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Resumo:

A leishmaniose representa um grave problema de saude publica,
apresentando-se como causa significativa de morbidade e mortalidade no
mundo. O tratamento da leishmaniose €& dificil, em virtude do limitado
namero de medicamentos, 0s quais apresentam longo tempo de tratamento
e elevada toxicidade. Assim, o desenvolvimento de novos farmacos mais
eficientes e com baixos efeitos colaterais é de extrema importancia. Dessa
forma, neste trabalho foram sintetizadas 8 novas pirazolopiridazinonas 1,3,6-
e 1,4,7 substituidas com moderados a bons rendimentos (63 - 96%). Os
compostos sintetizados sdo promissores agentes antileishmania, contudo,
devido a pandemia da COVID-19, a avaliacdo da atividade antileishmania
nao foi possivel de ser realizada.

Introducao

A leishmaniose € uma doenca negligenciada e, por este motivo, é
uma das doencgas que representam grave problema de saude publica,
apresentando uma grande taxa de morbidade e mortalidade, especialmente
em regides mais pobres de paises em desenvolvimento, como o Brasil. Esta
doenca é encontrada desde regides proximas aos rios e lagos, até em
grandes centros, detectada em quase todos os estados do pais. Essa
doenca é causada pelos parasitas protozoarios de mais de 20 espécies do
género Leishmania, cujo vetor de transmissdo da doenca € o mosquito palha
gue apresenta mais de 30 espécies do género Phlebotomus. No Brasil, a
leishmaniose é causada, principalmente, pela Leishmania amazonensis,
transmitida ao hospedeiro vertebrado através de picada do mosquito
Flebotomineo. O protozoario se apresenta na forma promastigota, que
possui estrutura extracelular com flagelo, sendo encontrada no mosquito; e
na forma amastigota, que € a forma intracelular e sem movimento, sendo
esta a responsavel por causar a doenc¢a nos seres humanos. A manifestacao
da doenca ocorre como cutanea, muco cutanea e a leishmaniose visceral ou
Kala-azar. Um agravante desta doenca é o fato dela ser ocasionada por uma
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grande variedade de espécies diferentes de Leishmania, o que faz com que
os farmacos empregados tenham resultados inesperados, além de
apresentarem elevado custo, tratamentos dolorosos e grande quantidade de
efeitos colaterais. Por esses motivos, o desenvolvimento de novos farmacos
com potencial atividade antileishmania e menores efeitos colaterais é
necessario (Jacomini, 2016).

Nesse contexto, bem como devido ao amplo potencial farmacoldgico
dos heterociclos, o nosso grupo de pesquisa (SINTHET — Sintese de
Heterociclos) tem desenvolvido metodologias de sintese ndcleos
heterociclicos fundidos, como a pirazolopiridazinona, a partir da reacdo de
ciclocondensacao entre a f~enaminodicetona e dinucledfilos.

Materiais e métodos

As metodologias de sintese da enaminodicetona 3 e do 4-
formilpirazol 4 foram estabelecidas com base em trabalhos relatados na
literatura (Silva, 2017). As etapas de sintese subsequentes foram otimizadas
durante este trabalho (Esquema 1). A elucidagao estrutural dos compostos
foi realizada através da espectroscopia de ressonancia magnética nuclear
(RMN)
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i = DMFDMA, BF3.OEty(cat), 30min., t.a. R' = Ph, 4CI-CgH,
ii = Cloreto de etiloxalila, Py(cat.), 15min, 0°C, CH,Cl, R2 = Ph, 4CI-CgH,
iii = t-BUNHz, Etanol, Refluxo, 1h R3= 2-tienil 2-piridinil

iv = Ar-NHNH,, BF 3.0OEt,, Etanol, Refluxo, 1h

v = Ar-NHNH,, (otimizar)

v' = Ar-NHNHS, (otimizar)

vi = NHoNH,.H,O, Etanol/Acetonitrila (1:1), Refluxo, 24h
vii = R3C(O)Me, DMSO, HCl¢ay), 1h, t.a.

