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RESUMO

A doenga de Chagas é endemia que afeta grande parte da América Latina.
Estima-se que de 18 a 20 milhbes de pessoas estejam infectadas pelo parasita
causador da doenga e que ocormram, aproximadamente, 50.000 mortes
relacionadas a doenga de Chagas por ano, nos 21 paises da &rea endémica. O
arsenal terapéutico atualmente usado contra a parasitose, constituido por apenas
dois farmacos, é insuficiente, considerando-se, também, que ambos né&o
apresentam agdo adequada na fase cronica da doenga. Em raz§o de se tratar de
parasitose que acomete apenas paises em desenvolvimento, o interesse na
pesquisa de novos antichagasicos é consideravelmente baixo por parte dos paises
que se destacam na introdugdo de novos farmacos na terapéutica. Resta aos
paises envolvidos a procura por novas altemativas quimioterapicas. Face ao
exposto e ante a alta atividade, em testes in vitro contra o Trypanosoma cruzi, do
derivado hidroximetilado do nitrofural, intermediario de sintese de bases de
Mannich, obtido em trabalhos anteriores, o objetivo do presente projeto foi
sintetizar bases de Mannich desse derivado com aminoécidos lisina e arginina e o
dipeptidio lisina-arginina resultante. Os compostos foram sintetizados utilizando-se
métodos classicos e altemativos e grupos protetores, normalmente utilizados na
sintese de peptidios e outros, tentativamente empregados, como 0S grupos
metilico e etilico. Em adigdo, experimentos foram efetuados com o objetivo de
otimizar a sintese do hidroximetilnitrofural. Os derivados sintetizados foram
analisados por IV, RMN He ’3C, e alguns deles, também, por espectrometria de
massas. Eles serdo submetidos a testes in vitro em cultura de células infectadas
com T. cruzi tdo logo os grupos protetores sejam removidos. Além disso, serdo
efetuados testes de liberagdo para estudo da respectiva estabilidade. Dessa
forma, esperam-se obter subsidios importantes para estudos mais aprofundados

do seu mecanismo de agdo e da possivel mutagenicidade envolvida.



SUMMARY

Chaga’s disease is an endemic disease that affects most part of Latin America.
About 18 to 20 million people are infected by the parasite and around 50 thousand
deaths are related to Chagas’ disease each year, in the 21 countries of endemic
areas. The therapeutic armamentarium available against the disease is constituted
by only two drugs and is insufficient, considering, also, that the drugs are not
efficient in the chronic phase of the disease. As a parasitosis that only occurs in
developing countries, the interest in the research for new antichagasic agents is
considerably low in countries that are responsible for the introduction of new drugs
in the therapeutics. So, the search for new chemotherapeutic alternatives is a task
for the involved countries. In view of the situation and taking into account the high
activity in in vitro tests against Trypanosoma cruzi showed by nitrofurazone
hydroxymethyl denvative, an intermediary of Mannich bases reaction previously
synthesized, the objective of this work was to synthesize its Mannich bases. The
carriers used were aminoacids lysine and arginine and its dipeptide, lysine-
arginine. The compounds were synthesized using classic and alternative methods
and protecting groups, currently used in peptide synthesis and others temptatively
employed, as methyl and ethyl groups. Also, many experiments were performed in
order to achieve the optimization of hydroxymethyinitrofurazone synthesis. The
derivatives synthesized were analyzed by IR, 'H and "*C NMR, and some also by
mass spectrometry. They will be submitted to in vitro tests with cell infected with T.
cruzi as soon as the protecting groups are removed. Besides, tests of drug release
will be performed to study their stability. We expect to obtain important information
toward better comprehension of their mechanism of action and possible

mutagenicity involved.



SUMARIO

I. INTRODUGAO E OBJETIVOS
1.1 INTRODUCAO

1.2 OBJETIVOS

Il. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 DOENCA DE CHAGAS

2.1.1 Epidemiologia
2.1.2 Ciclo evolutivo do Trypanosoma cruzi

2.1.3 Transmissao da Doeng¢a de Chagas
2.1.4 Manifestagées Clinicas da Doeng¢a de Chagas

2.1.5 Aspectos sécio-econémicos

2.2 QUIMIOTERAPIA
2.2.1 Tripanomicidas Atualimente Usados

2.2.2 Tripanomicidas Em Estudo
2.2.21 MEGAZOL

2.2.2.2 PRIMAQUINA
2.2.2.3 NITROFURAL

2.3 ALVOS BIOQUIMICOS NA PESQUISA DE NOVOS ANTICHAGASICOS

2.3.1 Tripanotiona Redutase
2.3.2 Biossintese de Esterdides

12
13
14

16

17

17

20
20
21
22

23

25
27



2.3.3 Cisteina-Proteases
2.3.4 Metabolismo de Pirofosfato

2.3.5 Purinas

2.4 GENESE DE NOVOS FARMACOS

2.4.1 Modificacao molecular
2.4.1.1 LATENCIAGAO

2.4.1.1.1 Bases de Mannich como Pré-farmacos
2.5 SINTESE DE PEPTIDEOS
lll. MATERIAL E MEDODOS

3.1 MATERIAL

3.1.1 Reagentes e Solventes

3.1.2 Equipamentos
3.2 METODOS

3.2.1 Sinteses

3.2.1.1 SINTESE DO HIDROXIMETILNITROFURAL

3.2.1.1.1 Meio basico

3.2.1.1.2 Meio acido

3.2.1.2 ALQUILAGAO DO NITROFURAL

3.2.1.3 PREPARAGAO DOS ESTERES DE AMINOACIDOS E PEPTIDEOS

3.2.1.3.1 Preparag¢ao de ésteres de aminoacidos

3.2.1.3.2 Preparac¢ao do dipeptideo Lys(CIZ)-(Tos)Arg-OMe.HCI

3.2.1.4 SINTESE DE BASES DE MANNICH

3.2.1.4.1 Sintese de base de Mannich utilizando NFOH e ésteres metilicos de

aminoacidos

3.2.1.4.2 Sintese de base de Mannich partindo-se NF, LysOMe, ArgOMe e
Lys-Arg (SRIDHAR et al. 2001)

3.2.2 Andlises

3.2.2.1 DETERMINAGAO DA FAIXA DE FUSAO

29

35

36

37
37
43
46

49

49
50
51
51
51
51
51
52
52
52
55
56

56

57

58
58



Xii

3.2.2.2 ANALISE NO INFRAVERMELHO (IV)

3.2.2.3 ESPECTROMETRIA DE MASSAS

3.2.2.4 ESPECTROMETRIA DE RMN 'He ’C
3.2.2.5 ANALISE CROMATOGRAFICA

3.2.2.5.1 Cromatografia em Camada Delgada (CCD)
3.2.2.5.2 Cromatografia em coluna de silica-gel

IV. EXPERIMENTOS

4.1 SINTESES

4.1.1 Sintese do _hidroximetilnitrofural (NFOH)
4.1.1.1 COM FORMALDEIDO

4.1.1.2 TENTATIVA DE SINTESE COM PARAFORMALDEIDO
4.1.2 Tentativa de alquilacdo do NF

4.1.3 Preparacao de ésteres de aminoacidos
4.1.3.1 SINTESE DO ESTER METILICO DA L-Arginina

4.1.3.2 SINTESE DO ESTER METILICO DA L-Lisina

4.1.3.3 SINTESE DO ESTER ETILICO DO Boc-Lys(C1Z)-OH

4.1.3.4 SINTESE DO ESTER METILICO DA e-Boc-Lys-OH

4.1.3.4.1 Método direto

4.1.3.4.2 Por meio de formag¢ao do sal sédico

4.1.3.4.3 Por meio de EDC/DMAP

4.1.3.5 SINTESE DO ESTER METILICO DA Lys E PROTEGAO DA AMINA ¢
POR MEIO DE CLORETO DE BENZOILA

4.1.3.6 SINTESE DO ESTER METILICO Boc-Lys(CIZ)-OH E DESPROTEGAO
DA AMINA o

4.1.4 Sintese do dipeptideo Lys(CIZ)-Arqg(Tos)-OMe

4.1.5 Sintese de bases de Mannich com aminoacidos

4.1.5.3 SINTESE DA BASE DE MANNICH NF-Arg

4.1.5.1.1 Tentativa de sintese de base de Mannich entre NFOH e Arg-OMe

4.1.5.1.2 Tentativa de sintese de base de Mannich entre NF e Arg-OMe em

meio acido

58
58
58
58
58
58

59
59
59
65
66
67
67
68
68
69
69
69
70

70

71

71
72

72
72

72



Xiii

4.1.5.1.3 Sintese de base de Mannich entre NF e Arg-OMe ‘in situ” 73

4.1.5.2 SiNTE_SE DA BASE DE MANNICH NF-Lys-OEt 73
4.1.5.2.1 Tentativa de sintese de base de Mannich entre NFOH e Lys-OEt 73
4.1.5.2.2 Tentativa de sintese de base de Mannich entre NF e Lys-OEt 74
4.1.5.2.3 Sintese de base de Mannich entre NF e Lys-OEt 74
4.1.5.2.4 Sintese de base de Mannich entre NF e Lys-OEt “in situ” 75
4.1.6 Sintese da Base de Mannich com o dipeptideo 76
4.1.6.1 SINTESE DE BASE DE MANNICH NF-LYS(CIZ)-ARG(TOS)-OMe 76
V. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 SINTESE 77
5.1.1 Sintese do hidroximetilinitrofural 77
5.1.2 Tentativa de alquilacdo do NF 86
5.1.3 Preparacéo de ésteres de aminoécidos 87
5.1.3.1 SINTESE DO ESTER METILICO DA L-Arginina 87
5.1.3.2 TENTATIVA DE SINTESE DO ESTER ETILICO DA L-Lisina 89
5.1.3.3 TENTATIVA DE SINTESE DO ESTER ETILICO DO Boc-Lys(CIZ)-OH 91
5.1.3.4 SINTESE DO ESTER METILICO DA e-Boc-Lys-OH 92
5.1.3.5 SINTESE DO ESTER METILICO DA LYS E PROTEGAO DA AMINA ¢ o4

POR MEIO DE CLORETO DE BENZOILA
5.1.3.6 SINTESE DO ESTER METILICO BOC-LYS(CIZ)-OH E DESPROTEGAO o4
DA AMINA o

5.1.4 Preparac¢&o do Dipeptideo Lys(CIZ)-Arg(Tos)-OMe 95
5.1.5 Sintese de Bases de Mannich 98
5.1.5.1 SINTESE DA BASE DE MANNICH NF-Arg 98
5.1.5.2 SINTESE DA BASE DE MANNICH NF-Lys 102
5.1.5.3 SINTESE DA BASE DE MANNICH NF-Lys(CIZ)-Arg(Tos)-OMe 104
VI. CONCLUSOES PARCIAIS 106
VIl. PERSPECTIVAS 107

VIll. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS 108



Introdugdo e Objetivos

I. INTRODUGAQ E OBJETIVOS

1.1 INTRODUGAO

Segundo estatisticas da Organizagdo Mundial da Satide (OMS), as doencas
parasitarias representam a maior causa de morte humana em relagdo a qualquer
outra doenga (WHO, 2002). Em todo o mundo, aproximadamente 3 bilhdes de
pessoas sdo afetadas por protozoarios ou helmintos patogénicos (TRACY,
WEBSTER JR, 2001). Dentre todas as doengas parasitarias podemos destacar a
doenga de Chagas ou tripanossomiase americana, que tem como agente
etiolégico o protozoario flagelado, Trypanosoma cruzi, pertencente a ordem
Kinetoplastidae e a familia Trypanosomatidae.

A doenca de Chagas, descoberta por Carlos Chagas ha aproximadamente
90 anos, ainda representa grave problema de saude publica, dada a sua
distribuicdao por toda América Latina, que se constitui em grande area endémica, e
um dos mais graves problemas médico-sanitarios (WHO, 2002). Embora
eminentemente rural, a doenga de Chagas, atualmente, é problema para os
centros urbanos devido aos processos migratérios das populagdes rurais para as
cidades, aumentando, assim, as formas de infecgdes ndo convencionais, como a
transfusional.

Estima-se que existam entre 18 e 20 milhdes de pessoas infectadas no
continente Americano e que, aproximadamente, 100 milhdes de pessoas estejam
sob o risco de contaminagcdo. Atualmente estima-se que existam cerca de 5
milhdes de chagasicos o Brasil (WHO, 2002).

Aproximadamente 3 milhdes de pessoas infectadas pela doenga de Chagas
desenvolvem complicagdes graves da doenga, caracterizadas por cardiopatia
chagasica cronica, lesdes digestivas e distirbios neurolégicos causando 50 mil
mortes por ano (WHO, 2002).

A maioria dos casos de infecgdo por T. cruzi em seres humanos ou de

outros vertebrados se da pelo contato direto de pele ou mucosa com fezes de
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Introdugdo e Objetivos 2

insetos hemat6fagos, no caso a fémea do triatomineo, contaminados com o T.
cruzi. Contudo, apesar de existir mais de 100 espécies de triatomineos, a maioria
deles ndao tem importancia epidemiolégica. Apenas. uma dezena comporta-se
como vetor da doenga. A freqiiéncia de infecgdo dos seres humanos por
transmissdo através do vetor esta relacionada com as condigdes de vida, nivel
socio-econémico da populagdo e com a natureza doméstica do vetor. A doenga de
Chagas é predominantemente rural, pois, nessas areas, o baixo poder aquisitivo e
as condigbes de moradia da populagdo permitem o contato direto entre o
triatomineo infectado e o hospedeiro humano (SCHMUNIS, 2000).

A terapéutica antichagasica atual compreende somente de dois farmacos:
nifurtimox (Lampit®, Bayer) e benznidazol (Rochagan® Roche). O nifurtimox,
depois de amplamente utilizado no Brasil e em outros paises latino-americanos, foi
retirado da terapéutica (CANCADO, 2000), encontrando-se, hoje, no Brasil, um
inico farmaco antichagasico disponivel, o benznidazol. E importante ressaltar que
ambos sdo ativos apenas na fase aguda da doenga e, em se tratando de
nitrocompostos, observa-se alta incidéncia de efeitos adversos. Essas
observagées mostram a grande importdncia do desenvolvimento de agentes
antichagasicos realmente eficazes, principalmente na fase crénica da doenca.

Varios compostos tém sido testados contra o 7. cruzi, tanto em condi¢ées
laboratoriais (in vivo ou in vitro), quanto em casos humanos na fase aguda ou
cronica. O nitrofural [5-nitro-2-furfurilidenossemicarbazona], antibacteriano de
amplo espectro, mostrou-se ativo contra o T.cruzi em ensaios in vitro e in vivo
(ANDRADE, BRENER, 1969; HENDERSON, 1988). Sintetizado com base no
conhecimento de que tanto o acido furdico como seus derivados alquilados e
mercuriais apresentavam atividade bacteriostatica (DODD, STILLMAN, 1944), foi
empregado, inicialmente, durante a Il Guerra Mundial, para o tratamento de
queimaduras, apresentando amplo espectro de atividade antibacteriana
(CRENSHAW et al., 1976). Em razdo da resisténcia bacteriana, o espectro de
acao foi se modificando ao longo do tempo (KOROLKOVAS, 2003).

Os primeiros relatos da atividade antichagasica do nitrofural foram
reportados na década de 1960 (ANDRADE, BRENER, 1969), quando se observou

Gustavo Henrique Goulart Trossini



Introdugdo e Objetivos 3

a destruicdo do T. cruzi pelo farmaco. Mais tarde, verificou-se que compostos
derivados de naftoquinonas e de nitrofuranos, incluindo o nitrofural, agiam por
inibicdo da tripanotiona redutase, enzima do sistema antioxidante e peculiar,.
utilizado pelo parasita contra mecanismos defensivos do hospedeiro
(HENDERSON, 1988).

O desenvolvimento de novos farmacos, hoje, é feito também por uma
abordagem de planejamento racional, (planejamento com base na estrutura ou
com base racional), a qual utiliza técnicas modemas, como quimica combinatéria
e modelagem molecular. Embora seja um método bastante atrativo, em muitos
casos pode ser bastante oneroso. Dessa forma em se tratando de doencas que
acometem populacdo de baixo poder aquisitivo, como a doenga de Chagas, a
utilizacdo desse planejamento pode ndo ser atrativo para as industrias
farmacéuticas. Ndo raro, a orientagdo da OMS, que recomenda proceder a
modificagdbes moleculares em farmacos ja existentes, com o fim de promover
melhorias nas propriedades, atividade e desempenho do farmaco no organismo
(WHO, 2002). Deste modo, modificagbes moleculares apresentam-se como
altemativa promissora no desenvolvimento de novos fam€macos contra endemias
tropicais. (KOLROKOLVAS, 1988; WERMUTH, 1996).

Entre os processos de modificagdo molecular, merece destaque a
latenciagdo (CHUNG, FERREIRA, 1999; FRIIS, BUNDGAARD, 1996;
BUNDGAARD, 1985) transformagédo do farmaco em forma de transporte inativo,
denominada classicamente pré-farmaco, que, in vivo, mediante reagédo quimica ou
enzimatica, libera a por¢do ativa no local de acdo ou proximo dele. Mediante a
escolha de grupos transportadores adequados, via de regra desprovidos de
atividade biolégica, permite a melhoria das propriedades farmacocinéticas, a
diminuicdo da toxicidade e o aumento da seletividade. Nos casos em que o
transportador apresenta atividade biolégica, o composto resuitante € denominado
pro-farmaco reciproco (SINGH, SHARMA, 1994).

Entre os tipos de pré-famacos possiveis, encontram-se as bases Mannich.

Estas correspondem a reagao de um substrato acido — acido carboxilico, amidas,
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Introdug¢do e Objetivos 4

entre outras - contendo, no minimo, um hidrogénio ativo, um aldeido, geralmente
formaldeido, e uma amina. A reagdo de Mannich pode ocorrer por duas rotas, in
situ ou em duas etapas, podendo-se isolar um composto intermediario
hidroximetilado (TRAMONTINI, ANGIOLINI, 1989). Dois fatores despertam
interesse na quimica das bases de Mannich: sdo compostos muito reativos,
podendo ser transformados facilmente em numerosos outros compostos,
constituindo-se, assim, em intermediarios Uteis na sintese de heterociclicos,
aminodacidos e outros derivados e, por introduzir uma fungédo basica, pemitem
tomar os derivados solliveis em solventes aquosos, quando transformados em
sais de aminas (NARVAEZ, 1983). A utlizacdo de bases de Mannich no
desenvolvimento de novos antichagasicos foi explorada por CHUNG (1996), com
a proposta de se sintetizar pro-fArmacos reciprocos de nitrofural e primaquina. O
intermediario de sintese dessas bases de Mannich do nitrofural, o
hidroximetilnitrofural, mostrou alta atividlade antichagasica e menor
mutagenicidade que seu precursor, o nitrofural (CHUNG et al,, 2003; GUIDO et al.
2000).

1.2 OBJETIVOS

Face ao exposto e ante a escassez de alternativas quimioterapicas contra a
doenca de Chagas, representadas, atualmente, por apenas dois farmacos,
nifurtimox e benznidazol, nenhum deles ativo na fase crbnica da doenca e
apresentando aita incidéncia de efeitos adversos, é imperativa a busca por novos
antichagasicos.

Utilizando-se a latenciagcdo, CHUNG (1996) sintetizou série de pro-farmacos
reciprocos seletivos de nitrofural e primaquina, tendo como grupos espacgantes
aminoacidos e dipeptidios, estes ultimos de liberagéo especifica pela cruzipaina. A
acao mista de inibicao de tripanotiona redutase pelo nitrofural e de formagao de
radicais livres pela primaquina, além da cisdo especifica pela enzima sé existente
no tripanossoma foi a base para o planejamento desses derivados. Todos eles,
incluindo os derivados dipeptidicos de primaquina (CHUNG et al., 1997),

mostraram-se ativos em cultura de células infectadas com 7. cruzi Como
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intermediario da base de Mannich entre o nitrofural e o dipeptidio de primaquina,
sintetizou-se o derivado hidroximetilado do nitro-heterociclico. Este se mostrou o
mais ativo de todos os derivados sintetizados (CHUNG et al., 2003) e quatro vezes
menos mutagénico que o composto de partida (GUIDO ef al., 2000, 2001; CHUNG
et al., 2003). As Figuras 1 e 2 mostram a atividade desse pré-farmaco em
amastigotas e tripomastigotas, respectivamente, e a Figura 3 apresenta a
atividade mutagénica do NFOH comparativamente ao nitrofural. Houve
decréscimo acentuado da porcentagem de amastigotas, a partir do décimo
segundo dia do ensaio, e de tripomastigotas, a partir do décimo terceiro dia de
ensaio e ligeiro aumento da porcentagem no décimo oitavo dia de ensaio. E
importante ressaltar a eficacia em amastigotas, responsaveis pela fase cronica da

doencga.

ANF 5
ONF 10
BNFOH 5
oBpz

ARLTLLWLRRRRS
AL S S S SRSSS
RSN SSISSSSESN

7 8 12 14 15
Dias de ensaio

Figura 1 — Efeito do hidroximetilnitrofural (NFOH; 5 uM) em relag&o ao nitrofural (NF
5 e 10 uM) e benznidazol (BZ 10 uM) sobre a percentagem de formas amastigotas

de T. cruzi em cultura de células LLC-MK; infectadas com apomastigotas apos 6, 7,
8, 12, 14, 15 e 18 dias de infecgdo (CHUNG ef al., 2003).
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Figura 2 — Efeito do hidroximetilnitrofural (NFOH 5 uM) em relagé@o ao nitrofural (NF
5 e 10 puM) e benznidazol (BZ 10 uM) sobre a percentagem de formas
tripomastigotas de T. cruzi em cultura de células LLC-MK: infectadas com

tripomastigotas apés 6, 7, 8, 12, 14, 15 e 18 dias de infecgdo (CHUNG et al., 2003).
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Figura 3 — Atividade mutagénica (S. typhimurium cepa TA98) do hidroximetilnitrofural
(NFOH) em comparacao a nitrofural (NF) (GUIDO et al., 2000).

Ante ao aspecto extremamente promissor do hidroximetilnitrofural, como
apresentado anteriormente, e como apoio ao estudo posterior do comportamento
desse pro-farmaco com vistas a explicagdo de sua alta atividade e baixa
mutagenicidade, comparativamente ao protétipo, pretende-se sintetizar bases de
Mannich desse pro-farmaco — comprovou-se a liberagdo de formaldeido por
ultravioleta (CHUNG et al., 2003). Como reagentes aminicos serdo empregados
lisina (Lys) e arginina (Arg) e o dipeptidio resultante (Lys-Arg). A Figura 4

Gustavo Henrique Goulart Trossini



Introdugdo e Objetivos ) 7

apresenta nitrofural, hidroximetilnitrofural e as bases de Mannich propostas neste
trabatho. Tais aminoacidos e o dipeptidio foram escolhidos com base na maior
atividade mostrada pelo pré-farmaco reciproco de nitrofural e primaquina tendo
como espagante Lys-Arg (CHUNG, 1996).

