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Estudo de Métodos de Obtenc¢do de Derivados
Pirrélicos e Avaliacao da Atividade Anti-Trypanosoma
cruzi

Study of Methods for the Synthesis of Pyrrole Derivatives and Evaluation
of anti-Trypanosoma cruzi Activity

Eduardo Barbieri**™ Policarpo Ademar Sales Junior,c™ Silvane Maria Fonseca Murta,¢
Barbara V. Silva®*

In this paper, pyrrole compounds were synthesized based on the Knorr method consisting of a
cyclocondensation reaction between o-amino-f3-ketoester with f-ketoesters and f-diketone. Different
pyrrole derivatives were obtained by varying the composition of the ester group into 3-ketoesters through
transesterification reactions. Furthermore, after the synthesis of pyrrole nuclei, acid hydrolysis reactions,
decarboxylation of the rerz-butyl group, electrophilic aromatic substitution using N-bromosuccinimide
or reaction with thiosemicarbazide were explored to vary the composition of the o group in relation to
the nitrogen heteroatom of the pyrrole nuclei. Regarding the anti-Trypanosoma cruzi activity of pyrrole
derivatives, 4 compounds synthesized were active, with IC, ranging between 14.1 and >50 pM.

Keywords: Pyrrole; Chagas disease; -ketoesters; chemical transformations

1. Introducao

O pirrol, assim como o furano e o tiofeno, € um heterociclo de 5 membros aromaético
contendo apenas um heterodtomo.' Compostos pirrélicos sdo classicamente obtidos através de
rotas sintéticas utilizando os métodos de Paal-Knorr, sintese de Hantzsch, sintese de Knorr ou
reagdes multicomponentes.” Pirrdis estdo presentes na estrutura quimica de produtos naturais,
como clorofila b (1), vitamina B-12 (2) e bilirrubinoides (3) (Figura 1).'?

OHC

g (7P
COZMG
Fitil HoN
(0]
Clorofila b (1)

HO

Bilirrubina (3) Vitamina B-12 (2)

Figura 1. Exemplos de compostos com o ntcleo pirrdlico encontrados em produtos naturais,
clorofila em plantas, vitamina B-12 em alimentos de origem animal, e bilirrubina, substancia
produzida pelo figado
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Figura 2. Exemplos de compostos contendo nticleo pirrélico destacado em azul, e suas respectivas atividades farmacoldgicas

Em termos de aplicagdes farmacoldgicas, o nicleo
pirrélico € encontrado em compostos com atividade
antifingica (6),° anti-inflamatdria (4),” anticancerigina
(9a),? anticolesterol (5),° e anti-helmintica (8) (Figura 2).'°
Destacam-se ainda as atividades anti-Leishmania (9b) e
anti-Trypanosoma cruzi (T. cruzi) (7). O composto SU11652
(9b), por exemplo, apresentou atividade anti-Leishmania
através da inibicdo de enzimas nucleosideo difosfato
quinases presente em protozodrios.'' O dcido 1H-pirrol-2-
carboxilico (7) reduziu a taxa de infecgdo de células Vero
pelo protozoério T. cruzi em estudos in vitro."

O T. cruzi é o protozodrio causador da doenca de
Chagas, uma doencga negligenciada, que de acordo com a
Organizagido Mundial da Saude, afeta aproximadamente 6-7
milhdes de pessoas no mundo, sendo a maioria dos casos
localizados na América Latina."® A transmissio da doenga
de Chagas para humanos ocorre através da contaminag¢do
de pele ou mucosas por fezes de insetos da subfamilia
Triatominae infectados por T. cruzi. Muitos pacientes
em estados avangados da doenca de Chagas desenvolvem
alteracdes cardiacas, digestivas e neuroldgicas. Atualmente,
a doenca de Chagas ¢ tratada utilizando os farmacos
nifurtimox (10) ou benzonidazol (11) (Figura 3), ambos
desenvolvidos nos anos 60-70."* Porém, além de diversos
efeitos colaterais, esses farmacos sdo eficientes apenas para
o tratamento dos estagios iniciais da doenca, evidenciando
a falta de tratamentos para pacientes em estados avangados.
Outro agravante € a falta de investimento pela industria
farmacéutica no desenvolvimento de novos tratamentos
para combater a doenca de Chagas.'

Baseado neste cendrio de falta de tratamentos eficazes
para a doencga de Chagas e potencial atividade anti-
parasitaria de compostos pirrélicos, o objetivo deste
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trabalho foi a sintese e avaliacdo da atividade anti-T. cruzi
de compostos contendo o nucleo pirrol, variando os grupos
funcionais nas posigdes o e § com relagdo ao heterodtomo

de nitrogénio.
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Figura 3. Estruturas quimicas dos compostos nifurtimox e benzonidazol
usados no tratamento da doenga de Chagas

2. Resultados e Discussao

2.1. Reagdes de transesterificacdo de B-cetoésteres
utilizando zinco metdlico ou sulfato de cobre como
catalisador

Para a obtencdo de pirréis com diferentes grupos
ésteres na posicdo B do anel aromatico, primeiramente foi
realizada as reacgdes de transesterificagdo do acetoacetato
de metila ou etila, conforme descrito na Tabela 1. O
acetoacetato de metila (12) reagiu com propanol, butanol e
pentanol, separadamente, na presenga de zinco em pé e em
aquecimento sob refluxo, fornecendo os compostos 13a-c¢
em rendimento de 78%, 91% e 94%, respectivamente.
Ja para a preparagdo dos compostos 15a-c utilizou-se
acetoacetato de etila (14) como material de partida de acordo
com procedimento descrito por Bandgar ez al. (2001),'° que
o reagiu com alcool benzilico, 4-hidroximetil-nitrobenzeno
e 3-hidroximetil-nitrobenzeno, separadamente, na presenga
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Tabela 1. Reagentes, condigdes e rendimentos para a sintese de [3-cetoésteres

Mo/ +R;—OH znempo i1 o R1* MeOH
12 Refluxo 13a-c
B-cetoésteres alifaticos R, Tempo (h) Rendimento (%)
13a (CH,),CH, 35 78
13b (CH,);CH, 35 91
13c (CH,),CH,4 35 94
o7 " Tolueno MOﬁRZ + EtOH
14 Ry R, Refluxo 15a-c Rs
B-cetoésteres aromaticos R, R, Tempo (h) Rendimento (%)
15a R,=H,R;=H 6 98
15b R,=H, R;=NO, 8 57
15¢ R,=NO,,R;=H 8 66

de sulfato de cobre e em aquecimento sob refluxo,
gerando os produtos em rendimentos de 98%, 57% e 66%,
respectivamente.

O zinco em pé foi efetivo para a sintese de 13a-c,
porém, para o composto 15a a reag@o nao se completou
mesmo apos 10 horas em agitagdo e em aquecimento sob
refluxo. O catalisador sulfato de cobre anidro possibilitou
a obtencdo dos produtos 15a-¢ em menores tempos de
reacdo (6-8 horas). No caso da sintese de 15b, a presenga
do catalisador reduziu o tempo de 15 horas, descrito
na literatura,'” para 8 horas. Além disso, em todas as
reacdes utilizou-se um sistema de refluxo acoplado a um
condensador, que permitiu a remog¢ao continua de metanol
ou etanol gerado ao decorrer da reacdo deslocando o
equilibrio no sentindo dos produtos. Os rendimentos
apresentados na Tabela 1 foram obtidos ap6s remogao dos
catalisadores através de filtragdo simples e metanol ou etanol
utilizando rota-evaporador.

As andlises de ressonincia magnética nuclear (RMN)
e infravermelho (IV) revelaram que todos os -cetoésteres
sintetizados apresentam-se na forma de um equilibrio
tautomérico entre a forma cetonica e a forma endlica. Pode-
se sugerir que o equilibrio entre os dois tautdmeros ocorre
porque na forma endlica hd a possibilidade de formagao de
uma ligagdo de hidrogénio intramolecular entre o hidrogénio
da hidroxila e o oxigé€nio da carbonila de éster, gerando
um ciclo de 6 membros. A Figura 4 mostra o espectro de
hidrogénio para o acetoacetato de butila (13b) e o equilibrio
tautomérico entre a forma cetonica e endlica. Os sinais
caracteristicos da forma endlica sdo os simpletos em 12,08
ppm e 4,96 ppm, correspondentes aos hidrogénios ligados
da hidroxila e a dupla ligagdo C-C, respectivamente.

Com relacdio a caracterizagdo por infravermelho, os
dados da Tabela 2, juntamente com o espectro exemplificado
na Figura 5, mostram duas bandas caracteristicas de
carbonilas na regido entre 1713 e 1749 cm™, correspondente
a carbonila de éster e de cetona, respectivamente, presente
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na estrutura dos [B-cetoésteres. Além disso, observou-se
bandas de menor intensidade na regido em torno de 1620-
1649 cm™ e na forma de dupletos que sdo caracteristicas
da carbonila do tautdmero endlico.”® Outra evidéncia da
forma endlica € a presenga de bandas na regido entre 3400
e 3600 cm™! que podem ser atribuidas a um estiramento da
ligagdo O-H. Os espectros de RMN, IV e massas de todos
os B-cetoésteres podem ser encontrados na Informagao
Suplementar (Figuras S1-S41).

