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Resumo

RESUMO

A doenca de Chagas € uma infeccdo generalizada, de natureza endémica e
evolucao essencialmente crbénica causada por um protozoario, 0 Trypanosoma
cruzi. Esta continua a representar sérios problemas médico-sanitarios na
América Latina, sendo considerada como uma das maiores doencas
parasitarias pela Organizacdo Mundial de Saude. Estima-se que entre 16 a 18
milhdes de pessoas estejam infectadas, e aproximadamente 120 milhGes
expostas ao risco de infeccdo. Do ponto de vista terapéutico, apenas dois
farmacos estdo disponiveis, o benznidazol e o nifurtimox, sendo apenas o
primeiro utilizado no Brasil. A quimioterapia para doenca de Chagas é muito
deficiente, estes agentes produzem sérios efeitos adversos e apresentam-se
ativos apenas na fase aguda da doenca. Dentre as alternativas de obtencao de
novos farmacos, os processos de modificacdo molecular sdo promissores,
destacando-se a latenciacédo, transformacao do farmaco em transporte inativo,
que in vivo, mediante reacdo quimica e/ou enziméatica, libera a porcao ativa no
local de ac&o ou proximo dele. Uma das formas latentes obtidas mediante este
processo denomina-se pro-farmaco. Para o desenvolvimento de farmacos mais
seletivos e com menor toxicidade, a descoberta de alvos especificos é fator
preponderante. Assim ao se promover a ligagdo do hidroximetilnitrofural a um
transportador bifosfonato (acido alendrénico) empregando-se o método da
latenciacdo pode-se obter pré-farmaco reciproco com acgao sinérgica e seletiva
as células do T.cruzi, promovendo ataque a dois sistemas enziméaticos distintos
do parasito, inibindo a tripanotiona redutase e comprometendo o sistema de
defesa redox do parasito e favorecendo o acumulo do bifosfonato nos

acidocalcissomas e inibindo seu metabolismo do pirofosfato.

Palavras chave: doengca de Chagas, latenciagdo, nitrofural hidroximetilado,
transportador bifosfonato (acido alendrénico).
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Abstract

ABSTRACT

Chaga's disease is a widespread infection, of endemic nature and chronicle
evolution caused essentially by a protozoan, Trypanosoma cruzi. This continues
to represent serious sanitarium problems in Latin America, being considered as
one of the largest parasitic disease by the World Health Organization. About 16
to 18 million people are infected, and approximately 120 million exposed to the
risk of infection. From therapeutic point of view, only two drugs are available,
benznidazole and nifurtimox, but only the first is being used in Brazil. The
chemotherapy available for Chaga's disease is very deficient, as these agents
produce serious adverse effects and that drugs are not efficient in the chronic
phase of the disease. Among the alternatives for developing new drugs, the
molecular modification processes are promising, standing out the latentiation
process, which comprehends the transformation of a drug in an inactive form
that in vivo, through chemical or enzymatic reactions, release the drug either at
or near the site of action. Prodrugs can be obtained by this process of
latentiation. For the development of more selective drugs and with lower
toxicity, the discovery of specific targets is a preponderant factor. This work
proposes a mutual prodrug design, with synergic and selective action against T.
cruzi using a nitrofurazone hydroxymethyl derivative and a bisphosphonate
carrier (alendronic acid). This prodrug would be able to attack two distinct
enzymatic systems of the parasite, inhibiting tripanotione reductase and
committing its redox system of defense and promoting a specific accumulation
of the bisphosphonate in acidocalcisomes, inhibiting the parasite pyrophosphate

metabolism.

Key words: Chaga's disease, drug design, nitrofurazone hydroxymethyl

derivative, bisphosphonate carrier (alendronic acid).
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1. INTRODUCAO

Cerca de 3 bilhdées de individuos no mundo sofrem de infeccbes
parasitarias causadas por protozoarios ou helmintos patogénicos (TRACY e
WEBSTER Jr., 2001).

A doenca de Chagas ou tripanossomiase americana € uma
infeccdo generalizada, de natureza endémica e evolugcdo essencialmente
cronica, causada por um protozodrio - o Trypanosoma cruzi — e transmitida ao
homem e a outros animais através de triatomineos (RASSI et al., 1991). Sendo
caracterizada tecnicamente como uma zoonose, € muito difundida do México ao
sul da Argentina (SZAJNMAM, 2003). Estima-se que entre 16 a 18 milhdes de
pessoas estejam infectadas pelo Trypanosoma cruzi, agente etiolégico da
doencga, e aproximadamente 120 milhGes de pessoas estdo expostas ao risco de
infeccdo estimando-se em 25% da populacéo latino-americana (WHO, 2005).

No Brasil, a doenca se espalha por 2.450 municipios deixando sob
risco de infeccdo 28 milhGes de pessoas (DIAS, 2000). A populacéo infectada
chega a 4,3% da populacéo total, ou seja, 5 milhdes sendo que 60% presentes
na area urbana (DIAS, 2000).

A doenca de Chagas, por sua grande difusdo, pela gravidade das
manifestacfes que pode acarretar, por ndo ter tratamento especifico definido e
pela complexidade da sua profilaxia, representa grave e alarmante problema
sanitario. Ocupa lugar primordial entre as endemias rurais, ponderadas sua
prevaléncia e patogenicidade, inutilizando muitas vidas em idade produtiva
(RASSI et al., 1991) e impondo alta sobrecarga sécio-econdmica em paises com
economias fracas ou deterioradas (TDR, 2005).

Pessoas infectadas pelo T. cruzi podem sofrer de danos cardiacos,
gastrintestinais ou neurolégicos. Estima-se que de 25-30% dos individuos
infectados terdo seus quadros patoldgicos evoluidos para danos irreversiveis.

Do ponto de vista terapéutico, apenas dois farmacos séo utilizados
0 benznidazol, um derivado nitroimidazol; e o nifurtimox, um composto
nitroheterociclico (ANANDAN, 1997; KOROLKOVAS, 1988, 2000; URBINA,
2003), sendo que no Brasil, apenas o benznidazol € utilizado, ja que as cepas

brasileiras de T. cruzi apresentam-se resistentes ao nifurtimox.
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A quimioterapia para doenca de Chagas € ainda muito deficiente.
Esses agentes produzem graves efeitos adversos e apresentam-se ativos
apenas na fase aguda da doenca.

No que se refere a introducédo de novos farmacos, os processos de
modificacdo molecular (KOROLKOVAS, 1998; BUNDGAARD, 1985, 1991;
WERMUTH, 1996; FRIIS e BUNDGAARD, 1996, CHUNG, 2005) séao
promissores. Entre eles destaca-se a latenciacéo, transformacao do farmaco em
transporte inativo, que in vivo, mediante reacdo quimica e/ou enzimatica, libera a
porcao ativa no local de acdo ou proximo dele. Uma das formas latentes obtidas
mediante este processo denomina-se pré-farmaco (BUNDGAARD, 1991,
WERMUTH, 1996). A latenciacdo permite a melhora das propriedades fisico-
quimicas do farmaco por meio da escolha de transportadores adequados, via de
regra desprovidos de atividade biolégica (BUNDGAARD, 1991), permitindo sua
reintrodu¢do no mercado. Para o desenvolvimento de farmacos mais seletivos e
com menor toxicidade, a descoberta de alvos especificos é fator preponderante.
Estudos comparativos entre a bioquimica do parasito e a do hospedeiro
constituem ferramenta importante para a introducdo de novos quimioterapicos
de forma racional (WOLF, 1995; WERMUTH, 1996). Rotas bioquimicas como a
biossintese de esterbis, protedlise mediada por cruzipaina, inibicdo de
tripanotiona redutase e o metabolismo do pirofosfato tém sido quimicamente
validados e as atividades seletivas tanto in vitro e quanto in vivo dos inibidores
destas rotas tém sido demonstrados (URBINA, 2003).

Estudos sobre os mecanismos de acdo de série de bifosfonatos
derivados de acidos graxos mostram que estes sdo potentes inibidores da
proliferacdo e crescimento do T. cruzi (amastigotas) na sua forma intracelular in
vitro e in vivo. Os bifosfonatos, analogos do pirofosfato, sdo utilizados para
tratamentos de distirbios na reabsor¢cdo Ossea, como osteoporose e
hipercalcemia causada por tumores e metastases em 0SS0S, porém sua
atividade inibidora no T. cruzi decorre de seu acumulo de forma seletiva no
parasito, ndo afetando as células do hospedeiro, e ainda, inibe enzimas
envolvidas em reacOes organicas e inorganicas do pirofosfato com a
farnesilpirofosfato sintase e com a bomba de H'-pirofosfatase (URBINA, 2003).
Os bifosfonatos mais potentes sdo aqueles que apresentam nitrogénio em sua

estrutura quimica, como o alendronato, o risedronato e pamidronato. A atividade
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seletiva destes compostos ao T. cruzi é resultante do acumulo desses
compostos em suas organelas acidocalcissomas, envolvidas no armazenamento
de cétions e polifosfatos (URBINA, 2003).

Outro alvo terapéutico é a tripanotiona redutase, enzima chave do
metabolismo antioxidativo do Trypanosoma cruzi (HENDERSON et al, 1994;
JOCKERS-SCHRUBL et al, 1989). Esta enzima catalisa a reducdo de derivados
nitrofuranicos de naftoquinonas substituidas, sendo mais ativa nos compostos
que apresentam grupos funcionais basicos na cadeia lateral. Aléem disso, esses
derivados comportam-se como inibidores enzimaticos, impedindo a reducdo do
substrato fisiol6gico, o dissulfeto de tripanotiona redutase. Os nitrofuranos
provocam ainda a inativacao irreversivel da enzima em condi¢ges anaerobicas.

Trabalhos de UJIKAWA e colaboradores e CHUNG, 1996
sugeriram que o derivado hidroximetilado de nitrofural apresenta atividade
antibacteriana e antichagésica superior a molécula matriz.

Assim, ao promover a ligagdo de um inibidor de tripanotiona
redutase (nitrofural/hidroximetilnitrofural) a um transportador bifosfonato
empregando-se o método da latenciacdo pode-se obter pré-farmaco reciproco,
agindo de forma sinérgica as células do T.cruzi, promovendo o acumulo do

bifosfonato nos acidocalcissomas, e inibindo o metabolismo do pirofosfato.
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2. OBJETIVO E JUSTIFICATIVA

Visto que ao se promover a ligacdo de um inibidor de tripanotiona
redutase (nitrofural/hidroximetilnitrofural) a um transportador bifosfonato
mediante o emprego do meétodo da latenciacdo pode-se obter um pro-farmaco
reciproco que atue no Trypanosoma cruzi promovendo o acumulo do bifosfonato
e iniba o metabolismo do pirofosfato, o presente trabalho tem como objetivos
planejar, sintetizar e caracterizar pré-farmacos reciprocos derivados de nitrofural
e acido alendrbnico (bifosfonato) potencialmente antichagésicos, com agéo

sinérgica e seletiva em Trypanosoma cruzi.

2.1. Objetivos especificos

» Planejamento e estudo da viabilidade de obtencédo do pro-farmaco

reciproco nitrofural-alendronato;

» Otimizacédo da sintese do derivado de hidroximetilado de nitrofural

(NFOH);

> Sintese de derivados de hidroximetilado de nitrofural e alendronato

de soédio;

» Sintese do pro-farmaco reciproco hidroximetilnitrofural e

alendronato de sodio;

» Caracterizacao e purificacdo dos compostos obtidos.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Doencade Chagas

A doenca de Chagas continua a representar graves problemas
médico-sanitarios na América Latina, sendo considerada como uma das
maiores doengas parasitarias pela Organizacdo Mundial de Saude - OMS
(MONCAYO, 1992; ORIEHEL et al., 1995; WHO, 2005).

A doencga de Chagas foi descoberta por Carlos Chagas em 1909,
que aos 29 anos de idade foi digno de mengéao, por ser singular na histéria da
Medicina, um mesmo investigador ter descoberto o agente etiolégico, seu
transmissor e as manifestagdes clinicas da infecgdo (RASSI et al., 1991).

A doengca €& uma zoonose endémica em 21 paises, com
estimativa de 16 a 18 milhdes de pessoas infectadas e com mais de 120
milhdes em risco de infecgdo pelo Trypanosoma cruzi. Existente somente no
continente Americano, estda amplamente distribuida na América Central e Sul,
estendendo-se do sul dos Estados Unidos até a Argentina (SZAJNMAN et al.,
2005). E na América do Sul, principalmente Argentina, Brasil, Chile, Uruguai e
Venezuela, que a doencga de Chagas constitui grave e alarmante problema de

saude publica, conforme mostra o mapa na figura 1(OMS, 2005).

Bl Areaendémica d

Figura 1: Distribuicdo geografica da doenca de Chagas.

Fonte: http://www.who.int/tdr/dw/chagas2003.htm, 2005.
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No Brasil, os estados que apresentam a mais alta endemicidade
sdo Minas Gerais, Goias, Bahia, Parana e Rio Grande do Sul (RASSI et
al.,1991). A doenga se espalha por 2,450 municipios deixando sob risco de
infeccdo 28 milhdes de pessoas. A populagdo infectada chega a 4,3% da
populagao total, ou seja, existem entre 6 a 8 milhdes de individuos infectados,
sendo que 60% presentes na area urbana (DIAS, 2000). Esses compreendem,
em sua maioria, individuos de origem rural e pertencentes a niveis socio-
econbmicos mais baixos, contaminados através de fezes infectadas de
triatomineos. E estimado que, 25-30% dos individuos infectados teréo seus
quadros patologicos evoluidos para danos irreversiveis (TDR, 2005). A morbi-
mortalidade da doenga de Chagas é significativa, vitimando 20% ou mais dos
individuos infectados, que adquirem cardiopatia chagasica cronica evolutiva
podendo ser letal para no minimo 15.000 pessoas/ano (DIAS, 2000).

O risco de infeccdo da doenga esta diretamente relacionado a
pobreza e o inseto vetor que transmite o parasito encontra um habitat favoravel
nas fendas de paredes e telhados de casas pobres em areas rurais e periferias
urbanas. Os movimentos de migracdo campo/cidade que ocorreram na
América Latina entre as décadas de 1970 e 1980 mudaram os padroes
epidemioldgicos da doenca de Chagas e a transformaram em uma infecgéo
urbana, que pode ser transmitida por transfusées de sangue (SILVEIRA et al.,
2003).

Em algumas cidades do continente, a quantidade de sangue
contaminado em bancos de sangue varia de 3,0 a 53,0%, mostrando que a
prevaléncia da contaminacéao por T. cruzi € maior do que a contaminacao pelos
virus da AIDS e da hepatite B e C (WHO, 2002).

De acordo com o Relatorio de Desenvolvimento Humano da
UNDP - World Bank-WHO Special Programme for Research and Training in
Tropical Diseases de 1995, estima-se que a renda anual média bruta per capita
referente aos produtos domésticos seja de 2,966,000 ddlares. No entanto, a
perda econdmica do Continente Americano devido a precoce mortalidade de
adultos jovens em idade produtiva chega a 8.156 milhdes de dodlares, o
equivalente a 2.5% da divida externa de todo o Continente, o que acarreta

grave problema ecémico-social (WHO, 2002).
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Dados epidemioldgicos recentes mostram um decréscimo na
prevaléncia de casas infestadas por Triatoma infestans e na incidéncia de
infeccbes humanas em criangas e jovens em paises pertencentes ao Programa
de Iniciativa de Paises do Cone Sul (Argentina, Brasil, Chile, Paraguai e

Uruguai), como mostram a Tabela 1 e a Figura 2.

Tabela 1: Infecgdo humana por Trypanosoma cruzi e redugéo da incidéncia no
Cone Sul, 1983-1999.

Paises Idade Infeccbes em  InfeccBes em Red_ugAéo _da
(anos) 1983 1999 incidéncia
(taxas x 100) (taxas x 100) (%)
Argentina 18 4.5 1.2 85.0
Brasil 7-14 18.5 0.17 96.0
Bolivia 1-4 33.9 ND ND
Chile 0-10 5.4 0.14 99.0
Paraguai 18 9.3 3.9 60.0
Uruguai 6-12 2.5 0.06 99.0

Fonte: WHO, 2005 (adaptacao)

Taxas x 100
0

10
1 == ARGENTINA (18anos)
~BRASIL  (7-14anos)
0.1 == CHILE (0-4anos)
==URUGUAI (<12anos)
0 =PARAGUAI (18 anos)
0
0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 L 1 1 1 1 L 1
80 85 90 95 2000 2005

Figura 2: Eliminac&o da transmissao: Incidéncia de Infecgdo 1980-2000.

Fonte: WHO, 2005 (adapatagao)
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Entre as propostas de prevengdo e controle da doenca,
destacam-se (SDR, 2005):

» Uso de inseticidas nas casas;

» Melhoria das condi¢des das casas, executando reformas em

paredes e telhados e substituindo o uso do sapé,

» Analise do sangue recebido nos bancos de sangue, evitando

transfusées com sangue contaminado;
» Uso de vacina, apesar de nao haver alguma realmente efetiva;
» Iniciativas de educacéao sanitaria;
» Quimioterapia.
3.2. Agente etiologico e Ciclo Evolutivo

A doenga de Chagas € uma infeccdo hematoldgica e tecidual
causada pelo Trypanosoma cruzi, parasito intracelular obrigatério, (ORIEHEL et
al.,1994) e transmitido principalmente por um inseto hematéfago pertencente a
subfamilia Triatominae (SILVEIRA et al., 2003).

O agente etiolégico da doenga de Chagas é um protozoario
hemoflagelado, pertencente ao sub-reino Protozoa, filo Sarmastigophora,
classe Mastigophora, ordem Kinetoplastida, familia Trypanosoma e espécie
Trypanosoma cruzi (LANA et al., 1991; SILVEIRA et al., 2003).

A sua taxonomia ndao € composta apenas por espécies
homogéneas. Nos anos 60, quando as ferramentas moleculares atuais nao
estavam disponiveis, Coura e cols. (1966) defendiam o uso do termo “cruzi”
para designar este protozoario, baseado em variagdes morfoldgicas,
caracteristicas imunoldgicas, viruléncia distinta e diferengcas de padréo
individual e regional da doenca de Chagas (DEVERA et al., 2003). Hoje, sabe-
se que o T. cruzi é uma espécie heterogénea, consistindo em série de sub-
populacdes do parasito circulante entre varias espécies de vertebrados

domésticos e silvestres e hospedeiros invertebrados.
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O Trypanosoma cruzi caracteriza-se por possuir flagelo, nucleo e
uma mitocéndria diferenciada que abriga em seu interior os cinetoplastideos,
correspondentes ao DNA condensado, de 20 a 30% do total (DEVERA et al.,
2003). Possui dois hospedeiros em seu ciclo biolégico: os hospedeiros
vertebrados mamiferos e os insetos triatomineos (DEVERA et al., 2003).

Apds a invasio da célula hospedeira, o parasito passa por etapas
de divisao e diferenciagdo. Apresenta um ciclo complexo e adota diferentes
formas evolutivas, que refletem sua adaptacdo aos diferentes habitat e
situagbes bioldgicas por que passa ao longo de sua vida, no interior do
hospedeiro vertebrado e do inseto vetor. Além da forma do corpo celular, sdo
particularmente importantes as relacdes de posi¢ao entre nucleo e cinetoplasto,
assim como a situacdo de emergéncia do flagelo. Sao trés os tipos principais
de formas evolutivas: tripomastigotas, epimastigotas e amastigotas, conforme
ilustrado nas figuras 3, 4 e 5 respectivamente (DIAS, 2001).

Apresenta-se sob as formas flageladas (epimastigota e
tripomastigota) e aflagelada (amastigota) conforme sua localizagdo. No homem
e nos demais vertebrados, o tripomastigota tem por habitat o meio circulante, e
o amastigota, a intimidade dos tecidos. No triatomineo, além das formas
amastigotas e dos tripomastigotas metaciclicos, observa-se uma forma de
transicdo epimastigota. Também no homem e demais vertebrados, pode-se
observar a forma epimastigota na evolucdo da forma amastigota para
tripomastigota (RASSI et al.,1991; ORIEHEL et al.,1994; DIAS, 2001).

Os tripomastigotas (figura 3) sdo estagios infectantes do parasito,
fusiformes e alongados e medem cerca de 20-25 x 2 nm, com cinetoplasto
situado posteriormente ao nucleo e numa posi¢ao terminal ou subterminal no
corpo celular, emergindo o flagelo proximo ao cinetoplasto; as formas mais
delgadas apresentam movimentos rapidos, geralmente em linha reta, ao passo
que as mais largas sdo dotadas de movimentos mais lentos, deslocando-se
muito pouco. Ocorrem na corrente sanguinea do vertebrado e nas porgdes
mais distais do tubo digestivo do vetor, ndo dispondo de capacidade replicativa.
O tripomastigota, quando corado, apresenta-se na forma de um “C” ou de um
“S” (RASSI et al., 1991 ORIEHEL et al., 1994; DIAS, 2001). Os tripomastigotas

metaciclicos representam as formas infectantes e sdo assim chamados por nao

Thais Costa Contente



Revisédo Bibliografica 10

serem reversiveis para formas de multiplicagdo no inseto transmissor (RASSI
et al., 1991).

i

O

Figura 3: Trypanosoma cruzi - forma tripomastigota. Seta preta - cinetoplasto;

vermelha - nucleo; azul - membrana ondulante; verde - flagelo.

Fonte: www.ucm.es/info/ parasito/aTLAS.htm, 2005.

Os epimastigotas (figura 4) sdo formas de reprodugao do parasito
no vetor ou em meio de cultura. Sdo também alongados (20-40 x 2 nm), muito
moveis, o flagelo se origina a frente e préximo ao nucleo e emerge na
extremidade anterior ao parasito; apresentam o cinetoplasto anterior ao nucleo
(DIAS, 2001; RASSI et al., 1991).

Figura 4: Trypanosoma cruzi — forma epimastigota — observa-se a presenga do

cinetoplasto préximo e anterior ao nucleo.

Fonte: www.ucm.es/info/ parasito/aTLAS.htm, 2005.

As formas amastigotas (figura 5) séo esféricas, arredondadas ou
ovaladas, medem cerca de 2-4 nm e sdo destituidas mobilidade, ja que

carecem de flagelo livre. Aparecem em grupos, em numero variavel, os
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chamados ninhos parasitarios; constituem os estagios de multiplicacéo
intracelular no hospedeiro vertebrado (DIAS, 2001; RASSI et al.,1991).

Figura 5: Trypanosoma cruzi — forma amastigota. Fibras musculares cardiacas
(hematoxilina/eosina) infestadas pelo T. cruzi. Os amastigotas multiplicam-se,

destroem o tecido e formam pseudocistos.

Fonte: http://www9.who.int/tropical diseases/databases/imagelib.pl?imageid=0005365, 2005.

O parasito Trypanosoma cruzi tem um ciclo biolégico complexo,
com trés formas morfolégicas e dois hospedeiros principais, um triatomineo
(transmissor), e um hospedeiro vertebrado, representado esquematicamente
na figura 6.

No transmissor: Ao sugar o homem ou outro animal parasitado, o

triatomineo se infecta com as formas tripomastigotas, que sofrem modificagbes
ao longo do tubo digestivo, reconhecendo-se trés fases — a de regresséo
(estomacal), a de multiplicagao (intestinal e duodenal) e a de evolugao (retal)
(DIAS, 2001; RASSI et al., 1991; SZAJNMAN et al.,, 2005). No estémago,
poucas horas apds o repasto, iniciam-se as alteragdes morfologicas dos
tripomastigotas ingeridos, que se transformam em epimastigotas ou
amastigotas (alguns se mostram inalterados e outros mostram sinais de
degeneracao). No intestino médio ou duodeno ocorre a multiplicagédo dos
epimastigotas, por divisdes binarias sucessivas e através da qual a infec¢ao do
inseto se mantém durante toda sua vida. No intestino posterior ou reto, os
epimastigotas evoluem para tripomastigotas metaciclicos, formas infectantes
expulsas com as dejecdes do inseto no momento em que este faz novo repasto
sanguineo. A duragcdo do ciclo no transmissor é influenciada por diversos
fatores, oscilando entre 6 e 15 dias (DIAS, 2001; RASSI et al., 1991).
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No hospedeiro vertebrado: Através da pele com solugdo de

continuidade ou das mucosas integras, os tripomastigotas penetram no interior
das células do local, principalmente nas do tecido conjuntivo e do sistema
reticulo-endoplasmatico; sofrem um processo de regresséo, apresentando-se
como amastigotas, que se multiplicam por divisdes binarias sucessivas,
formando pseudocistos; ao fim de 5 dias aproximadamente, as formas
amastigotas evoluem para tripomastigotas — passando pela fase epimastigota —
e, com a prévia ruptura da célula parasitoda, atingem as correntes sanguinea e
linfatica, podendo ir para outros 6rgaos e tecidos, novamente sob a forma
amastigota. Assim, o ciclo repete-se continuamente (RASSI et al., 1991; DIAS,
2001; SZAJNMAN et al., 2005).

ESTAGIO NO MOSQUITO ESTAGIO NO HOMEM
0 triatomineo faz o repasto sangiiineo
o (tripamastigotas mataciclicos nas fazes; As formas metaciclicas penetram
tripomastigotas penetram através £y @) em virias células e se
da pele ou membranas da mucosa) transformam em amastigotas
ey

. /"5/5
em"' N

" ST
f: N e
’ o Tripomastigotas podem Multiplicacdo dos amastigotas
ﬁm infectar outras células  © por fissio bindria nas células
@ 8¢ transformam em dos tecidos infactados

0 multiplicagdo
ne intestino I amastigotas intracelulares
gerando novos locais de
infecgdo. As manifestagdes
clinicas podem resultar
deste nove ciclo.

0 mosquite faz o
= repasto sangiineo em
(6 epimastigotas individuo infectado

no intestino \
P
%ﬁ% b,
: =0 A

= etapa inf e J@ \'-'—__.‘
A P Wifocian o Amastigotas intracelulares transformam-se

A= etapa diagnostica em tripomastigotas, rompem as células @
caem na corrente sanglinea

Figura 6: Ciclo evolutivo do parasito Trypanosoma cruzi.

Fonte: http://www.who.int/tdr/diseases/chagas/lifecycle.htm, 2005 (adaptacédo).

Nos humanos, existem dois estagios principais da doenga: a fase
aguda, que aparece de forma lenta apdés a infeccdo, pode nao ser
necessariamente notada, porém e com pouca frequéncia, ser conduzida a

meningoencefalite fatal ou a miocardite aguda, geralmente em adultos, e a fase

Thais Costa Contente



Revisédo Bibliografica 13

crdnica, que pode ser subdividida em crdnica assintomatica indeterminada e
cardiaca, digestiva, nervosa (ANDRADE, 2000; DIAS, 2001).

Na fase aguda, apds contaminacdo, os tripomastigotas invadem
células preferencialmente do sistema macrofagico-mononuclear (ANDRADE,
2000; DIAS, 2001), realizam os primeiros ciclos intracelulares, num periodo de
incubacédo de 5 a 7 dias, a partir do qual grande quantidade de novos
tripomastigotas cai na corrente sanglinea e linfatica, disseminando-se pelo
organismo (ANDRADE, 2000; DIAS, 2001). No periodo inicial da infecgao, o
parasito encontra-se em quase todos os o6rgaos e tecidos, entretanto, a
musculatura (cardiaca, lisa e estriada) constitui o tecido preferencial para sua
nidagdo (ANDRADE, 2000; DIAS, 2001; RASSI et al., 1991). Os achados mais
comuns sao os sinais de porta de entrada, edema subcutidneo, aumento de
volume dos ganglios linfaticos, hepatomegalia, esplenomegalia, cardiomegalia
e derrames cavitarios (RASSI et al., 1991).

Apds a picada do inseto vetor, normalmente forma-se pequena
ferida no local. Se a picada for proxima ao olho, aparece um inchago
caracterizado por sinal de Romafa, como mostra a figura 7 (ANDRADE, 2000;
DIAS, 2001; RASSI et al., 1991; SZAJNMAN et al., 2005). O sinal de Romafia e
o chagoma (cutédneo) tém o mesmo significado de uma lesdo de porta de
entrada. O seu aparecimento em 10 a 15 dias apds a inoculagao e a duracao
de 30 a 60 dias sugerem uma reacao de hipersensibilidade mediada por
células (ANDRADE, 2000).

Figura 7: Inchaco caracterizado por sinal de Romana.

Fonte: http://www9.who.int/tropical_disea. pl?imageid=9305157, 2005.
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As lesbes da fase cronica afetam irreversivelmente orgaos
internos como coragdo, eséfago, colon e o sistema nervoso periférico
(SILVEIRA, 2003; SZAJNMAN, 2005), e também tém sido relatados em
pacientes imunodeprimidos, como pacientes HIV positivo (ORIEHL et al.,
1994). Durante a fase cronica, 32% dos infectados apresentam danos fatais
nas regides cardiaca e digestoria (SDR, 2005).

A fase crbnica assintomatica indeterminada aparece depois do
periodo latente, que pode persistir por mais de uma década ou mesmo pela
vida toda do individuo infectado (ANDRADE, 2000; DIAS, 2001; RASSI et al.
1991; SZAJNMAN et al., 2005). Neste periodo, os parasitos invadem grande
parte dos o6rgaos do corpo, causando danos cardiacos e gastrintestinais e
fraqueza progressiva. Depois de muitos anos em periodo assintomatico, 27%
destes infectados desenvolvem sintomas cardiacos que podem levar a morte,
6% desenvolvem danos no sistema digestério e 3% no sistema nervoso
periférico. Em poucos dias os sintomas mais comuns aparecem como febre e
inchaco dos linfonodos (WHO, 2002).