Espera-se que as bases de Mannich derivadas do hidroximetilnitrofural,
pela maior estabilidade que o protétipo, fomegam subsidio importante ao estudo

posterior, mais aprofundado do seu mecanismo de agao e de mutagenicidade.
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~ ~ NH
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Figura 4 — Estruturas do nitrofural (NF), hidroximetilnitrofural (NFOH), e das
bases de Mannich NF-Lys, NF-Arg e NF-Lys-Arg.
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Il. REVISAO BIBLIOGRAFICA

21 DOENGCA DE CHAGAS

2.1.1 Epidemiologia

Descoberta em 1909, por Carlos Chagas, a tripanossomiase americana ou
doenca de Chagas é uma protozoose causada pelo hemoflagelado Trypanosoma
cruzi, presente apenas no continente americano, principalmente entre pequenos
mamiferos selvagens (LEWINSOHN, 1981; SILVA, 1985; BRENNER, 1989). O
vetor para esse protozoario € o Triatoma, principalmente as espécies 7. infestans
e T. dimidiata, que sado popularmente conhecidas como “barbeiro” (Figura 5),
devido ao seu habito de picar a face das pessoas. Fatores bioecoldégicos e sécio-
econdémicos levaram a populagdo pobre das areas rurais da Ameérica do Sul e
Central a entrar em contato com o ciclo silvestre, no qual o parasita é transmitido
por vetores naturais da infecgdo. Do ponto de vista de Saude Publica, a
importancia da doenga de Chagas reside no chamado ciclo doméstico (DIAS,
1992; WHO, 1999).

Figura 5 - Barbeiro (Triatoma infenstans): inseto transmissor da Doenga de
Chagas.

Fonte: http://www.biosci.ohio-state.edu/~parasite/pictures/triatoma_infestans.gif
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O T. cruzi pode ser encontrado numa ampla area da América, da latitude
42N até a 46S, embora a distribuicdo dos vetores selvagens e reservatorios seja
muito maior que a distribuicdo da doenga humana. A “domiciliagdo” dos
triatomineos expée cerca de 100 milhdes de pessoas ao risco de infecgdo, do sul
dos Estados Unidos da América (EUA) até a provincia de Chubut, Argentina
(WHO, 1999; PESSOA, MARTINS, 1988; SILVA, 1985). Entretanto, as melhores
condicées de vida da populagdo norte-americana e as condigbes das espécies
locais de triatomineos fazem com que a infec¢do humana pelo vetor seja
extremamente rara nos EUA. Porém, face a intensa migragdo do México e
Ameérica Central para os EUA, ha, atualmente, cerca de 100.000 pessoas
infectadas neste ultimo (NICKERSON et al,, 1981; GRANT ef al., 1989). Nos 21
paises endémicos, estima-se que de 18 a 20 milhdes de pessoas estejam
infectadas pelo parasita e que ocorram, aproximadamente, 50.000 mortes
causadas pela doenga de Chagas a cada ano (WHO, 1999; DIAS, 1992). A Figura
6 mostra a distribuicdo geografica da parasitose, segundo dados do Departamento

de Medicina Tropical e Doencgas Infecciosas da Universidade de Munich, em 2001.

B Distibuic8o |

mundial da Doenga

de Chagas

L

Figura 6 — Distribuicdo geografica da doenga de Chagas, em 2001.
Fonte: http.//www.fit-for-travel.de/en/Krankheiten/chagas.htm.
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Os movimentos migratorios rural-urbanos que ocorreram na Ameérica Latina
nas décadas de 1970 e 1980 mudaram o perfil tradicional epidemiologico da
doenca de Chagas e a transformaram numa infecgdo urbana, que pode ser
transmitida por transfusdo sanguinea. A incidéncia de contaminado sangue em
bancos de algumas cidades deste continente variam entre 3 a 53%. Tal dado
mostra que a prevaléncia de sangue infectado por T. cruzi € maior que a do
sangue infectado por HIV e hepatites B e C (WHO, 1999).

No Brasil, a doenga espalha-se em area de 3,5 milhdes de km? envolvendo
2.450 municipios e deixando sob risco 35 milhdes de pessoas (DIAS, 1990, 1994).
Até 1992, os dados do inquérito soroldégico nacional estimavam prevaléncia de
cerca de 5 milhdes de pessoas infectadas pelo T. cruzi (DIAS, JATENE, 1992).
Estas compreendiam, na maioria, individuos de origem rural e pertencentes aos
niveis sécio-econdmicos mais baixos, contaminados através de contato com fezes
infectadas de triatomineos. Estima-se que cerca de 300.000 pessoas
encontravam-se infectadas na cidade de Sao Paulo e mais de 200.000 no Rio de
Janeiro por via transfusional, uma vez que a transmissdo vetorial foi controlada e
inibida através de continuos e intensivos Programas de Saude Publica (DIAS,
1992).

A morbi-mortalidade da doenca de Chagas no Brasil e significativa,
vitimando 20% ou mais dos individuos infectados, que podem desenvolver
cardiopatia chagasica cronica evolutiva, capaz de matar, no minimo, 15.000
pessoas/ano em nosso Pais (DIAS, JATENE, 1992). Uma vez que a fase aguda
ndo é facilmente detectada, a mortalidade de 8% nao foi mais considerada
relevante frente a fase crdnica. As formas digestivas continuam importantes,
especialmente no Brasil Central, acometendo entre 5 a 15% dos infectados
cronicos (DIAS, 1990; DIAS, JATENE, 1992).

A doenca de Chagas ndo € um problema isolado da populagao latino-
americana. Nas areas endémicas, esta intimamente relacionada com as doencas
‘sociais” tipicas, como desnutricdo, diarréia, tuberculose e outras parasitoses. O
risco de contrair a doenga de Chagas esta diretamente relacionado a pobreza: o

inseto triatomineo, ou, se alimenta de sangue e encontra ambiente favoravel em
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frestas de paredes e telhados de habitagées pobres em areas rurais e em favelas
localizadas na periferia urbana. A Figura 7 mostra a diminuicdo na incidéncia da
transmissdo do 7. cruzi via triatomineo, em criangas e jovens adultos entre os
anos 1993-1999, registrando-se decréscimo consideravel da mesma no caso,
especialmente, do Brasil, com perspectivas de eliminacdo dessa forma de
transmissdo no ano 2000. No entanto, cabe ressaltar a preocupagéo de que, com
essa possibilidade, se arrefecam as medidas de controle, como ocorreu com a
malaria na década de 1950, e a transmisséo por essa forma ressurja com toda a

forca.

— Argentina (18 anos)
— Brasil (7-14 anos)
— Chile {0-4 anos)

— Uruguai (<12 anos)
— Paraguai (18 anos)

l':)Illllllll"l'lf'lllIllllllllll

1080 1985 1990 1995 2000 2005

Figura 7 — Eliminagdo da transmissao por triatomineos no periodo de 1980
a 2000 nos paises do Cone Sul. No eixo y aparecem as taxas de
contaminagéo de acordo com a faixa etaria, especificada para cada pais, e

de acordo com o periodo.

Fonte: Reports by National Chagas” Disease Control Programmes, 1993-1999
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2.1.2 Ciclo evolutivo do T. cruzi (DIAS, 1992)

Figura 8 — Ciclo biolégico do T. cruzi.
Fonte: (WHO, 2003).

O ciclo biologico do T. cruzi inicia-se pela ingestao, pelo vetor triatomineo,
de sangue infectado contendo as formas tripomastigotas do parasita. Os parasitas
ingeridos sofrem diferenciagcdo para a forma epimastigota no lume intestinal do
inseto, local onde ocorre a proliferagdo parasitaria. Os parasitas, ao atingir a parte
posterior do intestino do inseto vetor, modificam-se para formas tripomastigotas
metaciclicas, que sdo as formas infectantes do parasita. Estas sdo eliminadas
pelas fezes e urina do triatomineo. A infecgdo pelo 7. cruzi tem inicio quando os
parasitas eliminados pelo inseto entram em contato com uma lesdo na pele ou
mucosa do vertebrado. A maneira mais comum de transmissdo é a vetorial,
através da picada do “barbeiro”, que, durante a ingestao de sangue, deposita suas
fezes préximas ao local da picada. A picada provoca irritagdes locais, facilitando o
acesso do parasita ao interior do organismo. Caso a picada seja proxima aos
olhos ou a boca, o parasita pode penetrar pelas mucosas. Dentro do organismo do

vertebrado as formas tripomastigotas metaciclicas do parasita passam por
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transformacgédo para as formas amastigotas, reproduzindo-se por fissdo binaria. O
hospedeiro apresenta hipersensibilidade no local de entrada do parasita com
intensa destruicao celular. Esta faz com que formas amastigotas se transformem:
em tripomastigotas, que séo liberadas nos vasos periféricos e estardo aptas para
infectar novas células em outros pontos do organismo, como musculos lisos e
tecido nervoso. Assim, a transformacgéao de amastigotas para tripomastigotas pode
ocorrer em outros pontos do organismo, continuando o ciclo da infecgdo. Com a
picada do hospedeiro por um novo agente vetor ndo contaminado e a ingestéao de
formas sanguineas do parasita, junto com sangue do hospedeiro, essas se
transformam em formas fusiformes denominadas epimastigotas. Estas se
desenvolvem no aparelho digestivo do parasita e sdo transmitidas a outros
individuos vertebrados por meio das excretas do inseto vetor contaminado, ou se

estabelecem em reservatérios naturais.

2.1.3 Transmissdo da Doenca de Chagas

A doenga de Chagas tem como principal forma de transmissao a vetorial,
principalmente em areas endémicas, na qual a contaminagdo acontece por meio
do inseto vetor. Este é hematéfago e suga o sangue do possivel hospedeiro,
depositando fezes contendo parasitas, quando contaminado. As fezes, proximas
do local da picada, levam, muitas vezes, a infecgdo pelo T. cruzi. O triatomineo
suga o sangue, ndao s6 do homem, mas também de animais e aves domésticas,
visto que habitam também currais e galinheiros, infectando diversos vertebrados.
Estes, muitas vezes, acabam se comportando como reservatérios naturais do
parasita. A contaminagdao por T. cruzi, no entanto ndao esta relacionada
unicamente ao inseto vetor. Qutros modos de contaminagéo, ditos secundarios ou
altemativos, sdo amplamente discutidos entre a comunidade cientifica, como a
transfusdo sanguinea, transmissdo congénita, acidental ou em transplantes de
orgaos (WENDEL et al., 1992; VINHARES, DIAS, 2000).

O T. cruzi, em sua forma de transmissao vetorial, circula em dois ciclos: o

silvestre e o doméstico. O ciclo silvestre envolve a interagdo entre vetores
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sivestres e hospedeiros mamiferos. O ciclo silvestre apresenta equilibrio
ecologico entre o parasita, seus vetores e hospedeiros silvestres. Os principais
hospedeiros silvestres sdo: gambas, tatus, roedores e primatas, os quais se
comportam como reservatorios do parasita, co-existindo com o mesmo sem serem
afetados por ele. Ja o ciclo doméstico esta associado ao contato entre humanos e
vetores, causado por condigcdes soOcio-econdmicas, que pemitem a colonizagéo
do vetor em ambiente doméstico. A parasitose, neste ultimo ciclo, leva a graves
danos ao hospedeiro humano, principal reservatério deste ciclo, seguido por gatos
e cachorros.

A transfusdo sanguinea apresenta-se como o segundo mecanismo mais
frequente de transmissdo da doenga de Chagas, levando a contaminagdo em
areas nao-endémicas e sugerindo o aparecimento da doenga em paises fora da
América Latina. No Brasil, o controle da transmissdo transfusional da
tripanossomiase americana vem reduzindo essa forma de contaminagado. Hoje,
entre 70 e 85% do sangue transfundido no Pais passa por controle de qualidade
visando ao controle, ndo s6 da doenga de Chagas, mas também de outras
doengas que possam vir a serem transmitidas por sangue contaminado
(BONAMETT]I et al., 1998).

2.1.4 Manifestacées Clinicas da Doenca

A doenca de Chagas apresenta duas fases clinicas distintas: a fase
aguda e a fase crdnica. Os primeiros sintomas da fase aguda se
apresentam, geralmente, entre 7 a 10 dias apds a infec¢do pelo parasita. No
local de entrada do parasita ocorre um processo inflamatério, o qual nem
sempre ¢é visivel. Porém, em infec¢des pela mucosa ocular, observa-se um
sinal caracteristico da fase aguda da doenga de Chagas, denominado sinal
de Romana (Figura 9) que consiste no inchago de ambas as palpebras do
olho infectado. Quando a infecgao ocorre através da pele, o sinal

caracteristico € o chagoma, que corresponde ao inchago do local por onde o
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parasita entrou. A fase aguda da doenga apresenta como sintoma mais
comum febre, podendo também ocorrer inchago de ganglios linfaticos,
hepato e esplenomegalias e edema localizado ou generalizado. O
comprometimento cardiaco é muito raro nesta fase da doenga (WENDEL et
al., 1992; SILVA, 1999).

Figura 9 - Paciente com sinal de Romana.

Fonte: http://woub.org/intouch/Tropical Disease/a_Chagas-Romana.jpg

A fase aguda da doenca pode durar de 1 més a 1 ano, podendo o paciente
evoluir para a fase crdnica ou indeterminada. Os pacientes que passam a fase
indeterminada nao apresentam quaisquer dos sintomas caracteristicos da doencga,
podendo, inclusive, nunca vir a manifesta-los (WENDEL et al., 1992).

Cerca de um tergo dos casos agudos da doenga de Chagas evolui para a
fase cronica. Esta fase de baixa parasitemia e afebril permanece ao longo da vida
do paciente. E representada por diversas formas clinicas, afetando um ou mais
orgaos de forma irreversivel, destacando-se as alteragbes cardiacas como as
principais. A cardiopatia crénica e o aparecimento dos megas, megaesoéfago e
megacélon, principalmente, representam formas clinicas de consideravel
gravidade (SZAJNMAN et al., 2000).

A forma cardiaca apresenta como principais sintomas a arritmia, a

insuficiéncia cardiaca e o trombo-embolismo. As manifestagbées digestivas
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ocorrem pelo comprometimento das fungdes do 6rgdo afetado. No caso do
megaesdfago, observa-se aumento do didmetro do drgdo e alteragbes na
motilidade, além de sintomas como dores epigastricas, regurgitacdo e hipertrofia
das glandulas salivares. O megacoélon apresenta como principal caracteristica a

obstipagéo do 6rgéo, que pode durar semanas (WENDEL et al., 1992).

A prevaléncia das manifestagoes digestivas ou cardiacas na doenga de
Chagas depende principalmente da regido endémica. E comum encontrar casos
de megaesdfago na regido central do Brasil, sendo essa manifestagdo rara em
outras areas. Ja no Chile, a forma cardiaca é extremamente rara. Alguns estudos
relacionam a cepa do parasita encontrada em cada regido com o tipo de
manifestacdo clinica observada na fase cronica, porém ainda n&o existem
evidéncias bioquimicas concretas que expliqguem essas observagdes (ANDRADE,
ANDRADE, 1979).

2.1.5 Aspectos sécio-econémicos

A média anual de renda doméstica per capita na América Latina é de
US$ 2,966. Portanto, a perda econémica para o continente devido a incapacidade
e mortalidade precoce, provocada por essa doenga em adultos jovens e
economicamente mais produtivos, € em torno de US$ 8,156 bilh6es, o que
equivalia a 2,5% da divida externa total do continente em 1995 (WHO, 1999). No
Brasil, considerando-se que pelo menos 10% dos individuos infectados
desenvolvem doengas cardiacas graves, ou comprometimento digestivo crdnico,
os custos médicos para o tratamento podem alcangcar US$ 250 milhdes e a
auséncia no trabalho dos chagasicos com graves problemas cardiacos pode

representar perdas minimas de US $5,625 bilhdes por ano (DIAS, 1992).
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2.2 QUIMIOTERAPIA

2.2.1 Tripanomicidas atualmente usados

Apesar da tendéncia de se evitar a presenga de grupos nitro-aromaticos
como componente estrutural de derivados potenciaimente ativos porque eles
podem provocar metemoglobinemia, tais compostos tém sido usados na
terapéutica desde 1944 (ROSS, 1980; DOCAMPO, MORENO, 1985).

Os tripanomicidas atualmente em uso — nifurtimox e benznidazol (Figura 9)
— causam efeitos adversos graves e sdo pouco eficazes na fase crénica da
doenca. Além disso, algumas cepas de T. cruzi mostram-se a eles resistentes
(FILARDI, BRENER, 1987).

N=—
] %

nifurtimox
benznidazol

Figura 9 — Tripanomicidas em uso.

O nifurtimox, derivado 5-nitrofurano, foi sintetizado, em 1964, por Herlinger
et al., sendo mais ativo contra as cepas argentinas e chilenas do tripanossoma e
muito mais eficaz na fase aguda da doenca. Inibe tripomastigotas e amastigotas,
mas apresenta graves efeitos adversos, como anorexia, nauseas, epigastralgias,
convulsées, polineuropatias periféricas e manifest¢des cutaneas(ROSS, 1980;
KOROKOLVAS, 2003).

O benznidazol (derivado 2-nitroimidazol) foi descoberto por pesquisadores
da Hoffman-La Roche, em 1969, e é considerado farmaco de escolha para
tratamento das tripanossomiases brasileiras. Analogamente ao nifurtimox, € mais
eficaz na fase aguda e apresenta efeitos adversos graves, como astemia,
tonturas, parestemias, polineuropatias periféricas hematopoese (ROSS, 1980;
KOROKOLVAS, 2003).
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Esses compostos apresentam mecanismo de agdo citotdxica, que
inicialmente envolve uma ou mais reagées de redugdo do grupo nitro, seguidas
por inibicbes de varias enzimas, que sdo necessarias as exigéncias energéticas
da célula do parasita (ROSS, 1980; DOCAMPO, MORENO, 1985; DOCAMPO,
1990; GRINGAUZ, 1997; KOROKOLVAS, 2003). Em geral, o primeiro passo do
metabolismo desses compostos é a redugcdo desse grupo ao correspondente
anion nitro radical. Sob condigées anaerébias, esse radical pode sofrer redugéo,
gerando derivados nitrosos, hidroxilaminas e aminas (LA-SCALEA, 1998).

O nitro radical anibnico e o derivado hidroxilaminico sdo os principais
intermediarios responsaveis pela acao citotéoxica de alguns nitro-heterociclicos
(LA-SCALEA, 1998). As propriedades farmacolégicas desses compostos podem
ser relacionadas com os valores de potencial de redugao (GUISSANI et al., 1990;
ROZENSKI, DE RANTER, VERPLANKEN, 1995; VIODE et al., 1997).

O nifurtimox age diretamente, por meio da formagdo de radicais livres
intermediarios, quimicamente reativos, como o0 anion superéxido e o peroxido de
hidrogénio. Em contato com o T. cruzi, ocorre reducdo do nifurtimox,
aparentemente catalisada por uma nitrorredutase ligada a flavina, e forma-se um
radical nitro. Resultados mostram a existéncia de boa correlagdo entre os valores
de E'; (potencial de redugdo pra formacgdo do nitroradical) e as constantes de
velocidade de reagdo de reducédo de nitro-heterociclicos por flavoproteinas (LA-
SCALEA, 1998). Estudos de MORENO et al. (1983) demonstraram a presenc¢a do
nitro radical aniénico como metabdlito de nitrocompostos. Este radical reage com
O, e gera um anion superéxido, que, entdo, formara o peroxido de hidrogénio,
espontaneamente ou sob efeito catalitico da enzima superoxido dismutase. O
passo final é a formagéao de radicais hidroxilas por reagées catalisadas por Fe¥* A

Figura 10 apresenta esquematicamente as reagdes compreendidas.
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2 H’ SOD FeSo
NADPH Enzima(oxi) RNO, 0, - 0,7+ H0,— HO* +OH + 0,

NAD Enzima(red) RNO, " o, H,0,
inibigdo
tripanotiona
redutase
H,0 + 0,
Figura 10 — Mecanismo de formacgao de radicais livres por nitro-heterociclicos.
(MORENGO et al., 1983).

Os radicais livres sdo bastante danosos para as células e, uma vez
gerados, podem interagir com varios componentes celulares e propagar seus
efeitos deletérios. No caso do T. cruzi, devido a sua deficiéncia de catalase e
glutationa peroxidase, o parasita é extremamente vuinerdvel ao perdxido de
hidrogénio. As células dos mamiferos, ao contrario, tém varias enzimas, como
catalase, peroxidase e superdxido dismutase, que previnem o efeito letal dos
radicais livres (DOCAMPO, MORENO, 1985; KOROLKOVAS, 1988; TSUHAKO et
al., 1989; DOCAMPO, 1990; GRINGAUZ, 1997).

Experimentos demonstraram que os produtos de redugdo do grupo nitro
interagem com acidos nucléicos in vitro e acredita-se que o DNA seja o principal
alvo in vivo (DECLERCK, DE RANTER, 1986, 1987). Tanto DNA na forma de
dupla hélice quanto o desnaturado sofrem acdo dessa classe de farmacos (LA-
SCALEA, 1998).

O grau da lesdo sobre o DNA depende da estabilidade dos intermediarios
de redugdo do farmaco (ZAHOOR et al., 1987; VIODE et al., 1997) e responde a
diferencas de reatividade (EDWARDS, 1993). Desta forma, quanto mais positivo o
potencial de reducdo para formacdo do radical nitro maior sua citotoxicidade
(EDWARDS, 1990; LA-SCALEA, 1998). Farmacos que apresentam valores de
potencial muito negativos estdo mais sujeitos a influéncia de pequenas
quantidades de O,. Isto explica porque muitos nitrofuranos sao facilmente
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reduzidos tanto em células aerdbicas quanto anaerdbicas, com conseqliente
perda de seletividade, em contraste aos nitroimidazéis, que apresentam maior
toxicidade em sistemas anaerébicos (EDWARDS, 1990; CHUNG, 1996; TOCHER,
1997), como resultado da menor sensibilidade ao O, provocada pelos potenciais

altamente negativos que apresentam.

2.2.2 Tripanomicidas em estudo

Ao longo dos anos, diversas classes de compostos vém sendo pesquisadas
com o fim de se desenvolver um novo agente antichagasico. Ha varios nitro-
heterociclicos com alta atividade antichagasica, sem, contudo, apresentar utilidade
terapéutica, face aos efeitos adversos graves que apresentam. Entre eles
encontram-se o nitrofural (nitrofurazona) e o megazol. Também, a primaquina, de
emprego como antimalarico na terapéutica (KOROLKOVAS, 2003), apresenta

atividade antichagasica.
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O megazol [2-amino-5,1-metil-nitro-2-imidazolil-1,3,4-tiadiazol], derivado
nitrotiazélico, foi sintetizado em 1960. Apresenta-se como potente antimicrobiano
de amplo espectro, tendo agdo em grande variedade de protozoarios e bactérias
'(BERKELHAMMER, ASATO, 1968; CANSADO, 1980).