Além de andlises por RMN e IV, os [3-cetoésteres 13a-c e
15a foram caracterizados por espectrometria de massas. Para
exemplificar, a proposta de fragmentag¢ao do acetoacetato
de butila (13b) estd descrita na Informagdo Suplementar -
Esquema S1.

2.2. Sintese dos nucleos pirrdlicos

Uma vez sintetizados os 3-cetoésteres, 0 préximo passo
foi a sintese dos nucleos pirrélicos. Conforme mostra o
Esquema 1, inicialmente, preparou-se um precursor de
reacdo contendo o grupo oxima (17), reagindo acetoacetato
de terc-butila (16) com nitrito de sédio em meio dcido
por 12 horas. Apés obteng@o do precursor (17), na etapa
seguinte, foi utilizado o método de Knorr para sintese
de nucleos pirrdlicos. Neste método, o grupo oxima no
composto 17 foi reduzido utilizando palddio suportado em
carvao e hidrogénio em meio 4cido e aquecimento, gerando
um grupo amino que reagiu com [-cetoésteres (Esquema 1)
ou 2.4-pentanodiona (Esquema 2). Apds 7 horas de reacéo,
obteve-se os compostos 18a-e e 19 com rendimentos iguais
a61%, 55%, 84%, 76%, 87% e 85%, respectivamente.

O mesmo procedimento mostrado no Esquema 1
foi investigado para geracdo de compostos pirrélicos
utilizando B-cetoésteres aromadticos (15a-¢) como
material de partida. Como pode ser observado na Tabela
3, ndo houve formagdo de compostos pirrélicos quando
paladio foi utilizado como agente redutor. Por exemplo,
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Figura 4. Espectro de RMN 'H (500 MHz, CDCl5) do acetoacetato de butila (13b) com destaque da expansao
na regido entre 1,64 e 1,32 ppm

Tabela 2. Dados do IV dos B-cetoésteres 13a-13c e 15a-15¢

Composto v C=0 de cetona e éster v C=0 do tautémero
(tautdémero cetdnico) (cm™) enodlico
13a 1718 1741 1649
13b 1720 1743 1626
13c¢ 1716 1743 1649
15a 1716 1743 1632
15b 1716 1749 1630
15¢ 1713 1740 1620
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Figura 5. Espectro de IV (KBr) do acetoacetato de pentila (13¢)
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Esquema 1. Método para a obtengdo de compostos pirrdlicos (18a-e) partindo de f-cetoésteres
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Esquema 2. Método para obtenc@o do derivado pirrélico 19, utilizando
o substrato 17 e 2,4-pentanodiona como materiais de partida

na tentativa de sintese do composto 20a (Tabela 3), ap6s
2 horas de reagdo, formou-se um 6leo alaranjado, cuja
andlise por espectrometria de massas ndo revelou nenhum
composto com massa molecular igual ao esperado para
20a. Uma provével explicagdo para o insucesso desta
reagdo € a ocorréncia da clivagem da ligacdo C-O da
benzila do grupo éster, por hidrogenélise, formando um
dcido carboxilico, o qual ndo sofre o ataque nucleofilico da
forma reduzida do precursor 17." Portanto, outra tentativa
foi explorada utilizando zinco em p6 e dcido acético como
meio redutor para sintese de nucleos pirrdlicos.” No
caso de acetoacetato de benzila (15a) como material de
partida, obteve-se uma mistura dos compostos 20a e 23
(2,4-dimetil- 1 H-pirrol-3-carboxilato de benzila), de acordo
com andlise por cromatografia em fase gasosa acoplada
a espectrometria de massas (CG-EM) (Informagiao
Suplementar — Figura S77-S78). As tentativas de sintese
de pirréis utilizando 15b-¢ e zinco em pé como redutor
nao foram bem-sucedidas. Andlise do meio reacional por

cromatografia em camada delgada mostrou consumo do
material de partida e formag@o de uma mistura de produtos
com polaridade maior do que a esperada para compostos
pirrdlicos.

Os espectros de RMN de 'H e '*C apresentaram todos os
sinais esperados para os compostos 18a-e e 19. A titulo de
ilustracdo, a Figura 6 mostra o espectro de RMN 'H para o
composto 18e, no qual observa-se um sinal correspondente
ao hidrogénio ligado ao heterodtomo nitrogénio do niicleo
pirrélico em 12,82 ppm. Além disso, dois simpletos
correspondentes as duas metilas ligadas ao anel aromatico
em 2,98 e 2,68 ppm, e um simpleto com integracdo para 9
hidrogénios referente aos hidrogénios do grupo terc-butila.
Outros sinais que corroboram a obtencdo da molécula
desejada possuem deslocamento quimico menor que 4,5
ppm e referem-se aos hidrogénios da cadeia alifdtica do
éster, cuja multiplicidade, deslocamento quimico e constante
de acoplamento sdo mostrados na expansao do espectro de
RMN 'H em azul.

Tabela 3. Reagentes e condi¢des para a sintese de compostos pirrélicos utilizando K-cetoésteres aromaticos

Ro
(0] (0] o) o Q
M © R3
R2
Ot-Bu (o) o / \
NOH N
17 15a-c Rs +-BuO H 20a-c
B-cetoésteres o~ =
o Condicoes de reacao Tempo (h) Resultado
aromaticos
15a R,=H,R,=H Pd/C 60 °C 2.0 Consumo do material de partida, mas produto gerado ndo
corresponde a 20a
15a R,=H,R;=H Zn/HOAc 60 °C 2,0 Formacdo de uma mistura dos produtos 20a e 23
15b R, = H, R, = NO, Zn/HOAc 60 °C 2.0 Consumo do materl:.:ll de partida, com formacdo de uma
mistura de produtos
15¢ R,=NO, R,=H Zn/HOAc 60 °C 2.0 Consumo do material de partida, com formacao de uma

mistura de produtos
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Figura 6. Espectro de RMN 'H (400 MHz, piridina-d;) do 3,5-dimetil-1H-pirrol-2,4-dicarboxilato de 2-zerc-
butila-4-pentila (18e), com destaque da expansao na regido entre 0,83 e 4,35 ppm

Na andlise por CG-EM observou-se que o pico
correspondente ao fon molecular mostrou a massa esperada
para os compostos 18a-e e 19. A proposta de fragmentacio
de massas para o composto 18d pode ser encontrada na
Informagdo Suplementar, Esquema S2. Todos os espectros
de RMN, IV, massas dos compostos 18a-e e 19 estdo
disponiveis na Informacdo Suplementar, Figuras S42-S84.

2.3. Reacgdes de hidrolise em meio acido dos compostos
18a-e

As reagdes de hidrélise foram realizadas em meio
dcido utilizando 4cido trifluoroacético (TFA) e temperatura
entre -5 e 0 °C, conforme descrito no Esquema 3. Apds 5
horas, foi adicionado gelo picado ao meio de reagdo, e os
compostos 21a-e foram isolados através de filtracio a vacuo
do precipitado gerado, em 55%, 40%, 49%, 39% e 63% de
rendimento, respectivamente.

Como evidéncia da formacdo dos compostos acido
4-(alquilcarbonil)-3,5-dimetil- 1 H-pirrol-2-carboxilico

Sl

(21a-e) na andlise de RMN, verificou-se o desaparecimento
do simpleto com drea 9 em 1,56 ppm, conforme esperado,
apos a hidrélise dcida do grupo terc-butila dos compostos
18a-e. A titulo de exemplificacdo, o espectro de RMN 'H
do 2,4-dimetil- 1 H-pirrol-3-carboxilato de metila (21c) estd
representado na Figura 7. Nesta figura € possivel observar o
hidrogénio ligado ao nitrogénio como um simpleto em 11,75
ppm, os sinais das metilas ligadas ao anel aromatico em 2,45
e 2,39 ppm como simpletos com drea de aproximadamente
3 para cada um. J4 os sinais dos hidrogénios da butila
encontram-se entre 4,11 e 0,91 ppm como um tripleto
(6 4,12; 3H; J = 6,5 Hz), um quinteto (& 1,63; 2H;
J =6,5Hz), um sexteto (6 1,39; 2H; J = 6,5 Hz) e um outro
tripleto (8 0,91; 3H; J = 6,5 Hz). Conforme esperado, os
hidrogénios de -CH,- ligado ao dtomo de oxigénio do grupo
éster apresentam maior deslocamento quimico que o restante
da cadeia alifatica devido a maior desblindagem causada
pelo dtomo de oxigénio. Com relagdo aos espectros de
RMN de "*C, também pode-se observar o desaparecimento
de dois sinais de carbono quando comparado aos espectros

QR
(0]
Jﬁ
N
HO H

__TFA
+BuO  H o2 0 C,
18a-e 21a-e
R, D R Y VI Y TN Ve g
a b c d e
55% 40% 49% 39% 63%

Esquema 3. Reagentes e condicdes para hidrélise dcida e descarboxilagdo dos compostos
pirrélicos 4a-e
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dos compostos 18a-e, um sinal de um carbono quaternario
e outro bem intenso correspondente as metilas, ambos do
grupo ferc-butila. Todos os espectros de RMN de 'H e 1*C
e IV dos compostos 21a-e estdo disponiveis na Informacao
Suplementar, Figuras S85-S110.

