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RESUMO

A esquistossomlase constitui grave problema de ordem sécio-econémica e de saiide
pubilica, pnncipalmente nas regides tropicais e subtropicais do mundo. Estima-se a
existéncia de 200 milh6es de pessoas infectadas, estando 600 milhdes em risco de
contrair a doenga. E causada por trematédeos do género Schistosoma, sendo a espécie
S. mansoni & unica encontrada no Brasil. Fatores como o aparecimento de cepas

resistentes e efeitos adversos causados por fdrmacos sdo relevantes para agravar o
controle da doenga. A oxamniquina é agente esquistossomicida bastante utilizado na
terapéutica brasileira contra S. mansoni. Embora seja relativamente bem tolerada, alguns
efeitos adversos ao nivel de sistema nervoso central, como convuisdes e alucinagdes,
tém sido relatados. Propbe-se o método de latenciagdo da oxamniquina, utilizando-se
poliacnloil e polimetacriloil denvados como 'transportadores e aminoacidos (acido
aminocaprdéico, acido gama-aminobutinico e glicina) como unidades espacgantes, com o
intuito de se obterem pré-farmacos poliméricos, permitindo prolongamento de agéo e
redugéo dos efeifos adversos. Resultados mostram a formagdo dos monémeros acrilico
@ metacrilico, sendo que ambos foram amplamente caractenzados. O copolimero, acido
poli(metacrilico-co-metacnlato de oxamniquina), foi caractenzado por espectrofotometna
no infravermelho e anélise térmica e difragdo por raios-X. O polfmero e copolimero,
denivados do monémero acrilico, ndo foram obtidos. Os denvados acriloilamidicos e
metacriloilamidicos dos aminoacidos foram obtidos com grau de pureza satisfatorio, mas
os denivados ligados & oxamniquina ndo foram obtidos até o momento. A modelagem
molecular elucidou os problemas relativos & oxamniquina e obtengdo de derivados. Um
derivado clclico da oxamniquina foi obtido por mecanismo inédito e que ainda esta sob
estudo. O grau de substituicdo do polimero foi determinado a fim de se vernficar a dose
efetiva. A atividade biolégica dos derivados acrilico, metacrilico e copolimérico foi
avaliada pelo método do oograma quantitativo e pela perfus@o de veias mesentéricas.
Resultados mostraram atividade para os monémeros acrilico e metacrilico quando se
utilizou metade da dose usual de oxamniquina. O copolimero ndo apresentou atividade
no periodo avaliado provaveimente em virtude de problemas relacionados a iiberagdo do
farmaco a partir da matnz polimérica.

iv



ABSTRACT

Schistosomiasis, a tropical disease that affects humans for millions of years, is among the
parasitic great incidence illness in subdeveloped countries. Even after all advances
gotten in the treatment and prevention, the disease still has significative numbers of
prevalence and morbity. The disease is directly associated with low acquisitive power, the
lack of information and bad sanitary and habitat conditions. The trematodes of
Schistosoma gender are considered the disease causing agents, and the most important
species that affect humans are S. mansoni, S. mekongi e S. japonicum, S. haematobium
e S. intercalatum; others species affect human less frequently .Oxamniquine is an
schistosomicide agent widely used in brazilian therapeutics against S. mansoni, due fo

low cost and good efficacy. Although the drug is relatively well tolerated, some adverse
effects in the central nervous system, as convulsions and alucinations have been
described. The latentiation method was proposed with the aim to achieve polymeric
prodrugs, allowing prolonged action and reduction of adverse effects. Polyacryloil and
polymethacryloil denvatives were choosed to be the carriers and aminoacids
(aminocaproic acid, gama-aminobutynic acid and glycine) were used as spacer groups.
The acrylic and methacrylic prodrugs were obtained and a complete charactenization was
performed. The copolymer, poly (methacrylic-co-oxamniquine methacrylate) acid, was
charactenzed by infrared spectrometry, thermal analysis and X-ray difratometry. The
polymer and copolymer of the acrylic prodrug were not obtained. Although the
oxamniquine prodrugs were not obtained yet, the acrylamidics and methacrylamidc
derivatives of aminoacids were achieved with high punty degree. The molecular modeling
solved some problems related to the oxamniquine's spacial structure and the obtention of
its derivatives. An oxamniquine’s cyclic derivative was achived by an unpublished
reaction and still remains under research. The substitution degree of the copolymer was
determined to determine the efective dose. The biological activity of the acrylic,
methacrylic prodrugs and copolymer was evaluated by the quantitative oogram method
and mesenteric blood vessels perfusion. Results show activity for the prodrugs, but not
for the polymeric prodrug.
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Apresenta¢do 2

1.1 INTRODUCAO

De acordo com as estatisticas da Organizagdo Mundial da Sadde
(WHO, 2003), parasitas s&@&o a maior causa de morte humana em relagéo a
qualquer outra doenga, perdendo apenas para AIDS e tuberculose (que
infectam um ter¢co da populagdo mundial, sendo responsaveis pela taxa de
2-3 milhdes de mortes anualmente). Estimativas revelam que, pelo menos
10% da populagao mundial sofrem de alguma helmintiase, com as maiores
infecgbes causadas por aproximadamente 25 das 342 espécies de heimintos
sabidamente associados aos seres humanos (Hirst, Stapley, 2000). A
maioria das pessoas afetadas & de baixo poder aquisitivo, sobretudo
cnangas, onde a morte associada as helmintiases é esperada antes que elas
completem o quinto ano de vida (Crompton, 1999).

A esquistossomiase” (Kassai et al., 1988), mal que aflige 0 homem ha
milhares de anos, esta entre as doengas parasitarias mais importantes do
mundo subdesenvolvido. Mesmo depois de todo o avango conseguido no
tratamento e prevengdo, ela ainda amarga numeros significativos de
prevaléncia e morbidade (WHO, 2003). E doen¢a comportamental, na quai
pessoas se expdem a infecgdo por cercarias, fundamentada pela falta de
escolha e disponibilidade de suprimentos de agua seguros para propdsitos
recreativos e domésticos, além da falta de condigcoes sanitarias e de moradia
(Menezes et al., 1993; Hagan, 1998).

A doenca é causada por trematddeos do género Schistosoma, cujas
espécies mais importantes que infestam humanos sédo S. mansoni, S.
mekongi e S. japonicum, S. haematobium e S. intercalatum; outras espécies
afetam humanos menos freqientemente (Fritsche, Smith, 1999). A doenga
ataca primeiramente os sistemas intestinal ou urindrio, dependendo das
espécies envolvidas, e é causa da alta morbidade em paises da América do

* Denominacio oficial adotada pela Associacio Mundial para o Avanco da Parasitologia
Veterindria.

Roberto Parise Filho



Apresentacdo 3

Sul, Asia e principaimente a Africa (James, Colley, 1995; Chitsulo ef al.,
2000).

Esta parasitose é caracterizada por perfil de intensidade fortemente
relacionada a idade, com infecgdes graves acometendo adolescentes e,
geralmente, infecgdes brandas em adultos (Yazdanbakhsh, Deelder, 1998).
Estima-se que cerca de 500.000 mortes sejam anuaimente associadas a
esquistossomiase. Esta mortalidade € devida, em sua maior parte, ao cancer
de bexiga ou insuficiéncia renal, relacionados a esquistossomiase urinaria e
a fibrose do figado e hipertensao portal, relacionadas a esquistossomiase
intestinal (WHO, 2003).

No mundo, estima-se a existéncia de 200 milhdes de pessoas
infectadas, estando 600 milhdes em risco de contrair a doenga (WHO,
1998b; Sparg et al., 2000). A esquistossomiase € endémica em mais de 74
paises (Butterworth, Davidson, 1999) e territérios, distribuidos nas Américas
Central e do Sul, Africa, Filipinas, Tailandia, [ndia e leste do Mediterraneo,
onde atinge as regides do delta do Nilo, além dos paises Egito e Sudao
(WHO, 1998b). No Brasil, @ considerada endemia em franca expansao,
abrangendo 19 estados, que vao desde o Maranhdo até Minas Gerais, com
certa penetragdo no Espinto Santo, além de casos isolados no restante do
pais. Em 1990, aproximadamente 30 milhdes de pessoas estavam sob ©
risco de adquirir a doenga. Apesar de subestimada, a taxa de mortalidade
por esquistossomiase no Brasil tem apresentado um declinio, passando de
0,67 em 1977, para 0,35 em 1995 (Guia de vigilancia, 1998; Doengas
infecciosas e parasitarias, 1998).

As atividades de controle, embora aparentemente bem elaboradas,
parecem ser geralmente ineficazes pela multiplicidade de fatores envolvidos
e por nao oferecerem promessa realista de controle sustentavel e definitivo
(Ferreira, Coutinho, 1999). Estes fatores deslocam para a quimioterapia a

Roberto Parise Filho
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importante e cruciat responsabilidade de preven¢ao, contengio e tratamento
da doenga (Coura, 1995; Cioli, 1998; WHO, 1998a).

Embora o Brasii tenha esquema de tratamento para a
esquistossomiase mansobnica (Unica espécie encontrada no pais)
representada pela oxamniquina e o praziquantel, estes estio tomando-se
cada vez mais inadequados para o objetivo almejado. Suas agdes sdo
frequentemente limitadas pelo surgimento de resisténcia (Bruce et a/., 1987;
Cioli et a/.,1989; Cioli et al.,1992; Fallon, Doenhoff, 1994; Cioli et al., 1995;
Coelho et al., 1997), embora ainda nao suficientemente detectada para o
praziquantel (Coura, 1995; Cioli, 1998; Ismail et al/, 1999, Kusel, Hagan,
1999) e seus usos, devido aos efeitos adversos provocados no organismo
(Shekar, 1991; Cioli et al., 1995; WHO, 1998a).

Atualmente, existem pesquisas direcionadas ao desenvolvimento de
vacinas para doengas helminticas e protozodrias como a malana,
leishmaniase e a propria esquistossomiase, mas apesar de os avangos
durante a ultima década, ainda nao se tém resultados satisfatérios para a
produgdo em larga escala (Cook, 1991; WHO, 2003).

Sob estas circunstancias, farmacos alternativos, que possuam bom
espectro, boa tolerabilidade e que nao sejam toéxicos, devem ser
desenvolvidos para alcangar-se a cura definitiva (Shekar, 1991). Uma
solugdo seria o planejamento racional de novos farmacos, mas este constitui
meétodo oneroso e que dispende longo tempo para avaliar a seguranga do
novo medicamento. Em doengas como a esquistossomiase, que acometem
pessoas de baixo poder aquisitivo e de terceiro mundo, a inviabilidade na
produgao de novo medicamento torna-se ainda maior, pois nao & processo
economicamente atrativo para as indldstrias farmacéuticas. Assim, segue-se
uma das recomendagdes da OMS em proceder-se alteragdes nos farmacos
ja existentes com a finalidade de obter-se melhorias nas propriedades, na

Roberto Parise Fitho
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atividade e no desempenho do farmaco no organismo (Yevich, 1996; WHO,
1998b).

A latenciacdo é método promissor que consiste na transformacédo
quimica de farmacos ativos em derivados inativos (pré-farmacos) que
convertem-se ao farmaco protétipo dentro do organismo (Bundgaard, 1985;
Friis, Bundgaard, 1996; Chung, Ferreira 1999). Uma maneira de se obter tais
pro-farmacos é ligar um farmaco a uma estrutura polimérica ou oligomérica
por meio de ligagio labil (Ringsdorf, 1975; Ouchi, Ohya, 1995; Patel ef al.,
1997). A meta deste procedimento € melhorar o tratamento terapéutico.
Agentes farmacoldgicos sdo principalmente compostos de baixa massa
molecular que rapidamente penetram em varios tipos de células e séo
excretados rapidamente do corpo. Doses maiores e repetidas devem ser
dadas com o intuito de manter o efeito terapéutico e isto, conseqiientemente,
aumenta os efeitos adversos (Kalcic et a/.,,1996). O uso de pro-farmacos
poliméricos nos quais farmacos sdo covalentemente ligados a matriz
polimérica garantem liberagdo controlada do farmaco, reduzindo a dose
requerida e, por melhorar a localizagdo do farmaco, diminui os efeitos
toxicos (Ouchi, Ohya, 1995; Wermuth, 1996; Yura ef a/., 1998).

Roberto Parise Filho
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1.2 OBJETIVOS E JUSTIFICATIVA

A oxamniquina, além dos efeitos adversos mais comuns como
tonturas, cefaléia, nauseas e sonoléncia, pode provocar, em pacientes
sensiveis, alucinagbes e até mesmo convulsbes. Estes efeitos adversos,
bem como o aparecimento de resisténcia, podem ser prevenidos pela
obtengéo de pro-farmacos.

De acordo com os argumentos anteriormente expostos, propde-se 0
método de latenciagdo da oxamniquina, utilizando polimeros como
transportadores, para obtengao de pré-farmaco que atue no organismo com
melhor tolerabilidade, menores efeitos adversos e biodisponibilidade étima.

Na obtengdo destes pro-farmacos, serdo utlizados polimeros
bioestaveis como transportadores, Entre eles, podem-se citar os derivados
do &cido acrilico e metacrilico que sdo biocompativeis, nao toéxicos, nao
carcinogénicos e os produtos de eliminagdo sdo sollveis nos fluidos
biolégicos, ocasionando facil eliminagdo pelos rins.

Pretende-se utilizar espagantes entre o farmaco e o polimero com o
intuito de aumentar a flexibilidade e mobilidade da molécula e minimizar o
impedimento estérico dos grupos vizinhos, facilitando a clivagem enzimatica
e a agao farmacoldgica.

Os espacgantes selecionados para este estudo (acido aminocapréico-
ACA, acido amibutirico-GABA e a glicina-Gly) s&o aminoacidos e
apresentam, em sua estrutura, numeros variaveis de carbonos, com apenas
dois grupos funcionais: um amino e outro acido. Dois criténios foram
utilizados para a selegdo dos aminoacidos: o tamanho da cadeia carbdnica
(ACA com 6 carbonos, GABA com 4 carbonos e Gly com 2 carbonos) e a
disponibilidade de grupos funcionais para ligagéo do farmaco ao polimero.
Destaca-se a utilizagdo do espagante GABA por suas possiveis

Roberto Parise Filho
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2.1 ESQUISTOSSOMIASE

2.1.1 GENERALIDADES

A esquistossomiase é doenga existente desde muitos séculos atras. E,
pelo menos, tao antiga quanto a prépria civilizagdo egipcia. Existem referéncias a
doenga em papiros @ mumias egipcias, além de inscrigbes babilonicas datadas
do século X. De fato, relatos indicam que a esquistossomiase era comum por
volta de 2000 a.C. (FIGURA 1) (Jordan, 2000).

FIGURA 1 - Hieroglifo egipcio proveniente do Papiro de Ebers (1500 a.C.),

representando a doenca aaa — atualmente interpretado como
hematuria (Fonte: Jordan, 2000).

Foi o alemao Theodor Bitharz, em 1852, quem descreveu pela primeira
vez o agente etiolégico da esquistossomiase, ao qual, primeiramente deu o
nome de Distoma haematobia (Shekar, 1991). Posteriormente, Weinland
denominou o0 mesmo helminto de Schistosoma, uma vez que o macho apresenta
o corpo fendido (schisto = fenda; soma = corpo), sendo este género aceito até
hoje (Neves, 1988). |

A esquistossomiase originou-se primeiramente na Africa. As espécies do
género Schistosoma chegaram as Américas durante o trafico de escravos e com
os imigrantes orientais e asiaticos (nos quais foram detectados numerosos
individuos parasitados pelo S. japonicum e S. haematobium). Entretanto apenas
o S. mansoni aqui se fixou, seguramente pelo encontro de bons hospedeiros

intermedidrios e condigbes ambientais semelhantes as da regido de origem
(Loureiro, 1989).
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No Brasil, a doenga é popularmente conhecida como “xistose”,
‘barriga-d’agua” ou *mal do caramujo”, atingindo milhdes de pessoas, numa
das maiores regites endémicas dessa doenga em todo o globo terrestre
(Neves, 1988). Varias espécies de caramujos do género Biomphalaria sp
servem como hospedeiros intermediarios. Na Africa, por exemplo, o S.
mansoni é transmitido pelo B. alexandrina, B. pfeifferi, B. camerunensis e
outras espécies pouco conhecidas. O hospedeiro intermediario mais
importante nas Américas é B. glabrata, com B. tenagophila e B. straminea
representando papel mais restnto na transmissao (Basch, 1976; Knight et al.,
2000).

Por ser doenga crbnica, é raramente diagnosticada em estagios
recentes e torna-se problema ao desenvolvimento de homens e mulheres
durante os anos mais produtivos de suas vidas. Esta particularmente
associada aos esquemas de desenvolvimento agricola e hidrico. Doenga
tipica de populagbes de baixo poder aquisitivo que nao tém acesso as
medidas de prevengao efetiva e vivem em condigbes que favorecem a
transmissao (Engels ef al., 2002).

2.1.2 EPIDEMIOLOGIA

Embora esforgos tenham sido feitos para se avaliar o numero de
pessoas infectadas e sob risco de infecgdo, fatores como a natureza da
transmiss@o e a falta de questionario sistematico tornam os dados de
prevaléncia dificeis de serem obtidos. Estimativas precisas tomam-se ainda
mais problematicas quando se trata do nimero de pessoas efetivamente
afetadas (Hagan, 1998). No entanto, calcula-se a existéncia de cerca de 200
a 300 milhdes de pessoas infectadas por todas as espécies de Schistosoma,
estando cerca de 652 milhdes sob risco de contrair a doenga e 500.000
mortes por ano s&o relatadas (Gibbons, 1992; WHO, 2003). Baseados
nestas estimativas, 85% do numero de pessoas infectadas estdao no

continente africano (Chitsulo et al., 2000, Engels et al., 2002).

e Roberto Parise Filho






Revisdo da Literatura 12

Enquanto existem argumentos para que o otimismo seja cauteloso,
quanto a situagdo global, muitas dificuidades ainda restam. Apesar de as
atividades de controle resultarem em declinio do nimero de casos de
esquistossomiase, mudangas ambientais ligadas ao desenvolvimento de
recursos hidricos, ao aumento da populagdo e aos movimentos
populacionais tém levado a disseminagdo da doenga em regides de baixa ou
nenhuma endemicidade, particularmente na Africa sub-Saara (Engels ot a/.,
2002). Exemplo disso é que, apds a construgdo da barragem do Diama na
bacia do Rio Senegal nos anos 80, houve disseminagdo dramatica da
esquistossomiase intestinal nas regides de Mauritania e Senegal, que ainda
nado foi controlada (Ernould, Sellin, 1999). Entre 1950 e 1990, o numero
mundial de barragens cresceu de 5.000 para mais de 36.000, com o
conseqiiente aumento da esquistossomiase. Reflgios e migragdes
populacionais na Africa também introduziram esquistossomiase intestinal na
Somalia e recentemente em Djibout (Southgate, 1997, WHO, 2003;
Magnussen, 2003).

Estudos conduzidos no Egito, em 1992, estimaram a prevaléncia da
infecgdo de S. mansoni e S. haematobium, em areas recuperadas
destinadas a agricultura. Quando comparado com estudo prévio conduzido
em 1985, a prevaléncia da infecgdo de S. mansoni em areas recuperadas no
Egito, cresceu de 21,7% para 42,1% nos ultimos sete anos, enquanto que o
S. haematobium diminuiu de 7,8% para 1,7%. Estas tendéncias podem
resultar das mudancas na pratica de irrigagdo ou outras alteragdes no
ambiente local. HaA o risco da esquistossomiase tornar-se problema de
saude publica em areas recuperadas se medidas de controle ndo forem
tomadas (El-Sayed et al., 1995).

Em algumas partes do mundo, guerras civis e migragdes forgcadas
contribuiram para derrubar os esforcos de controle, ocasionando a
disseminagao da doenga (Hagan, 1998).
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No Brasil, o rapido crescimento das cidades e também a faita de
recursos impedem que as atividades sanitarias, como suprimentos seguros
de agua e rede de esgoto adequada, cheguem as areas pen-urbanas. Se
toda a populagdo tivesse acesso a infra-estrutura adequada, a
esquistossomiase estaria erradicada. Entretanto, as grandes obras, que
ficam escondidas, ndo tém interesse politico. Em compensagio, programas
baseados na quimioterapia tém contribuido para o declinio de casos graves
da doencga, apesar de estimar-se que quase 8 milhdes de pessoas ainda
estejam infectadas (Hagan, 1998). A mortalidade devido a esquistossomiase
reduziu em 56% entre 1979 e 1997. Em criancas de 0-14 anos, o0
decréscimo foi de quase 87%. Entre 1984 e 1997, hospitalizagbes devido a
esquistossomiase diminuiram cerca de 43% em todas as faixas etarias
(WHO, 2003).

E conhecido que mudangas ambientais e climaticas podem influenciar
fortemente na endemecidade de doengas ocasionadas por caramujos (Van
Jaarsveld, Chown, 2001). Conforme mencionado anteriormente, a
constru¢do de barragens e represas, especialmente no continente africano,
sem duvida nenhuma, gerou grande deslocamento na epidemiologia da
esquistossomiase. Atualmente, a tendéncia mundial € a elaboragdo de
“mapas de risco”. Estes mapas sao modelos de transmissdo que cruzam
dados epidemiolégicos e biolégicos do vetor com informagdes ambientais
através de sistemas de informagdes geograficas (SIG) e levantamentos por
satélites (Malone et al., 2001). Algumas regides do mundo, incluindo o Brasil,
ja estdo montando seus mapas de avaliagdo de risco da esquistossomiase
(Bavia et al., 2001). No entanto, outras areas de grande endemecidade,
como a Africa, possuem poucos estudos neste contexto (Brooker, 2002) .
Cientistas enfatizam que estas técnicas sdo ferramentas potenciais para
programas de controle do parasita e podem tornar-se Uteis na predigéo de
epidemias relacionadas as variaveis ambientais (Bergquist, 2001; Brooker,
2002).

Roberto Parise Filho



Revisdo da Literatura 14

2.1.3 MEDIDAS DE CONTROLE

As estratégias de controle da esquistossomiase devem ser
planejadas observando as particularidades de cada pais endémico, de
acordo com seus objetivos, recursos e capacidade gerencial do
Ministério da Saude, respeitando diferengcas ao nivel local, regionai e
nacional, visando reduzir morbidade e controlar a transmissao (WHO,
1993). Programas de controle nacional tém sido instituidos em varios
paises e muitos deles tém tido sucesso na redugédo do impacto geral
das doencas em suas areas endémicas (Giboda, Bergquist, 1999;
Zhang, Wong, 2003; Magnussen, 2003). Entretanto, os custos destes
programas sdo bastante altos, 0 que ndo os tornam acessiveis a todos
0s governos ou mesmo comunidades (Guyatt, 2003).

O organograma do controle da esquistossomiase esta representado
de maneira geral na FIGURA 3. Segundo Katz (1999), dois aspectos sao
essenciais no controle da doenga: morbidade e transmisséo. Para o controle
da morbidade, que visa diminuir o aparecimento de casos da forma grave, 0
diagndstico e tratamento sdo suficientes. Ja para o controle da transmisséo,
que visa interromper o ciclo evolutivo do parasita, apenas o tratamento é
insuficiente. S&0 necessarias obras de infra-estrutura sanitaria,
possibilitando suprimentos adequados de agua, obras que modifiquem ©
meio ambiente e a correta eliminagdo de dejetos, impedindo que os mesmos
contaminem os recursos hidnicos. Qutra medida importante é a educagao
sanitaria, fazendo com que a populagdo se conscientize do problema e
também modifique seu comportamento.
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a larva, o miracideo. Para sobreviver, a larva precisa encontrar um caramujo.
Encontrado, o miracideo divide-se neste hospedeiro em varios ciclos, para
eventualmente produzir milhares de novos parasitas (cercanas). Estas novas
entidades sao liberadas do caramujo para ambientes hidricos e com
bastante luminosidade. As cercarias, pelo emprego de uma enzima
proteolitica, denominada elastase cercariana (McKerrow, Salter, 2002),
penetram em questdo de minutos (7-10) na pele de humanos e outros
mamiferos, transformando-se em esquistossémulos. Apos trés dias atingem
a corrente sanguinea e sao levados aos pulmdes pela pequena circulagio. A
partir do oitavo dia de infecgdo, os vermes adultos, macho e fémea,
deslocam-se para o sistema porta-hepatico. Em torno do vigésimo quinto
dia, os vermes amadurecem, acasalam-se e migram para as veias
mesentéricas inferiores, onde as fémeas iniciam a oviposigao (200 a 2000
ovos). Os primeiros ovos sao vistos nas fezes apos 0 quadragésimo dia de
infecgdo. O processo de migragdo e maturacdo pode levar de 4 a 6
semanas, dependendo do hospedeiro e parasita envolvidos. Durante este
tempo, varias mudangas morfolégicas, fisiolégicas e bioquimicas ocorrem no
parasita, permitindo adaptagéo frente aos vanos tecidos do hospedeiro.
Muitos ovos passam através da parede intestinal ou da bexiga e séo
descartados nas fezes ou urina. O ciclo biolégico é compietado quando os
ovos eclodem e liberam os miracidios que por sua vez, reinfectam outros
caramujos de agua fresca. Por outro lado, ao invés de serem excretados
pelo hospedeiro, alguns ovos podem alojar-se nos tecidos pelos quais
passam. Mais do que o parasita por si, € a presenga destes ovos retidos e,
em particular, a resposta inflamatéria aos ovos alojados no figado, bexiga ou
ureteres, que sdo responsaveis por grande parte da patogenia associada a

esquistossomiase (Neves, 1988; McManus, 1999).

Nas suas localizagdes preferenciais no organismo, 0os vermes causam
pouca ou nenhuma resposta inflamatéria. Os ovos s@o depositados nas
menores vénulas que consigam acomodar um verme fémea, onde originam

forte resposta granulomatosa que resulta na extrusdo dos ovos para o lumen
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intestinal ou para bexiga. A patologia esta principalmente relacionada com
os locais de oviposi¢gdo, nimero de ovos depositados e a reagdo do
hospedeiro aos seus antigenos. Os sintomas da esquistossomiase resultam
primariamente da penetragdo da cercaria (dermatite cercariana), inicio da
postura de ovos (esquistossomiase aguda ou febre de Katayama) e como
complicagbes de estagios posteriores de proliferagdo tecidual e reparo
(esquistossomiase crdnica) (Fritsche, Smith, 1999).

A doencga é diagnosticada tanto pela presenga de sangue na urina
(esquistossomiase urinaria), levando eventuaimente ao cancer de bexiga ou
problemas renais ou, no caso da esquistossomiase intestinal, por sintomas
atipicos iniciais como diarréia (sanguinolenta) intermitente, que pode levar a
graves complicagbes hepaticas e esplénicas. Pessoas tornam-se
profundamente debilitadas pela doenga. Estes fatores, portanto, causam
sérias conseqléncias no desenvolvimento socio-econdmico de regides
tropicais e subtropicais (Hagan, 1998; WHO, 2003).

No caso da esquistossomiase intestinal, os vermes residem nos
vasos mesentéricos inferiores do intestino. Na esquistossomiase urinaria,
eles vivem nos vasos sanglineos da bexiga. Apenas cerca da metade dos
ovos sdo excretados nas fezes (esquistossomiase intestinal) ou na urina
(esquistossomiase urinaria). O restante & encontrado nos tecidos corpéreos
onde formam o chamado granuloma, que consiste na substituigdo gradual do
tecido de origem (seja do intestino, bexiga ou qualquer outro tecido) por
colageno, resultando em fibrose e cicatrizagéo (Fritsche, Smith, 1998).

Entretanto, existem varos relatos de localizagdes ectdpicas,
representadas pela infestag3o por parasitas no fiuido broncoalveolar (Abdulla et
al, 1999), neuroesquistossomiase, (Fowler, 1999, Lambertucci et al., 2000;
Junker et al., 2001; Mosunjac et al., 2002) e esquistossomiase do trato genital
masculino e feminino (Soans, Abel, 1999; Poggensee ef al., 1999; Mosunjac ef

al., 2002).
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Estudos tém sido realizados com o intuito de se verificar a existéncia
de sensibilizacdo do feto frente aos antigenos e anticorpos helminticos
durante a gestagio. Aliados a estes estudos, existem outros onde pretende-
se avaliar quais implicagdes ocorreriam ao sistema imune de criancas frente
a doengas como a AIDS e a tuberculose. E conhecido que a memdria
imunologica adquirida durante uma gestag&o acometida por helmintos,
parece levar a diminuicdo da imunidade do tipo 1, aquela induzida por
vacina. Mas ainda nao se sabe 0 que poderia ocasionar esta baixa
imunidade em relagcdo a outras doengas infecciosas. Investigagcbes
imunolégicas devem ser realizadas para obter-se maiores informagoes
(Markus, Fincham, 2000; Markus, Fincham, 2001).