Ensaios realizados mostraram alta atividade antichagasica do megazol em
relagdo a outros nitro-heterociclicos (BRENER, 1999), apresentando atividade
curativa em infecgbes causada por varias cepas do T. cruzi, incluindo cepas

resistentes aos farmacos empregados hoje na terapéutica, nifurtimox e
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benznidazol (FILARDI, BRENER, 1982). Sua atividade apresenta-se superior a
atividade do nifurtimox e a do benznidazol (DE CASTRO, MEIRELLES, 1986;

LAGES-SILVA et al., 1990).

2.2.2.2 PRIMAQUINA
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A primaquina é farmaco de uso na quimioterapia da malaria, representando
o unico esquizontic;ida tecidual disponivel na terapéutica (KOROLKOVAS, 2003).
Sua atividade antichagasica experimental foi relatada inicialmente por JARPA
(1950) e por RUBIO e PIZZI (1954). Contudo, seu emprego ha quimioterapia
antichagasica néo é usual.

Inicialmente, esse farmaco era considerado-de ag3o primaria em formas
tripomastigotas extracelulares (PEREIRA DA SILVA, KIRCHNER,1962).
Posteriormente, sua agdo em formas intracelulares foi relatada por McCABE
(1988). Esse mesmo estudo permitiu a comprovagao do efeito sinérgico entre a
primaquina e o cetoconazol, surgerindo a utilizagdo desse farmaco associado ou
nao no tratamento da doenga de Chagas em sua fase crdnica.

Derivados peptidicos de primaquina mostraram-se ativos tanto em formas
amastigotas quanto em tripomastigotas em ensaios in vitro, em culturas de células
infectadas com T. cruzi (CHUNG et al., 1997).

Ensaios in vifro da associagdo da primaquina com nitrofural mostraram
efeito sinérgico da mesma (GONCALVES et al., 1994). Por outro lado, pro-
farmacos reciprocos utilizando espacgantes pectidicos, aminodcidos e dipeptidios,
ou nao-peptidicos da primaquina e nitrofural, mostraram-se ativos em células
infectadas por T. cruzi (CHUNG,1996). Outra associagao da primaquina é aquela
proposta por POLLI (2003), por meio de pié-farmacos reciprocos de primaquina e

megazol.
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2.2.2.3 NITROFURAL

O nitrofural [_5-nitro-2-furfurilidenossemicarbazona] foi sintetizado com base
no conhecimento de que o acido furédico, bem como seus derivados alquilados e
mercuriais, apresentavam atividade bacteriostatica (DODD, STILLMAN, 1944). Tal

derivado mostrou-se ativo contra bactérias Gram-positivas e negativas.
o

(o]
nitrofural

Este famaco foi empregado, inicialmente, durante a Il Guerra Mundial, para
o tratamento de queimaduras, apresentando amplo espectro de atividade
antibacteriana (CRENSHAW et al., 1976). Em razédo da resisténcia bacteriana, o
espectro de atividade foi se modificando ao longo do tempo (KOROLKOVAS,
2003).

A toxicidade desse nitrofurano é alta por via oral, em razdo da hemdlise e
neuropatia graves qué provoca. Em alguns paises foi retirado do mercado e em
outros continua a ser empregado apenas por via topica, sendo de escolha no
tratamento de infecgdes estafilocdcicas da pele — feridas, queimaduras e Ulceras -
-, especialmente aquelas resistentes a outros farmacos (KOROLKOVAS, 2003).

A atividade contra o T. cruzi foi reportada primeiramente por
PACKCHANIAN (1952, 1957). Em 1969, ANDRADE e BRENER observaram que o
nitrofural provocava destruicdo do 7. cruzi. Mais tarde, em 1988, HENDERSON e
colaboradores constataram a inibicao de naftoquinonas e nitrofuranos, incluindo o
nitrofural, sobre a tripanotiona redutase.

A formagao do nitro radical aniénico a partir do nitrofural foi comprovada por
meio de gerac¢ao eletroquimica, com o uso de eletrodo de carbono vitreo (LA-
SCALEA, CHUNG, FERREIRA, 1999).

Em 1994, GONCALVES e colaboradores identificaram potenciagdo da
atividade do nitrofural em associagdo com primaquina, quando ensaiado em
cultura de células LLC-MK2, infectadas com formas tripomastigotas de T. cruzi

como anteriormente mencionado.
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O intermediario de sintese de bases de Mannich com peptidios de
primaquina e nitrofural, o hidroximetilnitrofural (CHUNG, 1996), mostrou-se mais
ativo e menos téxico do que o nitro-heterociclico de partida, ressaltando o papel
da modificagdo molecular, mais especificamente da latenciagdo (CHUNG,
FERREIRA, 1999), no aprimoramento da agdo de farmacos. O aspecto altamente
promissor desse composto é a diminuicdo da toxicidlade em quatro vezes,
comparativamente ao nitrofural, segundo o observado nos testes de
mutagenicidade (GUIDO et al., 2001). Tais intrigantes resultados conduzem ao
aprofundamento do estudo do mecanismo de agao/toxicidade desse derivado.
Vale mencionar que o prolongamento da agdo, que também reduz paralelamente
a toxicidade, vem sendo alvo de pesquisas recentes (DEZAN et al., 1998; GUIDO
et al., 2000).

2.3 ALVOS BIOQUIMICOS NA PESQUISA DE NOVOS
ANTICHAGASICOS

O arsenal terapéutico hoje utilizado na quimioterapia contra a doenga de
Chagas, além de apresentar eficiéncia questionavel, € composto por farmacos que
apresentam graves efeitos adversos ao paciente. Torna-se, pois, urgente a
pesquisa e desenvolvimento de farmacos antichagasicos menos téxicos, mais
seletivos e eficientes. Com essa finalidade é fundamental que se conhegam as
vias metabdlicas do parasita caracterizando enzimas e componentes especificos e
suas diferencas com as vias metabdlicas do hospedeiro, podendo, assim,
identificar possiveis alvos bioquimicos (ZINGALES, COLLI, 1985). Exemplos
dessa abordagem sao o ergosterol e a tripanotiona (COURA, DE CASTRO, 2002;
URBINA, DOCAMPO, 2003).

Entre os alvos de interesse ao planejamento de compostos com
seletividade de agdo encontram-se enzimas essenciais para o desenvolvimento

dos parasitos no hospedeiro.
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O conhecimento desses alvos, gragas ao desenvolvimento da gendmica,
protedmica e bioinformatica (FAIRLAMB, 1999), permmite antever futuro mais
promissor na pesquisa de novos antichagasicos. Entre eles, sobressaem as
proteases (McKERROW et al., 1995) e a tripanotiona redutase (FAIRLAMB,
CERAMI, 1985; FAIRLAMB et al., 1985; JOCKERS-SCHERUBL, SCHIRMER,
KRAUTH-SIEGEL,1989). Além da tripanotiona redutase e das enzimas auxiliares
que sintetizam tripanotiona, a triparedoxina e a triparedoxina peroxidase,
recentemente identificadas em T. cruzi por LOPEZ et al. (2000), correspondem a
sistema antioxidante complexo e peculiar, utilizado pelo protozoario para se
defender do hospedeiro. Dessa forma, a inibicdo desse sistema pode originar
candidatos a farmacos antichagasicos de agao especifica.

Os glicoconjugados da superficie do parasito (COLLI, ALVES, 1999) e a
gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase glicossomica (SOUZA ef al., 1998) séo
outros alvos que merecem reaice.

As proteases de protozoarios sdo alvos interessantes devido ao seu papel
na replicagdo, metabolismo, sobrevivéncia e patologia das protozooses
(McKERROW et al., 1993). Por exemplo, a adigdo de um inibidor de cisteina
protease, como o Z-Phe-Ala-FMK, a culturas de células de mamiferos expostas a
tripomastigotas ou ja infectadas com amastigotas, bloqueou a replicagdao e
diferenciacdo do parasito, inibindo, portanto, seu ciclo biolégico (MEIRELLES et
al., 1992; HARTH et al, 1993). Entre as proteases de interesse, as cisteina-
proteases s3o as enzimas mais abundantes na maioria dos protozoarios
responsaveis por parasitoses humanas.

No que diz respeito a doenca de Chagas, a cruzipaina € a cisteina-protease
que mais interesse desperta como alvo de novos e melhores antichagasicos que
os disponiveis.

A Tabela | apresenta relagdo de possiveis alvos bioquimicos
respectivamente referenciados (POLLI, 2003).
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TABELA | - Identificagdo de potenciais alvos quimioterapicos em 7. cruzi

Alvo quimioterapico Referéncia

tripanotiona KRAUTH-SIEGEL, COOMBS, 1999;
PERSON, ASLUND, 1998; BOND, 1999

purinas ULLMAN, CARTER, 1997; PEREZ et al.,
1999

metabolismo de folato e pteridina NARE et al., 1997

metabolismo de pirofosfato URBINA, DOCAMPO, 2003; COURA,
CASTO, 2002.

biossintese do mRNA AKSQY, 1993.; McCARTHY-BURKE,
TAYLOR, BUCK, 1997

cinetoplasto STUART, 1991; SCHNARE, GRAY, 1999

biossintese do ergosterol URBINA et al., 1996

transialidase e GPI COSTA et al,, 1998; FERGUNSON, 1999

proteases (cisteina-proteases) COOMBS, MOTRAM, 1997.; MORTY et
al., 1999

gliceraldeido-3-fosfato SOUZA et al., 1998

desidrogenase

2.3.1 Tripanotiona Redutase

Todos os organismos aerébios apresentam defesa contra o estresse
oxidativo por espécies reativas de oxigénio geradas durante o metabolismo
oxidativo. Dentre elas tém-se o anion superoxido (Oz7), o peréxido de hidrogénio
(H202), o radical hidroxila (OH") e seus subprodutos. Essas espécies danificam
biomoléculas, como proteinas, lipideos e acidos nucléicos. Como prevencédo de
danos celulares é utilizado um sistema de defesa, compreendido por varias

enzimas e moléculas antioxidantes como a catalase, superdxido dismutase, varias
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peroxidases e o sistema glutationa (CHANGE, SIES, BOVERIS, 1979; CADENAS,
1989).

Nas células de mamiferos, a principal via de destoxificagdo de peroxido de
hidrogénio envolve a glutationa peroxidase, agindo junto com a NADPH, glutationa
e glutationa redutase (FLAIRLAMB, CERAMI, 1992; MEHILOTRA, 1996).

E bem conhecida e relatada a deficiéncia do sistema de destoxificagao do
T.cruzi frente ao estresse oxidativo (VIODE et al., 1997). Esse parasita ndao tem
catalase e glutationa peroxidase e a glutationa redutase é substituida por enzima
especifica do parasito denominada tripanotiona redutase (FAIRLAMB, CERAMI,
1985; FAIRLAMB et al., 1985; JOCKERS-SCHERUBL, SCHIRMER, KRAUTH-
SIEGEL,1989; HENDERSON et al., 1991). A tripanotiona redutase constitui-se em
um dos principais alvos do planejamento de novos antichagasicos (FAIRLAMB,
1999).

Inibidores de tripanotiona redutase sdo considerados como antichagasicos
potenciais (CHAN et al., 1995, 1998). Neste particular, os compostos nitro-
heterociclicos constituem-se em excelentes candidatos, por meio dos seus
correspondentes anions radicais, por interferirem com o metabolismo do oxigénio
(AUGUSTO et al, 1986; KOROLKOVAS, 1988; TSUHAKO et al, 1989,
DOCAMPO, 1990; DE CASTRO, MEIRELLES, 1992; GRINGAUZ, 1997; VIODE et
al., 1997).

A inibicao da triapanotiona redutase se da por inibidores seletivos que
impedem a redugdo do substrato fisioldgico, a tripanotiona dissulfeto,
comprometendo dessa maneira o sistema de defesa redox do parasita, tomando-o
mais sensivel a farmacos que agem por oxi-redugdo, como 0s nitrocompostos
(WALSH, BRADLEY, NADEAU, 1991; GIRAULT et al. 1997, D’'SILVA, DAUNES,
2000). Visto isso, é essencial o conhecimento da estrutura cristalina (Figura 11) da
tripanotiona redutase para o desenvolvimento de farmacos seletivos com a

capacidade de inibir a tripanotiona redutase.
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Figura 11 - Estrutura cristalina da enzima tripanotiona redutase.

Fonte: www.rcsb.org/pdb (1AOG)

2.3.2 Biossintese de Esterdides

A rota biossintetica de esteréides tem representado importante alvo contra
a doenca de Chagas (COURA, CASTRO, 2002). O T. cruzi necessita de
esterdides especificos para a viabilidade e proliferagdo em todas as fases do ciclo
de vida. Por tal razao, esta etapa & extremamente suscetivel a agao de inibidores
(URBINA, DOCAMPO 2003). Dentre esse inibidores, encontram-se diversos
antifuingicos e antiprotozoarios, tanto os ja comercializados como aqueles em
estudo (Figura 12).
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Figura 12 — Compostos azélicos estudados como possiveis antichagasicos
(URBINA, DOCAMPO, 2003).

Esses compostos azoélicos apresentam mecanismo de ag¢do baseado no
bloqueio na sintese de esterdides, inibindo a formagdo do ergosterol e de seu
precursor, o lanosterol, através da inibicdo da enzima lanosterol 14a-desmetilase
dependente do citocromo P-450. Tal bloqueio resulta em aciumulo de lanosterol e
perda de ergosterol. A enzima 14a-desmetilase também esta presente em
mamiferos, porém sua sensibilidade é consideravelmente menor que a enzima
presente no Trypanosoma. Devido a essa especificidade de bloqueio na rota
biossintética do parasita em relagcdo ao hospedeiro, tais quimioterapicos podem
representar importantes alternativas para o tratamento da doen¢ca de Chagas
(GOAD et al. 1989; DOCAMPO, SCHMUNIS, 1997).
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2.3.3 Cisteina-Proteases

As proteases parasitarias representam importante papel no clico de vida e
patogenia da doenga de Chagas. Diferentes tipos de proteases séo encontradas
em todos os estagios do ciclo celular do parasita (McKERROW, SUN,
ROSENTHAL, 1993). Estas sao capazes de hidrolisar ligagdes peptidicas e,
dependendo do ponto, na cadeia peptidica, em que promovem a hidrélise sao
classificadas em endopeptidases ou exopeptidases. Séo, ainda, classificadas em
serina- e cisteina-proteases, dependendo do grupo quimico presente no sitio ativo.
As cisteina-proteases apresentam um grupo tiol no seu sitio ativo e estao
presentes em virus, bactérias, protozoarios, plantas, mamiferos e fungos. Em
protozoarios observa-se a presenga de diversas cisteina-proteases, as quais tém
papel fundamental na nutricdo, do parasita e invasdo das células hospedeiras
(OTO, SCHIRMEISTER, 1997).

A cisteina-protease cruzipaina (CAZZULO et al, 1990a,b) esta,
provavelmente, implicada no desenvolvimento do 7. cruzi e na diferenciagdo dos
varios estagios do ciclo biolégico do parasito, na invasdao no hospedeiro e na
alteracdo da resposta imune do hospedeiro (SCHARFSTEIN et al., 1986;
MEIRELLES et al., 1992; CHAGAS et al., 1997; DEL NERY et al., 1997).

Trata-se da cisteina-protease mais abundante do tripanossoma (CAZZULO,
STOKA, TURK, 1997) e é o antigeno imunodominante, reconhecido durante a
infeccdo humana (CHAGAS et al., 1997; DEL NERY et al., 1997). E codificada por
mais de 100 cdpias de genes polimoérficos localizados em varios cromossomos.
Entretanto, a despeito do polimorfismo genético, a cruzipaina é uma das proteases
parasitarias mais bem caracterizadas (CAZZULO, 1999).

Essa enzima é encontrada proximo a superficie do parasita intracelular (Mc
GRATH et al, 1995; DEL NERY et al, 1997). Tem peso molecular de
aproximadamente 60 kDa e € uma glicoproteina ativada por B-mercaptoetanol ou
glutatona  reduzida, sendo inibida por organomercuriais, TLCK
(tosilisilclorometilcetona), TPCK (tosilfenilalanilclorometilcetona), leupeptina,

quimostatina e antipaina. E encontrada nos lisossomas.
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Todas as variedades moleculares relatadas até agora apresentam a triade
catalitica caracteristica das cisteina-proteases e organizagdo estrutural similar a
das proteases lisossdmicas de mamiferos, semelhantes a papaina (DEL NERY et
al., 1997). Ao contrario destas ultimas, entretanto, a cruzipaina tem uma cadeia C
terminal, que pode ser liberada por auto-protedlise. O tamanho dessa cadeia varia
de 100 a 130 residuos de aminoacidos e a seqiiéncia entre o dominio catalitico e
o dominio terminal C, contendo grupamentos de Thr, Pro e Ser, é suscetivel a
clivagem proteolitica. A fungdo desse dominio terminal C ainda permanece incerta.
Propde-se que ele esteja envolvido na evasdo a resposta imune do hospedeiro e
no aumento da atividade catalitica (SERVEAU et al.,, 1996; DEL NERY et al,
1997; DEL NERY et al.,, 1997; STOKA et al.,, 1998), bem como na invasdo da
célula do hospedeiro, ligagdo as células-alvo, replicagdo intracelular e
diferenciacdo do parasita (SERVEAU et al, 1996; DEL NERY et al., 1997),
funcdées que seriam atribuidas, também, a porgdo N teminal. Tais fungoes,
importantes nos varios estagios do ciclo biolégico do parasito, fazem da cruzipaina
excelente alvo para inibidores especificos e irreversiveis, que podem ser usados
para o desenvolvimento de nova quimioterapia. Muitas tentativas nesse sentido
foram realizadas e bem sucedidas, resultando em inibicdo da invasédo da célula
hospedeira e do desenvolvimento intracelular do T. cruzi (SERVEAU et al., 1996).

A presenga de cruzipaina nas formas intra e extracelular do 7. cruzi tem
estimulado bastante a tentativa de se desenvolver a primeira geragdao de
inibidores, com alta eficacia in vitro. Alguns desses compostos tém apresentados
excelentes resultados em experimentos realizados com camundongos infectados
com T. cruzi (SERVEAU et al., 1996). A vista das relages estrutural e funcional
proximas entre as cisteina-proteases parasitarias e as proteases do hospedeiro
relacionadas a papaina, os mesmos substratos e inibidores usados, até agora,
para experimentos com a cruzipaina sdo aqueles atualmente usados para as
catepsinas lisossdmicas L e B de mamifero (SERVEAU et al., 1996).

Do melhor conhecimento da especificidade do substrato das cisteina-

proteases do parasita e sua sensibilidade aos inibidores depende o
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desenvolvimento de novos farmacos que diferenciem as proteases do parasita e
do mamifero.

A cruzipaina tem preferéncia por substratos contendo residuos hidrofébicos
nao-aromaticos na posicdo P, (MEIRELLES et al., 1992; DEL NERY ef al., 1997).
Compartilha interessantes propriedades com a calicreina tecidual humana, por
exemplo, a habilidade de hidrolisar eficientemente substratos contendo Arg ou um
aminoacido hidrofébico na posi¢cao P1. CAZZULO et al. (1990a) demonstraram que
a cruzipaina hidrolisa ligagées peptidicas que apresentem na posi¢ao P¢ residuos
de arginina (Arg) e lisina (Lys). A Figura 13 mostra esquema da ligagao enzima-

substrato.

protease

(CEEETT) (52 6 6D - B EhHEh) (EEEEET
X

[ N-terminal e m P

C-terminal |

I substrato

hidrolise da ligagdo peptidica

Figura 13 — Representacao esquematica da ligacao de protease com o
substrato (McKERROW, McGRATH, ENGEL, 1995).

Observou-se que os inibidores mais potentes dessa protease tém, também,
residuos com grupamentos aromaticos em P, (MEIRELLES et al,, 1992). Ainda
que a presenca de Leu, Val ou mesmo Tyr na posicdo X nao induza alteragéo
dramatica nos valores da constante de especificidade da cruzipaina, o bolso S;
nao pode acomodar eficientemente a grande cadeia lateral do Trp. A presenca de
Ala na posicdo P, assim como observado para a papaina, tem efeito muito
favoravel na suscetibilidade do substrato a cruzipaina (DEL NERY et al., 1997).

O subsitio S das cisteina-proteases tem especificidade menos definida que

o subsitio S; e a maioria dos seus substratos comuns contém Arg como residuo
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P1. A cruzipaina demonstrou preferéncia marcante por residuos de Phe, Cys(tBu),
Leu e Tyr em P4, enquanto que os substratos contendo cadeias laterais B
ramificadas, tais como lle e Val, foram mais resistentes a hidrélise (DEL NERY et
al., 1997).

Os substratos com His na posicdo P4 demonstraram grande suscetibilidade
a cruzipaina, o que foi consistente com a observagdo de uma clivagem auto-
catalitica no residuo His na regido do propetidio da cruzipaina recombinante (DEL
NERY et al., 1997).

Diversas classes quimicas tém sido ensaiadas como inibidores da
cruzipaina (MEIRELLES et al, 1992). Derivados fluorogénicos foram
recentemente estudados com o objetivo de maior especificidade a cruzipaina em
relagdo a proteases de mamiferos. Alguns deles discriminam a cruzipaina das
enzimas cormrelatas de mamiferos, a despeito da dupla especificidade de catepsina
B e L que a cruzipaina apresenta (CHAGAS et al., 1997).

Peptidios derivados de fluormetilcetonas (FMK) sdo substratos analogos
que inibbem irreversivelmente as cisteina-proteases. Tanto as
peptidiffluormetilcetonas como o homélogo peptidildiazometano se mostraram
excelentes inibidores da cruzipaina, sendo que o derivado Z-Phe-Arg-FMK
apresentou maior atividade que o derivado Z-Phe-Ala-FMK frente a enzima
purificada. A agdo nos diferentes estagios do ciclo biolégico do T. cruzi foi
comprovada (HARTH et al., 1993; MEIRELLES et al., 1992). Observou-se baixa
toxicidade dos inibidores peptidil FMK para as cobaias e células de mamiferos,
quando comparada a toxicidade para o parasito em cultura. Essa seletividade
biologica pode refletir adaptagdo do 7. cruzi a vida dentro das células dos
mamiferos — a fim de manter seu ciclo de replicagdo de 7 horas, a forma
intracelular amastigota tem que ser eficiente captador de pequenas moiéculas no
citoplasma da célula hospedeira. Sua localizagédo no citoplasma, ao invés de estar
no interior de uma organela intracelular, também facilita a captagao do inibidor. A
localizagcao do inibidor por microscopia de fluorescéncia sugere que muito pouco,
ou nenhum, inibidor tem acesso as catepsinas no compartimento lisossémico das
células hospedeiras infectadas (McGRATH et al., 1995).
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Alguns inibidores especificos da cruzipaina desenvolvidos racionalmente
por REA (Relagao Estrutura-Atividade) (Figura 14) promovem inibicdo seletiva
desta protease, bloqueando a proliferagdo tanto das formas extracelulares
epimastigotas quanto das formas intracelulares amastigotas e impedem a
metaciclogénese (transformagao das formas epimastigotas em tripomastigotas) in
vitro, indicando o papel essencial dessa enzima na sobrevivéncia e crescimento
do parasita (URBINA, DOCAMPO, 2003).