2.4. Reagdes de descarboxilacdo dos compostos 18a-f
em meio acido e aquecimento

As reacgdes de descarboxilacdo dos 3,5-dimetil-
1H-pirrol-2,4-dicarboxilato de 2-terc-butila-4-alquilas
foram conduzidas na presenga de acido sulftirico e em
aquecimento, mantendo a temperatura entre 55-60 °C por
3,5 horas (Esquema 4). O mesmo procedimento foi utilizado
para converter a mistura de 20a e 23, descrita no item 2.2, em
um unico produto 23 (Esquema 5). Tradicionalmente reacdes
de descarboxilagdo de grupos ferc-butila sdo conduzidas
utilizando acido cloridrico em etanol e aquecimento.?!

Porém, estudos realizados por Manley et al.*> mostraram
que essas condicdes aplicadas para descarboxilagdo de 18b
levaram a formacao de subprodutos. Isso ndo foi observado
pelos autores quando se utilizou uma solucao de H,SO,,
dgua e metanol sob aquecimento. Portanto, ao se utilizar
as condigdes descritas por Manley et al.?, obteve-se 0s
compostos 22a-e e 23 com rendimentos iguais a 77%, 68 %,
80%, 719%, 14% e 67%, respectivamente.

Assim como nos compostos 21a-e, os espectros de
RMN de 'H dos compostos descarboxilados (22a-e)
mostraram a perda do simpleto com integracdo para 9
hidrogénios. Ja com relagdo aos espectros de RMN de
3C, observou-se a auséncia de trés sinais de carbono,
um correspondente as trés metilas equivalentes do grupo
terc-butila, um do carbono quaterndrio também do grupo
terc-butila e outro do carbono da carbonila de éster. Essas
diferengas entre o espectro de RMN de "*C de 18d e 22d
podem ser visualizadas na Figura 8. No espectro de IV
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Figura 7. Espectros de RMN 'H (400 MHz, DMSO-d,) do 3,5-dimetil-1H-pirrol-2,4-dicarboxilato de 2-terc-
butila-4-pentila (18d) (espectro superior) e dcido 4-(butoxicarbonil)-3,5-dimetil-1H-pirrol- 2-carboxilico (21d)
(espectro inferior)
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Esquema 4. Reagentes, condi¢des e rendimentos para descarboxilagdo dos compostos
pirrdlicos 22a-e
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Esquema 5. Reagentes, condi¢des e rendimentos para descarboxilagdo do composto pirrdlico 20a
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Figura 9. Espectros de IV (KBr) do 3,5-dimetil-1H-pirrol-2,4-dicarboxilato de 2-terc-butila-4-pentila (18d) na
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foi possivel observar a auséncia de uma das bandas de
estiramento caracteristica da carbonila de éster do grupo
terc-butila conforme representado na Figura 9. Todos os
espectros de RMN de 'H e "*C, IV, massas dos compostos
22a-e e 23 estdo disponiveis na Informagdo Suplementar,
Figuras S111-S152.

2.5. Estudos de transformacdes quimicas de compostos
pirrélicos utilizando N-bromo-succinimida e tiossemi-
carbazona

Outras modificagdes quimicas foram exploradas para
incorporar diferentes grupos funcionais na posicao alfa
ao nitrogénio do nicleo pirrdlico. Uma delas foi a reagdo
de bromagdo do composto 22a, empregando N-bromo-
succinimida como fonte de bromo eletrofilico (Esquema 6).
O composto 24 foi obtido em 73% de rendimento.
Observou-se que 24 ¢ sensivel a luz e apresenta sinais de
degradag@o apds 24 horas se o frasco que o armazena nao
for envolvido em papel aluminio.

O espectro de RMN 'H do composto 24 mostrou o
desaparecimento do sinal de drea 1 encontrado em 6,34 ppm
no espectro do composto 22a (Informagdo Suplementar —
Figura S153), indicando que houve transformagao quimica.
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Esquema 6. Método de obten¢do do 5-bromo-2,4-dimetil-1H-pirrol-3-
carboxilato de metila (24)

Outro dado que corroborou a obten¢do do 5-bromo-2,4-
dimetil- 1 H-pirrol-3-carboxilato de metila (24) foi a presenga
de picos com abundancias aproximadamente iguais no
espectro de massas (Figura 10). Isso ocorre porque o bromo
¢é encontrado na natureza na forma de dois is6topos "Br e
81Br com abundancia de 50,5 e 49,5%, respectivamente.”
Portanto, conforme mostra a Figura 10, os picos com m/z
233, 216, 199 e 171 apresentaram-se vizinhos a picos
de mesma intensidade com m/z igual a deles somado 2,
confirmando a sintese do produto esperado (24).

Outra transformag@o quimica explorada foi a reacdo
entre o composto 18a com ortoformiato de trimetila
(TOF) em 4cido trifluoracético (TFA) dando origem ao
composto 25 (Esquema 7) em 70% de rendimento.*
O metil-5-formil-2,4-dimetil- 1 H-pirrol-3-carboxilato
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Figura 10. Expansao do espectro de massas do 5-bromo-2,4-dimetil-1H-pirrol-3-carboxilato de
metila (24). O espectro completo pode ser visto na Informagdo Suplementar (Figura S158)

(25) apresenta um grupo funcional aldeido que foi
confirmado pelo espectro de RMN de 'H com um sinal
de drea aproximadamente 1 em 9,58 ppm (Informagao
Suplementar — Figuras S159-161). Andlise por CG-EM
também confirmou a sintese do composto apresentando
pico do fon molecular com m/z igual a 181 (Informagao
Suplementar — Figura S163-S164).

Na etapa seguinte, 25 reagiu com tiossemicarbazida
para gerar tiossemicarbazona 26 em 82% de rendimento
(Esquema 7). A conducio da reagdo em radiacdo de micro-
ondas permitiu a obten¢do do composto 26 em apenas
20 minutos e alto rendimento. Portanto, esse procedimento
significantemente reduziu o tempo de rea¢do se comparado
com Sardari et al. (2017),% que reagiu tiossemicarbazidas
e derivados de benzaldeido em metanol a temperatura
ambiente durante 24 h. No espectro de RMN de 'H do
composto 26 ¢ possivel observar os sinais caracteristicos
do grupo imina em 11,39 e 11,23 ppm, e a presenca de
sinais em 8,15, 7,97, e 7,92 ppm dos hidrogénios ligados a
nitrogénios da tiossemicarbazona. Com relagdo ao espectro
de IV, observou-se a presenga de uma banda intensa em 1259
cm' correspondente a ligacdo C=S, e o desaparecimento de
uma banda de carbonila na regiao em torno de 1650 cm’!
ap6s a reagdo de 25 com tiossemicarbazida.?® Todos os
espectros de RMN e IV do composto 26 estio disponiveis
na Informagao Suplementar — Figuras S165-169.

2.6. Ensaios biologicos

Os resultados dos ensaios biolégicos contra 7. cruzi

dos compostos 19, 21a-e, 22a-f, 23, 24, 25 e 26 estdo
descritos na Tabela 4. Os compostos 19, 22e, 23 ¢ 26
mostraram atividade anti-7. cruzi, com concentragao
inibitéria média (Cls,) sobre as formas amastigotas e
tripomastigotas do parasita iguais a 14,1, 46,3, >50, e
39,7 uM, respectivamente. De forma geral, ao se comparar
0s compostos ativos, com 0s que nao apresentaram
atividade biolégica, a presenca do grupo cetdnico (19),
auséncia do grupo acido carboxilico e presenca dos
ésteres de pentila ou benzila (22e e 23), ou presenca do
tiossemicarbazona (26) indicam que estes grupos funcionais
contribuem para atividade anti-7. cruzi dos compostos
pirrdlicos.

Ao analisar apenas os compostos ativos, o valor de
Cly, de 19 sugere que o grupo éster ferc-butila em C-3
desempenha um papel importante para a atividade, uma
vez que este composto foi mais ativo do que 22e e 23,
que ndo possuem substituintes nesta posi¢do. Além disso,
a atividade de 22e e 23, que possuem 0s grupos pentila
e benzila, respectivamente, sugere que cadeia apolar
alquilica saturada longa e anel aromatico € outro fator
que pode modular a atividade anti-chagdsica, pois a maior
lipofilicidade influencia na capacidade do composto de
atravessar a membrana celular do parasita.

A presenga do grupo tiossemicarbazona, composto 26,
conduziu ao menor valor de Cls,, conforme também foi
observado por Silva et al.*” em 2019. Embora seja menos
potente e menos seletivo do que fairmaco de referéncia
benzonidazol, 26 pode ser um protétipo para a obtencio
de composto mais ativos.