3.3. Vetores e Reservatorios

Sado elementos epidemiolégicos da maxima importancia,
principalmente referente a circulagdo do Trypanosoma cruzi em seus ecétopos
naturais, mas também diretamente implicados na origem, manutencdo e
expansao da endemia humana (DIAS, 2000; WHO, 2005).

Os vetores da doencga de Chagas sao insetos hematofagos, com
a proboscida especializada para a sucgdo sanglinea da ordem Hemiptera,
familia Reduviidae e subfamilia Triatominae (RASSI et al., 1991; SHERLOCK,
2000).

Durante a alimentagdo sanglinea em mamifero infectado, o
triatomineo ingere os tripanossomas circulantes, que apdés a multiplicagéo e
metaciclogénese no tubo digestivo do inseto, sdo eliminados nas suas fezes e
podem infectar novos hospedeiros vertebrados (RASSI et al., 1991;
SHERLOCK, 2000; DIAS, 2001).
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Embora possuam habitos diversos, todas espécies de
triatomineos séo potencialmente vetoras do T. cruzi, sendo poucas importantes
do ponto de vista epidemioldgico (RASSI et al., 1991; SHERLOCK, 2000).

No Brasil, os nomes vulgares dos triatomineos sao: barbeiro,
bicho-de-parede, bicudo, borrachudo, cafote, chupanca, chupéo, fincédo, furao,
percevejo, percevejo de cama entre outros (SHERLOCK, 2000).

A maioria das espécies de triatomineos foi descrita com base
exclusiva nas caracteristicas morfolégicas, as vezes de um unico exemplar,
levando-se em consideragao cor, forma, dimensdes do exoesqueleto e a
genitalia do macho, importante para distingdo de algumas espécies
(SHERLOCK, 2000).

O primeiro parametro a ser considerado nos levantamentos
epidemiolégicos para se dar a devida importdncia a uma espécie de
triatomineo para a doenga de Chagas, é a sua distribuicdo geografica, pois de
antemao, indica com seguranga, a existéncia da endemia chagasica na area,
dependendo da espécie que ai se encontra (SHERLOCK, 2000). A figura 8

mostra a distribuicdo geografica dos triatomineos na América Latina e Caribe.

DISTRIBUICAO GEOGRAFICA DOS TRIATOMINEOS
(AMERICA LATINA E CARIBE, 2004)

X
W\g .

-,

[ dreavrestana B i
0
251 AREA COM TRANSMISSAO VETORIAL INTERROMPIDA

Figura 8: Distribuicdo geografica dos triatomineos — América Latina e Caribe,
2004.

Fonte: Pan American Health Organization - PANAM, 2004 (adaptac&o).
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Entre as espécies de vetores invertebrados mais importantes para
a transmissdo da doenca de Chagas estdo: Triatoma infestans, Panstrongylus
megistus, Rhodnius prolixus (figura 9), Triatoma brasiliensis, Triatoma

rubrofasciata e Triatoma sordida.

Figura 9: Rhodnius prolixus adulto alimentando-se de sangue pela pele

humana.

Fonte: http://www9.who.int/tropical diseases/databases/imagelib.pl?imageid=9905317, 2005.

Sao considerados reservatorios naturais (silvestres ou
domeésticos) do T. cruzi uma série de mamiferos de pequeno ou médio porte e
o préprio homem, cumprindo fundamental papel na manutengdo dos ciclos
silvestre e doméstico da doengca de Chagas. A suscetibilidade exclusiva de
mamiferos a infecgao pelo T. cruzi deve-se a uma longa histéria de adaptacao
do parasito e de seus vetores invertebrados, sendo refratarios outros
vertebrados, como aves, anfibios, répteis e peixes (DIAS, 2000).

Entre os reservatorios silvestres do T. cruzi destacam-se os
marsupiais (gambas de diversas espécies, marmotas, cuicas e monodelfideos),
os desdentados (sobretudo os tatus), os roedores — Ordem Rodentia (ratos e
cobaias silvestres), os animais da Ordem Chiroptera (varias espécies de
morcegos) e os de outras Ordens (carnivoros — gatos e cachorros-do-mato;
primatas — varios tipos de macacos; lagomorfos — coelhos e lebres) entre
outros. E dentre os domésticos estédo principalmente os cées e gatos, por sua
maior proximidade ao homem, seguindo-se de ratos domésticos (ou

comensais), coelhos, lebres e roedores em geral (DIAS, 2000).
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3.4. Vias de Transmissao

Sabe-se hoje que a doenga de Chagas pode ser transmitida aos
humanos por diversas maneiras: pela picada do inseto triatomineo -
transmissao vetorial; por transfusdo de sangue contaminado — transmissao
transfusional; de forma congénita — transmissdo congénita e por formas
excepcionais - transmissao oral, acidental, por transplantes de 6rgaos, sexual e
através de outros vetores nao - triatomineos (DIAS, 2000).

Do ponto de vista epidemiolégico e de importancia significativa
em Saude Publica, interessam para a transmissao da doenca de Chagas a via
vetorial (80 a 90% da transmisséo), transfusional (5 a 20%) e a congénita (0,5 a
8%), e as demais sdo consideradas excepcionais (DIAS, 2000).

Porém no verao de 2005, discutiu-se muito sobre a via de
transmissao oral do Trypanosoma cruzi, visto os casos de doengas e mortes
devido a ingestdo de caldo-de-cana contaminado no Estado de Santa Catarina
(REVISTA EPOCA, 2005)

A transmissao oral ocorre pela ingestdo de alimentos
contaminados pelo parasito, sendo usual entre mamiferos do ciclo silvestre da
tripanossomiase, que ingerem triatomineos ou outros mamiferos infectados
(DIAS, 2000). Essa transmissdo € considerada fator de suspeita quando
episodios de infeccdo aguda sdo observados em areas proximas a incidéncia
de insetos vetores ou animais silvestres que se aproximem dos abrigos dos
humanos. A contaminagdo de alimento e agua por vetores silvestres e os
reservatorios vertebrados de T. cruzi sdo provavelmente um fator importante
para a transmissdo oral da doenca de Chagas. Episddios epidémicos de
doenga humana que tenha sido atribuida a infeccédo oral foram registrados em
Teutdnia, RS; Catolé do Rocha, PB, regides da Amazbnia e, mais
recentemente, no Estado de Santa Catarina (CAMANDAROBA et al., 2002;
REVISTA EPOCA, 2005).

Considerando que a distribuicdo dos biodemas do T. cruzi difere
entre si entre ciclos domésticos e silvestres, estudos desses podem ser de
grande interesse para a elucidagdo completa dos fatores de risco na
transmissao oral (CAMANDAROBA et al., 2002).
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Ainda que a transmissao vetorial da doenga de Chagas seja a de
maior importancia, os outros meios de contaminacdo sao responsaveis por
novos casos de infecgdo, como a por via oral, que ao contrario do que se
pensava, € possivel, mesmo na presenca dos acidos estomacais
(CAMANDAROBA et al., 2002).

Os fatores responsaveis pela alta infectividade dos parasitos
ingeridos ainda n&o estdo completamente elucidados. A ocorréncia de casos
de infeccdo grave e severa, podendo levar a morte uma porcentagem dos
individuos infectados, indica a alta patogenicidade dos parasitos e sua
capacidade de penetragcdo pela mucosa gastrica, mesmo depois de terem
vencido os acidos gastricos. A influéncia do tipo de cepa durante a transmisséo
oral ainda nao foi completamente elucidada, mas & provavelmente um fator
importante. (CAMANDAROBA et al., 2002).

A atitude preventiva consiste em bom cozimento de alimentos nas
areas endémicas, particularmente as carnes de mamiferos (DIAS, 2000).

Também ¢é possivel a contaminacdo de lactentes através da
succao de leite materno infectado, em nutrizes chagasicas, fato absolutamente
esporadico e raro, com apenas um ou dois casos provaveis registrados. Nao
apresenta importancia epidemiolégica e de maneira alguma deve servir de
motivo para impedir o aleitamento materno por uma mulher infectada (DIAS,
2000).

3.5. Tratamento

Os primeiros compostos testados para o tratamento da doencga de
Chagas foram atoxil (arsénico), fucsina, tartarato de antiménio potassico e
cloreto de mercurio, empregados experimentalmente por Mayer e Rocha Lima
(1912, 1914), sendo que nenhum deles apresentou resultado positivo (COURA
et al., 2002).

Entre os quimioterapicos testados até 1962, salientam-se os
derivados de quinolina, muitos antimalaricos, arsenobenzdis, compostos
arsenicais, fenantridinas, sais de ouro, bismuto, cobre, iodeto de sodio, violeta
genciana (cloreto de hexametil-p-rosanilina), aminopterina, acido p-amino

salicilico, hidrazidas de acido nicotinico, anti-histaminicos, sulfonamidas,
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cortisona, anfotericina B, muitos antibioticos e alguns nitrofuranos (COURA et
al.,2002). Alguns dos farmacos testados para doenca de Chagas estdo

ilustrados na figura 10.

derivados da uréia organoarsenicais violeta genciana
(cloreto hexametil-p-rosanilina)
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Figura 10: Alguns dos farmacos ja utilizados na terapia antichagasica.

Brener (1968) fez uma avaliacdo meticulosa para os farmacos
testados in vitro e in vivo contra o Trypanosoma cruzi, verificando que 27
compostos e mais de 30 antibidticos, testados entre 1912 e 1962, eram
ineficazes. Ele ainda considerou que estes compostos tinham efeito na
parasitemia, mas nao curavam, dentre eles, a bisquinaldina Bayer 7602,
aminoquinolinas, arsenicais trivalentes, nitrofuranos e antibidticos (COURA et
al., 2002).

Packchanian (1952, 1957) mostrou uma nova e promissora linha
de farmacos potentes com os nitrofuranos, liderado pelo nitrofural (5-nitro-2-
furaldeido-semicarbazona). Este  derivado  administrado a ratos
experimentalmente infectados com T. cruzi, por via oral, por 53 dias
consecutivos, com dose de 100 mg/kg/dia, mostrou-se eficaz, curando 95,4%
dos animais (COURA et al., 2002).
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Ferreira (1961, 1962) e Ferreira e cols. (1963) trataram os
primeiros casos da doenga aguda em humanos com nitrofural e obtiveram bons
resultados clinicos com poucos efeitos colaterais, mas os xenodiagnosticos
tornaram-se positivos em 5 casos. Coura e cols. (1961, 1962) trataram 14
pacientes na fase cronica da doenga com este composto e observaram nos
primeiros 4 pacientes que receberam doese progressivas de 10 a 30 mg/kg/dia,
importantes efeitos adversos, que levaram a suspensao do tratamento devido a
uma grave polineuropatia, que comegou na terceira semana da administracao
do nitrofural. Com a reducdo da dose para 10 mg/kg/dia e associacdo de
complexo B, administrado via parenteral, 5 pacientes toleraram o tratamento
por 60 dias, apesar de apresentaram anorexia, perda de peso, parestesia e
polineuropatia. Outros pacientes foram tratados com 20 mg/kg/dia e
apresentaram parestesia somente apos 53 dias de tratamento, evoluindo para
uma grave polineuropatia, com a suspensdo do tratamento. De 6 pacientes
submetidos ao tratamento inteiro, dois deles foram considerados curados, com
base em xenodiagnose e sorologia persistentemente negativos.

Brener, em seu trabalho pioneiro (1961), demonstrou cura
parasitologica em 94,5% dos ratos tratados com nitrofural. Depois, o proprio
Brener e cols. em 1969 demosntraram por microscopia eletrénica que 13,5%
dos amastigotas de cepas Y estavam intactos em células coronarias de
animais tratados. Uma questdo permaneceu: seria uma resisténcia primaria ou
o nitrofural ndo conseguiu alcangar todas as células infectadas? (COURA et al.
2002).

Desde o final de 1960 e inicio dos anos 70, dois farmacos tém
sido utilizados no tratamento da doenca de Chagas: nifurtimox e benznidazol.
O nifurtimox um composto nitroheterociclico, conhecido comercialmente como
Lampit® (Bayer), e o benznidazol, um derivado nitroimidazol conhecido como
Rochagam®, Radanil®, (Roche) (ANANDAN, 1997; KOROLKOVAS, 1988,
2000; URBINA, 2003; SZAJNMAN et al., 2005). Seguem as estruturas dos

compostos mencionados (figura 11).
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Figura 11: Estruturas moleculares do nifurtimox e benznidazol.

Desde a década de 80 o nifurtimox teve sua comercializagcéo
descontinuada, primeiro no Brasil e depois na Argentina, Chile e Uruguai. O
modo de acdo do nifurtimox envolve a formagdo de radicais nitro anion
instaveis por nitroredutases, que na presenga de oxigénio causam aumento
intracelular dos niveis de H,O,, O, e radicais livres toxicos ao parasito. O T.
cruzi mostrou-se deficiente em mecanismos de destoxificacdo para metabdlitos
de oxigénio, principalmente o H,O, e assim, mais sensivel ao estresse
oxidativo que as células dos vertebrados (URBINA, 2003).

O benznidazol parece agir por um mecanismo diferente (estresse
redutivo), que envolve modificacbes covalentes ou outras interacbes de
intermediarios nitroreduzidos com componentes do parasito, ou ligagdo com o
DNA, ou lipidios (COURA et al., 2002; URBINA, 2003).

Ambos, nifurtimox e benznidazol tém atividade significativa na
fase aguda, com até 80% de cura parasitoléogica em pacientes tratados, 50%
de cura em infeccdes recentes, indicadas pelo desaparecimento de sintomas,
negativizacdo da parasitemia e sorologia. No entanto, estes farmacos sao
ativos apenas na fase aguda da doencga e no inicio da fase crénica, tornando o
tratamento de pacientes em estagio de doenga cronica deficitario (SZAJNMAN,
2003; URBINA, 2003; SDR, 2005).

Estes compostos sofrem ainda com outros inconvenientes, como:
(a) sensibilidade seletiva para diferentes cepas de T. cruzi, (b) sérios e
frequentes efeitos adversos como vOmito, anorexia, neuropatia periférica,
dermopatia alérgica, entre outras; (c) tratamentos muito longos.

A Argentina e o Brasil estabeleceram protocolos para individuos
doentes em fase aguda ou doentes crbénicos recentes, especialmente em areas
onde a transmissao pelo vetor foi controlada. Semelhantemente, alguns paises

possuem diretrizes e programas para detecgcao e tratamento da doenga de
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Chagas. No entanto, a implementagdo de estratégias de tratamento esta
seriamente limitada devido ao fato dos farmacos existentes ndo estarem
disponiveis para a maioria dos pacientes em muitos paises endémicos (SDR,
2005).

A Assembléia Mundial de Saude (WHA — World Health Assembly)
recomenda esforcos na pesquisa de futuras estratégias para controle
sustentado no suporte epidemiolégico, de relevancia direta no controle de
espécies de triatomineos (domiciliados e ndo domiciliados) (SDR, 2005).

Os principais topicos de pesquisa ainda incluem (SDR, 2005):

deteccédo da incidéncia de infecgdo em grupos jovens;

e descoberta e desenvolvimento de novas ferramentas
quimioterapicas e de diagnostico (através de pesquisas nas redes

basicas e de parcerias com setor privado);

e novos produtos inseticida, e outras ferramentas relevantes no
controle do vetor, devido a suscetibilidade e resisténcia

aumentada;

e amparo de atividades relevantes no controle da transmissao

causada por transfusao de sangue, e

e suporte técnico e politico na implementacdo efetiva dos
programas de pesquisa, tratamento nos paises mais afetados, e

no combate e controle da doenga congénita.

Associada a grande incidéncia de parasitoses em nosso pais, e
ainda ao fato das cepas brasileiras de Trypanosoma cruzi serem resistentes ao
benznidazol, mesmo sendo este o unico farmaco ativo comercializado no
Brasil, demonstra-se a grande importancia no desenvolvimento de agentes
antichagasicos realmente eficazes, principalmente para a fase crbnica da
doenga (WHO, 2002; CHUNG et al., 2003; SDR, 2005; TDR, 2005).
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3.6. Alvos terapéuticos para o desenvolvimento de novos farmacos

antichagasicos

Para o desenvolvimento de farmacos mais seletivos e com menor
toxicidade, a descoberta de alvos especificos é fator preponderante. Neste
sentido, os estudos comparativos entre a bioquimica de parasitos e
microrganismos e a dos hospedeiros constituem ferramenta importante para a
introducdo de novos quimioterapicos de forma racional. Considerando que a
quimioterapia disponivel seja insatisfatéria pelo seu limite de eficacia ou que os
farmacos apresentem efeitos colaterais toxicos, novos acessos para
quimioterapia especifica estdo sendo alcangados, tracando-se rotas
bioquimicas seletivas as atividades dos organismos parasitos (URBINA, 2003).

A tabela 2 apresenta os principais alvos terapéuticos promissores
para o desenvolvimento de farmacos antichagasicos (RODRIGUEZ, 2001,
COURA e CASTRO, 2002, URBINA, 2003)

Tabela 2: Identificacdo de alvos quimioterapicos potenciais em T. cruzi
(adaptagao POLLI, 2002).

ALVOS PROMISSORES

Metabolismo do esterol
Tripanotiona redutase
Cisteina proteinases

Hipoxantina-guanina fosforribosiltransferase

Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase
DNA topoisomerases
Diidrofolato redutase

Metabolismo pirofosfato (Farnesilpirofosfato
redutase)

3.6.1. Tripanotiona redutase

O uso correto do oxigénio é aspecto essencial para sobrevivéncia
de certos organismos. O equilibrio celular redox é muito delicado e os
processos oxidativos vitais devem ser modulados por atividades antioxidantes
para evitar que espécies residuais de oxigénio prejudiquem o organismo
(AUGUSTYNS et al. 2001).
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Estratégia bem conhecida dos organismos aerébios €
apresentarem mecanismos de defesa contra o estresse oxidativo causado por
espécies reativas de oxigénio geradas durante o metabolismo oxidativo, que
sdo o anion superoéxido (Oz’), o perodxinitrito (ONOQO) e perdxidos de hidrogénio
(H202), o radical hidroxila (OH) e seus subprodutos. Estes compostos danificam
biomoléculas, como proteinas, lipidios e acidos nucléicos. A sobrevivéncia
destes organismos muitas vezes depende da eficacia de seus mecanismos
oxidativos para defender-se de danos celulares e parasitos invasores. Este
sistema de defesa compreende varias enzimas e moléculas antioxidantes com
papel vital na destoxificagdo, como o sistema glutationa e enzimas
relacionadas, a catalase e a superoxido dismutase (AUGUSTYNS et al. 2001).

Os mamiferos utilizam a glutationa redutase como seu principal
sistema de destoxificacdo (AUGUSTYNS et al., 2001). A glutationa participa de
reducao de H,O, através da glutationa peroxidase, que é oxidada a glutationa
dissulfito e regenerada por redugdo NADPH-dependente, catalisada pela
flavoenzima glutationa redutase. A glutationa € um composto tidlico de baixo
peso molecular importante para o organismo por diversas razdes, e que
envolvem trocas tiol-dissulfeto (nas biossinteses de desoxirribonucleotideos),
na destoxificagcdo de eletrofilos toxicos (catalisadas pela glutationa-S-
transferase) e em complexagdo de metais. Por outro lado, a glutationa e suas
enzimas relacionadas nao formam o Unico sistema responsavel pela
neutralizacdo de espécies de oxigénio. Este sistema é comandado pela
superoxido dismutase, que catalisa a dismutacédo do superoxido a O, e H2O5 e
pela catalase, produzindo agua e oxigénio a partir do H,O, (AUGUSTYNS et al.
2001).

Os organismos da ordem Kinetoplastida ndo possuem o sistema
da glutationa redutase e glutationa peroxidase e, consequentemente, em
contraste com outros organismos, nao dependem deste sistema para seu
equilibrio oxidante/antioxidante. O composto chave para esta diferenca é a
tripanotiona. Seguem abaixo (figura 12) as estruturas da glutationa e

tripanotiona.
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Figura 12: Estruturas moleculares da glutationa e tripanotiona.

O descobrimento da tripanotiona foi divulgado por Fairlamb e
Cerami, em 1985. A tripanotiona & derivado bis-glutationil da espermidina
((N*,N3-bisglutationil) espermidina). Assim como a glutationa, a tripanotiona
participa das reacdes de reducao e é oxidada a tripanotiona dissulfeto e se
comporta como substituinte para a glutationa nos tripanossomatideos. Um dos
aspectos mais notaveis da tripanotiona € que os tripanossomatideos dependem
inteiramente do grupo tiol para sua defesa oxidante. Como em outros
microrganismos, o acumulo de dissulfetos afeta o equilibrio tidlico-redox e,
consequentemente, a atividade metabdlica do Trypanosoma. Sendo uma
flavoproteina dissulfeto redutase NADPH-dependente, a tripanotiona redutase
(TR) foi isolada como responsavel pela manutengéao intracelular da tripanotiona
na forma ditiol [T(SH),] (figura 13) (AUGUSTYNS et al., 2001).

COO” coO"

HaN“/ﬁrUk ~eoo| | i W“f oy

0 HoN
HsNM J/\'( i LW \)L o

tripanotiona dissulfeto

/|Il

glutationa dissulfeto

Figura 13: Estruturas moleculares da glutationa e tripanotiona dissulfeto.

Os Kinetoplastida também ndo possuem a enzima catalase. A
enzima superoxido dismutase foi encontrada em Trypanosoma, Leishmania e
Crithidia fasciculata ndo patogénica, ndo podendo ser considerada como unico
antioxidante sendo que o organismo ndo sera capaz de neutraliza-lo a H;0;
(AUGUSTYNS et al., 2001).
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A tripanotiona redutase (TR) € enzima chave do metabolismo
antioxidativo do Trypanosoma cruzi (HENDERSON, et al, 1988; JOCKERS-
SCHUBL, et al, 1989), e consiste em flavoproteina dependente de NADPH que
catalisa a redugao de derivados nitrofuranicos de naftoquinonas substituidas,
sendo mais ativa nos compostos que apresentam grupos funcionais basicos na
cadeia lateral. Os derivados reduzidos resultantes sao prontamente reoxidados
pelo oxigénio molecular, sofrendo, portanto reacdo de redox enzimatica
classica (JOCKERS-SCHUBL, et al, 1989). Além disso, esses derivados
comportam-se como inibidores enzimaticos, impedindo a redugao do substrato
fisiologico dissulfeto de tripanotiona redutase. Os nitrofuranos provocam ainda
a inativagao irreversivel da enzima em condigdes anaerobicas.

O nitrofural (5-nitro-2-furaldeido-semicarbazona) (figura 14)
sintetizado por Dodd e Stilman, em 1944, surgiu com base no conhecimento de
que o acido furdico, bem como seus derivados alquilados e mercuriais
apresentavam atividade bacteriostatica. Tal derivado mostrou-se ativo contra

bactérias Gram-positivas e negativas.

nitrofural

Figura 14: Estrutura molecular do nitrofural (NF).

Este farmaco foi empregado inicialmente durante a Segunda
Guerra Mundial, no tratamento de queimaduras, apresentando um amplo
espectro de atividade antibacteriana (KOROLKOVAS, 1988). A essa época, foi
observada atividade antimicrobiana de amplo espectro e baixa incidéncia a
sensibilizacdo (CRENSHAW, et al, 1976). Entretanto, o espectro antibacteriano
foi modificando-se ao longo dos 20 anos de sua utilizagdo. Sua toxicidade é
alta por via oral, em razdo da hemdlise e neuropatia grave que causa. Em
alguns paises foi retirado do mercado, em outros pode ser empregado apenas
por via tépica, sendo de escolha no tratamento de infecgdes estafilococicas da
pele (feridas, queimaduras e ulceras), especialmente aquelas resistentes a
outros farmacos (KOROLKOVAS, 2000).
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Em 1969, ANDRADE e BRENER observaram que o nitrofural
provocava destruicdo do T. cruzi. Mais tarde Henderson e cols, 1988,
estudando a tripanotiona redutase observaram que os derivados de
naftoquinonas e de nitrofuranos, incluindo o nitrofural, apresentavam a
capacidade de inibir essa enzima. Gongalves e cols., em 1993, observaram
que o nitrofural potencializa os efeitos tripanomicidas provocadas pela PQ, em
cultura de células LLC-MK; infectadas com formas tripomastigotas de
Trypanosoma cruzi.

Trabalhos de Ujikawa e cols.,1995 e CHUNG,1996, 2005
sugeriram que o derivado hidroximetilado de nitrofural (figura 15) apresenta
atividade antibacteriana e antichagasica superior a molécula matriz. Sabendo-
se que os compostos nitrofuranicos séo potenciais agentes mutagénicos devido
ao grupo nitro presente na molécula (ALEJANDRE-DURAN, et al, 1988),
demonstrou-se que este derivado hidroximetilado apresenta atividade

mutagénica 4 vezes menor que o farmaco matriz (GUIDO et al, 2001).

-O\ o) SN N N OH
/N+\<j/\N/ \”/ ~_—
s I I

nitrofural hidroximetilado

Figura 15: Estrutura molecular do derivado hidroximetilado de nitrofural
(NFOH).
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3.7. Bifosfonatos
3.7.1 Bifosfonatos para tratamento dos 0Sso0s

O primeiro composto bifosfonato (BF) - chamado no passado
erroneamente de difosfonato, foi sintetizado na Alemanha, em 1865 (FLEISCH,
2002). Estes compostos foram inicialmente utilizados como agentes
anticorrosivos e agentes complexantes nas industrias téxtil, de fertilizantes e de
Oleos, gracas a sua propriedade de inibir a precipitagdo de carbonato de calcio
(FLEISCH, 2002). Ao final da década de 1960, seu potencial para o tratamento
de doencas relacionadas ao metabolismo mineral ésseo comegou a ser
evidenciado (WIDLER et al., 2002).

Os derivados bifosfonatos (BFs) sao analogos inorgéanicos
sintéticos do pirofosfato, em que o oxigénio da cadeia P-O-P foi substituido por
um carbono, resultando em uma estrutura P-C-P (fésforo-carbono-fésforo),
caracteristica que confere estabilidade metabdlica a estes compostos (figura
16) (WIDLER et al.,2002). Segue na figura 16 as estruturas moleculares do

acido pirofosférico e do acido bifosfénico

Xp Xp
~~OH ~OH
/ Ry
o
\ /OH Ry . /OH
= \OH O/ \OH
acido pirofosférico acido bifosfénico

Figura 16: Estrutura quimica dos acidos pirofosforico e bifosfénico.

O pirofosfato é inibidor natural da reabsorgdo Ossea sendo
produzido por varios processos anabdlicos (MARTIN, T.J. et al.,, 2001;
FERNANDES et al., 2005). E rapidamente hidrolisado para seus dois grupos
fosfato constituintes devido ao atomo de oxigénio central da estrutura P-O-P
(FERNANDES et al.,, 2005). Os analogos do pirofosfato sdo resistentes a
hidrolise e a degradagdo enzimatica e sdo quimicamente estaveis. Os BFs
possuem melhor estabilidade metabdlica ja que ndo séo reconhecidos pelas
enzimas pirofosfatases e sdo também estaveis a hidrélises em meio acido

(SZAJNMAN, 2005). Como o pirofosfato, os bifosfonatos ligam-se aos cristais
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de hidroxiapatita do osso e previnem seu crescimento e dissolu¢do (MARTIN,
T. J etal., 2001).

Os BFs sao efetivos inibidores da reabsorgao 0ssea, apresentam
atividade para o tratamento de varias doengas como osteoporose,
hipercalcemia causada por tumores, metastases nos ossos e desordem do
metabolismo de calcio (VEPSALAINEN, 2002; WIDLER et al., 2002; URBINA,
2003; CASTRO, 2003).

O alendronato, por exemplo, €& um potente derivado
aminobifosfonato (figura 17), eficaz no tratamento de doengas que envolvem
um metabolismo anormal de calcio como osteoporose pds-menopausa, doencga
de Paget, metastases 6sseas e hipercalcemia maligna. Este farmaco contém
um grupamento aminico em sua cadeia lateral, que garante poténcia e
especificidade. Como um inibidor da reabsorgcao dssea, o alendronato é de 200
a 1000 vezes mais potente que o etidronato e 100 vezes mais potente que o
clodronato ou o tiludronato (SHINKAI, 1996; KIECZYKOWSKI et al. 1995).

Q NH
N\, ?
e OH
HO \ONa

Figura 17: Alendronato de soédio - Sal monossodico triidratado
(C4H12NN307P2.3H20).

A observacdo de que o pirofosfato € um dos compostos
fosforilados mais abundantes no T. cruzi, junto com o recente descobrimento
de varias enzimas pirofosfatases nestes parasitos, sugere-se que estes
compostos possam ter papel essencial no metabolismo destes parasitos e suas

enzimas possam servir como novo e eficiente alvo terapéutico.
3.7.2. Bifosfonatos na doenca de Chagas

Apesar dos bifosfonatos serem largamente conhecidos como
inibidores da reabsor¢do Ossea, principalmente pelo seu emprego no

tratamento da osteoporose, estes compostos também apresentam atividade
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inibidora da proliferagao intracelular de formas amastigotas de Trypanosoma
cruzi, produzindo uma profunda supressdo em grande numero de
tripomastigotas circulantes e oferecendo uma nova rota em potencial para a
quimioterapia da doenca de Chagas (DOCAMPO, 2001; URBINA, 1999, 2003).