N-metilpiperazina F-hF-vinil-fenil-sulfona uréia

HyC

alquilssemicarbazonas o
a) lineares bjciclicas R=H. grupos alquilicos
R

/IL ’2\\ G=H. grupos alquilicos.
ilicos
N NH_NH©) grupos ar
a” W \H/ Ar \N /N\”/NH(G)
s

S

Figura 14 — Inibidores seletivos de cruzipaina racionalmente planejados por SAR.

O conhecimento da estrutura cristalina da cruzipaina (Figura 15) mostrou-se
como ferramenta importante em estudos com a finalidade de desenvolver
inibidores seletivos desta enzima, resultando em inibicdo da invasdo da célula

hospedeira e do desenvolvimento intracelular do T. cruzi (SERVEAU et al., 1996).

Gustavo Henrique Goulart Trossini



Revisdo Bibliogrdfica 34

Figura 15 - Estrutura cristalina da cruzipaina.
Fonte: www.rcsb.org/pdb (1F28)

2.3.4 Metabolismo de Pirofosfato

O T. cruzi apresenta organelas especiais, como os acidocalcissomas
envolvidos no armazenamento de cations e polifosfatos € na adaptagao deste
microrganismo ao estresse oxidativo. A captagao de calcio é realizada por matriz
acidocalcissémica e regulada por série de mecanismos, os quais incluem Ca*?
ATPase, NA'/H® mutante, bomba de H'/ATPase e polifosfatases (DOCAMPO,
MORENO, 2001). Bifosfonatos analogos do pirofosfatos (Figura 16), usados no
tratamento de disfungées de reabsor¢do de ossos, tém apresentado atividade in
vitro e in vivo contra o T. cruzi. Eles sao seletivamente acumulados no parasita e
podem inibir enzimas envolvidas em reagbes organicas e inorganicas do
pirofosfato com a farnesil-pirofosfato-sintetase e com a bomba de H*-pirofosfatase.
Constituem-se, pois em quimioterapicos promissores para parasitos
tripanossomatideos e apicomplexos (URBINA, DOCAMPO, 2003).
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Figura 16 — Bifosfonatos analogos ao pirofosfato (URBINA, DOCAMPO, 2003).

2.3.5 Purinas

Os parasitas da classe Tripanosomatide sao extremamente deficientes na
biossintese de novo de purinas. No entanto, purinas sdo essenciais para 0 seu
desenvolvimento e crescimento. A enzima chave desta rota é a hipoxantina-
guanina fosforribosil transferase (HGPRT), tornando-se um importante alvo
bioquimico para esses parasitas (URBINA, DOCAMPO, 2003). O alopurinol,
farmaco utilizado no tratamento de gota, é metabolizado a oxipurinol em humanos,
e ambos sdo potentes inibidores de xantina oxidases (KOROLOLVAS, 2003). Nos
Tripanosomatide, que sao deficientes em xantina oxidases, o alopurinol é
incorporado ao DNA, impedindo a sintese de RNA e de proteinas. Esse farmaco
tem sido considerado possivel agente antichagasico, tanto in vitro como in vivo
(URBINA, DOCAMPO, 2003).

B
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2.4 GENESE DE NOVOS FARMACOS

Oé farmacos podem ser introduzidos na terapéutica mediante varios
processos. Apesar de, originalmente, a énfase ter sido dada a compostos naturais,
oriundos de plantas e animais, e depois ter se deslocado para compostos de
sintese, produtos vindo da natureza continuam, hoje, se observa o retomo do
interesse por produtos naturais como posiveis candidatos a farmacos
(KINGSTON, 1996).

Apesar de a contribuicdo da introdugdo ao acaso ser limitada, ainda
persiste a descoberta de farmacos com base no trindmio dedicagao/intuicao/sorte
(KUBINYI, 1998a).

Novas metodologias vém sendo cada vez mais exploradas (KUBINYI, 1995;
BOHM, 2000), observando-se desenvolvimento significativo em algumas delas,
como: quimica combinatéria (GORDON, KERWIN, Jr, 1998), engenharia genética
(MEYER, 1996), cristalografia de proteinas (RONDEAU, SCHREUDER, 1996),
técnicas multidimensionais em RMN (SHUKER, HAJDUK, MEADOWS, FESIK,
1996), relagbes quantitativas entre estrutura quimica e atividade biolégica — QSAR
(HANSCH, FUJITA, 1964; FUJITA, 1990; KUBINYI, 1995; KUBINYI, 1993) e a
variante QSAR-3D, modelagem molecular, planejamento dirigido para estrutura e
auxiliado por computador, CADD (KUBINYI, 1993; BOHM, 1993; KLEBE, 1993;
KUBINYI, 1998a; KUBINYI, 1998b; KLEBE, 1999; SHUKER, HAJDUK,
MEADOWS, et al., 1996; BOHM, BOEHRINGER, BUR et al., 2000), entre outras.

Apesar do uso de novas e avan¢adas tecnologias, especialmente as
computacionais, persiste o desafio de que para um ligante se tornar um farmaco
deve-se considerar, em primeiro lugar, a biodisponibilidade, estreitamente ligada a
sua lipofilicidade (AJAY et al, 1998; KUBINYI, 1998c; PAGLIARA et al, 1999).
Também, distribuicdo no sistema bioldégico, metabolismo e eliminagdo, ou os
parametros ADME (Absor¢ao, Distribuicdo, Metabolismo e Excre¢do) do ligante,
sao fatores determinantes na sua atividade biolégica, porquanto permitem que o

ligante atinja, de forma eficaz, o alvo biolégico. Assim, os métodos avangados
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socorrem-se de processos mais classicos e mais simples, com o objetivo de se

transformar um ligante em farmaco.

2.4.1 Modificacao Molecular

A modificagdo molecular tem se mostrado a técnica mais promissora para a
introdugéo de novos farmacos na terapéutica (KOROLKOVAS, 1988; WERMUTH,
1996a). Tal processo permite que as propriedades indesejaveis dos prototipos
sejam diminuidas e as caracteristicas desejaveis, ressaltadas, mediante retirada,
substituicdo, introdugdo de grupos quimicos cuja participagdo na atividade
biolégica é determinante, ou cuja fungdo acesséria pode auxiliar na interagdo com
o receptor. Apesar de, em geral, a modificagdo 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.

2.41.1 LATENCIAGCAO

Entre os processos de modificagcao molecular, a latenciagdo é um dos mais
promissores (BUNDGAARD, 1985; CHUNG, FERREIRA, 1999) e é definida como
a transformacao do farmaco em forma inativa de transporte, que, mediante reagao
quimica ou enzimatica in vivo, libera a por¢ao ativa no local de agao ou proximo
dele. Uma das formas latentes obtidas com esse processo € denominada proé-
farmaco (WERMUTH, 1984). A Figura 17 mostra esquematicamente o conceito

classico de latenciagéao.
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Figura 17 - Representagao esquematica de latenciagao classica. F —

farmaco; T- transportador.

Alguns pro-farmacos, cuja denominagdo coube a Albert, em 1957, foram
sintetizados antes que o conceito fosse introduzido por Harper, em 1958. A
heroina, por exemplo, foi produzida, de certa forma, como um pré-farmaco
“acidental”. A morfina atravessa muito lentamente a barreira hemato-encefélica. A
diacetiimorfina (heroina) tem maior lipossolubilidade e assim chega até o cérebro,
no qual por hidrélise por, ha a conversdao da heroina em morfina. Esse uGltimo
composto é o responsavel pelo efeito farmacolégico (WERMUTH, GAIGNAULT,
MARCHANDEAU, 1996).

WERMUTH, em 1984, classificou as formas latentes em: pré-farmacos

classicos, bioprecursores e farmacos dirigidos.

Especialmente no caso de pré-farmacos classicos e bioprecursores, o
planejamento pode ser dividido em trés passos basicos:

1- Identificagdo do problema associado ao farmaco;

2- Identificagdo das propriedades fisico-quimicas a serem alteradas;

3- Escolha do transportador adequado, no caso de pré-farmacos classicos,

e da ligacao a ser cindida no compartimento biolégico desejado.
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Os pré-fammacos classicos compreendem area da pesquisa de farmacos
que é voltada, especialmente, para a otimizagdo das propriedades
farmacocinéticas comrespondentes (FRIIS, BUNDGAARD, 1996). Em geral, o
termo pré-farmaco implica ligagdo covalente entre o grupo ativo e o transportador,
mas alguns autores também usam-no para caracterizar algumas formas de sais de
principios ativos. A Figura 18 mostra exemplo de pré-farmacos da ampicilina,
utilizados na terapéutica com o propdsito de aumentar a biodisponibilidade do
farmaco de origem.

Os pro-farmacos classicos sao planejados, sobretudo, para ou superar
problemas farmacéuticos ou famrmacocinéticos associados ao farmaco protétipo,
que iriam, de outro modo, limitar seu emprego clinico (TESTA, CALDWELL, 1996).
A eficacia de um farmaco pode ser diminuida por suas propriedades fisico-
quimicas, por exemplo, baixa permeabilidade na membrana plasmatica. Pela
ligagdo com um transportador adequado, pode-se superar a barreira limitante ao
farmaco de origem. Uma vez ultrapassada a barreira, o pro-farmaco é revertido ao
protétipo por sistemas enzimaticos ou nao. A formagao do pré-farmaco, portanto,
confere propriedade quimica transitoria, que altera ou elimina propriedades
indesejaveis do fafmaco (FRIIS, BUNDGAARD, 1996). O enfoque do pré-farmaco
como um modo de se otimizar a distribuicdo do farmaco passou por significativa
expansao nas duas décadas passadas e mais de 50 compostos
farmacologicamente ativos sao clinicamente usados sob essa forma, no presente
(BUNDGAARD, 1991; FRIIS, BUNDGAARD, 1996).

Os pré-farmacos classicos podem ser subdivididos em duplos ou triplos, ou
em cascata, e pro-farmacos reciprocos. Quando o transportador é ligado a ponte
conectada com o farmaco, conhecida como grupo espagante, o termo duplo é
utilizado. O grupo espagante pemmitiria maior acesso das ligagées as enzimas,
quando for o caso, facilitando a liberagao do farmaco de sua forma de transporte.
Pré-farmacos triplos ou em cascata sao aqueles que além de ligag6es por meio de

espacante apresentam liberagao por vias quimica e enzimatica.
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Figura 18 — Pr6-famacos classicos de ampicilina de maior

biodisponibilidade.

Pré-farmaco reciproco é o termo aplicado a forma latente que consiste de
dois farmacos, em geral sinérgicos, ligados um ao outro (um farmaco é
transportador de outro e vice-versa) (SING, SHARMA, 1996). Tal conceito néo é
recente, mas, nao raro, confunde-se com hibridagdo molecular, que € processo de
associagdo molecular (KOROLKOVAS, 1988). A sulfassalazina é exemplo que
atesta a formacgao de pré-farmaco reciproco, em 1942, anteriormente a introdugao
do conceito da prépria latenciagdo. Entre os exemplos mais recentes podem-se
citar as cefalosporinas de agdo mista, conhecidas como DAC - Dual Action
Cephalosporins --, cujo propésito € ampliar o respectivo espectro de agao.

Sistema misto, em que o transportador deve ser biotransformado antes de
permitir a liberagdo do farmaco e que se presta a conferir especificidade de
localizagao, € o CDS — Chemical Delivery System. Tal sistema, idealizado por
BODOR em 1981 (BODOR, FARAG, BREWSTER, 1981), permite atingir altas
concentracdes cerebrais de farmacos que devem atuar especiaimente em
disfungbes cerebrais (PROKAI, PROKAI-TATRAI, BODOR, 2000).
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Bioprecursor € um tipo de pro-farmaco, em que a reversdo ao composto
ativo se da por meio de reagées enzimaticas, em geral, ndo hidroliticas. Sistemas
de oOxido-redugdo sédo utilizados pelo organismo para liberar o farmaco
(WERMUTH, 1996b). Nesses casos, ndo se utilizam transportadores. Ha, no
entanto, formas mistas de bioprecursores e pré-farmacos classicos. A Figura 19

mostra exemplo de bioprecursor de 3 benzodiazepinico.

X=H alprazolam
X=Cl triazolam

Figura 19 - Biotransformagéo do alprazolam e triazolam a partir de seus

respectivos bioprecursores.

Farmacos dirigidos sao formas latentes em que o transportador apresenta
alta especificidade, por si s6, ou por conter grupo diretor da agdo ao nivel celular
(TAKAKURA, HASHIDA, 1995; SCHACHT et al., 1996; TAKAKURA et al., 1996).
Anticorpos, imunoglobulinas e acidos nucléicos podem ser empregados como
transportadores, normalmente ligados a matrizes poliméricas. A Figura 20
apresenta um dos exemplos, em que os grupos diretores tiogalactose e
tiomanose interagem com receptores no figado, liberando a citarabina no interior
das células hepaticas.
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Figura 20 — Exemplo de farmacos dirigidos de liberagcdo hepatica especifica.

Variante de grande especificidade de agdo, que engloba a concepgao de
farmaco dirigido é a do processo ADEPT — Antibody-Directed Enzyme Prodrug
Therapy (MELTON et al, 1996). Por esse planejamento, inicialmente se
administra um conjugado anticorpo monoclonal-enzima n&o existente no
organismo, e, em seguida, pré-farmaco, cuja ligagdo ao transportar é cindida

especificamente pela enzima componente do conjugado.
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2.4.1.1.1 Bases de Mannich como pré-farmacos

As Bases de Mannich sdo formadas pela reacdo entre substratos RH,
contendo, no minimo, um atomo de hidrogénio ativo, formaldeido (mais raramente
com outros aldeidos) e aminas primarias ou secundarias (TRAMONTINI,
ANGIOLINI, 1990). Os mecanismos de formag¢do seguem as rotas apresentas nas
Figura 21. A rota A é preferencial, mas, dependendo da natureza dos reagentes e
condi¢des experimentais, a rota B pode ser observada.

__A_> X/\T/ - ) I
R 2 T HC—N

RH + CHO + I-N\ i \_

- 1

R oH

J
» e .:/\T/

R-H = R-COOH, R-CONH-R’, R-CO-R’

Figura 21 - Rotas A e B de sintese de bases de Mannnich (TRAMONTINI,
ANGIOLINI,1990).

Dois fatores despertaram o grande interesse pela quimica das bases de
Mannich (NARVAEZ, 1983). Sdo compostos muito reativos e, conseqiientemente,
podem ser transformados facilmente em numerosos outros compostos,
constituindo-se, assim, em intermediarios Uteis na sintese de heterociclicos,

aminoacidos e outros derivados, e por introduzir uma fungdo basica, permitem
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tornar os derivados soliveis em solventes aquosos, quando transformados em
sais de aminas.

Cerca de 35% dos trabalhos publicados sobre as bases de Mannnich estao
em revistas farmacéuticas (TRAMONTINI, ANGIOLINI, 1990), o que mostra a
importancia dessas bases nessa area e, em especial, na Quimica Farmacéutica.
Com amplo espectro de atividades biolégicas, as bases de Mannich s&do aplicadas
em Medicina (KUDRIN, VEROB’EV, 1970) e muitos estudos sdo feitos para
introducdo de novos compostos na terapéutica. Alguns desses exemplos sao:
anestésicos locais (PROFFT, 1954), anticonvulsivantes (PORSZASZ et al., 1960;
DIMMOCK et al., 1992), antifungico e antibacteriano (PANDEYA et al., 1999a;
BIAVA et al., 1995). Encontram-se, ainda, referéncias indicando bases de Mannich
como antineoplasicos (DIMMOCK ef al, 1983; INClI GUL ef al, 1999),
antiinflamatorios, bloqueadores adrenérgicos, analgésicos, antivirais,
antibacterianos e hipotensores (AGABAYAN et al,, 1982; GEVORGYAN et al,
1984,1985; DIMMOCK et al., 1992). Ademais, relatam-se compostos derivados de
isatina com triazéis e de isatina com 3-amino-2-metilmercapto- quinazolin-4(3)-ona
com atividade anti-HIV (Figura 22) (PANDEYA ef al., 1999b, 2000).

N

!

/N
—N

R=H, Cl, Br

J /_._\
R1= H, —"_CH N(CH -y C C
2 ( 3)‘ ”2 s ”-—; \ /

R C C-N O
2=H, —C—N e
H, \_/ ' H \_/

Figura 22 - Compostos derivados de isatina com triazois e de

isatina com 3-amino-2-metilmercapto quinazolin-4(3)-ona com
atividade anti-HIV (PANDEYA et al,, 1999 b, 2000).
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Os pro-farmacos derivados de bases de Mannich sdo decompostos com a
liberagdo do farmaco por meio de hidrélise em solugdo aquosa (FRIIS,
BUNDGAARD, 1996). A taxa de hidrélise aumenta com o aumento do pH. As
reacoes sofridas pelas bases de Mannich, entre elas, a de clivagem, sao
apresentadas na Figura 23 (TRAMONTINI, ANGIOLINI, 1990). O caminho
depende da natureza do grupo R.

R—H
4+ CH0 + HX e
+ HN/ . substituicdo o /X
HX= agente alquilante
™ g " + HN\
R:CH2 /\
R/\N/ R NH
+ HN\ liberagdo ciclizagéo
polimerizag3o,
T complexagdo, etc.
R N +R’'M +HY
IY ’ =~ i R/\
R adigdo E—
R’M=organometalico &
HY=alquilcetonas /
+ HN\

Figura 23 — Reacgdes sofridas por bases de Mannich.
(TRAMONTINI, ANGIOLINI, 1990).

R H = composto com H ativo.
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2.5 SINTESE DE PEPTIDIOS

Peptidios sao simplesmente versGes menores ou seguimentos de
proteinas. As diferencas entre proteinas e peptidios sdo basicamente o tamanho
e o comprimento da cadeia peptidica, ou seja, o numero de aminoacidos ligados
(LLOYD-WILLIANS, ALBERICO, GIRALD, 1997). A unidao entre dois ou mais
aminoacidos para a formagdo de um peptidio ou mesmo uma proteina se da por
meio de ligagéo peptidica, que compreendem a condensagao do grupo amino em
alfa de um aminoacido a carboxila de outro, com eliminagdao de uma molécula de

agua. A Figura 24 mostra um esquematicamente da formag¢do da ligagdo

peptidica .
o) O m R4 e}
Ry >—OH \f
OH R NH
1 R 2/
+ EEEEEEE——— —_— +
HzN_Rz
~ C)\
RZ_NHz H H

Figura 24 — Formacé&o da ligagao peptidica.

As metodologias empregadas para sintese de peptidios sdo basicamente
quatro (BODANSZKY, BODANSZKY, 1984):

1. Sintese em solugao: utilizando reagentes quimicos para a formagéao das
ligagbes peptidicas através de métodos e técnicas convencionais de
sintese organica em solucéao;

2. Sintese em fase sdlida: em que se utiliza uma matrix polimérica sélida
como suporte, na qual o peptidio &€ preso e aumentado, sendo desligado
apos o final da sintese;

3. Sintese enzimatica: que utiliza enzimas proteoliticas, em condi¢cées

especificas para formagao das ligagdes peptidicas;

Gustavo Henrique Goulart Trossini



Revisdo Bibliogrdfica 47

4. Sintese por meio de DNA recombinante: empregada principalmente para

proteinas ou peptidios longos.

A escolha da metodologia a ser empregada depende do tamanho, da
natureza da cadeia peptidica desejada e da quantidade de peptidio a ser
sintetizado. A sintese quimica em solugdo classica, estd bem estabelecida e €
muito utilizada. (BODANSZKY, BODANSZKY, 1984).

No caso dos métodos quimicos, tanto em solugdo classica, quanto em fase
solida, existe a necessidade do uso de agentes acoplantes e ou ésteres ativados
(LLOYD-WILLIANS, ALBERICO, GIRALD, 1997), enquanto por via enzimatica, a
reagcoes ocorre por meio de proteases.

Todo aminoacido apresenta, no minimo, dois grupos funcionais reativos,
grupos amino e acido. Como ligagdo peptidica é resultado da reagdo de
acoplamento entre um grupo amino alfa de um aminoacido e o grupamento
carboxila de outro, é essencial que, em cada aminoacido envolvido na reagdo, um
dos grupos reativos esteja livre e o outro esteja protegido para a seletividade e
sucesso da reagao (LLOYD-WILLIANS, ALBERICO, GIRALD, 1997).

A vista de tal fato foi necessario o desenvolvimento de métodos simples de
prote¢do dos grupos funcionais de aminoacidos e, paralelamente, métodos brandos
para remogao dos grupos protetores de modo a evitar a destruicdo das ligagées
peptidicas formadas ou, ainda, dos préprios aminoacidos que constituem os peptidios
(JULIANO, 1990).

Nas reag6es de formagao da ligagao peptidica € muito comum o uso de agentes
acoplantes, como DCC (dicicloexilcarbodiimida) e HOBt (1-hidroxibenzotriazol), por
exemplo o DCC ativa a carboxila do aminoacido levando a formagdo de um
intermediario ativo, que reagira, posteriormente, com o grupo amino do outro
aminoacido, resultando no peptidio, por trés tipos de reagdo. A reagao por meio do
HOBt ocome por meio da formacdo de um éster ativo de HOBt, que reagird
posteriomente com o grupo amino alfa de outro aminoacido, resultando na formacgéo do
peptidio. A reacdo direta com o componente aminico, sem adicao de HOBt, também

possivel. A reagao pela formagdao de anidrido sintético de que sofrera ataque
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nucleofilico da grupamenteo aminico também pode ser observada. A Figura 25 ilustra
os trés tipos de reagdo de formagdo de ligagdo peptidica por meio de agentes

acoplantes.

