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Resumo: A Leishmaniose é uma doenca negligenciada, transmitida,
principalmente, através de picada do mosquito Flebotomineo. Com o aumento do
namero de casos e as dificuldades encontradas no tratamento desta doenga, o
controle e o tratamento devem ser de alta prioridade na saude publica. Assim,
torna-se importante desenvolver novos farmacos para que o tratamento da
leishmaniose seja mais eficaz. Portanto, como 0s nucleos pirazolinicos e tiofénicos
fornecem derivados extremamente Uteis para a producdo de novos compostos
biologicamente ativos, e como o0 grupo trifluormetila ocasiona uma melhoria nas
propriedades terapéuticas de diversos compostos, neste trabalho foram
desenvolvidas metodologias de sintese regiosseletiva de 3-trifluormetil-4-iminometil-
5-tiofenil-N-arilpirazéis e 3-trifluormetil-4-formil-5-tiofenil-N-arilpirazéis, além da
avaliacao da atividade antileishmania destes compostos.

Introducao

A leishmaniose € uma doenca encontrada em, aproximadamente, 88 paises dos
cinco continentes, principalmente em regifes tropicais que possuam condi¢des
favoraveis para proliferacdo dos parasitas. Os protozoarios do género Leishmania
apresentam duas formas durante o seu ciclo evolutivo, as amastigotas que nao
possuem flagelo livre e sdo parasitas obrigatérios intracelulares, e a forma flagelada
promastigota que pode ser encontrada no trato digestivo dos hospedeiros
invertebrados. O tratamento da leishmaniose € considerado dificil devido a
toxicidade dos medicamentos disponiveis, 0 que acarreta em diversos efeitos
colaterais ao paciente, fazendo com que 0 mesmo desista do tratamento
(VENDRAMETTO, 2006).

Recentemente, a producédo de farmacos a base de heterociclos nitrogenados (aza-
heterociclos) tém aumentado devido as diversificadas propriedades farmacoldgicas
apresentadas por esses compostos, com destaque para 0s pirazois, compostos que
apresentam um ndcleo aromatico de cinco membros com dois atomos de
nitrogénios adjacentes no anel. Este nucleo vem sendo considerado extremamente
atil na producdo de compostos biologicamente ativos. Adicionalmente, o grupo
trifluormetila (-CF3) como substituinte na estrutura de heterociclos, tem recebido
grande interesse, pois altera as propriedades fisico quimicas dos compostos
podendo ocasionar melhoras farmacoldgicas (BISOL, 2007).

Diante disso, 0 nosso grupo de pesquisa, o Grupo de Sintese de Heterociclos
(SINTHET), vem desenvolvendo metodologias de sintese regiosseletiva de aza-
heterociclos a partir da ciclocondensacdo de  B-enaminodicetonas
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polifuncionalizadas. Assim, neste trabalho desenvolveu-se metodologias de sintese
regiosseletiva de novos pirazéis trifluormetilados contendo o nucleo tiofénico. Além
disso, a atividade antileishmania dos compostos foi avaliada.

Materiais e métodos

Reagentes e solventes de alta pureza foram utilizados na sintese dos compostos. A
elucidacdo estrutural foi realizada por ressonancia magnética nuclear utilizando
tetrametilsilano como padrdo interno e solventes deuterados. O ensaio
antiproliferativo foi baseado na metodologia descrita por ROEHM et al. (1991) em
promastigotas de Leishmania amazonensis. A citotoxicidade foi avaliada utilizando o
ensaio de MTT MOSSMANN (1983) em células epiteliais e macrofagos.

Resultados e Discussao

1.Sintese e caracterizacao estrutural
1.1. Sintese da B-enaminodicetona trifluormetilada

A B-enaminodicetona trifluormetilada 1 foi obtida através da C-acilacdo da 3 -
enaminona com anidrido trifluoracético e posterior troca do grupo NMe, por NH'But,
conforme descrito na literatura (SILVA, 2017) (Esquema 1).

Esquema 1.
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A B-enaminodicetona trifluormetilada 1 foi purificada via recristalizacdo em etanol,
sendo obtida como um solido de coloragdo esbranquicada, com rendimento de 88 %
e faixa de fusdo de 81,9 — 83,4° C. A caracterizacao estrutural foi realizada via RMN
unidimensional (*H e **C) e bidimensional (HSQC e HMBC), apresentando sinais
caracteristicos para a estrutura sugerida, sendo que nos espectros de RMN de 'H e
13C foi possivel observar a duplicacéo dos sinais referente a mistura de isdmeros

E/Z, com proporcéo de, aproximadamente, 77/23% da mistura.