2.1.5 DIAGNOSTICO DA PATOLOGIA

O diagnéstico da esquistossomiase, aos niveis de estudos individual e
epidemioldgico, é realizado através de técnicas parasitolégicas (método
direto), como a demonstragdo de ovos nas fezes (Eberl ef al., 2002) e, por
testes sorologicos (método indireto) que incluem a detecg¢ao de anticorpos
especificos ou doseamernto de antigenos circulantes (Yazdanbakhsh,
Deelder, 1998; Fritsche, Smith, 1999). No caso de infecgdes graves, onde
existe alta descarga de vermes, acompanhada peia alta excregéo de ovos, 0
diagnéstico por técnicas parasitologicas é relativamente facil. Mas, quando
as infecgdes sdo relativamente brandas, a demonstracdo de ovos nas fezes
pode ser muito dificil. A baixa sensibilidade do método, o requerimento de
técnicas de concentragao como filtracdo e sedimentacdo, e a necessidade
de exames repetitivos tornam o exame direto demorado e dispendioso,
inviabilizando a utilizagdo do método para estes casos (Van Lieshout et al.,
2000; Zhu et al., 2002).

Assim, os testes sorolégicos ou indiretos podem ser Gteis para avaliar
pessoas que sao suspeitas por terem viajado para areas endémicas ou
provenientes das mesmas, aquelas nas quais os exames de fezes ou de
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urina apresentam-se negativos, embora em risco de infecgio e também para
a monitorizagdo da resposta ao tratamento. Ou seja, infeccdes leves e
recentes podem ser identificadas facilmente por estes métodos, tendo em
vista sua alta sensibilidade (Fritsche, Smith, 1999). Nestes casos sdo usados
dois métodos para o diagnoéstico: o ELISA (Ensaio Imunoabsorvente Ligado
a Enzima), que demonstra anticorpos IgG direcionados contra os antigenos
sollveis de ovos de S. mansoni; e o IFA (Ensaio de Imunofluorescéncia),
que é usado para demonstragdo de anticorpos IgM, direcionados contra
antigenos encontrados no estdmago do verme, o que torna este método
sensivel inclusive para estagios iniciais. A detecgdo de anticorpos é
provavelmente o0 método mais valioso para determinag¢ao de resposta imune
do hospedeiro em estudos epidemiolégicos. Apesar da alta sensibilidade e
especificidade na detecgao de anticorpos, uma desvantagem importante é o
fato de os niveis de anticorpos geralmente nao informarem nada sobre a
intensidade de infecgao e niveis elevados de anticorpos serem ainda
detectaveis muitos anos apos o tratamento (Yazdanbakhsh, Deelder, 1998;
Van Lieshout et al., 2000).

Outro método sorolégico é a detecgdo de antigenos circulantes.
Parasitas vivos excretam vanos antigenos diferentes na circulagdo do
hospedeiro. Estes antigenos podem ser classificados de acordo com o
estagio de desenvolvimento do parasita: antigenos cercarianos, antigenos
dos ovos e antigenos do verme adulto, sendo estes uitimos, os principais. A
maioria das pesquisas tém se concentrado em dois glico-conjugados:
Antigeno Circulante Anddico (CAA) e Antigeno Circulante Catddico (CCA)
(Deelder et al., 1994). Sdo antigenos produzidos pelo epitélio estomacal do
verme adulto e encontrados na urina, soro, leite (somente CCA), figado, nins
e bago (Van Lieshout ef al., 2000) do hospedeiro. Estes antigenos s&o
detectaveis aproximadamente de 3 a 5 semanas apods infecgdo, dependendo
de sua intensidade. Apds tratamento, os niveis de antigenos decrescem
rapidamente. Além disso, varios estudos demonstram correlagao significante
entre o nivel de antigeno e o nimero de vermes adultos.

Roberto Parise Filho






Revisdo da Literatura 23

Compostos antimoniais de varios tipos foram, certamente, os medicamentos
disponiveis mais usados até a Segunda Guerra Mundial (Brindley, 1994),
quando entdo a lucantona foi introduzida na pratica clinica. Na verdade, o
uso dos antimoniais foi descontinuado devido ao baixissimo indice
terapéutico, perfii que estda sendo melhorado pelo uso do composto
encapsulado em lipossomas (Melo et al., 2003).

Um periodo de progresso intenso comegou nos anos 60, com a
introdugdo do niridazol, hicantona, oxamniquina e metrifonato. Nos anos 70,
houve grandes avangos na area da esquistossomiase com a descoberta do
amoscanato, do oltipraz e 0 mais importante, do praziquantel. Algumas
pesquisas empregaram o método da latenciagdo para aprimorar a atividade
terapéutica da oxamniquina e diminuir seus efeitos adversos mediante uso
de resinas de troca idnica (Korolkovas & Silveira, 1972) e de alguns tipos de
polimeros (Silveira & Korolkovas, 1981). Desde entdo, nenhum outro avango
terapéutico foi alcangado, provavelmente por dois fatores: a disponibilidade
de um farmaco relativamente efetivo e seguro; e a falta de investimentos no
desenvolvimento de novos farmacos, provavelmente relacionado ao tipo de
populagao afetada (Cioli et al., 1995).

Estudos recentes demonstram  atividade esquistossomicida
promissora do imunossupressor ciclosporina A. A caracteristica interessante
do efeito esquistossomicida é que o farmaco parece ter propnedades
profilaticas que duram por muito tempo (mais de 100 dias), o que pode
fornecer oportunidade Unica para sobrepor a necessidade de tratamentos
repetitivos (Bout et al., 1984). Embora seu aito custo exclua o uso difundido,
investigagbes estdo sendo realizadas com o intuito de se elucidar o
mecanimo de agdo e possiveis efeitos adversos (Cioli, 1998; Doenhoff et al.,
2000)

Outros farmacos reconhecidos por suas propriedades antimalaricas,
como as lactonas sesquiterpénicas (ginghaosu, artemeter, artesunato e
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arteter) tém sido também testados contra esquistossomas in vitro, em
animais e em pacientes. (Shuhua, Catto, 1989; Shuhua et al., 1995; Li et al.,
1996; Shuhua, Chollet et al, 2000). Estes compostos mostraram boa
atividade profilatica, especialmente contra esquistossomas imaturos
(esquistossomulos) de S. japonicum e S. mansoni (Shuhua, Utzinger et al.,
2000). Apresentaram também efeitos esquistossomicidas contra outras
espécies de Schistosoma (Yuanqing ef al., 2001; Shuhua, Binggui et al.,
2002) e ocasionaram efeitos adversos leves nos ensaios clinicos. Pelo fato
de que estes farmacos sao utilizados no tratamento da malaria, o uso contra
esquistossomiase deve ser avaliado frente ao risco de promover cepas
resistentes de Plasmodium sp (Shuhua, Booth et al., 2000; Shuhua, Utzinger
et al., 2001; Shuhua, Tanner, et al., 2002).

O uso de plantas com fins terapéuticos é conhecido desde muitos
anos. Estudo recente, realizado na Africa, revelou propriedades
esquistossomicidas de varias plantas africanas. Entre elas podem citar-se
Berkheya speciosa, Euclea natalensis e Trichilia emetica que mostraram-se
letais aos esquistossOmulos de S. haematobium (Sparg et al., 2000).
Algumas plantas do cerrado brasileiro também apresentaram atividade,
desta vez moluscocida, contra o caramujo Biomphalaria glabrata (Bezerra et
al., 2002).

O uso de compostos que interferem com a sintese de certos tipos de
esterbides representa método potencialmente interessante na pesquisa de
farmacos esquistossomicidas. Alguns testes preliminares in vitro produziram
resultados promissores. Embora a sintese e a fun¢do destes esterdides em
esquistossomas ainda ndo estejam estabelecidas, parecem ser aivo
bastante atrativo, principalmente por ndo se encontrarem no hospedeiro
(Foster, 1996; Cioli, 1998).

Estudos mostraram que o horménio neuropeptidico somatostatina,
usado para tratamento de varizes esofagianas e redugdo da pressédo portal,
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A quimioterapia da esquistossomiase pode estar agora num ponto
crucial. Poucos farmacos estdo disponiveis para o tratamento da
esquistossomiase (Silveira, 1981). Apenas os farmacos oxamniquina (Parise
Filho et al., 2001) e praziquantel (Utzinger et al., 2002) estdo em uso e com
os recentes reajustes nos precos, &€ possivel que apenas o segundo esteja
destinado a permanecer no mercado mundial (Cioli et al., 1995). Contar com
apenas um farmaco &, certamente, situagéo perigosa, especialmente no que
diz respeito a resisténcia. E preocupante que cepas de S. mansoni, em
algumas areas, parecem estar mostrando certo grau de resisténcia ao
farmaco mais amplamente empregado, o praziquantel (Doenhoff, 1998;
Doenhoff et al., 2000, Danso-Appiah, De Vlas, 2002; Richter, 2003). Isto n&o
€& surpresa, pois em paises como o0 Egito, os farmacos, incluindo o
praziquantel, tém sido usado agressivamente por mais de 10 anos (Ismail et
al., 1999). E pertinente notar que mais de 500.000 doses de praziquante!
tém sido administradas na China para o tratamento da infec¢do por
Schistosoma japonicum desde 1980 (Yue et al., 1990). Se esta informagao
esta correta e a atual terapia continuar, o aumento na incidéncia de
resisténcia parece inevitavel (Doenhoff, 1998; William et al., 2001).

O praziquantel (FIGURA 4) foi o farmaco de escolha para o
tratamento de todas as formas de esquistossomiase por muito tempo.
Atualmente, no Brasil, a oxamniquina (FIGURA 4) é usada no tratamento da
esquistossomiase mansonica, por ter a mesma eficacia e menor custo em
relagdo ao farmaco de primeira escolha. Apesar de serem medicamentos
seguros, ja foram relatados, especialmente para a oxamniquina, resisténcia
(Dias et al.,, 1978; Araujo et al., 1980; Coelho et al., 198&; Conceicao et al.,
2000) e efeitos adversos graves, como crises epiléticas e arritmias cardiacas
(Krajden et al., 1983; Carvalho et al., 1985; Stokvis et al., 1987; Guitti ef al.,
1993; Fowler et al, 1999). Isto se deve, principaimente, a falta de
especificidade celular, resultando em toxicidade periférica indesejada. Para
tentar solucionar estes problemas, variedades sintéticas que sejam capazes
de liberar o farmaco efetivamente no sitio alvo, que prolonguem a agao
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terapéutica ou que atinjam niveis plasmaticos ndo téxicos estdo sendo
desenvolvidos. Pro-farmacos poliméricos constituem  possibilidade
interessante (Soyez et al., 1996).

A necessidade de novos farmacos é evidente. O custo do
desenvolvimento de compostos seguros e efetivos & extremamente alto,
chegando-se ao desanimo quanto ao sucesso na introdug¢io de novo
esquistossomicida no futuro (Silveira & Korolkovas, 1981; Cioli et al., 1995).
Recentemente, Barberato Filho (2002), obteve trés novos derivados da
oxamniquina, dois mediante fechamento de anel e um através da latenciagao
que exibiram atividade esquistossomicida promissora (FIGURA 5).

O,N N N
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FIGURA 5 = Novos derivados da oxamniquina obtidos pela latenciagdo
(a) e fechamento de anel (b) (Fonte: Barberato Filho,
2002).

Conforme mencionado anteriormente, no Brasil estdo disponiveis no
mercado apenas dois farmacos para o tratamento de infecgdes causadas
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por Schistosoma mansoni: a oxamniquina e o praziquantel (TABELA 1)
(Korolkovas, 2000).

TABELA | - Caracteristicas dos farmacos comumente usados no Brasil.

TERAPIA

FARMACOS

Oxamniquina

Praziquantel

Especialidades
farmacauticas

Mansil® capsuias 250 mg
Mansil® suspensao 50 mg/mL
(Pfizer)

Cisticid® comprimidos 500

mg
(Merck)

Posologia

Via orai, adultos e criangas acima
de 30 kg, 15 mg/kg, em dose Unica
{maxima, 1,25 g); criangas abaixo
de 30 kg, 20 mg/kg, em duas doses
de 10 mg/kg em um unico dia, com
intervalo de 3 a 8 horas entre as
doses.

Adultos e criangas: via oral,
20 mg/kg, trds vezes, em um
dia de tratamento; o intervalo
entre as doses deve ser de 4
a 6 horas.

Jndicagdes

Tratamento das formas intestinal e
hepatoesplénica da
esquistossomiase mansodnica.

Indicado como  segunda

escolha no tratamento da
esquistossomiase mansdnica
@ como primeira escolha no
infecgao

demais

tratamento da
causada pelas

espécies de Schistosoma.

Contra-indicagdes

Gravidez; lactagdo; insuficéncia

hepatica, renal e cardiaca

descompensada; antecedentes

convulsivos.

Hipersensibilidade ao
praziquantel; gravidez,

lactagdo; menores de 4 anos.

Reagdes adversas

- Tontura, sonoiéncia, cefaléia;

- Convuls®es epileptiformes (raras);
- Nauseas, vomito, dor abdominal,
anorexia;

- Urticéria;

- Alteracdes do eletroencefalograma;

- Elevagfio das transaminases.

- Mal-estar, cefaléia, tontura,
elevagao da temperatura;

- Desconforto
néusea;

- Urticéria.

abdominal,
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2.1.6.2 Oxamniquina

2.1.6.2.1 Histoérico

Interesse na série mirasano (FIGURA 6) foi revivido nos laboratérios

Pfizer (Sandwich, Inglaterra) num projeto de esquistossomiase que foi

estabelecido em torno dos anos 60 (Richards, Foster, 1969). Apds inGmeras

tentativas de substituicbes de varios anéis e cadeias laterais, maiores

desenvolvimentos foram concentrados no designado UK-3883 (FIGURA 6).

Este composto foi ativo oralmente e cerca de 3 vezes mais potente que o

mirasano. Experiéncias anteriores na série da lucantona sugeriu que o 6-
hidroximentil derivado do UK-3883 poderia‘ ser ¢ metabdlito ativo. Este

derivado foi encontrado na unna de animais tratados e provou possuir aita

poténcia em cobaias. Era produzido por oxidagdo microbiana do UK-3883

pelo Aspergillus sclerotiorum, com a designagio inicial de UK-4271 e o

nome subseqlente de oxamniquina (Baxter, Richards, 1971).

mirasano UK-3883

~

_-MH
Ci‘:}H

i ‘\1
N

i
CH,OH
oxamniquina

2

FIGURA 6 — Oxamniquina e precursores.
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2.1.6.2.2 Relagdes entre estrutura quimica e atividade
biol6gica

Vanos exemplos s&o conhecidos em que modificagdes estruturais de
compostos biologicamente ativos resultam na obtencio de analogos também
ativos. Além disso, o estudo de tais compostos podem formecer informagdes
Uteis no que diz respeito a relagdo estrutura-atividade (REA) (Baxter,
Richards, 1971). Aproveitando-se dos conhecimentos adquiridos durante ©
desenvolvimento e sintese da oxamniquina (FIGURA 7), pode-se chegar a
possiveis conclusdes no ambito de sua REA (Patrick, 1994):

H
O,N N
N
H
HO

- S -

anel aromético heterociclico cadeia lateral

FIGURA 7 - Desenho esquematico da oxamniquina.

» O padrdo de substituicdo no anel aromatico ndo pode ser alterado e e
essencial para atividade;

» O grupo nitro é essencial para atividade. Além de ser grupo parasitéforo
é altamente eletronegativo, o que leva a diminuigdo da basicidade do
nitrogénio do heterociclico. Assim, o farmaco, in vivo, permanece menos
ionizado e é capaz de passar através das membranas mais facilmente.
Substituigdo por grupos menos eletronegativos diminuem a atividade;

» A atividade é maxima quando o grupo amino da cadeia lateral é
secundario. Amina primaria ou terciaria reduzem a atividade;

> O grupo isopropil do nitrogénio da cadeia lateral pode ser substituido por
grupo alquilico com até quatro carbonos, com correspondente aumento de
atividade. Maior numero de carbonos levam a redugfo da atividade;
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2.1.6.2.5 Usos terapéuticos

Oxamniquina pode ser usada com sucesso em todos os estagios da
infecgdo por S. mansoni, embora a eficacia do farmaco em esquistossomas
imaturos gere controvérsia. Oxamniquina tem um excelente recorde nos
programas de tratamento comunitario, especialmente na América do Sul. No
programa brasileiro de controle da esquistossomiase, mais de 10 milhbes de
individuos receberam oxamniquina, com bons resultados no que diz respeito
a eficacia e tolerancia, dados estes que podem estar subestimados (Forster,
1987).

Efeitos colaterais sdo geralmente leves e de curta duragdo. Os
distirbios mais frequentes sdo aqueles relacionados ao sistema nervoso e
consistem de sonoléncia e cefaléia que duram de 1 a Sh apds a dosagem.
Foram relatados alguns casos de convulsdes epileptiformes, onde houve
melhora dentro de 48h em todos os casos. Mas a oxamniquina deve ser
administrada com cautela em pacientes com histéria de epilepsia. Outros
efeitos adversos incluem dores abdominais, vomitos, diarréia, bem como
sintomas relacionados a destruicdo do parasita, como febre e eosinofilia
(Cioli et al., 1995).

2.1.7 BUSCA POR VACINAS EFICAZES

Nem a quimioterapia nem técnicas de controle do vetor tém sido
capazes de reduzir os niveis de transmissao regional ao ponto de erradicar a
esquistossomiase. O rapido ressurgimento da doenga (reinfecg¢ao) ocorre
quando as medidas de preven¢ido falham. Assim, novas estratégias para o
combate desta doenga parasitaria sao necessarias (James, Colley, 1995).

Um atributo da quimioterapia é que ela reduz a intensidade de
infecgdo e a prevaléncia geral ao ponto de poucos individuos progredirem do
estado avangcado da doenga. Entretanto, para sustentar estes efeitos, a
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quimioterapia deve ser aplicada sistematicamente em larga escala,
independente do estado da infecgdo e, talvez, por tempo indefinido. Isto
torna a quimioterapia onerosa e a distribuigdo dificil, pois requer infra-
estrutura adequada para cobrir, de forma regular, todas as partes da area
endémica (Capron, 1998). O risco associado ao tratamento em massa é o
desenvolvimento de resisténcia, 0 que ja pode estar ocorrendo devido a
baixa eficacia do tratamento com praziquantel relatada no Egito e Senegal
(Fallon, Doenhoff,1994; Ismail et al., 1999). Bergquist e Coliey (1998)
acreditam que todos estes fatores s&o imprescindiveis para o
desenvolvimento da vacina contra a esquistossomiase. Argumentam ainda
que vacinas sao eficazes no tratamento em massa e apresentam baixo custo
(Katz, 1999).

Apesar do antagonismo penddico e das atividades alarmistas de
alguns grupos que lutam contra o0 desenvolvimento de vacinas, a efetividade
das vacinas e a imunizagdo preventiva para a maiona das doengas
infecciosas sao reconhecidas como um dos grandes sucessos da medicina
(Kurstak, 2001). Durante as duas Uultimas décadas, com os recentes
desenvolvimentos em metodologias e conceitos de biologia molecular e
imunologia, estudos para a produgio de vacinas eficazes contra parasitas de
importancia clinica e veterinaria tém tido crescimento acelerado, além de
apresentarem resultados bastante satisfatérios contra muitas doengas
(Doenhoff, 1998; Kurstak, 2001).

A busca por vacina eficiente contra esquistossomiase mostra-se como
objetivo desejavel, mas ainda desafiador. O progresso na area tem sido
relativamente vagaroso, mas pesquisas demonstrando a capacidade de
humanos adquirirem imunidade natural a infecgdo, juntamente com o
sucesso conseguido no uso de vacinas de cercanas atenuadas em animais,
suplementado com resultados obtidos com antigenos purificados e definidos,
sugerem que o desenvoilvimento da vacina & alcangavel (McManus, 1999,
2000).
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japonicum) em testes realizados em animais. O principal componente do
imunizante em estudo é a proteina conhecida como Sm14, que tem a
capacidade de induzir memoéria imunolégica, de forma que 0 organismo
reconhega o invasor e produza quantidade de anticorpos suficiente para
elimina-lo (Fiocruz, 2000).

Cabe afirmar que a protegdo conseguida pelos diversos antigenos
citados ndo ultrapassa 60% e isto ndo se trata de protegdo absoluta, mas
somente reducao de 60% da carga parasitaria em relagdo a um controle n&o
imune. Ou seja, todos os animais terdo parasitos, s6 que em menor nimero.
Os antigenos acima citados foram testados em animais de laboratério por
grupos independentes (patrocinados pelo TDR-WHO) e o maximo de
protecao real conseguida foi de 40% (Bergquist, 2002; WHO, 2003).

O desenvolvimento bem sucedido da vacina depende do
entendimento claro sobre componentes celulares e humorais de respostas
imunes obtidas com a infecgdo e a identificagcdo de antigenos que
engatilham respostas protetoras. O progresso notavel conseguido na
identificagdo e produgado de antigenos potencialmente protetores contrasta
com o ainda fragmentado conhecimento dos mecanismos e possiveis
indicadores da imunidade contra doeng¢as parasitarias no homem (Abath et
al., 1998).

Embora mecanismos de imunidade anti-esquistossoma tenham sido
extensivamente examinados em varios modelos animais, bem como em
estudos epidemioldgicos, estes estudos falharam em formecer uma diregéo
consistente e coerente para o0 desenvoivimento de vacina contra
esquistossomiase. Atualmente, acredita-se que o estabelecimento de uma
resposta humoral e celular robusta & provavelmente a chave para gerar a
imunidade maxima contra esquistossomiase (Corréa-Oliveira et al., 2000),
embora deva ser notado que estas conclusdes s&o deduzidas
exclusivamente de estudos conduzidos com vacina de cercarias atenuadas
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em ratos. Estas informagdes enfatizam a importancia de se avaliar ambos os
perfis de resposta imune em humanos infectados e supostamente
resistentes, tendo em vista sua necessidade de conhecimento antes que a
mais efetiva estratégia de.vacinagio para esquistossomiase possa ser
definida formalmente (Wynn, Hoffmann, 2000).

A década de 90 mostrou avangos consideraveis no desenvolvimento
de vacinas, especialmente no que diz respeito as de DNA, talvez as mais
excitantes. Varos estudos foram publicados relatando o uso de vacinas de
DNA para protegio de ratos contra antigenos esquistossémicos (Waine et
al., 1999; Yang, 2000), mas apenas poucos relataram imunidade protetora
bem sucedida (Zhang et al., 2001, Da'dara et al., 2001). O desenvolvimento
de tecnologia de vacinagao por DNA permanece como interessante area de
pesquisa, devendo ser continuada apesar do sucesso limitado no campo da
esquistossomiase até o momento (Pearce, 2003).

Quando comparada aos anos 80, a Uultima deécada foi a do
descobrimento de novos antigenos candidatos a uma possivel vacina
(Pearce, 2003). Segundo Kurstak (2001), 0 mundo esta em uma nova era, a
da vacinologia. Mas a vacina, quando descoberta, ndo podera ser encarada
como a cura definitiva. Devera ser considerada como um componente
importante da estratégia de controle da esquistossomiase, que complementa

a quimioterapia, a educagio para a saude e a engenharia sanitaria (Katz,
1999; McManus, 1999).

2.1.8 PERSPECTIVAS

Para o controle da esquistossomiase deve existir integracdo de
esforgcos que incluem metodologias e ferramentas gerenciais para
aperfeicoar estratégias, e enfatizar a educagdo sanitaria, informagao,
comunicagdo, além da melhoria das condigdes de higiene (Schall, 1998).
Todavia, néo existe evolugdio significativa em nenhum desses aspectos € O
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mais provavel é que, até se conseguir uma vacina efetiva, a quimioterapia
continue tendo suma importéncia na redugio da intensidade de infestacdo e,
conseqluentemente, da morbidade e mortalidade. Destarte, assumem grande
importancia os estudos relacionados com a procura de pontos estratégicos
de ataque, ou seja, de estruturas e sistemas presentes no heiminto que nao
tenham correspondéncia no hospedeiro, para, a partir disto, planejar-se, de
forma racional, novos quimioterapicos. Por outro lado, o aprimoramento
daqueles em uso também é fator interessante na busca de novas armas
contra a esquistossomiase.

Recentemente, Alger, Wiliams, 2002, apresentaram alvo bastante
interessante para o desenvolvimento de agentes esquistossomicidas. Este ponto
esta relacionado com o sistema de destoxificagdo do parasita. Esquistossomas
s30 expostos a espécies reativas de oxigénio por meio dos seus proprios
processos respiratorios e da resposta imune do hospedeiro. Como resuitado, o
parasita deve possuir mecanismos adequados de destoxificagdo. Proteinas
antioxidantes sdo expressas em altos nives em estagios de estresse oxidativo
(LoVerde, 1998). Curiosamente, a espécie S. mansoni ndo possui catalase e
apresenta niveis relativamente baixos de glutationa peroxidase (GPx), duas
enzimas capazes de destoxificar peréxido de hidrogénio (Mei, Loverde, 1997).
No entanto, recentemente, Kwatia et al. (2000) demonstraram que a tioredoxina
peroxidase (TPx-1) estd presente em Schistosoma mansoni em niveis
adequados. TPx-1 € membro de uma familia de antioxidantes que esta envolvida
na destoxificagfio do perdxido de hidrogénio e outros hidroperoxidos (McGonigle
et al, 1998). Para catalizar a redugdo de hidroperéxidos TPx-1 requer
quantidades redutoras equivalentes de tioredoxina (Trx) (Kwatia ef al., 2000), a
qual é mantida no estado reduzido pela tioreoxina redutase (TrxR). Portanto, a
destruicdo do par TW/TrxR poderia resultar em danos na fungio celular,
tomando-se aivo bastante atrativo para o desenvolvimento de farmacos (Becker
et al., 2000).
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2.2 PLANEJAMENTO DE FARMACO

2.2.1 LATENCIAGAO

Um dos métodos de planejamento mais empregado é a modificagéo
molecular. Consiste em se partir de uma substancia quimica de atividade
conhecida como protétipo e, sintetizar e testar seus congéneres, homélogos
e analogos estruturais. A modificagdo molecular apresenta grandes
vantagens, incluindo: a grande probabilidade dos congéneres, homdlogos e
analogos terem propriedades farmacologicas similares e até mesmo
superiores ao protétipo; sintese similar ao protétipo, economizando tempo e
dinheiro; alguns dados podem elucidar relagdo estrutura-atividade e os
ensaios biolégicos sao os mesmos usados para o protétipo (Korolkovas,
1988).

Existem varios processos, tanto gerais como especiais, para a
modificagdo molecular. Dentro dos processos gerais 0 mais importante é a
associagdo molecular. Consiste em se obter analogos mais complexos de
um farmaco protétipo. Para isso, utiliza-se a adi¢do, a replicagdo ou a
hibridagido molecular. Dentro dos processos especiais, podem ser citados
métodos que alteram as dimensdes e a flexibilidade da molécula e que
alteram as propriedades fisicas e quimicas da molécula pela introdugéo ou
substituicio de determinados grupos (Korolkovas, 1988; Fnis, Bundgaard,
1996).

A latenciagéo, termo proposto por Harper em 1959, é método especial
de modificagio molecular. Consiste na transformagfo quimica de um
farmaco em uma forma inativa, pré-farmaco. Este requer conversio quimica
e/ou enzimatica in vivo, para entdo ocorrer a liberagdo do farmaco ativo
(Friis, Bundgaard, 1996; Chung, Ferreira, 1999). Em linhas gerais, os pré-
farmacos resultam de ligagdo temporaria entre um agente ativo e um
trasportador. Reagdes hidroliticas e/ou enzimaticas simples clivam este
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de polimeros, sais, complexos, acetais, hemiacetais e cetais (Johnson,
Lloyd-Jones, 1987; Korolkovas, 1988; Fnis, Bundgaard, 1996).

O desenvolvimento de pré-farmacos, na quimica medicinal, equivale ao
desenvolvimento de grupos protetores na quimica organica. De fato, ambos
os métodos tem muito em comum (Wermuth et al., 1996). Assim como os
grupos protetores na quimica organica, na quimica medicinal o aspecto mais
importante dentro do planejamento de pré-farmacos é a natureza da ligagéo
quimica entre o farmaco e o transportador. O conhecimento da natureza
desta ligagao pode explicar a origem do processo de biotransformagao, sua
localizagdo em tecidos e células especificos e, a cinética de reconversao ao
farmaco protétipo. A velocidade desta reconversdo depende do objetivo
especifico do planejamento do pro-farmaco, podendo ocorrer antes, durante
ou depois da absor¢gdo ou no sitio de agdo do farmaco (Balant, Doelker,
1995). Normalmente a conversdo do pré-fArmaco ao farmaco protétipo
dentro do organismo pode ocorrer por catalise enzimatica e por vanagao de
pH (Bundgaard, 1985; Balant, Doelker, 1995; Soyez et al., 1996).