(@]
N
R% + O\ =7
OH N
aa Dee

5

l <—_—>'N/>7NH
‘ HO'B/ \\EOB;
|

O-aciliosouréa

R

fo)
_/< o
HOBt /
o] N _N
. =8
N
o)
anidndo
R‘R 0 /?1NH2 ?
R,_( >—NH

3

peptidio DCU

Figura 25 - Formacgéo da ligagao peptidica por meio de agentes acoplantes
(LLOYD-WILLIANS, ALBERICO, GIRALD, 1997).
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3.1 MATERIAL

3.1.1 Reagentes e solventes

e £-Boc-LysOH (Sigma Chemical Co)

e 1-etil-3-(dimetilaminopropil)carbodiimida (EDC) (Sigma)

¢ 4-dimetilaminopiridina (DMAP) (Aldrich)

e acetato de etila CLAE (Merck)

e acetona p.a. (Merck)

e acetonitrila grau CLAE (Merck)

e acido acético p.a. (Merck)

e acido citrico p.a. (Merck)

¢ acido trifluoracético p.a. (Sigma Chemical Co.)

e Boc-Arg(Tos)-OH (Bachem)

e Boc-Lys(CI-Z)-OH (Bachem)

e brometo de potassio (KBr) (Sigma Chemical Co.)

¢ butanol p.a. (Merck)

+ carbonato de sédio (Synth)

e cloreto de benzoila (CIBZ) (Merck)

e cloreto de sédio p.a. (Merck)

e cloreto de tionila (Merck)

o cloroférmio p.a. (Merck)

e cromatofolhas de aluminio silica-gel 60 indicador F2s4 (Merck)

e diclorometano p.a.(DCM) (Merck)

e diisopropilcarbodiimida (DIC) (Sigma Chemical Co.)

e dimetilsulféxido deuterado (DMSO-ds) (Merck)

e dimetilsuiféxido p.a. (DMSO) (Merck)

o éster etilico de glicina (GlyOEt) (doado pelo Dr. Paulo Batista de Carvalho,
School of Pharmacy, University of Mississippi, EUA)
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éster metilico da fenilalanina (sintetizado pelo Dr. Carlos Alberto Brandt,
Instituto Butanta, SP)

etanol p.a. e CLAE (Merck)

éter etilico p.a. (Merck)

fluoreto de hidrogénio (Merck)

formaldeido p.a. (Merck)

iodo sublimado

L-arginina (Ajinomoto)

L-lisina (Ajinomoto)

metanol p.a. e CLAE (Merck)

N,N-dimetilfformamida (DMF) p.a. (Merck)

nitrofural (NF) (sintetizado pelo Dr. Leoberto Costa Tavares, FCF-USP)
propanol p.a. (Merck)

silica-gel 60 (70-230 MESH) para coluna (MercK)

sulfato de sédio anidro p.a. (Merck)

trietilamina p.a. (Sigma Chemical S.A.)

trifluoretanol (Sigma Chemical Co.)

3.1.2 Equipamentos

aparelho capilar Biichi para determinagao de ponto de fuséo;

bomba de alto vacuo, modelo E2ZM5 EDWARDS;

espectrometro de ressonancia magnética nuclear 300 MHz BRUKER, modelo

Advance DPX-300;

espectrofotdmetro IV FTIR Bomem, modelo MB-120;

espectrometro de Massas Shimadzu GCMS-QP 5050”.

kugelrohr (destilador horizontal) Biichi;

lampada de radiagao ultravioleta Spectroline, modelo ENF-260C,;
lavadora de ultra-som USC-700 (UNIQUE)

liofilizador Christ, modelo ALPHA 1-2

rotaevaporador BUCHI R-114, com banho de aquecimento BUCHI B-480
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3.2 METODOS

3.2.1 Sintese

3.21.1 SINTESE DO HIDROXIMETILNITROFURAL (CHUNG, 1996)

3.2.1.1.1 Meio basico

Reagiu-se NF com solu¢do de formaldeido a 37% V/V em presenca de
K2CO3 e H20. A reagdo permaneceu a temperatura ambiente,em pH 10-11, sob
agitagdo constante, durante 49 horas, acompanhada por CCD. Apés termino da
reacdo, a suspensdo foi filtrada. O precipitado foi lavado varias vezes com MeOH

para remogao do excesso de CH;0. Recristalizou-se de MeOH/H,O.
3.2.1.1.2 Meio acido

Reagiu-se NF com solucéo de formaldeido a 37% v/V em meio de HCI (pH
4-5), sob agitagdo constante a temperatura ambiente, por 24 horas. O meio foi
evaporado e lavado varias vezes com MeOH e EtOH para remogao do excesso de
CH20. Recristalizou-se de MeOH/H;0.

ﬁx\ \

+ . /\OH
/&/ Neng e M ouoH /@\/N\NH NH
O2N o) CHO  O,N o 7

Esquema 1 - Sintese do hidroximetilnitrofural (NFOH).
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3.2.1.2 ALQUILAGAO DO NITROFURAL

A sintese foi realizada em meio basico de K,CO3;, partindo-se-de quantidades
equimolares de NF e BrCH,Br, em solu¢ao de metanol, por 72 horas (Esquema 2).
A reacgao foi acompanha por CCD. Apés o termino da reacgéo, o produto obtido foi
evaporado a pressao reduzida e tentou-se recristalizagdo de MeOH/H;0, e de

MeOH/éter etilico.

o
/ 0
H,N \ /Br Ky,Co,
’<jv/N\ /U\ + B —Weon ™ HN / \
o NH NH, e 2 N P
o " ONH NH Br

Esquema 2 - Sintese do haleto de alquila do NF.

3.21.3 PRERARACAO DOS ESTERES DE AMINOACIDOS E
PEPTIDEOS

3.2.1.3.1 Preparacdo de ésteres de aminoacidos

METODO GERAL

Aos aminoacidos, lisina (Lys), lisina protegida (€-Boc-Lys-OH), arginina (Arg) e
arginina protegida (Arg(TOS)-OH), em solu¢do metandlica sob agitacdo a
temperatura ambiente, adicionou-se, gota a gota, SOCIl;, na propor¢ao 1:1
(Esquema 5). A reagdo permaneceu por tempo necessario a formagao do éster.
Adiciou-se NaHCO3; na proporgéo 1:1, deixando o meio em agitagéo por 1 hora. O

produto obtido foi devidamente isolado.
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— —1
CH
_-CHs CHj
OH (e} o ~
NH,  MeOHSOCI, NH2  (Hcos NH,
o o B
NH, NHy -HCI NH,
CH, CH
~ 3
OH o} O/
NH(Boc) MeOH/SOCI, NH(Boc) NaHCO4 NH(Boc)
(o] o B
NH, NH,  .HCI NH,
/CH3 /CHS
OH NH, o NH, (o] NH,
/K MeOH/SOCI, /K NaHCO; /l\
o NH NH (o] NH NH —— o NH NH
NH, NH, HCl NH,
OH NH(Tos) _CHs CH,
o} NH(Tos) o 7 NH(Tos)
MeOH/SOCI,
—_—
o NHSNH W NaHCO,
© (o] NH NH
NH-
2 HCI
NH. NH,

Esquema 5 - Sintese dos ésteres metilicos de Lys, €-Boc-LysOH,
Arg e Arg(Tos)-OH.

METODOS ALTERNATIVOS

¢ Sintese do éster metilico da -Boc-Lys-OH por meio de formag¢3do de

sal sodico
Ao aminoacido protegido, em meio de DMF NaHCOj, acrescentou-se
CHs3lOH na proporgdo de 1:1 com o aminoacido (Esquema 6), sob agitagdo a

temperatura ambiente por 12 horas. O isolamento do produto foi feito por extracao.

N CHs
OH 1oNa o™
-1
NH(BogMEOHMAHCO; 4 NH(BoC) o\ 1on NH(Boc)
o DMF o — s 0
NH, NHy NH,

Esquema 6 — Sintese de ¢-Boc-Lys-OMe, por meio de sal sodico.
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o Sintese do éster metilico da e-Boc-Lys-OH por meio de EDC/DMAP

Ao aminoacido protegido, em solugdo metandlica, adicionou-se
EDC/DMAP (1:0,5), sob agitagdo, a temperatura ambiente por 12 horas (Esquema
7). O isolamento do produto obtido foi realizado por extragdao de DCM.

CH
OH o
NH(Boc) NH(Boc),
o EDC/DMAP o
—_—
NH, MeOH NH,

Esquema 7 — Sintese de ¢-Boc-Lys-OMe, por meio de EDC/DMAP.

¢ Sintese do éster metilico da Lys e prote¢cdo da amina ¢ por meio de
cloreto de benzoila

A Lys, em solugdo de metanol, sob agitagdo a temperatura ambiente, foi

adicionado, gota a gota, SOCL, na propor¢do 1:1. Apés 12 horas de reagédo

adicionou-se o cloreto de benzoila (CIBZ), na proporgéo 1:1 (Esquema'8). A

reagao transcorreu por mais 12 horas, sendo acompanhada por CCD.

CHy CH,
OH o o~
NH, NH, NH(BZ)
© MeOH/sOCl, © o
- T, E—
NH, NH CLBZ

2 NH,

Esquema 8 — Sintese de Lys(BZ)-OMe e protecdo da amina o do por meio de
CIBZ.

¢ Sintese do éster metilico Boc-Lys-OH-CIZ e desprote¢do da amina «

Ao Boc-Lys-OH-CIZ, em solucdo de metanol, sob agitagcdo a temperatura

ambiente, foi adicionado gota a gota SOCI,, na proporgdo 1:1 (Esquema 9). A

reagao permaneceu em agitagdo durante a noite.
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OH CHs

NH(CI-Z)
© CHaOH/SOCL, 4 NH(Cl-Z
NH(Boc) HCI
NH,

Esquema 9 — Sintese de Lys-CIZ-OMe.HCl e desprotecdo da amina
a, partindo-se de Boc-Lys-CIZ-OH.

3.2.1.3.2 Preparagéao do dipeptidio Lys(CIZ)-(Tos)Arg-OMe.HCI

O dipeptidio foi sintetizado a partir de Boc-Arg(Tos)-OH e Boc-Lys(CIZ)-OH.
Ao Boc-Arg(Tos)-OH em solugcdo de metanol, sob agitacdo a temperatura
ambiente, foi adicionado gota a gota SOCl,, na propor¢do 1:1, para formacéao
do éster e desprotecdo da amina o. O produto Arg(Tos)-OMe, foi ligado ao
Boc-Lys(CIZ)-OH, por meio de ragdo de condensagdo em EDC/DMAP. A
desprotegdo da amina a foi feita por meio de SOCI; (1:1)(Esquema 10). O

produto foi isolado por extragdo em DCM.

CH
P 3
OH NH(Tos) o NH(Tos)
/g MeOH/SOCLy /K
o NH NH (o] NH NH
NH(Boc) NH, .HCI
(Tos)HN
NH
CH, NH +
N HCI OH
o EDC/DMAP NH(CIZ)
soct, 0
HoN NH(Boc)
NH(CIZ)

Esquema 10 — Sintese do dipeptidio Lys(ClZ)-(Tos)Arg-OMe.
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3.21.4 SINTESE DE BASES DE MANNICH

3.2.1.4.1 Sintese de base de Mannich utilizando NFOH e ésteres metilicos

de aminoacidos

Reagiram-se NFOH e os ésteres metilicos de aminoacidos, sob agitagao a

temperatura ambiente em meio acido ou basico. As reagdes foram acompanhadas

por CCD (Esquema 11).

CH3
o NH,

PO

NH,

O—CH,

o} —NH —— NH
N NH NH 7

/ \
N—NH NH

Esquema 11 — Sintese das bases de Mannich

NF-LysOMe e NF-ArgOMe.
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3.2.1.4.2 Sintese de base de Mannich partindo-se NF, Lys-OMe, Ar-OMe e
NF-Lys(CIZ)-Arg(TOS)-OMe (SRIDHAR et al., 2001)

Procedeu-se a reagdo em solucdo metandlica utilizando-se quantidades
equimolares de NF, ésteres de aminoacidos ou dipeptidio e solugdo de
formaldeido 37% V/V, em meio de acido acético glacial (Esquema 9), sob agitagao
a temperatura ambiente por tempo suficiente a formag¢ao do produto. O isolamento
dos compostos foi realizado por meio de coluna cromatografica.

M /O\/ o )&\NHz o);i\ANH/KNHi

NH NH(CLZ) NH,

(Tos)!-N
CH-O
CH-O

CH;, H

/\z
I
[}
&
I

I
Z
I

NH NH(CLZ) o

NH J]\N N/
(Tos)HN H \
o \\ — o
: POW Py %2

X,

PN

[\

Esquema 13 — Sintese de bases de Mannich entre o NF e Lys-OMe, Arg-
OMe e Lys(ClZ)-(Tos)Arg-OMe.
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3.2.2 Analises

3.2.21 DETERMINAGAO DA FAIXA DE FUSAO

As faixas de fusdo (ou de decomposicdo) dos derivados obtidos foram

determinadas em aparelho capilar Biichi, disponivel na FCF-USP.

3.2.2.2 ANALISE NO INFRAVERMELHO (IV)

Os espectros de absorgao no infravermelho (1V) dos compostos sintetizados
foram obtidos em aparetho FTIR Bomem MB-120, disponivel na FCF-USP,

empregando-se pastilhas de brometo de potassio (KBr).

3.2.2.3 ESPECTROMETRIA DE MASSAS
Os espectros de massas foram realizados no espectrometro de massas
Shimadzu GCMS-QP 5050%, disponivel na FCF, USP.

3.2.24 ESPECTROMETRIA DE RMN 'He *C
As analises de RMN 'H e de RMN '3C foram efetuadas em espectrometro
Briicker 300 MHz para 'H e 75 MHz *°C, disponivel na FCF, USP.

3.2.2.5 ANALISE CROMATOGRAFICA

3.2.2.5.1 Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

Foi realizada em placas de silica-gel G60, Merck, para 0 acompanhamento
das reagbes e avaliagdo da pureza de alguns produtos sintetizados. As fases
moveis empregadas variaram de acordo com o experimento. A revelagao das

placas foi realizada por lAmpada uitravioleta (UV) e iodo.

3.2.2.5.2 Cromatografia em coluna de silica-gel
A cromatografia em coluna foi efetuada em coluna de vidro utilizando-se
silica-gel 60 (70-230 MESH) para a separacdo e purificacdo dos compostos

sintetizados. Os sistemas solventes variaram de acordo com o experimento.
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IV. EXPERIMENTON: (i caiisiiBsiic et
41 SINTESES

4.1.1 Sintese do hidroximetilnitrofural (NFOH)

A Tabela Il apresenta as condi¢des reacionais empregadas desenvolvidos

na tentativa de otimizar a sintese do NFOH.

4.1.1.1 COM FORMALDEIDO

Experimento 1

O experimento foi realizado segundo o descrito por CHUNG (1996),
utilizando-se NF em meio basico de carbonato de potassio, na propor¢cao de 1:1,
com excesso de formaldeido em meio aquoso. Partindo-se de 5 mmol (0,99 g) de
nitrofural, 5 mmol (0,69 g) de carbonato de potassio, em suspenséo de 10 mL de
agua com 18 mL de solugao de formaldeido a 37%, sob agitagdo a temperatura
ambiente, por 49 horas. O meio foi fitrado sob pressdao reduzida, obtendo-se
precipitado amorfo de cor amarela e filtrado também amarelo. Ambos foram
avaliados por CCD utilizando-se como sistema solvente CHCl;:MeOH:CH;COOH
(95:5:3), observando-se apenas manchas referentes ao produto de partida. Foi
realizada, entdo, analise de RMN H, verificando-se nao ter se formado o derivado

proposto.

Experimento 2

O experimento foi realizado repetindo-se a metodologia empregada no
Experimento 1, porém utilizando-se reagentes mais puros. Obteve-se precipitado
amorfo de cor amarelo intenso e fitrado amarelo de menor intensidade. Ambos
foram avaliados por CCD, \udtilizando-se como sistema solvente
CHCIl3:MeOH:CH3;COOH (95:5:3). No precipitado, observaram-se duas manchas,
uma semelhante a do produto de partida e outra com Ry inferior. O precipitado foi

lavado exaustivamente com metanol a frio. Cristalizou-se o produto de
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metano/agua, obtendo-se um produto de cor amarelo intenso. Esse foi avaliado
por CCD, apresentando uma Gnica mancha diferente do produto de partida.
Mediu-se o ponto de fusdo e partiu-se entio para analises de RMN 'H,

confirmando a formagao do produto.

Experimento 3

Este experimento foi realizado segundo técnica descrita por CHUNG
(1996). Partindo-se de 1 mmol (0,19 g) de NF suspenso de agua (2 mL), 3,6 mL
(0,13 mol) de solugdo de formaldeido a 37%, em meio acido de HCI, até atingir pH
2,5, procedeu-se a reacgdo por 24 horas, sob agitacdao a temperatura ambiente.
Apds esse periodo, o meio reacional foi analisado por CCD, utilizando-se
CHCI3:MeOH: CH3COOH (85:5:3), como sistema solvente. Observou-se mistura
entre o produto de partida e o produto desejado. O produto da reagdo foi
concentrado a pressao reduzida e, em seguida, cristalizado de MeOH/H20. O

composto obtido foi analisado por RMN 'H, comprovando-se a formag¢do do

produto desejado.

Experimento 4

O experimento foi realizado utilizando-se as mesmas proporgdes
empregadas no Experimento 1, porém utilizando-se como base KHCO;. Partindo-
se de 5 mmol (0,99 g) de NF, 5 mmol (0,66 g) de KHCO3, em suspensdo de 10 mL
de agua com 18 mL de solugéo de formaldeido a 37 %. O experimento transcorreu
sob agitacdo a temperatura ambiente, por 49 horas. O meio foi filtrado sob
presséo reduzida, obtendo-se precipitado amarelo amorfo, o qual foi lavado varias
vezes com metanol a frio. O precipitado foi avaliado por CCD, utilizando-se como
sistema solvente CHCIl;:MeOH:CH3;COOH (95:5:3), observando-se duas manchas,
uma com Ry (0,8), caracteristico do produto de partida, e outra com R¢(0,72).
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Experimento 5

O experimento foi realizado utilizando-se as mesmas condigées reacionais
do Experimento 1, empregando-se quantidades equimolares (1 mmol) de NF e
K2COs. Procedeu-se a reagdo de hidroximetilagdo por meio de sonicagdo. A
reagdo foi acompanhada por CCD, de 30 em 30 minutos, utilizando-se como
sistema solvente CHCl;:MeOH:CH3COOH (95:5:3). Observou-se formagdo de
produto apés 2,5 horas. Acompanhou-se a reagdo até perfazer 5 horas, nédo
havendo mudancga aparente no perfil cormatografico. Em seguida, o produto obtido
foi filtrado a pressdo reduzida. O precipitado foi lavado com metanol a frio e
novamente avaliado por CCD, utilizando-se o mesmo sistema solvente.
Observaram-se duas manchas, uma com Ry referente ao produto de partida e
outra, provavelmente, do derivado planejado. Seguiu-se, entdo, para
recristalizagao de metanol/éter e metanol/agua, o que ndo ocorreu. Evaporou-se a
pressdo reduzida e, novamente, avaliou-se por CCD, observando-se somente

manchas referentes ao produto de partida.

Experimento 6

Utilizaram-se as mesmas condigdes do Experimento 1. Os reagentes foram
adicionados em baldo de 50 mL e procedeu-se a reagdo por sonicagao,
acompanhando-se a reagdo de 30 em 30 minutos, por CCD, utilizando-se como
sistema solvente CHCl3:MeOH:CH3COOH (95:5:3). Apds 2,5 horas, o experimento
foi interrompido. Verificou-se, no precipitado, perfil cromatografico idéntico ao
obtido no Experimento 4. Tentou-se a cristalizagdo de metanoléter e
metanol/agua, utilizando-se menor quantidade de solvente, o que nédo ocorreu. A
mistura reacional foi, entdo, evaporada a pressao reduzida e liofilizada, obtendo-

se composto escuro com caracteristica higroscopica, diferente do previsto.

Experimento 7
Novamente como no Experimento 1, realizou-se a reacgdo, agora
acrescentando-se o formaldeido lentamente, através de funil de adigdo durante 2

horas, com o intuito de deslocar o equilibrio para a formagdo do derivado
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hidroximetilado. A reagdo procedeu sob agitagdo por 24 horas, acompanhada por
CCD nas primeiras e ultimas horas. Observou-se a formagdo de produto,
supostamente o desejado, em 2 e 5 horas, com contaminacdo da matéria-prima.
Apos 24 horas de reagdo, observaram-se, em analise por CCD, apenas manchas

relativas ao produto de partida.

Experimento 8

Nas mesmas condicées do Experimento 1, procedeu-se a reagdo de
hidroximetilagdo do NF, com adigdo do formaldeido em duas etapas: metade da
concentragdo logo no inicio da reagdo e outra metade no momento em que se
observou por CCD o inicio da formacgéao do derivado planejado, ou seja, 2,5 horas.
Interrompeu-se apos 5 horas de reagdo com a formagao provavel do produto final.
Filtrou-se sob pressdo reduzida, lavando-se o precipitado com agua fria, até
remover todo o formaldeido. Em nova CCD, verificou-se que o produto se

encontrava aparentemente puro. Partiu-se, entao, para outras analises.

Experimento 9

Realizou-se a reagéo utilizando-se as mesmas propor¢cées do experimento
1, porém em THF, com o intuito de realizar a reagdo em solugdo. Apos 40
minutos de reagdo, observou-se a formagéo do produto. Tentou-se, sem sucesso,
a recristalizagdo com metanol e éter etilico. Rotaevaporou-se, entdo, a solugéo,
obtendo-se produto escuro com caracteristicas higroscopicas, como o descrito no

Experimento 6.

Experimento 10

Repetiu-se o Experimento 8. A reag¢ao transcorreu por 5 horas. Apés este
tempo, o meio reacional foi filtrado e o produto foi analisado por CCD com sistema
solvente CHCIl;:MeOH:CH3COOH (95:5:3). Observaram-se manchas
aparentemente do material de partida no precipitado e aquelas que poderiam ser
do produto esperado no filtrado. O filtrado foi evaporado a presséo reduzida e, em

seguida, tentou-se a cristalizagdo de metanol/éter, sem se obter o resultado
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esperado. Em nova CCD do precipitado utilizou-se como sistema solvente
CHCI3:MeOH:CH3COOH (85:5:3), verificando-se a presenca de outra mancha
além daquela caracteristica do material de partida. Partiu-se, entao, para a
cristalizagdo de MeOH/H,O, por meio da qual se obtiveram cristais de amarelo
intenso, que foram submetidos a analises de RMN 'H, **C, IV e espectrometria de

massas, caracterizando o produto como o NFOH. Com rendimento de 61,4%.

Experimento 11

A reacéo foi realizada nas mesmas condigdes do Experimento 1, utilizando-
se sonicagdo. Apds 30 minutos, verificou-se, em CCD utilizando sistema solvente
CHCI3:MeOH:CH3;COOH (85:5:3), mancha de formagdo do produto desejado.
Partiu-se, entdo, para a tentativa de recristalizagdo em MeOH/Et;0, o que néo
ocorreu. Tentou-se, também, sem sucesso, a recristalizagcido de acetona. Apés 9
dias, evaporou-se o solvente a presséo reduzida, efetuando-se outra CCD, que

mostrou degradagéo do produto.