A atividade seletiva destes compostos ao T. cruzi é resultante de
seu acumulo nas organelas acidocalcissbmicas do parasito envolvidas no
armazenamento de cations e polifosfatos, inibindo enzimas envolvidas em
reagcdes organicas e inorganicas de sistema enzimatico especifico e nao
afetando as células do hospedeiro (URBINA, 2003).

Montalvetti e cols, em 2001 relataram que os BFs inibem o
crescimento do protozoario T. cruzi in vitro e in vivo, por meio da competicdo
com o pirofosfato em sua via metabdlica, sem causar toxicidade as células
hospedeiras, por ter acumulo seletivo no parasito. O gene que codifica a
farnesilpirofosfato sintase do T. cruzi (TcFPPS) foi clonado e sequenciado,
sendo esta enzima inibida por BFs que contém nitrogénio em sua cadeia, como
por exemplo, o alendronato, o pamidronato, o risedronato, o homorisedronato e
o zoledronato (figura 18), e menos sensivel aos que nao contém nitrogénio na
cadeia, como o etidronato, que ndo chega a afetar o crescimento do parasito
(MONTALVETTI et al.,2001, COURA et al.,2002).

Segue na figura 18 estruturas de bifosfonatos que contém
nitrogénio em sua cadeia, inibidores de TcFPPS, e do etidronato, sem
nitrogénio na sua cadeia, e que n&o chega a afetar ao menos o crescimento

dos parasitos.

HO HO\ o HO
\_o = \_o N
Ho~ R HO™ Ho~ R
0 o NHz 0 N\ //
\\P NH, \\P \\P
/ OH OH ~\\ OH
HO \OH o~ \OH HO™ on
alendronato pamidronato risedronato
HO HQ
O /OH \ =0 \P/O

—

~ P~oH o~ R N/\ HO CH,
oH \)
-~ O, O,
| pZ O¢P\OH \\P = \\p
OH
N HO/\ HO/ \OH OH

homorisedronato zoledronato etidronato

Figura 18: Farmacos BFs inibidores de TcFPPS.
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O mecanismo de agdo dos compostos BFs contendo nitrogénio
foi proposto recentemente. Atuam inibindo a farnesildifosfato sintase (FDPS).
Essa inibicaio da FDPS leva ao decréscimo na formacido de lipidios
isoprendides como o farnesilpirofosfato (FPP) e o geranilpirofosfato (GPP)
(figura 19). Estes compostos sao requisitados para a posterior reacdo de
prenilagdo translacional (transferéncia de uma cadeia longa de lipidios
isoprendides) de proteinas, incluindo as proteinas de ligagdo GTP, a Ras, Rho,
Rac e Rad.

(0] (0] 0 0
I g
\ \ O/l\o/l\o- X AN AN O/CI)-\O/Cl)-\o_

geranil pirofosfato (GPP) o o farnesil pirofosfato (FPP)

Figura 19: Estruturas moleculares referente a FPP e GPP (FLEISCH, 2002).

Estas proteinas sdo importantes para muitas fungdes celulares. A
interrupcdo de sua atividade ira induzir a série de mudangas, que | evarédo
aodecréscimo de atividade, provavelmente sendo este seu efeito principal,
além da inducdo a morte da célula por apoptose, em varios tipos celulares,
incluindo os osteoclastos. A falta de geranilpirofosfato nos osteoclastos é
provavelmente o grande responsavel por estes efeitos. De fato, quando varios
BFs de varias poténcias foram investigados, observou-se que seus efeitos na
via de mevalonato relacionava-se com a inibicdo da reabsorcdo Ossea
(MONTALVETTI et al. 2001; URBINA, 2003).

Por outro lado os tripanossomatideos requerem prenilacao
protéica para sobreviver, processo que € responsavel pela incorporacéo de
grupos farnesil e geranilgeranil ao carbono terminal de residuos de cisteina de
proteinas GTPase, dando origem a proteinas farnesiladas e geraniladas
(SZAJANMAN, 2005). Estas reacdes de transferéncia sao catalisadas por, pelo
menos, trés diferentes transferases citoplasmaticas. O anexo dos grupos
farnesil e geranilgeranil parecem ser cruciais para a ligagdo das proteinas as
membranas e consequentemente para sua acgéo biolégica. (DOCAMPO, 2001;
SZAJNMAN et al.,, 2005). Assim, a atuacdo dos BFs na formacao destas

proteinas faz com que ocorra, basicamente, uma inibicdo na formagao de
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proteinas de importancia vital par o desenvolvimento do parasito (FERNANDES

et al.,2005), como mostra em resumo a figura 20

HMG-CoA

TL <—— ESTATINAS

MEVALONATO

l

C10 - GERANILPIROFOSFATO

FARNESILPRIFOFOSFATO —> ~— BIFOSFONATOS
SINTASE

ESQUALENO <——— C15 - FARNESILPIROFOSFATO —— PROTEINAS
l FARNESILADAS

Ras, Rho, Rac, Rab
COLESTEROL

C20 - GERANILGERANILPIROFOSFATO —>  PROTEINAS
GERANILGERANILADAS

Figura 20: Efeito dos BFs na via do mevalonato, inibindo a farnesilpirofosfato

sintase. HMG-CoA — hidroximetilglutaril-coenzima A.
Fonte: adaptagéo de Fleisch, 2002.

Em resumo, os compostos bifosfonatos que contém nitrogénio em
sua cadeia atuam no T. cruzi praticamente da mesma maneira que atuam na
reabsorgao 6ssea, inibindo a farnesil pirofosfato sintase (FPPS), resultando em
inibicdo da prenilagao das proteinas. No T. cruzi, pode haver ainda efeitos
adicionais devido a perturbacdo da biossintese de esterdis (SZAJNMAN et al.,
2005).

Martin e cols. verificaram a agdo dos BFs que possuem nitrogénio
na cadeia lateral, sobre o crescimento dos parasitos Trypanosoma brucei,
Trypanosoma cruzi, Leishmania donovani, Toxoplasma gondii e Plasmodium
falciparum. Observou-se que o pamidronato causa uma queda na parasitemia
de ratos infectados com T. cruzi e inibe a replicagao intracelular in vitro de
amastigotas (URBINA et al., 1999); o risedronato inibe a proliferacdo de
epimastigotas e a biossintese de esterdis no nivel do pré-esqualeno (MARTIN
et al., 2001).

Ha um interesse consideravel no desenvolvimento de novos
quimioterapicos baseado em aspectos unicos da estrutura e metabolismo do

parasito. O T. cruzi desenvolve-se intracelularmente em seus hospedeiros
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vertebrados e sofre durante todo seu ciclo de vida ao estresse oxidativo e a
muitas mudancgas drasticas nesse microambiente. Sua sobrevivéncia neste
meio complexo exige apropriadas caracteristicas de defesa como uma fonte de
energia, fontes de carbono, e fontes de ions, como o Ca 2 (URBINA, 2003).

Nos protozoarios patogénicos a via responsavel pela sintese de
diversos esterois e poliisoprendis envolve a enzima farnesilpirofosfato sintase,
levando a formacé&o do farnesilpirofosfato.

A proteina T. cruzi farnesilpirofosfato sintase (TcFPPS) é o alvo
molecular atrativo para o desenvolvimento de novos farmacos, ja que o
crescimento do T. cruzi € inibido pelos intermediarios reativos analogos destes
substratos (MONTALVETTI et al., 2001; SZAJNMAN et al., 2005). Esta
proteina possui 362 aminoacidos e uma massa molecular de 41.2 kDa. Estudos
revelam que uma expressado heteréloga de TcFPPS em Escherichia coli
produziu uma enzima funcional que foi inibida por BFs contendo nitrogénio
como, alendronato, pamidronato, homoresidronato e risedronato, e menos
sensivel aos compostos que nao contém nitrogénio, como o etidronato (figura
18) (MONTALVETTI et al., 2001).

A base bioquimica para os efeitos destes compostos contendo
nitrogénio é a inibicdo da enzima da farnesilpirofosfato sintase, que vai agir
inibindo a via do mevalonato. A via do mevalonato, por sua vez, catalisa a
formacgao do substrato para a prenilagdo das proteinas. Estando a via inibida,
consequentemente, tem-se um decréscimo na formag&o dos lipidios — como
mostra a figura 20 (MONTALVETTI et al. 2001; FLEISCH, 2002;
VEPSALAINEN, 2002; URBINA, 2003; SZAJNMAN et al., 2005).

O mevalonato é parte integrante na formacédo do esqualeno na
biossintese do colesterol. O processo de formacado do colesterol ocorre em
quatro estagios, como mostra o esquema 1. No estagio (1), trés unidades de
acetato se condensam para formar um intermediario com 6 carbonos, o
mevalonato. O estagio (2) envolve a conversdao do mevalonato em unidades de
isopreno ativado e o estagio (3) consiste na polimerizagdo das seis unidades
com 5 atomos de carbono do isopreno para formar a estrutura linear do
esqualeno, com 30 atomos de carbono. Finalmente, no estagio (4), a ciclizagao

do esqualeno forma os 4 anéis do nucleo esteréide e uma posterior série de
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mudangas (oxidagdes, remogao ou migragdo de grupos metila) que levam ao
produto final, o colesterol (NELSON et al., 2002).

2 2
3 Hgg—COO0' ~———>  00C——C —C——C —C —OH
@ |
ACETATO OH (2)
MEVALONATO

ISOPRENO ATIVADO

\ B ESQUALENO

X
)
COLESTEROL
HO

Esquema 1: Biossintese do colesterol (NELSON et al., 2002).

Os efeitos de uma série de BFs derivados de acidos graxos foram
analisados contra o T. cruzi, sendo que alguns destes farmacos foram
inibidores potentes da proliferagéo intracelular de amastigotas (SZAJNMAN et
al., 2003). A acado seletiva de BFs contendo nitrogénio contra T. cruzi em
comparagao as células de mamiferos pode ser resultado de um acumulo
preferencial destes farmacos nos acidocalcissomas dos parasitos — que sao
organelas ricas em calcio, pirofosfato, magnésio, sodio, zinco e polifosfatos
(URBINA et al.,1999; DOCAMPO e MORENO, 2001, COURA et al.,2002;
GARZONI, et al , 2004; FERNANDES et al., 2005).

Recentes trabalhos mostram e identificam a presenca de bolsas
de calcio, os acidocalcissomas, que sado organelas unicas nestes parasitos
(figura 21, esquema 2), onde sdo armazenados grande parte de sua fonte de
Ca?*, junto com grande quantidade de magnésio, sédio, zinco, fésforo e

polifosfatos (polyPs) - apesar de que a natureza quimica dos compostos de
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fosforo nestes vacuolos ainda ndo esteja completamente elucidada (URBINA et
al.,1999; DOCAMPO e MORENO, 2001).

Os acidocalcissomas s&o caracterizados por sua natureza
acidica, alta densidade de elétrons e alta concentragcao de polifosfatos e outros
elementos, visualizados através de microanadlises de raios-X. A presenca
destas organelas em muitos microrganismos, como bactérias, fungos, algas e
protozoarios e sua aparente auséncia em células de mamiferos possibilita
alvos promissores para o desenvolvimento de quimioterapia especifica e
seletiva (DOCAMPO e MORENO, 2001). Os acidocalcissomas podem ser
visualizados como vacuolos circulares em tripanosomatideos vivos ou
permeabilizados. Estas organelas possuem didmetro avaliado em 200+90 nm e
seu numero varia de célula para célula. Nos epimastigotas de T. cruzi séo
normalmente observados mais de 40 vacuolos com alta densidade eletronica
de diferentes tamanhos. Nos amastigotas, estes vacuolos sdo ocasionalmente
organizados em filas e localizados preferencialmente na periferia da célula, e
nos tripomastigotas localizam-se na regiao anterior, muito préximo ao flagelo
(DOCAMPO e MORENO, 2001).

A existéncia de organizagdo alinhada dos acidocalcissomas em
algumas células sugere interagdo destes com componentes do citoesqueleto
celular. Observaram-se estruturas semelhantes em estudos de tripomastigotas
prociclicos e de circulagdo sanguinea de Trypanosoma brucei, de
promastigostas e amastigotas de Leishmania spp., taquizoitas de Toxoplasma
gondii e merozoitas de Plasmodium falciparum. Em estudos de fracionamento
celular, usando-se marcadores adequados, confirmou-se que estas organelas
sdao diferentes de lisossomas e vacuolos endociticos, ndao pertencendo,
portanto ao sistema endocitico celular (DOCAMPO e MORENO, 2001).
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Figura 21: Ultraestrutura de epimastigotas puros.

As setas mostram os acidocalcissomas (A) ou os vacuolos vazios que sao deixados apds o
tratamento com pirofosfatase, em (B), bar, 1 um.
Fonte: URBINA et al., 1999.

Os acidocalcissomas de T. cruzi, representado no esquema 2,
mostram conter grandes quantidades (provavelmente em valores de mM) de
fésforo, magnésio, calcio, sédio e zinco (a alta concentragdo destes compostos
parece ter o mecanismo de balancear as cargas negativas dos polyPs -
polifosfatos), e pouco de cloreto, potassio e enxofre. A baixa concentragao de
enxofre sugere o baixo conteudo de proteinas (pelo menos aquelas contendo
metionina e cisteina) (DOCAMPO e MORENO, 2001). Outros estudos
revelaram que a FPPS requer certa concentragdo de magnésio (Mg?*) para sua
atividade otima. De fato, a estrutura cristalografada desta proteina indica que
dois ou trés fons Mg?* podem estar presentes no sitio de acdo (SZAJNMAN et
al., 2005).
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Esquema 2: Esquema representativo de um acidocalcissoma.

A captacao de Ca* ocorre em troca com o H* por uma reagao catalisada por ATPase-Ca**
vacuolar que pode ser inibido. O gradiente H* é estabelecido por ATPase-H" vacuolar e um
aminometilenodifosfonato (AMDP)-sensivel e PPase-H" vacuolar. O transporte de CI', pelo
canal de cloreto, esta associado com a funcdo vacuolar ATPase-H". A liberacéo de Ca* ocorre
em troca com o H+ e é favorecida pela troca com o préton-Na+. O acidocalcissoma € rico em
pirofosfato e outras cadeias curtas de polifosfatos (polyPs), magnésio (Mg), célcio (Ca), sédio
(Na) e zinco (Zn). [A composig&o interna dos acidocalcissomas pode variar]

Fonte: DOCAMPO e MORENO, 2001.

O fésforo presente nestas organelas do T. cruzi, T. brucei e L.
major, esta na forma de cadeias curtas e condensadas de polyPs: di-, tri-, tetra-
e pentapolifosfatos como agregados microcristalinos (DOCAMPO e MORENO,
2001). O estoque de fosfato como polyPs reduz os efeitos osméticos nas
células. Baseado na concentragdo total de polyPs em diferentes estagios do T.
cruzi, o volume relativo dos acidocalcissomas neste parasito € de 0,86, 2,3 e
0,26% do volume celular total nos epimastigotas, amastigotas e tripomastigotas
respectivamente. Assumindo que os polyPs presentes nestes organismos
estdo essencialmente concentrados nos acidocalcissomas, a concentracio
destes compostos calculada nestas organelas esta entre 3-8 M. Esta hipotese
€ consistente com sua alta densidade eletrénica in situ. Outros componentes
da organela, como carboidratos e lipidios podem estar envolvidos em manter a
configuragéao fisica (DOCAMPO e MORENO, 2001).
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Os polyPs presentes, como os PPi, podem ser usados no lugar
do ATP, como doadores de energia em varias reagdes dos tripanosomatideos,
como nas de piruvato glicossomico, fosfato diquinase e na translocagéo
vacuolar de pirofosfatase, que parece direcionar a captagdo de prétons no
compartimento acidocalcisdmico pela quebra de pirofosfato citosélico.

Baseado nas rapidas respostas do metabolismo do ATP sugeriu-
se que mesmo altos niveis de polyPs poderiam suprir a energia por apenas um
ou dois segundos posto que um papel regulatério para os polyPs deve ser
considerado (DOCAMPO e MORENO, 2001). Os resultados destes estudos
revelam que nos parasitos em estado de replicagdo o pirofosfato € mais
abundante que o ATP e grande parte deste estd localizado nos
acidocalcissomas, num total de 23% (URBINA et al.,1999; 2004;
SEUFFERHELD et al.,, 2003; DOCAMPO, 2001). Os resultados foram
confirmados com analises que mostraram que nas formas epimastigotas as
concentragdes de pirofosfato inorganico e ATP foram de 194,7+25,9 e 37,615,5
nmol/mg de proteina, respectivamente, e nas formas amastigotas as
concentragcdes foram de 358,0£17,0 e 36,0+1,9 nmol/mg de proteina. PolyPs
sao essenciais, mesmo em baixos niveis, para a adaptacdo a varios tipos de
estresse e para a sobrevivéncia do microrganismo. Isto é extremamente
importante para os parasitos que vivem em ambientes com diferentes
condigdes osmoticas, como em diferentes localizagdes, como nos insetos
vetores, na circulagdo sanguinea ou no citosol de células de hospedeiros
(DOCAMPO e MORENO, 2001).

O alendronato (figura 17) é tao efetivo quanto o pamidronato na
inibicdo da proliferagdo intracelular do T. cruzi, com IC5p = 65 um, ja o
residronato, menos efetivo, com ICsp = ~ 300 um. Quando testados no vacuolo
acidocalcissbmico, a atividade da pirofosfatase na concentragao inibitoria foi
maior, ICs5p = 256 e 90 um para o alendronato e pamidronato, respectivamente,
enquanto que 500um de residronato inibiram apenas 25% da atividade da
pirofosfatase (URBINA et al., 1999).
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3.7.3. REA E PROPRIEDADES FiSICO-QUIMICAS

A atividade bioldgica dos BFs pode ser modificada alterando-se a
estrutura das duas cadeias laterais ao atomo de carbono. A ligagédo e a
afinidade pelos cristais 6sseos, por exemplo, é dependente da estrutura P-C-P
e determinada pela presenga de um grupo hidroxil (-OH) em R; (figura 22). A
estrutura e a configuracdo tridimensional de R, determina os efeitos celulares
dos BFs, poténcia e afinidade farmacoldgica e sua relativa eficacia como
inibidores de reabsorcao 6ssea (MARTIN,T.J, 2001; FERNANDES et al., 2005).

OH OH OH R, OH
O—P——O0——P=—0 O—P——C—P—=0
OH OH OH R, OH
acido pirofosfoérico acido bifosfonico

Figura 22: Estruturas gerais do acido pirofosférico e acido bifosfonico.

A substituicdo do atomo de oxigénio entre as duas porcoes de
acido fosfénico do pirofosfato por um atomo de carbono possibilitou grande
numero de variagdes, principalmente a inclusdo de cadeias laterais a estas
estruturas. Pequenas mudancas na estrutura dos BFs podem trazer extensas
alteragdes em suas caracteristicas fisico-quimicas, bioldgicas, terapéuticas e
toxicologicas (FLEISCH, 2002). Assim, diferentes substituintes ligados ao
atomo de carbono central dao caracteristicas Unicas para cada farmaco.
Derivados com um grupo amino (-NH;) ao final da cadeia lateral sao
extremamente ativos. Além disso, o comprimento da cadeia lateral € também
muito importante, sendo a maior atividade encontrada em compostos com
quatro carbonos, como o alendronato (figura 17). Recentemente, foi
demonstrado que o grupo amino ndo tem que estar localizado necessariamente
ao final da cadeia. No entanto, ainda ndo esta bem clara a relacdo existente
entre estrutura quimica e atividade biolégica, mas sabe-se que a estrutura P-C-
P é fundamental para a atividade e que a intensidade do efeito é dependente
da cadeia lateral (FERNANDES et al., 2005).
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Os BFs de maior importancia farmacologica sao aqueles que
contém nitrogénio em sua cadeia e o padrdo de inibicdo observado com os
diferentes bifosfonatos esta de acordo com a proposta feita de que os
compostos mais potentes sdao aqueles que contém atomo de N no C-3 da
cadeia e podem atuar como ion aziridinio [ou aza-carbocation], um
intermediario reativo do substrato alilico dimetilalil pirofosfato/geranil pirofosfato
[DMAPP/GPP], analogo de difosfatos isoprendides para a biossintese de
isoprendides (SZAJNMAN et al.,2005).

Os compostos de primeira geragdo, como o etidronato, possuem
cadeia alquilica lateral, os de segunda geragédo, como o alendronato, possuem
grupamento aminico terminal, e os de terceira geragdo, como o zoledronato,
uma cadeia ciclica lateral (VEPSALAINEN, 2002; WIDLER, 2002), como

mostra a figura 23.

HO Ho HO
\P/O \ ¢O \P¢O
=
HO™ CH, Ho~ R HO™ N/\N
O\\ O\\ NH; O\\ \)
P
R o ho” \ . OH AR oH
AN OH HO™ “on
HO OH ctidronato alendronato zoledronato

Figura 23: Estruturas referentes aos BFs de 12, 2 @ e 3 @ geragdes — etidronato,

alendronato e zoledronato — respectivamente.

Os BFs sao sintetizados por varias rotas sintéticas
(KIECZKOWSKI et al.,1995; ALENDRONATE, 1996, WIDLER, 2002;
GUITTENS et al.,2005) que levam a producao de compostos com diferentes
estruturas quimicas e rendimentos (FERNANDES et al.,2005) e que podem ser
analisados qualitativa e quantitativamente por um conjunto de técnicas
analiticas eficientes. As mais comuns sdo a cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE), cromatografia gasosa (CG) e eletroforese capilar (EC),
utilizando diferentes detectores, tais como espectrémetro de massas (MS),
indice de refracdo, espectrofotdmetro de ultravioleta (UV) e eletroquimicos
(FERNANDES et al., 2005; RIBEIRO et al., 2005).

A grande maioria das propostas para determinagcdo quantitativa

dos BFs envolve a CLAE, utilizando principalmente a cromatografia liquida de
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troca ibnica (CLAE-TI) e a cromatografia liquida em fase reversa (CLAE-FR)
(RIBEIRO et al. 2005). Os métodos propostos para determinacédo de BFs em
CLAE-FR, empregam na sua maioria, a deteccdo por ultravioleta ou
fluorescéncia. Porém a maioria dos BFs nao apresenta propriedades
cromoforas. Sendo assim, os compostos precisam ser submetidos previamente
a uma reacgao de derivatizagado que tem como objetivo conferir a capacidade de
absorver radiacao ultravioleta ou de emitir fluorescéncia (RIBEIRO et al., 2005).

Os BFs tém propriedades de absorcao, distribuicdo e eliminacao
semelhantes, mas propriedades de reabsorcao diferentes. A biodisponibilidade
(fracdo de uma dose que alcanga a circulagdo sistémica) oral de todos os BFs
€ baixa, devido a alta ionizagédo destes compostos em pH fisiolégico, que os faz
muito polares, pouco lipofilicos, dificultando o transporte através da barreira
epitelial, sendo fracamente absorvidos pelo trato gastrintestinal (TGI)
(FERNANDES et al.,, 2005). Apresentam baixa absorgdo intestinal em
humanos, com biodisponibilidade de 0,7% para o alendronato, 0,3% para a
pamidronato, 3-7% para etidronato e 1-2% para clodronato (FERNANDES et
al., 2005). Além do mais, sdo moléculas relativamente grandes, negativamente
carregadas no pH intestinal e complexam facilmente com cations divalentes
como o Ca?", prejudicando ainda mais sua absorg¢do. A presenga de alimentos
causa acentuada diminuicdo na absorcdo dos BFs, devendo estes ser
administrados pelo menos 30 minutos antes da primeira alimentagcao diaria
(DIEZ-PEREZ, 2002, FERNANDES et al.,2005).

Os BFs possuem de 4 e 6 valores de pKa, dependentes da
estrutura da cadeia lateral; o clodronato e o alendronato possuem valores de
pKa entre 1,7, 2,1, 5,7, 8,3 € 0,8, 2,2, 6,3, 10,9, 12,2, respectivamente. Ainda,
os BFs tém demonstrado que s&o ativos quando pelo menos trés grupos
ionizaveis estéo presentes na molécula (VEPSALAINEN, 2002).

De acordo com revisdes, muitas tentativas tém sido feitas para o
aumento da biodisponibilidade dos BFs, mas algumas com resultados
limitados. Tipicamente, o problema basico esta relacionado a altas doses
necessarias e os efeitos colaterais subsequentes. Sabe-se, que a
biodisponibilidade oral dos compostos é dependente do seu coeficiente de
particao (log P), e ha eficiente transporte transcelular passivo quando o log P

esta entre 2 e 3. O preciso valor de log P para qualquer BF é dificil de ser
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medido, devido a sua baixissima lipofilicidade e, ainda, valores elevados de log
P podem caracterizar o mascaramento de um ou mais grupamentos ionizaveis
com grupos funcionais biorreversiveis (VEPSALAINEN, 2002).

Assim, uma compreensivel solu¢do para melhorar os problemas
relacionados aos baixos valores de log P € a sua conversdo nos respectivos
pro-farmacos. Mesmo que teoricamente existam varias possibilidades de
pontos de ligagdo que possam ser usados para o aumento da lipofilicidade dos
BFs, e assim, aumentar sua biodisponibilidade, algumas dificuldades sao

encontradas, como:

» apenas alguns BFs possuem grupos disponiveis na cadeia lateral

(como grupos NH; e/ou OH);

» a modificagao seletiva dos grupos ligados aos atomos de fésforo €

sinteticamente dificil;

» aidentificagdo dos produtos sintéticos sem métodos

espectroscopicos eficazes é prejudicada;

» para as analises em HPLC, um detector especial € necessario para

detectar os BFs que sao desprovidos de grupos cromoforos.

Pela literatura consultada detectam-se trés tipos principais de pro-
farmacos derivados de BFs, quais sejam (VEPSALAINEN, 2002):

» porgdes que sao ligadas ao carbono central da cadeia; ou
» aos atomos de fésforo via ligagcdes éster ou amida e;
» proéprios BFs como ligantes para outros farmacos.

Considerando que estes derivados bifosfonatos sao farmacos
aprovados pela Food and Drug Administration — FDA para tratamentos
prolongados em disturbios dos ossos, pode-se antecipar que esses
apresentem baixa toxicidade quando introduzidos como novos compostos
(COURA e CASTRO, 2002; MONTALVETTI, 2001; SZAJNMAN, 2003).
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Estes derivados podem ter uso potencial no tratamento de
infeccbes parasitarias, visto que milhdes de pessoas ja foram tratadas com
bifosfonatos; por outro lado e desde que seja provada sua atividade
antichagasica, os BFs inibidores de FPPS constituem classe de compostos
para o desenvolvimento de agentes quimioterapicos mais seletivos
(MONTALVETTI et al., 2001; DOCAMPO, 2001).

3.8. Planejamento de farmacos

O processo de descoberta de novos farmacos, atribuicdo da
Quimica Medicinal, caracteriza-se por sua complexidade, fruto da multiplicidade
de fatores que envolvem o planejamento molecular de novas estruturas
capazes de apresentarem os efeitos farmacolégicos desejados, com
biodisponibilidade ao seu emprego terapéutico, seguro e confortavel
(BARREIRO, 2002).

Quimica Medicinal é a ciéncia que vincula o descobrimento ou
planejamento de novos compostos quimicos terapéuticos e o desenvolvimento
a medicamento uteis. Isso pode envolver a sintese de novos compostos,
investigagcdes das relagdes que podem existir entre a estrutura de compostos
naturais e/ou sintéticos e sua atividade bioldgica, elucidagdes e suas interagdes
com os varios tipos de receptores, incluindo enzimas e DNA, determinacao de
sua absorgao, transporte, e propriedade de distribuicdo, e estudos das
transformagdes metabodlicas destes compostos quimicos em outros
(SILVERMAN, 1992).

A Quimica Medicinal tem sido praticada a milhares de anos. O
homem tem procurado pela cura de doencas mascando ervas, frutos, raizes e
cascas de arvores. Algumas destas tentativas clinicas foram bem sucedidas,
no entanto, ndo anteriormente a 100-150 anos, quando o conhecimento sobre
constituintes ativos destas fontes naturais foi conhecido. Os primeiros registros
escritos das culturas Chinesa, Indiana, Sul Americana e Mediterranea
descrevem os efeitos terapéuticos de varias misturas de plantas (SILVERMAN,
1992).

Dois dos mais antigos medicamentos foram descritos ha 5100

anos atras pelo Imperador Chinés Shen Nung em seu livro de ervas chamado
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Pentsao. Um deles € o Ch’ang Shan, a raiz Dichoroa febrifuga, que foi prescrita
para febre. Esta planta contém alcaléides que sao utilizados para o tratamento
da malaria nos dias de hoje (SILVERMAN, 1992).

Se a abordagem ao descobrimento de farmacos tivesse
continuado como nos tempos antigos, poucas doengas poderiam ser tratadas
nos dias de hoje. Produtos naturais constituem uma pequena porcentagem dos
farmacos no mercado atual. Tipicamente, quando um produto natural é
encontrado por ser ativo, este € quimicamente modificado para melhorar suas
propriedades. Como resultado dos avancos feitos nos métodos de sintese e
separacao de compostos e nas técnicas bioquimicas desde década de 40, o

planejamento racional farmacos tem sido possiveis (SILVERMAN, 1992).
3.8.1. Modificacdo Molecular

No que se refere a introducdo de novos farmacos na terapéutica
os processos de modificagdo molecular (BUNDGAARD, 1985, 1991
KOROLKOVAS, 1988; WOLF, 1995; FRIIS e BUNDGAARD, 1996; WERMUTH,
1996) sdo considerados promissores e merecem destaque.