2.2.2 PRO-FARMACOS POLIMERICOS

Durante as duas Uitimas décadas, tem sido mostrado interesse
crescente no que diz respeito a liberagao de farmacos e ao desenvolvimento
de sistemas-alvo baseados no uso de suportes macromoleculares de origem
natural ou sintética (Friis, Bundgaard, 1996; Erdmann, Uhrich, 2000; Hoste et
al.,, 2000; Gallardo et al.,, 2001; Etrych et al., 2001; Jiang, Zhu, 2001). Do
ponto de vista terapéutico, para se conseguir beneficios 6timos da aplicagido
de um farmaco, este deve ser liberado no sitio especifico ou 0 mais préximo
possivel. Assim, é garantida a concentragio terapéutica 6tima em paralelo
com a diminuig&o dos efeitos adversos (Nogusa ef al., 2000). Em virtude dos
polimeros poderem ser direcionados mediante propriedades mecénicas €
quimicas desejadas, sdo freqientemente usados no desenvolvimento de
pro-farmacos (San Roman et al., 1995).
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A maioria dos farmacos sdo micromoléculas e estdo relativamente
livres para difundirem-se através do sistema biolégico. Consequentemente, a
adminstragao localizada e concentrada para os tecidos ou 6rgios destes
farmacos torna-se dificuitada. Polimeros, entretanto, difundem-se
vagarosamente e sdo absorvidos nas interfaces celulares. O anexo de
farmaco a uma matriz polimérica produz o denominado biopolimero ou pré-
farmaco polimérico, que possui comportamento farmacolégico distinto do
farmaco protétipo (Etrych et al, 2001; Soyez et al., 1996; Ouchi, Ohya,
1995). Estes tipos de pré-farmacos sdo apresentados como um meio eficaz
para o prolongamento da atividade farmacolégica, para alterar a
biodisponibilidade e para diminuigdo de efeitos colaterais, assim como a
toxicidade. O uso de polimeros como transportadores pode diminuir a dose
requerida, aumentar a solubilidade do farmaco e permite a incorporagio de
mais de um farmaco na matriz polimérica. Pode também alterar a
distribuicdo no corpo e assegurar a liberagdo adequada do farmaco nas
células ou tecidos alvos (Zorc, Butula, 1994). No caso das macromoléculas
sintéticas, podem ser produzidas com especificagdes pré-determinadas
como o tamanho molecular, carga eletrériica, hidrofobicidade e capacidade
de ligagdo ao farmaco. Sdo mais estaveis durante a manipulagdo e
estocagem. Possuem maior facilidade e menor custo para a produgao.
Podem, também, mascarar odor e sabor desagradaveis. Por estes motivos,
o interesse do uso de polimeros tem crescido para a produgdo de pré-
farmacos (Friis, Bundgaard, 1996; Jiang, Zhu, 2001; Erdmann, Uhrich, 2000;
Hoste et al., 2000).

Muitas substancias que sdo potencialmente efetivas ndo podem ser
usadas em virtude de sua rapida excregio, rapida metabolizagdo ou reagdes
adversas. Em alguns casos, estes problemas podem ser sobrepujados
através de sistemas de pro-farmacos macromoleculares (Ouchi, Ohya,
1995). Trés tipos de pré-farmacos poliméricos foram descritos (San Roman
et al., 1995; Etrych et al., 2001):
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- Pré-farmacos em que o farmaco faz parte do esqueleto polimérico;

~O-O-®-

- Pré-farmacos em que as unidades do farmaco estdo anexadas a
ele pelas cadeias laterais do polimero;

OO

- Pré-farmacos em que o farmaco esta ligado como grupo terminal

do esqueleto polimérico. -

—®

Segundo San Roman et al. (1995), no que diz respeito a cinética e ao
mecanismo de liberagao, o sistema de liberagdo pode ser classificado nas
seguintes categonas:

> SISTEMAS FARMACOTECNICOS:

- Sistemas controlados por solventes: baseados no principio da
permeabilidade das matrizes poliméricas apos o processo de inchago em um
meio hidratado;

- Sistemas controlados por difusao: o farmaco € encapsulado em uma
matriz polimérica e a quantidade de farmaco liberada é controlada pela taxa
de difusao através da membrana polimeérica;
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» SISTEMAS QUIMICOS:

- Sistemas de controle quimico: aqueles no qual a taxa do farmaco
liberado & predominantemente controlada pela taxa de degradagéo
polimérica. O suporte biodegradavel pode ser constituido a partir de
polimeros naturais como proteinas (albumina, gelatina, colageno),
polissacarideos (dextrano, amido, quitina, quitosana, etc.) ou a partir de
pclimeros sintéticos, isto é, poli(anidridos), poli{vinilalcéois), poli(acrilicos),
eic. iIndependente de sua origem, o sistema polimérico usado para a
preparagdo do pro-farmaco polimérico deve ser biocompativel, atéxico, nao
carcinogénico e, se possivel, solivel no meio fisioldégico, sem induzir
resposta imunoldgica. Uma caracteristica importante destes sistemas é a
necessidade de clearence do corpo a fim de evitar a acumulag@o nos tecidos
e orgaos (Soyez et al., 1996).

A presenga de determinados tipos de ligagdes em sistemas
macromoleculares fornece maneira eficaz de controlar o mecanismo de
degradagao, a solubilidade e a liberagdo do farmaco ativo ligado a matriz
original. Como indicado na FIGURA 11, os grupos funcionais mais utilizados
em virtude de sua reatividade hidrolitica sdo ésteres, amidas, enaminas,
anidridos, carbonatos, carbamatos e ortoésteres (%alant, Doelker, 1995).
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FIGURA 11 - Grupos funcionais susceptiveis & hidrélise em condigbes
fisiolégicas (Fonte: San Romdn et al., 1995).
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origem intracelular que tem pH interno acido e contém grande nimero de
enzimas hidroliticas capazes de degradar varias macromoléculas. Se a
macromolécula for biodegradavel, (dextrano, acido poliglutamico, polilisina,
polietilenoglicol) o material pinocitico € digerido aos constituintes
monoméricos, 0s quais conseguem atravessar a membrana lisossomal para
sua utilizagdo pela célula ou para sua excregdo (Chandra, Rustgi, 1998).
Materiais n&o-biodegradaveis (ésteres poliacrilicos e poliacrilamidas
substituidas) sdo sequestrados em um segundo lisossoma. Neste lisossoma,
apbés a hidrélise dos grupos funcionais (éster ou amida) por enzimas
(esterases ou lipases), sdo transformados nos seus sais de sodio
correspondentes. S3o liberados por exocitose ou pela morte celular (Quchi,
Ohya, 1995). Neste caso, estes compostos sdo prontamente sollveis nos
fluidos fisiolégicos e portanto sdo eliminados do organismo através da urina
(San Roman et al., 1995).

No caso dos polimeros sintéticos, uma classe bastante atraente é a
dos polimeros vinilicos. Eles podem ser facilmente preparados por
polimerizagdo radicalar a partir do mondmero vinilico correspondente.
Enorme variedade na composigdo e nas propriedades do polimero podem
ser adquiridas pela copolimerizagdo de determinados monémeros. isto toma
possivel direcionar a estrutura para os requerimentos de qualquer sistema
em consideragdo (Wermuth et al., 1996). Existem varios trabalhos relatados
na literatura utilizando polimeros acrilicos e metacrilicos como
transportadores de farmacos, o que comprova a grande viabilidade destes
processos (Paté et al, 1983; Duncan, Kopececk, 1984; Silveira, 1987; San
Roman, 1989; Kulkami ef al., 1990; Krinick et al., 1994; San Roman et al.,
1992: Gallardo, San Roman, 1993; Liso et al., 1996; Daravan, Provder, 1997;
Elvira, San Roman, 1997; Sintov, Levy, 1997; Sanda ef al., 1998; Ortiz et al.,
1998, Elvira et al., 2000).
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2.2.3 PLANEJAMENTO SINTETICO

A latenciag-,éo, como ja foi referido anteriormente, &€ método especial
de modiﬁcé;éo molecular que transforma o farmaco em pré-farmaco. Os
pro-farmacos s&o comumente feitos para atingir diversos objetivos, entre
eles, acentuar a eficacia e reduzir a toxicidade e os efeitos adversos de
farmacos, através do controle da sua absor¢do, biodisponibilidade,
metabolismo, distribuigdo e captura da célula (Johnson, Lloyd-Jone, 1987,
Korolkovas, 1988, Testa, 1995, Friis, Bundgaard, 1996).

Dentro da latenciagdo, um método promissor para melhorar
solubilidade de um farmaco, prolongar sua liberagdo, reduzir doses e
intervalos de doses, diminuir toxicidade ou adquinr especificidade é a ligagao
deste farmaco a um transportador polimérico (Merwe et al., 2002; Zacchigna
et al, 2002). Muitas vezes & necessaria a introdugdo de unidades
espacantes entre o farmaco e matriz polimérica, a fim de que a liberagéo
enzimatica seja facilitada. Este artificio aumenta a acessabilidade enzimatica
e diminui 0 impedimento estérico se o farmaco e a matriz polimérica
estiverem ligados diretamente (Wermuth, 1996; Etrych et al., 2001).

Como ponto principal da sintese de polimeros, & necessano
desenvolver agentes polimerizaveis, ou seja, mondmeros. No caso de pré-
farmacos poliméncos isto se torna um agravante, pois estes monémeros,
além de serem atdxicos serdo ligados aos farmacos, para posterior
polimerizagdo. Os pré-farmacos podem ser obtidos mediante varios tipos de
ligagbes quimicas, as quais devem ser escolhidas com base na estabilidade
requerida para o derivado e também com a disponibilidade de derivatizagéo
de grupos funcionais na molécula (San Roman et al., 1995). Derivados do
tipo éster e amida sdo bastante utilizados no campo da latenciag&o e muitos
exemplos que resultaram em sucesso sdo descritos pela literatura (San
Roman et al., 1995; Wermuth, 1996;Erdmann, Uhrich, 2000)
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De maneira geral, a preparagdo de ésteres & reagdo ha muito tempo bem
estabelecida (Morrison, Boyd, 1996). E definida como a reagéio entre alcoois
e acidos carboxilicos. Existem varias formas de preparagio de ésteres, entre
elas pode-se citar:

o Reagao entre acido carboxilico e acool: Esta € denominada
reagido direta ou esterificacio de Fisher. E reacdo lenta e reversivel e
necessita frequentemente de catalisadores e/ou ativadores (Carey, 2000;
Rautio et al., 2000).

Nas reagbes de esterificagdo direta @ necessaria a utilizagdo de
ativadores e catalisadores de reagdo. Os agentes mais utilizados sido a
dicicloexilcabodiimida (DCC) e a dimetilaminopiridina (DMAP), ativador e
catalisador, respectivamente (Rautio et al, 2000). O prmeiro tem sido
comumente usado para a preparagio de amidas, ésteres e anidridos,
ressattando sua importancia na sintese de peptideos. Este composto facilita a
formagdo de amidas e ésteres reagindo com o grupo carboxilico do acido e
ativando-o para a substituicdo nucleofilica (FIGURA 14) (Khorana, 1953; Neises,
Steglich, 1985; Luo, Xie, 1987; Solomons, 1992; Rautio et al.,, 2000). O segundo
€ um catalisador para acilagdo de alcoois e aminas. A reagdo com alcoois
primarios e secundanos processa-se seguramente, mas € requerida a presenga
de catalisador, que neste caso é o DMAP. O mecanismo proposto para a reagao
esta representado na FIGURA 15 (Hassner, Alexanian, 1978). Aparentemente, o
acido carboxilico é convertido pelo DCC ao correspondente anidrnido, que forma
uma espécie acilpiridinio (4) com o catalisador (2). Isto é seguido pelo equilibrio
de 4 com o alcool para produzir o par idnico (5). Ataque nucleofilico pelo R'O" no
grupo acila de (5) gera o éster e 0 catalisador (2). O acido carboxilico é reciclado
pelo DCC enquanto o catalisador é reutilizado no formagao de (4). A esterificagéo
direta ndo é sensivel a umidade podendo ser realizada, portanto, em meio
ligeiramente aquoso. O produto formado ao final da reagao, dicicloexiluréia, tem
solubilidade muito baixa na maioria dos solventes organicos, e resuita em
dificuldade de purificagdo (Sheehan, Hess, 1955).
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hidroxila). Neste caso, o cloreto de acido extrai o alcool ou a amina da
solugdo aquosa e reage com o mesmo em fase homogénea. A reagdo
concorrente entre o cloreto e a agua ou ion hidréxido (adicionédo para
neutralizar o acido) se processa apenas na superficie de separagio das
fases, e por essa razdo é muito lenta. Para impedir a saponificagio do éster
formado, deve-se operar sempre nas proximidades do ponto de
neutralidade, isto &, adicionar o hidroxido gota a gota, acompanhando o
consumo do alcali. E método bastante eficiente, principaimente quando se
trabalha com aminoacidos, pois a caracteristica polar destes compostos
desfavorecem a reagdo em outros solventes menos polares (Becker et al.,
1997).

Polimerizacao

Polimeros sdo moléculas muito grandes, constituidas por varias
unidades menores denominadas mondémeros. Segundo a classificagdo, os
polimeros podem ser naturais (polissacarideos, proteinas, acidos nucléicos)
ou sintéticos (PVC, teflon, poliestireno). Os polimeros sintéticos podem ser
obtidos por vérias técnicas. A mais comum, utilizada especialmente com
mondémeros vinilicos, é a técnica de adigdo. Esta técnica consiste na
formacdo de radicais, através de iniciadores quimicos, que ativam os
mondémeros para que a polimerizagdo ocorra (Stevens, 1999). A
polimerizagao por adigdo é aplicada aos mondmeros vinilicos e resulta de

trés fases:

> INICIACAOQ: fase de obtengdo de radicais que ativem os monémeros
para sua polimerizagdo. Os radicais s3o obtidos a partir de iniciadores
quimicos: peréxido de benzoila, azo-bis-isobutironitrila e persulfato de
potassio. A iniciagdo esta representada a seguir:
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FORMAGAO DE RADICAIS:

radical
R=H monémero acrilico mondmero ativado
R=CH; mondmero metacrilico

» PROPAGACAQ: é a formagao do polimero propriamente dito. Formam-
se longas cadeias poliméricas;

R=CH, mondmero metacrilico

211
'-le0>=ch“1.
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> TERMINACAOQ: é a interrupgdo da polimerizagdo. Pode ocorrer tanto
pelas proprias cadeias do polimero, como pela colocagdo de aditivo ou
solvente.

Reagoes de protegao de grupos funcionais

Como regra geral, quando existem dois grupos funcionais de
reatividade diferentes numa molécula, pode-se manipular a reatividade de
ambos. Grupos protetores tém sido desenvolvidos para a maiona dos grupos
funcionais incluindo alcoois, aminas, acidos carboxilicos e alcenos. Eles sao
amplamente empregados na sintese de moléculas complexas como
peptideos, aminoacidos, antibidticos beta-lactdmicos e carboidratos. Métodos
simples de protegdo dos grupos funcionais de aminoacidos foram desenvolvidos
para viabilizar a sintese de moléculas simples, bem como a de peptideos. Da
mesma maneira, métodos brandos de remogdo também tiveram que ser
desenvolvidos de modo a evitar a destruicdo das ligagbes formadas ou, ainda,
dos préprios aminoacidos que constituem os peptideos. Além disso, foi, também,
necessano desenvolver métodos eficientes de acoplamento, que provocassem ©
minimo possivel de reagbes colaterais (Willis, Willis, 1999; Carey, 2000).
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3.1 MATERIAL E METODOS

3.1.1 MATERIAL
3.1.1.1 Produtos farmacéuticos

e oOxamniquina grau farmacéutico (Pfizer);
¢ Cremophor® EL (Basf).

3.1.1.2 Reagentes, solventes e outros

e 2 2-azo-bis-isobutironitrila — AIBN (Merck);

¢ acetato de etila (Merck);

e acetona (Merck);

e acido aminocaproéico — ACA (Merck);

e Aacido gama-aminobutinco - GABA(Merck);

e Aacido cloridnico fumegante (Merck);

e Aacidos acrilico @ metacrilico (Merck);

e anidrido acético (Merck);

e bicarbonato de sddio (Synth)

e brometo de potassio (Merck);

e carbonato de potassio (Chimie Test);

¢ cloreto de tionila (Merck);

e cloretos de acriloila e metacriloila (Merck);

¢ cloroférmio (Merck);

e cloroférmio deuterado (Isotec);

¢ cromatofolhas de aluminio para CCD cobertas com silica gel 60 Fasq;
e diclorometano-DCM (Merck);

o dimetilaminopiridina-DMAP (Merck);

¢ dimetilformamida-DMF (Merck);

o dimetilsulféxido deuterado-DMSO-ds (Isotec);
e cloridrato de 1-etil3-(3'dimetilaminopropil) carbodiimida — EDC (Merck);
o etanol (Synth);
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e éter de petréieo (Synth);

s éter etilico (Merck);

¢ glicina (Merck);

e hexano (Synth);

+ hidroxibenzotriazol-HOBt (Sigma)

¢ hidroxido de litio (Merck);

¢ hidréxido de sédio (Merck);

e hidréxido de potassio (Pro Analysi);

e isopropanol (Merck);

e metanol (Merck);

e N-N'dicicloexiicarbodiimida-DCC (Merck);
¢ pentdxido de fésforo (Merck);

e perdxido de benzoila (Carlo Erba);

e piridina (Synth);

e silica gel 60 — particulado 0,063-0,200 mm (Merck);
e sulfato de sddio anidro (Synth);

e tetraidrofurano (Merck);

¢ tolueno (Merck);

e trietilamina (Merck).

Quando necessario, todos os reagentes e solventes foram purificados
segundo literatura (Perrin ef a/, 1980).

3:1.1:3 Equipamentos

Além da aparelhagem e vidrarias usualmente empregadas em
Jaboratoério, foram utilizados os seguintes equipamentos:
e aparelho para determinagdo de ponto de fuséo Microquimica, modelo
MQAPF 301;

e espectrometro de ressonancia magnética nuclear 300 MHz BRUKER,
modelo Advance DPX-300;
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3.1.2.1 Sintese dos monSémeros
3.1.2.1.1 Mondmeros diretamente ligados ao farmaco (Rota A)

O procedimento geral para a sintese dos mondmeros diretamente
ligados ao farmaco (Rota A) esta descrito no esquema abaixo.

°m
R = CH, Mondmero metacrilico
R=H Mondémero acrilico R
CI
T& °";©’\J” -

AC-OXA/MA-OXA

3.1.2.1.1A Esterificacao com cloretos de acido

SINTESE: 1 - Sintese do monémero acrilico da oxamniquina

REAGCAO ESPERADA:

H
== O,N N
O;N n N/l\ + o=<_ Argénio l z\mu
HO\mH Cl t.e. H(o

OXA AC-CI o AC-OXA

PROCEDIMENTO:

Em baido de 50 mL de duas bocas, munido de tubo secante e agitador
magnético, dissolveu-se oxamniquina (OXA) em determinado solvente (THF ou
DMF), sob atmosfera de argbnio e a temperatura de 0° C. Acrescentaram-se
quantidades equimolares de trietiamina nas reagbes marcadas com asterisco (*).

Roberto Parise Filho



Material e métodos

65

Com auxilio de bomba de seringa adicionou-se, vagarosamente, solugdo de
cloreto de acriloila (AC-Cl) em 1mL do respectivo soivente. Manteve-se a reagio
sob agitagdo durante 12 horas. A reagdo foi acompanhada por cromatografia em
camada delgada (CCD). O produto obtido foi submetido a cromatografia em coluna
eluindo-se com cloroférmio:metanol (20:1). As fragOes separadas foram analisadas
por ressonancia magnética nuclear. As condigdes ensaiadas para obtengdo do

derivado acrilico estdo expostas na TABELA I

TABELA Il - Condigbes ensaiadas para obten¢do do derivado acrilico

da oxamniquina

Ensnio oxammquina Clonfo de acrilofla Tcmpcmm - Solvente/ -

T (mmel) = (mmol) “: ﬂml (‘C) ql.lanﬁdadc (ml.)
A 1 1.1 THF/S
B 1 1.1 O THF/5
c 1 1.1 -25 THF/S
D 1 11 -60 THF/S
E 1 1.1 25 DMF/4
F 1 1,1 0 DMF/4
G 1 1,1 -25 DMF/4
H 1 1.1 -60 DMF/4
™ 1 3 25 THF/S
J* 1 3 25 DMF/S

SINTESE: 2 - Sintese do monémero metacrilico da oxamniquina

O cloreto de metacriloila foi preparado para esta e todas as demais

reagbes que foram necessarias.

2.1 Preparacio do cloreto de metacriloila (Vogel, 1989)

REAGAO ESPERADA:
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PROCEDIMENTO:

Em baldo de 100 mL de duas bocas, adicionaram-se, vagarosamente,
550 mmol de acido metacrilico (MA) destiiado e em seguida 550 mmo! de cloreto
de tionila (SOCIy). Deixou-se a reacdo sob agitagdo constante por 30 minutos a
temperatura ambiente, permitindo a saida de HCl e SO» para béquer com agua.
Apds este periodo, aqueceu-se a reagio em banho de agua a 50 °C por 2 h. Em
seguida, destilou-se o produto obtido sob pressao reduzida (p.e.: 76 °C).

2.2 Reacdo entre a oxamniguina e cloreto de metacriloila

A partir do produto obtido na reagdo anterior (2.1), procedeu-se a
reacio de esterificagao.

REAGCAO ESPERADA:

O,N R
e - o A LT -

OXA MA-Cl ~ MA-OXA

PROCEDIMENTO:

Em baldo de 50 mL de duas bocas, munido de tubo secante e agitador
magnético, dissolveu-se OXA em determinado solvente (THF ou DMF), sob
atmosfera de argbnio e a temperatura de 0 °C. Acrescentaram-se quantidades
equimolares de trietilamina nas reagbes marcadas com asterisco (*). Com auxilio
de bomba de seringa adicionou-se, vagarosamente, solugdo de cloreto de
metacriloita (MA-CI) em 1 mL do respectivo solvente. Deixou-se a reagdo sob
agitagdo durante 12 horas. A reacdo foi acompanhada por cromatografia em
camada delgada (CCD). O produto obtido foi submetido a cromatografia em
coluna com sistema solvente cloroférmio:metanol (8,5:1,5). As fragbes separadas
foram analisadas por RMN. As condigbes ensaiadas para obtengao do derivado
metacrilico estdo expostas na TABELA IIl.
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TABELA Il - Condigdes ensaiadas para obtencdo do derivado
metacrilico da oxamniquina

Ensmo oxammquina - - Cloreto de Tompemm Soivente/ .-
T T (mmol) 7 metacriloila final (’C) quan‘hdadc (mL)
. R {mmol) o _ _

A 1 1,1 25 THFI5

B 1 1.1 0 THF/5

Cc 1 1.1 =25 THF/5

D 1 1.1 -60 THF/5

E 1 1,1 25 DMF/4

F 1 1.1 0 DMF/4

G 1 11 -25 DMF/4

H 1 1,1 -60 DMF/4

o 1 K] 25 THF/5

J* 1 3 25 DMF/5

SINTESE: 3 - Reagdo de prote¢do dos grupos funcionais: formagao de

cloridrato de oxamniquina

REAGAO ESPERADA:

PROCEDIMENTO:

Dissolveram-se cerca de 5 mmol (1,3967 g) de OXA em 100 mL de
etanol (solugdo 1), sob agitagdo e aquecimento (65 °C). Paralelamente,
preparou-se solugdo de acido cloridrico concentrado em etanol (solugéo 2),
na proporgdo de 1:50, respectivamente. Adicionou-se 2 em 1
vagarosamente. Deixou-se sob agitagdo constante e & temperatura de 65 °C
por 1 hora. Esperou-se a cristalizago e filtrou-se o produto. Submeteu-se o
produto & andlise por ressondncia magnética nuclear e solubilidade em
agua.
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SINTESE: 5 - Reacgido de esterificagdo entre o cloridrato de oxamniquina
e o cloreto de metacriloila

REAGAO ESPERADA:

) o : ,k
N N .
ON N “I\ ARGONIO ! N
N, + O o - 7
H H o H
HO Cl
o] .Cl

OXA-HCI MA-CI

MA-OXA-HCI

PROCEDIMENTO:

Para esta reacdo foi utilizado o mesmo procedimento descrito na
rea¢do anterior. As alteragSes nas condigGes de reagao estido apresentadas
na TABELA V.

TABELA V - Condi¢gdes ensaiadas para a reagdo entre o cloridrato de
oxamniquina e cloreto de metacriloila

: . Eﬂsa|° >

A 0 THF 24

B 0 DMF 24

C 25 THF 12

D 25 DMF 12
SINTESE: 6 — Reacido de grupos funcionais: ACETILAGAO

6.1 Primeira etapa (triacetilagdo)
REACAO ESPERADA:
OY
ON N NJ\ /ﬁ\ j\ ON N NJ\
”°m 0O T" 0
OXA anidrido acético TRIACETIL-OXA
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PROCEDIMENTO:

Em baldo de 50 mL dissolveram-se 2 mmol (0,8107 g) de
oxamniquina triacetilada (TRIACETIL-OXA) em 20 mL de metanol. Em
seguida, adicionaram-se 2 mmol (0,0239 g) de LiOH. Procedeu-se a reagio
a temperatura ambiente por 1,5 h, com agitagdo constante. A reacgdo foi
acompanhada por CCD. Evaporou-se o solvente a temperatura ambiente.
Sistema cloroformio:agua (1:1) foi adicionado a amostra. Transferiu-se a
amostra para funil de separagio e procedeu-se O isolamento da fase
cloroférmica. Adicionou-se a fase orgénica, sulfato de sédio para retencio
da agua. O solvente foi filtrado e rotaevaporado. O produto foi recristalizado
com sistema solvente agua:metanol,” na proporgdo 1:1. Em seguida, foi
submetido a caracterizagdo por RMN, CCD, solubilidade e ponto de fuséo.

SINTESE: 7 - Reagdo de esterificagido entre a oxamniquina diacetilada e
o cloreto de acriloila

REAGAO ESPERADA:

ol o

DIACETIL-OXA ACCI AC-DIACETIL-OXA

PROCEDIMENTO:

Em baldo de 50 mL de boca dupla adicionaram-se 8 mL de THF e
dissoiveu-se 1 mmol (0, 3630 g) de oxamniquina diacetilada (DIACETIL-OXA).
Cerca de 1mmol (0,09051 g) de AC-Cl foi dissolvido em 1mL de THF e entéo
adicionado vagarosamente a solugdo DIACETIL-OXA/THF. Procedeu-se a
reacdo por 24h a temperatura ambiente, com agitago constante e atmosfera de
argdnio. A reagdo foi acompanhada por CCD. Concluida a reagdo, retirou-se
completamente o solvente e submeteu-se o produto a andlise por ressonancia
magnética e CCD,
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SINTESE: 8 — Reagdo de esterificagdo entre a oxamniquina diacetilada e
o cloreto de metacriloila

REAGAO ESPERADA:

MA-DIACETIL-OXA

PROCEDIMENTO:

Em um baldo de 50 mL de duas bocas, equipado de agitador magnético
e tubo secante, foi adicionado 1 mmoi (0,3630 g) de DIACETIL-OXA.
Posteriormente adicionaram-se 19 mL de THF. Agitou-se até completa
dissolugdo do composto. A mistura foi deixada a temperatura ambiente (25°C).
Cerca 1 mmol de MA-CI (0,1041 g) foi dissolvido em 1mL de THF e entao
adicionado vagarosamente a solugido DIACETIL-OXA/THF. Procedeu-se a
reacdo por 24h a temperatura ambiente, com agitagdo constante, sob
atmosfera de argbnio. A reagdo foi acompanhada por cromatografia em
camada delgada (CCD). Concluida a reacgdo, retirou-se completamente o
solvente e submeteu-se o produto a analise por RMN.

3.1.2.1.1B Esterifica¢ao direta com dcidos
SINTESE: 9 - Sintese do mon6mero metacrilico da oxamniquina

REACAO ESPERADA:
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3.1.2.1.1C Reacgdes por transferéncia de fase

SINTESE: 11 - Sintese do monémero acrilico da oxamniquina por
transferéncia de fase

REAGAO ESPERADA:

PROCEDIMENTO:

Em baldo de 125 mL, munido de funil de adigdo, foram adicionados
1,1 mmol (0,3072 g) de OXA, 119 mmol (10 g) de NaHCO3; e 30 mL de agua.
A esta solugdo foram adicionados, gota a gota, sob banho de gelo, solugéo
recém preparada de AC-Cl em DCM [1 mmol (0,0905 g): 10 mL]. O periodo
de gotejamento foi de 1 hora. Apds a adigdo, a mistura foi mantida sob
agitagao durante 50 minutos a temperatura ambiente e em seguida deixada
em repouso por 20 minutos. Com auxilio de pipeta de Pasteur, a fase
organica foi transferida para um funil de separagdo de 60 mL. A fase
organica foi lavada por trés vezes com porgdes de 10 mL de agua. A fase
organica foi purificada e livre de agua por adigdo de sulfato de sédio anidro.
A seguir o produto foi rotaevaporado. Procedeu-se cromatografia em coluna
com sistema eluente: acetato.. A amostra foi submetida a analise por RMN
'H, *C, DEPT, HMQC, espectrofotometria no infravermelho, ponto de fusao,
analise elementar e solubilidade.
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A;- PRIMEIRA ETAPA

Sintese do éster metilico dos aminoacidos.
SINTESE: 12 - 6-AMINOEXANOATO DE METILA (ACA-Me)

REAGAO ESPERADA:

PROCEDIMENTO:

Em baléao de 250 ml, 50 mmol de ACA foram dissolvidos em 80 mL de
metanol. A mistura foi deixada sob agitacdo. Quantidades equimolares de
SOCI; foram adicionadas lentamente a mistura até completa solubilizagdo. A
solugao foi rotaevaporada e o residuo branco foi analisado por RMN.