S 0 /
O/ 3 o/ ©
_ MeOH, HOAc  H,N~ “NH
O _{ \_MDTFArt,30mino /| MO 120°C, 20 min ) I\
N R ° N N N
sd N 2TOFsa0cc N i " N
18a 25-70%  H,N N’ 2 26 - 82%

Esquema 7. Método de obten¢do de metil-5-formil-2,4-dimetil-1H-pirrol-3-carboxilato (25) seguido de reacdo
com tiossemicarbazida para gerar a tiossemicarbazona (26)
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Tabela 4. Resultados dos ensaios bioldgicos contra 7. cruzi

Composto CI;, sobre o parasita’

P
CCq sobreas células® ¢ o0 de Seletividade’

(M) (M)

19 14,1 £57 > 200 > 142
2la Inativo - -
21b Inativo - -
2lc Inativo - -
21d Inativo - -
2le Inativo - -
22a Inativo - -
22b Inativo - -
22¢ Inativo - -
22d Inativo - -
22e 46,3 5,2 1549 +0,9 33
23 >50 - -
24 Inativo - -
25 Inativo - -
26 39,7+19,8 > 200 >5,0

Benzonidazol 3,81 uM 2.381 uM 625

!Concentragdo do composto que reduz em 50% o crescimento parasitario. 2Concentra¢do do composto que induz
50% de morte celular. Os valores de Cl, e CCs, foram calculados através de interpolagio linear. 3CC, do composto
sobre as células dividido pelo Cls, do composto sobre o parasita (IS = CCs/Cls,). Em Cly, e CCs,, 0s valores

mostrados s3o média + desvio-padrao

3. Conclusao

Neste artigo, diferentes transformacdes quimicas
envolvendo o nicleo pirrélico foram exploradas resultando
na sintese e caracterizagdo de 5 compostos inéditos
(18e, 21c-e, e 26). Além disso, metodologias sintéticas
envolvendo o niicleo pirrélico foram otimizadas, reduzindo
tempo de reagdo, como no caso do compostos 15a-c,
25 e 26. Finalmente, 4 compostos mostraram atividade
anti-7. cruzi, evidenciando que a presenga dos grupos
cetona, tiosemicarbazona ou ésteres com cadeia alifatica
longa ou aromadtica em ntcleos pirrélicos pode contribuir
para outros estudos no desenvolvimento de novos compostos
pirrélicos bioativos.

4. Parte Experimental

4.1. Reagentes

Paladdio suportado em carvdao 10% (m/m), acetoacetato
de metila, acetoacetato de terc-butila, acetoacetato de
etila, cloreto de potdssio (KCl), 4cido trifluoracético
(TFA), borohidreto de s6dio (NaBH,), tiossemicarbazona,
ortoformiato de trimetila (TOF) foram compradas da empresa
Sigma-Aldrich (Sdo Paulo, Brasil). Os demais reagentes
foram p-nitrobenzaldeido e N-bromosucissinimida da
empresa Merck (Sao Paulo, Brasil), m-nitrobenzaldeido de
Baker & Adamson (Nova York, Estados Unidos), 1-pentanol
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de Riedel-de Haén (Nova Jersey, Estados Unidos), dlcool
benzilico da Quimibras Industrias Quimicas S. A (Rio de
Janeiro, Brasil), sulfato de s6dio anidro (NaSQ,), cloreto
de sodio (NaCl), hidroxido de sédio (NaOH) e acido
cloridrico (HCI) da empresa Vetec (Rio de Janeiro, Brasil),
sulfato de cobre IT (CuSO,.5H,0) e zinco metdlico em
p6 da Controltec Quimica Fina (Rio de Janeiro, Brasil),
e nitrito de sédio (NaNQO,) da Montedison Farmacg&utica
S. A. (Sao Paulo, Brasil). Os solventes éter dietilico anidro,
tolueno, metanol, 1-butanol, hexano, dcido acético glacial,
hexano, acetato de etila e tetrahidrofurano (THF) foram
compradas da empresa Tedia (Rio de Janeiro, Brasil). Por
fim, os solventes deuterados cloroférmio (CDCl,), piridina
e dimetilformamida (DMF) foram adquiridos da Cambridge
Isotopo Laboratories, Inc. (Cambridge, Estados Unidos).
Nitrobenzaldeidos foram reduzidos a dlcoois utilizando
NaBH, como agente redutor seguindo procedimento descrito
anteriormente.”® O sulfato de cobre penta hidratado foi
previamente desidratado em estufa a 330 °C durante 4
horas antes de ser utilizado como catalisador. Todos os
demais reagentes e solventes foram utilizados sem nenhuma
purifica¢do ou modificacio antes das etapas de sintese.

4.2. Equipamentos, métodos cromatograficos, espectros-
copicos e espectrométricos

O progresso das reagdes foi acompanhado por
cromatografia de camada delgada utilizando cromatofolhas
de aluminio cobertas por silica gel (F-254) com espessura
de 250 um da marca Silicycle® (Quebec, Canadd). As placas
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foram reveladas utilizando uma lampada de ultravioleta. As
colunas cromatograficas foram preparadas utilizando silica-
gel flash Silicycle® (230-400 mesh) como fase estaciondria
e misturas de hexano e acetato de etila como eluente. Para
remogao de solventes a pressao reduzida foi utilizado uma
bomba a viacuo modelo V-855 da marca Buchi® (Suicga)
e rotaevaporador IKA® modelo RV 10 basic (Sao Paulo,
Brasil). As temperaturas de ponto de fusdo (P.F.) foram
determinadas utilizando aparelho Mel-Temp colocando-se
uma pequena porc¢ao de cada composto sintetizado em um
capilar de vidro. As temperaturas ndo foram corrigidas.

As andlises por CG-EM foram feitas em cromatégrafo
a gds acoplado a espectrometro de massas QP 2010 Ultra,
Shimadzu (Kyoto, Japan) com detector quadrupdlo. As
amostras foram preparadas na concentra¢io aproximada de
1 mg.mL"!, solubilizadas em acetato de etila, com volume
de injecdo igual a 1 uL e divisdo de fluxo na razao de 1:10.
No forno do CG foi utilizado uma coluna capilar DB-1
(30 m X 0,25mm X 0,25 um) (J&M, Scientific), gds de
arraste hélio e temperatura de inje¢@o igual a 280 °C. No
espectrometro de massas a temperatura da fonte de {ons
foi de 230 °C e a temperatura de interface 290 °C. Para
os compostos 18a-e, 19, 22a-e, 23, 24 e 25, a temperatura
inicial do forno foi configurada para 95 °C e temperatura
final 290 °C durante 12 minutos com um fluxo de hélio
de 1,95 mL.min"". Para os B-cetoésteres (13a-c e 15a), a
temperatura de injecao inicial foi de 80 °C seguido por um
gradiente de temperatura mostrado na Tabela 5, o fluxo de
hélio foi mantido a 2,09 mL min"'. Em ambos os métodos
a taxa de aquecimento do forno foi igual a 12 °C min™'.

Tabela 5. Programa de temperatura do forno do CG para anilise dos
compostos 13a-c e 15a

Temperatura (°C) Tempo (min)

80 1
100 4
150 5
200 5

As andlises de infravermelho foram conduzidas em um
aparelho Nicolet Magna IR 760. Nesta andlise, os compostos
s6lidos foram inicialmente misturados com brometo de
potassio (KBr) anidro formando uma pastilha que teve seus
valores de absor¢do na regido de IV medidos e expressos em
ndmeros de onda (cm™). Os espectros obtidos foram editados
na versao teste do software ACD/Spectrus Processor.

Os espectros de ressonancia magnética nuclear de
hidrogénio (RMN 'H) e de carbono (RMN "*C) foram
realizados em aparelho Bruker (Bruker Daltonics, Bremen,
Alemanha), modelo DPX 200, operando a 500 MHz ou
400 MHz para os nidcleos de 'H e 125 MHz ou 100 MHz
para os de *C. Como solventes deuterados foram utilizados
dimetil-sulf6xido deuterado (DMSO-d,), cloroférmio
deuterado (CDCl,) ou piridina deuterada (Piridina ). Os
nucleos de hidrogénio residuais destes solventes foram
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utilizados como referencial interno. Os deslocamentos
quimicos () foram expressos em partes por milhdo (ppm) e
os valores das constantes de acoplamento (/) em Hertz (Hz).
As dreas relativas dos sinais de hidrogénio foram obtidas
por integracdo eletrdnica e a multiplicidade das bandas de
absorc¢do foi indicada segundo a convencdo: simpleto (s);
dupleto (d); duplo dupleto (dd); tripleto (t); duplo tripleto
(dt); quinteto (quint); sexteto (sext) ou multipleto (m). A
abreviagdo q foi utilizada para descrever &tomos de carbono
quaterndrio nos espectros de RMN *C. Os fids adquiridos
foram editadas com o software MestReNova.

4.3. Sintese de 3-oxobutanoatos de alquila e arila (13a-c;
15a_c)16,17,29

Para sintese dos compostos 13a-¢, em um baldo de
fundo redondo foram adicionados 60 mmol de acetoacetato
de metila (12) juntamente com 1,2 g de zinco metdlico em
p6 e 360 mmol do respectivo dlcool (Tabela 1). O baldo
foi acoplado a um condensador para remog¢ao do metanol
gerado no meio e mantido sob refluxo e agitacdo magnética
por 3,5 horas. O progresso da reag@o foi acompanhado por
cromatografia de camada delgada (CCD) utilizando hexano:
acetato de etila (80:20% v/v) como eluente. Ao final da
reagdo, o meio foi resfriado a temperatura ambiente, o zinco
foi removido através de filtragao simples e o dlcool a pressao
reduzida, conduzindo aos compostos 13a-c.