A modificacdo molecular € o método mais promissor na
introdugdo de novos farmacos na terapéutica (KOROLKOVAS, 1988;
WERMUTH, 1996). Tal processo permite que as propriedades indesejaveis dos
protétipos sejam diminuidas e as caracteristicas desejaveis, ressaltadas,
mediante retirada, substituicdo, introdugdo de grupos quimicos cuja
participagcédo na atividade biologica é determinante, ou cuja formagao acessoria
pode auxiliar na interagdo com o receptor. Apesar de, em geral, a modificagéo
molecular classica nao utilizar as bases moleculares da doenga como suporte
racional para o planejamento de novos farmacos, esse foi o processo mais

proficuo de introdugdo de farmacos na terapéutica.
3.8.2. Latenciacéao

Entre os processos de modificagdo molecular destaca-se a
latenciagao (BUNDGAARD, 1985; CHUNG e FERREIRA, 1999).
A latenciagdo tem sido bastante utilizada nos ultimos anos,

tornado-se uma das principais ferramentas na area de planejamento de
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quimioterapicos especificos (CHUNG e FERREIRA, 1999, CHUNG et al.,
2005).

O termo latenciacdo de farmacos foi proposto em 1959, por
Harper, e consiste, basicamente, na transformacao do farmaco em forma de
transporte inativo, que, in vivo, mediante reagdo quimica ou enzimatica, libera a
porcado ativa no local de acdo ou proximo dele, conforme esquema 3 abaixo
(WERMUTH, 1996). Uma das formas latentes obtidas nesse processo €

denominado pré-farmaco.

\ FARMACO + TRANSPORTADOR
/ Biotransformagéo enzimatica
ou quimica

FARMACO

/

BARREIRA

Esquema 3: Representacdo esquematica do conceito de pré-farmacos
(adaptacédo - BUNDGAARD,1991).

Entretanto, somente em meados da década de 70, quando
pesquisadores comegaram a tragar os destinos dos farmacos no organismo,
compreendendo melhor a absorgdo, metabolismo, distribuicdo e excregéo, o
planejamento de farmacos utilizando o processo de latenciagdo tomou rumo
mais definido (CHUNG e FERREIRA, 1999; CHUNG et al., 2005).

Muitas razdes relacionadas ao farmaco matriz justificam a
necessidade de modificagdo molecular por meio da latenciagdo. Mesmo
havendo mais de 7000 farmacos disponiveis para o tratamento da maioria das
doencas, muitas propriedades fisico-quimicas, farmacocinéticas,

farmacodinémicas e toxicoldgicas destes farmacos podem se tornar barreiras
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para seu uso na clinica, considerando também caracteristicas organolépticas
indesejaveis (SILVA et al., 2005).

Com o objetivo de aperfeicoar muitas propriedades fisico-
quimicas de um farmaco, que ¢é refletida em suas caracteristicas
farmacocinéticas, o processo de latenciagdo, atualmente conhecido como
planejamento de pré-farmaco, € uma boa alternativa. O interesse nesse
planejamento de pro-farmacos como alternativa para a melhora na efetividade
do farmaco tem aumentado. Por exemplo, entre os farmacos considerados
blockbusters no mercado farmacéutico, cinco deles — lovastatina, sinvastatina,
omeprazol, aciclovir e enalapril — s&o pro-farmacos, conforme figura 24
(ETTMAYER, 2004; CHUNG et al.,2005; SILVA et al. 2005).
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Figura 24: Alguns pro-farmacos blockbuster (ETTMAYER et al., 2004).
3.8.3. Planejamento e aplicacdo de pro-farmacos

Durante os ultimos 25 anos tem se tornado dbvio que processos
comuns para o transporte de agentes terapéuticos para seus sitios de acgéo
dentro do corpo sao geralmente ineficientes e incertos. A otimizacdo do
transporte de farmacos e, consequentemente a melhoria na sua eficacia
insinua um transporte eficiente e seletivo da substancia para o sitio de agdo. O
reconhecimento da importdncia do transporte de farmacos para melhores
indices terapéuticos tem sido seguido pelo aumento das atividades de pesquisa

nesta area, e mais atengdo tem sido focada nas abordagens que visam o
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aumento da eficacia e a redugdo da toxicidade e dos efeitos adversos nao
desejaveis controlando sua absorgdo, niveis sanguineos, metabolismo,
distribuicdo e captura celular (FRIIS e BUNDGAARD, 1996). O planejamento
de pro-farmacos inclui uma area de pesquisa de farmacos, interessada na
otimizagdo do transporte de farmacos.

Adrien Albert em 1958, definiu pro-farmaco como qualquer
composto que necessite biotransformacido prévia para exibir seus efeitos
farmacolégicos (FRIIS e BUNDGAARD, 1996; WERMUTH, 1996; CHUNG e
FERREIRA, 1999; ETTMAYEER et al.,, 2004; SILVA et al., 2005). Este
processo compreende a transformacdo do farmaco em forma de transporte
inativo que in vivo, mediante reacdes quimicas ou enzimaticas, libere a porcao
ativa no local de agao ou o mais proximo dele, conforme mostrado no esquema
3.

Uma definicdo expandida considera pro-farmaco como farmaco
ativo, quimicamente transformado em derivado inativo, que é convertido por
ataque quimico ou enzimatico, ou de ambos, ao farmaco matriz no organismo,
antes ou apos alcancar seu local de acdo (CHUNG et al., 2005). A formacéao do
pré-farmaco precisa ser considerada como transicdo quimica para alterar ou
eliminar propriedades indesejaveis da molécula matriz do farmaco (FRIIS e
BUNDGAARD, 1996).

Pro-farmacos sao planejados para superarem problemas
farmacéuticos e farmacocinéticos associados com a molécula matriz, que caso
contrario, poderia ter seu uso clinico limitado. Um grande nuamero de barreiras
pode limitar o uso clinico de um farmaco. Na fase farmacéutica, por exemplo,
tem-se a incorporagdo de um grupo quimico em potencial a um sistema de
transporte de farmacos ou forma farmacéutica; barreiras podem ser
representadas por problemas de formulacdo devido a propriedades fisico-
quimicas do farmaco, como baixa solubilidade em agua, baixa estabilidade
quimica, sabor e odor desagradaveis, entre outras (FRIIS e BUNDGAARD,
1996). E na fase farmacéutica que se observam os principais problemas
farmacotécnicos, tais como falta de solubilidade adequada, comprometendo a
dissolugdo, passo determinante na agao do farmaco e estreitamente ligado a

biodisponibilidade.
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Na fase farmacocinética, a absorcéao, distribuicdo, metabolismo e
excrecao do farmaco, maiores barreiras que podem limitar o uso do farmaco
sédo (FRIIS e BUNDGAARD, 1996):

» Absorg¢ao incompleta do farmaco através das membranas
biolégicas, como mucosa gastrintestinal ou barreira hemato-

encefalica;

> Biodisponibilidade sistémica incompleta de um farmaco devido ao

metabolismo pré-sistémico (metabolismo de primeira passagem);

» Absorgao ou excrecao muito rapida do farmaco quando uma agéao

prolongada € desejada;

» Problemas de toxicidade relacionados a irritacédo local ou

distribuicdo a tecidos que nédo aqueles 6rgaos alvo desejados;
> Baixa especificidade do farmaco.

Outros problemas identificados consistem em elevada toxicidade,
baixa estabilidade quimica, odor e paladar inconvenientes, dor no local de
administragcdo, formulacdo farmacéutica de dificil preparo (CHUNG e
FERREIRA, 1999; CHUNG et al., 2005). Alguns destes problemas que limitam

a utilizacio do farmaco estéo representados no esquema 4 abaixo.
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absorgéo, distribuigao ou
eliminagéo inadequadas

passagem .
através de metaboliso

Problemas relacionados com
FARMACOCINETICA

!

FARMACO

problemas de problemas

TOXICIDADE

toxicidade
intrinseca \/

insobilidade‘/

em agua

necessidade de
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membranas pré-sistémico

ARMACOTECNICOS

insobilidade

distribuicao i o
inespecifica incompatibilidades
quimicas )
l ou fisico-quimicas sabor desegradavel
farmacéuticas

nas formas dor no local de aplicagdo

Esquema 4: Alguns problemas que limitam a utilizagdo do farmaco.

Fonte:CRUZ, 1995.
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Para permitir aprimoramento das propriedades do farmaco matriz,

os pro-farmacos devem possuir caracteristicas importantes, tais como (FRIIS e
BUNDGAARD, 1996; CHUNG e FERREIRA, 1999; ETTMAYEER et al., 2004):

» inatividade ou menor atividade do que o farmaco matriz;

» obtencao por sintese menos complexa que a do farmaco matriz,

sempre que possivel;

> ligacéo entre o farmaco matriz e o transportador cindida, in vivo, por

via quimica ou enzimatica;

» falta de toxicidade do transportador;

» cinética adequada de biotransformacéo direta tanto quanto de

inativacdo, assegurando niveis eficazes do farmaco no local de

acao.
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Durante o planejamento de um pro-farmaco alguns critérios
devem ser considerados (BUNDGAARD, 1991; CHUNG e FERREIRA, 1999):

» existéncia de grupos funcionais na molécula-matriz capazes de

sofrer derivatizagao;

» existéncia de mecanismos e/ou sistemas no organismo capazes de

bioativar o pro-farmaco;
» facilidade e simplicidade da sintese e purificagao do pré-farmaco;
» estabilidade quimica do pro-farmaco;
» regeneracgao, in vivo da molécula matriz, em quantidades ideais;
» toxicidade do transportador e do pré-farmaco per se.

Um requisito basico para que a abordagem dos pro-farmacos seja
utii na solugdo de problemas de transporte de farmacos, € a pronta
disponibilidade de derivados quimicos que satisfagcam as exigéncias dos pro-
farmacos, sendo a mais proeminente, a conversao do pré-farmaco a molécula
matriz in vivo. A conversao do pré-farmaco pode acontecer antes da absorcao
(por exemplo, no trato gastrintestinal), durante ou depois da absor¢do ou em
sitios de acao especificos dos farmacos no organismo, todos dependentes do
objetio para que cada pro-farmaco é planejado. O ideal é que o pré-farmaco
seja convertido ao farmaco assim que sua meta seja alcangada. Por exemplo,
pro-farmacos desenvolvidos para superar problemas de solubilidade em
formulagbes para injegcdes intravenosas devem preferencialmente ser
convertidos imediatamente ao farmaco matriz logo apds a injecéo, para que a
concentracdo de pré-farmaco circulante possa rapidamente se tornar
insignificante a do farmaco ativo. De forma reciproca, se o objetivo do pré-
farmaco é produzir uma duracao de acao sustentada, a taxa de conversédo nao
deve ser tdo alta (FRIIS e BUNDGAARD, 1996).

A conversido necessaria ou ativacdo de pré-farmaco a molécula
matriz no organismo pode acontecer por varias reagdes. Os pro-farmacos mais
comuns sao aqueles que requerem uma hidrélise mediada por catalise

enzimatica. Espécies de farmacos ativos que contém grupos hidroxila (-OH) ou
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carboxila (-COOH) podem frequentemente ser convertidos a ésteres de pro-
farmacos, dos quais a forma ativa é regenerada por esterases, como no
sangue e figado. Em outros casos, substancias ativas sao regeneradas de
seus pré-farmacos por redugao bioquimica ou processos oxidativos. Além do
uso de varios sistemas enzimaticos do organismo para realizar a ativagao
necessaria dos pro-farmacos, sistemas tampdes e o valor da constante relativa
do pH sanguineo (pH 7,4) podem ser uteis no desencadear da liberagdo do
farmaco a partir do pro-farmaco. Nestes casos, os pro-farmacos sao
caracterizados pela alta labilidade quimica em pH 7,4, enquanto
preferencialmente, exibiria uma estabilidade maior em, por exemplo, pH 3,4.
Assim como sera discutido adiante exemplos deste pro-farmaco € a N-base de
Mannich. Uma séria desvantagem dos pro-farmacos que requer liberagao
quimica (ndo enzimatica) de seus compostos ativos € a labilidade inerente dos
compostos, elevando alguns problemas de estabilidade das formulagdes
principalmente das preparacgdes de solugdes (FRIIS e BUNDGAARD, 1996).

Dessa forma, a latenciagdao permite, mediante a escolha de
transportadores adequados, via de regra, desprovidos de atividade bioldgica, a
melhoria das propriedades do farmaco (BUNDGAARD, 1991; CHUNG e
FERREIRA, 1999). Assim, o desenvolvimento de pré-farmacos tem como
objetivo resolver diversos problemas relacionados aos farmacos, como baixa
disponibilidade, diminuicdo de toxicidade e efeitos colaterias, melhorar
caracteristicas farmacocinéticas dos farmacos, prolongamento de agéo, falta de
seletividade e instabilidade, resolucdo de problemas relacionados a
formulagdo, com estabilidade e, solubilidade e propriedades organolépticas,
entre outros (FRIS e BUNDGAARD, 1996; CHUNG e FERREIRA, 1999;
ETTMAYEER et al., 2004).

» Classificacao de pro-farmacos

Wermuth, em 1984 (WERMUTH, 1984,1996), classificou as
formas latentes em pré-farmacos, subdivididos em pré-farmacos classicos,
bioprecursores, mistos e farmacos dirigidos, sendo que a principal

caracteristica que diferencia essas duas categorias é a forma de transporte
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(CHUNG e FERREIRA, 1999; ETTMAYER et al., 2004; CHUNG et al., 2005,
SILVA et al., 2005).
Especialmente no caso de pro-farmacos classicos e

bioprecursores, o planejamento pode ser dividido em trés passos basicos:
» identificacdo do problema associado ao farmaco;
» identificacdo das propriedades fisico-quimicas a serem alteradas;

» escolha do transportador adequado, no caso de pro-farmacos
classicos, e da ligagao a ser cindida no compartimento biolégico

desejado.
> Bioprecursores

Bioprecursores sao farmacos latentes, que nao apresentam um
transportador propriamente dito, pois sdo moléculas inativas, que sofrem
biotransformacgao (geralmente pelo sistema redox), in vivo, para se transformar
em metabdlito ativo.

A lovastatina € inibidor da enzima HMG-CoA (3-hidroxi-3-
metilglutaril-coenzima-A-redutase), utilizado no tratamento da
hipercolesterolemias (WILLIAMS, LEMKE, 2002) e ativo gracas a

biotransformacg&o ao composto ndo lactbnico (figura 25).

HO. (o] HO.
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H

lovastatina composto ativo

Figura 25: Lovastatina e o derivado nao-lacténico ativo.

Outros farmacos comercializados s&o classificados em
bioprecursores, como por exemplo, zidovudina (AZT), metronidazol, enalapril,
aceclofenaco (WILLIAMS, LEMKE, 2002).
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» Pré-Farmacos Classicos

Os pro-farmacos classicos seguem a definicdo classica da
latenciacdo, sendo, por si s0, inativos ou menos ativos que o farmaco matriz,
devendo sofrer hidrolise (quimica ou enzimatica) para liberar a porgcao ativa.
Estes sdo obtidos mediante ligagdo do farmaco matriz a um transportador
adequado, com o objetivo de melhorar as propriedades fisico-quimicas e,
consequentemente, a atividade terapéutica, gracas ao aumento da
biodisponibilidade, da seletividade, a reducdo da toxicidade e ao
prolongamento da acdo (WERMUTH, 1984, 1996; STEFFANSEN et al., 2004,
CHUNG et al., 2005).

Um pro-farmaco bem desenvolvido deve satisfazer os seguintes
critérios (WERMUTH, 1984, 1996):

» aligacéo entre a substancia ativa e o transportador € usualmente

uma ligagéo covalente;

» o pro-farmaco deve ser inativo ou menos ativo que o composto de

partida;

» aligacao entre a substancia ativa e o transportador deve ser

quebrada in vivo;

» o pré-farmaco, e o transportador, assim que liberados in vivo,

devem ser nao toxicos;

» a geracao da forma ativa tem que acontecer com rapida cinética,
para assegurar niveis efetivos do farmaco no local de agéo e

minimizar a metabolizagdo ou a inativagao gradual do farmaco.

Como exemplo de pro-farmaco considerando as caracteristicas
citadas acima tem-se os derivados de ampicilina, ativos por via oral. A
ampicilina € um dos mais representativos antibiéticos 3-lactédmicos, e apesar de
ser largamente utilizado como antibiético de largo espectro, sofre baixa
absor¢dao quando administrado por via oral, apenas 40% do farmaco é
absorvido depois da administragcdo. Através dos processos de latenciacéao,

esteres lipofilicos aciloxialquil foram desenvolvidos (figura 26), aumentou-se a
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absorcdo para aproximadamente 90%, aumentando a biodisponibilidade do
farmaco. Uma vez absorvida, a ampicilina, responsavel pela atividade
antibacteriana, é liberada em aproximadamente 15 minutos (WERMUTH, 1984,
1996; SILVA et al., 2005).

RS O

pivampicilina bacampicilina

L @Wﬁ; a

H ampicilina

Tyl

Figura 26: Pré-farmaco lipofilico esterificado (aciloxialquil) de ampicilina.

A hidrossolubilidade pode ser aumentada mediante diminui¢céo
das ligagdes de hidrogénio intra e/ou intermoleculares (BUNDGAARD, 1985),
uma vez que estas etapas conduzem a estruturas mais arranjadas, mais
dificilmente solubilizadas em meio aquoso. Derivados hidroximetilados de
farmacos acidos, como amida, permitem o aumento de hidrossolubilidade e se
constituem intermediarios para ésteres.

Chung, em 1996, sintetizou o derivado hidroximetilado do
nitrofural (NFOH) (figura 27) como intermediario da sintese de pré-farmacos
reciprocos de primaquina e nitrofural, potencialmente ativos em doenca de
Chagas. Tal composto mostrou-se altamente ativo, quando ensaiado em
cultura de células infectadas com T. cruzi, e menos mutagénico, quando
submetido ao teste de Ames, em comparacgdo ao composto matriz (GUIDO et
al., 2001; CHUNG et al., 2003; CHUNG et al., 2005; SILVA et al., 2005).

H H
OZN\@/\N/N\”/N\/OH
\_/ I

Figura 27: Derivado hidroximetilado do nitrofural (NFOH).
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» Pré6-Farmacos Mistos

Os pro-farmacos mistos constituem-se em formas latentes com
caracteristicas de bioprecursores e de pro-farmacos classicos, isto é,
apresentam-se como molécula biologicamente inativa, que necessitam sofrer
diversas reag¢des quimicas para se converterrem forma ativa, aumentando a
concentragdo do farmaco ativo em um sitio de agdo especifico (BODOR,
ABDADELALIM, 1985, CHUNG et al., 2005).

» Pro-Farmacos dirigidos

A liberagcdo de farmacos direcionados a células via latenciagcao
tem gerado interesse consideravel com o objetivo de aumentar a poténcia e
atingir seletividade de agdo, diminuindo os efeitos adversos de um farmaco
(HAN et al.,, 2000; HIRABAYASHI et al.,2001). Esta classe consiste em
farmacos ligados a um transportador especifico para determinados receptores
ou enzimas existentes no sitio de acédo especificos de um farmaco, reduzindo
sua acao inespecifica sobre outros 6rgaos e tecidos.

Os transportadores dos farmacos dirigidos podem ser
constituidos de polimeros, que funcionam como suporte para 0s grupos
diretores, ou como eles préprios, os grupos que direcionam a agéo, quando se
tratam de macromoléculas especificas, como, por exemplo, anticorpos
(CHUNG e FERREIRA, 1999; ETTMAYER et al., 2004; CHUNG et al., 2005,
SILVA et al., 2005).

Entretanto, ndo somente os polimeros s&o transportadores
seletivos. Em 2004, Devy e cols. sintetizaram pro-farmacos peptidicos de
doxorrubicina, planejados racionalmente com base na seletividade da
plasmina. Estes pro-farmacos podem ser ativados localmente em razdo dos
niveis de plasmina produzidos em alguns tipos de tumores solidos, através da
acao de ativadores de plasminogénio associados ao tumor. Os resultados
mostram seletividade in vitro e in vivo maior que a dos derivados peptidicos em

relacdo ao farmaco de origem (CHUNG et al., 2005).
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» Pré-farmacos reciprocos

Os pro-farmacos reciprocos caraterizam-se por seu transportador,
diferentemente do pré-farmaco classico, possuir atividade terapéutica. Dessa
forma, pode-se obter pré-farmaco com atividades terapéuticas diferentes ou
semelhantes, atuando por mecanismos de acao diferentes ou iguais. Tal
processo € especialmente racional nos casos em que ha sinergismo de agao.

Os pro-faramcos reciprocos ndo sao tao recentes, ja que varios
compostos foram introduzidos na terapéutica antes do reconhecimento do
conceito de pré-farmaco. A sulfassalazina € um bom exemplo, pois foi utilizada
em 1942, para o tratamento de artrite reumatoide e, atualmente, é utilizada no
tratamento de colite ulcerativa. Este pro-farmaco, apos sofrer acdo das azo-
redutases, libera sulfapiridina e acido aminossalicilico (5-ASA), ambos

farmacologicamente ativos (figura 28).
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sulfapiridina 5-ASA

Figura 28: Pro-farmaco reciproco de sulfapiridina e acido aminossalicilico (5-
ASA).

Apds a descoberta de que o 5-ASA era o responsavel pela
atividade terapéutica da sulfassalazina, foram desenvolvidos varios outros pro-
farmacos derivados do acido aminossalicilico, incluindo o pro-farmaco
reciproco de duas moléculas de 5-ASA, a olsalazina (figura 29) (ETTMAYER et
al.,2004; CHUNG et al.,2005, SILVA et al.,2005).
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olsalazina

Figura 29: Pré-farmaco reciproco olsalazina.

Chung, em 1996, sintetizou

primaquina e nitrofural, utilizando espacgantes dipeptidicos, de cisao seletiva

pré-farmacos reciprocos de

pela cruzipaina, com o objetivo de obter derivados potencialmente
antichagasicos. O principio empregado foi de que a primaquina, uma vez
liberada especificamente pela cruzipaina, aumentaria o estresse oxidativo no
parasito, que nao poderia ser revertido em razdo de que a tripanotiona
redutase se encontraria inibida pelo nitrofural. O composto mais ativo, quando
ensaiado em cultura de células infectadas com o T. cruzi, foi o derivado com
espacante dipeptidico Lys-Arg (figura 30). Os intermediarios dipeptidicos da
primaquina também se mostraram ativos tanto em amastigotas quanto em
tripomastigotas, no mesmo tipo de ensaio biologico in vitro (CHUNG et al,;

1997, 2005; SILVA et al., 2005).
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Figura 30: Pro-farmaco

reciproco dipeptidico derivado de nitrofural e

primaquina, potencialmente antichagasico (CHUNG, 1996; CHUNG et al.,

2005).
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Entre os diversos métodos de preparagao de pro-farmacos, a
esterificacdo € uma das mais empregadas. Seguida da formacdo de amidas,
imidas e carbamatos (KOROLKOVAS, 1988; BUNDGAARD, 1991). Outras
ligacbes vém obtendo atengdo na obtencdo de pré-farmacos nos quais a
biotransformagao n&o seja enzimatica, como as iminas, a base de Mannich e
enaminas, além das possiveis formagdes de sais, complexos e acetais
(CRUZ,1995).

A reacao de Mannich consiste, basicamente, na condensacao de
um substrato (R-H) contendo ao menos um hidrogénio ativo — alquilcetonas,
fenois, NH-heterociclo, entre outros — com formaldeido (ou ocasionalmente,
outros aldeidos), e uma amina primaria ou secundaria, podendo até ser
eventualmente uma aménia (esquema 5) (TRAMONTINI, 1973, TRAMONTINI
e ANGIOLINI, 1990).

N
N x/\N/ o 2 ~
| e (R=OH, HN, ...) ‘
‘ * N HZCZT\I<

Esquema 5: Reacédo geral da formagéo da base de Mannich.
Fonte: (TRAMONTINI e ANGIOLINI, 1990).

Dois fatores despertam bastante interesse pela quimica das
bases de Mannich — sdo compostos muito reativos, podendo ser transformados
em outros compostos, constituindo-se em intermediarios uteis na sintese de

heterociclicos, aminoacidos e outros derivados, e, por introduzir uma funcao
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basica, permitem tornar os derivados soluveis em solventes aquosos, quando
transformados em sais de aminas (TRAMONTINI, 1973, TRAMONTINI e
ANGIOLINI, 1990).

As bases de Mannich funcionam como candidatos a pro-farmacos
para compostos NH-acidos como varias amidas, imidas, carbamatos,
hidantoinas e derivados da uréia assim como para aminas alifaticas e
aromaticas.

Bases de Mannich s&o rapidamente hidrolisadas em solucdes
aquosas. A taxa de hidrdlise usualmente aumenta com aumento de pH,
resultando em perfil sigmoidal (forma-S) de taxa de pH, obtido quando log kops
(taxa de degradacéao) é tracado contra o valor de pH. O perfil de taxa de pH
pode ser considerado assumindo a decomposi¢cao espontdnea de bases de
Mannich livres (B) e a forma protonada (BH") (FRIIS e BUNDGAARD, 1996).

O mecanismo de reagdo proposto para a decomposicido
(esquema 6.) envolve quebra da ligagdo N-C com a formagao do anion amida
(ou imida) e o cation iminio. Nos passos subsequentes, a molécula restante
transfere um préton ao anion e um ion hidréxido ao ion iménio, gerando uma
hidroxilmetilamina, que rapidamente dissocia a formaldeido e amina (FRIIS e
BUNDGAARD, 1996).

R4

R
H 1 i Hy e
FARMACO—CONH—CZ—NH< === FARMACO—CONH—C —N{_ + H'
R
(BHY) Re ®) :
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~ e Rk , _ +
FARMACO—CONH— 22K —— =  FARMACO—CONH  + HC=N__
Ry R,
H* OH
) H, /R1
FARMACO— CONH, HO—C —N
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R4

—C— HN
H H
C + ~ .

Esquema 6: Mecanismo de reacio proposto para decomposicio das bases de

Mannich.

Fonte: FRIIS e BUNDGAARD, 1996.
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Os efeitos estruturais na taxa de decomposicdo das bases de
Mannich derivados de carboxiamidas, tioamidas, sulfonamidas ou imidas e
aminas alifaticas ou aromaticas envolvem efeitos estéricos e basicidade da
amina e a acidez da amida.

As taxas de hidrdlise das bases de Mannich desprotonadas séo
aceleradas fortemente por (a) aumento de efietos estéricos no substiutinte
amina, (b) aumento da basicidade da amina e (c) aumento da acidez da amida
do composto matriz (FRIIS e BUNDGAARD, 1996).

A transformagdao de uma amida em base de Mannich introduz
uma porgcao amino ionizavel que pode permitir a preparacdo de derivados com
maior solubilidade em agua em valores de pH menores, onde a estabilidade ao
mesmo tempo pode ficar ligeiramente alta (FRIIS e BUNDGAARD, 1996).

Além disso, o0 conceito pode ser utii para aumento do
comportamento de dissolugao de farmacos pouco soluveis e no esforgo para
aumento de biodisponibilidade oral. Ainda, isso tem sido mostrado que a
formagdo de varias N-bases de Mannich de farmacos NH-acidicos (por
exemplo, fenitoina, acetazolamida e alopurinol) aumenta as taxas de
dissolugéo intrinseca em solugbes 0,1 mol/L HCI, em comparagdo com o0s
compostos de partida (FRIIS e BUNDGAARD, 1996).