SINTESE: 13 — 4-AMINOBUTIRATO DE METILA (GABA-Me)

REAGAO ESPERADA:

o<

CH,

GABA-Me O

PROCEDIMENTO:

Em baldo de 250 mi, 50 mmol de GABA foram dissolvidos em 80 mL
de metanol. A mistura foi deixada sob agitacdo. Quantidades equimolares de
SOCI, foram adicionadas lentamente a mistura até completa solubilizagao. A
solugéo foi rotaevaporada e o residuo ligeiramente amarelado foi analisado
por RMN.
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SINTESE: 14 - 2-AMINOETANOATO DE METILA (Gly-Me)

REAGAO ESPERADA:

PROCEDIMENTO:

Em baldo de 250 ml, 50 mmol de glicina foram dissolvidos em 80 mL
de metanol. A solucdo foi deixada sob agitacdo. Quantidades equimolares
de SOC!; foram adicionadas lentamente. A solugdo foi rotaevaporada e o
residuo branco muito higroscopico foi analisado por RMN.

A; - SEGUNDA ETAPA

Sintese dos monomeros acriloilamidico e metacriloilamidico dos
aminoacidos.

Monémeros acriloilamidicos

Os trés aminoacidos foram submetidos a esta reagdo. O
procedimento € o mesmo para todos os aminoacidos estudados.

SINTESE: 15 — Sintese do AC-ACA-Me

REAGAO ESPERADA:

Hr e

AC-ACA-Me
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PROCEDIMENTO:

Em balao de 125 mL, foram adicionados 5 mmol (0,9135 g) de ACA-Me,
120 mmot (10 g) de NaHCO; e 30 mL de agua. A mistura foi deixada sob
agitacdo em banho de gelo. Através de um funil de adigio, uma solugdo de 5
mmol (0,4525 g) de AC-Cl em 15 mL de DCM foi adicionada lentamente a
mistura reacional. A reagdo foi deixada sob agitagdo por 1 hora e,
posteriormente 30 minutos em repouso. A solugdo foi filtrada e transferida para
funil de separagao. A fase organica obtida foi lavada 3 vezes com porgdes de
agua de 15 mL. A fase orgéanica resultante foi seca com sulfato de sodio anidro,
filtrada e rotaevaporada. O residuo foi seco a vacuo e analisado por RMN.

SINTESE: 16 — Sintese do AC-GABA-Me

REAGAO ESPERADA:

e —
c OMe [ o Nerco,
HaN/VY + H, O/ DCM /\/\[r
°© 0
GABA-Me AC-Cl AC-GABA-Me

PROCEDIMENTO:

Em baldo de 125 mL, foram adicionados 5 mmol (0,7606 g) de GABA-Me,
120 mmol (10 g) de NaHCO3; e 30 mL de agua. A mistura foi deixada sob agitagdo
em banho de gelo. Através de um funil de adigdo, uma solugdo de 5 mmol
(0,4525g) de AC-Cl em 15 mL de DCM foi adicionada lentamente & mistura
reacional. A reacdo foi deixada sob agitagdo por 1 hora e, posteriormente 30
minutos em repouso. A solucdo foi filtrada e transferida para funil de separagdo. A
fase organica obtida foi lavada 3 vezes com porgdes de agua de 15 mL. A fase
organica resultante foi seca com sulfato de sédio anidro, filtrada e rotaevaporada.
O residuo foi seco a vacuo e analisado por RMN.
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SINTESE: 17 - Sintese do AC-Gly-Me

REAGAO ESPERADA:

o, OMe | NaHoO, OMe
WN/T + H, O/ DCM H’ /\[r

Gly-Me AC-GIy-Ma

PROCEDIMENTO:

Em baldo de 125 mL, foram adicionados 5 mmol (0,6253 g) de Gly-Me,
120 mmol (10 g) de NaHCO; e 30 mL de &gua. A mistura foi deixada sob
agitagdo em banho de gelo. Atraves de um funil de adi¢do, uma solugdo de 5
mmol (0,4525 g) de AC-Cl em 15 mL de DCM foi adicionada lentamente a
mistura reacional. A reagdo foi deixada sob agitagdo por 1 hora e,
posteriormente 30 minutos em repouso. A solugio foi filtrada e transferida para
funil de separagdo. A fase organica obtida foi lavada 3 vezes com por¢es de
agua de 15 mL. A fase organica resultante foi seca com sulfato de sédio anidro,
filtrada e rotaevaporada. O residuo foi seco a vacuo e analisado por RMN.

Monomeros metacriloilamidicos

Os trés aminoacidos foram submetidos a esta reagdo. O
procedimento é o mesmo para todos 0os aminoacidos estudados.

SINTESE: 18 — Sintese do MA-ACA-Me

REAGAO ESPERADA:
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PROCEDIMENTO:

Em baldo de 125 mL, foram adicionados 5§ mmol (0,9135 g) de ACA-Me,
120 mmol (10 g) de NaHCO; e 30 mL de agua. A mistura foi deixada sob
agitacdo em banho de gelo. Através de um funil de adigdo, uma solugdo de 5
mmol (0,5205 g) de MA-Cl em 15 mL de DCM foi adicionada lentamente a
mistura reacional. A reagdo foi deixada sob agitagdo por 1 hora e,
posteriormente 30 minutos em repouso. A solugio foi filtrada e transferida para
funil de separacédo. A fase organica obtida foi lavada 3 vezes com porgdes de
agua de 15 mL. A fase orgariica resultante foi seca com sulfato de sédio anidro,
fitrada e rotaevaporada. O residuo foi seco a vacuo e analisado por RMN.

SINTESE: 19 - Sintese do MA-GABA-Me

REAGAO ESPERADA:

/\/\rr JH( HNa:ICDc;M /U\n/ /\/\fr

GABA-Me

MA-GABA-Me

—

PROCEDIMENTO:

Em baldo de 125 mL, foram adicionados 5 mmoi (0,7606 g) de GABA-Me,
120 mmol (10 g) de NaHCO3; e 30 mL de agua. A mistura foi deixada sob
agitagdo em banho de gelo. Através de um funil de adi¢gio, uma solugédo de 5
mmol (0,5205 g) de MA-C| em 15 mL de DCM foi adicionada lentamente a
mistura reacional. A reacdo foi deixada sob agitagdo por 1 hora e,
posteriormente 30 minutos em repouso. A solugéo foi filtrada e transferida para
funil de separacdo. A fase organica obtida foi lavada 3 vezes com porgdes de
agua de 15 mL. A fase organica resultante foi seca com sulfato de sédio anidro,
filtrada e rotaevaporada. O residuo foi seco a vacuo e analisado por RMN.
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SINTESE: 20 - Sintese do MA-Gly-Me

REAGAO ESPERADA:

c:‘ﬁ OMe | o NaHCO ,\n/orvla
3 /\g/ + H, O/ DCM H

Gly-Me MA-CI

AC—GIy -Me

PROCEDIMENTO:

Em baldo de 125 mL, foram adicionados 5§ mmol (0,6253 g) de Gly-Me,
120 mmol (10 g) de NaHCO,; e 30 mL de agua. A mistura foi deixada sob
agitacdo em banho de gelo. Através de um funil de adigdo, uma solugdo de
5mmol (0,5205 g) de MA-Ci em 15 mL de DCM foi adicionada lentamente a
mistura reacional. A reagdo foi deixada sob agitagdo por 1 hora e,
posteriormente 30 minutos em repouso. A solugéo foi fitrada e transferida para
funil de separacgéo. A fase organica obtida foi lavada 3 vezes com porgdes de
agua de 15 mL. A fase orgéanica resultante foi seca com sulfato de sédio anidro,
fitrada e rotaevaporada. O residuo foi seco a vacuo e anaiisado por RMN.

A;- TERCEIRA ETAPA

Sintese dos monémeros da oxamniquina com espagante.
As1 - HIDROLISE ALCALINA
Mondmeros acriloilamidicos

O mesmo procedimento foi aplicado para os derivados metilados do
ACA e GABA.
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SINTESE: 21 - Hidrélise do éster metilico do derivado AC-ACA-Me

REAGAO ESPERADA:

“ﬁ(ﬂ/\/\/\ﬂ/om IH(N OH
1) MeOH /\/\/\"/
uoH 2T
o] © * 2 pH 2 o o

AC-ACA-OH

PROCEDIMENTO:

Em balao de 100 mL adicionaram-se 5 mmol ( 0,9985 g) do AC-ACA-Me
em 50 mL de metanol. Deixou-se sob agitagdo a temperatura ambiente.
Hidréxido de litio foi adicionado em quantidade equivalente, sob agitagéo
constante. A reagao foi acidificada, apés 2 horas, com HCI concentrado até
pH 2. Rotaevaporou-se a solugac e o residuo obtido foi ressuspendido com
acetato de etila. A solugao foi lavada com 3 porgdes de agua. Analisou-se o
produto por RMN.

SINTESE: 22 - Hidrélise do éster metilico do derivado AC-GABA-Me

REAGCAO ESPERADA:

PROCEDIMENTO:

Em baldo de 100 mL adicionaram-se 5 mmol (0,8560 g) do AC-GABA-Me
em 50 mL de metanol. Deixou-se sob agitagdo a temperatura ambiente.
Hidréxido de litio foi adicionado em quantidade equivalente, sob agitacdo
constante. A reacao foi acidificada, apés 2 horas, com HCI concentrado até
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pH 2. Rotaevaporou-se a solugéo e o residuo obtido foi ressuspendido com
acetato de etila. A solugéo foi lavada com 3 porgdes de agua. Analisou-se o
produto por RMN.

Mondémeros metacriloilamidicos
O mesmo procedimento foi aplicado para os dois aminoacidos.

SINTESE: 23 - Hidrolise do éster metilico do derivado MA-ACA-Me

REAGAO ESPERADA:

N/\/\/\H/OMB N/\/\/\TrOH
H 8 4 Low DMeOH H J
o 2)pH 2 !

AC-ACA-Me AC-ACA-OH

PROCEDIMENTO:

Em baldo de 100 mL adicionaram-se 5§ mmol ( 1,0664 g) do MA-ACA-Me
em 50 mL de metanol. Deixou-se sob agitagdo a temperatura ambiente.
Hidréxido de litio foi adicionado em quantidade equivalente, sob agitagao
constante. A reagao foi acidificada, apés 2 horas, com HCI concentrado até
pH 2. Rotaevaporou-se a solugao e o residuo obtido foi ressuspendido com

acetato de etila. A solugéo foi lavada com 3 porgbes de agua. Analisou-se o
produto por RMN.

SINTESE: 24 - Hidrélise do éster metilico do derivado MA-GABA-Me

REAGAO ESPERADA:
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SINTESE: 26 - Refluxo dos reagentes com catalisador

REAGAO ESPERADA:

e AT

AC-ACA-OXA

PROCEDIMENTO:

Em baldo de 100 mL, munido de condensador e tubo secante, foram
adicionados OXA e AC-ACA-Me. As substancias foram dissolvidas em 40
mL de determinado soivente (TABELA X) e logo em seguida adicionou-se
DMAP. A reacao foi mantida sob agitagdo e em refluxo por 24h. A reagdes
foram acompanhadas por CCD. O solvente foi rotaevaporado e o residuo foi
submetido a analise por RMN. As condigbes ensaiadas sdo apresentadas na
TABELA X.

TABELA X - Condigdoes ensaiadas para obtencdo do derivado
acriloilamidico da oxamniquina (AC-ACA-OXA), através
do uso de catalisadores

Ensaio OXA S AC-ACA-Me - DMAP __;_Solverrte
~(mmol) ~ (mmol) (mmol) T
A 1 1 0,25 DCM
B 1 2 0,25 DCM
C 2 1 0,25 Tolueno
D 2 1 0,5 Tolueno
E 1 2 0,25 Tolueno
F 1 2 0,5 Tolueno
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SINTESE: 27 - Refluxo dos reagentes utilizando peneira molecular
REAGAO ESPERADA:
H o ON N
ICE - U e LT
] o
OXA

[=]
Q.
AC-ACA-Me AC-ACA-OXA

—— —

PROCEDIMENTO:

Em baldo de 100 mL, munido de condensador e tubo secante, foram
adicionadas AC-ACA-Me e OXA. Ambas foram dissolvidas em 40 mL de
tolueno e deixadas sob agitagao por 10 minutos. Peneira molecular e DMAP
foram acrescentados e a mistura reacional foi aquecida até refluxo (110 °C)
por 24 h. Ao término, a solugio foi filtrada e o solvente rotaevaporado. O
residuo foi analisado por CCD e RMN. As condigdes ensaiadas estdo
arroladas na TABELA XI.

TABELA Xl - Condigoes ensaiadas para obtencdo do acriloilamidico da
oxamniquina (AC-ACA-OXA), através do uso de peneira

molecular .

- Ensaio . -7 OXA -~ AC-ACA-Me - Peneira = DMAP g
S (mmel) o (mmel) - (gramas) (mmol)
A 1 1 0,25 0,25
B 1 2 0,25 0,25
c 2 1 0,25 0,25
D 2 1 0,25 0,5
E 3 1 0,25 0,5
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SINTESE: 28 - Destilagdo azeotropica (Dean Stark)

REAGAO ESPERADA:

PROCEDIMENTO:

Em baldo de 100 mlL, munido de aparelho de Dean Stark,
condensador e tubo secante, foram adicionados OXA, AC-ACA-Me e DMAP.
As substancias foram parcialmente dissolvidas em 40 mL de tolueno. O
aparelho de Dean Stark foi preenchido com tolueno. A reagéo foi deixada
sob refluxo até quando ndo se coletasse mais metanol. A reagdo foi
acompanhada por CCD. O solvente foi rotaevaporado e o residuo foi
analisado por RMN. As condigdes ensaidas estao apresentadas na TABELA
XI.

TABELA Xil - CondicOes ensaiadas para obtengdo do derivado
acriloilamidico da oxamniquina (AC-ACA-OXA),
através da destilagdo azeotrépica.

Ensaio . OXA . AC-ACA-Me - .. DMAP _
co ~ - (mmol) T (mmol) o ¢ (mmol)
A 1 1 0,25
B 1 1 0,5
C 2 1 0,25
D 2 1 0,5
E 1 2 0,25
F 1 2 0,5
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SINTESE: 29 - Esterificagdo em microondas utilizando ¢-BuOK

REAGAO ESPERADA:

O Yy
HO.
s}
OXA

o = SaSissenn

AC-ACA-Me AC-ACA-OXA

PROCEDIMENTO:

Em tubo de ensaio foi adicionado uma mistura de oxamniquina e AC-
ACA-Me e t-butdxido de potassio. Esta, foi ievada ao microondas. O produto
obtido foi extraido com DCM. Rotaevaporou-se ¢ solvente e o residuo foi
analisado por RMN. As condicdes ensaiadas estdo apresentadas na
TABELA Xlil.

TABELA Xlll - Condigdes ensaiadas para obten¢gdo da oxamniquina
(AC-ACA-OXA), com a utilizagdo de base e em forno de
microondas.

Ensaio OXA  AC-ACA-Me ' 7-BuOK Poténcia  Tempo .

' (mmol) ~ (mmol)  (mmol)  (watts)  (minutos)
A 1 1 1 60 2
B 1 2 1 60 2
C 2 1 1 60 2
D 1 1 0,5 60 2
E 1 1 0,5 60 1
F 1 1 0,5 FULL 0,5
G 1 1 0,25 FULL 0,5
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METODO B

O método de Schotten-Baumann de acilagdo com cloretos de acila em
meio aquoso alcalino foi aplicado a todas as rea¢des de amidificagdo dos

aminoacidos com os derivados acriloilicos e metacriloilicos (Drobnik, et al.,
1976).

aa OH
WO

o

ﬂ NaOH/égua
_~aa ONa _ R
H,N \n’ ol
(o]

ﬂ NeOHisgua  PRIMEIRA ETAPA (B;)
p

H
O,N N J\
R - aa OH + H
N Ho
o

ﬂ esterificaco
SEGUNDA ETAPA (B2)

o o~
S
H o

Bi- PRIMEIRA ETAPA

Sintese dos mondmeros acriloilamidicos e metacriloilamidicos dos
aminoacidos.
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PROCEDIMENTO:

1 mmol (0,04 g) de NaOH foi adicionado a solugdo de 1 mmol (0,1031
g) de GABA em 0,2 mL de agua. Sob resfriamento a 0 °C, 1 mmol (0,0905 g)
de AC-Cl e 1 mmol (0,04 g) de NaOH em 0,2 mL foram adicionados gota a
gota e simultaneamente por uma hora. Apés a completa adigdo dos
reagentes, a mistura reacional foi agitada por mais 15 minutos e entdo
acidificada com acido cloridrico concentrado até pH = 2. A solugdo foi
rotaevaporada e um sélido branco foi obtido. Procedeu-se a extragao do
residuo com metanol. O precipitado que nao foi soluvel em metanol foi
fitrado e lavado 3 vezes com metanol. A fase constituida de metanol foi

rotaevaporada e seca sob pressio reduzida e em seguida, analisada por
RMN.

SINTESE: 32 - Sintese do AC-Gly-OH

| cl 1 NoOHn-l,o
2) HCVpH 2
o

REACAO ESPERADA:

AC-Cl AC-Gly-OH

PROCEDIMENTO:

1 mmol (0,04 g) de NaOH foi adicionado a solugdo de 1 mmol (0,0751 @)
de Gly em 0,2 mL de agua. Sob resfriamento a - 10 °C, 1 mmol (0,0905 g) de
AC-Cl e 1 mmol (0,04 g) de NaOH em 0,2 mL foram adicionados gota a gota e
simultaneamente por uma hora. Apoés a completa adigdo dos reagentes, a
mistura reacional foi agitada por mais 15 minutos a § °C e entdo acidificada com
acido cloridrico concentrado até pH = 2. A medida que a solugéo era acidificada
um precipitado branco se formava. A solugéo foi filtrada e rotaevaporada. O
residuo foi ressuspendido em metanol e novamente filtrado. O fitrado foi
rotaevaporado, seco sob presséo reduzida e analisado por RMN.
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TABELA XIV - Condigdes ensaiadas para obtengdao do acriloilamidico
da oxamniquina (AC-ACA-OXA), utilizando DCC e DMAP

Ensaio - - OXA . AC-ACA-OH  DCC DMAP . Solvente .
: {(mmol) (mmol)  (mmol) (mmol) SR
A 1.1 1 1 ausente DMF
B 1,1 1 '3 0,5 DCM
C 1,1 1 3 0,5 DMF
D 1,1 1 6 0,5 DMF
E 1.1 1 6 ausente DMF
F 1 1,1 3 0.5 DMF
G 1 1,1 6 0,5 DMF
H 1 1 8 0,5 DMF
| 1 3 8 ausente DMF
J 1 3 8 0.5 DMF
L 0,5 1,1 0,6 ausente DCM
M! 0,5 1.1 0,6 ausente DMF
N2 1 2 6 0,5 DCM/DMF (50:3)
02 2 1 6 0,5 DCM/DMF (50:3)
Q* 1 3 6 0,5 DCM/DMF (50:3)
" Khorana, 1953.

2 Rakowitz ef al., 2002

SINTESE: 37 - Esterificagio utilizando carbodiimidas (EDC)

REAGAOQ ESPERADA:

PROCEDIMENTO:

Em baldo de 50 mL, munido de tubo secante, foram adicionados AC-
ACA-OH e EDC em DMF, a temperatura de 0 °C. Apds 30 minutos,
oxamniquina e HOBt foram adicionados & reagdo. A reagdo foi deixada a
temperatura ambiente por 72 horas. O solvente foi rotaevaporado e ©
residuo foi submetido a cromatografia em coluna, com sistema eluente
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acetato/metanol 7:3. O produto foi analisado por RMN. As condi¢des de
reagao estao arroladas na TABELA XV.

TABELA XV - Condigdes ensaiadas para obtengiao do derivado
acriloilamidico da oxamniquina (AC-ACA-OXA),
utilizando EDC e HOBt

" Ensaio . OXA . AC-ACA-OH  EDC HOBt . - Solvente
A 1 1 1 1 DCM
B 1 1 1 1 DMF
c 2 1 1 1 DMF
D 1 1 2 1 DMF
E 1 2 2 2 DMF
F 1 1 3 1 DMF
G' 1 2 6 2 DCM/DMF (50/3)

" Rakowitz et al., 2002

SINTESE: 38 - Esterificagio utilizando resina de troca iénica
REAGAO ESPERADA:

MO - LU e LU

OXA AC-ACA-OH AC-ACA-OXA

PROCEDIMENTO:

Em baldo de 50 mL, munido de aparelho de Dean Stark, condensador
e tubo secante, foram dissolvidos AC-ACA-OH e OXA em 30 mL de tolueno.
A esta solugdo foi adicionada resina acida (Amberlite [R-120-P),
previamente tratada. O aparelho de Dean Stark foi preenchido com tolueno.
A solugdo foi aquecida até refluxo e assim foi deixada até quando nao se
coletasse mais agua. A solugdo foi filtrada e o solvente rotaevaporado. O
residuo foi analisado por CCD e RMN. As condigbes experimentais estao
apresentadas na TABELA XVLI.

Roberto Parise Filho



Material e métodos 98

TABELA XVI - Condigées ensaiadas para obtengdio do derivado

acriloilamidico da oxamniquina (AC-ACA-OXA),
utilizando resina acida

-Ensaio - - OXA . - AC-ACA-OH - Amberlite - -
e e (mmol) - (mmol) (gramas) -
A 1 1 4
B 2 1 4
C 1 2 4

SINTESE: 39 - Esterificagao utilizando cloreto de tionila
REACAO ESPERADA:

et - U e LU

AC-Aca-OXA

PROCEDIMENTO:

Em baldao de 25 mi., munido de tubo secante, dissolveu-se AC-ACA-
OH em DMF. Adicionou-se, vagarosamente, quantidade equimolar de
SOCI,, através de seringa. Em seguida, oxamniquina foi adicionada. Apos
24 horas de reac¢do, o solvente foi rotaevaporado e o residuo foi seco em
bomba de alto vacuo. Procedeu-se a analise por RMN. As condigdes
ensaiadas para a reagao estao apresentadas na TABELA XVII.

TABELA XVII - Condigdes ensaiadas para obtengdo do derivado
acriloilamidico da oxamniquina (AC-ACA-OXA),
utilizando cloreto de tionila

- Ensaio "OXA  AC-ACA-OH SOCl;  Trietilamina Tempo

(mmol) ~ (mmol)  ~ (mmol) * (mmol) - (horas)
A 1 1 1,1 ausente 24
B 1 1 1,1 1 24
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SINTESE: 40 - Esterificagdo utilizando tribrometo de fosforo

REAGCAO ESPERADA:

PROCEDIMENTO:

Em baldo de 25 mL de duas bocas foi adicionado 1 mmol (0,173g) de
AC-ACA-OH em 15 mL de THF recém destilado. Foi adicionado 0,4 mmol
(0,0375 mL) de PBr; com auxilio de seringa sob atmosfera de argdnio e
agitagcdo constante. A reagdo foi aquecida até 50 °C e mantida por 2 horas.
Apos este periodo 1 mmoi (0,2793 g) de OXA foi adicionado. A reagéo foi
deixada sob agitagio e temperatura por 24 horas. Acompanhou-se a reagio
por CCD. O produto foi analisado por RMN.

SINTESE: 41 - Esterificagédo direta utilizando acido sulfirico

REAGAO ESPERADA:

PROCEDIMENTO:

Em baldo de 25 mL, munido de condensador de refluxo e tubo
secante, foram adicionados 5 mmol (1,3967 g) de OXA, 1 mmol (0,173g) de
AC-ACA-OH, 0,5 mL de H:SO4 e 10 mL de tolueno. A mistura reacional foi
aquecida até refluxo por 8 horas. A reacdo foi acompanhada por CCD e o
produto analisado por RMN.
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SINTESE: 42 - Esterificagido direta utilizando acido sulfarico (Dean
Stark)

REAGCAO ESPERADA:

PROCEDIMENTO:

Em baldo de 100 mL, munido de aparelho de Dean Stark,
condensador e tubo secante, foram adicionados OXA, AC-ACA-OH e acido
sulfurico. As substancias foram parcialmente dissolvidas em 40 mL de
tolueno. O aparelho de Dean Stark foi preenchido com tolueno. A reagao foi
deixada até quando nao se coletasse mais Aagua. O solvente foi

rotaevaporado e o residuo analisado por RMN. As condigbes de rea¢ao
estao arroladas na TABELA XVIII.

TABELA XVIll - Condigcbes ensaiadas para obtencdo do derivado
acriloilamidico da oxamniquina = (AC-ACA-OXA),
utilizando acido sulfarico (Dean-Stark)

Enssio = OXA . AC-ACA-OH = " Hz80s4 . ...
o (mmab) . (mmol) o ) s
A 1 1 0,5
B 1 1 1,0
C 4 1 0,5
D 4 1 1
E 1 4 0,5

P BIBLIOTECA -
Faculdade de Ciencias Farmacéuticas
Universidade de Sa0 Paulo
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PROCEDIMENTO:

Em baldo de 25 mL de duas bocas, munido de septo e tubo secante,
foi adicionado OXA em 30 mL de DCM. Sob atmosfera de argdnio e com
auxilio de seringa, tribrometo de fosforo foi adicionado a solugdo. A reagdo
foi deixada sob agitacdo constante durante 24 horas. O solvente foi
rotaevaporado e o residuo seco sob vacuo e analisado por RMN. As
condi¢cdes ensaiadas para a formagéo estdo na TABELA XX.

TABELA XX - Condigoes ensaiadas para obten¢do do brometo de
oxamniquina

- ‘ - e S SR (ml) I LA (mmol)
A 1 1
B 1 2

SINTESE: 45 — Formagao de alcoxido de oxamniquina

REACAO ESPERADA:

PROCEDIMENTO:

Em baldo de 100 mL de duas bocas, munido de tubo secante, foram
adicionados OXA, em 15 mL de THF. O metal foi adicionado a solugao sob
agitagdo constante e atmosfera de argbnio. A mistura foi deixada sob
agitagdo até que todo metal fosse consumido. O solvente foi rotaevaporado
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SINTESE: 48 - Sintese do N-(hidroxipropil) metacrilamida (HPMA)

REAGAO ESPERADA:
/u\n’ + H N/Y _NsHCO, /Hj( /Y
MACI 1-amino-2-propancl HPMA

PROCEDIMENTO:

Em balao de 50 mL, 34 mmoi (0,084g) de bicarbonato de sddio anidro
foram adicionados em uma solu¢do de 30 mmol (2,31 mL) de 1-amino-2-
propanol em 8,5 mL de DCM recém destilado. A suspensao foi resfriada até
0 °C enquanto uma solugdo de 29 mmol (2,82 mL) de cloreto de metacriloila
em 4,0 mL de DCM foi adicionada gota a gota sob agita¢cdo vigorosa por 1
hora. A reacéo foi agitada por 30 minutos a 15 °C, entdo 1,0 g de sulifato de
sddio anidro foi adicionado. O sélido foi filtrado e o solvente rotaevaporado
até metade do volume. O residuo foi recristalizado de acetona. O produto
analisado por CCD.