Para os acetoacetatos de arila (15a-c), utilizou-se
30 mmols de acetoacetato de etila (14) juntamente com
32 mmols do respectivo dlcool (Tabela 2), 100 mL de
tolueno e 600 mg de CuSO, desidratado. Semelhante ao
procedimento no pardgrafo anterior, os reagentes foram
adicionados a um baldo de fundo redondo acoplado a um
condensador para remog¢do do etanol gerado no meio e
mantido sob refluxo e agitacdo magnética por 6-8 horas. Ao
final da reacdo, confirmado por CCD, o meio foi resfriado a
temperatura ambiente, o catalisador foi removido utilizando
filtragdo simples, e os dlcoois e o tolueno a pressao reduzida.
Para os compostos 15b-c foi feito uma etapa de cristalizagio
com a adi¢ao de 1 mL de éter dietilico/g de produto bruto
a temperatura ambiente, seguido de resfriamento do meio
a 0 °C e filtragdo a vécuo.

3-oxobutanoato de propila (13a): RMN 'H (400 MHz,
CDCl,) Forma cetdnica ¢ 4,08 (t; J 8,0 Hz; 2H), 3,43 (s;
2H), 2,25 (s; 3H), 1,65 (sext; J 8,0 Hz; 2H), 0,94-0,90 (m;
4H). Forma endlica 6 12,08 (s; OH), 4,97 (s), 3,58 (1), 1,57
(quint); RMN "*C (100 MHz, CDCl,) 3 200,73 (Cq); 167,32
(Cq); 67,09 (CH,); 50,22 (CH,); 30,20 (CH;); 21,96 (CH,);
10,38 (CH,); IV (KBr) v/cm™: 1651 (C=0), 1720 (C=0),
1740 (C=0), 2970-2881 (C-H), 3440 (OH); CG-EM (70
eV): m/z 144 [M]+ Liquido amarelo; rendimento: 78%.

3-oxobutanoato de butila (13b): Forma cetOnica
RMN 'H (500 MHz, CDCly) 6 4,12 (t; J 8,0 Hz; 2H),
3,43 (s; 2H), 2,25 (s; 3H), 1,61 (quint; J 8,0 Hz; 2H), 1,37
(sext; J 8,0 Hz; 2H), 0,91 (t; J 8,0 Hz; 5SH). Forma endlica
RMN 'H (500 MHz, CDCl,) 6 12,08 (s), 4,96 (s), 3,62 (t,
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J 5Hz), 1,93 (s), 1,53 (quint, J 5Hz). RMN "*C (125 MHz,
CDCly) 6 201,41 (Cq); 167,99 (Cq); 66,05 (CH,); 63,45
(CH,); 50,89 (CH,); 35,62 (CH,); 31,25 (CH,); 30,87 (CH);
19,79 (CH,); 19,64 (CH,); 14,60 (CH,); 14,38 (CH,); IV
(KBr) v/em: 1649 (C=0), 1721 (C=0), 1718 (C=0),
2962-2875 (C-H), 3548 (OH); CG-EM (70 eV): m/z 159
[M]*Liquido amarelo; rendimento: 91%.

3-oxobutanoato de pentila (13c¢): Forma cetonica RMN 'H
(400 MHz, CDCl,) 64,11 (t;J 7,0 Hz; 2H), 3,43 (s; 2H), 2,25
(s; 3H), 1,63 (quint; J 7,0 Hz; 2H), 1,33 — 1,29 (m; 7H),
0,88 (t; J 7,0 Hz; 5H). Forma endlica RMN 'H (400 MHz,
CDCly) 6 12,08 (s; OH), 4,96 (s), 3,65 — 3,68 (m), 1,93 (s),
1,57 - 1,52 (m). RMN "*C (100 MHz, CDCl,) 5 200,58 (Cq);
167,20 (Cq); 89,76 (CH); 65,56 (CH,); 64,07 (CH,); 63,00
(CH,); 50,12 (CH,); 32,47 (CH,); 30,07 (CH,); 28,15 (CH,);
27,93 (CH,); 22,46 (CH,); 22,23 (CH,); 21,23 (CH,); 14,00
(CH,); 13,88 (CH,); IV (KBr) vicm: 1626 (C=0), 1720
(C=0), 1743 (C=0), 2960-2862 (CH), 3531 (OH); CG-EM
(70 eV): m/z 172 [M]* Liquido amarelo; rendimento: 94%.

3-oxobutanoato de benzila (15a): Forma cetdnica
RMN 'H (400 MHz, CDCl,) 6 7,36-7,38 (m; 9H), 5,18 (s;
2H), 3,50 (s; 2H), 2,25 (s; 3H). Forma endlica RMN 'H
(400 MHz, CDCl,) 6 12,03 (s; OH), 5,11 (s), 2,10 (s).
RMN "C (100 MHz, CDCl,) 6 200,43 (Cq); 167,06 (Cq);
129,15 — 125,42 (CH aromatico); 67,27 (CH,); 65,46 (CH,);
50,16 (CH,); 30,23 (CH,); 21,56 (CH;); IV (KBr) v/iem™:
1624 (C=0), 1716 (C=0), 1743 (C=0), 3066-2958 (CH),
3473 (OH). CG-EM (70 eV): m/z 192 [M]* Liquido amarelo;
rendimento: 98%.

3-oxobutanoato de p-nitro benzila (15b): Forma cetonica
RMN 'H (400 MHz, CDCl,) & 8,22 (d; J 8,0 Hz; 2H), 7,53
(d; J 8,0 Hz; 2H), 5,27 (s, 2H), 3,56 (s; 2H), 2,27 (s; 3H).
Forma endlica RMN 'H 6 11,86 (s; OH), 4,97 (s), 1,98 (s).
RMN "C (100 MHz, CDCl,4) 6 200,09 (Cq); 166,73 (Cq);
147,95 (Cq); 142,67 (Cq); 128,59 (CH); 123,95 (CH); 65,60
(CH,); 49,91 (CH,); 30,40 (CH,); IV (KBr) v/cm™: 1605
(C=0), 1716 (C=0), 1743 (C=0), 3412 (OH); pf 44-45 °C.
Sélido branco; rendimento: 57%

3-oxobutanoato de m-nitro benzila (15¢): Forma
cetonica RMN 'H (400 MHz, CDCl,) 6 8,22 (s; 1H), 8,19
(d;J 8,0Hz; 1H), 7,70 (d; J 8,0 Hz; 1H), 7,55 (t; J 8,0 Hz;
1H), 5,26 (s; 2H), 3,56 (s; 2H), 2,27 (s; 3H). Forma endlica
RMN 'H (400 MHz, CDCl,) 6 11,87 (s; OH), 4,96 (s), 1,98
(s); RMN C (100 MHz, CDCl,) & 200,09 (Cq); 166,79
(Cq); 148,53 (Cq); 137,58 (Cq); 134,09 (CH); 129,82 (CH);
123,46 (CH); 123,03 (CH); 65,66 (CH,); 49,92 (CH,); 30,38
(CH,); IV (KBr) v/em!: 1630 (C=0),1716 (C=0), 1749
(C=0), 3413 (OH); pf 68-69 °C. Sélido branco; rendimento:
66%.

4.4. Sintese dos nucleos pirrolicos (18a-e)2022

Etapa 1: Sintese do intermediario 2-hidroximino-3-
oxobutirato de ferc-butila (17).

Em um baldo de fundo redondo adicionou-se 10 g de
acetoacetato de ferc-butila (16) e 10 mL de acido acético

978

glacial. O meio de reagdo foi resfriado a 0-5 °C em banho
de gelo e sal grosso e sob agitacdo magnética adicionou-se
gota a gota uma solucdo de 7,0 g de nitrito de sédio (NaNO,)
solubilizado em 12 mL de dgua, mantendo o meio a uma
temperatura menor do que 10 °C. Ap6s o término da adicio
da solug@o de NaNO,, o sistema foi lentamente conduzido a
temperatura ambiente e mantido nessas condigdes durante
12 horas.

Etapa 2: Método para sintese dos compostos 18a-e

Neste procedimento, o primeiro passo foi a extragdo do
intermedidrio (17) produzido na etapa 1. O meio de reagdo da
etapa | (partindo de 10 g de acetoacetato de terc-butila (16))
foi vertido num funil de separagdo juntamente com 15 mL
de éter dietilico e 10 mL de uma solucdo saturada de cloreto
de potassio (KCI). A fase aquosa foi lavada mais trés vezes
com 10 mL de éter dietilico. Depois, as fases organicas
foram combinadas e lavadas trés vezes com dgua, seca com
sulfato de s6dio e levada a um rotaevaporador, restando um
6leo de coloragdo amarelo claro.

Em um reator acoplado a um cilindro de hidrogénio,
adicionou-se 3,5 g da oxima, 33 mmols do respectivo
[-cetoéster ou acetilacetona, 3 mL de dcido acético glacial
e 0,28 g de paladio suportado em carvdo. O reator foi
parcialmente imerso num banho maria a 70 °C e mantido
sob agitacdo por 7 horas. Ao final da reacdo, confirmada por
CCD (80:20 hexano:acetato de etila v/v como eluente), o
meio foi filtrado para remogao do catalisador, e lavado duas
vezes com 5 mL de 4cido acético glacial pré-aquecido a 60
°C. O meio foi neutralizado com solucao de NaOH 50%
(m/m), formando um precipitado que foi filtrado a vacuo e
lavado com dgua gelada.

