32° Encontro Anual de Iniciacdo Cientifica
12° Encontro Anual de Iniciagdo Cientifica Junior LR s sl

siNTESI; DE PIRAZOIS 1,4,5-TRISSUBSTITUIDOS CONTENDO RESIDUOS DE
AMINOESTER DA FENILALANINA COMO POTENCIAIS INIBIDOR ES DA Mpgro
DA SARS-COV-2

Ana Clara Oliveira Abido (PIBIC/CNPg/FA/UEM), Jeniffer do Nascimento Ascencio
Camargo (Coorientadora), Fernanda Andreia Rosa (Orientadora). E-mail:
farosa@uem.br.

Universidade Estadual de Maring4, Centro de Ciéncias Exatas e da Terra, Maringa, PR.
Quimica organica (1.06.01.00-7), sintese organica ( 1.06.01.02-3).

Palavras-chave: Pirazol; Covid-19; Protease Mpyo.

RESUMO

Devido ao estado de pandemia, na busca por tratamentos eficazes, compostos
heterociclicos possuem grande potencial, pois apresentam uma vasta aplicacdo
farmacoldgica. Dentre essa classe de compostos, se destacam 0s aza-heterociclos,
sendo os azOis potenciais inibidores da enzima Mp,,. De tal maneira, o presente
trabalho propbe a sintese de pirazéis 1,4,5-trissubstituidos com residuos de
aminoéster da fenilalanina visando a inibicdo da Mp,,. A sintese desses pirazois
foram realizadas com base em metodologias desenvolvidas pelo nosso grupo de
pesquisa (SINTHET). Foram realizados diversos testes a fim de obter a melhor
condicao reacional. Apesar do sucesso no desenvolvimento de uma metodologia
para a sintese dos pirazois, a purificacdo ainda néao foi eficaz, e testes adicionais sao
necessarios.

INTRODUCAO

O SARS-CoV-2, identificado como um betacoronavirus do subgénero
Sarbecovirus, teve sua primeira contaminacdo em humanos notificada em dezembro
de 2019. Rapidamente, em marco de 2020, a Organiza¢do Mundial da Saude (OMS)
declarou estado de pandemia devida a rapida disseminacdo do virus. As
consequéncias foram devastadoras em termos de vidas perdidas, impactos
econdmicos, sociais e politicos em um periodo de apenas quatro meses. Em
resposta a isso, a comunidade académica discutiu intensamente o desenvolvimento
de compostos capazes de combater a COVID-19.

Dito isso, a enzima Mg, foi alvo de diversos estudos, pois realiza clivagens
nas ligacdes peptidicas entre aminoacidos presentes nas poliproteinas do virus e,
consequentemente, é indispensavel para sintese de proteinas essenciais do SARS-
CoV-2.! De tal maneira, uma possivel via de tratamento é através de moléculas
capazes de inibir a protease Mp;, da SARS-CoV-2. Sabendo do potencial inibitério
de compostos heterociclicos e que a classe dos aza-heterociclos, com destaque os
az6is, contribuem para inibicdo da Mp"*® as estruturas presentes no projeto
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(pirazdéis 1,4,5-trissubstituidos contendo residuos de aminoéster da fenilalanina)
foram sugeridas. Vale ressaltar, que a presenca do peptidomimético na molécula
amplia as propriedades farmacocinéticas e estabilidade metabdlica do potencial
inibidor de Mp,,.* Desse modo, com os desafios evidenciados no tratamento da
COVID-19 e a vasta relevancia terapéutica de compostos aza-heterociclicos, este
projeto teve como objetivo a sintese de pirazdis contendo o grupo a-cetoamida na
posicdo-4. O projeto foi conduzido com base nas metodologias desenvolvidas
previamente pelo nosso grupo de pesquisa (SINTHET).

MATERIAIS E METODOS

O projeto foi executado conforme a rota sintética do composto alvo, ilustrado
no Esquema 1. Inicialmente, realizou-se a condensacao da 4-nitro-acetofenona (1,0
eq.) com N,N-dimetilformamida dimetilacetal (1,5 eq.) e 150 puL de eterato de
trifluoreto de boro, em refluxo de tolueno por 24 horas. Assim, obteve-se o precursor
B-enaminona 2 com 95% de rendimento. Em seguida, a B-enaminona foi C-acilada
com cloreto de etiloxalila (1,5 eq.) na presenca de piridina (1,5 eq.), sob refluxo de
diclorometano anidro, por 15 horas. Esse procedimento resultou na obtencdo do
precursor B-enaminodicetona 3, com rendimento de 82%. Posteriormente, a sintese
da B-enaminodicetona secundaria 4 contendo o residuo de fenilalanina foi conduzida
através da reacdo do precursor 3 com cloridrato de aminoéster (1,5 eq.) em refluxo
de etanol durante 2h30min.