SINTESE: 49 - Sintese do N-(hidroxipropil) metacrilamida (HPMA)
(METODO: Kopecek, Strolhaim, 1978)

REAGAO ESPERADA:

ol H N _CHCN

)‘\rr + - 10 < N’ﬁ/
(o]

MA-C|

1-amino-2-propanoi
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3.1.2.2 Pollmerizag4o

Antes de promover a polimerizacdo dos monémeros acrilicos e
metacrilicos da oxamniquina, foi necessaria a elaboragdo da metodologia de
polimerizagéo. Para tanto, os acidos acrilico e metacrilico foram previamente
polimerizados a fim de adequar-se condigbes eficientes para a sintese dos
derivados poliméricos da oxamniquina. Para a polimerizagdo dos acidos
acrilico e metacrilico (reagdes 1 e 2, respectivamente), utilizaram-se trés
técnicas:

REACOES ESPERADAS:

INICIADOR
BT ——
TEMPERATURA

INICIADOR
——ee
TEMPERATURA

SINTESE: 50 - Polimerizagdo com solvente

Em baldo de 50 mL, dissolveu-se 1 mL de MA em 2 mL de tolueno.
Adicionou-se 0,05 g de peroxido de benzoila e deixou-se a reagdo sob
agitacdo constante. Aqueceu-se em banho de agua até 80 °C por 2 horas.
Retirou-se a agitacdo. Apdés a turvagdo da mistura, a polimerizagdo foi
instantanea. Lavou-se com éter e entdo retirou-se o solvente a vacuo. Esta
técnica foi também utilizada para o acido acrilico. Os produtos obtidos foram

analisados por ressondncia magnética nuclear.
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SINTESE: 51 - Polimerizagdo sem solvente

Em baldao de 50 mL adicionou-se 1 mL de MA e dissolveu-se 0,05 g
de peréxido de benzoila. Aqueceu-se em banho de agua até chegar a
temperatura de 80 °C. O inicio da polimerizagdo é notado pela turvagéo do
meio. Retirou-se 0 aquecimento e a polimerizagdo foi imediata. O polimero
foi lavado com éter etilico e seco sob pressdo reduzida. Esta técnica
também foi utilizada para o acido acrilico. Os produtos obtidos foram
analisados por ressonancia magnética nuclear.

SINTESE: 52 - Polimerizagido na auséncia de oxigénio

Em ampola Pyrex de 5§ mL adicionou-se 1 mmol (0,0861 g) de acido
metacrilico previamente destilado, 1,0 mL de DMF e 0,5% do iniciador AIBN.
Agitou-se bem. A reacgdo foi realizada com auséncia de oxigénio pelo
borbulhamento de argbnio por 1 minuto antes de fechar o sistema. Apés ser
selada, a ampola foi submetida a temperatura de polimerizagdo (60 =70 °C)
e deixada por 16 horas. Ao término da reac¢do, o contetudo da ampola foi
colocado em excesso de éter etilico. A amostra precipitada foi lavada com o
solvente 3 vezes e seca sob vacuo. Esta técnica também foi utilizada para o
acido acrilico. Os produtos foram analisados por ressonancia.

SINTESE: 53 - Polimerizagdo do mondémero metacrilico da oxamniquina

O metacrilato de oxamniquina foi polimerizado segundo método
descnto na sintese 52.

REAGCAOQO ESPERADA:

AlBN

80* C/ 18h
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PROCEDIMENTO:

Em ampola Pyrex de § mL adicionou-se 1 mmol (0,3633 g) do
mondémero metacrilico da oxamniquina, 1,0 mL de DMF e 0,5% do iniciador
AIBN. Agitou-se bem. A ampola foi fechada sob atmosfera de argénio e
deixada a temperatura de 60 —70 °C por 16 horas. Ao término da reagéo, o
conteudo da ampola foi colocado em excesso de éter etilico. A amostra
precipitada foi lavada com o solvente 3 vezes e seca sob vacuo.

SINTESE: 54 - Copolimerizagao do metacrilato de oxamniquina com
acido metacrilico

A copolimerizagao foi realizada segundo técnica descrita para o acido
metacrilico na sintese 52.

REAGAO ESPERADA:

PROCEDIMENTO:

Em ampola Pyrex de 5 mL adicionou-se 1 mmol (0,3633 g) do
mondémero metacrilico da oxamniquina, 1 mmol (0,0861 g) de acido
metacrilico destilado, 1,0 mL de DMF e 0,5% do iniciador AIBN. Agitou-se
bem. A ampola foi fechada sob atmosfera de argdnio e deixada a
temperatura de 60 —70 °C por 16 horas. Ao término da reagao, o contetdo
da ampola foi colocado em excesso de éter etilico. A amostra precipitada foi

lavada com o solvente 3 vezes e seca sob vacuo.
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REAGAQ ESPERADA:

PROCEDIMENTO:

Em ampola Pyrex de 5 mL adicionou-se 1 mmol (0,3493 g) do
monémero acrilico da oxamniquina, 1 mmol (0,0720 g) de acido acrilico
destilado, 1,0 mL de DMF e 0,5% do iniciador AIBN. Agitou-se bem. A
ampola foi fechada sob atmosfera de argdnio e deixada a temperatura de 60
-70 °C por 16 horas. Ao término da reagéo, o conteudo da ampola foi
colocado em excesso de éter etilico. A amostra precipitada foi lavada com o
solvente 3 vezes e seca sob vacuo.
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3.1.2.3 Métodos analiticos (Silverstain, 1998; Wilcox, Wilcox, 1995
Connors, 1982; Phillips, 1983; Shriner, 1983; Schrdder ef al., 1989; Craver,
Provder, 1990; Bikales, 1971; Cardenas ef al., 2000; Ho et al., 1992; Polacco
et al., 2000; Svenson, Nicholls, 2001)

Os métodos utilizados na separagdo, purificagdo e caracterizagdo
estao descritos a seguir.

3.1.2.3.1 Cromatografia em camada delgada (CCD)

O acompanhamento das reagdes foi realizado por CCD, utilizando
cromatofolhas de aluminio cobertas com silica gel 60 Fas4 (Merck). A
revelagdo das placas foi feita por lampada de ultravioleta (UV) e iodo.

3.1.2.3.2 Cromatografia em coluna (CC)

Utilizaram-se colunas de 37x5 cm e 20x3 cm e silica gel 60 (Merck)
para a separa¢ao e purificagdo dos produtos obtidos.

3.1.2.3.3 Ponto de fusao

Os pontos de fusdo dos produtos sélidos foram obtidos em aparelho
para determinagdo de ponto de fusdo Microquimica, modelo MQAPF 301.

3.1.2.3.4 Analise Elementar

A andlise elementar de carbono, hidrogénio e nitrogénio foi realizada
pela Central Analitica do Instituto de Quimica da Universidade de Sao Paulo
em analisador elementar Perkin Eimer 2400 CHN,
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3.1.2.3.9 Difragao de Raios-X

Os difratogramas de raios-X foram realizados com um difratbmetro de
Raios-X, Siemens D5000, com tubo de CuK,, em intervalo de 3 a 65°, com
passo de 0,05 (0) e tempo de passo de 1 segundo, utilizando o método do
pé.

3.1.2.4 Métodos biolbgicos

Os ensaios para avaliagdo da atividade biolégica dos novos
compostos foram realizados em conjunto com pesquisadores do Setor de
Esquistossomose do Instituto Adolfo Lutz de Sao Paulo (IAL-SP). A seguir
esta descnta a metodologia empregada na realizagao dos ensaios.

Teste para avaliagao da atividade terapéutica
a) Infecgdo dos animais

Foram utilizados camundongos “SWISS”, machos pesando entre 37 e
40 gramas, fornecidos pelo Biotério Central do IAL-SP. Os animais foram
infectados por via subcutanea, cada qual com 50 cercarias de Schistosoma
mansoni, cepa BH, mantida no Setor de Esquistosomose do IAL-SP. Para
confimagdo da infecgdo, as fezes dos roedores foram examinadas,
individuaimentes, através do método direto, para a pesquisa de ovos de
Schistosoma mansoni, a partir do 45° dia apds inoculagdo (0 45° dia
representa o periodo em que ovos maduros sdo encontrados nas fezes,
ponto final do ciclo no hospedeiro definitivo). Somente os animais que
apresentaram ovos nas fezes foram utilizados nos experimentos.
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b) Administracdo dos farmacos e esquemas posolégicos

Os camundongos infectados, selecionados na fase anterior foram
distribuidos em grupos de 15 exemplares cada e submetidos aos esquemas
posolégicos com as novas substancias. A dosagem inicial (50 mg/kg)
escolhida foi a metade da dose usual de oxamniquina (100 mg/kg de peso).
Cabe salientar que a dose do pro-farmaco foi estabelecida segundo dados
obtidos a partir do grau de substituicdo do farmaco do copolimero. Como
trata-se de pro-farmaco polimérico, a dose de 50 mg/kg foi escolhida
propositalmente, visando a avaliagdo do prolongamento de agdo e a redugao
da freqiéncia de administragao.

Como grupos controle foram mantidos:

1) 15 animais infectados e nao tratados;

2) 15 animais infectados que receberam somente o veiculo (solugdo aquosa
15% de Cremophor EL® );

3) 15 animais infectados que receberam oxamniquina empregada na
obtengdo dos novos derivados, suspensa em solugdo aquosa 15% de
Cremophor EL® (100 mg/kg);

4) 15 animais infectados que receberam oxamniquina empregada na
obtengdo dos novos derivados, suspensa em solugdo aquosa 15% de
Cremophor EL® (50 mg/kg);

5) 15 animais infectados que receberam acido polimetacrilico (polimero
transportador) em solugdo aquosa 15% de Cremophor EL® (50 mg/kg);

Outros trés grupos, de 15 animais cada, receberam os derivados,
também suspensos em solugdo aquosa 15% de Cremophor EL®:
6) mondmero A (acrilato de oxamniquina — 50 mg/kg);
7) mondmero B (metacrilato de oxamniquina - 50 mg/kg);
8) pro-farmaco poliménico (acido  poli{metacrilico-co-metacrilato  de
oxamniquina — 50 mg/kg);
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3.1.24 Ensaios de liberagéio

A partir dos pro-farmacos obtidos, serdo realizados testes
farmacocinéticos in vitro, similares aos efetuados in vivo, para comprovar a
liberagdo do farmaco. Estes testes. serao realizados no Laboratério de
Quimica Farmacéutica da FCF/USP.
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CAPITULO 1V
RESULTADOS E DISCUSSAO
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4.1 RESULTADOS

4.1.1 Produto farmacéutico e principais reagentes

O farmaco oxamniquina foi gentiimente cedido pelos Laboratérios Pfizer
Ltda e encontra-se puro e adequado para sintese. Os demais reagentes foram
adquiridos comercialmente, exceto o cloreto de metacriloila que foi preparado e
destilado segundo procedimento ja mencionado. Todos encontram-se puros. Os
espectros a seguir s3o demonstrativos e servem também como referéncia para
andlise de produtos posteriores. A TABELA XXIV mostra os ensaios de
solubilidade realizados para oxamniquina.

TABELA XXIV - Solubilidade* da oxamniquina

Solvente - Temperatura ambiente Temperatura 50°C
Acetato de etila levemente soluvel soldvel
Acetona pouco soluvel pouco solavel
Agua insoluvel insoldvel
Cloroférmio solavel -
Diclorometano soluvel -

Etanol pouco solivel solavel
Eter insolavel -
Hexano insolavel -
Isopropanol pouco solavel soluvel
Metanol solve! soluvel

* Segundo Parise Filho et al., 2001.
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Espectro 1 - RMN 'H da oxamniquina.

TABELA XXV: Atribuigoes de RMN 'H do OXA
RMN - 'H (DMSO-ds, 300MHz, 3=ppm) -
3,31 (m, 1H, H-2); 1,96 (dd, 1H, H-3 equatorial); 1,56 (m, 1H, H-3' axial);
2,80 (m, 2H, H-4), 7,19 (s, 1H, H-6); 7,10 (s, 1H, H-9); 2,90-2,85 (dd, 1H,
H-11 gauche); 2,48 (t, 1H, H-11’ anti); 2,86-2,76 (m, 1H, H-13); 1,25 (d, 3H,
H-14%); 1,22 (d, 3H, 15%); 4,69 (s, 2H, H-16); 5,07 (s, 1H, H-17)

* podem estar trocados
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Espectro 3 - RMN 'H do cloreto de metacriloila.

TABELA XXVII: Atribuicoes de RMN 'H do cloreto de metacriloila
RMN - *H (DMSO-ds, 300MHz, 5=ppm) "
6,5 (s, 1H, H-1); 6,01 (s, 1H, H-1"); 2,086 (s, 3H, H-4)
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Espectro 5 - RMN 'H do cloreto de acriloila.

TABELA XXIX: Atribuigdes de RMN 'H do cloreto de acriloila
~ RMN - H (DMSO-ds, 300MHz, 5=ppm, J=Hz) -
6,65 (d, 1H, H-1", Jpans=16,0); 6,19 (d, 1H, H-1', Jos=10,1); 6,32 (dd, 1H, H-
2, Jau= 9.8, Jrams=17,1)
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Espectro 6 - RMN ' C do cloreto de acriloila.
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TABELA XXX: Atribuicdes de RMN * C do cloreto de acriloila

" RMN - 3¢ (DMSO-ds, 75MHz, 5=ppm)

126.1 (C1); 131,5 (C2); 170,01 (C3)
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4.1.2 Sintese dos monbémeros
4.1.2.1 Monémeros diretamente ligados ao farmaco (Rota A)
4.1.2.1.1A Esterificagao com cloretos de acido
SINTESE: 1 - Sintese do monémero acrilico da oxamniquina
TABELA XXXI - Aspecto fisico do produto e analise realizada
Ensaio - _Aspecto . - Andlise - Resultado
A Semi-solido vermelho RMN 'He °C N&o obtido.
B Semi-solido alaranjado RMN 'He 3C N3o obtido
C Semi-sélido vermelho RMN 'H N3o obtido
D Semi-soélido vermelho RMN 'H N3o obtido
E Semi-soélido alaranjado RMN 'H Nao obtido
F Semi-sdlido vermelho RMN 'H N3o obtido
G Semi-sélido vermelho RMN 'H Nio obtido
H Semi-sélido vermelho RMN 'H Nao obtido
I Semi-sélido alaranjado RMN 'He 3C N3o obtido
J* Semi-solido alaranjado RMN 'He *C N3o obtido

* trietilamina

A anadlise dos produtos foi feita essencialmente por ressonancia
magnética nuclear. Segundo os espectros houve a formagdo varios

subprodutos, os quais nao foram separados quando submetidos a

cromatografia por coluna. As reagbes mostraram baixa seletividade e baixo

rendimento.
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Espectro 7 - RMN 'H do cloridrato de oxamniquina.

TABELA XXXill: Atribuigdes de RMN 'H do cloridrato de oxamniquina
RMN - 'H (DMSO-ds, 300MHz, S=ppm, J=Hz)
3,70 (m, 1H, H-2); 1,93 (dd, 1H, H-3 equatorial); 1,72 (m, 1H, H-3' axial);
2,77 (m, 2H, H-4), 7,17 (s, 1H, H-6); 7,14 (s, 1H, H-9); 3,04 (dd, 1H, H-11
gauche); 3,32 (m, 1H, H-13); 1,14 (d, 3H, H-14%); 1,15 (d, 3H, H-15%); 4,57
(s, 2H, H-16); 9,15 (Siargo, 1H, H-12); 8,89 (Siargo, 1H, H-12')

* podem estar trocados
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SINTESE: 4 - Reagdo de esterificagcdo entre o cloridrato de
oxamniquina e cloreto de acriloila

TABELA XXXIV - Aspecto fisico do produto e andlise realizada.

Ensmo L Aspccfo R Anahse A .Resulfado
A solido amarelado RMN H Nao obtldo
B solido alaranjado RMN 'H N3o obtido
C soélido amarelo RMN 'H N3o obtido
D semi-sdlido avermelhado RMN 'H N3o obtido

Os produtos foram analisados por ressonancia magnética nuclear e
cromatografia em camada deigada (CCD). Pela CCD, observou-se a
formagdo de subprodutos, mas os espectros mostram a nao formagdo do
produto esperado, mesmo quando se variaram solvente, temperatura e
tempo de reagdo. Nao foi possivel a separagdo dos compostos. Houve
problemas de reprodutibilidade.

SINTESE: 5 - Reacgdo de esterificacio entre o cloridrato de
oxamniquina e cloreto de metacriloila

TABELA XXXV - Aspecto fisico do produto e analise realizada.

Ensgio @ ~ - Aspecto .. . . Andlise stultado

A semi-sélido amarelo RMN 1H Nao obtido

B semi-solido amarelo RMN 'H N3o obtido

C semi-sélido marrom- RMN 'H Nio obtido
amarelado

D semi-sélido marrom RMN 'H Nao obtido

avermelhado

Os produtos desta reagdo foram analisados por RMN e CCD. A
semelhanga da sintese anterior, os produtos obtidos ndo foram os
esperados. Houve problemas de separagdo, rendimento e de
reprodutibilidade. A variagdo da temperatura, solvente e tempo de reagdo
néo resultou em mudangas significativas.
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SINTESE: 6 ~ Reagiio de protegio de grupos funcionais: Acetilagio
Primeira etapa (triacetilagio)

TABELA XXXVI| - Aspecto fisico do produto e analise realizada
Ensaio Aspecto Andlise Resultado
A semi-sdlido marrom claro RMN 'H impuro
B Sélido alaranjado RMN 'H impuro
(od semi-sdlido amarelo RMN 'H impuro
D semi-sélido marrom claro RMN 'H impuro
E s6lido amarelo-claro RMN 'H/P_F /solubilidade obtido
F sélido amarelo -claro RMN 'H/PF /solubilidade obtido

Os produtos obtidos foram analisados por RMN, ponto de fusdo e
solubilidade. A CCD revelou a formagdo de um produto mais apolar em
relagdo & oxamniquina. Os espectros 8 e 9 revelam a formagéo do produto
esperado. O produto apresenta-se sob a forma de cristais amarelo-claros. O
composto apresentou faixa de fusdao 133-136 °C. A reagdo F apresentou
melhor rendimento, 68%. A solubilidade em diversos solventes esta
apresentada na TABELA XXXVII.

TABELA XXXVII - Solubilidade* do derivado triacetilado

 Solvente . Temperatura - Temperatura 50°C .
N ' ambiente . SRR

Acetato de etila pouco soluvel soluvel

Acetona soluvel soluvel

Agua insolGvel insoluvel

Cloroférmio muito solavel -

Diclorometano muito soluvel -

Etanol pouco soluvel soluvel

Eter insoldvel -

Hexano insoluvel -

Isopropanol insoluvel soluvel

Metanol soluvel soluvel

* Segundo Farmacopéia Brasileira 4* edigao.

Roberto Parise Filho






Resulitados e Discussdo 132

Espectro 9 - RMN *C do derivado triacetilado da oxamniquina.

TABELA XXXIX: Atribuicdes de RMN *C do do derivado triacetilado
RMN - 3¢ (cDCl3, 75MHz, S=ppm) o
52,23 (C2); 25,00 (C3); 26,72 ( C4); 129,23 (C6); 145,80 (C8); 123,14 (C9);
162,9 (C10); 43,06 (C11); 49,12 (C13); 23,10 (C14*); 25,1 (C15%); 62,70
(C16); 170,60 (C19); 21,74 (C20); 170,76 (C21); 20,75 (C22); 171,98 (C23);
20,66 (C24)

* podem estar trocados
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SINTESE: 7 — Reagao de esterificagdo entre a oxamniquina diacetilada e
o cloreto de acriloila

Os produtos foram analisados por ressonancia magnética nuclear e
CCD. Os produtos obtidos apresentavam-se sob a forma sélida, de coloragéo
marrom. A cromatografia revelou a formagao de compostos intermediarios, mas
que pela ressonéancia nao mostrou ser derivado vinilico, pois na regido de 5 a 6
ppm nao apresentavam sinais caracteristicos.

SINTESE: 8 — Reagio de esterificagdo entre a oxamniquina diacetilada e
o cloreto de metacriloila

O composto obtido a partir da reagdo entre a oxamniquina e o cloreto de
metacriloila foi analisado por ressonancia magnética nuclear e CCD. O produto
obtido apresentou-se sob a forma de sélido marrom escuro. A CCD revela a
formagao de subprodutos € em maior grau a presen¢a de material de partida. A
ressonaricia apresentou que pouco derivado diacetilado nao reagiu com o cloreto
de metacriloila.

4.1.2.1.1B Esterificacao direta com acidos

SINTESE: 9 - Sintese do metacrilato de oxamnquina (MA-OXA)

TABELA XLIIl - Aspecto fisico do produto e analise realizada

Ensaio  Aspecto . - Andlise. - . . Resultado
A semi-sélido alaranjado RMN :H obtido
B semi-sélido alaranjado RMN 'H obtido
C semi-sélido alaranjado RMN 'H impuro
D semi-sélido alaranjado RMN 'H impuro
E semi-sdlido alaranjado RMN H obtido
F semi-sdlido ataranjado RMN 'H obtido
G solido alaranjado P-F-’MW“""!',';’?E')‘E"F','_';’“” RMN 'H, obtido
H sélido alaranjado P.F.Microanslise/ soldriidade/ RMN H, obtido
[ sélido alaranjado P.F.I'Mlcronntligg :o[;tét::i’l_il?adel RMN 'H, obtido

Roberto Parise Filho
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TABELA XLIV - Dados obtidos pela analise elementar do derivado da
oxamniquina

- MONOMERO METACRILICO DA OXAMNIQUINA
" Férmula empirica: CysH2sN3Oy Peso molecular: 347,42

ANALISE Calculado | Experimental
Carbono 62,23% 61,89%
Hidrogénio 7.25% 7,08%
Nitrogénio 12,09% 11,94%

Espectrometria por ressondncia magnética nuclear

O espectro 12 mostra a formagdo do mondomero metacrilico da
oxamniquina, o qual pode ser confirmado pelo deslocamento quimico
especialmente do préton H-16 (5,37 ppm) e pelo aparecimente dos sinais
6,11 ppm (H-20"), 5,57 ppm (H-20') e 1,98 ppm (H-21) representando os
protons olefinicos e a metila, respectivamente. Pelo espectro de RMN *C
(Espectro 13), a ligagdo éster pode ser comprovada pelo aparecimento da
carbonila em 167,46ppm (C18), evidenciando a formagido do mondémero na
posicdo desejada. O espectro 14 de DEPT ajuda a confirmar o composto
obtido.

Roberto Parise Filho
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Espectro 12- RMN 'H do metacrilato de oxamniquina (MA-OXA).

TABELA XLV: Atribuigées de RMN 'H do MA-OXA
. "RMN - H (DMSO-ds, 300MHz, 5=ppm, J=Hz)
3,36 (m, 1H, H-2); 1,98-1,91 (dd, 1H, H-3 equatorial); 1,58-1,52 (m, 1H, 3’
axial); 2,80 (t, 2H, H-4); 7,20 (s, 1H, H-6); 7,03 (s, 1H, H-9); 2,93-2,88 (dd,
1H, H-11, Jans =9,5); 2,51 (t, 1H, 11", Jgauche= 6,7); 2,89-2,80 (m, 1H, H-13);
1,12 (d, 3H, H-14*, J=6,7); 1,10 (d, 3H, H-15", J=6,7), 5,37 (s, 2H, H-16);
6,11 (s, 1H, H-20); 5,57 (s, 1H, H-20); 1,95 (s, 3H, H-21)
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Espectro 14- DEPT 135 ° do MA-OXA.

TABELA XLVII: Atribuicoes de DEPT 135 ° do MA-OXA
RMN - 3¢ (DMSO-ds, 75MHz, 5=ppm, J=Hz)

52 53 (C2); 25,95 (C3);26,63 (C4); 131,38 (C86); 109,61 (C9); 50 96 (C1 1)
49,79 (C13); 22,63 (C14); 23,14 (C15); 64,00 (C16); 126,25 (C20); 18,71
(C21)

Roberto Parise Filho
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Espectrofotometria no infravermelho (IV)

O espectro 15 apresenta os sinais de infravermelho do monémero

metacrilico da oxamniquina, Na TABELA XLVII estéo arrolados os dados de
analise espectral.

TABELA XLVill - Dados obtidos a partir da espectrofotometria no IV

para o0 monémero metacrilico da oxamniquina

~ V(KBr, cm™) SINAL
3589 Estiramento NH
3298 Estiramento CH aromatico
2948 Estiramento CH
1715 Estiramento C=0
1627 Estiramento C=C
1518 Estiramento assimétrico NO-»
1465 Estiramento CH,
1324 Estiramento simétrico NO-»
1296 Estiramento C-N
1253 Estiramento C-O
1017 Defermagéo angular =C-H vinilico fora do plano
942 Defermagao angular =C-H vinilico fora do plano
835 Deformagao angular =C-H aromatico fora do
plano
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Espectro 15 - Espectro no IV do MA-OXA.
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Solubilidade

TABELA XLIX — Solubilidade* do metacrilato de oxamniquina.

Solvente Temperatura Temperatura 50°C
ambiente

Acetato de etila soltvel soluvel
Acetona sollvel solavet
Agua pouco sollvel pouco solavel
Cloroférmio muito sollvel -
Diclorometano muito sollvel -
Etanol solavel soluvel
Eter insoluvel -
Hexano insoluvel insoluvel
Isopropanol pouco soluvel soluvel
Metanol muito solavel muito soluvel

* Segundo Farmacopéia Brasileria 4 edigao.

SINTESE: 10 - Sintese do monémero acrilico da oxamnquina

TABELA L - Aspecto fisico do produto e analise realizada

Ensaio = Aspectoe -~ -  Andlise = . Resultado
A semi-solido alaranjado RMN 'H obtido/impuro
B semi-sélido alaranjado RMN 'H obtido/impuro
Cc semi-sélido alaranjado RMN 'H obtidofimpuro
D semi-solido alaranjado RMN 'H obtido/impuro
E semi-s6lido alaranjado RMN 'H obtido/impuro
F semi-sélido alaranjado RMN 'H obtido/impuro
G semi-sélido alaranjado RMN 'H obtido/impuro
H semi-sélido alaranjado RMN 'H obtido/impuro

Os produtos obtidos foram analisados por ressonancia magnética
nuclear. Houve a formag¢do do mondémero acrilico, mas sua purificagdo nao
foi suficientemente completa. Pelo espectro de RMN foi possivel observar
grandes quantidades de dicicloexiluréia (DCU) e também de acido acrilico.
N3o se conseguiu purificar eficientemente o produto.

Roberto Parise Filho
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4.1.2.1.1C Rea¢dées por transferéncia de fase

SINTESE: 11 - Sintese do monémero acrilico da oxamnquina

O produto obtido foi analisado por ponto de fusdo, analise elementar,
solubilidade, ressonancia magnética nuclear 'H, '*C, DEPT e HMQC, além
de espectrofotometria de absorgao no infravermelho. O produto apresenta-
se sob a forma sdlida, de coloragao amarelada. O rendimento foi de 52%.

Cromatografia em camada delgada

Pela CCD, observou-se a reagao total da oxamniquina com o cloreto
de acriloila. Embora outras manchas tenham aparecido, elas foram
facilmente separadas por cromatografia em coluna.

Cromatografia em coluna

O sistema eluente utilizado foi apenas acetato de etila. Este solvente
mostrou-se adequado para a separagao e purificagao do produto obtido.

Ponto de fusao

O mondémero acrilico, apods purificagdo e secagem, apresentou ponto
de fusédo entre 109 a 110 °C.

Analise elementar
A TABELA LI apresenta os percentuais de cada elemento na férmulta

molecular do mondmero acrilico da oxamniquina. Estdo relacionados 0s
valores calculados e os determinados experimentalmente.

Roberto Parise Filho
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Espectro 16 - RMN 'H do monémero acrilico da oxamniquina (AC-OXA).

TABELA LII: Atribuigoes de RMN 'H do AC-OXA
RMN - 'H (DMSO-ds, 300MHz,

S=ppm, J=Hz) -
3,54 (m, 1H, H-2); 1,95 (m, 1H, H-3 equatorial); 1,68 (m, 1H, H-3’ axial);
2,82 (m, 2H, H-4); 7,20 (s, 1H, H-6); 7,21 (s, 1H, H-9); 3,55 (m, 1H, H-11);
3,25 (t, 1H, H-11’, Jans= 10,5); 4,24 (m, 1H, H-13,); 1,25 (d, 3H, H-14*,
J=6,7); 1,22 (d, 3H, H-15*, J=6,7), 4,69 (s, 2H, H-16); 6,64 (dd, 1H, H-20,
Je=10,3, Jrans=16,7); 6,36 (d, 1H, H-21, Jyans=16,7); 5,75 (d, 1H, H-21’,
Jow=10,3)

Roberto Parise Filho
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Espectro 17 - RMN **C do monémero acrilico da oxamniquina (AC-OXA).

TABELA LIII: Atribuigdes de RMN ' C do AC-OXA
_RMN - 3¢ (DMSO-ds, T5MHz, 5=ppm)

53, 357 (cz) 26,22 (C3).26.77 (C4), 127,09 (C5), 131,92 (C6); 123.91 (07)
144,92 (C8*); 109,94 (C9); 147,32 (10%); 47,77 (C11); 49,6 (C13); 21,71 (C14);
22,04 (C15); 63,16 (C16); 169,07 (C19); 128,69 (C20); 128,58 (C21)

Roberto Parise Filho
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Espectro 18 - DEPT 135° do monémero acrilico da oxamniquina.