3-oxobutanoato de 3,5-dimetil-1H-pirrol-2,4-
dicarboxilato de 2-terc-butila-4-metila (18a): RMN 'H
(500 MHz, CDCl;) 6 9,32 (s; 1H; NH), 3,80 (s; 3H), 2,52
(s; 3H), 2,49 (s; 3H), 1,56 (s; 9H); RMN "*C (125 MHz,
CDCl,) 6 166,17 (Cq); 161,46 (Cq); 138,67 (Cq); 130,11
(Cq); 119,36 (Cq); 113,32 (Cq); 81,35 (Cq); 50,76 (CH,);
28,58 (CH,;); 14,39 (CH,;); 12,09 (CH;); IV (KBr) viem™:
1649 (C=0), 1705 (C=0), 2985-2968 (CH), 3317 (NH);
CG-EM (70 eV): m/z 253 [M]*; pf 145-146 °C. Cristais
brancos; rendimento: 61%

3-oxobutanoato de 3,5-dimetil-1H-pirrol-2,4-
dicarboxilato de 2-zrerc-butila-4-etila (18b): RMN 'H
(500 MHz, CDCI,) 6 9,18 (s; NH), 4,27 (q; J 8,0 Hz; 2H),
2,52 (s; 3H), 2,50 (s; 3H), 1,56 (s; 9H), 1,34 (t; J 8,0 Hz; 3H);
RMN BC (125 MHz, CDCl;) & 165,74 (Cq); 161,41 (Cq);
138,49 (Cq); 130,12 (Cq); 119,30 (Cq); 113,52 (Cq); 81,31
(Cq); 59,55 (CH,); 28,59 (CH,); 14,55 (CH,); 14,45 (CH,);
12,11 (CH,); IV (KBr) v/cm™: 1702 (C=0), 1691 (C=0),
3018-2931 (CH), 3301 (NH). CG-EM (70 eV): m/z 267
[M]+; pf 131-132 °C. Cristais brancos; rendimento: 55%.

3-oxobutanoato de 3,5-dimetil-1H-pirrol-2,4-
dicarboxilato de 2-ferc-butila-4-propila (18c): RMN 'H
(400 MHz, CDCl,) 6 9,18 (s; 1H; NH), 4,19 (t; J 8,0 Hz;
2H), 2,53 (s; 3H), 2,50 (s; 3H), 1,75 (sext; J 8,0 Hz; 2H),
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1,57 (s; 9H), 1,01 (t; J 8,0 Hz; 3H). RMN *C (100 MHz,
CDCl,) & 165,85 (Cq); 161,42 (Cq); 138,53 (Cq); 130,11
(Cq); 119,30 (Cq); 113,57 (Cq); 81,32 (Cq); 65,37 (CH,);
28,60 (CH,); 22,32 (CH,); 14,48 (CH;); 12,16 (CH;); 10,91
(CH,); IV (KBr) v/cm™: 1659 (C=0), 1705 (C=0), 2877-
3012 (CH), 3309 (NH). CG-EM (70 eV): m/z 281 [M]+; pf
100 - 101 °C. Cristais brancos; rendimento: 84%.

3-oxobutanoato de 3,5-dimetil-1H-pirrol-2,4-
dicarboxilato de 2-rerc-butila-4-butila (18d): RMN 'H
(400 MHz, CDCl,) 6 9,17 (s; 1H; NH), 4,23 (t; J 7,5 Hz;
2H), 2,52 (s; 3H), 2,49 (s; 3H), 1,70 (quint; J 7,5 Hz; 2H),
1,56 (s; 9H), 1,45 (sext; J 7,5 Hz; 3H), 0,95 (t; J 7.5 Hz;
3H); RMN "*C (100 MHz, CDCl;) 8 165,73 (Cq); 161,29
(Cq); 138,40 (Cq); 129,96 (Cq); 119,17 (Cq); 113,44 (Cq);
81,19 (Cq); 63,40 (CH,); 30,90 (CH,); 28,47 (CH;); 19,43
(CH,); 14,34 (CH,); 13,75 (CH,); 12,03 (CH,); IV (KBr)
v/iecm!: 1655 (C=0), 1697 (C=0), 2976-2873 (CH), 3315
(NH); CG-EM (70 eV): m/z 295 [M]*, pf 110 - 111 °C.
Soélido amarelo; rendimento: 76%.

3-oxobutanoato de 3,5-dimetil-1H-pirrol-2,4-
dicarboxilato de 2-terc-butila-4-pentila (18e): RMN 'H
(400 MHz, piridina) 6 12,82 (s; 1H; NH), 4,33 (t; J 7,0 Hz;
2H), 2,98 (s; 3H), 2,67 (s; 3H), 1,69 (quint; J 7,0; 2H), 1,52
(s; 9H; H8), 1,40 — 1,23 (m; 4H), 0,85 (t; J 7,0 Hz; 3H);
RMN BC (100 MHz, piridina) & 166,29 (Cq); 161,91 (Cq);
139,85 (Cq); 130,62 (Cq); 120,88 (Cq); 114,11 (Cq); 80,80
(Cq); 64,04 (CH,); 29,34 (CH,); 29,07 (CH,); 28,85 (CHy);
23,02 (CH,); 14,56 (CH,); 14,44 (CH,); 13,13 (CH,); IV
(KBr) v/icm: 1655 (C=0), 1705 (C=0), 3008-2870 (CH),
3302 (NH); CG-EM (70 eV): m/z 309 [M]+; pf 100-102 °C.
Soélido amarelo; rendimento: 87%.

3-oxobutanoato de 3,5-dimetil-1H-pirrol-2,4-
dicarboxilato de 2-rerc-butila-4-acetila (19): RMN 'H
(400 MHz, CDCl,) 6 9,25 (s; 1H), 2,55 (s; 3H), 2,50 (s;
3H), 2,43 (s; 3H), 1,57 (s; 9H). RMN !*C (100 MHz,
CDCl,) & 195,75 (Cq); 161,36 (Cq); 137,77 (Cq); 128,54
(Cq); 123,59 (Cq); 119,34 (Cq),; 81,51 (Cq); 31,41 (CHy);
28,58 (CH;); 15,26 (CH,); 12,79 (CH,); IV (KBr) v/cm™:
1651 (C=0), 1662 (C=0), 2931-2981 (CH), 3309 (NH).
CG-EM (70 eV): m/z 237 [M]+*; pf 145-146 °C. Sélido
branco; rendimento: 85%.

4.5. Transformacgédo dos nucleos pirrdlicos

4.5.1. Sintese dos derivados dcido 4-(alquil-carbonil)-3,5-
dimetil-1H-pirrol- 2-carboxilico (21a-e)

Em um baldo de fundo redondo, adicionou-se 10 mL
de TFA resfriando-o entre -5 e 0 °C em banho de gelo, sal
grosso e etanol. Ao TFA resfriado e sob agitacdo magnética
adicionou-se 3,75 mmols do pirrol (18a-e) e o sistema foi
mantido sob agitagdo e resfriamento durante 5 horas. No
fim da reacao, confirmado por CCD (50:50 hexano:acetato
de etila v/v), adicionou-se 6 mL de gelo picado e dgua
gelada formando um precipitado que foi filtrado a vécuo,
lavado com 4dgua gelada seguido de lavagem com hexano
até adquirir uma coloragdo branca.
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Acido 4-(metoxicarbonil)-3,5-dimetil-1H-pirrol-2-
carboxilico (21a): RMN 'H (400 MHz, DMSO-d,) 6 12,42
(s; 1H), 11,76 (s; 1H), 3,70 (s; 3H), 2,44 (s; 3H), 2,38 (s;
3H); RMN C (100 MHz, DMSO-d;) 6 165,62 (Cq); 162,69
(Cq); 139,39 (Cq); 129,46 (Cq); 118,72 (Cq); 112,45 (Cq);
50,84 (CH,); 13,89 (CH;); 12,16 (CH;); IV (KBr) viem™:
1668 (C=0), 1699 (C=0), 3284 (NH); pf deg. 193-194 °C.
Soélido branco; rendimento: 55%.

Acido 4-(etoxicarbonil)-3,5-dimetil-1H-pirrol-2-
carboxilico (21b): RMN 'H (400 MHz, DMSO-d,) 6 11,74
(s; 1H), 4,16 (q; J 7,1 Hz; 2H), 2,45 (s; 3H), 2,39 (s; 3H),
1,26 (t; J 7,1 Hz; 3H); RMN *C (100 MHz, DMSO-d)
8 164,74 (Cq); 162,28 (Cq); 138,91 (Cq); 129,05 (Cq);
118,22 (Cq); 112,14 (Cq); 58,80 (CH,); 14,31 (CH,); 13,48
(CH;); 11,72 (CH,); IV (KBr) v/iem™: 1666 (C=0), 1697
(C=0), 3302 (NH); pf deg. 190-191 °C. Sélido branco;
rendimento: 40%.