A introducdo dos pro-farmacos na terapéutica realmente gerou
resultados satisfatérios, superando propriedades indesejaveis como baixa
absorgao, rapida biodegradagéo, sabor e/ou odor desagradaveis ou problemas
relacionados a formulagcdo. O conceito pro-farmaco tem achado muitas

aplicagdes uteis na pesquisa e desenvolvimento de farmacos.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Material

4.1.1. Reagentes e solventes

acetona p.a. (Synth)

acetonitrila p.a. (Synth)

acetato de etila p.a. (Synth)

acido acético glacial p.a. (Synth)

acido cloridrico p.a. (Merck)

acido férmico p.a. (Merck)

acido sulfurico p.a. (Merck)

alendronato de sédio p.a. (Deg)

anidrido succinico p.a. (Merck)

brometo de potassio p.a.(Sigma Chemical Co.)
butanol p.a. (Vetec)

butilamina p.a. (Vetec)

carbonato de potassio anidro p.a. (Mallinckrodt)
carbonato de sédio anidro p.a. (Synth)

cloreto de sédio p.a. (Synth)

cloreto de succinoila ca. 95% (Acrés Organics)
cloreto de tosila p.a. (Fluka)

cloroférmio p.a. (Synth)
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e dicicloexilcarbodiimida puriss.; =2 99,0% (Fluka)
e 4-dimetilaminopiridina puriss.; 299,0% (Fluka)
e diclorometano p.a. (Synth)

e dimetilformamida p.a. (Synth)

e dimetilsulfoxido deuterado (Merck)

e dimetilsulfoxido p.a.(Vetec)

o formaldeido p.a. (Merck)

e hidréxido de amdnio p.a. (Synth)

e hidroxibenzotriazol 98% (Acrds Organics)

e hidréxido de sodio p.a. (Synth)

e jodo sublimado

e metanol deuterado (Merck)

e metanol p.a. (Synth)

e ninhidrina (Serva)

e nitrofural p.a. (Sigma Chemical Co.)

e piridina p.a. (Merck)

e tetraidrofurano p.a. (Vetec)

e trietilamina p.a. (Merck)

e sulfato de dimetila p.a. (Fluka)

e sulfato de sodio anidro p.a. (Synth)
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4.2. Andlises
4.2.1. Determinacao da faixa de fuséo

As faixas de fusdo (ou decomposigcdo) foram determinadas em
aparelho capilar Melting Point Apparatus SMP3, Stuart Scientific®, disponivel na

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, UNESP, Araraquara, SP.
4.2.2. Anédlise no Infravermelho (1V)

Os espectros no infravermelho (IV) dos compostos,
matérias-primas e compostos sintetizados, foram obtidos em aparelho FTIR-
8300, SHIMADZU®, disponivel na Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, FCF-
UNESP, empregando-se pastilhas de brometo de potassio (KBr) e as medidas

feitas em cm™.
4.2.3. Analise cromatografica em camada delgada

As analises foram realizadas em cromatofolhas de aluminio (AL
TLC) de silica-gel 60 F254 Merck®, e em cromatofolhas de aluminio de celulose
(sem indicador de fluorescéncia), Merck® para o acompanhamento das reagdes
e avaliacdo dos produtos sintetizados. As fases méveis empregadas foram:
cloroféormio:metanol:acido acético (85:10:5, v/v/v, sistema solvente 1;
metanol:acido acético (90:10, v/v), sistema solvente 2; metanol:hidréxido de
amoénio (95:5,v/v), sistema solvente 3; butanol:agua:acido acético (4:1:1,v/v/v),
sistema solvente 4; metanol:agua:acido acético (20:70:10, v/v/v), sistema
solvente 5; cloroférmio:metanol:acido acético (95:5:3, v/v/v), sistema solvente 6;
agua:piridina:butanol:acetona:acido formico (30:30:30:5,v/v/v), sistema solvente
7; agua:piridina:metanol:acido férmico (30:30:30:5,v/v/v), sistema solvente 8;
variando de acordo com o experimento. A revelagao das placas foi realizada por

lampada ultravioleta (UV), iodo ou ninhidrina.
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4.2.4. Analise de Espectroscopia de Massas

As analises foram realizadas por espectroscopia de massas por
electrospray (MS-SCAN e Daugthers SCAN), nos equipamentos Micromass —
Quattro Ultima® e Quattro LC®, disponiveis no Laboratério Cartesius Analytical
Unit, Instituto de Ciéncias Biomédicas, ICB-USP, SP.

Condicdes de anélise:
Electrospray positivo (ESP+) e negativo (ESP-); solugdo 100 pg/mL em
ACN/agua (50/50; v/v) — infusdo 10 pl/min; (ESP+) = &cido férmico (HCOOH);

(ESP-) = hidréxido de aménio (NH,OH).

4.2.5. Analise de Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN
'H) e de Carbono 13 (RMN *3C)

As analises foram realizadas no Laboratério de Ressonancia
Magnética Nuclear da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de
Sao Paulo, USP-SP.

Os espectros de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (H',
300 MHz) e carbono (C', 75 MHz) foram obtidos através do espectrometro
Bruker DPX-300. Os deslocamentos quimicos estdo descritos em partes por
milhdo (ppm) em relacdo ao tetrametilsilano (TMS) para H' e C'* aplicados como
padrao interno. A multiplicidade esta descrita como singleto (s), dubleto (d) e
tripleto (t). A quantidade de hidrogénios foi obtida por integral e as constantes de

acoplamento estao relatadas em Hertz (Hz).
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4.3. Métodos

A seguir esta apresentado o esquema geral das sinteses

realizadas, os pré-farmacos propostos e seus respectivos intermediarios.

A estrutura (4) refere-se ao pro-farmaco reciproco nitrofural
hidroximetilado e alendronato de sodio (base de Mannich). As estruturas (6),
correspondem ao pro-farmaco que apresenta espacante succinil, e a estrutura

(20), ao pro-farmaco que apresenta espacgante acetil.
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4.3.1. Métodos de Sintese

4.3.1.1. Sintese do derivado hidroximetilado de nitrofural (NFOH) —

composto (2)

O derivado hidroximetilado de nitrofural foi obtido de acordo com a
metodologia descrita por CHUNG (1996), utilizando-se nitrofural (NF) em meio
basico ou acido na propor¢cdo de 1:1 (mol:mol) com excesso de formaldeido

(CH20) em meio aquoso a temperatura ambiente.

H OH" ou H* o H H
o) —_ - N N OH
O,N N N/N NH, O;N XN N
\ / CH,0/ H,0 \ /
(1 o (2 o

Esquema 7: Reagao proposta para sintese do derivado hidroximetilnitrofural

(NFOH), composto (2), a partir do NF (1) em meio basico ou acido.

Tabela 3: Métodos utilizados para sintese do derivado nitrofural hidroximetilado

— composto (2)

Tempo
Método Reagentes Solvente | Temperatura | total de
reacao
a) CHUNG, 1996 K»COs, CH,0 H,0 ambiente 24 horas
(experimento 1)
b) TROSSINI, 2004 | K,COs, CH,O (em H,0 ambients 5 horas
(experimento 2) duas etapas)
¢) CHUNG, 1996 HCI, CH,0 H,0 ambiente 24 horas
(experimento 3)

Thais Costa Contente



Material e Métodos

68

4.3.1.2.

Sintese da base de Mannich nitrofural hidroximetilado e

alendronato de sédio — composto (4)

A sintese do pro-farmaco proposto foi realizada de acordo com
métodos adaptados, descritos por TROSSINI (2004), a partir do derivado
hidroximetilado (NFOH) obtido do nitrofural (NF) e alendronato de sédio (AL) na

propor¢gdao de 1:1 (mol:mol) em metanol; ou a partir do nitrofural (NF) e

alendronato de sédio (AL), também na proporg¢ao de 1:1 (mol:mol), na presenga

de excesso de formaldeido, variando-se o pH do meio reacional.

H
OZNWN/NTNHZ
[¢]

Q)
A/B= acido/base

S= solvente

a) MeOH

b) TEA; CH,0; H,0

c) CH3COOH; CH,0; H,0
d) HCI; CH,O/TEA; CH,0
e) K,COg3; CH,0; H,O

o)
\},-OH
H H HO_/ ~OH
AB
O,N_ O N N_ _OH + HoN
0 O e &
~
o AL & ToH
@) ®)
s | AB
o)
\\P,OH
2 WN/ \"/ ~N _OH
~
° @ o oH

Esquema 8: Reacé&o proposta para sintese da base de Mannich, composto (4).
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Tabela 4: Métodos utilizados para sintese da base de Mannich, composto (4)

Reagentes Solvente Tempo
. total
Método 12 2a 12 2a |Temperatura| ge
Etapa Etapa | etapa |etapa ~
P P P P reacao
a) experimento 4 | NFOH, AL -—- CH5;OH - ambiente 24
horas
NF. | TEA AL 48
b) experimento 5 CH|—2|8FXC’ CH,00c H-,O H-O ambiente horas
NF, AL,
c) experimento 6 CH50¢xc, - Cl]l_fOOH - ambiente hgés
CH3;COOH 12
NF,
d) experimento 7 CH>0¢yc Aél"_’ﬂ;)EA’ CH;OH | H,O ambiente h25
HCl 20exc oras
NF, AL, 26
e) experimento 8 | CHyOey, | CH2Oex, | H20 H,O ambiente horas
HCI TEA
12 etapa:
. NF, AL, ambiente, 22 26
f) experimento 9 CH30¢y, | CH2O0¢xc, H-,O H-O )
etapa: em horas
HCI TEA
banho de gelo
, AL,
g) experimento NF, KoCOsg, K,COuro, H,0 H,0 ambiente 48
10 CHO¢xc CH.O horas
2\Yexc
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4.3.1.3. Sintese do pré-farmaco nitrofural hidroximetilado — anidrido

succinico —alendronato de s6dio — composto (6)

A sintese do pro-farmaco proposto foi realizada a partir de métodos
adaptados de CHUNG (1996),
derivado hidroximetilado (NFOH) e alendronato de sodio (AL) na proporcéo de

utilizando-se quantidades equimolares do

1:1 (mol:mol), na presenca de um espacgante succinico em excesso e de agente

acoplante, variando-se o catalisador, uma base forte.

o)
H H + + HO \,OH
\ / o o] 0 o) :OH
) (5) (3) 4 OH

Esquema 9: Reacdo proposta para sintese do pro-farmaco reciproco NFOH —

anidrido succinico — alendronato de s6dio, composto (6).

Tabela 5: Métodos utilizados para sintese pro-farmaco reciproco NFOH -

anidrido succinico — alendronato de sddio, composto (6)

Reagentes Solvente Tempo
Método B Baldo | Baldo | Baldo | Temperatura| total de
Baldo 1 o

2 1 2 reacao

a) experimento NFOH, AND. AL, 4-
3 P SUCC, 4- | [via | ACN | ACN ambiente | 36 horas

DMAP/ DCC
b)experimento NFOH, AND. AL

P SUCC, HOBt i DMSO | DMSO ambiente 36 horas

12 /DCC HOBt
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4.3.1.4. Sintese do intermediario esterificado de alendronato de sédio —

composto (8)

A sintese do derivado esterificado de alendronato de sdédio foi
realizada utilizando-se alendronato de sédio e excesso de sulfato de dimetila,

em meio basico.

o) A o—
Ho " i H,0 ou DCM H HQ N O ¢
HoN \ —2= O HyC—N “oH
2 OH + 0—S—O B
OH /N \p0CHs
0% on 0% “oH
@) Y ®)

B= Na,COzou NH4OH
ou NaOH

Esquema 10: Reacéao proposta para sintese do derivado esterificado, composto

(8), utilizando alendronato de sédio (3) e sulfato de dimetila (7) em meio basico.

Tabela 6: Métodos utilizados para sintese do derivado esterificado de

alendronato de sédio — composto (8)

Reagentes Templo
Método Solvente | Temperatura tota
12 etapa 22etapa de
reacao
a) experimento | AL, Na,CO; | CH3;COOH 50% . 24
13 10%, DMS.. |  até pH7 H0 ambiente |y o
b) experimento | AL, NaOH 5%, . 24
14 DMS.c --- DCM ambiente horas
, AL, NH,OH )
c) experimento (1:1.vv), HCI 0,1 M até H,0 ambiente 36
15 DMS pH 7 horas
exc
d) experimento | AL, NaOH HCI 0,1 M até o 36
16 10%, DMSey. pH 7 H0 70°C horas
. AL, NH,OH . ambiente
o) experimento | (i1 uw), | FC gf' Mate | H0mCN | (banhode | 6 horas
DMS.xc ultrassom)
f) experimento AL, DMS,. - H,O microondas , 2
18 minutos
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4.3.1.5.

Sintese do intermediario tosilado de nitrofural hidroximetilado —
composto (10)

A sintese do intermediario tosilado de nitrofural hidroximetilado foi

realizada utilizando-se o derivado NFOH e excesso de cloreto de tosila, em meio
basico.

0 o H H
X N N O0—S CH
oZN@/\N T ~O75 3
2) o) ©)

(10)

B= 4-DMAP ou TEA
ou Na,COy

‘ S= ACN, DCM, THF, DMF ‘

Esquema 11: Reacdo proposta para sintese do derivado tosilado, composto

(10) utilizando NFOH (2) e cloreto de tosila (9) em meio basico.
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Tabela 7: Métodos para sintese do derivado tosilado de nitrofural
hidroximetilado — composto (10)
Tempo
. total
Método Reagentes Solvente |Temperatura de
reacao
12 etapa 23 etapa
a)
experimento NFQH’ 4'PMAP T0S-Clexc DCM 0°C/ambiente 24
19 (1:1, mol:mol) horas
b) 144
experimento NFOH, TEA T0S-Clexc DCM ambiente h
20 oras
c) experimento | \eou TEA | Tos-Cloe ACN ambiente 24
21 horas
d) 47
experimento NFOH, Na,CO; T0S-Clexc ACN ambiente h
50 oras
€) 36
experimento NFOH, TEA Tos-Clexc THF ambiente h
23 oras
f) experimento NFOH, Tos- : 72
24 Clo - TEA ambiente horas
9) ]
experimento | NFOH, TEA | 105°CH@ota 1 o | goc/ambiente | |, 94
o5 a gota, 0°C) horas
h) NFOH, TEA | 1osCl(gota | son | goclambiente | . 12
experimento a gota, 0°C) horas
26 3 @ etapa: ButNH, (apds 4
horas)
. . NFOH, 4-
i) experimento ' ToS-Cleyc o . 24
57 DMAP Na,COs DMF 0°C/ambiente horas

(1:0,1,mol:mol)
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4.3.1.6. Sintese do intermediario hemissuccinato de nitrofural

hidroximetilado — composto (11)

A sintese do intermediario hemissuccinato de nitrofural
hidroximetilado foi realizada a partir de métodos adaptados descritos por
SANTOS, 2005, utilizando-se quantidades equimolares do derivado
hidroximetilado (NFOH) e anidrido succinico na proporg¢ao de 1:1 (mol:mol), ou

tendo este ultimo em excesso,variando-se o pH do meio reacional.

O, H H OH
o N ~
L J h AN
@ ©°

®)

S= THF, ACN DMF s| B B=H;S04, TEA, Py

o
) N N o)
ozN\@/\N/ \H/ ~_" NOH
[e]

(11) 0

Esquema 12: Reacao proposta para sintese do derivado hemissuccinato de
NFOH, composto (11), a partir do NFOH (2) e anidrido succinico (5), em meio

acido ou meio basico.

Tabela 8: Métodos para sintese do derivado hemissuccinato de NFOH —

composto (11)

Método Reagentes Solvente | Temperatura Tgmpo tcztal
e reacao

a) experimento NFOH, AND. SUCC., .

28 H,S0, 20% THF ambiente 3 horas
b) experimento NFOH, AND. SUCC., .

29 TEA THF ambiente 3 horas
c)experimento 30 | NFOH, AND. SUCC. | ATUPY | ambiente 60 horas
d)experimento 31| NFOH, AND. SUCC T|_|7F:/3Py ambiente 60 horas
e)experimento 32| NFOH, AND. SUCC DI\gI:/Py ambiente 60 horas
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4.3.1.7. Sintese do intermediario hemissuccinoil alendronato —

composto (12)

A sintese do intermediario hemissuccinoil alendronato foi realizada
a partir de métodos adaptados descritos por HARRIS, et al. (1995), utilizando-se

AL e anidrido succinico em excesso, em agua e em meio basico.

o]
HFC‘)?}P// :OO—>P//O Q
0. O_0  NH0OH
HO\P)(\/\NHZ + v H,0 > HO\P><\/\NH“/\)J\OH
HO/ \\O OH HO™ \\O OH S
(3) (5) (12)

Esquema 13: Reacado proposta para sintese do derivado hemissuccinoil-AL,

composto (12), a partir do AL (3) e anidrido succinico (5).

Tabela 9: Métodos para sintese do derivado hemissuccinoil-AL — composto
(12).

Método Reagentes Solvente | Temperatura Tempo ttztal

de reacéo

3) experimento | Al AND.SUCC. w | H:O ambiente 36 horas

gzexperlmento AL, AND. SUCC. ¢, H.O microondas 6 minutos

c) experimento | AL, AND. SUCC., .

35 NH,OH 28-30% H.O ambiente 120 horas

d) experimento | AL, AND. SUCC.ec, ,

36 NH,OH 28-30% H.O ambiente 36 horas
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4.3.1.8. Sintese do intermediario derivado de alendronato de sédio e

cloreto de succinoila — compostos (14 e 12)

A sintese do intermediario alendronato de so6dio e cloreto de
succinoila foi realizada utilizando-se AL e excesso de cloreto de succinoila, em

meio organico e em meio aquoso na presenga de uma base.

HO\E o} o

— [¢]

HO >(\/NH2 + Cl)l\/\n/u 0 wo {-OH

HO—P \ ~OH
OH o NH,OH/ HO/\H/\)LN/\K

HO” Il
o

Esquema 14: Reacao proposta para sintese dos derivados contendo

alendronato de sodio e cloreto de succinoila, composto (14 e 12).

Tabela 10: Métodos para sintese dos derivados contendo alendronato de sédio

e cloreto de succinoila - composto (14 e 12).

Método Reagentes Solvente Temperatura Tempo tcztal de
reacao
a)
experimento sﬁlé(g; | THF (al\tlmosfera refluxo 144 horas
37 * exc 2)
b) SGIC_J’CCL sem solvente /
experimento NH OH‘ 92’%_ posterior adicao de ambiente 36 horas
38 0% égua
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4.3.1.9. Sintese do intermediario acetilado de nitrofural hidroximetilado

—composto (17).

A sintese do intermediario acetilado de NFOH foi realizada
utilizando-se NFOH e excesso de cloreto de cloroacetila, em meio orgénico e na

presenca de uma base.

o ~ N _N_ _on ¢
OZN\@/\N/ \"/ ~— . c|/ﬁ(
\ (2) 0 (16) o

B=Na,CO3 Py

H H
O,N ° \N/N N\/O cl
\_/
o) an o

Esquema 15: Reacao proposta para sintese do derivado acetilado de NFOH —

S=DCM, DMF, DMSO, ACN, sl s
THF

composto (17).

Tabela 11: Métodos para sintese do derivado acetilado de NFOH — composto

(17)

Método Reagentes Solvente | Temperatura Tempo “Eta' de

reacao

a) experimento | NFOH, Na,CO; :

39 Cl.Cloroacet. DCM ambiente 12 horas

b) experimento | NFOH, Na,CO; .

40 Cl.Cloroacet. DMF ambiente 18 horas

c) experimento | NFOH, Na;COs | 5,5 ambiente 18 horas

41 Cl.Cloroacet

d) experimento NFOH, ACN/Py .

42 Cl.Cloroacet 7:3 ambiente 60 horas

€) experimento NFOH, THF/Py :

43 Cl.Cloroacet 7:3 ambiente 60 horas

f) experimento NFOH, DMF/Py ,

44 Cl.Cloroacet 9:1 ambiente 60 horas
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4.3.1.10. Sintese do pro-farmaco derivado de nitrofural hidroximetilado e

hemissuccinoil alendronato — composto (6)

A sintese do pré-farmaco foi realizada partir do derivado
hemissuccinoil alendronato (HSAL) obtido anteriormente, utilizando-se
quantidades equimolares de NFOH e HSAL na proporgao de 1:1 (mol:mol), em

agua, meio basico e a temperatura ambiente.

(o]

\ _o
o K o o NO
Ho™ oH HO\/N\"/N\N/ 2
N
N on H 5 \ /
N (12) o @

HO' OH H,0
NH,OH
CH,0

HQ

HO H H
o N N O NO
. >(\/\N)‘\/\"/ N~ \"/ \N/\@/ 2
N H
OH
/P\OH o ©) o)

HO

Esquema 16: Reacdo proposta para sintese do pré-farmaco proposto —

composto (6).

Tabela 12: Método para sintese do pré-farmaco reciproco proposto - composto

(6)

Tempo total de

Método Reagentes |Solvente | Temperatura ~
reacao
a) experimento NFOH, CH,0,
NH4OH, H,O ambiente 24 horas

45

HSAL

Thais Costa Contente



Material e Métodos 79

4.3.1.11. Sintese do pro-farmaco derivado de nitrofural e hemissuccinoil

alendronato — composto (6)

A sintese do proé-farmaco foi realizada partir do derivado
hemissuccinoil alendronato (HSAL) obtido anteriormente, utilizando-se
quantidades equimolares de NF e HSAL na proporgdo de 1:1 (mol:mol), em

agua, meio basico e a temperatura ambiente.

o H H
H,0/CHO o Iy R o NO,
LD L FEE NN
K,CO.
Z N NH, Zs \ /
ON o H 2 2 o
N

HO, °
\ 2o
H,0 / CH,0 HO™ oH
KoCO: N
2003 O\\P on H
12
no' \OH (12) [}

HO,
HO H H
0. N N O. NO,
>(\/\N N~ ~7
Ox, H \ /
>p, OH
wo” NoH o 6) [¢)

Esquema 17: Reacdo proposta para sintese do pré-farmaco proposto —

composto (6).

Tabela 13: Método para sintese do pro-farmaco proposto — composto (6).

Reagentes Tempo

Método Solvente | Temperatura| de
12 etapa 2%tapa reagao

a) experimento | NF, K,CO3; | HSAL, K2COs3, . 32
46 CH,O CH00rc H.O ambiente horas
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. Sinteses
5.1.1. Sintese do derivado hidroximetilado de nitrofural (NFOH)

Para a sintese do pré-farmaco reciproco planejado, NFOH-AL
realizou-se primeiramente a sintese do derivado hidroximetilado de nitrofural.

Diante dos estudos realizados por CHUNG et al., 2003 e de seus
resultados promissores do derivado hidroximetilado de nitrofural obtido,
avaliou-se a metodologia descrita, jA que este derivado seria intermediario
fundamental para a formacdo do pré-farmaco. Realizaram-se trés tentativas
para obter melhor rendimento em menor tempo de reacéo.

O principal objetivo destes derivados hidroximetilados é o de
obter compostos mais hidrofilicos que os de partida. Em geral, farmacos com
NH-acidos, como as amidas, imidas e ureidas sdo alvos em potencial para a
sintese deste tipo de derivado (CHUNG et al., 2003; CHUNG et al., 2005).
Neste caso, o grande objetivo é o0 de se obter um composto mais ativo frente o
Trypanosoma cruzi e menos toxico ao homem que o farmaco de partida NF
(CHUNG et al., 2003).

No experimento 1, reproduziu-se o método descrito por CHUNG
(1996), otimizando-se a reacdo de 49 para 24 horas. Comprovado inicialmente
por CCD, observaram duas manchas, uma com R; = 0,82 referente ao produto
de partida NF e outra com R; = 0,63 referente ao derivado hidroximetilado,

conforme esquema 19. A faixa de fusdo do composto obtido foi 172,7-183,7°C.

CH,0/ H,0

™ NH (0] X OH
o (0} I i \n/ 2 —_— OZN\<J/\ Nig \n/ N
\ s K,COs \ o

Esquema 18: Sintese do derivado NFOH em meio basico (CHUNG, 1996) —

experimento 1.

Thais Costa Contente



Resultados e Discussao 81

O composto obtido foi avaliado no infravermelho (figura 31 e
tabela 14), por espectroscopia de massas (figura 34 e esquema 20) e
finaimente por RMN 'H e RMN *3C, (figuras 35 e 36 e tabela 17,
respectivamente) confirmando-se a estrutura do NFOH, comparada ao
composto de partida, NF (figura 33 e tabela 16). O rendimento da reacéo foi de
56%.

No experimento 2, de acordo com metodologia descrita por
TROSSINI (2004), considerando a possivel reversdao do produto ao seu
precursor, e havendo a hip6tese de que se estabeleceria um equilibrio entre o
NF e o composto obtido, a adicdo do formaldeido em duas etapas poderia
favorecer o deslocamento do equilibrio para direita, a favor da formacao do
produto desejado, o NFOH em menor tempo (5 horas), composto (2). A reacao
foi acompanhada por CCD, observando-se R; = 0,6 referente ao NFOH
posteriormente analisado no infravermelho, o qual comprovou a formacgéo do
produto desejado (figura 32 e tabela 15) A faixa de fusdo do composto obtido
foi de 175 a 183° C. O rendimento da reacao foi de 61%. O valor do rendimento
obtido ndo é tdo significativo em relacdo ao experimento anterior, porém, o
ganho mostra-se em relacdo ao tempo total da reacéo para sintese do mesmo
produto.

O esquema 19 mostra o possivel mecanismo para formacdo do

derivado de nitrofural hidroximetilado (2) em meio basico.

H oM ) LT o
o N\@AN/N\H/NHZ + CH,0 (excesso) ————— OZN\<\J/\N \n/ CU\
U @ o “ 0 U H
yy Ho0 o \N/H N8
0 \N/N\H/N\/OH —_— OZN\<\J/\ \L]/
OZN\@/\ @ o

Esquema 19: Mecanismo da reacédo de formacao do derivado hidroximetilado,

composto (2) em meio basico.
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A seguir estdo apresentados os espectros no infravermelho dos

experimentos 1 (24 horas) e 2 (5 horas) do derivado hidroximetilado (NFOH),

composto (2) e seu composto (1) de partida, o nitrofural (NF), comprovando

sua formacéo.

:

k1611
E3443
4157

boos s
956 7

El2a5

12

A

ls10

f123k

hassg
5217
JEET
hzs07

760

T m=m

Woz15

Figura 31: Espectro no infravermelho (KBr, v cm™) do

(experimento 1).

NFOH, composto (2)

Tabela 14: Andlise no infravermelho e faixa de fusdo do derivado

hidroximetilado de nitrofural (NFOH)

Grupamento NFOH (cm™)
encontrado
vo.n de élcooll com ligacdo de hidrogénio 3415,7
intermolecular
Vn-H aSSimétrica de amida secundaria 3344,3
v n-H Simétrica de amida secundaria 3122,5
e 2956,7
ve.n alifatico 2908 4
ve-o de amida secundaria 1676
v assimétrica de NO, aromatica ~ 1500
v simétrica de NO, aromatica 1359,7
v c.n de amida secundaria 1249,8
. L 11225
Vv c.o de alcool primario (~1100)

Faixa de fusdo
172,7-183,7°C (NFOH - valor encontrado)
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5320.6

11938

Figura 32: Espectro no infravermelho (KBr, v cm™) NFOH em 5 horas

(experimento 2).

Tabela 15: Analise no infravermelho e faixa de fusdo do derivado
hidroximetilado de nitrofural (NFOH) — 5 horas.

Grupamento

NFOH (cm™)
encontrado

vo.n de alcool com ligacéo
hidrogénio intermolecular

3390,6

vn-n de amida secundaria

~3200

ve-o de amida secundaria

1676,0

v de NO, aromatica

1510,2

v c.n de amida secundaria

1193,8 (~1200)

V c.o de alcool primério

1110,9 (~1100)

Faixa de fusao
175-183° C (NFOH - valor encontrado)
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Figura 33: Espectro no infravermelho (KBr, v cm™) do NF — composto (1).

Tabela 16: Andlise no infravermelho e faixa de fusdo do NF (1)

O\\ + 9 \N /H NH,
ST T
1

NF (cm-1)
Grupamento Literatura NF (cm™)
(MILLS & encontrado
ROBERSON)
Deformacéo axial N-H 3462 e
amida primaria 3232,5
Deformagao.amal c=0 1717 1716,5
de amida
Deformagao.Aa{(laI c=C 1583 15815
(anel furanico)
Deformacéo axial
assimétrica de NO, 1506,3
aromética
Deformacao axial C-N 1382,9
amida (~1400)
Deformacao smgtnca 1350 1348.2
de NO, aromatica

Faixa de Fuséao
222-232°C
Dec 236-240°C (Merck, 1996)
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Na analise por espectroscopia de massas do NFOH o ion
molecular respectivo aparece em m/z = 246,12, referente a fragmentacéo
[NFOH+NH,4] * confirmando a presenca do grupo hidroximetilado, também
representado na fragmentacdo m/z = 210,94, conforme figura 34. O espectro
de massas do NFOH pode ser comparado ao do produto de partida, o NF, o
qual possui seu ion molecular em m/z = 216, referente a fragmentacéo

[NF+NH,4]*, conforme apresentado no figura 34.

amostra 3 - cone 10

DIO009 1 (0.509) Scan ES+
1004 246 4.14e8
NFOH

332
247

334
260 267

Ot e B b P ; e T e
DIO00S 1 (0.509) Scan ES+
1004 216 3.61e8

% 199

217 240 302
186

T T T T T T T T i T T T T T T T t T T T T
180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360

Figura 34: Espectros de massas (m/z) do derivado hidroximetilado do nitrofural
(NFOH) e do nitrofural (NF).

Composto: NFOH -
Dados teéricos: (0} H H

Férmula Molecular: C7HgN4Og \ . 0o \N/ \/OH
Massa exata:228,05 //N / \”/
lons (ESP+): o} \

Razao massa/carga (m/z): 211; 246.

Interpretacao:
o) o N
/ e} e)

L N\/@\“i PR Nﬁ\w/
Ho’i/\NH H/ A fo) \O HO/\NH H/ AN o \\O NH,4

1

1

oo O iz =211.05 [NFOH-OH]” m/z=246.08 [ NFOH+NH,]*

Esquema 20: Interpretacdo do figura 33 (m/z) do derivado NFOH.
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As anélises por RMN *H e RMN *3C (figuras 35 e 36 e tabela 17),

respectivamente, também confirmaram a sintese do derivado hidroximetilado.

SCoOnmon T NOoO®m WNO CHN MO
WELVOOVUNN 020 o nnT WY o @M N A AN

11.00

mmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmm

Ny VOV N

T T
11 10 9

Figura 35: Espectro de RMN 'H do derivado hidroximetilado de nitrofural
(NFOH) (DMSO—ds, 300 MHz).
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Figura 36: Espectro de RMN *3C do derivado hidroximetilado de nitrofural
(NFOH) (DMSO-ds, 75 MHz).