TABELA LIV: Atribuicoes de DEPT 135 °do AC-OXA
RMN - 1:'C (DMSO de, . 75MHz 8-ppm)

53,57 (cz) 26,22 (C3).26.77 (CA), 131,92 (C6), 109.94 (cg) 47,77 (c11) 296
(C13); 21,71 (C14); 22,04 (C15); 63,16 (C16); 128,69 (C20); 128,58 (C21)

Roberto Parise Filho
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Espectro 19 - HMQC do AC-OXA.

Espectrofotometria no infravermetho (V)

A analise espectrofotométrica no IV do monémero acrilico da oxamniquina
esta arrolada na TABELA LV e apresentada no Espectro 20.
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Espectro 20 - Espectro no IV do AC-OXA.
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TABELA LV - Dados obtidos a partir da espectrofotometria no IV para o
mondmero acrilico da oxamniquina

v{cm™) ‘ Estiramento/Deformacao

3386 O-H

3325 N-H

2976 C-H alifatico

1639 C=0 amida secundaria

1581 N-H amina

1515 N=0 assimétrico

1323 N=0 simétrico

1051 C-O éicool primario
Solubilidade

TABELA LVI- Solubilidade* do acrilato de oxamniquina

Solvente Temperatura ambiente Temperatura 50°C
Acetato de etila sollvel muito soldvel
Acetona soldvel muito soldvel
Agua insoltvel insoltvel
Cloroférmio muito soluvel -
Diclorometano muito soluvel -

Etanol pouco solluvel soluvel

Eter ligeiramente solGvel -

Hexano insolavel -
Isopropanol pouco soluvel soluvel
Metanol soldvel muito soluvel

* Segundo Farmacopéia Brasileria 4° edi¢do.

Roberto Parise Filho
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SINTESE: 14 - ESTER METILICO DA GLICINA

Rendimento: 3,0104 g (80%).
Ponto de fusdo: 39-41 °C
Aspecto: sélido branco higroscépico
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Espectro 23 -RMN 'H do Gly-Me.

TABELA LIX: Atribuigées de RMN *'H da Gly-Me
. RMN - ‘H (DMSO-—do. 300MHz, S=ppm) . .o
3,77 (s, ZH, H-2); 863(s 3H H-3) 3,73 (s, 3H, H5)

Roberto Parise Filho



Resultados e Discussdo

154

Az - SEGUNDA ETAPA

Mondmeros acriloilamidicos

SINTESE: 15 - Sintese do AC-ACA-Me

Rendimento: 0,8451 g (85 %)
Ponto de fusdo: 58-59 °C
Aspecto: sélido branco
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Espectro 24 ~-RMN 'H do AC-ACA-Me.

TABELA LX: Atribuigoes de RMN 'H do AC-ACA-Me

~~RMN 1H (CDCI;, SOOMHZ B‘PPM. J-Hz)

2,32 (t, 2H, H2 J 7,3); 158148(m 2H H-3), 141 1,31 (m 2H H-4);
1,70-1,50 (m, 2H, H-5); 3,33 (q, 2H, H-6, J=6,2); 5,97 (Siarge, 1H, H-7); 3,66
(s, 3H, H-9); 6,15-6,06 (dd, 1H, H-11, J4s=10,1, Jrans=16,9); 6,27 (d, 1H, H-

12°, Jyans=16.9); 5,63 (d, 1H, H-12', Je=10,1)

Roberto Parise Filho
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SINTESE: 16 — Sintese do AC-GABA-Me

Rendimento: 0,5421 g (63%)

Aspecto: liquido amarelo viscoso
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Espectro 25 -RMN 'H do AC-GABA-Me.

TABELA LXI: Atribuigcdes de RMN H do AC-GABA-Me
“RMN - 'H (DMSO-ds, 300MHz, 8=ppm, J=Hz)

239(t 2H F2 J=73) 1.88 (m, 4H, H-3); 3,37 (q, 2H, H4, J—62) 6,77
(Sirgor 1H, H-5); 3,67 (s, 3H, H-7); 6,19 (dd, 1H, H-9, Jcie=9,8, Jrane=17,0);
6,14 (d, 1H, H-10", Jyane=17,0); 5,62 (d, 1H, H-10", Jse=9,8)

Roberta Parise Fitho
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SINTESE: 20 - Sintese do MA-Gly-Me

O derivado MA-Gly-Me ndo foi obtido devido as dificuldades
encontradas na extragao.

As.- TERCEIRA ETAPA

As 1 - HIDROLISE ALCALINA

Mondmeros acriloilamidicos

SINTESE: 21 - Hidrélise do éster metilico do derivado AC-ACA-Me

A hidrdlise do éster (AC-ACA-Me) ndo foi conseguida,
conseqiuntemente, o derivado AC-ACA-OH nao foi obtido.

SINTESE: 22 - Hidrélise do éster metilico do derivado AC-GABA-Me
A hidrélise éster (AC-GABA-Me) também ndo foi conseguida,
conseqlentemente, o derivado AC-GABA-OH néo foi obtido.
Monémeros metacriloilamidicos
SINTESE: 23 - Hidrélise do éster metilico do derivado MA-ACA-Me
A semelhanga das tentativas anteriores de hidrélise dos ésteres dos

aminoacidos, quando se tratou do derivado metacnioilamidico, a reagdo
também nao foi eficiente. O derivado MA-ACA-OH néo foi obtido.

Roberto Parise Filho
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SINTESE: 24 ~ Hidrélise do éster metilico do derivado MA-GABA-Me

'O éster metilico do derivado MA-GABA-Me ndo foi hidrolisado. O
produto MA-GABA-OH nao foi obtido.

Asz - TRANSESTERIFICACAO
SINTESE: 25 - Refluxo dos reagentes 2 temperatura de 150 °C por 6 h

TABELA LXIV - Aspecto fISICO do JJI'OdUtO e analise realizada
A Ensmo L Aspec'ro Anallu R Resulfado,,:-

semi-sélldolsohdo alaranjado | RMN 1H ICCD Néo obtndo v

A

B semi-sélido alaranjado RMN 'H /CCD N&o obtido
C sélido alaranjado RMN 'H /CCD Nao obtido
D sélido alaranjado RMN '"H/CCD N3o obtido

A cromatografia em camada delgada nao mostrou qualquer
substancia diferente dos reagentes iniciais.

SINTESE: 26 - Refluxo dos reagentes utilizando catalisador

TABELA LXV - Aspecto flslco do produto e analise realizada

'Ensauo v Aspector f_: -‘_‘ Anahse i .Resulfado P

A semi-solido amarelo/ sélido RMN 1H ICCD Nao obtldo
alaranjado

B semi-sélido amarelo/sélido RMN 'H/CCD Nao obtido
alaranjado

C s6lido alaranjado RMN 'H/CCD Nao obtido

D sélido alaranjado " RMN 'H/CCD N&o obtido

E semi-solido/sélido alaranjado RMN 'H /CCD Nao obtido

F semi-solido/sélido alaranjado RMN 'H /CCD Né&o obtido

Pela interpretagédo das placas de cromatografia em camada delgada,
nenhuma substancia diferente dos produtos foi revelada.

Roberto Parise Filho
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Espectro 29 - RMN C do AC-ACA-OH.

TABELA LXX: Atribuigdes de RMN '*C do AC-ACA-OH
- RMN - 3¢ (DMSO-ds, 75 MHz, s-ppm)

174,59 (C1); 33,72 (C2). 26,14 (C3), 24,34 (C4), 28.90 (05) 38,54 (ce) '
164,65 (C9); 124,93 (C10); 131,94 (C11)

Roberto Parise Fitho
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SINTESE: 31 - Sintese do AC-GABA-OH

Rendimento: 0,7451 g (47 %)
Aspecto: liquido viscoso opaco
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Espectro 30 - RMN 'H do AC-GABA-OH.

TABELA LXXI: Atribuigbes de RMN H do AC-GABA-OH
ki ;-;:-.-:;RMN H (DMSO-da. 3OOMHz Buppm, J=Hz) i
225(t 2H, H-2 J 73) 171 162(m 2H H3) 314(q,2H H-4 J 66)
8,22 (t, 1H, H-5); 12,08 (Siargo, 1H, H-6); 6,28-6,19 (dd, 1H, H-8,
Jrans=17,2;J6is=10,1); 6,07 (d, 1H, H-9", Jtrane=17,2), 5,57 (d, 1H, H-9',
Jae=10,1)

Roberto Parise Filho
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Espectro 31 — RMN *C do AC-GABA-OH.

TABELA LXXIi: Atribuigdes de RMN *C do AC-GABA-OH
<. RMN - T3¢ (DMSO-d, 75 MHz, 5=ppm)

7428 (c1) 31, 20 (C2) 24.62 (C3), 38.07 (04) 164, 80 (07) 125,0 (ca)
132,30 (C9)

Roberto Parise Filho
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SINTESE: 34 - Sintese do MA-GABA-OH

Rendimento: 0,0512 g (29 %)
Ponto de fusao: 105-107 °C
Aspecto: sélido branco-amarelado
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Espectro 35 - RMN 'H do MA-GABA-OH.

TABELA LXXVI: Atribuigdes de RMN 'H do MA-GABA-OH

RMN - ‘H (DMSO-ds, 300MHz, 5=ppm, J-Hz) )
217(t 2H, H-2, J-73) 166156(m 2H H3) 306(q,2H H-4 J 65)
7,89 (t, 1H, H-5); 12,03 (Siargo, 1H, H-6); 5,58 (s, 1H, H-9"), 5,26 (s, 1H, H-

9'); 1,79 (s, 3H, H-10)

Roberto Parise Filho
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Espectro 36 - RMN *C do MA-GABA-OH.

TABELA LXXVII: Atribuigdes de RMN *C do MA-GABA-OH
~ RMN --Y¢ (DMSO-ds, 75 MHz, 5=ppm)

174 76 (C1) 31 33 (C2); 24,68 (C3) 38 47 (C4) 167,70 (CT) 140 21 (CB)
119,02 (C9); 18,85 (C10)

Roberto Parise Filho
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SINTESE: 35 - Sintese do MA-Gly-OH

Rendimento: 0,0115 g (8 %)
Aspecto: semi-solido branco
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Espectro 37 - RMN 'H do MA-Gly-OH.

TABELA LXXVIII: Atribuigdes de RMN 'H do MA-Gly -OH

"RMN - 'H (DMSO- ds. 300MH: 8=ppm, J=Hz)

386(d 2H, H2 J=5,1), 8,46 (1, 1H H3 J= 50) 575(s 1H, H7) 542(s

1H, H-7"); 1,87 (s, 3H, H-8)

Roberto Parise Filho
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B2.1 ESTERIFICACAQ

- SEGUNDA ETAPA

SINTESE: 36 - Esterificagéo utilizando carbodiimidas (DCC)

TABELA LXXIX - Aspecto fisico do produto e analise realizada

Ensaio - Aspecto Andlise . Resulfndo
A semi-sdlido alaranjado RMN 'H /CCD Nao obtldo
B semi-sélido arparelolsélido RMN 'H /CCD N&o obtido

alaranjado
C semi-solido alaranjado RMN 'H/CCD Nio obtido
D semi-sdlido alaranjado RMN 'H/CcCD Nao obtido
E semi-sélido alaranjado RMN 'H /CCD N&o obtido
F semi-sélido alaranjado RMN 'H /CCD N3o obtido
G semi-sélido alaranjado RMN 'H/CccD N3ao obtido
H semi-sélido alaranjado RMN 'H /CCD Nao obtido
| semi-sélido alaranjado RMN 'H/CCD N&ao obtido
J semi-sélido alaranjado RMN 'H /CCD N&o obtido
L semi-séiido amarelo/sélido RMN 'H/CCD N&o obtido
alaranjado
M semi-sélido alaranjado RMN 'H /CCD N3&o obtido

Todas as reagdes foram acompanhadas por CCD. Nenhuma mostrou

a formagéao de produto.

SINTESE: 37 - Esterificagdo utilizando carbodiimidas (EDC)

TABELA LXXX = Aspecto fisico do produto e analise realizada

Ensaioc = Aspecto- Amhsc - . . Resultado
A semi-sélido amarelo claro RMN H ICCD Nao obtido
B semi-sélido amarelo claro RMN 'H/CCD Nao obtido
C semi-sélido amarelo claro RMN 'H/CCD Nao obtido
D semi-sélido amarelo claro RMN 'H/CCD N3o obtido
E semi-s6lido amarelo claro RMN 'H /CCD Né&o obtido
F semi-sélido amarelo claro RMN 'H /CCD N3o obtido

Todas as reagdes foram acompanhadas por CCD. Nenhuma mostrou

a formacéo de produto.

Roberto Parise Filho



Resultados e Discussdo 172

SINTESE: 38 - Esterificagdo utilizando resina de troca idnica

TABELA LXXXI - Aspecto fisico do produto e andlise realizada

Ensaio . Aspecfo Amllse e Resulfado -
A liquido amareiado RMN 'H/CCD 7 N&o obtido
B semi-sélido amarelo RMN 'H/CCD Nzo obtido
C semi-sélido amarelo RMN 'H /CCD NAo obtido

As trés reagdes foram acompanhadas por CCD. Nenhuma mostrou a
formagéo de produto.

SINTESE: 39 - Esterificagdo utilizando cloreto de tionila

TABELA LXXXII - Aspecto fisico do produto e analise realizada

Ensaio. - Aspecto oo Amlnse s Resulfado
A liquido negro —RMNH —Nao obiido
B semi-sélido marrom RMN 'H NZo obtido

SINTESE: 40 - Esterificagio utilizando tribrometo de fésforo

A esterificagio do AC-ACA-OH com a oxamniquina néo foi
conseguida, possivelmente devido a problemas de reatividade do farmaco
em estudo. '

SINTESE: 41 ~ Esterificagiio direta utilizando acido sulfarico

Ao contrario do que se esperava, a esterificagdo em meio acido néo
originou o produto desejado (AC-ACA-OXA).
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SINTESE: 45 - Formagao de alcéxido de oxamniquina

Os resultados das reacdes de formagéo de alcéxido de oxamniquina,

com o uso de metais como Litio e Sédio metélicos, estdo arrolados na
TABELA a seguir.

TABELA LXXXVI - Aspecto fisico do produto e anélise realizada

Ensaio - - Aspecto e el Andlise - .- - Resultado .
A N&o solado - | N&o reagiu |
B N&o isolado - Nao reagiu
C Nao isolado - Nao reagiu
D Nao isolado - Nao reagiu

A reagao é observada quando o metal é totalmente consumido. Neste
caso, o esperado nao ocorreu.

SINTESE: 46 ~ Formagéo de alcéxido de oxamniquina (NaH)

A tentativa de formacao de alcéxido de oxamniquina, utilizando NaH,
nao foi bem sucedida. O produto desejado n&o foi obtido e houve formagéo
de subprodutos complexos, os quais ndo se conseguiu separar e isolar de
maneira eficiente.

SINTESE: 47 - Redugio do grupo nitro da oxamniquina

O analogo aminico da oxamniquina ndo foi obtido, ou seja, a redugéo
do grupo nitro até amino nao foi conseguida. No entanto, um derivado ciclico
(Barberato ef al., 2002) foi obtido por mecanismo totalmente inédito. Os
resuitados a seguir sdo referentes ao derivado ciclico da oxamniquina,
representado por OXA-ciclica.
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TABELA LXXXVII - Aspecto fisico do produto e analise realizada

Ensaio Aspecto. - Andlise.. = - Resultado/Rendimento -
A sélido marrom claro RMN 'H/CCD Derivado ciclico (reagio répidé)l 51%
B sdlido marrom claro RMN 'H/CCD Derivado ciclico (reagdo rapida)/ 65%
C sdlido marrom claro RMN 'H/CCD Derivado cidlico (reagsio rapida)/ 60%
D sélido marrom claro RMN 'H /CCD Derivado ciclico (reagdo lenta)/ 35%

O produto obtido foi analisado por ponto de fusdo, andlise elementar,
e ressonancia magnética nuclear 'H, 1*C, HETCOR. O produto apresenta-se
sob a forma sdlida, de coloragdo marrom clara. O melhor rendimento obtido
foi pela reagao B, 65%.

Cromatografia em camada delgada

Pela CCD, observou-se 0 consumo de oxamniquina e a formagéo de
do produto em distancia significativa (Rf de 0,7) em relagdo a mancha do
farmaco. Embora outras manchas tenham aparecido, elas foram facilmente
separadas por cromatografia em coluna.

Cromatografia em coluna

O sistema eluente utilizado foi acetato de eftila/metanol (7:3). Este
sistema mostrou-se adequado para a separagdo e purificagdo do produto
obtido.

Ponto de fusao

OXA-ciclica, ap6s purificagdo e secagem, apresentou ponto de fusédo
entre 140 a 142 °C.
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Espectro 39 — RMN *C da OXA-ciclica.

TABELA XC: Atribuigdes de RMN '*C da OXA-ciclica
. . RMN - ¢ (DMsO- ds, 75MHz, 5=ppm) R
56 7y (C2); 24,29 (C3); 27,71 (C4); 128,31 (C5); 131,09 (cs) 123 53 (CT)
143,02 (C8); 105,44 (C9); 147,53 (C10); 57,81 (C11); 54,02 (C13); 21,89
(C14); 21,84 (C15); 62,92 (C16); 69,25 (C18)
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Espectro 40 - HETCOR da OXA-ciclica.

SINTESE: 48 - Sintese do N-(hidroxipropil) metacrilamida (HPMA)

O produto néo foi obtido. Cristais do cloridrato de 1-amino-2-propanol
foram separados em abundéancia. Estes cristais, juntamente com residuos de

bicarbonato prejudicaram a extragdo do produto.
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SINTESE: 49 - Sintese do HPMA

Rendimento: 2,5530 g (59%)
Ponto de fuséo: 67-68 °C
Aspecto: sélido transticido

W

\%f H

Espectro 41 - RMN 'H do HPMA.

TABELA XCl: Atribuigdes de RMN 'H do HPMA
- RMN - H (DMSO-d;, 300MHz 5=ppm, J= Hz)‘,_.:

3,52-3,47 (m, 1H, H-1"-gauche); 3,21-3,12 (m, 1H, H-1 -antl) 3, 99 3, 90 (m
1H, H-2); 1,18 (d, 3H, H-3, J=6,2); 2,92 (Siargo, 1H, H-4); 6,43 (t, 1H, H-5);
5,72 (s, 1H, H-8%); 5,34 (s, 1H, H-8’); 1,96 (s, 3H, H-9)
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Espectro 42 -RMN *C do HPMA.

TABELA XCII: Atribuigdes de RMN *C do HPMA
RMN - “C (DMSO- d., 75MHz, 5=ppm)

46 49 (c1) 66,70 (C2): 20.41 (C3); 168,90 (C6), 139,07 (C7); 119.60 (ca)
18,11 (C9)
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4.1.3 Polimerizagdo

A seguir relata-se a caracterizagdo do copolimero por analise térmica
e espectrofotometria de absorgio na regido do infravermelho.

SINTESE: 50 - Polimerizagao com solvente

A técnica foi aplicada aos acidos acrilico e metacrilico. Nao foram
obtidos os polimeros esperados. O método ndo foi aplicado ao monémero
metacrilico da oxamniquina.

SINTESE: 51 - Polimerizagio sem solvente

Esta técnica foi utilizada para a polimerizagdo dos acidos acrilico e
metacrilico. Obteve-se o acido polimetacrilico sob forma de pé fino e branco.
O acido poliacrilico apresentou-se sob forma de sodlido rigido. Nao foi
possivel a purificagdo total dos polimeros. Apesar de os resultados serem
satisfatorios, esta reagdo mostrou ser muito exotérmica e violenta. Nao seréa
aplicada aos derivados da oxamniquina.

SINTESE: 52 — Polimerizagdo na auséncia de oxigénio

Esta técnica foi aplicada aos acidos acrilico e metacrilico. A
polimerizagdo foi conseguida, o que pode ser comprovada pelos espectros
43 e 44 para os acidos poliacrilico e polimetacrilico, respectivamente.
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Espectro 43 - RMN 'H do 4cido poliacrilico.

TABELA XClII: Atribuiges de RMN 'H do acido poliacrilico
! RMN 1I--I (DMSO-d;, SOOMHz d=ppm, J' Hz) A
' 230—2 10(m 2H, H-1); 1,90-1,20 (m, 1H, H-2); 12, 10 (s,.,go, 1H H 3)
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Espectro 44 - RMN 'H do acido polimetacrilico.

TABELA XCIV: Atribuicoes de RMN 'H do acido polimetacrilico
RMN - 'H (DMSO-ds, 300MHz, 5=ppm, J=Hz) .
2,15-1,60 (m, 2H, H-1); 1,20-0,80 (m 3H, H-4); 12,32 (slargo. 1H, H- 3)
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SINTESE: 53 - Polimerizagio do monémero metacrilico da oxamniquina

O produto polimetacrilato de oxamniquina ndo foi obtido pelo uso da
técnica proposta. A reagdo néo se processou satisfatoriamente. Quando se
tentou precipitar, apenas houve uma turvagdo do meio, dando indicios de
que a polimerizagdo tivesse ocorrido. Apds analise, constatou-se que era
apenas o0 mondmero metacrilico da oxamniquina.

SINTESE: 54 - Copolimerizagdo do metacrilato de oxamniquina e acido
metacrilico

Esta técnica foi aplicada ao acido metacrilico e ao metacrilato de
oxamniquina. A copolimerizacdo foi conseguida, resuitando no A&cido
polilmetacrilico-co-metacrilato de oxamniquina). O produto obtido
apresentou-se sob a forma de pé amarelo-claro, bem fino e insolivel na
maioria dos soilventes, exceto pelo fato de ser ligeiramente solivel em DMF.
Tendo em vista sua baixa solubilidade nos solventes comumente utilizados
nas analises espectrométricas de ressonancia magnética nuclear, o produto
foi submetido a analise térmica, espectrofotometria no |V e difragao por raios
X para fins de comparag¢io com 0 acido polimetacrilico.

Analise térmica

A andlise térmica vem sendo amplamente empregada na
caracterizagdo de materiais poliméricos. A seguir estdo apresentadas as
curvas termogravimétricas (TG) e curvas térmicas diferenciais (DTA) para o
copolimero (PMOXA), oxamniquina (OXA), acido polimetacrilico (PMA) e
mistura fisica (OXA+PMA).
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FIGURA 17 - (a) Curva TG para o acido polimetacrilico (PMA); (b) Curva
DTA do acido polimetacrilico (PMA).
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FIGURA 18 - (a) Curva TG para a oxamniquina (OXA); (b) Curva DTA
para a oxamniquina (OXA).
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FIGURA 19 - (a) Curva TG para a mistura fisica entre a oxamniquina
(OXA) e o acido polimetacrilico (PMA); (b) Curva DTA para a mistura
fisica entre a oxamniquina (OXA) e o acido polimetacrilico (PMA).
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FIGURA 20 - (a) Curva TG para o pré-farmaco polimérico PMOXA; (b)
Curva DTA para pro-farmaco polimérico PMOXA.
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Espectrofotometria no infravermelho
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Espectro 45 —- Espectro de absorgdo na regido do infravermelho para os
compostos (a) OXA, (b) PMA, (c) mistura fisica e (d) PMOXA.

TABELA XCV - Dados obtidos pelo espectro de infravermelho do a)
OXA, (b) PMA e (d) PMOXA

v 3324 — (N-H) amina v 3500-3200 — (OH) acido v 3500, 3000 — (OH) é&cido
secundaria carboxilico (devido as ligagdes  carboxilico
de hidrogénio)
v 2880 — (C-H) alifatico v 1706 — (C=0) &cido v 3000 2900 — (C-H) alifatico
carboxilico
v 1620, 15680 - (C=C) v 1391 - (C=0) carbonila de v 1712 — (C=0) 4cido carboxilico
aromatico acido, deformagao no plano
v 1508 - combinagéo v 1174 — (C-O) carbonila v 1625 — (C=C) aromatico
(NO, assimétrico e
insaturagdo C=C)
v 1329 — (NO; v 948 — (C=0) carbonila de v 1525, 1343 — (NO,) assimétrico
simétrico) acido, deformacao fora do plano e simeétrico
v 1385, 1362 — (CH;4 v 1160 — (C-0) acido
geminais)
v 1050 — (C-0Q) alcool
_primario
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Determinagdo do grau de substituicdo do copolimero

a) Varredura espectral

Espectro 46 - Espectro de absorgdo no UV da oxamniquina (10 ug/mL)

em DMF.

b) Padronizagao do método (Curva de calibragao)

Os valores utilizados nos calculos para tragar a curva de calibragdo
estdo expostos na TABELA XCVI. A FIGURA 18 apresenta a curva
correspondente. Os resultados do tratamento estatistico sobre os valores

experimentais obtidos para a curva encontram-se na TABELA XCVII.

TABELA XCVI - Valores experimentais obtidos na determinagao da
curva padrdo para oxamniquina em DMF, a 270 nm.

CONCENTRAGAO TEéRICA 3 ABSORBANCtA ‘ CONCENTRAGAO REAL
- " (ug/mL) IR ER At S 5 (pg/lﬂl..)k Lo

1 0 0121 0,877

2 0,0504 1,716

3 0,1072 2,961

4 0,151 3,922

5 0,1951 4,887

6 0,2373 5813

7 0,2754 6,736

8 0,3338 7,929

9 0,3928 9,222

10 0,4373 10,19

1 0,5268 12,15

12 0,5689 13,08

13 0,6101 13,98

14 0,6571 14,89

15 0,6932 14,90

16 0,7342 15,70
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Curva de calibracdo da oxamniquina
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FIGURA 21 - Curva de calibragdo da oxamniquina em 270 nm.

TABELA XCVII - Resultados estatisticos dos valores obtidos na
determinagio da curva de calibragio da oxamniquina
em DMF, a 270 nm.

. PARAMETROS .~ |- .. . VALORES
Valordea | 0,04986
Valorde b | -0,04999
r (coeficiente de correlagio) 0,99839
s (desvio padrao) 0,01397
n (numero de amostras) 16

A partir dos valores calculados, pode-se escrever a equagéo da reta,

Absorbdncia = 0,04986(Concentracdo-ng/mL) - 0,04999
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c) Determinagdo do grau de substituicio do copolimero

A absorbancia relativa ao copolimero foi determinada em triplicata e
os valores estao descritos a seguir:

1) 0,1974
2) 0,2006 Média: 0,2006
3) 0,2040

Substituindo na equagéo:
0,2006 = 0,04986 (C) — 0,04999
C =5,02 ug/mL

GRAU DE SUBSTITUIGAO CONCENTRAGAO CALCULADA DE OXAMNIQUINA
CONCENTRAGAO TEORICA DO COPOLIMERO

G.S. =502 .: 50,2%
10

Roberto Parise Fitho
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FIGURA 22 - Difratogramas de raios X da OXA (a), PMA (b), mistura fisica
(c) e PMOXA (d).

SINTESE: 55 - Polimerizagao do mon6mero acrilico da oxamniquina

O produto poliacrilato de oxamniquina n&o foi obtido pelo uso da
técnica proposta. A reagdo ndo se processou satisfatoriamente. Quando se
tentou precipitar, apenas houve uma turvagdo do meio, dando indicios de
que a polimerizagao tivesse ocorrido. Apés analise, constatou-se que era
apenas 0 monémero acrilico da oxamniquina.

SINTESE: 56 - Copolimerizagdo do N-acriloil derivado de oxamniquina
(AC-OXA) com acido acrilico

O copolimero desejado n&o foi obtido pelo uso da técnica proposta. A
reagio néo se processou satisfatoriamente. Apés andlise, ndo se conseguiu
identificar a copolimerizagdo. Acredita-se que apenas o acido acrilico
polimerizou, enquanto o mondmero acrilico da oxamniquina permaneceu

inalterado na solugao.
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4.1.4 Ensaios biolégicos

As TABELAS XCVIll a CIX apresentam os resultados do oograma e de

vermes recuperados em cada um dos grupos avaliados. As FIGURAS 23 a 34

representam graficamente os resultados do oograma em cada grupo.