Experimento 12

Realizou-se a reagdo por sonicagdo, utilizando-se erlenmeier como
recipiente, acrescentando formaldeido em duas etapas, metade no inicio da
reagdo e metade adicionada com funil de adigcdo apés 30 minutos de reagdo. A
reagdo foi mantida por 2,5 horas, com acompanhamento por CCD. A mistura
reacional foi fitrada sob pressdo reduzida, obtendo-se precipitado amarelo e
filtrado marrom. Apés analise em CCD, verificou-se que o precipitado apresentava
mancha idéntica ao material de partida e que o produto desejado poderia se
encontrar no filtrado. O filtrado foi evaporado a presséo reduzida e lavado varias
vezes com metanol, para retirada do excesso de formaldeido. Tentou-se a
cristalizacdo de acetona e de metanolléter. A cristalizacdo de acetona nao
ocorreu, porém em metanol/éter conseguiu-se um precipitado escuro, viscoso e
higroscépico, o qual foi analisado por CCD com sistema solvente
CHCl3:MeOH:CH3COOH (95:5:3). Realizou-se nova andlise cromatografica com o

intuito de avaliar os produtos reacionais, utilizando-se como sistema soivente
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CHCI3:MeOH:CH3COOH (85:5:3), verificando-se, no precipitado, a presenca de
outra mancha além daquela caracteristica do produto de partida. Recristalizou-se
de MeOH/H,0, obtendo-se produto de cor amarela intensa, cromatograficamente
idéntico ao isolado no Experimento 10 e caracterizado como NFOH. Submetido a
analise de RMN 'H, comprovou-se a formagdo desse derivado, com 30% de

rendimento.

41.1.2 TENTATIVA DE SINTESE COM PARAFORMALDEIDO

Experimento 13

A reacgao foi realizada segundo metodologia descrita em FURNISS et al.
(1989), partindo-se de 1 mmol de NF (0,198 g) solubilizado em acetonitrila
(15 mL), por meio de sonicagdo, em meio basico utilizando-se 1 mmol de K2COs3
(0,132 g) e excesso de paraformaldeido. Em um baldo de 100 mL, adicionou-se a
solugdo de NF em acetonitrila, o carbonato de potassio e o paraformaldeido. A
reacéo foi realizada por 8 horas, sob refluxo, a 80 °C, com agitacdo magnética.
Apés interromper a reagdo, obteve-se liquido oleoso escuro. Esse foi evaporado a
pressao reduzida, produzindo composto viscoso escuro, que foi avaliado por CCD,
utilizando-se como sistema solvente CHCIl;:MeOH:CH3COOH (85:5:3). Tentou-se
a cristalizagcdo de MeOH, obtendo-se precipitado escuro com caracteristica

higroscoépica, nao possibilitando outras analises.

Experimento 14

A reacéo foi realizada segundo metodologia descrita em FURNISS et al.
(1989), partindo-se de 1 mmol de NF (0,198 g) solubilizado em DMF (8 mL), em
meio &cido, utilizando-se 1 mL de acido acético glacial, com excesso de
paraformaldeido. Em um baldo de 50 mL, adicionou-se a solugdo de NF, o
paraformaldeido e o acido acético glacial gota a gota, sob agitagao magnética. A
reacao transcorreu por 8 horas, sob refluxo, a 80 °C. Apés o termino da reagéao o
material obtido foi evaporado a pressdo reduzida, obtendo-se composto escuro

oleoso, com caracteristica higroscopica. O produto foi avaliado por CCD,
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utilizando-se como sistema solvente CHCIl;:MeOH:CH3COOH  (85:5:3).

Observando-se a degrada¢ao do material de partida.

Experimento 15

A reacéo foi realizada partindo-se de 1 mmol (0,198 g) de NF em solugéo
de etanol e excesso de paraformaldeido, sob refluxo, segundo metodologia
descrita por GENG e colaboradores (2002). Em baldo de 100 mL, adicionou-se o
NF previamente solubilizado em etanol (20 mL), por sonicagéo, e 0
paraformaldeido. A reagao transcorreu por 24 horas, sob refluxo. Apés o término,
o produto obtido foi filtrado, obtendo-se precipitado escuro com caracteristicas
higroscépicas, igualmente ao observado nos experimentos 13 e 14, e um filtrado
amarelo. Ambos foram avaliados por CCD, utilizando-se como sistema solvente
CHCI3:MeOH:CH3;COOH (85:5:3). Observando-se no precipitado material de

degradacgao e no filtrado uma tinica mancha com R caracteristico do NF.

4.1.2 Tentativa de alquilacdao do NF

Com o intuito de se obter formas mais reativas da NFOH, tentou-se a
bromoalquilagdo do NF, através de reagdo entre o NF e dibromometano (BrCH2Br)

(Esquema 2).

Experimento 16

Utilizou-se 1 mmol de NF (0,198 g), 1 mmol de BrCH;Br (0,261 g) e 1 mmol
de K,CO; (0,132 g), em solugdo de metanolagua. A reagdo transcorreu a
temperatura ambiente, por 48 horas. Em baldo de 50 mL, solubilizou-se o NF por
meio de sonicagdo, utilizando metanol e agua. O NF foi levado a agitagao
magnética e foram adicionados K,CO3 e BrCH,Br. A reagao foi acompanhada por
CCD, utilizando-se como sistema solvente CHCl;:MeOH:CH3;COOH (85:5:3), a
temperatura ambiente, por 48 horas. Nao houve formagéao do produto.
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Experimento 17

Utilizou-se 1 mmol de NF (0,198 g), 1 mmol de BrCH2Br (0,261 g) e 1 mmol
de KOH (0,56 g) em solugdo de metanoiagua. O-NF foi colocado em baldo de 50
mL e solubilizado em metanol/agua por sonicagdo. O NF foi levado a agitagao
magneética e adicionou-se KOH e BrCH,Br. A rea¢do foi mantida a temperatura
ambiente por 24 horas e acompanhada por CCD, utilizando-se como sistema
solvente CHCIl;:MeOH:CH3;COOH (85:5:3). O material obtido foi evaporado a
pressdo reduzida e foi submetido a extragdo de éter etilico. O extrato etéreo foi
novamente evaporado a pressdo reduzida. Apds ser suspenso em metanol, foi
realizada a filtragdo a pressao reduzida, obtendo-se composto gelatinoso, de cor

marrom escura.

4.1.3 Preparacao de ésteres de aminoacidos

41.3.1 SINTESE DO ESTER METILICO DA L-Arginina

Experimento 18

O experimento foi realizado com base no processo apresentado em
FURNISS (1989), partindo-se de 3 mmol (0,52 g) de L-arginina em suspensao de
metanol, em excesso, sob agitagdo a temperatura ambiente, adicionando-se, em
seguida, SOCl, até a solubilizagdo do composto. O meio foi concentrado a
pressdo reduzida e o composto resultante, de aspecto viscoso e muito
higroscdpico, foi secado sob pressdo reduzida. Obteve-se sélido higréscopico de
cor branca amarelada. O mesmo foi ressuspendido em metanol e colocado em
agitacao magnética com quantidade equimolar de NaHCO3 por 1 hora. O material
obtido foi filtrado, obtendo-se um precipitado branco e um filtrado. O filtrado foi
evaporado a pressdo reduzida. Esse composto, apds intensa secagem, foi

analisado no IV e por RMN 'H e de 3C, caracterizando a formagéo do éster.
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41.3.2 SINTESE DO ESTER METILICO DA L-Lisina .

Experimento 18

O experimento foi realizado partindo-se de 1 mmol (0,15 g) de L-lisina em
suspensdo de metanol, em excesso, sob agitagdo a temperatura ambiente,
adicionando-se, em seguida, SOCl, gota a gota, na proporgédo de 1:1, até a
solubilizacdo do composto. O meio foi concentrado a pressdao reduzida e o
composto resultante, viscoso e muito higroscépico, foi secado sob pressao
reduzida, obtendo-se sélido higréscopico branco amarelado. O mesmo foi
ressuspendido em metanol e colocado em agitagdo magnética com quantidade
equimolar de NaHCO3; por 1 hora. O material obtido foi filtrado, obtendo-se um
precipitado branco e um filtrado. O filtrado foi evaporado a pressao reduzida. Esse
composto, ap6s intensa secagem, foi analisado no IV, e por RMN 'H e de °C,

caracterizando a formacgao do éster.
4.1.3.2 SINTESE DO ESTER ETILICO DO Boc-Lys(CIZ)-OH

Experimento 20

O experimento foi realizado partindo-se de 1,2 mmol (0,48 g) da lisina
protegida (Boc-Lys(CIZ)-OH), dissolvida em quantidade suficiente de etanol (1,5
mL), acrescentando-se 1,2 mmol (0,09 mL) de cloreto de tionila (SOCI,), gota a
gota, sob agitacdo a temperatura ambiente, por aproximadamente, 12 horas. A
solucéo foi rotaevaporada e o produto cristalizado de agua fria, filtrado e
submetido a RMN de H' e de C™.
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4.1.3.3 SINTESE DO ESTER METILICO DA e-Boc-Lys-OH

4.1.3.4.1 Método direto

Experimento 21

O experimento foi realizado partindo-se de 1 mmol (0,246 g) de e-Boc-Lys-OH
em suspensdao de metanol, em excesso, sob agitagdo a temperatura ambiente,
adicionando-se, em seguida, SOCl; gota a gota, na propor¢gdo de 1:1, até a
solubilizagdo do composto. O meio foi concentrado a pressdo reduzida e o
composto resultante, viscoso e muito higroscopico, foi secado sob pressdo
reduzida, obtendo-se um sélido higréscopico de cor branco transparente. Este
avaliado por IV e RMN *H.

4.1.3.4.2 Por meio de formagao do sal sédico

Experimento 22

A reagdo adaptada de GREENNE e WHUTS (1999) foi realizada a partir
2 mmol (0,246 g) do aminoacido protegido em solugdo de DMF com 2 mmol
(0,17 g) de NaHCO3 e 1 mmol (0,14 g) de CH3IOH. Ao aminoacido em solugao de
DMF em banho de gelo seco e acetona (-78 °C) adicionou-se o NaHCO3 e deixou-
se reagir por 30 minutos. Adicionou-se, entdo, o CH3;IOH. A reagdo permaneceu
em banho de gelo seco e acetona por 2 horas. O experimento foi interrompido
apos 24 horas de reagdo. O meio foi evaporado a pressao reduzida obtendo-se
composto oleoso castanho escuro. Em andlise de CCD do produto obtido,

observaram-se manchas caracteristicas a produtos de degradacgao.
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4.1.3.4.3 Por meio de EDC/DMAP

Experimento 23

O experimento foi realizado partindo-se de 2 mmol (0,45 g) de
e-Boc-Lys-OH em suspensao de metanol, em excesso, sob agitagdo em banho de
gelo, adicionando-se, 1 mmol (0,08 g) de DMAP. A reagao pemaneceu em banho
de gelo por 1 hora. Acrescentaram-se, entdo, 2 mmol (0,38 g) de EDC. A reagéo
foi interrompida apos 24 horas. O meio foi evaporado a pressdo reduzida e
procedeu-se a extragdo de DCM/agua. Obteve-se oleo castanho escuro, o qual,

avaliado por CCD, correspondeu a produto de degradacéo.

4.1.3.5 SINTESE DO ESTER METILICO DA Lys E PROTEGAO DA AMINA ¢
POR MEIO DE CLORETO DE BENZOILA

Experimento 24

O experimento foi realizado partindo-se de 1 mmol (0,15 g) de L-lisina em
suspensdo de metanol, em excesso, sob agitagdo a temperatura ambiente,
adicionando-se, em seguida, SOCl, gota a gota, na proporcdo de 1:1, até a
solubilizagdo do composto. Apés 12 horas, a reagdo foi colocada em banho de
gelo seco e acetona (-78 °C). Adicionou-se o cloreto de benzoila (CIBZ) na
propor¢do 1:1 (0,06 g). Manteve-se em banho de gelo seco e acetona por mais 2
horas. A reagao foi interrompida ap6és 24 horas de seu inicio. O meio foi
evaporado a pressao reduzida obtendo-se um composto oleoso de cor castanho.
Em avaliagdio por CCD, utlizando-se como sistema  solvente
CHCI3:MeOH:CH3sCOOH (85:5:3), observou-se a formagdo de composto, que se
apresentou diferente do produto de partida, e possivel material de degradagao. Foi
feita extracdo de CDM/agua, com baixo rendimento do produto extraido. Tentou-

se, entao, extragdo de agua/éter, sem resultado satisfatorio.
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41.3.5 SINTESE DO ESTER METILICO DA Boc-Lys(CIZ)-OH E
DESPROTEGAO DA AMINA o (NUDELMAN et al.,1998)

Experimento 25

O experimento procedeu-se partindo de 5 mmol (0,42 g) de
Boc-Lys-CIZ-OH, em solugdo de metanol, em excesso, sob agitacdo a
temperatura ambiente, adicionando-se, em seguida, SOCl gota a gota, na
proporcdo de 1:1. A reacao transcorreu durante a noite. O meio foi concentrado a
pressdo reduzida e o composto resultante, viscoso e muito higroscépico, foi
secado sob pressdo reduzida, obteve-se dleo higréscopico branco transparente.
Esse composto, apos ser seco o maximo possivel, foi levado a analise de RMN de

'H e de ™C, na qual se caracterizou a formagéo do éster.

4.1.4 Sintese do dipeptidio Lys(CIZ)-Arg(Tos)-OMe.HCI

Experimento 29

O experimento foi realizado utilizando-se Boc-Arg(Tos)-OH e
Boc-Lys-CIZ-OH por meio de condensagao por EDC/DMAP. Em uma primeira
etapa procedeu-se a formagdo do éster metilico e desprote¢do da amina o de
Boc-Arg(Tos)-OH, por meio de SOCI, e metanol, seguindo procedimento descrito
no Experimento 28. Partiu-se, entdo, para a condensagao dos aminoacidos por
meio de EDC/DMAP. O Boc-Lys-CIZ-OH em solugdo de metanol foi colocado em
banho de gelo seco adicionando-se DMAP e, posteriormente, EDC (0,5:1). A
reacdo permaneceu sob agitacdo a temperatura ambiente por 12 horas. O produto
foi evaporado a pressao reduzida e avaliado por CCD, observando-se a formagao
de um produto, o qual foi analisado por RMN, confimando a formagao do
dipeptidio, Boc-Lys-CIZ-Arg(Tos)-OMe. Partiu-se, entdo, para a desprotegdo da
amina o do agora acoplado a Boc-Lys-CIZ-OH, resultando no
Lys-ClZ-Arg(Tos)-OMe. O produto foi analisado por RMN de 'H e de 3c,

confirmando a formagéao do produto desejado.
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4.1.5 Sintese de bases de Mannich com aminoacidos

41.51 SINTESE DA BASE DE MANNICH NF-Arg-OMe
4.1.5.1.1 Tentativa de sintese de base de Mannich entre NFOH e Arg-OMe

Experimento 27

O experimento foi realizado partindo-se de 1 mmol (0,23 g) de NFOH e
1 mmol (0,20 g) de Arg-OMe. Os reagentes foram solubilizados em quantidade
suficiente de etanol e submetidos a agitagao a temperatura ambiente por 24 horas.
A reagao foi acompanhada por CCD, utilizando-se CHCIl3;:MeOH:CH3COOH
(85:5:3) como sistema solvente. Apds esse tempo, filtrou-se o0 meio reacional,
obtendo-se precipitado amarelo amorfo e filtrado amarelo menos intenso, os quais
foram avaliados por CCD separadamente. Ambos apresentaram mancha idéntica
ao NFOH.

4.1.5.1.2 Tentativa de sintese de base de Mannich entre NF e Arg-OMe em

meio acido

Experimento 28

Partindo-se de 1 mmol (0,19 g) de NF, 3,6 mL de solugdo de formaldeido a
37% (VIV) e 2 mL de agua, ajustou-se o pH entre 4 e 5 com gotas de solugéo de
HCI 10%. A reagdo foi mantida sob agitagdo, por 24 horas, a temperatura
ambiente, acompanhando-se a formagdo do NFOH por CCD, utilizando-se como
sistema solvente CHCIl;:MeOH: CH3COOH (85:5:3). Ajustou-se o pH entre 5 e 6
com solugdo de NaOH e acrescentou-se 1 mmol (0,20 g) do Arg-OMe, ajustando-
se, novamente, o pH. A reagdo foi continuada sob agitagdo a temperatura
ambiente até a precipitacdo de produto amarelo, apés 20 horas. Este foi filtrado e
avaliado por CCD, observando-se duas manchas, uma com Ry referente ao NF e
outra com Ry referente ao NFOH. Procedeu-se, entdo, a extragdo com éter etilico.

O produto obtido foi secado a pressao reduzida e submetido a analise de 'H RMN.
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4.1.5.1.3 Sintese de base de Mannich entre NF e Arg-OMe ‘in situ”

Experimento 29

A reacio foi realizada segundo método descrito por SRIDHAR e colaboradores
(2001). Utilizaram-se quantidades equimolares de NF e ArgOMe, com excesso de
formaldeido em meio de acido acético. Em um baldo de 100 mL adicionou-se
1 mmol de NF (0,198 g), 1 mmol de ArgOMe (0,188 g), 1 mL de solugdo de
formaldeido a 37% (V/V) e 1 mL de acido acético glacial. A reagao foi efetuada a
temperatura ambiente, sob agitagdo magnética, por 48 horas, sendo
acompanhada por CCD. O produto foi fitrado a pressdo reduzida, obtendo-se
precipitado amarelo escuro e filtrado amarelo claro. O filtrado foi secado a presséo
reduzida e tentou-se a cristalizagdo do produto de éter etilico. Purificou-se por
meio de passagem em coluna cromatografica de silica-gel, utilizando-se como
eluente MeOH:CHClz 60:40. O produto isolado foi avaliado por CCD,
apresentando-se aparentemente puro. Realizaram-se analises por RMN 'He®Ce

de espectrometria de massas.
4.1.5.2 SINTESE DA BASE DE MANNICH NF-Lys-OEt
4.1.5.2.1 Tentativa de sintese de base de Mannich entre NFOH e Lys-OEt

Experimento 30

O experimento foi realizado partindo-se de 1 mmol (0,23 g) de NFOH e 1 mmol
(0,18 g) éster etilico da lisina. Os reagentes foram solubilizados em quantidade
suficiente de etanol e submetidos a agitagédo a temperatura ambiente por 24 horas.
A reagdo foi acompanhada por CCD, utilizando-se CHCIl;:MeOH:CH3COOH
(85:5:3) como sistema solvente. Apés esse tempo, filtrou-se o meio reacional,
obtendo-se precipitado amarelo amorfo e filtrado amarelo menos intenso, os quais
foram avaliados por CCD separadamente. Ambos apresentaram mancha idéntica
ao NFOH.
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4.1.5.2.2 Tentativa de sintese de base de Mannich entre NF e Lys-OEt

Experimento 31 (CHUNG, 1996)

Partindo-se de 1 mmol (0,19 g) de NF, 3,6 mL de solugao de formaldeido a
37%, e 2 mL de agua, ajustou-se o pH entre 4 e 5, com solugéo de HCI 10%. A
reagdo foi mantida sob agitacdo, por 24 horas, a temperatura ambiente,
acompanhando-se a formagdo do NFOH por CCD, utilizando-se como sistema
solvente CHCl;:MeOH:CH3COOH (85:5:3). Em uma segunda etapa, ajustou-se o
pH reacional entre 5 e 6 com solugao de NaOH 10%. Adicionou-se, entdo, 1 mmol
(0,18 g) do Lys-OEt solubilizado em agua (2 mL), ajustando-se o pH entre 5 e 6,
novamente. A reagdo foi mantida por 24 horas sob agitacdo a temperatura
ambiente. Filtrou-se o meio reacional, obtendo-se precipitado amarelo intenso e
filtrado oleoso amarelo. Ambos foram avaliados por CCD, utilizando como sistema
solvente CHCl::MeOH:CH3COOH (85:5:3). Observariam-se manchas apenas
referentes ao produto de partida, no precipitado, enquanto o filtrado apresentou
manchas referentes ao produto de partida (NF), do respectivo derivado
hidroximetilado (NFOH), além de mancha em de Ry inferior aos anteriores.
Evaporou-se o filtrado a pressao reduzida, avaliando-se por CCD e verificando-se

a degradac¢ao do produto.

4.1.5.2.3 Sintese de base de Mannich entre NF e Lys-OEt

Experimento 32

O experimento foi realizado partindo-se de quantidades equimolares: 1
mmol (0,19 g) de NF, 1 mmol (0,18 g) do éster etilico de lisina (Lys-OEt), em
etanol, em quantidade suficiente para a solubilizagdo. Adicionaram-se, ent&o,
1,5 mL de solugdo de formaldeido a 37% (V/V) e 1 mL de acido sulfurico,
deixando-se por 30 minutos sob agitacdo (VOGEL, 1985). Obteve-se precipitado
amarelo escuro, que foi filtrado, e sobrenadante oleoso, amarelo claro. Ambos
foram avaliados por CCD, utiizando como sistema solvente CHCl;:MeOH:

CH3COOH (85:5:3). O produto soélido isolado mostrou macha tnica, referente ao
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produto de partida (NF), e o filtrado, manchas referentes ao produto de partida e
uma com R; inferior. Em seguida, concentrou-se o filtrado & presséo reduzida,
tentando, sem éxito, recristalizagdo de metanol, etanol e isopropanol. O material
foi secado a pressao reduzida. Analisando-se, novamente, o material por CCD

observou-se a degradag¢do do produto.
4.1.5.2.4 Sintese de base de Mannich entre NF e Lys-OEt “in situ”

Experimento 33

A sintese foi realizada segundo método descrito por SRIDHAR e
colaboradores (2001). Partiu-se de 1 mmol de NF (0,198 g), previamente
solubilizado em metanol, por meio de sonicagdo, e 1 mmol de éster etilico de lisina
(Lys-OEt) (0,174 g). Em baldo de 100 mL adicionou-se o NF solubilizado em
metanol, 1 mL de solugdo de formaldeido a 37% (V/V), 1 mL de acido acético
glacial e o éster do aminoacido solubilizado em metanol. A reag¢édo foi mantida, por
80 horas, a temperatura ambiente, sob agitagdo magnética. O produto obtido foi
fitrado a pressdao reduzida, obtendo-se precipitado amarelo escuro e filtrado
oleoso de cor amarelo claro. Ambos foram avaliados por CCD, utilizando-se como
sistema solvente CHCl;:MeOH:CH3;COOH (85:5:3). Apés secagem do filtrado sob
pressdo reduzida, tentou-se a cristalizagdo de MeOH/H;0, obtendo-se produto
amarelado amorfo. Tentou-se, sem sucesso, recristalizacdo de MeOH/éter etilico.
Partiu-se para o isolamento por cromatografia em coluna de silica-gel, utilizando-
se como eluente CHCl;:MeOH:CH3;COOH 85:10:3. Isolou-se composto oleoso

amarelado, que foi secado a pressao reduzida e avaliado por RMN 'H.

