Ar), 133,2 (C-Ar), 133,0 (C-

Ar), 130,4 (C-Ar), 128,9 (CH-Ar), 128,3 (CH-Ar), 128,2 (CH-Ar),

127,8 (2 x CH-Ar), 127,7 (CH-Ar), 126,4 (2 x CH-Ar), 126,0 (CH-

Ar), 125,7 (CH-Ar), 125,1 (CH-Ar), 124,3 (CH-Ar), 123,5 (CH-A),

64,5 (CH), 41,3 (CH2).
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5-(naftalen-2-il)-3-(3,4,5-trimetoxifenil)-4,5-dihidro-1H-pirazol,
H,CO sélido amarelo; rendimento
H5CO 90%; p.f. 103,1—-104,9 °C; RMN
HiCO O \ OQ 4 (200 MHz, CDCls) d/ppm:
N=NH 7,85 —7,81 (m, 4H), 7,53 — 7,43
(m, 3H), 6,94 (s, 1H), 5,13 (dd, J
= 9,2/10,6 Hz, 1H, Hc), 3,90 (s, 6H), 3,88 (s, 3H), 3,56 (dd, J =
10,5/16,3 Hz, 1H, Hb), 3,13 (dd, J = 8,7/16,7 Hz, 1H, Ha).
RMN de #¥C (50 MHz, CDCls) &/ppm: 153,3 (2 x C-Ar), 151,1
(C=N), 140,0 (C-Ar), 139,0 (C-Ar), 133,3 (C-Ar), 133,0 (CH-Ar),
128,9 (C-Ar), 128,4 (CH-Ar), 127,8 (CH-Ar), 127,7 (CH-Ar), 126,4
(CH-Ar), 126,0 (CH-Ar), 125,0 (CH-Ar), 124,2 (CH-Ar), 103,3 (2 x
CH-Ar), 64,5 (CH), 60,9 (CHs), 56,2 (2 x CHz3), 41,2 (CHy).

5e

3-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-5-(naftalen-2-il)-4,5-dihidro-1H-
pirazol, sélido bege; rendimento
O 24%; p.f. 164,3 -165,4 °C; RMN
3co H (200 MHz, CDCls) &/ppm:
7,86 — 7,80 (m, 4H), 7,52 — 7,45
(m, 4H), 7,01 (d, J = 8,1 Hz, 1H),
6,90 (d, J = 8,2 Hz, 1H), 5,09 (dd, J = 9,3/10,3 Hz, 1H, Hc), 3,95
(s, 3H), 3,53 (dd, J = 10,5/ 16,2 Hz, 1H, Hb), 3,12 (dd, J = 8,5/16,2
Hz, 1H, Ha).
RMN de 13C (50 MHz, CDCls) 8/ppm: 151,7 (C=N), 146,8 (2 x C-
Ar), 140,1 (C-Ar), 133,4 (C-Ar), 133,0 (C-Ar), 128,8 (CH-Ar), 127,8
(CH-Ar), 127,7 (CH-Ar), 126,3 (CH-Ar), 126,0 (CH-Ar), 125,4 (C-
Ar), 125,1 (CH-Ar), 124,3 (CH-Ar), 120,2 (CH-Ar), 114,0 (CH-Ar),
107,8 (CH-Ar), 64,3 (CH), 56,0 (CHs), 41,6 (CHy).
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3-(4-bromofenil)-5-(naftalen-2-il)-4,5-dihidro-1H-pirazol, sélido
bege; rendimento 70%; p.f. 79,8

Br — 81,4 °C; RMN !H (200 MHz,
CDCls) &/ppm: 7,86 — 7,79 (m,
N=NH 4H), 7,54 — 7,46 (m, 7H), 5,12

5g

(dd, J = 9,7 Hz, 1H, Hc), 3,52
(dd, J = 10,7/16,4 Hz, 1H, Hb), 3,11 (dd, J = 8,6/16,3 Hz, 1H, Ha).
RMN de *3C (50 MHz, CDCls3) &/ppm: 150,2 (C=N), 139,6 (C-Ar),
133,3 (C-Ar), 133,0 (C-Ar), 132,0 (C-Ar), 131,7 (2 x 131,7), 128,9
(CH-Ar), 127,8 (CH-Ar), 127,7 (CH-Ar), 127,5 (2 x CH-Ar), 126,4
(CH-Ar), 126,0 (CH-Ar), 125,1 (CH-Ar), 124,2 (CH-Ar), 122,8 (C-
Ar), 64,5 (CH), 41,2 (CHo).