Acido 4-(propoxicarbonil)-3,5-dimetil-1H-pirrol-2-
carboxilico (21¢): RMN 'H (400 MHz, DMSO-d,) 6 11,75
(s; 1H), 4,08 (t; J 6,0 Hz; 2H), 2,45 (s; 3H), 2,39 (s; 3H),
1,66 (sext; J 6,0 Hz; 2H), 0,94 (t; J 6,0 Hz; 3H); RMN *C
(100 MHz, DMSO-d,) 6 164,80 (Cq); 162,26 (Cq); 138,92
(Cq); 129,04 (Cq); 118,22 (Cq); 112,14 (Cq); 64,48 (CH,);
21,74 (CH,); 13,50 (CH,); 11,73 (CH,); 10,66 (CH,); IV
(KBr) v/em™: 1662 (C=0), 1674 (C=0), 3325 (NH); pf deg.
187-188 °C. Sélido branco; rendimento: 49%.

Acido 4-(butoxicarbonil)-3,5-dimetil- 1 H-pirrol-2-
carboxilico (21d): RMN 'H (400 MHz, DMSO-d,) & 12,38
(s; 1H), 11,75 (s; 1H), 4,12 (t; J 7,0 Hz; 2H), 2,45 (s; 3H),
2,39 (s; 3H), 1,63 (quint; J 7 Hz; 2H), 1,39 (sext; J 7,0 Hz;
2H), 0,91 (t; J 7,0 Hz; 3H); RMN C (100 MHz, DMSO-d,)
8 165,23 (Cq); 162,70 (Cq); 139,35 (Cq); 129,46 (Cq);
118,67 (Cq); 112,59 (Cq); 63,01 (CH,); 30,89 (CH,); 19,37
v/iem!: 1678 (C=0), 2964-2875 (CH), 3340-3323 (NH); pf
164-165 °C. Sélido branco; rendimento: 39%.

Acido 4-(pentoxicarbonil)-3,5-dimetil-1H-pirrol-2-
carboxilico (21e): RMN 'H (400 MHz, DMSO-d,) 6 12,40
(s; 1H), 11,75 (s; 1H), 4,11 (t; J 7,0 Hz; 2H), 2,45 (s; 3H),
2,39 (s; 3H), 1,64 (quint; J 7,0 Hz; 2H), 1,39 - 1,27 (m;
4H), 0,87 (t; J 7,0 Hz; 3H). RMN *C (100 MHz, DMSO-d)
8 165,22 (Cq); 162,70 (Cq); 139,34 (Cq); 129,46 (Cq);
118,68 (Cq); 112,59 (Cq); 63,30 (CH,); 28,46 (CH,);
28,32 (CH,); 22,22 (CH,); 14,31 (CH,); 13,93 (CH,); 12,17
(CH,); IV (KBr) v/cm™: 1660 (C=0), 1676 (C=0), 2953-
2860 (CH), 3352 (NH); pf 165-166 °C. Sdlido branco;
rendimento: 63%.

4.5.2. Sintese dos derivados 2,4-dimetil-1H-pirrol-3-
carboxilato de alquila e arila (22a-e e 23)*

Em um balao de fundo redondo, adicionou-se 2,0 mL
de metanol e 1,12 mmols do respectivo pirrol (18a-e) sob
agitacio magnética. A temperatura ambiente, gota a gota,
adicionou-se 22 mL de uma solu¢ido composta de H,SO,/
dgua/metanol 0,05/0,24/0,71 (v/v). Apds o término da
adigdo, o sistema foi aquecido até 65 °C e mantido nesta
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temperatura durante 3,5 horas. Durante esse tempo o
progresso da reagdo foi acompanhado por CCD utilizando
hexano:acetato de etila (80:20 v/v) como eluente. O meio de
reacdo foi resfriado e deixado no refrigerador (-14 °C) por
um dia ocorrendo a precipitacdo do produto de interesse que
foi filtrado a vacuo. O composto 22e ndo precipitou mesmo
apos 2 dias sob refrigeragdo, neste caso realizou-se uma
extragao liquido-liquido 3 vezes com 7 mL de diclorometano
seguido da lavagem da fase organica 3 vezes com 5 mL de
dgua. A fase organica foi seca com sulfato de sédio anidro,
filtrada e o solvente removido a pressdo reduzida.

Para sintese do composto 23, adicionou-se em um baldo
de fundo redondo 10 mmols de acetoacetato de benzila,
13 mL de 4cido acético glacial e 6,34 g de Zn em pé até
atingir a temperatura de 60 °C. Nesta temperatura, gota a
gota adicionou-se 30 mmols do intermedidrio oxima (17)
produzido na etapa 1 (se¢@o 4.4) sem purificagdo prévia.
Com o término da adicdo, o meio de reagdo foi mantido
em refluxo a 75 °C durante 2 horas. O progresso da reacio
foi acompanhado por CCD utilizando hexano:acetato de
etila (80:20 v/v) como eluente. Com o término da reagdo,
o meio foi vertido em gelo picado, solubilizado em acetato
de etila e filtrado para remogao do zinco residual. O filtrado
foi vertido em um funil de separacdo para separar a fase
organica da aquosa que foi seca com sulfato de sédio anidro.
Uma vez seca, o acetato de etila foi removido a pressio
reduzida obtendo um sélido gelatinoso. Apds, realizou-
se uma recristalizagdo em uma mistura de dgua:metanol
(1:2,6 v/v) na propor¢do de 0,12 g de produto/mL de
solugdo obtendo uma mistura dos compostos 20a e 23.
Essa mistura foi submetida as mesmas condicdes usadas
para descarboxilacdo, seguindo o mesmo procedimento
descrito anteriormente, para obtencio de um produto final
contendo apenas 23.

2,4-dimetil-1H-pirrol-3-carboxilato de metila (22a):
RMN 'H (500 MHz, CDCl;) 6 8,27 (s; 1H; NH), 6,34 (s;
1H), 3,80 (s; 3H), 2,47 (s; 3H), 2,23 (s; 3H); RMN "C
(125 MHz, CDCl,) 6 167,00 (Cq); 136,20 (Cq); 121,65 (Cq);
114,43 (CH); 110,67 (Cq); 50,55 (CHs); 14,14 (CH,); 12,66
(CH,); IV (KBr) viem™: 1668 (C=0), 3267 (NH); CG-EM
(70 eV): m/z 153 [M]+; pf deg. 101-102 °C. Sélido amorfo
e rosa; rendimento: 77%

2,4-dimetil-1H-pirrol-3-carboxilato de etila (22b):
RMN 'H (400 MHz, CDCl,) 6 8,27 (s; 1H; NH), 6,34 (s; 1H),
4,27 (q; J = 7,1 Hz; 2H), 2,48 (s; 3H), 2,24 (s; 3H), 1,35 (t;
J=7,1Hz;3H); RMN "*C (100 MHz, CDCl,) 3 166,58 (Cq);
136,09 (Cq); 121,66 (Cq); 114,37 (CH); 110,84 (Cq); 59,20
(CH,); 14,61 (CH,); 14,15 (CH,);, 12,71 (CH,); IV (KBr)
viem™: 1662 (C=0), 3307 (NH); CG-EM (70 eV): m/z 167
[M]+; pf 73-74 °C. Sélido amorfo e rosa; rendimento: 68%

2,4-dimetil-1H-pirrol-3-carboxilato de propila (22¢):
RMN 'H (400 MHz, CDCl,) 6 8,03 (s, 1H; NH), 6,35 (s, 1H),
4,18 (t; J 6,0 Hz, 2H), 2,49 (s, 3H), 2,24 (s, 3H), 1,74 (sext;
J 6,0 Hz, 2H), 1,02 (t; J 6,0 Hz, 3H); RMN "*C (100 MHz,
CDCl,) 8 166,73 (Cq); 136,16 (Cq); 121,63 (Cq); 114,40
(CH); 110,83 (Cq); 65,06 (CH,); 22,36 (CH,); 14,18 (CH,);

980

12,78 (CH;); 10,92 (CH,); IV (KBr) v/icm™: 1670 (C=0),
3317 (NH); CG-EM (70 eV): m/z 181 [M]+; pf 49-50 °C.
Soélido amarelado; rendimento: 80%.

2,4-dimetil-1H-pirrol-3-carboxilato de butila (22d):
RMN 'H (400 MHz, CDCl,) & 8,18 (s; 1H; NH), 6,35 (s;
1H), 4,22 (t; J 7,5 Hz; 2H), 2,48 (s; 3H), 2,24 (s; 3H), 1,71
(quint; J 7,5 Hz, 2H), 1,46 (sext; J 7,5 Hz, 2H), 0,96 (t;
J 7,5 Hz; 3H); RMN BC (101 MHz, CDCl5) 6 166,63 (Cq);
136,07 (Cq); 121,71 (Cq); 114,35 (CH); 110,95 (Cq); 63,18
(CH,); 31,12 (CH,); 19,57 (CH,); 14,21 (CH,); 13,88 (CH,);
12,78 (CH,); IV (KBr) v/em': 1659 (C=0), 1672 (C=0),
2958-2873 (CH), 3319 (NH); CG-EM (70 eV): m/z 195
[M]+; pf 44-45 °C. Sélido amorfo branco; rendimento: 79%.