Tabela 17: Atribuicées de RMN *H e de RMN **C do NFOH.

o o L 11 14
H H
o S N OH
//\N+7\5<j/\m/ \ﬁ/ \15/
< N\ I
4 @ 13

RMN *H (DMSO-dg), 300 MHz RMN **C (DMSO-dg), 75
8 (ppm) = 4,62 (t, J=6 Hz, 2H, Hys); MHz
5,5 (t, J=6 Hz, 1H,H1¢); & (ppm) = 63,0 (Cys);
7,24 (d, J=3 Hz, 1H, Hy); 112,5 (Cy); 115 (Ca);
7,63 (t, J= 6 Hz, 1H, Hy): 127,7 (Ce);
7,80 (d, J= 3 Hz, 1H, H,); 151,1 (C,); 152,6 (Cs);
7,83 (s, 1H, He); 11,00 (s, 1H, Hy1) 154,4 (C1o)
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Figura 37: Espectro de RMN *H do nitrofural (NF) (DMSO-ds, 300 MHz).
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_——— 155,8750
——— 153.0543
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Figura 38: Espectro de RMN *3C do nitrofural (NF), (DMSO-dg - 75 MHz).

Tabela 18: Atribuicdes de RMN *H e de RMN *3C do NF (1).

RMN 'H (DMSO-ds), 300 MHz =
5 (bpm) = 6.63 (5. 2H. Hyo) RMN C (DMSO-d¢), 75 MHz

7.24(d, =3 Hz, 1H, Ho); 7,79 (A, Hy); D PRM) S 1721 (Bar 1150 (B0
7.81 (s, 1H, He): 10,81 (s, 1H, Hg) 127,3 (Ce); 11%%12((%2)) 153,1 (Cs);
) 9
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No experimento 3, segundo metodologia descrita por CHUNG
(1996), utilizou-se nitrofural (NF) em meio &cido com pH entre 4 e 5, conforme
esquema 21. A reacéao foi acompanhada por CCD, observando-se uma mancha
referente ao derivado hidroximetilado com Rt = 0,63. O composto final mostrou-
se totalmente solubilizado no meio reacional mesmo modificando-se

drasticamente o pH da reagé&o, de pH 4 para pH 12.

CHZO/ H,0

Y T e

Esquema 21: Sintese do derivado NFOH em meio acido (CHUNG, 1996) —

experimento 3.

A introdugcéo do grupo hidroximetil confere maior polaridade ao
produto (CHUNG et al., 2003), acarretando, portanto, um R¢ menor, como ja
visto nos experimentos 1 e 2.

O esquema 22 mostra o possivel mecanismo de reacdo para

formacao do derivado de nitrofural hidroximetilado em meio &cido.

X, T
\<j/\ CH,0 (excesso) \<j\ \H/ v
H Ha
o X /H H\/OH O,N ° \N/N\H/HVOH
T T T
\ o

Esquema 22: Mecanismo da reagdo do derivado hidroximetilado em meio

acido.
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5.1.2. Tentativa de sintese da base de Mannich a partir do nitrofural
hidroximetilado e alendronato de sédio

A partir do composto derivado hidroximetilado em meio basico
obtido no experimento 1 tentou-se, no experimento 4, esquema 23 a reacao
de obtencéo da base de Mannich (adaptacdo de estudos de TROSSINI, 2004),
NFOH-AL - composto (4) sem mudangas no pH do meio reacional, conforme o
esquema 24. A reacédo foi acompanhada por CCD, observando-se a formacéo
de mancha caracteristica ao produto de partida NFOH. Houve dificuldade na
analise do alendronato de sodio (AL) por CCD devido a sua alta polaridade. A
faixa de fusdo do composto obtido foi 180,4-186,2 °C. A andlise no
infravermelho ndo comprovou a formacgéo do produto desejado.

HO_ oH
Ho RS
H H MeOH 0
> N N__OH \ —H-> \/\X
o’ N ~ \/\)(\ g\ ,~OH
\ ! o) /OH o“\
OH
o) (3) “

Esquema 23: Tentativa de sintese da base de Mannich NFOH-AL -

experimento 4.

No experimento 5 reagiu-se primeiramente o NF com
formaldeido em meio acido, na tentativa de se obter o derivado hidroximetilado,
posteriormente ajustou-se o pH 5 e 6 com trietilamina e adicionou-se o

alendronato de sddio (AL), conforme esquema 24.

_CHOIHO0 H0  CH0

o NS N NH, ——=
O3N \/
‘ \<\J/\<1> \ﬂ/ Kj/\ \ﬂ/ TEA Ho \ ~oH

OZNK\OJA \/\)< \\0

Esquema 24: Tentativa de sintese da base de Mannich NFOH-AL -

experimento 5.
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Com o aumento do pH, esperava-se evitar a protonizacdo da
amina primaria do AL facilitando o ataque nucleofilico do AL ao NFOH. Segue o
esquema proposto para o mecanismo de reacdo para a sintese da base de

Mannich, composto 4.

+  HN R
\"/ \/ \/\)( %
__OH

Y WX

-
o=R
OH

11
-

\ O

H H H HO P\\

o) X N N\/N\/\X o

OZN\<\I\N \"/ -OH
o} o”'\

OH

Esquema 25: Mecanismo proposto para a reacdo de sintese de base de

Mannich NFOH — alendronato de s6dio em meio basico.

A grande dificuldade encontrada € que, sendo os hidrogénios das
hidroxilas mais acidos, em meio basico, o ataque aos hidrogénios da amina
ocorreria ap6és o ataque aos outros hidrogénios das OH das duas moléculas, o
que dificultaria a saida da hidroxila do NFOH para a formacéo da ligacdo da
base de Mannich. Por isso, a derivatizagdo do NFOH seria algo interessante a
ser feito, facilitando sua ligacéo ao AL.

A reacao foi acompanhada por CCD observando-se o
aparecimento de duas manchas, uma referente ao produto de partida, e outra
rastreada, ndo sendo conclusiva para a andalise do produto formado. Esta
reagdo ndo apresentou nenhum precipitado, o sobrenadante foi colocado no
rotaevaporador onde foi contaminado e descartado.

No experimento 6, esquema 26 procedeu-se a reacao utilizando-
se quantidades equimolares de NF e alendronato de sddio (AL), com excesso
de CH,O em meio &cido. A reacéo foi feita one pot, em meio acido. Observou-

se apenas o0 aparecimento de mancha com Rf = 0,82, caracteristica do NF. A
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faixa de fusdo do composto obtido foi 220-230,7 °C. Sugere-se que seja uma

mistura fisica dos produtos de partida, ja que o ponto de fusdo obtido para esta

mistura foi 222,9°C.

o HOQ _oH  CH,0/H,0

\n/ NH, + HZN\/\)( R\ 4H—>
[©]
_p-OH CH3COOH

o=
[©)

\
OH

Esquema 26: Tentativa de sintese da base de Mannich NF-AL — experimento 6.

De acordo com o mecanismo de reacdo proposto para a sintese

da base de Mannich, que tem como estrutura geral R-CH,-

N, em meio acido

observa-se a protonizacdo tanto da amina do AL quanto da hidroxila do

derivado hidroximetilado, o que desfavorece a reagao, em

especial porque,

sendo este um processo dindmico, ambas as espécies poderdo estar

protonadas ou nao, posto que a formacéo da base ocorra quando a amina esta

na forma molecular e a hidroxila protonada. Segue no esquema 27 o

mecanismo proposto para esta reacao.

O on
HO -
o H H HoN R
\\N+\<OJ/\N/N\’(NVOH . \/\)(\\o
'O/ \ o WL O¢P\/OH
H+
OH
HO. o
H H ® N HO -
Q R
\ e} N /N N @ \
\N+ / N \H/ \/& \O
< \ o . r—"
“-H i
“HO OH
HO oH
HO \p/
o HooOoHoH N,
\W O \N/N N
AR R
‘o 0 o\

Esquema 27: Mecanismo proposto para reacdo de sintese da base de

Mannich de NFOH - alendronato de sédio em meio acido.
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Realizaram-se analises no infravermelho, tanto para o precipitado
quanto para o liquido, ndo confirmando a formacao do produto.

Em outra tentativa da sintese desta base de Mannich, no
experimento 7 (esquema 28), optou-se pela reacdo em meio inicialmente

acido, sendo o pH posteriormente ajustado com TEA.

HO, CH,0
CH,0/ H,0 HO  prOH z

H
o} X N NH, ——— HzN\/\)( \}

O2N N fo) TEA
K\f \g/ nel p-OH

]
@ @ 27 by

HO_ ow
P
H H H N\
X o
O3N o N’N N\/N\/\X
_OH
\ | _PR
[e} o-\
4 OH

Esquema 28: Tentativa de sintese da base de Mannich NFOH-AL -

experimento 7.

A reacao foi acompanhada por CCD observando-se o
aparecimento de duas manchas, uma com R; = 0,83 referente ao NF e outra no
ponto de aplicacdo. O AL néo se deslocou novamente do ponto de aplicacao
na fase estacionaria, observando-se assim uma mancha rosada no local.
Realizou-se andlise no infravermelho, tanto para o precipitado quanto para o
liquido ndo confirmando a formacgéo do produto.

No experimento 8 a reacdo foi feita one pot, em meio
inicialmente acido sendo o pH posteriormente ajustado para pH 12. Obteve-se
a formacdo do derivado NFOH in situ, em meio &cido. A reacdo foi
acompanhada por CCD observando-se a formacdo de duas manchas, uma
referente ao produto de partida (NF) com R; = 0,82 e outra referente ao
derivado hidroximetilado, com R;= 0,63. O AL foi adicionado e o pH da reacéo
reajustado para pH 12. A adicdo da base gerou liberacdo de calor (reacdo
exotérmica) e o produto degradou, apresentando coloragdo marrom escuro.
Repetiu-se o experimento em banho de gelo, adicionando-se a base gota a

gota, no experimento 9, conforme esquema 29.
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CH,0/ Hp0Q aa

o X N NH —_— o] > N R oH
- 2 O,N . ~
OZN\<\J/\N \n/ el 2 \<\J/\N \n/ TEA o HO\ on
° @ © HZN\/\)(

~OH
-p
3) O\
®) bH
HOHO\P/OH
> N R R Y
onN_ P N \n/ ~ o
-
\ | ~P
o o7\
4) OH

Esquema 29: Tentativa de sintese da base de Mannich NFOH-AL -

experimentos 8 e 9.

Obteve-se o0 NFOH, a reacdo foi acompanhada por CCD
observando-se apenas o aparecimento de mancha amarela, com R; = 0,83
referente ao NF. Apesar da primeira etapa da reacdo apresentar resultado
positivo, indicando a presenca do derivado hidroximetilado, ao final, observou-
se apenas a presenca do produto de partida NF. A mudanca drastica do pH do
meio reacional pode ter acarretado a hidrélise do NFOH, degradando-o e
regenerando 0s compostos de partida.

No experimento 10 (esquema 30), partiu-se do NF obtendo-se o
NFOH in situ, em meio béasico, sendo a reacdo acompanhada por CCD
observando-se a formacédo de duas manchas, uma referente ao produto de
partida (NF) com R;= 0,83 e outra referente ao derivado hidroximetilado, com
Rf = 0,64. O AL foi adicionado ao meio, mantendo-se o pH entre 9 e 10, na

presenca de carbonato de potassio e excesso de formaldeido.

o H K.CO. o H H HO,
02N\(_7/\N,r\1\"/m-|2 5C0q ozN\OAN,N N _-OH + HzN\/\/( o
—_— .
\ / CH,0lH,0 \_/ b <
I} o) AL ' "OH
@

@) @
CHFL%)O KaCO;3
0
\ _oH

P
2
\@/\N/ \"/ ~ _OH
~N
4
0 & Ton

Esquema 30: Tentativa de sintese da base de Mannich NFOH-AL -

experimento 10.
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Este meio reacional visou manter o equilibrio de formacéo do
derivado NFOH, evitando-se sua degradacdo a NF, e manter um valor de pH
suficiente para favorecer a forma molecular da amina primaria do alendronato,
visto que seu pKa é de 9,81 (PALLAS, 1994,95), conforme mecanismo de

reacao proposto (esquema 31).

\<J/\ \n/NHz + CH,0 (excesso) =———= = g\ \I(l/kgl\

H H
o S N\/OH —_— |: \<j/\ ]
N
OZN\<\J/\ \[C])/
KoCO5

HoN N
H,0 \/\)( N,
_OH

CH,0

(0] 2
o ’ N \"/ \/& \/\)(\o
\ o oH

/F’/
o= '\
-oH OH

]/OH
HO, R
P M o
0 -
OZN\<J/\N \n/ N P/OH
\ o o \OH

Esquema 31: Mecanismo proposto para reacao de sintese da base de Mannich

- composto 4, em meio basico.

A reacdo foi acompanhada por CCD, observando-se duas
manchas, uma referente ao NFOH com R;= 0,64 e outra rastreada. Visualizou-
se 0 AL como uma mancha rosada no ponto de aplicacdo, com o revelador
ninhidrina. O filtrado foi submetido a andlise de espectroscopia de massas nao

confirmando que o produto desejado néo se formou.
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5.1.3. Tentativa de sintese do pro-farmaco nitrofural hidroximetilado —
anidrido succinico - alendronato de sédio

Na tentativa de sintese do pro-farmaco reciproco NFOH-AL,
optou-se, também, pela reacdo destes dois compostos tendo um &cido
dicarboxilico como grupo espacante Para tanto, empregou-se o anidrido
correspondente, ja que estes sdo compostos bem reativos.

No experimento 11 (esquema 32) utilizou-se 4-
dimetilaminopiridina (4-DMAP) e dicicloexilcarbodiimida (DCC). O primeiro age
como catalisador bésico, caracteristico por ativar nucledfilos, neste caso a
hidroxila (-OH) do NFOH e a amina (-NH;) do AL; o segundo, um agente
acoplante, age como condensante, ativando as carbonilas do anidrido
succinico. A reacdo foi acompanhada por CCD, observando-se uma mancha

referente ao produto de partida (NFOH), com R;= 0,65.

-------------------------------------------------------------------------------------------------------
ACN
CH
- ~
o,N N o
2\<\I\ \g/ o o _ \CH3
) © ;
0 ;
H H '
ON O/ \N/N\"/N\O o
Balzo 01 Qm:c:w—@ . \ :
o o} :
S €
[ mmm = e e e e eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeaan,
H HO
\ 20 HO\ o
o™ 7\ S Pig CHy
o\ NH, + N N\ —> HO N N/ \ N
el on = CHs RN Ho A\ \
'\ OH CHs
HO"  “oH wo” N\
@) OH
Baldo 02 I
/\ . H H ] o] o uOH
| Baldo 02 I ‘ Baldo 01 > ON \ / SN \"/ ~ }’\1‘ ;SH
//P\OH
o
6)

Esquema 32: Tentativa de sintese do pré-farmaco NFOH-&cido succinico-AL —

experimento 11.
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Observou-se depois de 24 horas um precipitado no sobrenadante,
que com auxilio do espectro de IV identificou-se como sendo DCU
(dicicloexiluréia) subproduto da reacédo formado a partir do DCC. Os produtos
da reacao foram analisados no infravermelho ndo comprovando a formacao do
produto desejado.

Na segunda tentativa para a sintese do pré-farmaco reciproco
contendo o anidrido como grupo espacante, utilizou-se do hidroxibenzotriazol

(HOBt) como catalisador (experimento 12), conforme esquema 33.

CTTTTTTTTTTmmmmmmsmsmsmosmsmssosemromososmoes < et
TSN T o buso :
' - ~ *ON, '
: o '
; @ ®) OH 5
' o '
. ~ N N OH |
' Baldo 01 o o '
: " :
1 .
___________________________________________________________________________________ '
HO, :
_0 HO o '
P :
HO” R N '
o, NH, + N — MO >(\/\N—N :
\
3 '
Ho’P\ OH N \\P\ oH H N :
OH OH HO™ “oH OH :
'

: (e}
; NooH U OH
o V.
1| Balao 02 I Baldo 01 I —H—» OZN\Q/QN»N\H/N\/O N Pion
' H .OH
: 0o o JoH
(6) (e] '

Esquema 33: Tentativa de sintese do pré-farmaco NFOH-4cido succinico-AL —

experimento 12.

Ao término da reacdo, a suspensdo obtida foi filtrada, o
precipitado e o sobrenadante foram analisados por CCD, infravermelho e por
espectroscopia de massas. A partir dos resultados obtidos com estas analises,
sugere-se apenas mistura dos compostos de partida, sem a formacdo do

produto desejado.
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5.1.4. Sintese do intermediario esterificado de alendronato de sédio

De acordo com os experimentos realizados anteriormente e as
dificuldades encontradas ao se reagir o AL e o NFOH, optou-se por derivatizar
as hidroxilas pertencentes aos grupos fosfato através de uma reacdo de
esterificagcdo, com intuito de diminuir a polaridade da molécula,
consequentemente aumentar sua lipossolubilidade e o respectivo log P
(VEPSLAINEN, 2002), eliminando estes possiveis pontos de ligacao, ja que em
cada grupo fosfato existem duas hidroxilas livres. A eliminacdo de um ou mais
de seus grupos ionizaveis pode ser feita mascarando-os com grupos funcionais
biorreversiveis (VEPSLAINEN, 2002).

Optou-se por uma reacdo de esterificacdo, utilizando-se
alendronato de sodio e um agente de metilacdo, sulfato de dimetila (DMS), na

presenca de uma base, conforme esquema 34.

HQ HO
HO O Ho |\ _O—CH;
HzNV\X \\o + 0—Ss—0o = HN \\o
—OH /N OH
O4F’\ _R™
OH © \OH
B= Na,CO3; NH40H,
NaOH'  — ° ® ) ®)

Esquema 34: Sintese do derivado esterificado de AL.

A base tem como funcdo manter o pH entre 9-10, deixando assim
as hidroxilas dos grupos fosfato desprotonadas, permitindo o ataque ao DMS.

Segue 0 mecanismo proposto para esta reagio, esquema 35.
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HO HO
\ %O \P%O
HO™ B HO™
0. —_— 0.
\\P NH, \P NH,
Ve \ OH Ve \ OH
HO™ oy HO™ N,
B=Na,CO3 10% ou e}
NaOH 5% ou NH,OH [I
H3C—O—ﬁ—O—CH3 S
o]
HO
\F/o
HO™
HO—S—O0—CHg +
O\P NHZ ]
OH
Ho” \o
N
CHs

Esquema 35: Mecanismo proposto para a reagdo de esterificacdo do

alendronato em meio basico.

Mantendo-se o pH entre 9 e 10, o ataque do DMS permanece
continuo, facilitando o processo de esterificacdo e possivelmente obtendo-se
um aumento no rendimento quimico.

Através das andlises por espectroscopia de massas para o
experimento 15, observou-se a metilacdo nas hidroxilas dos grupos fosfato,
conforme mostra a figura 39, nas regides de razdo m/z = 262,03, 276,00,
291,01 e 303,95, de acordo com o numero de metilagdes AL-CHj; AL-(CHs)y;
AL-(CH3); e AL-(CHs)4, respectivamente. Seguem abaixo 0s espectros de
massas do alendronato de sodio metilado, do alendronato de sédio e a

interpretacdo do primeiro, figuras 39 e 40 e esquema 36.
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Figura 39: Espectro de massas (m/z) do alendronato metilado (8).
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Figura 40: Espectro de massas (m/z) do alendronato de sédio (3).
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Composto: Alendronato de s6dio metilado
Dados teoéricos: HO, R

Foérmula Molecular: CsH;5NO-P, \\‘O
Massa exata: 263,03 HoN
lons Encontrados (ESP-): _-OH

Razdo massa/carga [m/z]: 230.86; 261.92; /P\
269.84; 276; 283.98; 291.01; 303.95. o
OCH3
Interpretacao:
miz= 231.01 [AL-H,0] ~€--== " Ho = 1 :
i wo R "N
O\\ ’:,OH \\ HQ, P\\
Ho R HoN o HaN N
OH OH
H-N OH e g H
z \/\X OH AN H SN
R” " ocH O'Na*
oZ\ 3 miz= 269.99 [ALNa-HJ
OH miz= 262.03 [ALCHg-H]
HiCO_ &
H03 \P/O HCO_ _OCHs H"’CO\P/OCH3
\ HO_ RQ HO, N\
HZNM > 0 HoN 0
_OH HzN g H 2 OCH
o4p\ " P/O R ¢
OCH; o\ 7N\
3 OCHj3
miz= 276.04 [AL(CHg),-H] m/z=290.06 [AL(CHg)s - HI m/z=304.08 [AL(CHg),- H]

Esquema 36: Interpretacdo da figura 39 (m/z) do alendronato de sédio
metilado (8).

Porém, gracas as andlises de RMN 'H, (figura 43, tabela 20)
observa-se que além da metilacdo ocorrer na hidroxila do grupamento fosfato,

ocorreu também na amina primaria da molécula, como mostrado no esquema
37.

HQ,
HO
HQ \p/OH ‘c‘) NH,OH u HO \P/O*CHa
HZN\/\X \\O * o o0—s—Qq T H3C*N\/\X \\O
b—OH / g \ __oH
o™\ o=
OH
OH
@ ) ®

Esquema 37: Sintese do derivado metilado de AL — experimento 15.

Este fato foi comprovado pela presenca de um dubleto (d), em
3,52 ppm, com constante de acoplamento de J = 9 Hz, referente a uma metila
acoplando com grupo fosfato (SILVERSTEIN, 2000). Este fato inviabiliza a
utilizacdo deste método, no entanto, a observacao de que o valor de pH entre 9
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e 12 favorece a derivatizagdo da amina priméria, oferece subsidios para uma

nova proposta de reacdo do pré-farmaco reciproco NFOH-AL.

A seguir estdo apresentados os espectros de RMN *H e de *C

para o composto de partida AL (3) e o RMN *H para produto da reacéo obtido

no experimento 15 (composto 8), AL-metilado.

4.7903
4.7869

_—4.7927

_&_

3.0435
2.0114

T T T T T T T T T
16 15 14 13 12 11 10 9 8 7 & 5

Figura 41: Espectro de RMN *H do alendronato de sédio (3) (D-O — 300 MHz).
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Figura 42: Espectro de RMN **C do alendronato de sédio (3) (D,O - 75 MHz).

Tabela 19: Atribuicdes de RMN *H e de RMN *3C do alendronato de sédio (3).

HO
HO \P/OH
H,N 3 1 \\O
‘ ’ __—OH
N
ONa
RMN *H (D,0O-dg), 300 MHz RMN *3C (D,0-dg), 75 MHz
8 (ppm) = 2,01 (s largo, 4H, H,e H); 3,04 (s 8 (ppm) = 22,1 (Cy),
largo, 2H, Hy). 30,5 (Cy); 39,9 (Ca);

75.2 (t. J (C-P) = 135 Hz. C.)
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Figura 43: Espectro de RMN 'H do alendronato de sédio metilado (8)

(experimento 15) (D,O — 300 MHz).

Tabela 20: Atribuicées de RMN *H do produto obtido no experimento 15,

composto AL-metilado (8).

RMN *H (D,O-dg), 300 MHz,

6 (ppm) = 1,86 (s largo, 4H, H, e Hs);
2,46 (s, 3H, Hs); 2,90 (s largo, 2H, Hy),
3,52 (d, J=9 Hz, 3H, He).
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Observou-se, através das analises realizadas no infravermelho e
de RMN 'H para o experimento 16, que a reacéo n&o deve ser realizada a
quente, devido a hidrélise do agente de metilacdo DMS (MERCK INDEX,1996),
sensivel a altas temperaturas.

No experimento 17, a reacgao foi feita em banho de ultrassom, na
tentativa de otimizar seu tempo reacional. Houve dificuldade em homogeneizar
os dois reagentes, AL e DMS, e as analises no infravermelho e espectroscopia
de massas revelaram que a reacdo acontece, apresentando 0S mMesmos
resultados ja& mencionados no experimento 16.

No experimento 18, a tentativa de realizar a reacdo através de
microondas foi descartada devido a carbonizacdo do DMS.

Apesar da tentativa de esterificacdo do alendronato de sodio (AL)
ndo ter logrado éxito, devido a metilacdo da amina primaria inviabilizando a
etapa seguinte de sintese, esta rota sintética forneceu subsidios para estudo e
reconhecimento do composto, suas particularidades e caracteristicas fisico-
quimicas. Tais caracteristicas, como alta polaridade, baixa e/ou nenhuma
solubilidade em solventes organicos, grupos funcionais volumosos e de dificil
acesso para derivatizacfes seletivas, entre outras caracteristicas, estdo agora
elucidadas. Este reconhecimento foi de extrema valia para a elaboracdo de
novas tentativas e rotas de sintese.

De acordo com a literatura, esterificacbes nestas hidroxilas séo
passiveis de acontecerem, porém, desde que a sintese da molécula seja
refeita, deixando-se de realizar a etapa final de hidrolise, como, por exemplo,
mostra o esquema 38 (GUITTENS et al., 2005).
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ﬁ I
HC(OEt)3 RHN\ P(OEY), hidrélise RHN\ /P(OH)Z
RNH;  ————— © C
- H/ \P( _ H/ \|||3(OH)2
o)

Esquema 38: Rota de sintese de aminobifosfonato.

Fonte: GUITTENS et al. 2005.

A derivatizacdo nos atomos proximos ao atomo de fosforo é
dificultada devido ao impedimento estérico, sendo a modificacdo seletiva
sinteticamente dificil (VEPSLAINEN, 2002).

5.1.5. Tentativa de sintese do derivado tosilado de nitrofural

hidroximetilado

Diante das dificuldades encontradas nos experimentos testados
ligando-se o derivado hidroximetilado de nitrofural (NFOH) diretamente ao
alendronato de sodio (AL), optou-se também por modificar a molécula do
NFOH, ligando-o ao cloreto de tosila (Tos-Cl) na tentativa de melhorar o seu
grupo de saida (SIMIAN et al., 2004; ZOU et al., 2005).

Os experimentos foram realizados em diversos solventes, visto a
dificuldade em se solubilizar o NFOH. Reagiu-se o0 NFOH ao Tos-Cl na
presenca de uma base, 4-DMAP, TEA ou Na,COg, utilizadas com a funcéo de
desprotonar a hidroxila do NFOH permitindo a ligagédo ao Tos-Cl, como mostra

0 esquema 39.
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H H
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OZN\<0J/\N/N\”/NH\/OH 02N\<j/\’\‘/ \"/NH\/
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Esquema 39: Mecanismo proposto para a reacdo de formacdo do derivado

tosilado de NFOH em meio basico.

No experimento 19, reagiu-se o NFOH ao 4-DMAP adicionando-

se o Tos-Cl a baixa temperatura.

H H o)
H o H o o) ~. N _N_ _Oo_/
O X, N N OH ] - NN
O,N Ng T HCOS—CI ON N 2
ey e O et 0T )
%) (9) CH

(10) 3

Esquema 40: Tentativa de sintese do derivado tosilado de NFOH -

experimento 19.

Observou-se através da espectroscopia de massas (figura 44,
esquema 43) a formacao de um derivado (NFCH,DMAP) na regiao de raz&o
m/z= 333,20. Este derivado formou-se devido ao fato de tanto o 4-DMAP
quanto o (NFO’) terem caracteristica de nucledfilos, e com a presenca
remanescente do 4-DMAP este promoveu a substituicdo do Tos-Cl.

Segue o0 esquema 41 com o mecanismo da reacao de formagao
do derivado NFCH,DMAP e o espectro de massas correspondente.
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H H
0. ~ N NH. OH 4-DMAP O X N NH o
OZN\<\I\N \”/ ~ —>02N\<j/\,\, \”/ ~
[e]
O N NHV
H* + O:N
o

L@ i

Esquema 41: Mecanismo da formacdo do derivado NFCH,DMAP - experimento
19.

Ha um equilibrio acido-base dindmico entre os dois nucledfilos, o

NFOH e o0 4-DMAP, que pode ser observado no esquema abaixo.

o (o] \N/H NHVOH‘/_+\: N</:>7N/CH3
\<\j/\ \ﬂ/ — \CH3

“ equilibrio &cido-base

o /H N 0’/—\\ CHs
OZN\<\j/\N T ~ . H@N<

CHs

Esquema 42: Mecanismo do equilibrio acido-base do NFOH e 4-DMAP -
experimento 19.

Thais Costa Contente



Resultados e Discuss&o 110

amogtra € - cone 20
DIOD13 1 (0.509) SoanE5+
o 122.40 671
g

3.70

4458 e

]

o T I‘. T 1 Ir T 1T T 1T IL oIT T Tr T T T L T Tr .l T T T L Il-w'z
50 75 100 125 150 175 200 295 250 275 300 325 350 375 400 435 450 475 500 525 550 575 60D 625 650 675 70D

Figura 44: Espectro de massas (m/z) da tentativa de ligacdo NFOH-cloreto de

tosila usando 4-DMAP como base (experimento 19).

Composto: NFOH-4-DMAP |
Dados teodricos: = N
Formula Molecular: C14H17NgO," "M

Massa exata: 333,13 ON AON N I NN

fons Encontrados (ESP+): \_/ \"/

Razao massal/carga [m/z]: 122.40, 333.20.

]

Interpretacdao:

H,(:\N/CHJ

=

| +
7 | N
H O,N o \N/n H\/»N\
- ™Y

N
m/z=333.13 [NFCH,DMAP]*

miz=123.09 [4-DMAP + H]

Esquema 43: Interpretacao da figura 44 (m/z) da tentativa de ligagdo NFOH-

cloreto tosila.