5-(naftalen-2-il)-3-(3-nitrofenil)-4,5-dihidro-1H-pirazol, sdlido

amarelo; rendimento 22%; p.f.

79,0 - 80,5 °C; RMN 'H (200

O2N N~ Q MHz, CDCl3) &/ppm: 8,45 ( s,

5h 1H), 8,17 (d, J = 8,0 Hz, 1H),

8,05 (d, J = 8,0 Hz, 1H), 7,88 — 7,80 (m, 4H), 7,60 — 7,47 (m, 4H),

5,20 (dd, J = 9,2/10,6 Hz, 1H, Hc), 3,61 (dd, J = 11,0/16,5 Hz, 1H,
Hb), 3,17 (dd, J = 8,9/16,7 Hz, 1H, Ha).

RMN de 13C (50 MHz, CDCls) &/ppm: 148,5 (C=N), 139,3 (C-Ar),

134,8 (C-Ar), 133,3 (C-Ar), 133,1 (C-Ar), 131,4 (CH-Ar), 129,5

(CH-Ar), 129,0 (CH-Ar), 127,8 (CH-Ar), 127,7 (CH-Ar), 126,5 (CH-

Ar), 126,2 (CH-Ar), 125,1 (CH-Ar), 124,1 (CH-Ar), 123,0 (CH-Ar),

120,7 (CH-Ar), 64,9 (CH), 41,0 (CHy).
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5-(naftalen-2-il)-3-(4-nitrofenil)-4,5-dihidro-1H-pirazol, sdlido
amarelo; rendimento 72%; p.f.
O2N 132,8 - 134,4 °C; RMN *H (200
MHz, CDCls) 8/ppm: 8,24 (d, J
NNH = 8,5 Hz, 2H), 7,88 — 7,79 (m,
6H), 7,52 — 7,49 (m, 3H), 6,37
(s, 1H, NH), 5,21 (dd, J = 9,6/10,7 Hz, 1H, Hc), 3,59 (dd, J =
10,9/16,7 Hz, 1H, Hb), 3,15 (dd, J = 9,3/16,7 Hz, 1H, Ha).
RMN de 13C (50 MHz, DMSO) 8/ppm: 146,1 (C=N*), 145,8 (C-Ar),
140,0 (C-Ar), 139,7 (C-Ar), 132,8 (C-Ar), 132,3 (C-Ar), 128,2 (CH-
Ar), 127,6 (CH-Ar), 127,5 (CH-Ar), 126,2 (CH-Ar), 125,8 (3 x CH-
Ar), 124,9 (2 x CH-Ar), 123,8 (2 x CH-Ar), 64,2 (CH), 39,7 (CH>).

* C intercambiaveis.

5i

3-(3-metoxifenil)-5-(naftalen-2-il)-4,5-dihidro-1H-pirazol, sélido

amarelo; rendimento 34% ; p.f.
64,4 - 65,7 °C; RMN H (200

H,CO O '\\I-NH OQ MHz, CDCl3) &/ppm: 7,86 — 7,80
5i (m, 4H), 7,52 — 7,48 (m, 3H),
7,33-7,30 (m, 3H), 6,96 (d, J =
8 Hz, 1H), 5,12 (dd, J = 9,3/9,9 Hz, Hc), 3,85 (s, 3H), 3,56 (dd, J =
10,4/16,4 Hz, Hb), 3,14 (dd, J = 9,1/16,6 Hz, Ha).
RMN de 3C (50 MHz, CDCls) 8/ppm: 151,3 (C-Ar*), 150,1 (C=N¥*),
140,0 (C-Ar), 134,1 (C-Ar), 133,0 (C-Ar), 129,5 (CH-Ar), 128,9 (C-
Ar), 127,8 (CH-Ar), 127,7 (CH-Ar), 126,3 (CH-Ar), 126,0 (CH-Ar),
125,1 (CH-Ar), 124,3 (CH-Ar), 118,8 (CH-Ar), 115,3 (CH-Ar), 110,6
(CH-Ar), 64,4 (CH), 55,3 (CH3), 41,5 (CHy).