Gustavo Henrique Goulart Trossini



Experimentos 76

4.1.6 Sintese da Base de Mannich com o dipeptidio

4.1.6.1 SINTESE DE BASE DE MANNICH NF-LYS(CIZ)-ARG(TOS)-
OMe

Experimento 34

O experimento foi realizado segundo metodologia descrita no experimento
30 porém utilizando NF e o dipeptidio, previamente sintetizado como descrito no
experimento 26. A reagdo permaneceu por 1 semana sob agitagdo a temperatura
ambiente, acompanhada por CCD. Apés a interrupgdo da reagao, observaram-se
por CCD mancha referentes ao dipeptidio e outra, a qual se atribuiu ao produto
desejado. O meio foi evaporado sob presséo reduzida. Em nova analise por CCD,
observaram-se manchas referentes ao dipeptidio, ao NF e outra provavelmente do
produto esperado. O meio foi ressuspendido em pequena quantidade de metanol
e fitrado a pressdo reduzida, obtendo-se precipitado de cor amarela intensa,
cromatograficamente igual ao NF. O filtrado foi evaporando a presséo reduzida. O
isolamento do composto obtido foi realizado por meio de cromatografia em coluna
de silica-gel, utilizando como sistema solvente CHCI;:MeOH (60:40). O composto
obtido foi avaliado por RMN 'H e °C.

Gustavo Henrique Goulart Trossini



Resultados e Discussdo 77

5.1 SINTESE

5.1.1 Sintese do hidroximetilnitrofural

Devido ao aspecto promissor do derivado hidroximetilado do nitrofural (NFOH)
(CHUNG et al., 2003), intermediario fundamental para formagcado das bases de
Mannich, decidiu-se avaliar metodologia descrita por CHUNG e
colaboradores (2003), tentando otimizar a obtengdo do referido derivado.
Realizaram-se, entdo, outras tentativas com o intuito de se obter melhores
rendimentos e em menor tempo de reagao.

Em uma primeira tentativa tentou-se reproduzir o método descrito em CHUNG
(2003), sem sucesso. Como foi comprovado, inicialmente por CCD, observou-se,
apenas, mancha com Ry caracteristico do NF. O composto obtido foi, entao,
avaliado por RMN de 'H e de C, confimando-se a estrutura do NF e
comprovando-se néo ter ocorrido a reagdo. Considerou-se, nesse caso, que a falta
de pureza da solugdo de formaldeido a 37% (V/V) teria contribuido para o
insucesso. Outro fator importante, porém, seria a possibilidade de o NFOH estar
sendo degradado ao longo da reagcdo. Repetiu-se, entdo, o Experimento 1, agora
utilizando reagentes de maior pureza. O produto sélido obtido nesse experimento
foi analisado por CCD utilizando-se como sistema solvente
CHCI3:MeOH:CH;COOH (95:5:3). Observou-se no precipitado apenas mancha
com Ry 0,72, provavelmente do produto desejado, pois a introdugdao do grupo
hidroximetilico conferiria maior polaridade ao produto, acarretando R menor. No
entanto, analise posterior, por CCD, mostrou duas manchas: uma com R; 0,72, a
qual se considerou como sendo do produto desejado, e outra com R; 0,8
caracteristica do NF, como se considerou no Experimento 1, despertando atengéo
para a possivel reversao do produto de partida ao seu precursor. Partiu-se, entao,
para o isolamento do produto por meio de cristalizacdo. O precipitado foi
solubilizado em menor quantidade possivel de metanol a quente, com auxilio de
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sonicagdo, e adicionaram-se gotas de agua fria até turvagdo do meio. A solugédo
foi resfriada por 12 horas para acelerar a cristalizagcdo. Apés este periodo, o
composto foi fitrado e seco a pressdo reduzida. Realizou-se nova analise por
CCD, observando-se, mancha unica com R¢ 0,72. Foram realizadas analises de
RMN 'H (Espectro 1), confirmando a obtengéo do derivado hidroximetilado, com
rendimento de 52,4 %, com as devidas atribuigdes na Tabela Ill. O ponto de fuséo
do composto obtido foi 172 °C.

Espectro 1 — RMN 'H (300 MHz, DMSO-ds, 8 ppm) de hidroximetilnitrofural.

Tabela il — Atribuigdes de RMN 'H do NFOH

4,61 (t, J=6,6 Hz, 2H, H13); 5,57 (t, J=6,9 Hz, 1H, H1); 7,25
(d, J=3,9 Hz, 1H, Ha); 7,64 (t, J=6,3 Hz, 1H, H12); 7,80 (s, 1H,
He)*: 7,81 (d,J=3,9 Hz, 1H, Ha)*; 11,02 (s, 1H, Hs)

*sinais sobrepostos
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No Experimento 3, utilizou-se técnica procedendo a reagdo em meio de
HCI, também descrita por CHUNG (1996). No entanto, optou-se por repetir a
sintese, como ponto de partida para eventuais mudangas reacionais. O pH foi
levado a 2,5 e a reacdo foi realizada por 24 horas. O produto liquido obtido
mostrou, em CCD, haver mistura entre o material de partida e o composto
desejado. Rotaevaporou-se o meio e tentou-se a cristalizagdo de MeOH/H-O,
obtendo-se produto sélido de cor amarela intensa, que foi analisado por RMN 'H,
caracterizando-se a obtengdo de NFOH, com rendimento de 28%.

O Experimento 4 foi realizado nas mesmas propor¢gées do Experimento 1,
utilizando-se, porém, como base bicarbonato de potassio. Considerou-se que em
condigdes basicas mais brandas nao haveria a reversdo do composto desejado. A
reagao processou-se exatamente como no Experimento 2. Por CCD, constatou-se,
inicialmente, mancha de formagao do produto e em nova analise, mancha com Ry
0,8 referente apenas ao NF. Considerando novamente a idéia de reversdao do
produto formado (NFOH) ao seu precursor (NF).

Partiu-se, entdo, para tentativa de sintese do NFOH por meio de sonica¢ao
(Experimento 5), pretendendo-se, com isso, diminuir o tempo de reagao e impedir
a reversao do composto obtido a seu precursor. A reacgdo foi interrompida apos
5 horas. Tentou-se, entdo, a purificacdo desse produto por cristalizagdo de
metanol/éter etilico, ndo ocorrendo, entretanto, o isolamento do mesmo apoés
12 dias sob refrigeragdo. Realizou-se, sem seguida, nova analise em CCD,
observando-se somente manchas referentes ao produto de partida, indicando,
novamente, a reversao do derivado ao farmaco de partida.

Esses resultados de reversdo do composto obtido ao produto de partida
conduziram a hipétese de que se estabelecia equilibrio entre o NF e o composto
obtido. Dessa forma, buscaram-se, entdo, alternativas para deslocar esse
equilibrio em favor da formagéao do produto desejado, o NFOH.

Realizou-se, assim, experimento utilizando como solvente a agua
proveniente da solugao de formaldeido a 37% (Experimento 6). O experimento foi
interrompido apés 2,5 horas, ao primeiro sinal de formagao do derivado. Apesar do

pouco tempo de reagéo, o que se atribuiu a utilizagao de sonicagao, o produto
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desejado nao foi obtido apos tentativa de cristalizagdo em metanol/eter e
metanol/agua. Verificando-se que o produto obtido apresentava caracteristicas
higroscopicas, liofilizou-se o mesmo com o intuito de novas tentativas de
isolamento. Apods a liofilizagao, foi obtido um composto escuro com caracteristicas
oleosa e higroscépica, diferente do previsto.

Como o descrito no Experimento 7, a solugdo de formaldeido foi adicionada
lentamente, na tentativa de, por meio de CCD, determinar o tempo de formagéo do
NFOH e observar o periodo em que comegaria a haver a reversao. Verificou-se
que havia a formagao do produto desejado apdés 2 horas e se mantinha, ao
menos, até 5 horas apés o inicio da adigdo de formaldeido. No entanto, apés 24
horas de reacao, verificou-se, por CCD, mancha relativa ao produto de partida.
Esse resultado indicou, mais uma vez, que o produto desejado foi formado e
depois retormnou ao material de partida, confirmando a consideragdo sobre o
equilibrio na reacgao.

O Experimento 8 foi realizado adicionando-se a solugdo de formaldeido em
duas etapas com o intuito de deslocar o equilibrio em favor da formagao do
derivado hidroximetilado. A adigdao do formaldeido foi realizada, como descrito,
metade no inicio da reagdo e a outra metade quando se verificaram indicios de
formacéo do produto apés 2,5 horas de reagéo. A reagao foi mantida por 24 horas.
O produto foi isolado por filtragcdo e analisado por CCD, apresentando mancha
somente relativa ao NF, confirmando, uma vez mais, a hipétese de equilibrio. O
experimento foi repetido e interrompido no periodo de 5 horas de reagido, com
indicativos de formagéao do produto . Apo6s o isolamento do composto por filtragéo,
0 mesmo nao se apresentou totalmente puro mediante analise por CCD. Em
analise posterior por '"H RMN, constatou-se contaminagdo do produto - obtido,
provavelmente, com o resultado da polimerizagdo do formaldeido. Tal
contaminagdo pode ser observada no Espectro 2 nas regides entre 4 e 5 ppm e
entre 7 e 9 ppm. Porém, a formagdo do derivado hidroximetilado desejado é
confiimada pelo dubleto em 5,46 ppm, caracteristico de OH, e pelo dubleto em

4,64 ppm, comrespondente ao CH; do grupo hidroximetilico introduzido.
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Espectro 2 — RMN 'H (300 MHz, DMSO-ds, 5 ppm) de NFOH, mostrando a

contaminagao na regidoente4e 5 eente7e9 ppm.

No experimento 9, tentou-se a reagao utilizando THF como solvente com o
intuito de proceder a reagdo em solugdo e nao em suspensao, como
anteriormente efetuado, aumentando-se, assim, o contato entre os reagentes e,
possivelmente, diminuindo-se o tempo de reagdo. Analise por CCD mostrou a
formagdo do produto com 40 minutos de reagdo. Tentou-se cristalizacdo de
metanol e éter etilico, sem éxito. O meio reacional foi, entdo, evaporado a pressao
reduzida, obtendo-se produto higroscépico escuro, ndo possibilitando analises
posteriores.

Repetiu-se o experimento 8 (Experimento 10), buscando-se obter o
derivado hidroximetilado do NF puro, procedendo-se a recristalizacao de
MeOH/H,0. O produto recristalizado foi secado a pressao reduzida, sendo o ponto
de fusdo 172 °C. Foi analisado por RMN 'H, '>C e por espectroscopia de
massas. Apos repeticao do experimento, para testar a reprodutibilidade, obteve-se
rendimento do produto puro de 61,4%.

A analise do espectro de RMN 'H (Espectro 1), ja apresentado, do espectro
de ™C (Espectro 3), e as respectivas atribuicdes Tabela IV, e do espectro de
massas (Espectro 4) e as fragmentagdes comrespondentes, apresentadas na
Tabela V, permitiram a caracterizagdo do produto obtido nesse experimento como
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o NFOH. No espectro de massas, o ion molecular respectivo aparece em m/z 228,
observando-se pequena contaminagdo em m/z 243, o que se acredita ser devido a
polimerizacdo do formaldeido no meio reacional. O espectro de massas do
hidroximetilnitrofural pode ser comparado em suas fragmentag6es de menores
massas moleculares com o espectro de massas do nitrofural (Espectro 5). A
andlise no IV (espectro 6) mostra a presenga de banda de estiramento OH,
correspondente ao grupo hidroximetilado, e a presenga de amidas secundarias
(Tabela VI).
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Espectro 3 — RMN '3C (75 MHz, DMSO-ds, 5 ppm) de hidroximetilnitrofural.

Tabela IV — Atribuicdes de RMN '*C do NFOH

|
f

39,39 (DMSO-ds); 63,07 (C13); 112,63 (C3); 115,11 (C4);
127,82 (Ce); 151,25 (C2); 152,42 (Cs); 154,47 (Co);
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Espectro 5 - Espectro de massas do nitrofural.

Tabela V - Principais fragmenta¢des do hidroximetilnitrofural
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Espectro 6 - Infravermelho (KBr, vcm™) do NFOH.
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Tabela VI — Atribuicdo das bandas de absorgdo no IV do NFOH

vex(KBr, vem®)| = = Atidbuliglo @00 0 2«
3450-3300 von de alcool com ligaca d hidrogénio
intermolecular
3334 VvNn.H assimétrica de amida secundaria
3162 vn-H Simétrica de amida secundaria
2980 cer e
2960 ve.n de alifatico
1674 vec=0 de amida secundaria
1592 On-H de amida
1522 v assimétrica de NO, aromatico
1424 d cHz (levemente deslocado por estar entre N e O)
1388 ven de amida
1359 v simétrica de NO, aromatico
1250 ve-n de amida secundaria
1124 veo de alcool

Em nova tentativa para diminuir o tempo de reacao utilizou-se sonicacgao.
As condigées reacionais foram analogas as do experimento 1, utilizando, porém,
agitacao por sonicagcao (Experimento 11). Obteve-se, em tentativas de
cristalizacdo, composto escuro de caracteristicas higroscépicas igual ao descrito
no experimento 9. Analisando o produto obtido por CCD observaram-se varias
manchas caracterizando produto de degradagcdo. Em nova tentativa a reagao foi
realizada em erlenmeier, pois, nesse frasco, as ondas no ultrassom sdo mais bem
absorvidas pelo meio reacional. Adicionou-se detergente no banho da lavadora
para facilitar o processo de implosdo (MASON, 1990). No Experimento 12,
adicionou-se a solucdao de formaldeido em duas etapas na tentativa de reproduzir
as condigcoes do Experimento 10. Os primeiros indicios de formagdo do NFOH
ocorreram apés 30 minutos de reagdo, tempo no qual foi adicionada a segunda
metade da solucdo de formaldeido. A reagdo se completou em 2 horas e 30
minutos, procedendo-se ao isolamento do produto contido no precipitado como
descrito no experimento 10, por recristalizagcdo de MeOH/H,0. Este apresentou
perfil cromatografico idéntico ao encontrado para NFOH. O produto foi
caracterizado por RMN, confirmando o estrutura do NFOH, porém com rendimento

de 30%, inferior ao obtido no experimento 10.

Gustavo Henrique Goulart Trossini



Resultados e Discussdo 85

Como alternativa, tentou-se a sintese do hidroximetilnitrofural, por meio da
reagdo com paraformaldeido. Os experimentos correspondentes (13 a 15) nao
apresentaram bons resultados, sendo o composto escuro obtido de carater
viscoso e higroscopico, ndo apresentando condi¢cdes de analises posteriores, o
que levou a considerar que houve degradagdo em presenga de solvente orgénico
e aquecimento. Porém, no Experimento 15, obteve-se filtrado amarelo, o qual,
avaliado por CCD, apresentou mancha caracteristica do NF, mostrando que o
produto desejado nao se formou.

A tabela V apresenta comparacdo entre os métodos em que se obteve o
NFOH e o método descrito por CHUNG(1996), merece realce para o método
empregado no experimento 10, adicionando-se formaldeido em duas etapas, que

se mostrou promissor, com menor tempo de reagao e rendimento maior.

Tabela V - Comparagéo entre pH, tempo de reagéo e o rendimento
alcancado nos métodos utilizados
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5.1.2 Tentativa de alquilacao do NF

A sintese do derivado alquilado do NF, realizada entre o NF e o
dibromometano, foi proposta com o intuito de facilitar a reagdo com o aminoacido
e com isso permitir a obtengcdo, em menor tempo e com rendimento maior, dos
produtos finais. Sendo o bromo um melhor “leaving group”, a reagao ocofreria com
maior facilidade.

O Experimento 16 foi realizado utilizando-se como base o K,CO3, buscando
aproximar as condigcdes de basicidade daquelas utilizadas para a sintese do
NFOH. Porém, analises por CCD mostraram manchas caracteristicas do NF,
chegando a constatagcao de que nao houve formac¢ao do produto planejado. Como
o produto desejado nao foi obtido nas condicbes reacionais utilizadas nesse
experimetno, tentou-se a reagdo utilizando-se KOH (Experimento 17). Sendo o
KOH uma base mais forte que o K2COj3;, considerou-se que a amida terminal do
NF seria desprotonizada mais facilmente e com isso obter-se-ia melhor resuitado,
ou seja, o derivado bromometilado planejado. Novamente, o NF foi solubilizado
em metanol com auxilio de sonicacdo. No entanto, houve a necessidade de se
adicionar agua, aos poucos, até a dissolucdo completa do material. Por analise em
CCD, observaram-se varias manchas, nenhuma das quais com Ry igual ao do NF,
0 que levou a supor a ocorréncia de degradagdo do produto de partida. Apés o
produto obtido ser evaporado a pressdo reduzida, efetuou-se extragdo de éter
etilico/agua, ndo se obtendo o resultado esperado. O composto foi novamente
evaporado a pressao reduzida e suspenso em metanol com o intuito de analisar o
material obtido. A suspensdo foi fitrada sob pressdo reduzida, obtendo-se
precipitado gelatinoso insolivel, que n&do foi possivel de ser analisado.
Cromatografou-se o filtrado, utilizando-se o0 mesmo sistema solvente. Obteve-se

perfil idéntico ao da cromatografia anterior, levando a hipétese de degradagéo.
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5.1.3 Preparacdo de ésteres de aminoacidos

Os ésteres de aminoacidos foram sintetizados com o intuito de protegdo da
carbonila. Sendo a carbonila um grupo funcional mais reativo que as aminas, essa
protecdo faz com que o grupo amina se torne mais reativo no aminoacido,

possibilitando a reagdo de Mannich na amina planejada.

5.1.3.1 SINTESE DO ESTER METILICO DA L-Arginina (FURNISS, 1989)

O experimento 18 foi realizado segundo técnica descrita em FURNISS
(1989), colocando-se a L-Arginina em suspensdao em alcool metilico e
adicionando-se, gota a gota, SOCl, na propor¢cdo de 1:1 com o aminodcido,
deixando-se reagir por tempo necessario a solubilizacdo de todo o aminoacido
suspenso. O produto obtido foi ressuspenso em metanol e colocado em agitagao
magnética com quantidade eqiimolar de NaHCOs;, com o intuito de retirar o
cloridrato formado na reagao de esterificagdo. O produto sélido branco obtido foi
foi seco a pressao reduzida e analisado no IV (Espectro 8), observando banda de
absorgao de estiramento carbonila a 1734 cm™, caracteristica de éster derivado do
aminoacido. Foram realizadas, ainda, analises de RMN 'H e ¥C, os quais
apresentaram sinais referentes aos hidrogénios da metoxila de éster derivado do
aminoacido em 3,69 ppm (Espectro 9) e referente a carbonila de éster em
170,71 ppm (Espectro 10).
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Espectro 9 — RMN "H (300 MHz, DMSO-ds, 5 ppm) do Arg-OMe.
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Espectro 10 - RMN '*C (75 MHz, DMSO-dg, 5 ppm) do Arg-OMe.
5.1.4.2 SINTESE DO ESTER ETILICO DA L-Lisina

O Experimento 19 foi realizado segundo técnica descrita em FURNISS
(1989) e o produto obtido, apos secagem sob presséo reduzida, foi analisado no
IV (Espectro 11), observando-se banda de estiramento carbonila a 1737 cm™,
regido caracteristica de éster, confimando a formagdo do produto planejado.
Foram realizadas, ainda, analises de RMN 'H e de '*C. O Espectro 13 apresenta o
sinal referente a carboxila de éster derivado do aminoacido em 177,61 ppm. Ja o
espectro de 'H (Espectro 12) apresenta sinal caracteristico dos hidrogénios
referentes ao grupo OCH,- da etoxila em 3,61 ppm, confirmando a formagdo do

éster derivado da lisina planejado.
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Espectro 12 — RMN 'H (300 MHz, DMSO-ds, ) ppm) do Lys-OEt.
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Espectro 13 - RMN °C (75 MHz, DMSO-ds, 5 ppm) do Lys-OEt.

5.1.4.3 TENTATIVA DE SINTESE DO ESTER ETILICO DO Boc-Lys(CIZ)-OH

Esse éster foi proposto com o intuito de utiliza-lo na sintese da base de
Mannich com o NF. Estando os grupos aminicos protegidos, apés reagdo de
esterificacdo seria efetuada a desprotecdo seletiva na amina o para posterior
sintese da base de Mannich correspondente. Obtida a base de Mannich NF-Lys,
esta tornar-se-ia intermediario essencial para o posterior acoplamento com o
arginina, formando, assim, a base de Mannich com o dipeptidio Lys-Arg. O
experimento foi realizado, como descrito, seguindo metodologia de FURNISS
(1989) ja utilizada com sucesso nos experimentos 19 e 20.

Os objetivos deste experimento n&o foi alcangado. Por meio da analise de
RMN "*C (Espectro 14), ndo se observaram sinais referentes a carbonila de acido,
tampouco aqueles correspondentes ao grupamento etoxila. Também, pode-se
verificar, por RMN 'H (Espectro 15), a auséncia dos sinais de hidrogénios
metilicos do Boc, que apareceriam entre 0,9 e 1,1 ppm, sinal correspondente a
9 hidrogénios e nao 3, como observado no espectro. Provavelmente o residuo de
HCI, proveniente do cloreto de tionila, pode ter hidrolisado o grupo protetor, Boc,
desta molécula.
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Espectro 14 — RMN '3C (75 MHz, DMSO-dg, 5 ppm) do produto do

Experimento 20.
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Espectro 15 - RMN 'H (300 MHz, DMSO-de, 3 ppm) do produto do Experimento
20.

5.1.4.4 SINTESE DO ESTER METILICO DA ¢-Boc-Lys-OH

A utilizagdo do aminoacido protegido na amina encontrada na posigédo ¢ tem
como objetivo atingir a seletividade da reagcdo de Mannich, que seria realizada
posteriormente. O Experimento 21 procedeu segundo metodologia descrita por
FURNISS (1989), em razdo de essa ter sido realizada com sucesso nos

Gustavo Henrique Goulart Trossini



Resultados e Discussdo 93

Experimentos 18 e 19. Porém, como no Experimento 20, o grupo protetor, Boc,
nao resistiu as condigdes empregadas. Isso pode ser verificado pelo espectro de
RMN 'H (Espectro 16) do composto obtido, que ndo apresenta sinal na regido
entre 0,9 e 1,1 ppm, referente a 9 hidrogénios, caracteristico do grupamento Boc.
E importante salientar que devido a caracteristica altamente higroscopica do

produto os espectros de RMN nao foram obtidos com boa resolugéo.
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Espectro 16 — RMN 'H (300 MHz, DO, & ppm) do produto obtido no
Experimento 21.