Este fato confirma a hipétese de o derivado hidroximetilado reagir
com o Tos-Cl, o que remete a viabilidade da derivatizacéo, devendo ser melhor
adequado em relacdo ao uso da base.
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Por esta razao, para os experimentos 20 e 21 utilizou-se como
base a trietilamina (TEA), um nucledfilo fraco por ser estericamente impedido.
No entanto, as analises realizadas por espectroscopia de massas e por

RMN *H n&o confirmaram a sintese do produto.

o]
Vi

o H H
H H i 0 A TANGLNGZEN
O~ .N___N__OH + HSCOS—CI — OZN\<j/\N \"/ S
O,N N ~ i 4
X \<\J/\ \ICL/ ¥ TEA \_/ 5 o

2 9) (10) CHy

Esquema 44: Tentativa de sintese do derivado NFOH-tosila — experimento 20.

Para os experimentos seguintes, testaram-se diversos sistemas
solventes na tentativa de melhorar a solubilizacdo do NFOH, e outras bases
para manter o meio basico. As tentativas também ndo foram bem sucedidas e
as reacdes ndo aconteceram. Observou-se nas analises de CCD realizadas, a
presenca do composto de partida (NFOH), sua degradacdo e o aparecimento
do NF, provavelmente devido a instabilidade do derivado hidroximetilado em
mudancas de pH. Para todos os experimentos, realizaram-se analises por
espectroscopia de massas, as quais ndo confirmaram a formagéao do produto
desejado.

Apesar de as reacfes ainda ndo terem logrado éxito, estudos
confirmam que o cloreto de tosila € um bom grupo abandonador e vem sendo
utilizado com sucesso (SIMIAN et al.,, 2004; TERANISHI, 2002; ZzOU et al.,
2005). Esses estudos sugerem que a tosilacdo seja feita em temperaturas
baixas, em meio basico e de preferéncia na presenca de TEA devido a geracao
de HCI durante a tosilacdo. A auséncia da TEA pode gerar um meio &cido
capaz de degradar o préprio NFOH. O produto desta neutralizagdo é o EtsN
HCI (ZOU et al., 2005).

No experimento 26, apos 4 horas de reacdo, adicionou-se

1 mmol de butilamina.
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Esquema 45: Mecanismo da formacdo do derivado NFCH;ButNH,

experimento 26.

Esta adicéo teve como objetivo verificar se o NFOH poderia reagir

com a butilamina, assim como ocorreu no experimento 19, quando houve a

formacdo do derivado NFCH,-DMAP (esquema 41, esquema 46). A ligacao

entre o NFOH e a ButNH; ocorreu, como mostra a figura 45, na regiao de razéo

m/z = 286. Isso prova que a ligacdo do NFOH ao Tos-Cl ocorre, e mais uma

vez, outro nucledfilo (ButNH,) deslocou a tosila.
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5
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T T T T
140 160 180 200
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Figura 45: Espectro de massas (m/z) da tentativa de ligacdo do NFOH-cloreto

tosila usando TEA e butilamina (experimento 26).
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Composto: NFCH, ButNH,

Dados tedricos:

Foérmula molecular: C11H17N504
Massa exata: 283.13

lons Encontrados (ESP+):

Raz&o massa/carga [m/z]= 211; 286

Interpretacdao:

o o)
PP o AN .
: N NN
HO/i/\NH H/ X o \\O OZN\@/\N/ \H/ \ﬁz 2
i-----» -OH o

miz = 283,13 [NFO-BUtNH,]

miz = 211.05 [NFOH-OH]*

Esquema 46: Interpretacdo da figura 44 (m/z) da tentativa de ligagdo NFOH-

cloreto tosila na presenca de butilamina.

A tosilacdo do NFOH mostra-se promissora, proporcionando
melhora no grupo de saida de NFOH para NFOTos (NFOH tosilado). Isso
facilitaria a ligacdo do derivado ao AL, no entanto mesmo depois de todos os
meios reacionais testados, e estando o meio basico como sugerido pela
literatura (SIMIAN et al., 2004; TERANISHI, 2002; ZOU et al., 2005), ndo houve
a formacéo do derivado tosilado. A formacédo dos derivados NFCH,DMAP e
NFCH,ButNH, prova que a tosilagdo acontece, ocorrendo uma competicao
entre os nucledfilos (NFO', DMAP ou ButNH,) e o deslocamento da tosila.

A reacdo entre NFOH e Tos-Cl utilizando-se 4-DMAP como base
foi refeita no experimento 27, porém utilizando-se propor¢do molar dez vezes
menor do que aquela realizada no experimento 20. Esta tentativa visou evitar a
formacdo do derivado NFCH,DMAP. No entanto, conforme analise de
espectroscopia de massas realizada observou-se novamente a formacdo do
derivado (NFCH,DMAP) na regido de razdo m/z= 333,1, possivelmente em

menor quantidade, mas certamente inviabilizando esta metodologia.
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5.1.6. Tentativa de sintese do intermediario hemissuccinato de nitrofural
hidroximetilado

Paralelamente a derivatizacdo do NFOH-Tos-Cl, testou-se
também a sintese do hemissuccinato de NFOH (HSNFOH) tanto em meio
acido quanto em meio basico, utilizando como uma das metodologias, estudos
adaptados de SANTOS (2005).

Seguem os esquemas 47, 48, 49, 50 e 51 das reacdes propostas

e Seus mecanismos.

H

o)
H + THF o. H H
O N N OH ——H o N N o
ozN\@/\N/ T ~— A H1y505 2 \@/\N/ T ~ oH
5 o o o )
®)

(€8] o
@)

Esquema 47: Tentativa de sintese do derivado HSNFOH, em meio &cido —

experimento 28.

o Q
X H H
H o oH . H*
o) ~ N N._OH d SN o NN N _HO ™ o
ON \ / N \"/ 5 2 \ /
) o o 0

-~

o)
O \H H O\H/\)‘\
HY  +  O.N N7 ~ OH
T Y
0

Esquema 48: Mecanismo proposto para reacdo de sintese do hemissuccinato

de NFOH em meio &cido.

[e]
H H N THE H H
O. N N OH O. N N 0.
O3N - O,N -
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Esquema 49: Tentativa de sintese do derivado HSNFOH, em meio basico —

experimento 29.
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Esquema 50: Mecanismo proposto para reacdo de sintese do hemissuccinato

de NFOH em meio basico.

ON \0/ \/ [\/\—H—> \Q/\/\"/\/\”/\)‘\
@ )

| S= ACN/Py; THF/Py, DMF/Py |

Esquema 51: Tentativa de sintese do derivado HSNFOH, em meio basico —

experimentos 31, 32 e 33.

As reacOes foram acompanhadas por CCD, observando-se duas

manchas caracteristicas, uma referente ao produto de partida NFOH, com
= 0,67 e outra referente ao produto da degradacdo do NFOH, o NF, com
Rf = 0,82, a partir de 24 horas de reacdo. As andlises realizadas por
espectroscopia de massas também nao confirmam a formacdo dos produtos

desejados.
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5.1.7. Sintese do intermediario hemissuccinoil alendronato (HSAL)

Diante a possibilidade de derivatizacdo da amina priméria do AL,
como discutido anteriormente no item 5.1.4, testou-se a sintese do derivado
alendronato de sddio (AL) tendo o acido dicarboxilico como grupo espacante.

Discute-se muito sobre a reatividade deste grupamento aminico e
segundo estudos realizados por GUITTENS et al (2005). No entanto, existe a
possibilidade de derivatizar esta por¢cdo da molécula em meio béasico, com pH
entre 9 e 12, possibilitando a sintese de um novo composto a partir desta
derivatizacdo (GUITTENS et al., 2005; VEPSLAINEN, 2002). A seguir, 0

mecanismo para a reagdo de sintese do HSAL em meio basico.

HO\ HO
HO/P¢O /\P’O oy
HO
o) A X NH,OH O
N N ) —— et
Hoo \_ OH HO oo\ OH 'y
OH OH
o I o)
5
o o)
HO RZ
P//O fe) HO™
HO~ Q,
[°N NH OH \\P /N\1 (e}
RO oH Ho” \_  OH
HO ©oH OH

Esquema 52: Mecanismo para reacdo de sintese do derivado HSAL em meio
béasico.

As primeiras tentativas de sintese deste derivado foram feitas
apenas em agua, ndo sendo bem sucedidas.

De acordo com a literatura, a derivatizacdo do AL € possivel
utilizando-se meio béasico, para a desprotonacdo da amina primaria do AL
(GUITTENS et al., 2005; RIBEIRO et al., 2005; SPARIDANS et al., 1997).

Assim, no experimento 36 (esquema 53), o pH do meio reacional
foi mantido no valor de pH 11 desde o inicio da reacdo. A reacao foi

acompanhada por CCD, a qual n&o confirmou a formacéao do produto.
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HO\

o HO
HO/P4 e o

o o. 0. o NH,OH Ho/WNH

- .
N\ NH  + v H,0 O\\P - OH
R ZaN
wo” \ o HO “on o
EANG) ©)
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Esquema 53: Sintese do derivado HSAL — experimento 36.

No entanto, a analise por espectroscopia de massas realizada,
confirmou a formagédo do derivado HSAL, (figura 46) na regidao de razéo
m/z =348 e m/z = 370. Observa-se por este ion m/z =370 a formac&do de um
complexo [Na-fosfato]. Apesar de o AL estar em agua, favorecendo o composto
estar em sua forma ionizada (AL'Na’), o meio apresenta-se basico, contendo
excesso de (-OH), que faz com que o Na esteja quelado ao AL. Os ions de
razao m/z= 266 e m/z= 248 sugerem ter apenas um sodio (Na) de diferenca
entre eles (Na - massa atbmica = 22,9898).

O produto obtido, o derivado HSAL foi mantido em solugdo para
ser utilizado em futuras reacdes. Segue os espectros de massas do produto

HSAL, figura 46 e sua interpretacdo, esquema 54.

TCC035 col0
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o | N Erray PR
T T T T T T T T T T T T T T T T 1
02112005-008 1 (0.500) Daughters of 346E5-
345 3.65e4
100
7
%
265
e
0
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Figura 46: Espectro de massas (m/z) do derivado HSAL (experimento 36).
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Composto: HSAL Q 20

Dados teéricos: HO/X\/\

Formula molecular: CgH17NO1oP» OH
Massa exata: 349,03/371,01

fons Encontrados: (ESP-):
Razdo massal/carga [m/z]: 117,0; 248,0; 266;

HO
348; 307. \ 20 o
o™ R
NH
Y OH
HO/P\ o
Interpretagao: ONa 0
HO
o) %20 HO\PéO
OH HO™ HO™
HO fo) NH, NH
\\P O\\ 2
- OH Rl OH
° HO™ on HO™ “ona
m/z = 118.03 [4cido succinico] miz = 249.02 [AL] m/z = 271 [AL-Na]
HO\ e 16} \ /O
HO/P>(\/\NH Ho >(\/\
(@]
3 H
/P\ OH 0
HO oH o ONa
m/z=349.03 [ HSAL] m/z= 371,01 [AL -succinoil-Na]

Esquema 54: Fragmentacdes (m/z) do derivado HSAL, referente a figura 46.

A analise por espectroscopia de ressonancia magnética nuclear
de 'H e '3C foi realizada, porém n&o foi conclusiva devido & presenca de
excesso de anidrido succinico. Para o sucesso desta reacdo e formacéo do
derivado HSAL o0 excesso de anidrido succinico € necessario,
consequentemente a formacdo de seu acido como subproduto dificulta a sua
separacdo do produto final. O derivado HSAL foi identificado por
espectroscopia de massas, conforme figura 46 e esquema 55 observando-se

também a grande quantidade de acido presente no meio.
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5.1.8. Sintese do intermediario derivado de alendronato de sédio e

cloreto de succinoila

Paralelamente a derivatizacdo do AL com anidrido succinico,
realizou-se a reacao do derivado AL com cloreto de succinoila, uma vez que os

cloretos de acido apresentam maior reatividade.

Esquema 55: Tentativa de sintese do derivado AL- cloreto de succinoila —
experimento 37.

Segue no esquema 57 0 mecanismo para esta reacao.

HO,
77N b e
o /P
o NH cl THF HO OH o
2 + —_—
HO\P// "1/ HO\ o
HO/ on °© /P\ N
Ho—P—OH o/ OH "
g o

Esquema 56: Mecanismo para a sintese do derivado AL - cloreto de succinoila.

Porém o AL possui 0 grande inconveniente de ser completamente
solavel apenas em &gua, dificultando a utilizagcdo de solventes organicos. A
tentativa de solubiliza-lo no proéprio cloreto de succinoila (experimento 37), e
posteriormente em THF nao foi bem sucedida.
No experimento 38 realizou-se a reacdo do derivado proposto em cloreto de

succinoila e posterior adicdo de 4gua, mantendo-se o meio com pH 11.
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@ NH, (13

V=
o o0
HO/P4 o
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A N R
K \
HO” Ny

a2 H

Esquema 57: Sintese do derivado AL—hemissuccinoil — experimento 38.

E sabido que o cloreto de succinoila em dgua assume a forma de

acido succinico, gerando um derivado igual ao obtido no experimento 36.

o He H Q
a 9 OH
al 7—> OH
@ J o

OH. /\F\/

OH

(0]
\
P/ OHP OH
OH OH
O,
(o]

oK 7 .—oH

P c
N NH—C\ /
0" OH CHzCHz

(15)

NH,OH

Esquema 58: Mecanismo para sintese do derivado AL-hemissuccinoil em agua

e meio basico.

De acordo com a analise de espectroscopia de massas, confirma-

se a sintese do derivado AL-succinoil, na regido de razdo m/z = 348. O cloreto

de succinoila, por ser mais reativo, apresenta maior quantidade de subprodutos

reacionais, como se pode observar no espectro de massas do produto da

reacao. Segue o espectro de massas do composto AL-succinoil, figura 47 e sua

interpretacéo, esquema 59.
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Figura 47: Espectro de massas (m/z) do derivado AL-succinoil (experimento
38).

Composto: AL-succinoil HO
Dados teéricos: \ 20 o
Férmula molecular: CgH;7NO1oP, HO™
Massa exata: 349.03 N NH
fons encontrados (ESP-): o7 Non OH
Raz&o massa/carga: 117.0, 248.0, 348. Ho” \OH o
Interpretacao:
HO
(0] HO\ o /\Péo 0
HO NH \
O\\P OH 2 HO: o "
o Ho” \OH OH o}
m/z = 118.03 [Acido succinico] miz = 249.02 [AL] m/z=349.03 [ HSAL]

Esquema 59: Fragmentacdes (m/z) do derivado AL-succinoil, referente a figura
46.

Apesar de o derivado ter sido formado, esta metodologia ndo sera
utilizada, por trés fatores — (a) por este derivado também ter sido obtido pela
reacdo do AL ao anidrido succinico (HSAL); (b) a reacdo com o cloreto de
succinoila apresentar muitos subprodutos, o que dificultaria a purificacdo do
produto desejado; (c) maior facilidade no manuseio do anidrido succinico,

comparado ao cloreto de succinoila.
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5.1.9. Tentativa de sintese do intermediario acetilado de nitrofural
hidroximetilado

Diante dificuldades encontradas nos experimentos testados para
a sintese do derivado tosilado de nitrofural hidroximetilado (NFOH), optou-se
também por diferente derivatizacdo da molécula do derivado NFOH, ligando-o
ao cloreto de cloroacetila, outra tentativa de melhorar o seu grupo de saida.

Os experimentos foram realizados em solventes diferentes,
diclorometano, dimetilformamida,  dimetilsulféxido,  acetonitrila/piridina,
tetraidrofurano/piridina e dimetilformamida/piridina, experimentos 39, 40, 41,
42, 43 e 44, respectivamente, haja vista a dificuldade em se solubilizar o
NFOH. Reagiu-se o NFOH com o cloreto de cloroacetila na presenca de uma
base, carbonato de sodio (Na,CO3) e piridina (Py), utilizados com a funcdo de
desprotonar a hidroxila do NFOH permitindo a ligacdo ao cloreto de
cloroacetila, como mostra o esquema 60 abaixo, e ainda, captar o acido
cloridrico liberado da reacédo do cloreto ao derivado hidroximetilado.

H H
on o] \N/N NH._-OH B on O \N/N\H/NHvo-
N AU
o [¢]
Cl

Cl v
:
N N _N_ _o
(0]
HCl + OZN\<\J/\N/ \H/ N Y\Cl
o (¢]

Esquema 60: Mecanismo proposto para sintese do derivado acetilado de

nitrofural hidroximetilado em meio basico.

Além de se obter um melhor grupo abandonador que a hidroxila
pertencente ao derivado hidroximetilado, esta reacdo teve também como
objetivo a sintese de um derivado acetilado como um intermediério mais polar
que o derivado tosilado, a ser reagido futuramente com o alendronato de sddio
(composto 20) ou com seu derivado hemissuccinoil - HSAL (composto 24),

para sintese do pro-farmaco reciproco, visto que o derivado HSAL apresentou
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resultados promissores na sua etapa de sintese. Seguem o0s esquemas 61 e 62

dos pré-farmacos propostos.

H H
N N o
0N ° \N/ ~~ o+
\_|
o o

(€3]

o H H
O,N \N/N\H/Nvo\"/\N
\_/ H

o [e]

(20)

Q ,oH
2 \\P/\OH
Y
o#R-OH
@ OH

Q
R\ ,OH
HO PSoy

/\/\)< _~OH

P
0”7 “OoH

Esquema 61: Pro-farmaco proposto a partir do derivado acetilado de NFOH e

AL — composto 20.

o (24) o

o S N N o i HO 0n
P.

OZN\<\I\N/ \’( N~ Y\cl N HOWNW ~oH
H _P-~

17 o (12 o=R OH

o (17) o OH

Esquema 62: Pro-farmaco proposto a partir do derivado acetilado de NFOH e

HSAL — composto 24.

Observou-se através da espectroscopia de massas realizada a

nédo formacgao do derivado acetilado de NFOH, inviabilizando as etapas futuras

de sintese dos pro-farmacos propostos. Acreditava-se que esta reacdo

ocorresse em um curto periodo de tempo, porém, através dos resultados

obtidos com os experimentos 42, 43 e 44, os quais foram monitorados

integralmente por CCD, observou-se a ndo formagao do derivado acetilado

proposto e ainda, a degradacdo do NFOH a seu composto de partida NF, a

partir de 24 horas de reacéao.
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5.1.10. Tentativa de sintese do pro-farmaco derivado de nitrofural

hidroximetilado e hemissuccinoil alendronato.

Diante as dificuldades encontradas em se reagir o derivado
hidroximetilado ao alendronato de sédio e a partir dos resultados promissores
obtidos com o derivado hemissuccinoil alendronato (HSAL), propfs-se a
sintese de um pro-farmaco derivado de NFOH e HSAL.

Visto que os dois compostos possuem caracteristicas fisico-
quimicas distintas principalmente em relacdo a solubilidade, optou-se por se
fazer a reacdo em agua e em meio basico. Essa condicdo teve como intuito
manter a formagao do derivado HSAL mesmo tendo em vista que este meio
nao seria 0 mais adequado para a solubilizacdo do derivado NFOH. No
entanto, a presenca do formaldeido favoreceria a ndo degradacdo do NFOH a

seu composto de partida NF. Segue o esquema 63 da reacéo proposta.

\ _o o

R HO. N N = o NO,
o on "N \N/\Q/

N \ /

N N

P OH [} )

7N\ (12) o
Ho” OH H,0

Esquema 63: Pro-farmaco proposto a partir do derivado NFOH e HSAL -

composto 6.

De acordo com os valores da constante de ionizagcdo dos
compostos de partida, HSAL, grupo acido — RCOCH,CH,COOH, pKa = 5,03 e
derivado NFOH, grupo acido — RCH,OH, pKa = 13,60 (PALLAS, 1994, 95),
espera-se que o pH do meio favorecga o ataque do derivado HSAL ao derivado
NFOH deslocando sua hidroxila. Segue 0 mecanismo proposto para esta

reacdo, esquema 64.
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Esquema 64: Mecanismo proposto para sintese do pro-farmaco derivado de

NFOH e HSAL, em meio basico.

As analises de CCD realizadas mostraram duas manchas, uma
caracteristica ao produto de partida, NFOH, com R;= 0, 63, e outra rastreada,
tornando esta andlise inconclusiva. Observou-se através da espectroscopia de

massas realizada que o pro-farmaco proposto nao se formou.

Thais Costa Contente



Resultados e Discuss&o 126

5.1.11. Tentativa de sintese do pro-farmaco derivado de nitrofural e

hemissuccinoil alendronato.

Paralelamente a reacdo anterior, baseando-se na mesma
proposta, testou-se a sintese do pro-farmaco derivado de nitrofural e derivado
hemissuccinoil alendronato, em agua e formaldeido, tendo carbonato de
potadssio como base. Este meio reacional sendo favoravel a formacao do
derivado hidroximetilado facilitaria sua sintese in situ, sendo mantido para
posterior reacdo de esterificacdo entre os derivados NFOH e HSAL. Segue

abaixo o esquema 65 do pro-farmaco proposto.

o) H H
H,0 / CH,0 o
S N &
K,CO
N No Z \H NH, 20 o o \ /
+

(12) o

HO
\P//o o
H20 / CH,0 HO™ oH
KoCOg O\\p 9 N
Ho” “on

HO
/P//O i
HO' H H o
>(\/\N O\/N N\N/ NO,
(XS H \ /
N2 OH
HO/ \OH o (6) o

Esquema 65: Pro-farmaco proposto a partir do NF e HSAL — composto 6.

O derivado NFOH foi obtido in situ, confirmado pela andlise de
CCD, observando-se uma mancha caracteristica, com R¢ = 0,62. Observou-se,
no entanto, através de analise de espectroscopia de massas, a ndo formacéao

do pré-farmaco proposto.
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6. CONCLUSAO E PERSPECTIVAS

6.1. Considerac0es finais

>

Obteve-se o derivado hidroximetilado em meio basico.
Obteve-se o derivado hidroximetilado em meio acido.

O tempo de obtencéo do derivado hidroximetilado em meio basico

foi reduzido para 24 e 5 horas em seus respectivos experimentos.

As tentativas de sintese da base de Mannich NFOH-AL realizadas
nao foram bem sucedidas, observando-se muitas vezes a

degradacdo do composto de partida (NFOH).

O pro-farmaco reciproco nitrofural hidroximetilado-anidrido

succinico-alendronato de sddio nao foi obtido.

Durante a esterificacdo do alendronato de sodio houve a formacao
de derivado metilado, caracterizado por espectroscopia de massas
e ressonancia magnética nuclear de *H e *3C, porém este derivado
nao se mostrou Util e apropriado para a sintese do pro-farmaco

proposto.
O derivado tosilado de nitrofural hidroximetilado nao foi obtido.

O derivado hemissuccinato de nitrofural hidroximetilado nao foi

obtido.

O derivado hemissuccinoil de alendronato de sédio (HSAL) foi

obtido e identificado por espectroscopia de massas.
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» O produto da reacdo entre alendronato de sodio e cloreto de

succinoila em meio aquoso foi obtido.

> O derivado acetilado de nitrofural hidroximetilado n&o foi obtido,

devido a degradacao do composto de partida.

» As tentativas de obtengéo de pro-farmacos derivados de
hemissuccinoil alendronato de sédio - nitrofural hidroximetilado e
hemissuccinoil alendronato de sédio - nitrofural, ndo foram

coroadas de éxito.
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6.2. Perspectivas

» Obtencao de derivado do AL para preparacao da base de Mannich

com o derivado hidroximetilado de nitrofural.

» Obtencéo de derivado do AL com maior lipofilicidade (maior log P)
aumentando-se as possibilidades de sintese e solubilizacéo do

composto em solventes organicos.

» Obtencao de derivado de NFOH com maior hidrofilicidade (menor
log P) aumentando-se as possibilidades de solubilizagao deste

composto em agua.

» Sintese de pro-farmaco reciproco alendronato de sodio-primaquina

(BLAU, 2005).

» Obtencao de pré-farmaco reciproco derivado de nitrofural
utilizando-se outro farmaco pertencente ao grupo dos

aminobifosfonatos.

» A partir dos resultados promissores obtidos com as pesquisas
referentes a atividade seletiva dos aminobifosfonatos, propor e
planejar pré-farmacos potencialmente antichagasicos tendo o

pirofosfato como alvo na via metabdlica do Trypanosoma cruzi.
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7. EXPERIMENTOS

7.1. Métodos de Sintese

7.1.1. Sintese do derivado hidroximetilado de nitrofural (NFOH)
7.1.1.1. Meio basico

Experimento 1

Realizou-se 0 experimento segundo a metodologia descrita por
CHUNG (1996), partindo-se de 5 mmol (0,99 g) de NF, 5 mmol (0,69 g) de K,COg3,
em suspensdo de 10 mL de agua com 18 mL de solugdo aquosa de CH,O (37%,
v/v) sob agitagdo a temperatura ambiente por 24 horas. Apés o término da
reacdo, a suspensdo foi filtrada e lavada com metanol a frio, sob pressao
reduzida. O precipitado foi recristalizado com solucdo metanol:agua (170:50, v/v)
e avaliado por CCD utilizando-se como fase mével, sistema solvente 1. Realizou-
se andlise no infravermelho, por espectroscopia de massas e por ressonancia

magnética nuclear de *H e C*¥(RMN *H e C%).
Experimento 2

Nas mesmas condi¢bes do experimento 1 e segundo metodologia
descrita em TROSSINI (2004), realizou-se a reagédo de hidroximetilagdo do NF,
com adicao de solucdo aquosa de CH,0O (37%, v/v) em duas etapas: metade da
concentracdo logo no inicio da reacdo e outra metade apds 2,5 horas,
observando-se a reacdo por CCD utilizando-se como fase movel, sistema
solvente 1. Interrompeu-se apds 5 horas de reacdo com provavel formacdo do
produto final. Filtrou-se sob pressdo reduzida, lavando-se o precipitado com
metanol a frio até remocdo total do formaldeido. Realizou-se analise no

infravermelho.
7.1.1.2. Meio acido
Experimento 3

Realizou-se o0 experimento segundo a metodologia descrita por

CHUNG, 1996, partindo-se de 5 mmol (0,99 g) de NF com excesso de solucdo
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aquosa de CH,O (37%, v/v) em presenc¢a de HCI 0,1 M até pH 4 e agua. A reacdo
permaneceu a temperatura ambiente, em pH 4-5 sob agitacdo constante, durante
24 horas, sendo acompanhada por CCD utilizando-se como fase movel, sistema

solvente 1.

7.1.2. Sintese da base de Mannich nitrofural hidroximetilado e alendronato
de sédio

Experimento 4

A partir do derivado hidroximetilado obtido no experimento 1,
realizou-se a reacdo do pré-farmaco proposto partindo-se de 1 mmol de NFOH
(0,23 g) suspenso em metanol, 1 mmol de AL (0,325 g) solubilizado em agua sob
agitacdo constante a temperatura ambiente por 24 horas. O meio foi filtrado sob
pressdo reduzida e o precipitado foi analisado por CCD utilizando-se como fase

movel sistema solvente 1. Realizou-se a analise no infravermelho.
Experimento 5

Realizou-se a reacdo do pro-fArmaco proposto através duas etapas.
Na primeira, a reacdo de hidroximetilagdo do NF, com excesso de CH,0O, na
presenca de agua e acido cloridrico (HCI). Partiu-se de 1 mmol de NF (0,2 g), 3,6
mL de solucdo aquosa de CH,0 (37%, v/v) e 2 mL de &gua. Ajustou-se o pH da
reacdo para 4 com solucdo de HCI| 0,1 M. A etapa procedeu-se por 24 horas,
sendo acompanhada por CCD utilizando-se como fase modvel sistema solvente 1.
Apos as primeiras 24 horas, ajustou-se o pH do meio para pH 5-6 com trietilamina
(TEA) e adicionou-se entdo 1 mmol do AL (0,325 g) solubilizado em agua em
propor¢cdo de 1:1 (mol:mol) com o NF, e outros 3,6 mL de solugdo aquosa de
CH,0 (37%, v/v). Ajustou-se novamente o pH 5-6, mantendo-se a reacdo sob
agitacao constante a temperatura ambiente por mais 24 horas. Acompanhou-se a
reacdo por CCD utilizando-se como fase movel sistema solvente 1. Ao final das

24 horas o solvente foi rotaevaporado e o material analisado no infravermelho.
Experimento 6

Partiu-se de 1 mmol de NF (0,2 g) suspenso em CH3OH, 1 mmol do
AL (0,325 g) solubilizado em agua e 1,0 mL de solucdo aquosa de CH,O (37%,
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v/v). Ajustou-se o pH da reacdo para 4 com &cido acético. Apés 1 hora de reacgdo,
adicionou-se mais 1,0 mL de solucdo aquosa de CH,O (37%, v/v). A reacado
permaneceu sob agitacdo magnética por 24 horas, sendo por CCD utilizando-se
como fases moveis os sistemas solvente 2 e 3. O meio foi filtrado sob pressdo
reduzida, o filtrado rotaevaporado. Ambos, precipitado e produto rotaevaporado

foram analisados no infravermelho.
Experimento 7

Partiu-se de 1 mmol de NF (0,2 g) suspenso em CH3zOH e 1,0 mL de
solucédo aquosa de CH,0 (37%, v/v). Ajustou-se o pH da reacéo para 4 com HCI
0,1M. Apd6s 1 hora de reacgdo, adicionou-se mais 1,0 mL de solu¢do aquosa de
CH,0 (37%, v/v), 1 mmol do AL (0,325 g) solubilizado em agua e ajustou-se o pH
da reacdo para 8 com trietilamina (TEA). A reacdo permaneceu sob agitacao
magnética por 24 horas, sendo acompanhada por CCD utilizando-se como fase
moével sistema solvente 1, revelando-se as placas com ninhidrina. O meio foi
filtrado sob pressdo reduzida, o filtrado rotaevaporado. Ambos, precipitado e

produto rotaevaporado foram analisados no infravermelho.
Experimento 8

Partiu-se de 1 mmol de NF (0,2 g) suspenso em 3,6 mL de solucdo
aquosa de CH,O (37%, v/v) e 2,0 mL de agua. Ajustou-se o pH da reacédo (pH 4)
com HCI 0,1M. Apés 1 hora de reacdo, adicionou-se mais 3,6 mL de solucdo
aguosa de CH,O (37%, v/v). Esta etapa da reacdo foi acompanhada por CCD
utilizando-se sistema solvente 1. Apds mais 1 hora de reacédo, até o meio parecer
todo solubilizado, adicionou-se 1 mmol (0,325 g) do AL solubilizado em agua, 2,0
mL de solucdo aquosa de CH,O (37%, v/v) e ajustou-se o pH da reacédo (pH 12)
com TEA. A reacd0 permaneceu sob agitacdo magnética por mais 24 horas,
sendo acompanhada por CCD utilizando-se como fase mdvel sistema solvente 4,
revelando-se as placas com ninhidrina. O produto da reacéo foi rotaevaporado e

analisado no infravermelho.
Experimento 9

O experimento foi realizado conforme o experimento anterior,

utilizando-se quantidades equimolares de NF e alendronato de soédio, na
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propor¢cdo de 1:1(mol:mol) com excesso de CH,O em meio inicialmente acido,
com a diferenca de que o pH do meio foi ajustado com TEA para pH 12 em banho
de gelo. Acompanhou-se a reacdo por CCD utilizando-se como fase movel
sistema solvente 4, revelando-se as placas com ninhidrina. O produto da reacéo

foi rotaevaporado e analisado no infravermelho.
Experimento10

A reacéao foi feita reagindo-se 1 mmol (0,198 g) de NF, 1 mmol (0,14
g) de carbonato de potassio (K,CO3), em 5 mL de agua e 4 mL de CH,0. A
reacao permaneceu sob agitacdo constante a temperatura ambiente por 24 horas.
Adicionou-se 1 mmol (0,3251 g) de AL solubilizado em 5 mL de agua, ajustou-se
o pH para pH 9 com K,CO3; e adicionou-se 1 mL de CH,O (37%). O pH foi
novamente ajustado para pH 10, lentamente, com 4 mmol (0,56 g) de K,COs;. A
reacao permaneceu sob agitacdo constante a temperatura ambiente por 24 horas,
sendo acompanhada por CCD utilizando-se como fase mével sistema solvente 6
e reveladores luz de UV e ninhidrina. Ao término da reacdo, a suspensdo foi
filtrada, precipitado e filtrado foram analisados separadamente por CCD,
utiizando-se como fase movel sistema solvente 4, sendo o filtrado,

posteriormente analisado por espectroscopia de massas.