* C intercambiaveis.
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3-fenil-5-(naftalen-2-il)-4,5-dihidro-1H-pirazol, sélido amarelo;
rendimento 88%; p.f. 81,5 —
82,9 °C; RMN 'H (200 MHz,
N~ Q CDCls) 8/ppm: 7,86 — 7,81 (m,
5k 4H), 7,73 - 7,68 (m, 2H), 7,53 —
7,37 (m, 6H), 5,12 (dd, J =
8,7/10,0 Hz, 1H, Hc), 7,57 (dd, J = 10,8/16,4 Hz, 1H, Hb), 3,15 (dd,
J =8,6/16,3 1H, Ha).
RMN de 3C (50 MHz, DMSO) d/ppm: 148,7 (C=N), 140,5 (C-Ar),
133,3 (CH-Ar), 132,9 (C-Ar), 132,4 (C-Ar), 128,6 (2 x CH-Ar), 128,2
(2 x CH-Ar), 127,7 (CH-Ar), 127,6 (CH-Ar), 126,3 (CH-Ar), 125,8
(CH-Ar), 125,5 (2 x CH-Ar), 125,2 (CH-Ar), 125,0 (CH-Ar), 63,8
(CH), 40,6 (CHy).

6.2.5. Expressdao e purificacdo da PtpA

Para expressar as enzimas PtpA foi feito pré inéculo de 10
mL de meio LB (Luria-Bertani) suplementado com 50 ug/mL de
canamicina. A este meio foi adicionada separadamente, uma
colénia bacteriana obtida durante o processo de transformacgéo. O
pré inéculo da enzima foi mantido sob agitacao (150 rpm) a 37 °C
por um periodo de 16 horas. Apos a primeira etapa de incubagéo,
5 mL da suspenséo bacteriana foi transferido para uma garrafa de
cultivo contendo 250 mL de meio LB suplementado com 50 ug/mL
de canamicina. A garrafa de cultivo da enzima foi mantida sob
agitacdo (150 rpm) a 37 °C até que o valor de 0,6 de densidade
Optica a 600 nm fosse atingido. Em seguida, a garrafa de cultivo

da enzima foi incubada por 20 minutos a 15 °C antes do acréscimo
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de IPTG a concentracgdo final de 0,5 mM. O cultivo da fosfatase foi
mantido a 15 °C por um periodo de 16 horas sob agitacdo
(150rpm). O cultivo foi centrifugado a 5.000 x g por 20 min a 4 °C.
O sedimento obtido apés a centrifugacdo do cultivo foi
homogeneizado com o tampao de lise (20 mM Tris-HCI pH 8,0, 0,5
M NaCl, 10 mM imidazol e 10% glicerol) acrescido de inibidor de
protease PMSF (40 ug/mL) e sonicados em gelo. Em seguida,
realizou-se a centrifugagdo 16.000 x g por 40 minutos a 4°C.
Separou-se a fragBes sollveis para proceder com o processo de
purificacao.

A PtpA possui um grupo com seis histidinas em sua parte N-
terminal (His-Tag) o qual facilita a sua purificacdo pela de
cromatografia de afinidade a metal imobilizado (IMAC, do inglés
Immobilized Metal Affinity Chromatography). As fracdes sollveis
anteriormente obtidas foram eluidas em colunas HisTrap (colunas
contendo niquel como metal imobilizado, Amersham
Bioscenences) com o uso dos tampdes A (Tris-HCI 2 OmM pH 8,0,
NaCl 0,5 M, glicerol 10%) e tampao B (Tris-HCI 20 mM pH 8,0,
NaCl 0,5 M, glicerol 10%, Imidazol 0,5 mM, 1 B-mercaptoetanol 1
mM). Por possuir uma estrutura quimica semelhante a histidina, o
imidazol contido no tampao B compete pelo niquel presente na
coluna com a cauda de histidina das proteinas recombinantes,
logo, a medida que a concentracdo do imidazol aumenta, as
proteinas de interesse séo eluidas.