2.4-dimetil- 1 H-pirrol-3-carboxilato de pentila (22e):
RMN 'H (400 MHz, CDCl,) & 8,12 (s; 1H; NH), 6,35 (s;
1H), 4,21 (t; J 7,0 Hz; 2H), 2,48 (s; 3H), 2,24 (s; 3H), 1,72
(quint; J 7,0 Hz; 2H), 1,45 - 1,32 (m; 4H), 0,91 (t; J = 7,0 Hz;
3H); RMN "*C (100 MHz, CDCl;) 8 166,61 (Cq); 136,08
(Cq); 121,74 (Cq); 114,33 (CH); 110,99 (Cq); 63,47 (CH,);
28,74 (CHz), 28,53 (CHz), 22,48 (CHz), 14,22 (CH3), 14,12
(CH,); 12,78 (CH,); IV (KBr) v/icm: 1664 (C=0), 2958-
2872 (CH), 3323 (NH). CG-EM (70 eV): m/z 209 [M]+; pf
45-46 °C. Sélido rosa; rendimento: 74%.

2,4-dimetil-1H-pirrol-3-carboxilato de benzila (23):
RMN 'H (400 MHz, CDCl,) & 8,09 (s; 1H; NH), 7,44 -7,29
(m; 5H), 6,35 (s; 1H), 5,30 (s; 2H), 2,48 (s; 3H) 2,25 (s;
3H); RMN "*C (100 MHz, CDCl;) 8 166,14 (Cq); 137,17
(Cq); 136,43 (Cq); 128,56 (CH); 128,05 (CH); 127,88 (CH);
121,87 (Cq); 114,44 (CH); 110,60 (Cq); 65,19 (CH,); 14,35
(CH,); 12,87 (CH,); (KBr) v/cm': 1668 (C=0),2918-2947
(CH), 3302 (NH); CG-EM (70 eV): m/z 229 [M]+; pf 87-88
°C. Sélido rosa; rendimento: 67%.

4.5.3. Sintese do 5-bromo-2,4-dimetil-1H-pirrol-3-
carboxilato de metila (24)

Adicionou-se 1,3 mmol (0,2 g) do composto 22a em um
baldo de fundo redondo com 5 mL. de THF a 0 °C em banho
de gelo. A este balao adicionou-se gota a gota uma solucéo
de 1,3 mmol de NBS, 0,5 mL de piridina e 5 mL de THF. O
sistema foi mantido em agitacdo magnética e resfriamento
por 30 minutos. Ap6s o consumo do material de partida,
confirmado por CCD (80:20 hexano:acetato de etila v/v), o
meio reacdo foi vertido num funil de separagdo juntamente
com 10 mL de acetato de etila e 10 mL de uma solucéo
aquosa de 0,1 g/mL de sulfato de cobre pentahidratado. A
fase organica foi lavada mais uma vez com a solucio de
CuSO0,.5H,0 e trés vezes com 10 mL de dgua. Finalmente,
a fase orgénica foi seca com sulfato de sédio anidro, filtrada
e o solvente foi removido a pressdo reduzida obtendo um
precipitado marrom. O produto obtido foi armazenado a
temperatura ambiente protegido da luz.

5-bromo-2,4-dimetil- 1 H-pirrol-3-carboxilato de metila
(24): RMN 'H (500 MHz, CDCl,) & 8,34 (s; 1H; NH), 3,80
(s; 3H), 2,46 (s; 3H), 2,17 (s; 3H). RMN "*C (125 MHz,
CDCl,) 8 165,96 (Cq); 136,45 (Cq); 120,31 (Cq); 111,85
(Cq); 96,65 (Cq); 50,85 (CH,); 14,05 (CH,); 12,14 (CH,);

Rev. Virtual Quim.



Barbieri

(KBr) v/em!: 1678 (C=0), 2953 (CH), 3259 (NH). CG-
EM (70 eV): m/z 231 [M]*, 233 [+2]* pf ndo determinado
(sensivel a luz). Sélido amorfo marrom; rendimento: 73%

4.5.4. Sintese do metil-5-formil-2,4-dimetil-1H-pirrol-3-
carboxilato (25)

Em um baldo de fundo redondo contendo um 1 mL
de TFA adicionou-se 0,1 g do composto 18a. O meio
permaneceu sob agitacdo magnética durante 30 minutos
a temperatura ambiente. Decorrido esse periodo, o meio
de reagdo foi resfriado a -5 — 0 °C utilizando-se um banho
de gelo, sal grosso e etanol. Nesta temperatura, 0,2 mL de
TOF foram adicionados de uma tnica vez seguido da adicio
imediata de gelo e dgua gelada formando um precipitado.
Esse precipitado foi filtrado a vicuo e lavado com dgua
gelada, conduzindo ao composto 25.

Metil-5-formil-2,4-dimetil- 1 H-pirrol-3-carboxilato (25):
RMN 'H (400 MHz, CDCl,) & 10,61 (s; 1H; NH), 9,58 (s;
1H), 3,82 (s; 3H), 2,57 (s; 3H), 2,53 (s; 3H); RMN "C
(100 MHz, CDCl,) 6 177,54 (Cq); 165,56 (Cq); 144,20
(Cq); 136,69 (Cq); 128,42 (Cq); 114,10 (Cq); 50,98 (CH,);
14,35 (CH;); 10,75 (CH,); (KBr) v/em™: 1639 (C=0), 1705
(C=0), 3251 (NH); CG-EM (70 eV): m/z 181 [M]+; pf deg.
167-168 °C. Sélido amarelo; rendimento: 70%.

4.5.5. Sintese do 2-hidrazinocarbotioamida-2,4-dimetil-
1H-pirrol-4-carboxilato de metila (26)

Em um vial G-10 adicionou-se 2 mL de metanol,
1,1 mmols do composto 25, quantidade equimolar de
tiossemicarbazona e 50 puL de 4acido acético. O meio
foi submetido a irradiagdo por micro-ondas a 120 °C
durante 20 minutos em reator Monowave (Anton Paar,
Graz, Austria). O consumo total do material de partida foi
confirmado por CCD e o metanol foi removido a pressio
reduzida, levando a formagdo de um sélido bege.

2-hidrazinocarbotioamida-2,4-dimetil- 1 H-pirrol-4-
carboxilato de metila (26): RMN 'H (400 MHz, DMSO-d)
6 11,39 (s; 1H), 11,23 (s; 3H; 1H), 8,15 (s; 1H), 7,97 (s;
1H), 7,92 (s; 1H), 3,69 (s; 3H), 2,42 (s; 3H), 2,17 (s; 3H);
RMN BC (100 MHz, DMSO-d,) & 177,18 (Cq); 165,15
(Cq); 138,96 (Cq); 131,57 (CH); 123,99 (Cq); 123,51 (Cq);
111,25 (Cq); 50,37 (CH,); 13,60 (CH,); 10,63 (CH,); (KBr)
viem™: 1259-1267 (C=S), 1686 (C=0), 3136-3373 (NH); pf
deg. 230-231 °C. Sélido bege; rendimento: 82%.

4.6 Procedimentos para os Ensaios Bioldgicos

4.6.1. Ensaio tripanocida in vitro

Foi utilizado o ensaio da beta-galactosidase desenvolvido
por Buckner e colaboradores (1996),° com modifica¢des
(Romanha et al., 2010).*! Este ensaio utiliza a cepa Tulahuen
de T. cruzi que expressa o gene da beta-galactosidase
de Escherichia coli. Resumidamente, para a realizagdo
dos ensaios, fibroblastos de camundongos da linhagem
L1929 foram semeados em placas de 96 pocos e incubados
por 24 horas a 37 °C para a adesdo e, infec¢do com
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10 parasitas/célula. Apds 2 h, o meio contendo os parasitas
extracelulares foi substituido por meio novo e a placa
novamente incubada a 37 °C por 48 horas. Apds esse
periodo, o meio de cultura foi substituido por meio novo,
além compostos em concentragdes decrescentes, a partir de
200 pM, até se chegar ao Cl,. Ap6s 96 horas de incubacdo,
foi adicionado o substrato CPRG, a placa incubada a 37 °C,
e a leitura realizada apdés 16-20 h em espectrofotometro
utilizando um filtro de 570 nm. O benzonidazol no seu CI,
(1 pg/mL = 3,81 uM) foi utilizado como controle positivo.
Os resultados foram expressos como a porcentagem de
inibi¢do do crescimento parasitario.

4.6.2. Ensaio de citotoxicidade sobre células de vertebrado
com os compostos ativos

Os compostos com atividade tripanocida foram testados
contra as células L929 para determinag¢ao da citotoxicidade
(Romanbha et al., 2010)*" através da utilizagio do indicador
de viabilidade celular alamarBlue™. As amostras foram
testadas em concentragdes crescentes a partir da Cls,
encontrada sobre o parasita, utilizando o mesmo nimero
de células, tempo de desenvolvimento celular e tempo
de exposicdo aos compostos usados no ensaio da beta-
galactosidase. Apos a adi¢do do alamarBlue™, a placa
foi incubada por 6 h e a leitura realizada a 570 e 600
nm. Os resultados foram expressos como a diferenca na
porcentagem de reducio entre células tratadas (CT) e células
nao tratadas (CNT), através da seguinte equagdo:

(117,216)*(Abs570 CT) — (80,586)*(Abs600 CT)
(117,216)*(Abs570 CNT) — (80,586)*(Abs600 CNT)

O Indice de Seletividade (IS) foi calculado dividindo-se
0 CCy, dos compostos sobre as células 1929 (concentragdo
citotdxica para 50% das células) pelo Cly, encontrado sobre
o T. cruzi. Somente compostos que apresentam IS > 50 s@o
recomendados a ensaios in vivo.
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