Para a otimizacdo da metodologia para obtencéo do pirazol trissubstituido foi
realizada uma série de testes reacionais. A melhor condicdo consiste em,
inicialmente, solubilizar o precursor 4 em DCM, seguida pela adicdo de DBU (1,2
eq.) e deixado sob agitacdo, a temperatura ambiente, durante 15 minutos
(monitorado por CCD). Em sequéncia, apds o consumo do material de partida, deve-
se adicionar &cido p-toluenossulfénico (2,2 eq.) e fenildrazina (1,2 eq.) a mistura
reacional. Nesta etapa, a mistura reacional foi deixada sob refluxo de DCM, por 8
horas. Apos, realizou-se o wok-up utilizando solugéo salina, a fase orgéanica foi seca
com sulfato de sédio e evaporada em evaporador rotatorio. Por fim, avangou-se para
fase final, que compreende a purificacdo do composto.

Esquema 1. Rota sintética de pirazoéis 1,4,5-trissubstituidos contendo residuos de aminoéster da
fenilalanina
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RESULTADOS E DISCUSSAO

A priori, foram sintetizados os precursores 2, 3 e 4 os quais foram obtidos com
bons rendimentos, 95%, 92% e 81% respectivamente. A seguir, a partir da -
enaminodicetona secundaria 4 foram realizados testes para obtencdo dos pirazois.
Dentre os testes realizados foi possivel observar a formacéao do produto desejado 5,
entretanto, com algumas impurezas.

Com base nisso, prosseguiu-se para a etapa seguinte, que envolveu a
purificacdo do composto final. A principio, tentou-se realizar a recristalizacdo do
produto, porém, sem sucesso. Posteriormente, adotou-se a técnica de cromatografia
em coluna, em que foram realizados testes utilizando diferentes solventes com
distintas polaridades para a fase movel, entretanto, sem sucesso. Em outra tentativa
de purificacdo, optou-se por substituir a fase estacionaria de silica por alumina. Entre
os testes realizados, aquele que se mostrou melhor foi utilizando como solvente
DCM para a separacao por CC, porém, o rendimento diminuiu significativamente,
assim, devido aos rendimentos e por conta da toxicidade do DCM, esta ndo seria
uma alternativa viavel.

AplOs a obtencdo do produto puro, ainda que com baixo rendimento, foi
realizada a caracterizagdo do mesmo. Assim, identificou-se a formag&o do nudcleo
pirazolico devido a presenca do hidrogénio na posi¢gdo 3 do pirazol 4 8,93 (s, 1H),
também observou-se a presenca dos sinais dos hidrogénios arométicos em &y 8,19-
8,22 (dd, 2H) e 7,43-7,46 (dd, 2H) referente ao grupo 4-NO,-C¢H, € 0s sinais em Oy
7,11-7,35 (m, 10H) referentes aos anéis fenil do N-aril pirazol e benzilico. O sinal
presente em &y 7,48-7,51 (d, 1H) é referente ao sinal do NH do grupo a-cetoamida,
os sinais em &y 4,86-4,93 (q, 1H) e 3,09-3,25 (qd, 2H) referentes aos carbonos
alifaticos do amino éster, e, por ultimo, o sinal em 3,74 (s, 3H) referente a metila do
metil éster.

Figura 1. Espectro de RMN de *H (300 MHz) em CDCl;
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CONCLUSOES
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Foi possivel realizar a sintese da B-enamino dicetona secundaria contendo residuos
do aminoéster da fenilalanina. Para a sintese dos pirazéis trissubstituidos foram
realizados diversos testes reacionais a fim de padronizar a melhor condicdo
reacional. Contudo, apesar da obtencdo satisfatéria do pirazol trissubstituido, a

purificacdo ainda nao foi eficaz e novos testes deverdo ser conduzidos.
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