Visto que o grupamento Boc, utilizado como forma de prote¢do da amina ¢,
nao resiste as condicdes empregadas no Experimento 20, buscaram-se na
literatura alternativas para a protegbes de grupos carboxilicos, verificando que
uma das formas usuais de protecdo consiste na obtencao do éster correspondente
por meio da formagdo de sal, segundo o grau de reatividade:
Cs>Na>>K>>Li;|I>Cl;HMPA.DMSO>DMF (GREENE, WUTS, 1999). Procedeu-se,
entdo, a tentativa de esterificagdao por meio da formagao de sal sédico do grupo
carboxilico do aminoacido (Experimento 22). O método proposto seria, em uma
primeira etapa, a formagado do sal sédico do s-Boc-Lys-OH e, em seguida, a

formagéo do éster por meio de alquilagdo com CH3IOH. A reagéo foi realizada
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inicialmente em banho de gelo seco e acetona, por se tratar de reagéao exotérmica
e, também, devido a volatilidade do alquilante. Apés 24 horas de reagao,
observou-se o escurecimento do meio. O meio foi evaporado a pressao reduzida,
obtendo-se produto oleoso de cor castanha escura. Avaliado por CCD, o produto
obtido mostrou degradagdo do produto de partida, pois a placa apresentou varias
manchas.

No Experimento 23, utilizando-se EDC/DMAP, néo foi possivel obter o
produto esperado, observando-se apenas compostos de degradagdo do

aminoacido.

51.4.5 SINTESE DO ESTER METILICO DA Lys E PROTEGAO DA AMINA ¢
POR MEIO DE CLORETO DE BENZOILA

Néao obtendo resuitados positivos nas tentativas de esterificagdo do -BOC-
Lys-OH, partiu-se para a sintese do éster da lisina e posterior tentativa de
protecdo da amina . O Experimento 24 foi realizado utilizando-se L-Lisina.
Procedeu-se a formagdo do éster metilico, como descrito, por metodologia ja
empregada, com bons resultados, nos experimentos 19 e 20. A tentativa de
protecdao da amina ¢ se deu por meio de alcilagao por cloreto de benzoila. Apos
verificar-se a formagao do éster metilico de lisina por meio de espectrometria de
IV, procedeu-se a tentativa de protecdo da amina g, como descrito (GREENE,
WUTS, 1999). A extragdo de CDM/agua realizada mostrou-se ineficiente, pois a
quantidade de composto obtido nao foi suficiente nem mesmo para andlises. A
extragcdo de agua/éter também ndo mostrou bom resultado, nao dispondo, assim,

de produto suficiente para a avaliagao estrutural.

5.1.4.6 SINTESE DO ESTER METILICO DA Boc-Lys(CIZ)-OH E
DESPROTEGAO DA AMINA o

Os resultados obtidos nos Experimentos 19 e 20 levaram ao estudo da
estabilidade do grupo protetor Boc. Segundo DHAON, OLSEN, RAMASAMY
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(1981), pode-se utilizar HCI para protegdo de grupos carboxilicos através de
esterificacdo e desprotecdo concomitante do grupamento Boc de aminas.
Realizou-se, entdo, o Experimento 25, partindo-se do Boc-Lys(CIZ)-OH solugéao de
metanol e SOCL. O composto obtido foi avaliado por RMN 'H (Espectro 17). A
auséncia de sinal entre 0,8 e 1,1 ppm no espectro de RMN H indica que o Boc foi
cindido durante a reagdo. O espectro ndo apresentou boa resolugédo, porém pode-
se verificar o sinal de formagao do éster sobreposto com a agua na regido de

3,6 ppm, que corresponde aos hidrogénios da metoxila.

= .-1[ |'t.¥. By

[
I

Espectro 17— RMN 'H (300 MHz, DMSO-ds, 5 ppm) do produto obtido no

experimento 24.
5.1.4 PREPARACAO DO DIPEPTIDIO Lys(CIZ)-Arg(Tos)-OMe.HCI

Esse experimento foi realizado como com o intuito de se obter o dipeptidio
Lys(ClZ)-Arg(Tos)-OMe, como intermediario de sintese de base de Mannich com o
NF. Inicialmente, sintetizou-se o éster metilico do Boc-Arg(Tos)-OH, com
desprotecdo da amina em « pela cisao do grupamento Boc. O produto obtido foi
avaliado por RMN 'H, comprovando a formagcdo do produto obtido pela
observacao da auséncia de sinal referente aos hidrogénios do Boc, entre 0,8 e
1,1 ppm e também pelo sinal dos prétons da metoxila em 3,73 ppm (Espectro 18).
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Procedeu-se, entdo, a reagdo de acoplamento com o éster obtido por meio de
EDC/DMAP. Foi feita extracdo de DCM e acetato de etila do composto obtido,
porém ambas as fragées apresentaram o mesmo perfil tanto cromatografico como
por RMN 'H e de ®C. E importante ressaltar que tanto os aminoacidos como o
éster sdo insoliveis em solugdo aquosa. Sendo assim, o material obtido nas duas
extragdes foi juntado e realizou-se lavagem com solu¢do saturada de NaHCOj3,
retirando, entdo, o material de partida que ndo havia reagido. O espectro de RMN
'H (Espectro 19) comprova a formagdo do Boc-Lys(ClZ)-Arg(Tos)-OMe pelos ao
duplo dubleto referente ao grupo protetor Tos em 7,6 e 7,3 ppm, sobrepostos aos
sinais do grupo protetor CI-Z, proveniente da Boc-Lys(CIZ)-OH, o sinal referente a
metoxila em 3,17 ppm do éster Boc-Arg(Tos)-OMe e o sinal referente ao
grupamento Boc em 1,22 ppm. Realizou-se, entdo, a desprotegdo do Boc da
amina o do Lys(CIZ)-Arg(Tos)-OMe. A analise por RMN *H (Espectro 20) mostra a
desprotecdo do peptideo pela auséncia de sinal relativo ao grupamento Boc. O
produto final da reagéo é o dipeptidio de lisina e argina protegido por éster metilico
na carbonila, grupo tosila na amina, referente a amina € da Arg e por Cl-Z, na
amina referente @ amina tsda lisina — Lys(ClZ)-Arg(Tos)-OMe. As atribuicdes

referentes aos hidrogénios do dipeptidio sdo apresentadas na Tabela VII.
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Espectro 18 — RMN 'H (300 MHz, DMSO-dg, 5 ppm) do Arg(Tos)-OMe.
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Espectro 19 — RMN 1H (300 MHz, DMSO-ds, & ppm) do Boc-Lys(ClZ)-
Arg(Tos)-OMe.

i

L E » i
bk . l ! l l ' |
} % | i I ' Ll )
R ri“i.;:flf seslas |z 8
o 1o a & I - 5

Espectro 20 — RMN 'H (300 MHz, DMSO-dg, 5 ppm) H do
Lys(CIZ)-Arg(Tos)-OMe.
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Tabela VIl — Atribuicées de RMN "H do Lys(CIZ)-Arg(Tos)-OMe

1,40-2,33 (m, 12H, Hqe, H1s, H1a, Ha3, Hag4 Has)*; 2,33 (s, 3H, Hag); 3,26-2,99 (m, 2H,

Has, H31); 3,17 (s, 3H, Hass); 3,38 (s, 1H, Hig); 3,62 (s, 1H, Hq7); 5,07 (s, 2H, Hg); 7,28

(d, J=7,8 Hz, 2H,H41, H3g)*; 7,35-7,46 (m, 4H, H3,H4, Hs, He)*; 7,63 (d, J=7,8 Hz, 2H,
Haz, Has); 8,59 (s, 1H, Hz1); 8,29 (s, 3H, Hq2)

*sinais sobrepostos

5.1.5 Sintese de Bases de Mannich

Tentou-se, primeiramente, sintetizar bases de Mannich com os aminoacidos
fenilalanina (Phe) e glicina (Gly). Sendo esses aminoacidos mais simples que os
aminoacidos propostos no projeto inicial, estabeleceriam condigcées reacionais a
serem empregadas com os aminoacidos Lys e Arg e peptideo Lys-Arg. No entanto
ndo foi possivel estabelecer metodologia que fosse extrapolada para os outros

aminoacidos.

5.1.51 SINTESE DA BASE DE MANNICH NF-Arg-OMe

Em uma primeira tentativa reagiu-se o NFOH com o Arg-OMe (Experimento
27), com o objetivo de obter a respectiva base de Mannich, porém a rea¢cdo nao
ocorreu, apresentando, por analise em CCD, manchas caracteristicas apenas ao
NFOH. Visto a dificuldade da reagdo entre o NFOH e aminoacidos, ja observada
anteriormente, partiu-se para a sintese de base de Mannich realizada “in situ”. No
Experimento 28 optou-se por fazer a reagdo de Mannich pela rota que utiliza o
meio acido para a formagao do derivado hidroximetilado. Acidificou-se o meio com
solugao de HCl a 10%, até pH 4 e 5, com o objetivo de facilitar a saida do OH do
NFOH e o ataque posterior do grupo aminico do aminoacido. Observou-se, por
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CCD, mistura de manchas relativas ao NF e NFOH no filtrado, além de banda
larga, que se considerou tratar-se, provavelmente, do inicio da formagdo de um
produto. O sdlido amarelo resultante da extragdo foi avaliado por RMN 'H,
observando-se presenga de grande quantidade de NF e muitos sinais de menor

intensidade, mal resolvidos, sem condigdes de atribui¢cao.

O Experimento 29 foi realizado de acordo com a metodologia descrita por
SRIDHAR e colaboradores (2001). Utilizaram-se quantidades equimolares de NF,
ArgOMe, com excesso de formaldeido em meio de acido acético. As analises por
CCD mostraram mudanc¢as no perfil a partir de 5 horas de reagdo. No entanto, a
reacdo nao foi interrompida, mantendo-a por 48 horas, para garantir a sua
completude. O precipitado amarelo escuro e o fitrado amarelo claro obtidos foram
avaliados por CCD. O precipitado mostrou perfil idéntico ao NF e o filtrado
apresentou duas manchas: uma com Ry igual ao NF e outra com Ry superior, que
seria, provaveimente, correspondente ao produto esperado. Partiu-se, entao, para
o isolamento do produto obtido. Primeiramente, tentou-se, sem sucesso,
cristalizagdao de éter. Esta ndo ocorreu mesmo apés o material ficar 2 dias em
repouso sob resfriamento em geladeira. Realizou-se, entdo, estudo para o
estabelecimento de melhor condi¢gdo de separagdo do produto obtido por meio de
coluna cromatografica de silica-gel. Esse estudo mostrou que com sistema
solvente MeOH:CHCI; (60:40) haveria boa separagdo entre o NF e o produto
obtido. Efetuou-se, entdo, separagao por coluna de silica-gel 60 (70:230 MESH),
utilizando-se como eluente MeOH:CHCl; (60:40). Com esse sistema, obteve-se
produto amarelo, o qual foi avaliado por CCD, mostrando-se aparentemente puro.
O produto foi evaporado e secado a pressao reduzida. Realizou-se, entdo, analise
de RMN 'H e de ®C. No Espectro 21 (RMN 'H) observa-se sinal em 4,62 ppm, e
no Espectro 22 (RMN '®C) observa-se sinal em 54,63 pm, referentes a ponte
metilénica, que caracteriza a formagao da base de Mannich. As demais atribuicées
do espectro de RMN 'H e de RMH '*C estio relacionadas nas Tabela VI e 1X
respectivamente. A formag¢ao do produto foi confirmada, também, por
espectrometria de massas (Espectro 23), observando-se o ion molecular em

398 m/z. E importante salientar, ainda, que a fragmentagdo do espectro de
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massas é de dificii compreensdo devido a carbonizagdo do material pelo
aquecimento da amostra. O ponto de fusdo encontrado para o produto obtido foi
de 194,8 °C. Apéds repetir o experimento calculou-se o rendimento que foi de
31,4%. E importante salientar que apesar do pouco rendimento obtido, o composto
foi sintetizado por metodologia diferente daquela proposta no projeto inicial. Por
esta, se propbs a sintese através de arginina protegida com grupamento tosila na
amina terminal. Essa metodologia alternativa foi empregada com base na maior
disponibilidade do éster metilico da Arg, do que da Arg-Tos.
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Espectro 21 - RMN 'H (300 MHz, DMSO-ds, 5 ppm) da NF-Arg-OMe.

Tabela XI — Atribuicdes de RMN 'H do NF-Arg-OMe

RMN "H (DMSO-ds), 300 MHz, 5= ppm

0,88 (q, J=6,45 Hz, 2H, Hig); 1,12 (m, 2H, Hsg); 1,35 (m, 2H, Hq7), 3,44

(M,2H, His)**; 3,35 (s, 3H, Hze)*"; 4,62 (t, J=5,31 Hz, 2H, H13); 6,62 (s,

1H, H12); 7,25 (d, J=3,96 Hz, 1H, Ha)*; 7,51 (s, 1H, Hg)*; 7,79 (m, 1H,
He)*; 7,81 (m, 1H, Ha)*; 10,90 (s, 1H, Ha1); 11,18 (s, 1H, Has)

*sinais sobrepostos, *sobreposicdo com agua
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Espectro 22 - RMN C (75 MHz, DMSO-de, 3 ppm) do NF-Gly-OMe.

Tabela IX — Atribuicdes de RMN °C do NF-Arg-OMe

39,39 (DMSO-dg); 24,15 (C16); 26,04 (C17); 51,35 (C2s); 52,70 (C13);
54,63 (C1s); 112,06 (C3); 115,23 (C4); 127,28 (Ce); 151,19 (Cs); 153,10
(C2); 155,78 (C20); 157,06 (Co); 170,70 (C22)

255 285313339 o00 395 423
200 300 400

100
Espectro 23 - Espectro de massas do NF-Arg-OMe.
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5.1.5.2 SINTESE DA BASE DE MANNICH NF-Lys-OEt

Como primeira tentativa reagiu-se o NFOH com o Lys-OEt
(Experimento 30), porém, novamente a rea¢cdo ndo ocorreu, comprovando a sua
dificuldade e a baixa reatividade dos compostos. Realizou-se, entdo, experimento
partindo-se do NF e do éster etilico da lisina. Esse experimento foi feito
simultaneamente ao Experimento 28, nas mesmas condi¢des, esperando em uma
primeira etapa a formagiao do NFOH e em uma segunda, a formacéo da base de
Mannich (Experimento 31). Analogamente ao observado no Experimento 28,
mediante CCD observou-se, além de NF e NFOH, banda larga, provaveimente
devido ao produto desejado. No entanto, apés a extragdo, verificou-se a
degradagdo do produto. Procedeu-se a outra tentativa, agora utilizando-se meio
de acido sulfirico como catalisador (Experimento 32). Apesar da reacao
apresentar formagao de produto diferente daquele de partida apés 30 minutos de
reacdo, ndo se conseguiu isolar o composto obtido, pois esse apresentou
degradagao apds sucessivas tentativas de cristalizagao.

Empregando-se as mesmas condigdes que aquelas utilizadas no
Experimento 29, efetuou-se o Experimento 33, segundo metodologia descrita em
SRIDHAR et al. (2001) A anadlise cromatografica permaneceu inalterada até
10 horas de reagdo, quando se verificaram os primeiros tragos de formacéo de
produto. A reagao foi continuada até o perfil cromatografico se tornar estavel, entre
74 e 80 horas de reacdo. Ao final, observaram-se duas manchas, uma referente
ao NF e outra com Ry, diverso, provavelmente relativa ao produto esperado.
Filtrou-se o meio reacional a pressao reduzida, obtendo-se precipitado amarelo
escuro, que mostrou Ry igual ao NF, e um filtrado amarelo oleoso, apresentando
duas manchas, como as descritas ao final da reagcdo. O material foi evaporado e
secado a pressdo reduzida. Partiu-se, entdo, para o isolamento do produto por
meio de cristalizagdo de MeOH/H;0. Obteve-se precipitado amarelo amorfo. Este,
na avaliagdo por CCD, apresentou perfil idéntico ao anterior. Realizou-se, entao,
estudo para a tentativa de isolamento por coluna de silica-gel. O sistema solvente

mais promissor para o isolamento por coluna foi CHCl;:MeOH:CH3COOH 85:10:3,
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que propiciou separagdo razoavel dos compostos. Por coluna cromatografica,
conseguiu-se separar pequena quantidade do produto aparentemente puro. Esse
composto foi secado a pressdo reduzida e avaliado por RMN 'H, confirmando-se a
formacdo do produto desejado (Espectro 24). O tripleto a 4,08 ppm,
correspondente a ponte metilénica entre o0 NF e o aminoéacido, caracteriza a
formagao da base de Mannich. Ademais, podem-se verificar os sinais referentes
aos outros hidrogénios da molécula, como o apresentado na Tabela X. O espectro
de RMN '3C foi realizado. Contudo, mesmo apé6s 24 horas de acimulo, os sinais
ndao se apresentaram evidentes. O ponto de fusdo do composto obtido foi de
171,6 °C. A reagao foi repetida, apresentando rendimento de 16%. Este pode ser
melhorado com a otimizagdo da sintese. A metodologia empregada apresenta-se
como alternativa para a sintese proposta no projeto inicial, que envolvia a
utilizagdo da lisina protegida pelo grupamento Boc na amina em e. Essa
metodologia permite diminuicdo no custo, visto que o prego deste tipo de
aminoacido protegido é extremamente alto.
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Espectro 24 - RMN 'H (300 MHz, DMSO-ds, 5 ppm) da NF-Lys-OFEt
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Tabela X — Atribuices de RMN 'H do NF-Lys-OEt

0,87 (t, J=5,9, 3H, Has); 1,01-0,99 (m, 2H, Hig); 1,29-1,16 (m, 4H, Hy7, H1e)*;

1,88 (M, 2H, H1q); 3,50-3,40 (m, 2H, He, H1s)*"; 3,63 (q, J=5,9, 2H, Hz4); 4,08

(m, 2H, H43); 5,75 (m, 2H, Hy2, H14); 6,61 (s, 1H, Hs); 7,23 (d, J=3,92 Hz, 1H,
Hs); 7, 78 (d, J=3,92 Hz, 2H, Has; 1H, He)*

*sinais sobrepostos, *sobreposigao com agua

Contudo, o uso de aminoacidos protegidos pode levar a formagéo da base
de Mannich com menor tempo e melhor rendimento, visto que com uma unica
amina livre ndo ha competicido entre os grupos reativos da molécula,

possibilitando a maior facilidade de reacao.

5.1.5.3 SINTESE DA BASE DE MANNICH NF-Lys(CIZ)-Arg(Tos)-OMe

A sintese para a obtengao da base de Mannich NF-Lys(CIZ)-Arg(Tos)-OMe
foi realizada conforme a metodologia empregada nos Experimentos 29 e 33, nos
quais se observou a formagédo dos produtos desejados. Partindo-se de NF e do
dipeptidio previamente sintetizado como descrito no Experimento 21, realizou-se a
sintese de Mannich. O tempo excessivo de reac¢édo foi, provavelmente, devido a
baixa reatividade dos reagentes. Os primeiros sinais de formacao do produto
foram visualizados ao final de 4 dias de reagdo. Apdés uma semana de reacgao,
interrompeu-se o experimento. Foi feita analise por CCD, que apresentou
manchas de um produto além de outra referente ao dipeptidio. O meio foi
evaporado a pressao reduzida com o intuito de isolar o composto obtido.
Realizando-se nova analise por CCD, observou-se, além das manchas ja
mencionadas, a presenga de NF. Foi efetuada, entéo, a ressuspensao do material
resultante em pequena quantidade de metanol. Como a melhor forma encontrada,
até o momento, para a separagao dos compostos foi a cromatografia por coluna,

esta foi utilizada visando encontrar o melhor sistema de separagdo. O sistema
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solvente mais promissor para o isolamento por coluna foi CHCl::MeOH (60:40).
Obteve-se composto oleoso, altamente higroscépico. Avaliado por RMN He
de C apresentou sinais em 4,25 ppm, como mostra o espectro de RMN 'H
(Espectro 25) e em 55,90 ppm, no espectro de RMN 3C (Espectro 26) , referentes
a ponte metilénica, que caracteriza a formagéo da base de Mannich. Os espectros
ndo se apresentaram com boa resolugdo devido as caracteristicas higroscépicas
do produto e também a quantidade de sinais que se sobrepéem. Apesar da
presenga dos sinais referentes a formag¢dao do produto desejado, as analises
realizadas, RMN 'H e de '*C, ndo s&o conclusivas para a caracterizagdo do
mesmo, necessitando, assim, de estudos mais aprofundados.
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6.10timizou-se a sintese do hidroximetilnitrofural, chegando-se a método de

obtengdao por meio de adicdo de formaldeido em duas etapas, com
rendimento de 61%, em 5 horas de reagéao.

6.2 A reagao com paraformaldeido com solventes apréticos ou nao-aproéticos
ndo foi bem-sucedida, observando-se a ocorréncia de degradacédo do
farmaco de partida.

6.3Sintetizaram-se os ésteres metilico de arginina e etilico de lisiha como
forma de protecdao do grupo carboxilico dos respectivos aminoacidos para
reagéo posterior com o nitrofural.

6.4 A sintese do éster metilico da Boc-Lys-OH néo foi bem sucedida devido ao
grupo protetor nao resistir as condigdes reacionais empregadas. Sintetizou-
se, entdo, o éster metilico do Boc-Lys(Cl-Z)-OH, com desprotecdo
simultdnea da amina «, pela cisdo do grupamento Boc.

6.5 Sintetizou-se o dipeptideo Lys(CIZ)-Arg(Tos)-OMe para posterior sintese da
base de Mannich proposta.

6.6 A melhor rota sintética para a preparacédo das bases de Mannich foi a que
emprega quantidades equimolares de NF e do aminoacido protegido na
forma de éster e excesso de formaldeido, em meio acido.

6.7 Por pemnitir a obtengdo dos produtos desejados, a utilizagdo dos
aminoacidos apenas protegidos na forma de ésteres metilico e etilico
mostrou-se como alternativa ao emprego de aminoacidos protegidos com
Boc e Tos.

6.8 Foram obtidas as bases de Mannich NF-Arg-OMe, Lys-OMe e NF-Lys(CI-
Z)-Arg(Tos)-OMe.
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7.1 Desprotecdo das bases de Mannich obtidas com aminoacidos e com o

dipeptideo Lys-Arg.

7.2 Ensaios de liberacdo do NFOH e das respectivas bases de Mannich por
eletroforese capilar.

7.3 Ensaios biolégicos dos produtos obtidos (com a colaboragdao do Prof. Dr.
Sérgio Albuquerque, Faculdade de Ciéncias Famacéuticas, USP, RP).

7.4 Ensaios de mutagenicidade (com a colaboragdo da Profa. Dra. Eliana

Aparecida Varanda, Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, UNESP, Araraquara).
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