7.1.3. Sintese do pro-farmaco nitrofural hidroximetilado — anidrido

succinico — alendronato de sodio
Experimento 11 (Em acetonitrila na presenca de DCC e 4-DMAP)

O experimento foi realizado em balbes separados, por 12 horas, e
logo apas vertidos um ao outro. Reagiram-se 1 mmol (0,2 g) de NFOH e 1,2 mmol
(0,12 g) anidrido succinico na presenca de 0,12 mmol (0,015 g) de 4-
dimetilaminopiridina (4-DMAP) em acetonitrila (ACN) (baldo 01). Paralelamente,
reagiram-se 1 mmol (0,325 g) de AL e 0,12 mmol (0,015 g) de 4-DMAP em ACN
(baldo 02). Ambas as reagcBes permaneceram a temperatura ambiente, sob
agitacao constante, por 12 horas. Apos este periodo, adicionou-se 1,2 mmol (0,24
g) de dicicloexilcarbodiimida (DCC) a reacdo do NFOH (baldo 01), sob agitacao
vigorosa por 10 minutos. Verteu-se a reagao do baldo 02 ao baldo 01. A reacgao
permaneceu a temperatura ambiente, sob agitacdo constante por 24 horas. Ao
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término da reacéo, a suspensao foi filtrada. O precipitado e o sobrenadante foram
analisados separadamente por CCD utilizando-se como fase mével sistema

solvente 6, e posteriormente analisados no infravermelho.
Experimento 12 (Em dimetilsulfoxido e na presenca de DCC e HOB)

O experimento foi realizado como o anterior, em balbes separados,
durante 12 horas, depois vertidos um no outro. Reagiram-se 1 mmol (0,2 g) de
NFOH e 1,2 mmol (0,12 g) anidrido succinico, na presenca de 1,2 mmol (0,1621
g) de hidroxibenzotriazol (HOBt) em dimetilsulféxido (DMSO) (baldo 01).
Paralelamente, reagiu-se 1 mmol (0,325 g) de AL e 1,2 mmol (0,1621 g) de HOBt
em DMSO (baldo 02). Ambas as rea¢fes permaneceram a temperatura ambiente,
sob agitacdo constante, por 12 horas. Apés este periodo, adicionou-se 1,2 mmol
(0,24 g) de DCC a reacdo do NFOH (baldo 01), sob agitacdo vigorosa por 10
minutos. Verteu-se a reacdo do baldo 02 ao baldo 01. A reacdo permaneceu a
temperatura ambiente, sob agitagcdo constante por 24 horas. Ao término da
reagdo, a suspensao foi filtrada. O precipitado e o sobrenadante foram analisados
separadamente por CCD utilizando-se como fase moével sistema solvente 6 e

posteriormente no infravermelho.
7.1.4. Sintese do intermediério esterificado de alendronato de sodio
Experimento 13 (Em solucéo aquosa de carbonato de s6dio 10%)

A reacdo foi feita reagindo-se 1 mmol (0,325 g) de AL, na presenca
de 10 mL de solucéo de carbonato de sédio a 10% (Na,CO3 10%) por 10 minutos.
Apos este periodo, adicionou-se 3 mmol (0,3 mL) de sulfato de dimetila (DMS). A
reacdo permaneceu sob agitacdo vigorosa e constante, a temperatura ambiente
por 24 horas. Ao término da reacdo, a solucdo foi extraida, por extracao
liquido/liquido (L/L), com 90 mL de diclorometano (DCM) (trés vezes, com 30 mL
cada), o extrato organico foi filtrado na presenca de sulfato de sodio anidro
(Na,SO,) e rotaevaporado. Ajustou-se o pH da fase aquosa (pH 7) com solucao
aquosa de acido acético 50% (CH3zCOOH) e realizou-se nova extracdo com 30 mL
de acetato de etila (AcOEt). Filtrou-se novamente a fase organica com sulfato de
sédio anidro. O extrato organico obtido foi rotaevaporado e analisado no

infravermelho.
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Experimento 14 (Em diclorometano e solugdo aguosa de NaOH 5%)

A reacao foi feita reagindo-se 2 mmol (0,65 g) de AL, na presenca
de 5 mL de solucdo aquosa de hidroxido de sodio (NaOH) 5% com 5 mmol (0,5
mL) de DMS em DCM. A reacdo permaneceu sob agitacdo vigorosa e constante,
a temperatura ambiente por 24 horas. Ao término da reacdo, a solugcdo foi
extraida, por extracao liquido/liquido (L/L), com 45 mL de DCM (trés vezes, com
15 mL cada) e o extrato orgéanico foi filtrado na presenca de sulfato de sédio
anidro e rotaevaporado. Os extratos aquoso e organico foram analisados

separadamente no infravermelho e por espectroscopia de massas.
Experimento 15 (Em solucéo aquosa de hidroxido de aménio, 1:1,v/v)

A reacéo foi feita reagindo-se 2 mmol (0,65 g) de AL com 10 mmol
(1 mL) de DMS. Ajustou-se o pH com solucédo aquosa de NH4OH (1:1, v/v) para
pH 9. A reacdo permaneceu sob agitacdo vigorosa e constante, a temperatura
ambiente por 36 horas mantendo-se este valor de pH. Ao término da reacao,
ajustou-se o pH com solugcéo aquosa de HCI 0,1 M para pH 7. O produto foi
congelado, liofilizado e analisado por espectroscopia de massas. Apds esta
analise, o produto foi lavado com acetona e analisado novamente por

espectroscopia de massas e ressonancia magnética nuclear *H.
Experimento 16 (Em solucdo aquosa de hidréxido de sddio — a quente)

A reacdo foi feita reagindo-se 2 mmol (0,65 g) de AL previamente
solubilizado em &agua com 15 mmol (1,5 mL) de DMS. Ajustou-se o pH com
solugéao aquosa de NaOH 10% para pH 9. A reacao permaneceu sob refluxo, com
agitacdo vigorosa e constante a 70°C por 36 horas mantendo-se o valor de pH 9.
Ao término da reacdo, ajustou-se o pH com solucdo aquosa de HCI 0,1 M para pH

7. O produto foi congelado, liofilizado e analisado no infravermelho e por RMN *H.

Experimento 17 (Em soluc&o aquosa de hidroxido de aménio (1:1, v/v) — via

sonicacao)

A reacao foi feita reagindo-se 4 mmol (1,3 g) de AL previamente
solubilizado em agua com 30 mmol (3 mL) de DMS, na presenca de 10 mL de
ACN. Ajustou-se o pH com solugcéo aquosa de NH,OH (1:1, v/v) para pH 9. A

reacdo permaneceu em banho de ultrassom a temperatura ambiente por 6 horas
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mantendo-se o valor de pH 9. Ao término da reacéo, ajustou-se o pH com solucao
aquosa de HCI 0,1 M para pH 7. O produto foi congelado, liofilizado e analisado
por espectroscopia de massas. ApOs esta analise, o produto foi lavado com
acetona e analisado novamente, no infravermelho e por espectroscopia de

massas.
Experimento 18(Em 4gua — microondas)

A reacao foi feita reagindo-se 2 mmol (0,65 g) de AL solubilizado
previamente em 10 mL agua com 10 mmol (1 mL) de DMS. A reacgao ocorreria em
microondas, em poténcia maxima de 1 em 1 minuto sendo acompanhada por
CCD utilizando-se como fase movel sistema solvente 5. A reacgéo foi interrompida

aos 2 minutos.
7.1.5. Sintese do intermediario tosilado de nitrofural hidroximetilado
Experimento 19 (Em diclorometano e 4-dimetilaminopiridina)

A reacéo foi feita reagindo-se, 1 mmol (0,23 g) do NFOH com 1
mmol (0,122 g) de 4-DMAP em 5 mL de DCM. Resfriou-se a reacdo a 0°C e, ap0s
10 minutos, adicionou-se 1,2 mmol (0,228 g) de cloreto de tosila (Tos-CI). A
reacdo permaneceu sob agitacdo constante, a temperatura ambiente por 24
horas. Ao término da reacgdo, a suspensao foi filtrada e o precipitado separado.
Realizou-se uma extracdo liquido/liquido (L/L), com 45 mL de DCM (trés vezes,
com 15 mL cada) e o extrato organico foi filtrado na presenca de sulfato de sédio
anidro e rotaevaporado. Os extratos aquoso e organico foram analisados no

infravermelho e por espectroscopia de massas separadamente.
Experimento 20 (Em diclorometano e trietilamina)

A reacdao foi feita reagindo-se 1 mmol (0,23 g) de NFOH com 0,5 mL
de TEA em 5 mL de DCM, e ap6s 10 minutos de agitacéo, adicionou-se 1,2 mmol
(0,228 g) de Tos-Cl a temperatura ambiente. A reacdo permaneceu sob agitacao
constante, a temperatura ambiente por 144 horas. A reacdo foi acompanhada por
CCD utilizando-se como fase movel sistema solvente 6. Ao término da reacéao,
adicionou-se agua e DCM a reacéo, e as fracbes foram extraidas, por extracdo

liquido/liquido (L/L), na presenca de 30 mL de DCM (3 vezes, com 10 mL cada) e
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20 mL de solucédo de cloreto de sodio (NaCl) 10%. O extrato orgéanico foi filtrado
na presenca de sulfato de sédio anidro e rotaevaporado. Os extratos aquoso e
organico foram analisados por CCD, por espectroscopia de massas e por

ressonancia magnética nuclear de *H.
Experimento 21(Em acetonitrila e trietilamina)

A reacéao foi feita reagindo-se 1 mmol (0,23 g) do NFOH com 0,5 mL
de TEA, 1,2 mmol (0,228 g) de Tos-Cl em ACN. A reacdo permaneceu sob
agitacdo constante, a temperatura ambiente por 24 horas. A reacdo foi
acompanhada por CCD utilizando-se como fase médvel sistema solvente 6. Ao
término da reacdo, a suspenséo foi filtrada, precipitado e filtrado foram analisados
separadamente por CCD, sendo o filtrado, posteriormente analisado por

espectroscopia de massas.
Experimento 22 (Em acetonitrila e carbonato de sédio)

A reacao foi feita reagindo-se 1 mmol (0,23 g) de NFOH com 1,5
mmol (0,16 g) de carbonato de sédio (Na,COs), 1,2 mmol (0,23 g) de Tos-Cl em
ACN. A reacdo permaneceu sob agitacao constante, a temperatura ambiente por
47 horas, sendo acompanhada por CCD utilizando-se como fase mével sistema
solvente 6. Ao término da reacao, o produto foi filtrado, rotaevaporado e analisado

no infravermelho.
Experimento 23 (Em tetraidrofurano e trietilamina)

A reacdao foi feita reagindo-se 1 mmol (0,23 g) do NFOH com 0,5 mL
de TEA, 1,2 mmol (0,228 g) de Tos-Cl em 10 mL de tetraidrofurano (THF). A
reacdo permaneceu sob agitacdo constante, a temperatura ambiente por 36
horas. A reacdo foi acompanhada por CCD utilizando-se como fase movel
sistema solvente 6. Ao término da reacdo, a suspensao foi filtrada, precipitado e
fitrado foram analisados separadamente por CCD, sendo o filtrado,
posteriormente analisado por espectroscopia de massas.
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Experimento 24 (Em trietilamina)

A reacao foi feita reagindo-se 1 mmol (0,23 g) de NFOH com 1,2
mmol (0,23 g) de Tos-Cl tendo TEA com solvente. A reacdo permaneceu sob
agitacdo constante, a temperatura ambiente por 72 horas, sendo acompanhada
por CCD utilizando-se como fase movel sistema solvente 1. Ao término da reacao,
a suspensao foi filtrada, o precipitado e o filtrado foram analisados
separadamente por CCD, sendo o filtrado, posteriormente analisado por

espectroscopia de massas.
Experimento 25 (Em acetonitrila e trietilamina - a 0°C)

A reacéo foi feita reagindo-se 1 mmol (0,23 g) do NFOH com 0,5 mL
de TEA, 1,5 mmol (0,287 g) de Tos-Cl em 10 mL de ACN. Adicionou-se o NFOH,
a ACN e a TEA, em banho de gelo, até 0°C. Apds a suspenséo ter atingido esta
temperatura, adicionou-se o Tos-Cl, gota a gota, previamente solubilizado em
ACN também a 0°C. A reacdo permaneceu sob agitacdo constante, em banho de
gelo, até atingir a temperatura ambiente (2 horas), continuando sob agitacao por
mais 94 horas, tendo um tempo total de 96 horas. A reacao foi acompanhada por
CCD utilizando-se como fase movel sistema solvente 6. Ao término da reacéo, a
suspensao foi filtrada, precipitado e filtrado foram analisados separadamente por
CCD, sendo o filtrado, posteriormente analisado por espectroscopia de massas.

Experimento 26 (Em acetonitrila e trietilamina — a 0°C na presenca de

butilamina)

A reacao foi feita reagindo-se 0,5 mmol (0,114 g) do NFOH com
0,25 mL de TEA, 0,75 mmol (0,143 g) de Tos-Cl em 5 mL de ACN. Adicionou-se o
NFOH, a ACN e a TEA, em banho de gelo, até 0°C. Apds a suspensdo ter
atingido esta temperatura, adicionou-se o Tos-Cl, gota a gota, previamente
solubilizado em ACN a 0°C, e a reacado permaneceu sob agitacdo constante, em
banho de gelo, até atingir a temperatura ambiente. Apds 4 horas, adicionou-se 1
mmol de butilamina (ButNH,) ao meio reacional. A reagcao continuou sob agitacao
constante por mais 8 horas, tendo um tempo total de 12 horas. Acompanhou-se a
reacao por CCD utilizando-se como fase mével sistema solvente 6. Ao término da
reagdo, a suspensédo foi filtrada, o precipitado e o filtrado foram analisados

Thais Costa Contente



Experimentos 139

separadamente por CCD, sendo o filtrado, posteriormente analisado por

espectroscopia de massas.
Experimento 27 (Em dimetilformamida e 4-DMAP)

A reacdo foi feita reagindo-se, 1 mmol (0,23 g) do NFOH com 0,1
mmol (0,0122 g) de 4-DMAP em 5 mL de DMF. Resfriou-se a reagao a 0°C e,
apos 10 minutos, adicionou-se 1,2 mmol (0,228 g) de Tos-Cl, também a 0°C, gota
a gota. Ap6s 10 horas de reac¢do, adicionou-se lentamente 1 mmol de carbonato
de sodio (Na;CO3). A reacdo permaneceu sob agitacdo vigorosa e constante, a
ambiente por 24 horas, sendo acompanhada por CCD utilizando-se como fase
moével sistema solvente 1. Ao término da reacdo, a suspensdo foi filtrada,
precipitado e filtrado foram analisados separadamente por CCD, sendo o filtrado,

posteriormente analisado por espectroscopia de massas.

7.1.6. Tentativa de sintese do derivado hemissuccinato de nitrofural

hidroximetilado
Experimento 28 (Em tetraidrofurano e &cido sulfarico)

A reacdo foi feita reagindo-se 1 mmol (0,23 g) de NFOH com 1 mmol
(0,1 g) de anidrido succinico na presenca de 2 gotas de solucdo aquosa de H,SO,
20% em 10 mL de THF. A reacdo permaneceu sob agitacdo constante, a
temperatura ambiente por 3 horas, sendo acompanhada por CCD utilizando-se
como fase moével sistema solvente 1. Ao término da reacdo, a suspensao foi
filtrada, o precipitado e o filtrado foram analisados separadamente por CCD,

sendo o filtrado posteriormente rotaevaporado.
Experimento 29 (Em tetraidrofurano e trietilamina)

A reacdao foi feita reagindo-se 1 mmol (0,23 g) de NFOH com 1,2
mmol (0,12 g) de anidrido succinico na presenca de 2 gotas de TEA em 10 mL de
THF. A reagcdo permaneceu sob agitacdo constante, a temperatura ambiente por
3 horas, sendo acompanhada por CCD utilizando-se como fase mével sistema
solvente 1. Ao término da reacdo, a suspensao foi filtrada, o precipitado e o
fitrado foram analisados separadamente por CCD, sendo o filtrado

posteriormente analisado por espectroscopia de massas.
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Experimento 30 (Em acetonitrila e piridina)

A reacao foi feita reagindo 0,1 mmol (0,023 g) de NFOH com 0,1
mmol (0,01 g) de anidrido succinico em 5 mL de solu¢cdo ACN/Py (7:3, v/v), e 0,5
mL de solucdo DMF/Py (9:1). A reacdo permaneceu sob agitacdo constante, a
temperatura ambiente por 60 horas, sendo acompanhada por CCD utilizando-se

como fase movel sistema solvente 1.
Experimento 31 (Em tetraidrofurano e piridina)

A reacéo foi realizada e analisada conforme a anterior, porém, em
5 mL de solucao THF/Py (7:3, v/iv) e 0,5 mL de solucdo DMF/Py (9:1).

Experimento 32 (Em dimetilformamida e piridina)

A reacao foi realizada e analisada conforme a anterior, porém, em
5,5 mL de solugcdo DMF/Py (9:1, viv).

7.1.7. Sintese do derivado hemissuccinoil alendronato
Experimento 33 (Em 4gua - adaptacdo de HARRIS, 1995)

A reacéo foi feita reagindo-se 1 mmol (0,325 g) de AL solubilizado
em 10 mL de agua e 3 mmol (0,3 g) de anidrido succinico. A reacdo permaneceu
sob agitacdo constante a temperatura ambiente por 36 horas sendo
acompanhada por CCD utilizando-se como fase moével sistema solvente 5 e
ninhidrina como revelador. Ao término da reacdo o produto foi congelado,

liofilizado e analisado no infravermelho e por espectroscopia de massas.
Experimento 34 (Em agua — via microondas)

A reacéo foi feita reagindo-se 1 mmol (0,325 g) de AL solubilizado
em 10 mL de agua e 3 mmol (0,3 g) de anidrido succinico. A reacdo ocorreu em
microondas, em poténcia maxima de 1 em 1 minuto sendo acompanhada por
CCD utilizando-se como fase movel sistema solvente 5 e ninhidrina como
revelador. Ao término da reacdo, com tempo total de 6 minutos, o produto foi
congelado, liofilizado e analisado no infravermelho e por espectroscopia de

massas.
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Experimento 35 (Em &gua - posterior adicdo de hidroxido de aménio -
adaptacdo de HARRIS, 1995)

A reacéo foi feita reagindo-se 1 mmol (0,325 g) de AL solubilizado
em 10 mL de agua e 6 mmol (0,6 g) de anidrido succinico. Apés 120 horas de
reacdo, adicionou-se mais 3 mmol de anidrido succinico (0,3 g) solubilizados em
agua. A reacdo permaneceu sob agitacdo constante a temperatura ambiente por
mais 48 horas sendo acompanhada por CCD utilizando-se primeiramente como
fase movel sistema solvente 7 (adaptacdo WIDLER et al.,2002) e ninhidrina como
revelador. Ajustou-se o pH da reacdo para pH 11 com NH4;OH 28-30%. , e apés
este ajuste de pH, adicionou-se mais 5 mmol de anidrido succinico (0,5 g). A
reacao continuou sendo acompanhada por CCD, agora utilizando-se como fase
movel sistema solvente 8 e revelador ninhidrina. Ao término da reagcdo, num total
de 120 horas, reajustou-se o pH para pH 7 com solucdo aquosa de HCI 0,1 M. O

produto foi liofilizado e analisado por espectroscopia de massas.
Experimento 36 (Em agua e hidréxido de amonio)

A reacao foi feita reagindo-se 1 mmol (0,325 g) de AL solubilizado
em 10 mL de agua e 6 mmol (0,6 g) de anidrido succinico. Ajustou-se o pH da
reacdo para pH 11 com NH,OH 28-30%. A reacdo permaneceu sob agitacao
constante a temperatura ambiente por 36 horas sendo acompanhada por CCD
utilizando-se como fase movel sistema solvente 8 (adaptacdo WIDLER et al.,
2002) e revelador ninhidrina. Ao término da reacdo, o produto foi analisado por

espectroscopia de massas.

7.1.8. Sintese do intermediario derivado de alendronato de s6dio e cloreto

de succinoila
Experimento 37 (Em tetraidrofurano)

A reacéo foi feita reagindo-se 1 mmol (0,325 g) de AL em 1 mmol
(0,11 mL) de cloreto de succinoila, em THF e em atmosfera de N,. A reacao
permaneceu sob agitacdo vigorosa e constante, sob refluxo por 144 horas. A
reacdo foi acompanhada por CCD utilizando-se como fase moével sistema
solvente 8 (adaptacdo WIDLER et al., 2002) e revelador ninhidrina. Ao término da

reacao o produto foi analisado por espectroscopia de massas.
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Experimento 38 (Em agua hidréxido de amo6nio)

A reagdo foi feita reagindo-se 1 mmol (0,325 g) de AL em 6 mmol
(0,7 mL) de cloreto de succinoila. Adicionou-se NH,OH puro. A reacado
permaneceu sob agitacao vigorosa e constante, a temperatura ambiente por 24
horas, sendo posteriormente adicionado 10 mL de agua. A reacdo permaneceu
sob agitacdo por mais 12 horas sendo acompanhada por CCD utilizando-se como
fase movel sistema solvente 8 (adaptacdo WIDLER et al., 2002) e revelador
ninhidrina. Ao término da reacdo o produto foi analisado por espectroscopia de

massas.
7.1.9. Sintese do intermediario acetilado de nitrofural hidroximetilado
Experimento 39

A reacéo foi feita reagindo-se 1 mmol (0,23 g) de NFOH com em 10
mL de diclorometano (DCM) e 2 mmol (0,2129g) de carbonato de sédio (Na,CO3) e
1,5 mmol (0,12mL) de cloreto de cloroacetila a temperatura ambiente. A reacdo
permaneceu sob agitacdo constante, a temperatura ambiente por 12 horas, sendo
acompanhada por CCD utilizando-se como fase médvel sistema solvente 6. Ao
término da reacdo, a suspensao foi filtrada, precipitado e filtrado foram analisados
por CCD utilizando-se mesma fase movel e o filtrado, posteriormente analisado

por espectroscopia de massas.

Experimento 40

A reacdao foi feita reagindo-se 1 mmol (0,23 g) de NFOH com em 5
mL de dimetilformamida (DMF) e 2 mmol (0,212g) de carbonato de sédio
(Na2CO3) e adicionou-se 1,5 mmol (0,12mL) de cloreto de cloroacetila a frio. A
reacdo permaneceu sob agitacdo constante, a temperatura ambiente por 18
horas, sendo acompanhada por CCD utilizando-se como fase moével sistema
solvente 6. Ao término da reacdo, a suspensao foi filtrada, precipitado e filtrado
foram analisados por CCD utilizando-se mesma fase movel e o filtrado,

posteriormente analisado por espectroscopia de massas.
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Experimento 41

A reacdao foi feita reagindo-se 1 mmol (0,23 g) de NFOH em 5 mL de
dimetilsulféxido (DMSO) e 2 mmol (0,212g) de carbonato de sodio (Na,CO3) e
adicionou-se 1,5 mmol (0,12mL) de cloreto de cloroacetila a frio. A reacao
permaneceu sob agitacdo constante, a temperatura ambiente por 18 horas, sendo
acompanhada por CCD utilizando-se como fase movel sistema solvente 6. Ao
término da reacdo, a suspensao foi filtrada, precipitado e filtrado foram analisados
por CCD utilizando-se mesma fase movel e o filtrado, posteriormente analisado

por espectroscopia de massas.
Experimento 42 (Em acetonitrila e piridina)

A reacao foi feita reagindo-se 0,1 mmol (0,023 g) de NFOH com
0,15 mmol (0,15 mL) de cloreto de cloroacetila a frio em 5 mL de solucdo ACN/Py
(7:3, v,v) e 0,5 mL de solucdo DMF/Py (9:1, v/v). A reacdo permaneceu sob
agitacdo constante, a temperatura ambiente por 60 horas, sendo acompanhada
por CCD utilizando-se como fase movel sistema solvente 1.

Experimento 43 (Em tetraidrofurano e piridina)

A reacéo foi realizada e analisada conforme a anterior, porém, em
5 mL de solugdo THF/Py (7:3, v/iv) e 0,5 mL de solugdo DMF/Py (9:1).

Experimento 44 (Em dimetilformamida e piridina)

A reacéo foi realizada e analisada conforme a anterior, porém, em
5,5 mL de solu¢cdo DMF/Py (9:1, viv).

7.1.10. Sintese do pro-farmaco derivado de nitrofural hidroximetilado e

hemissuccinoil alendronato
Experimento 45

A reacdo foi feita reagindo-se 1 mmol (0,228 g) de NFOH em
10 mL de agua, 5 mL de CH,O (37%), e o pH ajustado para 7 com NH;OH
28-30%, e 1 mmol (0,349 g) de HSAL em agua. Ajustou-se o pH da reacao para

pH 10 com NH4OH 28-30%. A reacdo permaneceu sob agitacdo constante a
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temperatura ambiente overnight, sendo acompanhada por CCD utilizando-se
como fase movel sistema solvente 6 e reveladores luz de UV e ninhidrina. Depois
de 24 horas de reacdo, a suspensédo foi filtrada, precipitado e filtrado foram
analisados separadamente por CCD, tendo como fase mével sistema solvente 6,

sendo o filtrado posteriormente analisado por espectroscopia de massas.

7.1.11. Sintese do pro-farmaco derivado de nitrofural e hemissuccinoil

alendronato
Experimento 46

A reacéao foi feita reagindo-se 1 mmol (0,198 g) de NF, 1 mmol (0,14
g) de carbonato de potassio (K,CO3), em 5 mL de 4gua e 4 mL de CH,0O (37%). A
reacdo permaneceu sob agitacao constante a temperatura ambiente por 24 horas.
Adicionou-se 10 mmol (3,49 g) de HSAL solubilizado em 5 mL de agua, ajustou-
se 0 pH para pH 9 com K,CO3 e adicionou-se 1 mL de CH,O (37%). O pH foi
novamente ajustado para pH 10, lentamente, com 4 mmol (0,56 g) de K,COs;. A
reacdo permaneceu sob agitacdo constante a temperatura ambiente por 8 horas,
sendo acompanhada por CCD utilizando-se como fase mével sistema solvente 6
e reveladores luz de UV e ninhidrina. Ao final de 32 horas, a suspensao foi
filtrada, precipitado e filtrado foram analisados separadamente por CCD, sendo o

filtrado, posteriormente analisado por espectroscopia de massas.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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