A pureza das fracbes foi analisada por SDS-PAGE
(eletroforese em gel de poliacrilamida-dodecil sulfato de s6dio) e

as fracbes contendo a proteina purificada foram reunidas e
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dializadas a 4 °C em tampéao de dialise (tampé&o D) contendo 20
mM Tris-HCI pH = 8,0, 50 mM NaCl, 5 mM EDTA, 20% glicerol e
5mM DTT.

Apoés, a proteina foi concentrada por ultrafiltracao utilizando
membrana porosa e a concentracdo da proteina foi determinada
por ensaio de Bradford.%°

Posteriormente, a proteina foi fracionada e armazenada a -
80 °C.

6.2.6. Medidas da atividade residual de PtpA das pirazolinas

Os ensaios tde triagem foram feitos em microplacas de 96
pogos tendo 200 uL de volume final onde foi adicionado 5 pL do
composto (concentragdo final de 25 uM), 165 uL de agua Mili-Q,
20 pL de tampéo imidazol e 2 pL da proteina a 5 uM (concentracéao
final de 50nM). A microplaca foi incubada por 10 minutos a 37 °C.
Apo6s, foi adicionado 5 pL de pNPP (substrato sintético de
fosfatase).

A absorbéncia foi medida a 410 nm em espectrofotémetro
de placas ELISA (TECAN) por 10 minutos a 37 °C com leituras a
cada minuto. Controle positivo foi feito na presenca de DMSO no
lugar do composto. O percentual de atividade inibitéria foi
calculado pela média de trés experimentos feitos em triplicata em

dias distintos.

6.2.7. Determinacgéo dos valores de ICspdas pirazolinas

O potencial de inibicdo das moléculas foi determinado por

meio do calculo do valor de ICso (concentracdo inibitoria
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necessaria para cada inibidor diminuir em 50% a atividade da
enzima original). Os valores de ICso foram determinados
graficamente usando concentrac¢des crescentes de inibidor versus
porcentagem de inibicdo (11 concentracfes diferentes). A
atividade enzimatica é expressa em valores de percentual de
atividade residual comparada ao controle sem inibidor. Os dados
experimentais foram analisados por meio do programa Microsoft
Office Excel 2016 e os valores de ICso determinados graficamente
por regressao linear de melhor ajuste. Os ensaios foram

realizados em triplicata em trés dias distintos.

6.2.8. Ensaios de seletividade da pirazolina 5¢

Para a determinacgdo do indice de seletividade determinou-
se os valores de ICsp do inibidor frente as outras fosfatases (PtpB
de Mtb, PEST e LYP). As mesmas condi¢cbes empregadas na
determinacdo do ICsp da PtpA foram empregadas exceto pela
concentracdo das enzimas utilizadas (PtpB 3 uM, PEST 14 uM,
YopH 1,5 uM e LYP 160 nM). Posteriormente foi calculado o indice
de seletividade para cada fosfatase (ICso°™"/ ICsoP*A). Os ensaios

foram realizados em triplicata em trés dias distintos.

6.2.9. Ensaio de reversibilidade da pirazolina 5c

Para o ensaio de reversibilidade, foi utilizado 100 vezes a
concentracdo da PtpA utilizada para determinacéo do ICso (5 uM)
e 10 vezes a concentracéo do ICsp do inibidor (114 uM). A enzima
foi encubada na presenca e auséncia do inibidor (utilizando DMSO

no lugar do inibidor) por 15 minutos a temperatura ambiente. Apos,
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foi adicionado 2 uL dessa mistura a placa de ELISA contendo 5 pL
de pNPP, 50 uL de agua Mili-Q e 5 yL de tampéao imidazol. Foi
realizada leitura da absorbancia a 410 nm a 37 °C com leituras a
cada minuto por 21 minutos. Os dados obtidos foram analisados