Esquema 1. Rota sintética para obtencdo das moléculas alvo 7a-d e 7'a-d.
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Resultados e Discussao

A rota sintética teve inicio com a sintese do substrato pS-
enaminodicetona 3 seguindo metodologia previamente descrita na literatura.
Posteriormente, o aza-heterociclo 4-formilpirazol 4 foi obtido a partir da
reacdo de ciclocondesacdo do bloco precursor 3 com aril hidrazinas e
catalise do acido de Lewis BF3.OEt,. A metodologia de sintese da mistura
das 1,3,6- e 1,4,7- pirazolopiridazinonas (PP) foi otimizada utilizando o 4-
formilpirazol 4a como substrato e a fenilidrazina, empregando as condi¢bes
reacionais testadas apresentadas na tabela 1.

Tabela 1. Otimizacdo da metodologia de sintese regiosseletiva das
pirazolopiridazinonas (PP) 5(a-d) e 5'(a-d).

Entrada | Solvente | Temperatura | Tempo |Catalisador| Conversao | Proporcao
(h) 5:5'2
96%
1 MeCN Refluxo 24 - h|dra_zona 87:13
4% mistura
PP
0,
2 HACc Refluxo 24 - .100& 86:14
mistura PP
0,
3 Tolueno Refluxo 24 - .100& 82:18
mistura PP
72%
0,3 eq. hidrazona .
4 Tolueno Refluxo 24 Yb(OTf)s 2804 39:61
mistura PP

2 Anélise feita por RMN 'H apés work up.

De acordo com a tabela 1, verificou-se que a melhor condicdo
reacional, isto é, aquela que proporciona maior regiosseletividade para uma
das pirazolopiridazinonas, as 5(a-d), foi aquela utilizando acetonitrila como
solvente sob refluxo durante 24 horas sem a presenca de catalisadores
(Entrada 1, tabela 1). Portanto, essa foi a condicdo reacional empregada
para a sintese das demais pirazolopiridazinonas (5(b-d)), cujos rendimentos
estdo apresentados na tabela 2.

Tabela 2. Sintese das plrazoloplrlda2|zonas (PP) 5(a-d).

Composto R* R? Proporgao Rendimento (%)
5:5? 5°
5a Ph Ph 86:14 63
5b Ph 4CI-CeH4 91:9 87
5¢c 4CI-CgH,4 Ph 92:8 80
5d 4CI-CgH,4 4ACI-CgH, 91:9 82

Anallse feita por RMN "H apés work up;
Apos purificagdo em coluna cromatogréfica de silica gel.
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Em seguida, a sintese das hidrazidas 6(a-d) se deu através de
reacoes de substituicdo nucleofilica aciclica das pirazolopiridazinonas 5(a-d)
com monoidrato de hidrazina, em refluxo da mistura EtOH:H,O, por 24
horas. Os rendimentos dos produtos obtidos sao apresentados na tabela 3.

Tabela 3. Rendimento da formacéo das hidrazinas

Composto R* R? Rendimento (%)
6a Ph Ph 92
6b Ph ACI-CgH4 90
6cC 4CI-CgHg4 Ph 92
6d 4CI-CgHg4 4CI-CgH4 96

As hidrazinas 6(a-d) foram obtidas em excelentes rendimentos (90 —
96%). A etapa final deste trabalho consistia em finalizar a etapa de sintese e
obter os derivados N-acilidrazona (7(a-d)) e realizar a avaliacdo in vitro da
atividade antileishmania dos compostos sintetizados frente a forma
promastigota da Leishmania amazonensis. Contudo, a pandemia de COVID-
19 impossibilitou finalizar os estudos.

Conclusbes

A metodologia de sintese da mistura das 1,3,6- e 14,7-
pirazolopiridazinonas foi otimizada e as pirazolopiridazinonas 5(a-d) foram
obtidas em moderado a excelentes rendimentos (63-87%). Através da
substituicdo nucleofilica aciclica, as hidrazinas 6(a-d) foram obtidas em
excelentes rendimentos (90-96%). Esperava-se obter as moléculas alvo N-
acilidrazona-pirazolopiridazinonas 1,3,6- e 1,4,7- trissubstituidas 7(a-d) e
7'(a-d) a partir de cetona derivadas do tiofeno e piridina. Ainda, a avaliagéo
in vitro da atividade antileishmania dos compostos sintetizados frente a
forma promastigota da Leishmania amazonensis também deveria ser
realizada. Porém, nao foi possivel concluir essas etapas do projeto devido a
pandemia de COVID-19.
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