1.2. Sintese dos pirazadis trifluormetilados

A metodologia de sintese dos 4-(alquil/aril)iminometil pirazois 2-3 e 4-formil pirazol 4
foi desenvolvida pelo nosso grupo de pesquisa. Assim, a uma solucdo de B -
enaminodicetona trifluormetiladas 1, foi adicionado o acido de Lewis BF3;OEt; e
fenilidrazina, cuja reacdo foi mantida em refluxo de acetonitrila por 7 horas
(Esquema 2 — Rota A) .

Para os 4-ariliminometil pirazois 3a-f a reacéo foi mantida em refluxo por 7 horas e
deixada voltar a temperatura ambiente. Em seguida, foram adicionadas as
respectivas arilaminas substituidas (3,0 eq.) e a mistura foi deixada em agitacéo por
30 minutos (Esquema 2 — Rota A) .

Para o 4-formil pirazol 4 a reacdo foi mantida em refluxo por 7 horas e deixada
voltar a temperatura ambiente. Apés, 5,0 mL de agua foi adicionada a mistura e
deixada sob agitacao por 30 minutos (Esquema 2 — Rota B) .
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Esquema 2.
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Tabela 1 — Caracteristicas dos compostos sintetizados

Caracteristica da Ponto de Fuséo Rendimento (%) @
Composto amostra (°C)
2 Sélido branco 88,3-91,2 74
3a Sélido branco 164,6 — 165,1 74
3b Sélido amarelo 157,6 — 158,2 77
3c Sélido marrom 166,7 —178,4 79
3d Sélido cristalino 168,0 — 168,9 70
3e Sélido branco 171,2-173,0 61
3f Sélido branco 183,9-185,4 69
4 Sélido amarelo 106,1 — 108,6 81"

®Purificado por recristalizagdo em EtOH. "Purificado por coluna cromatogréafica em silica gel, utilizando hexano/acetato de etila
(95:5).

As caracteristicas fisicas dos compostos e 0s respectivos rendimentos estdo
apresentados na tabela 1. A caracterizagao estrutural dos compostos foi realizada
por RMN unidemnsional (*H, **C) e bidimensional (HSQC e HMBC), apresentando
sinais caracteristicos para as estruturas sugeridas.

2. Avaliacdo da atividade antileishmania

A atividade antileishmania dos compostos sintetizados foi avaliada sobre a
forma promastigota da Leishmania amazonensis, e a citotoxicidade foi avaliada em
macréfagos e células epiteliais. Os resultados de 1Cso> 200 pM foram considerados
como inativos (tabela 2).

- Universidade 0 FUNDACAO ¢
. K .
AUEMW‘:Q“ ECNPq L f .  GOVERNO
“ e Tec

DO ESTADO DO PARANA




28° Encontro Anual de Iniciacdo Cientifica

8° Encontro Anual de Iniciac&o Cientifica Junior

10 e 11 de outubro de 2019

Tabela 2. Atividade antileishmania e citotoxicidade dos compostos sintetizados.

L.amazonensis

Composto (promastigotas) Cels.epiteliais Macrofagos J774A1
ICs0 (ULM) LLCMK 2 CCso (UM)
CCso (UM)

2 98,5+5,1 309,3+2,8 296,0 £ 2,6
3a 52,0+4,9 2185 +4,6 1541 +1,7
3b 29,6 +1,9 203,1+£4,1 167,3+4,9
3c 315+4,1 190,0+2,8 98,0+3,1

3d 423+1,1 197,4+2,0 114,3+5,2
3e 38421 185,4 £ 5,7 109,4+1,3
3f 27,5+ 3,6 2024 £3,1 183,2+4,6
4 79,1+38 387,0+5,6 291,2+5,0

Todos os compostos sintetizados foram considerados ativos com valores de
ICso entre 27,5 a 98,5uM. Os compostos mais ativos foram os compostos 3b e 3f,
enquanto o composto 2 apresentou menor atividade antileishmania. Em geral, os
compostos apresentaram bons valores de CCsy, sendo que 0S compostos mais
ativos 3b e 3f apresentaram indice de seletividade > 5 (tabela 2).

Conclusbes

A metodologia desenvolvida possibilitou a sintese de novos 3-trifluormetil-4-
(Iminomentil/formil)-pirazois, os quais apresentaram atividade antileishmania e baixa
citotoxicidade. Estudos posteriores sdo necessarios para a investigacdo do
mecanismo de acdo dessa classe de compostos.
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