no GraphPad Prism 5.0 por meio do grafico Abs versus tempo.56

6.2.10. Cinética enzimatica

Para determinar o mecanismo de inibi¢cdo foram usadas trés
concentragcbes de cada inibidor (5, 10 e 15 pyM) e oito
concentracdes de pNPP (0,2, 0,4, 0,8, 1,6, 3,2, 6,4, e 12,8 e 20
mM). As velocidades de reacéo foram expressas como a atividade
especifica da proteina (umol.pNP.mint.mg™). A producéo de p-
nitrofenol foi quantificada e analisada pelo grafico de Michaelis-
Menten no GraphPad Prism 5.0. O valor de Ki foi determinado pelo
inverso da velocidade versus concentracdo do inibidor (grafico de
Dixon).” Todos os ensaios foram realizados em triplicata em trés

experimentos independentes.
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APENDICE

Figura 26. Espectro de RMN de *H da pirazolina 4 (400 MHz, CDCls).
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Figura 27. Espectro de RMN de *C da pirazolina 4 (50 MHz, CDCls).
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Figura 28. Espectro de RMN de *H da pirazolina 5a (200 MHz, CDCls).
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Figura 30. Espectro de massas de alta resolucdo da pirazolina 5a
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Figura 31. Espectro de RMN de *H da pirazolina 5b (200 MHz, CDCls).
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Figura 32. Espectro de RMN de *C da pirazolina 5b (50 MHz, CDCls).
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Figura 33. Espectro de massas de alta resolucéo da pirazolina 5b
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Figura 34. Espectro de RMN de *H da pirazolina 5¢ (200 MHz, CDCls).
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Figura 36. Espectro de massas de alta resolucdo da pirazolina 5¢c

inters, +NIS, 0.0-0.5min #(2-28)
10 313.0564
2.5

2.04

1.0 315.0531

-
05 314.0578

316.0538

317.0471

nn

Figura 37. Espectro de RMN de *H da pirazolina 5d (200 MHz, CDCls).
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Figura 38. Espectro de RMN de *3C da pirazolina 5d (50 MHz, CDCls).
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Figura 39. Espectro de massas de alta resolu¢édo da pirazolina 5d
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Figura 40. Espectro de RMN de *H da pirazolina 5e (200 MHz, CDCls).
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Figura 41. Espectro de RMN de *C da pirazolina 5e (50 MHz, CDCls).
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Figura 42. Espectro de massas de alta resolucdo da pirazolina 5e
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Figura 43. Espectro de RMN de *H da pirazolina 5f (200 MHz, CDCls).
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Figura 44. Espectro de RMN de *3C da pirazolina 5f (50 MHz, CDCls).
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Figura 45. Espectro de massas de alta resolucéo da pirazolina 5f
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Figura 46. Espectro de RMN de *H da pirazolina 5g (200 MHz, CDCls).
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Figura 47. Espectro de RMN de *3C da pirazolina 5g (50 MHz, CDCls).
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Figura 48. Espectro de massas de alta resolucédo da pirazolina 5g

Intens.
x1

1.50+

1.254

1.00+

0.751

0.504

0.259

0.00+

351.04905

352.05053

353.04824

354.04930

35504924

+MS, 0.4-0.7min #(23-40)

Figura 49. Espectro de RMN de *H da pirazolina 5h (200 MHz, CDCls).
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Figura 50. Espectro de RMN de *3C da pirazolina 5h (50 MHz, CDCls).
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Figura 51. Espectro de massas de alta resolucdo da pirazolina 5h
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Figura 52. Espectro de RMN de *H da pirazolina 5i (200 MHz, CDCls).
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Figura 53. Espectro de RMN de *3C da pirazolina 5i (50 MHz, DMSO).
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Figura 54. Espectro de massas de alta resolucdo da pirazolina 5i
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Figura 55. Espectro de RMN de *H da pirazolina 5j (200 MHz, CDCls).
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Figura 56. Espectro de RMN de *C da pirazolina 5j (50 MHz, CDCls).
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Figura 57. Espectro de massas de alta resolu¢éo da pirazolina 5j
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Figura 58. Espectro de RMN de *H da pirazolina 5k (200 MHz, CDCls).
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Figura 59. Espectro de RMN de *3C da pirazolina 5k (50 MHz, DMSO).
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Figura 60. Espectro de massas de alta resolucéo da pirazolina 5k
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