TABELA XCVINi - Oograma quantitativo do grupo nao tratado

Estagio dos ovos

Animal 1° 20 3° 4° 5° IM MM Cv Vermes
1 22 14 12 7 45 0 0 0 9
2 13 7 25 16 39 0 0 0 15
3 5 18 32 12 33 0 0 0 13
4 13 12 12 11 52 0 0 0 8
5 12 9 24 9 46 0 0 0 14
6 2 12 40 8 38 0 0 0 11
7 12 12 31 14 31 0 0 0 7
8 20 12 15 12 41 0 0 0 11
9 20 14 29 12 25 0 0 0 16
10 14 22 31 6 27 0 0 0 15
11 18 7 15 13 47 0 0 0 2
12 12 22 29 8 29 0 0 0 28
13 19 14 25 9 33 0 0 0 20
14 17 9 32 7 35 0 0 0 13
15 - - - - - - - - -
Média 142 | 131 | 251 10,2 | 37,2 0 0 0 13

IM — ovos mortos imaturos; MM — ovos mortos maduros; CV — cascas vazias

Mortalidade: 6,6%

TABELA XCiX - Oograma quantitativo do grupo tratado com oxamniquina

(100 mg/kg)
Estagio dos ovos
Animal 1° 2° 3° 4° 5° IM MM Ccv Vermes
1 0 0 0 0 97 2 0 1 0
2 0 0 0 0 2 4 o 0 0
3 0 0 0 0 1 0 0 0 0
4 0 0 0 0 8 19 0 2 0
5 0 0 0 4] 2 1 1 Y 0
6 0 0 0 0 0 0 0 0 0
7 0 0 0 0 12 7 2 3 0
8 0 0 0 0 17 4 2 Q 0
9 0 0 0 0 8 0 1 1 0
10 0 0 0 o 24 2. 3 1 0
11 0 0 0 0 8 0 2 0 0
12 0 0 0 0 0 0 0 0 0
13 0 0 0 0 13 3 1 3 0
14 - - - - - - - - -
15 - - - - - - - - -
Média 0 0 0 0 146 | 3,23 0,92 0,85 0

IM — ovos mortos imaturos; MM — ovos mortos maduros; CV — cascas vazias

Mortalidade: 13,3%
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TABELA C - Oograma quantitativo do grupo veiculo
Estagio dos ovos

Animal 1° 2° 3° 4° 5° IM MM Ccv Vermes
1 0 0 88 0 12 0 0 0 4
2 9 6 2 19 64 0 0 0 11
3 7 21 27 11 34 0 0 0 7
4 10 16 24 4 41 5 0 0 10
5 24 12 14 2 48 0 0 0 14
6 10 16 56 0 13 0 c 0 9
7 14 28 10 4 44 0 C 0 6
8 6 28 16 4 48 0 0 0 10
9 12 10 22 2 54 0 0 0 7
10 8 16 6 6 64 0 0 0 4
11 16 8 16 4 56 0 0 0 5
12 10 22 38 4 26 0 0 0 13
13 8 32 10 0 50 0 0 0 6
14 - - - - - - - - -
15 - - - - - - - - -
Média 131 | 163 | 254 5,01 52,0 0,38 0 0 8,15
IM — ovos mortos imaturos; MM — ovos mortos maduros; CV — cascas vazias

Mortalidade: 13,3%

TABELA CI - Oograma quantitativo do grupo acido polimetacrilico (50 mg/kg)

Estagio dos ovos

Animal 1° 2 3° 4° 5° IM MM cv Vermes
1 6 13 14 5 60 1 1 o 13
2 11 18 15 5 50 0 1 0 11
3 16 15 20 7 42 0 1 0 11
4 9 13 17 10 50 1 0 0 7
5 6 26 29 6 33 0 0 0 5
6 22 11 25 3 39 0 0 0 8
7 31 21 33 0 16 0 0 0 8
8 3 13 8 7 69 0 0 0 8
9 16 24 7 1 51 1 0 0 7
10 15 12 26 14 30 3 0 0 4
11 11 22 7 5 55 0 0 0 6
12 3 20 19 7 49 2 0 0 12
13 16 18 12 9 45 0 0 0 6
14 - - - - - - - - -
15 - - - - - - - - -
Média 127 { 150 | 166 6,07 436 0,61 0,15 0 8,15

IM — ovos mortos imaturos; MM — ovos mortos maduros; CV — cascas vazias
Mortalidade: 13,3%
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TABELA CIll - Oograma quantitativo do grupo monémero B (50mg/kg)
AVALIAGAO: 10 DIAS

Estagio dos ovos
Animai 1° 20 3° 4° 5° iM MM CV Vermes
1 0 0 0 0 20 0 0 0 3
2 0 0 1 0 60 5 2 0 0
3 0 0 1 0 10 19 2 2 4
4 0 0 0 0 22 0 2 0 0
5 0 0 0 0 67 18 4 0 2
6 0 0 0 1 69 4 1 0 0
7 0 1 0 0 6 0 1 0 0
8 0 0 0 0 45 0 5 0 2
9 0 0 0 0 30 1 0 1 0
10 0 0 0 0 37 12 0 0 5
11 0 0 0 0 96 6 2 0 2
12 0 0 0 0 53 1 1 0 4
13 - - - - - - - - -
14 - - - - - - - - -
15 - - - - - - - - -
Média 0 008 | 016 0,08 429 55 1,66 0,25 1,83
IM — ovos mortos imaturos; MM - ovos mortos maduros; CV — cascas vazias
Mortalidade: 20%
TABELA Clil - Oograma quantitativo do grupo mondmero B (50 mg/kg)
AVALIACAO: 20 DIAS

Estagio dos ovos
Animal 1° 2° 3° 4° 5° IM MM CcVv Vermes
1 0 0 0 0 25 1 1 0 2
2 0 1 1 0 47 4 1 0 0
3 0 0 1 0 11 21 1 2 2
4 0 0 0 0 23 0 2 0 0
5 0 0 0 0 61 25 2 0 1
6 0 0 1 1 60 1 1 0 0
7 0 0 0 0 5 0 1 0 0
8 0 0 0 0 35 0 3 0 1
9 0 0 0 0 31 1 0 1 0
10 0 0 0 0 34 11 0 0 2
11 0 0 0 0 80 5 2 0 1
12 - - - - - - - - -
13 - - - - - - - - -
14 - - - - - - - - -
15 - - - - - - - - -
Média &) 0,09 | 027 009 |3745 6,27 1,27 027 0,81

IM - ovos mortos imaturos; MM ~ ovos mortos maduros; CV — cascas vazias
Mortalidade: 26,6%
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TABELA CIV - Oograma quantitativo do grupo tratado com oxamniquina (50mg/kg)

AVALIAGAO: 10 DIAS

>
2
3
-

Estagio dos ovos

1° 2° 3° 4 5° IM MM CV__ | Vermes
1 0 0 0 0 50 0 0 0 0
2 0 0 0 0 62 4 4 10 0
3 0 0 0 0 50 30 5 15 0
4 0 0 0 0 68 24 8 0 0
5 0 0 0 0 40 0 10 0 0
6 0 0 0 0 74 18 8 0 0
7 0 0 0 0 50 0 0 0 1
8 0 0 0 0 66 20 8 6 2
9 0 0 0 0 78 10 4 8 0
10 0 0 0 0 50 0 5 5 0
11 0 0 0 0 62 11 0 1 0
12 - - - - . - - - -
13 - - - - - - - - -
14 - - - - R N R :
15 - - - - - - - - -
Média 0 0 0 0 [5909 1063 | 472 4,09 0.27

IM - ovos mortos imaturos; MM — ovos mortos maduros; CV — cascas vazias

Mortalidade: 26,6%

TABELA CV - Oograma quantitativo do grupo tratado com oxamniquina (50mg/kg)

AVALIAGAO: 20 DIAS

Estégio dos ovos

Animal 1° 2° 3 4° 5° IM MM CcvV Vermes
1 0 0 0 0 64 4 32 0 3
2 0 0 0 0 68 0 20 12 0
3 Q0 0 0 0 50 2 42 6 0
4 0 0 0 0 58 2 30 15 0
5 0 0 0 0 62 0 38 0 0
6 0 0 0 0 60 8 32 0 0
7 0 0 0 0 38 6 48 6 2
8 0 0 0 0 50 6 36 8 3
9 0 0 Q 0 68 0 28 4 3
10 0 0 0 0 66 6 26 2 2
11 0 0 0 0 56 6 32 6 0
12 0 0 0 0 40 16 32 12 0
13 - - - - - - - - -
14 - - - - - - - - -
15 - - - - - - - - -
Média 0 0 0 0 5666 | 466 33 5,91 108

iM — ovos mortos imaturos; MM — ovos mortos maduros; CV — cascas vazias

Mortalidade: 20%
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TABELA CVI - Oograma quantitativo do grupo mondmero A (50 mg/kg)
AVALIACAO: 10 DIAS

Estiagio dos ovos
Animat 1° 2° 30 4° 5° IM MM cVv Vermes
1 0 o] 0 0 30 10 0 0 B
2 0 0 1 0 72 24 2 20 5
3 0 0 1 0 B84 8 8 0 12
4 0 0 0 0 84 8 4 4 11
5 0 0 0 0 95 5 0 0 1
6 0 0 0 1 84 6 10 0 4
7 0 1 0 0 a0 2 0 8 2
8 0 0 0 0 78 4 4 0 4
9 0 0 0 0 80 2 0 1 1
10 - - - - - - - - -
11 - - - - - - - - -
12 - - - - - - - - -
13 - - - - - - - - -
14 - - - - - - - - -
15 - - - - - - - - -
Média 0 0,11 | 0,22 0,11 77,4 7,66 3,11 3,66 533
IM — ovos mortos imaturos; MM — ovos mortos maduros; CV — cascas vazias
Mortalidade: 40%
TABELA CVII - Oograma quantitativo do grupo mondmero A (50 mg/kg)
AVALIAGAO: 20 DIAS

Estagio dos ovos
Animal 1° 2° 3° 4° 5° M MM CcvV Vermes
1 0 0] 0 0 60 0 0 6 4
2 0 1 1 0 40 4 4 4 2
3 0 0 1 0 60 2 & 4 1
4 0 0 0 0 -66 0 2 4 3
5 0 0 0 0 30 10 6 2 9
6 0 0 1 1 48 6 0 4 3
7 0 0 0 0 34 4 8 8 0
8 0 0 0 0 68 8 1 6 0
9 0 0 0 0 68 0 2 4 17
10 0 0 0 0 50 0 2 10 0
11 0 0 0 0 45 0 0 8 0
12 - - - - - - - - -
13 - - - - - - - - -
14 - - - - - - - - -
15 - - - - - - - - -
Média 0 0,09 | 0,27 0,09 |5172 3,09 227 5,45 3,54

IM - ovos mortos imaturos, MM — ovos mortos maduros; CV — cascas vazias
Mortalidade: 26,6%
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TABELA CVIil - Oograma quantitativo do grupo copolimero (50 mg/kg)
AVALIAGAO: 10 DIAS
Estigio dos ovos

Animal 1° 2° I 4° 5° IM MM cv Vermes
1 22 20 26 0 32 9] 0 9] 24
2 8 2 28 0 36 4 4 2 23
3 4 0 34 6 52 0 0 4 6

4 12 10 6 8 58 2 2 4 17
5 12 4 16 6 60 0 2 0 12
6 18 34 10 2 30 6 0 0 14
7 10 4 4 2 72 4 0 4 12
8 14 10 10 4 64 0 0 0 18
9 38 34 6 0 18 4 0 0 16
10 12 18 16 4 50 0 0 0 24
11 18 26 22 2 32 0 0 0 17
12 - - - - - - - - -
13 - - - - - - - - -
14 - - - - - - - - -
15 - - - - - - - - -
Média 1527 11472 ({1618 | 309 [4581 1,81 0,72 1,27 16,63
IM - ovos mortos imaturos; MM — ovos mortos maduros; CV — cascas vazias

Mortalidade: 26,6%
TABELA CIX - Oograma quantitativo do grupo copolimero (50 mg/kg)
AVALIAGAO: 20 DIAS

Estagio dos ovos

Animal 1° 2° J° 4° 5° M MM CV Vermes
1 16 8 16 8 42 2 0 0 10
2 10 6 36 4 42 2 0 2 9

3 8 6 16 24 42 0 2 2 11
4 18 6 12 6 56 2 0 0 21
5 2 10 34 12 42 0 0 0 16
6 2 10 18 10 58 2 0 0 27
7 2 24 22 18 32 2 0 2 11

8 4 8 16 16 24 0 0 0 11

9 2 6 10 10 42 2 0 0 9
10 - - - - - - - - -
11 - - - - - - - - -
12 - - - - - - - - -
13 - - - - - - - - -
14 - - - - - - - - -
15 - - - - - - - - -
Média 7,11 | 9,33 20 12 42 22 1,33 0,22 0,66 13,88

IM - ovos mortos imaturos; MM - ovos mortos maduros; CV — cascas vazias

Mortalidade: 40%
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Segundo o espectro, ndo houve alteragdo no padrdo de acoplamento
dos prétons vizinhos a amina heterociclica (especialmente os prétons H-2), e
na regiao entre 9,15 a 8,89 ppm aparecem apenas dois prétons tipicos de
sal de aménio, quando o esperado & um total de quatro prétons (visualizagao
peia integral). Embora a reag@o nao tenha se processado como esperado,
houve a formagdo de sal de aménio no grupo amino alifatico. Para saber se
realmente a oxamniquina foi hidroclorada, procedeu-se ensaio de
solubilidade em agua. A oxamniquina & praticamente insollvel em meio
aquoso, ja o produto obtido (clondrato de oxamniquina) € muito solavel,
confirmando a formagao de sal. A partir do composto protegido procedeu-se
a reacao com os cloretos de acidos. Esperava-se pronta ligagdo com os
cloretos de acido, contudo nao houve formagao do composto desejado.

Como segunda tentativa de protecdo dos grupos aminicos foi
realizado método descrito na literatura (Carrol, 1974), que consiste na
acetilagdo tanto de grupos hidroxiias como os grupos amino de determinada
molécula e posterior hidrélise seletiva da ligagdo éster. Embora houvesse
duvidas se a reagdo se processaria nos trés nucleéfilos do farmaco, as
condigdes de reagio favoreceram a obtengdo do produto desejado. A reagao
mostrou ser método promissor e apresentou rendimento de 68%. Pelos
espectros 8 e 9 de RMN 'H e C, respectivamente, pdde-se comprovar,
primeiramente, a formagéio do composto triacetilado. A estreita faixa obtida
na determinagdo do ponto de fusdo (133-136 °C) demonstra pureza do
produto. Foram feitos também ensaios de solubilidade do produto em
diversos solventes e em duas temperaturas, com o intuito de avaliar-se o
melhor agente para recristalizagdo. Os solventes isopropanol e etanol foram
0s que apresentaram melhores resultados. No espectro 8 de RMN 'H, ha a
revelagdo de trés novos sinais em relagdo a oxamniquina pura, 2,21, 2,17 e
2,15 ppm. Nota-se também que o sinal dos prétons H-16 foi deslocado para
campo mais baixo, 5,48 ppm, sugerindo a formagéo de ligagdo do tipo éster.
O padrdo de acoplamento entre os prétons vizinhos as aminas também foi
afetado. Houve abertura dos sinais e a grande maioria foi deslocada para
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campo mais baixo do espectro. Pelo espectro 9 de RMN '°C, pdde-se
observar a presenga de trés carbonilas em 170,60, 170,76 e 171,98 ppm e
trés novas metilas em 20,66, 20,75 e 21,74 ppm, confirmando a tnacetilagao.
Apesar de os impedimentos estéricos observados na oxamniquina, acredita-
se que a temperatura e maior concentragao do substrato favorecem a maior
nucleofilicidade dos grupos amino, simplificando a acilagao.

A segunda etapa foi hidrolisar seletivamente o éster, liberando
novamente a hidroxila da oxamniquina (Vogel, 1989). A reagdo mostrou ser
eficiente para hidrolise do éster, apresentando rendimento de 51%. Obteve-
se pé fino, de coloragdo alaranjada e ponto de fusdo entre 162-167 °C.
Foram feitos também ensaios de solubilidade do produto em diversos
solventes e duas temperaturas visando encontrar melhor agente para
recristalizagdo. Os espectros 10 e 11 de RMN de 'H e'°C, respectivamente,
comprovam a formagdo do derivado diacetilado, mas o produto ainda
encontrava-se impuro. No espectro 10 de RMN 'H observam-se agora
apenas dois sinais em relagao ao derivado triacetilado (espectro 8),
correspondendo as duas metilas 2,14 e 2,18 ppm. O sinal dos prétons H-16
foi deslocado para campo mais alto 4,93 ppm, sugerindo a quebra da ligagdo
éster com posterior retorno a forma alcéolica. O padrédo de acoplamento dos
demais prétons mostra-se similar ao derivado triacetilado, evidenciando gue
as duas aminas ainda permanecem protegidas. Pelo espectro 11 de RMN
13C, observou-se a presenca de apenas duas carbonilas em 170,45 e 171,9
ppm e o desaparecimento de uma metila, confrmando o composto
diacetilado. A reagdo de esterificagdo do derivado diacetiado com os

cloretos de acidos também nao foi bem sucedida.

Devido aos problemas e dificuldades encontrados com a utilizagdo
dos cloretos, fez-se o uso dos acidos acrilico e metacrilico. Neste caso,
melhores resultados foram obtidos. Deve-se ressaltar ainda algumas
vantagens dos acidos em relagdo aos cloretos, vantagens estas descobertas
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de um sinal em 18,68 ppm, representando a metila vinilica. Em 167,46 ppm,
observa-se o aparecimento de uma carbonila, confirmando a ligagio éster.
Outros métodos analiticos foram realizados, auxiliando a confirmagfo da
estrutura do monémero. Pelos resultados obtidos na analise elementar e na
determinagdo do ponto de fusdo, observou-se que o derivado estava puro e
dentro das especificagdes relativas a formula molecular. O espectro obtido
pela analise no infravermelho (Espectro 14) revela sinal caracteristico para a
identificagdo do tipo de ligagdo formada. A presenga do sinal de carbonila
em 1715 cm™, confirma a formagao da ligagao do tipo éster. Acrescenta-se
ainda o sinal fino em 3589 cm™, referente ao estiramento NH. A auséncia de
sinal largo na regido acima de 3000 cm™, demonstra que a hidroxila foi

eliminada.

E interessante a observagio de que a reacdo direta entre a
oxamniquina e o acido metacrilico resultou no monémero proposto de forma
satisfatoria, sem haver a ligagdo do acido aos outros nucledfilos. Isto pode
ser explicado por consideragdes esténcas. O DCC é molécula grande e, ao
ativar a carbonila do acido, forma molécula maior ainda. Os dois grupos
amina da oxamniquina apresentam problemas estéricos. Ja a hidroxila esta
bem mais livre e com maior mobilidade. Assim, a facilidade com que se liga
o conjugado DCC-acido a hidroxila € muito maior do que em relagdo .as
aminas. Comparando-se ¢ acido acrilico ao metacrilico, outro ponto a ser
discutido é que o préprio acido metacrilico promove impedimento estérico
em virtude da metila em alfa. A presenga deste grupo torna mais dificil o
acesso em posicies que estejam estericamente impedidas; como no caso
das aminas da oxamniquina. Aléem destas consideragbes estéricas, os
fatores eletrénicos que regem estas diferengas foram analisados. Para isto
e com o objetivo de melhor avaliar a reatividade dos acidos acrilico e
metacrilico, estudo de modelagem molecular, foi realizado e descrito no
Apéndice. Segundo os dados obtidos, existe diferenga de reatividade entre
os acrilico e metacrilico. Diferenga esta, que pode ter influenciada na
obtengéo dos produtos desejados. Segundo os dados, o mondémero acrilico
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apresenta menor reatividade quando comparado ao monémero metacrilico.
Isso pode explicar por que apenas o denivado O-metacriloil foi obtido. Mais
detalhes podem ser avaliados no Apéndice.

Em relagdo ac mondmero acrilico, esperava-se que as reagbes de
esterificagdo pelo método direto proceder-se-iam de forma normal e similar
aquelas para o acido metacrilico. Contudo, ndo foram obtidos resultados
convincentes da formag¢ao do mondémero acrilico da oxamniquina. Tendo em
vista os resultados insatisfatérios obtidos com os cloretos de acido,
amplamente discutido anteriormente, quando se fez uso do método de
esterificagdo direta, os resultados ora obtidos foram mais animadores. Em
algumas reagdes houve a formagao do monémero acrilico, mas a sua
separa¢do e purificagdo nao foram completas. Como no caso dos cloretos,
formaram-se compostos com propriedades fisico-quimicas muito parecidas
{por exemplo, um éster e uma amida), o que impossibilitou a separagdo dos
compostos. Em alguns casos, ndo houve reagédo entre a oxamniquina e 0
acido, o que pdéde ser comprovado pela nao formagdo do produto de
degradagdo do DCC, o DCU. Outro problema foi a grande quantidade de
impurezas formadas nas reagdes. Ainda ndo se conseguiu método eficiente
de purificagdo do derivado acrilico, assim ele ndao pode ser caracterizado
devidamente.

Apos varias tentativas de sintese (tanto pelo método direto, como pelo
uso de cloretos de é&cido) mal sucedidas, o monémero acrilico da
oxamniquina foi obtido segundo técnica relatada por Mank et al., 1988. Ao
contrario do que se imaginava, a reagao ndo se processou na hidroxila e sim
na amina da cadeia lateral, como pode ser visualizado pela reagio a seguir.

H

o,N NJ\
O - e =IO

HO

oxamniquina cloreto de acrilofla mondmero acrilico
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A técnica relatada por Mank et al., 1988 é procedimento bastante conhecido
e trata-se de reagdes por transferéncia de fase. A técnica foi aplicada a
oxamniquina e obteve-se o N-acnloil derivado de oxamniquina (AC-OXA)
com bom rendimento (52%) e 6timo grau de pureza, como observado pela
estreita faixa de fusdo, 109 -110 °C. A purificagdo do composto foi realizada
por cromatografia em coluna utilizando sistema eluente acetato de etila, o
que resultou em facil separagdo do composto desejado. Realizaram-se
ensaios de solubilidade com o intuito de se obter solvente adequado para
cristalizagdo. Dentre os solventes ensaiados, o melhor resultado foi
conseguido com etanol, mas a solubilidade parcial do composto tornou a
recristalizago pouco eficiente. Os espectros 15, 16,17 e 18, de RMN 'H,
3C, DEPT e HMQC, respectivamente, mostram a formagdo de um composto
inesperado com excelente grau de pureza. Pelos espectros pode-se
comprovar que o monoémero acrilico ligou-se a amina alifatica e ndo a
hidroxila como era de se esperar. Embora a rea¢do nao tenha ocorrido como
esperado, o derivado obtido foi caracterizado e utilizado na obtengido do
acriloil derivado polimérico da oxamniquina. No espectro 15 de RMN 'H,
observam-se trés sinais em 6,64 ppm (H-20), 6,36 ppm (H-21) e 5,75 ppm
(H-21’) correspondendo aos hidrogénios vinilicos. Observa-se também pelo
espectro, um deslocamento do H-13 em relagdo ao mesmo hidrogénio no
farmaco protétipo. O hidrogénio deslocou-se de 2,81 ppm, no espectro do
farmaco protétipo, para 4,24 ppm no espectro do produto. Este
deslocamento evidencia e caracteriza a ligagdo de um grupo acila no
nitrogénio 12 da cadeia lateral. Pelo espectro 16 de RMN '*C, observou-se o
aparecimento de um sinal em 169,07 representando a carbonila da ligagdo
amidica. O DEPT foi utilizado para definir alguns carbonos da estrutura do
mondmero. Com esta técnica conseguiu-se diferenciar os carbonos vinilicos
C20 e C21, além do carbono 11. Outra dificuldade encontrada na
identificagdo do composto foi em relagdo aos hidrogénios 11, 11’ e 2. Pelo
espectro de préton e carbono nao foi possivel distinguir o hidrogénio 11 do
hidrogénio 2. Utilizando-se a técnica de HMQC, observou-se que o
hidrogénio 2 (multipleto) estava sobreposto ao hidrogénio 11 (dupleto). Outro
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cm™! referente a deformagdo N-H da amina heterociclica. A presenca de
sinal largo em 3386 cm™ e de um sinal fino em 1051 cm™ (C-O de aicool
primario), demonstra que a hidroxila ainda esta presente confirmando que o
tipo ligagao ocorrido foi a amidica.

E interessante a observagio de que a reagdo direta da oxamniquina e
0 acido metacrilico, resultou no monémero proposto de forma satisfatéria,
sem ocorrer a ligagdo do acido aos outros nucledfilos. Com o monémero
acrilico ocorreu o contrario. Ele se liga facimente a amina alifatica, ndo
ocorrendo reagdo com a hidroxila benzilica. Dois pontos podem ser
discutidos acerca desta diferenga: 1) a nucleofilicidade da amina é maior do
que a da hidroxila, fazendo com que aquele grupo tenha elétrons mais
disponiveis para a ligagdo e; 2) o monbémero metacrilico promove
impedimento estérico em virtude do grupo metilico. A presenga deste grupo
torna mais dificll o acesso a outras posigoes que estejam mais impedidas
estericamente, como no caso das duas aminas da oxamniquina. O
mondmero acrilico possui apenas o hidrogénio como substituinte, grupo
pouco volumoso que ndo promove o impedimento estérnco observado em
relagdo a metila. Apesar de a amina ser mais nucleofilica do que a hidroxila
benzilica (que ainda possui um grupo nitro em orto), 0 mondmero metacrilico
n&do consegue ser atacado por questdes estéricas. Com o mondmero acrilico
é diferente. O composto € bem pequeno e nao provoca impedimento
estérico. O estudo de modelagem molecular (Apéndice) ajudou a esclarecer
este fato e juntamente com resultados de densidade eletrénica obtidos com
este estudo, corroborou os argumentos aqui mencionados. Apesar de a
ligagdo ndo ter se processado como desejado, um composto inédito foi
formado que possibilitou a obtengdo de varias conclusdes interessantes.

Outra proposta deste trabalho era sintetizar monémeros e os
respectivos derivados poliméricos da oxamniquina com a introdugdo de
unidades espac¢antes. A unidade espagante tem a fungdo de aumentar a
distancia entre o farmaco e a matriz polimérica, a fim de melhorar a
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acessabilidade enzimatica e facilitar a liberagdo do agente terapéutico. Os
grupos espagantes escolhidos foram o acido aminocapréico (ACA), o acido
gama-aminobutinco (GABA) e a glicina (Gly). Todos os aminoacidos
escolhidos apresentam grupos funcionais adequados para a sintese
organica e sdo compativeis com o sistema biolégico. A escolha destes trés
aminoacidos foi em fungdo do tamanho da cadeia carbdnica de cada um.
Isto proporciona uma avaliagdo acerca de qual espagante seria mais
adequado para a hidrélise enzimatica. O GABA também foi escolhido por
suas agdes inibitérias no sistema nervoso central, o qué pode ser Gtil no
caso dos tratamentos dos efeitos adversos do farmaco em estudo.

Em principio, a sintese do monémero da oxamniquina com espagante
partiu da sintese primordial entre os monémeros acrilico e metacrilico e o
grupo espacgante. Isto foi devido as caracteristicas dos grupos espagantes.
Estes aminoacidos sdo muito pouco soliveis em solventes organicos,
restando sua solubilidade apenas em agua e em outros solventes polares,
como o metanol. A reagio direta destes aminoacidos com a oxamniquina é
invidvel devido a estes problemas de solubilidade. Partindo-se deste preceito
e associando o conceito de prote¢do de grupos funcionais, foi decidido que a
reagido entre os monémeros acrilico e metacrilico e o aminoacido foi mais
viavel para aquele momento. O primeiro passo foi encontrar na literatura um
meio de como proceder este tipo de reagdo. Segundo Mank et al., 1988,
para se conseguir a reagao € necessaria a prévia prote¢do do grupo
carboxilico com o objetivo de se evitar o ataque intermolecular dos
aminoacidos. A primeira opgdo foi promover a esterificagdo do grupo
carboxilico dos aminoacidos com alcool metilico, objetivando a protegdo
daquele grupo. Todos os aminoacidos foram submetidos a esterificagéo,
como pode ser comprovado pelos espectros 20, 21 e 22. A visao do
espectro 20 mostra a formagdo do éster metilico do ACA pelos seguintes
sinais: um singleto em 3,59 ppm revela a metila do grupo éster. A amina,
agora na forma de cloridrato, revela seus trés prétons pelo singleto largo em
8,17 ppm. O éster foi obtido com étimo rendimento e grau de pureza
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O aminoacido metilado na forma de cloridrato, quando colocado em
solugdo aquosa de bicarbonato de sédio, & convertido na forma livre. A
medida que a solugdo de cloreto de acido em diclorometano é gotejada na
solugéo aquosa. O aminoacido na forma livre, mais apolar, tende a passar
para a fase organica e reage simultaneamente com o cloreto de &cido
formando o N-acil derivado. Juntamente com a formagéo do N-acil derivado,
ha a liberagdo de acido cloridrico ao meio. Novas moléculas de aminoacido
livre vao para a fase orgéanica e captam o acido formado, transformando-se
no cloridrato novamente. Este, por ser muito polar, volta para a fase aquosa,
reiniciando o ciclo.

O derivado acrilico do ACA (AC-ACA-Me) foi obtido com rendimento
de 85% e grau de pureza 6timo (58-59 °C). Pelo espectro 24 é possivel
observar trés pontos de comprovagio de estrutura: a) os prétons olefinicos
na regido de 6,5 a 55 ppm; b) um singleto largo em 8,17 ppm,
correspondendo ao proéton da amida; e c) o sinal em 3,33 ppm, um quarteto,
referente ao acoplamento com os dois prétons do carbono vizinho H-5 e um
préton do nitrogénio vizinho H-7. O derivado metacrilico do ACA (MA-ACA-
Me) também foi obtido com rendimento satisfatério (66%). Pelo espectro 26
é possivel observar todos os sinais caracteristicos da formagao do produto.
Em especial pode-se citar os protons H-11, H-12' e H-12" da olefina, em
6,10, 5,63 e 5,95 ppm, respectivamente. Podemos observar novamente 0
acoplamento entre os prétons H-6 e o proton H-7 da amida, resultando num
sinal do tipo quarteto aparente em 3,30 ppm.

O derivado acrilico de GABA (AC-GABA-Me) foi obtido com
rendimento de 63%. Pelo espectro 25 é possivel observar todos os sinais
caracteristicos do GABA e alguns sinais que comprovam a ligagéo do
monémero acrilico ao derivado metilado do GABA. O sinal limitante é 0
quarteto em 3,37 ppm que confirma o acoplamento com o préton H-5 da
amida e o préprio sinal da amida, um tripleto em 7,28 ppm. O derivado
metacrilico do GABA (MA-GABA-Me) também foi obtido com rendimento
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satisfatério (49%). Pelo espectro 27 observam-se os sinais tipicos do GABA
e aparecem agora 0s Sinais relativos aos protons H-10", H-10’ e H-11 da
olefina em 569, 532 e 1,96 ppm, respectivamente. Mais uma vez, o
quarteto em 3,36 ppm €& observado comprovando o acoplamento com o
hidrogénio H-5 da amida.

O método empregado, para obtencdo dos derivados acriloilamidicos e
metacriloilamidicos, foi eficaz para dois dos trés aminoacidos: ACA e GABA.
Os denvados da glicina nao foram obtidos devido a dificuldade de extragdo
deste composto do meio aquoso. Sua caracteristica polar, mesmo apés a
reagdo de acoplamento, tomou o isolamento deste derivado dificil e
demorado. Os derivados acriloilamidicos e metacriloilamidicos do éster
metilico da glicina ndo foram obtidos.

Apds a obtengdo apenas dos denvados acnloilamidicos e
metacriloilamidicos dos aminoacidos ACA e GABA, partiu-se para terceira
etapa. Esta consiste de dois passos: 1) promog¢do da hidrolise do éster dos
aminoacidos ou; 2) promogao da transesterificagdo com a oxamniquina.

A hidrélise dos compostos metilados ndo foi conseguida para nenhum
dos aminoacidos empregados. Quando se conseguia uma hidrélise parcial, a
separagdo da mistura original era muito compiexa e nao resultava em
compostos diretamente puros. Uma das razdes para n&o se ter conseguido a
hidrélise pode ser o ndo uso da temperatura como agente fundamental para
a reagcao. Normalmente as reagbes de hidrélise alcalina sdo realizadas com
o0 auxilio da temperatura. A temperatura nao foi usada devido aos outros
grupos quimicos presentes na molécula. A amida, apesar de ser ligagdo
mais estavel que o éster, pode sofrer hidrélise também. A temperatura
ambiente foi usada pensando em nao hidrolisar este grupo funcional. Outro
ponto é a dupla ligagdo. A temperatura alta pode acarretar em iniciagac da
polimerizagdo deste grupo. Apesar de nao se ter agentes quimicos
iniciadores dentro da solugédo, o préprio oxigénio, na forma de radical pode
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atuar como este tipo de agente quimico. A hidrélise ndo foi conseguida em
nenhum dos derivados metilados dos aminoacidos.

Com estes resultados, a segunda alternativa foi promover a
transestenficagdo deste grupo metilico pela hidroxila benzilica da
oxamniquina. A transestenficagdo (Otera, 1993) é uma das reagdes
organicas classicas que possui inUmeras aplicagdes industriais e usos
laboratonais. Em aigumas ocasides, transesterificacio é mais vantajosa que
a estenficagdo entre acidos carboxilicos e alcool. Por exemplo, alguns
acidos carboxilicos sdo ligeiramente soliveis em solventes orgéanicos e isto
tomma dificil sua utilizagdo em esterificagdo homogénea, enquanto ésteres
sdo comumente sol(veis na maioria dos solventes organicos. Pensando
nisso, os derivados acriloilamidicos e metacriloilamidicos dos ésteres de
aminoacidos foram submetidos a transesterificagédo. Na verdade apenas O
derivado acrilamidico do ACA (AC-ACA-Me) foi submetido a
transesterificagdo. Este foi utilizado para se obter técnica padrdo que fosse
vidvel para a aplicagdo aos outros derivados. A primeira tentativa foi a de
promover a reagdo por refluxo dos reagentes a temperatura de 150 °C por 6
horas, segundo método descrito por Bader et al., 1952. A reagdo ndo se
processou mesmo aumentando a quantidade do componente aicodlico. A
reagao foi realizada em condi¢des anidras, mas a provavel explicagao para o
insucesso das reagbes & a baixa reatividade da hidroxila benzilica da
oxamniquina. Uma segunda alternativa foi a utilizagdo de catalisador para
promover a transesterificagdo. O DMAP é catalisador bastante utilizado nas
sinteses de ésteres e amidas, e foi utilizado nesta reagdo segundo método
descrito por Taber et al., 1985. A reag&o ndo se processou eficazmente e 0
produto nao foi obtido. A terceira tentativa foi pelo uso de peneira molecular
a fim de capturar o metanol formado a partir da reagéo de transesterificagéo.
O método descrito por Otera, 1993 em seu artigo parecia ser método
bastante efetivo inclusive para aicoois com problemas de reatividade. A
reacdo também nao rendeu resultados satisfatérios @ mais uma vez acredita-
se que seja por problemas de reatividade do farmaco utilizado. Como quarta
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acriloilamidicos dos aminoacidos (Espectros 28, 30 e 32) foram obtidos com
bons rendimentos, exceto para o derivado de glicina. Pelo espectro 28 de
RMN 'H do derivado AC-ACA-OH, é possivel observar os sinais
caracteristicos do ACA e os sinais que comprovam a ligagdo amidica entre o
aminoacido € o monémero acrilico. Em 12,01 ppm, observa-se um singleto
largo referente ao hidrogénio H-8, confirmando o grupo acido carboxilico
livre. O quarteto em 3,08 ppm, referente aos prétons H-6, confirma a ligagédo
amidica pelo acoplamento destes prétons com o hidrogénio H-7 da amida. O
préprio hidrogénio H-7, em 8,05 ppm, mostra o acoplamento com os dois
prétons H-6, pois seu sinal € um tripleto. Os protons olefinicos, na regiao de
5,5 a 6,5 ppm, confirmam a estrutura acrilica. Pelo espectro 6 de RMN 3¢,
observa-se a presenga de dois sinais na regido de 164-174 ppm. Um deles,
em 174,59 ppm, referente a carbonila do acido e outro, em 164,59 ppm,
referente a carbonila da amida. Estas duas carbonilas, associadas aos
outros sinais de carbono caracteristicos da estrutura do ACA, confirmam a
estrutura do derivado AC-ACA-OH.

O derivado MA-ACA-OH também foi obtido com rendimento
satisfatério (60%) e grau de pureza 6timo (p.f.: 50-51 °C). Pelo espectro 33
de RMN 'H, observam-se os sinais tipicos do ACA e os da regido olefinica.
Em 5,63 e 5,31 ppm, estdo os prétons H-11" e H-11’, respectivamente. Um
singleto largo em 12,10 ppm confirma o acido carboxilico livre. A amida pode
ser mais uma vez comprovada pelo quarteto em 3,09 ppm, referente ao
préton H-6 e seu acoplamerito com o préton H-7 da amida. Este préton H-7,
em 7,91 ppm, é um tripleto relativo ao seu acoplamento com os dois prétons
H-6. A metila H-12 em 1,85 ppm, também confirma a obtengao do produto
metacrilamidico. Pelo espectro 34 de RMN '>C, observam-se os sinais
caracteristicos do ACA, além dos sinais que confirmam a estrutura
metacrilamidica. Em 174,41 ppm, encontra-se um sinal referente a carbonila
do acido carboxilico e em 167,29 ppm, o sinal da carbonila de amida, que é
mais baixo que o do acido, pode ser observado. O carbono C11 da olefina é
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observado em 118,60 ppm, enquanto a metila, apresenta deslocamento de
18,63 ppm.

O préximo composto sintetizado foi o derivado acrilamidico do GABA.
O derivado AC-GABA-OH foi obtido com bom rendimento (47%) e sua
estrutura foi confirmada pelas analise de RMN 'H e RMN '*C. Pelo espectro
30 de RMN 'H, observam-se os sinais relativos ao GABA e ao grupo
acriloila. Em 12,08 ppm, um singleto largo é encontrado, referente a porcdo
carboxilica livre do derivado. Os prétons olefinicos H-8, H-9” e H-9' sdo
observados em 6,24, 6,07 e 5,57 ppm, respectivamente. O quarteto em 3,14
ppm, referente ao préton H-4, mostra que a amina foi transformada em
amida. Isto pode ser confirmado pelo préprio préton H-5, um tripleto, em 8,22
ppm. Pelo espectro 31 de RMN '3C, observam-se os quatro carbonos do
GABA, incluindo o carbono (C1) carbonilico do acido, em 174,28 ppm. O
carbono (C7) da carbonila amidica encontra-se em 164,80 ppm. E os
carbonos C8 e C9 da olefina podem ser observados em 132,30 e 125,0 ppm,

respectivamente.

O derivado MA-GABA-OH foi obtido com rendimento de 29%. Este
rendimento baixo é devido ao processo de purificacdo do derivado
metacrilamidico. Uma das impurezas é o éster metilico deste derivado, isto
devido ao processo de extragado ser realizado com solvente metanol. O meio
acido e temperatura promovem a esterificagdo do derivado. O método de
separagao utilizado foi a coluna cromatografica e o sistema eluente, acetato
de etila. O derivado MA-GABA-OH foi separado eficientemente o que pode
ser comprovado pelos espectros 35 e 36. Pelo espectro 35 de RMN 'H, os
sinais caracteristicos do GABA sdo observados. Em adigdo, encontram-se
os sinais dos prétons H-4 e H-5, em 3,06 e 7,89 ppm, respectivamente, que
confirmam o derivado metacrilamidico obtido. Os prétons olefinicos H-9" e H-
9' também podem ser observados em 5,58 e 5,26 ppm, além da metila em
1,79 ppm. Pelo espectro 36 de RMN '*C, observam-se os quatro carbonos
do GABA, incluindo o carbono (C1) da carbonitla do acido em 174,6 ppm. Os

Roberto Parise Filho



Resultados e Discusséio 224

carbonos C8 e C9 também confirmam a porgdo olefinica, pelos
deslocamentos em 140,21 e 119,02 ppm. O carbono (C10) da metila pode
ser confirmada pelo sinal presente em 18,85 ppm.

O denvado AC-Gly-OH foi obtido com rendimento 10%. Embora o
rendimento tenha sido bastante baixo quando comparadoe com o dos outros
mondmeros, a dificil separagéo entre o produto e a impureza (éster metilico)
se deve ao fato da baixa solubilidade do derivado AC-Gly-OH em outros
solventes que n&o o metanol. A separacgao e purificagido foram realizadas em
coluna cromatografica acoplada a bomba de presséao, utilizando silica flash e
metanol como fase mével. A primeira fragdo obtida era o derivado eéster
metilico (AC-Gly-Me) e a segunda fragdo era o acido livre (AC-Gly-OH).
Analisando o espectro 32 de RMN 'H, os dados referente a pureza do acido
livre sao confirmados. Em 8,57 ppm, um tripleto, relativo ao acoplamento do
proton (H-3) com os prétons (H-2) é visualizado. Isto indica que a glicina,
anteriormente com grupo amino primario livre, foi transformado na amida
derivada. Os sinais relacionados aos prétons olefinicos sao percebidos na
regido de 5,66 a 6,39 ppm, caracterizando a formagdo do derivado N-
acnilamidico da glicina (AC-Gly-OH). A hidroxila do acido pode ser observada
por sinal largo em aproximadamente 9,1 ppm, indicando que o derivado
apresenta-se na forma livre. Dados de RMN '3C n3o foram coletados.

Com relagéo ao derivado metacriloilamidico da glicina (MA-Gly-OH),
ele apresentou os mesmos problemas relacionados ao derivado AC-Gly-OH.
Problemas de extragdo e o préprio aspecto fisico do composto impediram a
punficagdo adequada, resultando em rendimento extremamente baixo, cerca
de 8%. Este rendimento foi obtido apés purificagdo em coluna
cromatografica utilizando bomba de pressdo e sistema solvente, metanol.
Verificando o espectro 37 de RMN 'H, novamente o composto desejado
pode ser identificado pelo tripleto em 8,46 ppm, o que comprova a formagéo
de ligagdo amidica. Os sinais relativos aos dois protons olefinicos e a metila
podem ser vistos em 5,75 ppm, 5,42 ppm e 1,87 ppm, respectivamente.
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Embora n&o se observe o préton (H-4) da hidroxila do acido, acredita-se que
ela esteja na forma livre, visto que nenhum outro sinal referente a metila de
éster, foi visualizado. Espectro de RMN '*C do MA-Gly-OH também néo foi
adquirido.

O método utilizado para obtengdo dos derivados acriloilamidicos e
metacriloilamidicos foi bastante eficaz e resultou em bons rendimentos,
exceto para os derivados de glicina. A proxima etapa foi promover a
esterificagdo destes derivados com o farmaco oxamniquina. Esta etapa foi a
limitante para obtengdo dos mondémeros da oxamniquina.

O derivado AC-ACA-OH foi 0 Unico utilizado para as tentativas de
obtencdo do derivado da oxamniquina. Isto foi feito tendo em vista a sua
melhor solubilidade em solventes organicos mais apolares e também para
estabelecer método de sintese que pudesse ser aplicado aos outros
derivados acriloilamidicos e metacriloilamidicos dos aminoacidos. A primeira
tentativa de se obter o derivado AC-ACA-OXA foi pelo uso de agentes
acoplantes como as carbodiimidas (DCC e EDC). Istc porque bons
resultados foram conseguidos com o DCC na obtengdo do derivado MA-
OXA, previamente comentado. O DCC foi utilizado em varias concentragdes
buscando a melhor condigao reacional. Em nenhuma delas o derivado foi
conseguido, nem mesmo quando se utilizou método descrito por Khorana,
1999, quando foi formado primeiramente o anidrndo do acido e posterior
tentativa de esterificagdo. A utilizagao de co-solventes, descrito por Rakowitz
et al., 2002, parecia ser método interessante, pois foram utilizados dois
solventes, um bastante polar (DMF), e outro com polaridade intermediaria
(DCM) e em maior proporgao. A utilizagdo apenas de DMF nao resultou em
reacbes bem sucedidas e é conhecido que o DCM sempre foi soivente
adequado para reagdes de acoplamento, pois diminui o risco de formagéo de
derivados de uréia. Haja visto que o acido nado se solubilizou no DCM, a
razdo para se usar a DMF era que ela funcionaria como co-solvente para o
DCM, solubilizando facilmente o &cido. A utilizagdo deste método nao
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resultou nos derivados desejados. O EDC foi utilizado visando a diminuigéo
das impurezas formadas quando se utilizava DCC. A uréia derivada do EDC,
diferente daquela derivada do DCC, é solivel em agua e nio requer varias
purificagbes. Todas as tentativas de acoplamento com EDC também nao
resultaram nos compostos esperados, mesmo quando a técnica descrita por
por Rakowitz et al., 2002 foi utilizada.

Qutro método proposto foi 0 uso de resina acida como catalisador
para a reag80 de esterificagdo, procedimento tipico para estes tipos de
reagbes. Em nenhuma das condi¢Ges ensaiadas obtiveram-se resultados
satisfatérios. Pela CCD, nao se observava formagdo de compostos mais
apolares que os proprnios materiais de partida. A resina foi previamente
tratada, mas acredita-se o tratamento ndo foi eficaz. E isto pode ser
comprovado pela grande quantidade de agua recolhida. Este é provavel
motivo para o insucesso das reagdes.

Outro método utilizado foi a transformagao do acido carboxilico nos
respectivos haletos de acido, cloreto e brometo. Nas reagbes para a
formagao do cloreto de acido, o reagente utilizado foi o usual cloreto de
tionila. As reagbes nao resultaram no derivado proposto AC-ACA-OXA.
Pensou-se entdao em fazer o brometo de acido do composto em virtude de o
bromo ser melhor grupo abandonador que o cloro. A reagao também nao
foreceu resultados convincentes de formagao do composto.

Tendo em vista a dificuildade na obtengdo dos derivados da
oxamniquina, decidiu partir para elaboracdo de reag¢des classicas de
esterificacdo, como a esterificagdo em meio acido. Acido sulfarico foi
utilizade como catalisador da reagdo. Duas metodologias foram
empregadas, uma em que os reagentes eram submetidos apenas ao refluxo
e outra em que os reagentes eram colocados sob refluxo com destilagéo
azeotropica de agua (Dean Stark), provocando deslocamento do equilibrio
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Todos os métodos utilizados para a obtencdo dos derivados da
oxamniquina ndo foram eficientes. Em nenhum deles, a obtengdo do
derivado foi conseguida. Isto pode ser explicado por fatores eletrénicos
relacionados & oxamniquina. 1) O grupo nitro em orto promove forte efeito
elétron-aceptor, principaimente na hidroxila benzilica, dificultando a
disponibilidade eletrénica para o ataque nucleofilico aos compostos
carboxilicos; 2) Acredita-se que, além deste efeito elétron-aceptor do grupo
nitro, este ainda pode fazer uma ponte intra molecular com o hidrogénio da
hidroxila benzilica, e nao se disponibilize para reagdo, diminuindo sua
reatividade. Esta hipdtese foi avaliada por modelagem molecular e esta
apresentada no Apéndice.

zZ—O0

Uma das alternativas para se tentar avaliar a influéncia do grupo nitro
na reatividade da hidroxila & sua redugdo a fungdo amina. Como o grupo
amino tem efeito eletrénico contrario ao do nitro, ou seja, indutivo positivo,
aquele grupo pode alterar, de maneira a aumentar, a reatividade da hidroxila
benzilica do farmaco. Além disso, a substituigio do grupo nitro pelo grupo
amino, como foi demonstrado pela modelagem molecular (Apéndice),
provoca o0 desiocamento e o afastamento do hidrogénio do grupo
hidroximetilénico em relagdo ao grupo amino. Esta proposta de sintese foi
realizada com o intuito de se verificar a influéncia do grupo nitro na
reatividade geral do farmaco. Conhecendo aquela caracteristica, a sintese
do derivado da oxamniquina em que o grupo nitro é substituido pelo grupo
amina foi proposta. A reagéo de redugdo utilizada neste trabalho foi descrita
por Cowan, 1986, a qual utilizava acetato de cobre e boroidreto de sodio
como reagentes. Ao contrario do que se planejava, um composto totalmente
inesperado foi obtido a partir desta reagdo, como visto a seguir.
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Segundo os resultados obtidos a partir da andlise do composto,
aconteceu, o que dentro da modificagdo molecular pode ser chamado de
fechamento de anel. A reagéo resultou em fechamento de anel na regifo das
aminas, heterociclica e alifatica. O anel formado foi de 5 membros, o que
pode ser comprovado pelos espectros 38, 39 e 40. Segundo o espectro 38,
nota-se o aparecimento de dois sinais em 4,5 e 3,62 ppm, referentes aos
protons (H-18 e H-18’). O sinal do préton H-18' aparece em campo mais alto
pois espaciaimente ele esta mais proximo a isopropila da cadeia lateral. Isto
provoca o efeito de blindagem neste préton, deslocando seu sinal para
regido que confere maior protegdo. O padrdo de acoplamento dos outros
protons permanece semelhante ao da oxamniquina, exceto pelo fato que
ocorreu deslocamento de alguns prétons para regides diferentes. O novo
carbono metilénico pode ser confirmado pela analise espectro 39, no qual é
possivel observar 0 aparecimento de sinal em 69,25 ppm. Este carbono foi
identificado com o auxilio do espectro 40. Este espectro mostra a correlagdo
entre o espectro de RMN 'H e o de RMN '*C. Pelo HETCOR, observa-se
que o carbono em 69,25 ppm esta correlacionado aos prétons H-18 e H-18'.
Estes dados corroborados aos resultados obtides a partir da analise
elementar, comprovam a estrutura do novo derivado. A partir da
determinagdo da faixa de fusdo do derivado ciclico (140 a 142 °C) verificou-

se que o derivado estava com grau de pureza satisfatério.

Este derivado ciclico, embora tenha sido previamente sintetizado por
Barberato et al, 2002, foi obtido por uma rota sintética diferente daquela e
totalmente inédita. Algumas tentativas de se explicar o mecanismo dessa
reagdo direcionaram o estudo para os derivado de cobre, visto que outros
fatores foram avaliados e ndo resultaram em mudangas significativas.
Anteriormente, imaginava-se que o grupo metilénico do anel poderia ter se
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O HPMA, co-monbémero a ser utilizado na obtengdo dos derivados
poliméricos da oxamniquina foi sintetizado e amplamente caracterizado.
HPMA foi obtido com 59 % de rendimento e o ponto de fusdo (67-68 °C)
confirma a pureza do composto. Pelo espectro 41 de RMN 'H, o composto é
confirmado pela ligagdo amidica formada. O préton H-5, um tripleto em 6,43
ppm, pode ser observado confirmando a ligagdo amidica. O préton H-2,
relacionado a um carbono quiral, apresenta-se sob a forma de um multipleto
em 3,99-3,90 ppm. O hidrogénio H-4 da hidroxila encontra-se em 2,92 ppm,
indicando que esta porgéo esta livre. Pela diminuigdo da temperatura na
reagdo, houve sele¢do da porgdo aminica para acilagdo em relacio a
alcodlica, isto devido a concomitante diminuicdo da reatividade dos
nucledfilos. Os prétons H-1 sdo atomos pré-quirais, ou seja, do seu lado
existe um centro quiral, e se houver substituigdo de um dos dois prétons H-1,
este carbono se tornara quiral também, induzindo novo centro assimétrico.
Por serem prétons pré-quirais, sao prétons nao equivalentes, apresentando
padrdao de acoplamento diferente um do outro. Aparecem as nomenclaturas
anti (180 °) e gauche (90 °) referente a posigao dos prétons H-1 em relagcéo
aos prétons vizinhos. Pelo espectro 41, o préton H-1' que &€ um multipleto,
estd em posicdo gauche e apresenta constante de acoplamento pequena
(ndo determinada rio espectro). Seu deslocamento quimico é 3,52-3,47 ppm.
Na verdade esperariamos que ele fosse um duplo duplo dupleto, mas em
virtude de ndo se conseguir determinar a constante de acoplamento entre
ele e o préton da amida (H-5), decidiu-se atribuir este como multipleto. O
proton H-1", que também é um muitipleto, estd em posicdo anti e seu
deslocamento quimico é 3,21-3,12 ppm Os prétons H-8°, H-8' e H-9, que s&o
os prétons da olefina, encontram-se em 5,72, 534 e 1,96 ppm,
respectivamente, e ajudam a confirmar a estrutura do HPMA. Pelo espectro
42 de RMN '°C, observa-se o carbono (C6) em 168,90 ppm, relativo a
carbonila da amida. O carbono (C9) da metila da olefina encontra-se em
18,19 ppm. O carbono assimétrico (C2) apresenta um deslocamento quimico
em 66,70 ppm, enquanto o carbono (C1) é encontrado em 46,69 ppm. Estes
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dados corroborados com os resultados de RMN 'H comprovam a formagao
do HPMA.

Apenas o0 mondémero metacrilico da oxamniquina foi submetido a
reagio de polimerizagéo e o copolimero resultante, o unico caracterizado.
Foram elaboradas trés técnicas para a polimerizagdo dos mondmeros. Estas
técnicas foram ensaiadas primeiramente com os acidos acrilico e metacrilico
para que pudessem ser estendidas para os derivados monoméricos da
oxamniquina. Pelo método utilizando solvente, os polimeros obtidos néo
foram adequados. Os espectros de ressonancia nao confirmaram a estrutura
polimérica. Quando se utilizou o método sem solvente foram obtidos os
acidos poliacrilico e polimetacrilico, com pequenas impurezas. Entretanto, as
reagbes mostraram-se extremamente violentas e explosivas. Decidiu-se nao
optar por estas duas técnicas. Outras técnicas foram realizadas, pois dados
da literatura revelaram condigbes mais apropriadas para a polimerizagdo
radicalar de mondmeros ligados a farmacos (Gallardo et al., 2001: Elvira,
Roman, 1997). Para tanto, os acidos acrilico e metacrilico foram submetidos
a nova polimenzagao a fim de adequar-se condigbes eficientes para a
polimerizagdo dos derivados da oxamniquina. As novas condigbes
mostraram-se realmente eficientes. A auséncia de oxigénio e a mudanga de
iniciador resultaram em condigbes de reagdo mais suaves e com maior
controle. Os polimeros obtidos foram caracterizados apenas por ressonancia
magnética nuclear de hidrogénio. Os espectros 43 e 44 revelam os
polimeros formados. O que ajuda a comprovar a formagio dos polimeros é a
caracteristica dos sinais relacionadas a cadeia polimérica. Por existir
extensas cadeias poliméricas, os sinais relativos ao CH;, CH3 e CH séo
bastante largos, caracterizando o sistema polimérico. Qutros métodos, como
infravermelho e analise térmica s@o necessarios para melhor elucidagédo da
estrutura polimérica.

Esta ditima técnica foi aplicada ao monémero metacrilico da
oxamniquina, pois sua estrutura foi amplamente caracterizada e seu grau de
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pureza apresentou-se satisfatério. Quando tentou-se polimerizar apenas o
metacrilato de oxamniquina, os resultados ndo foram adequados. Acredita-
se que por guestdes estéricas, a polimeriza¢do do monémero metacrilico da
oxamniquina foi ineficaz. A introdugio das unidades monoméricas na cadeia
polimérica no decorrer do processo pode ter sido dificultada pelo tamanho da
farmaco. Pensando nisto, promoveu-se a copolimerizagdo do metacrilato de
oxamniquina com acido metacrilico. Assim, a reagédo poderia se processar
mais facilmente, pois os monémeros teriam maior liberdade para se
acomodarem espacialmente. A reagdo processou-se como esperado e o
copolimero foi obtido com sucesso. Tentou-se realizar a caracterizagéo por
ressonéncia magnética nuclear, mas devido a baixa solubilidade do derivado
nos solventes usuais, 0 método foi abandonado.

Alguns meétodos, bastante eficientes, foram utilizados na
caracterizagdo do copolimero: andlise térmica, espectrofotometria no IV e
difragdo por raios X. A analise térmica mostra-se importante ferramenta na
caracterizagdo de diversos tipos de mateniais, incluindo polimeros e insumos
farmacéuticos. Abrange grupo de técnicas, através das quais uma
propriedade fisica de uma substancia e ou seus produtos de reagdo é
medida em fungio da temperatura, enquanto a substancia é submetida a
uma programagao controlada de temperatura (Cardenas et al., 2000). As
técnicas termoanaliticas sao classificadas de acordo com a propriedade

fisica analisada (lonashiro, Giolito, 1980).

Na termogravimetria (TG) a massa de uma substancia & medida em
fungdo da temperatura, enquanto a substancia é& submetida a uma
programagéo controlada de temperatura. A TG é aplicada na resolugdo de
problemas na ciéncia aplicada, como a caracterizagdo de matenais
(farmacos, construgio civil) e problemas analiticos nas areas de quimica
organica e inorganica, polimeros, alimentos, farmacéutica entre outras
(Svenson, Nicholls, 2001).
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300 a 470 °C, com perda de massa de amostra de 19% e 70%,
respectivamente.

Como relatado por Ho ef al., 1992 e Polacco et al., 2000, o primeiro
evento de perda de massa ap6s a liberagdo de agua superficial &,
geralmente, interpretado como a liberagdo de agua devido a abertura do
grupo anidrido formado entre pares de grupos carboxilicos das unidades
monomeéricas e também a descarboxilagao dos grupos ~COOH, em que CO;
é formado. Na segunda degradag3o, o polimero se decompdem pela ruptura
dos mondémeros por cortes abundantes na cadeia polimérica e pela
formagao de uma pequena percentagem de insaturagbes. Posteriormente é
observado um processo de decomposigao lenta de matenal carbonaceo.

Com relagdo a oxamniquina (FIGURA 18), a curva DTA mostra
estabilidade térmica até 125 °C, quando entre 125 °C e 160 °C, um pico
endotérmico em 148,6 °C, comrespondente ao ponto de fusdo pode ser
notado. Um novo evento exotérmico pode ser observado em 276 °C,
correspondendo a decomposigdo do composto. O evento exotérmico esta
associado, na curva TG, a uma perda de massa de cerca de 40%. Um
segundo evento exotérmico acontece na temperatura de cerca de 418 °C e
esta relacionado, na curva TG, com a perda de 20% de massa. Ainda com
relagdo a curva TG, percebe-se um terceiro evento que corresponde a perda
de massa de 32%, relacionado a eliminagéo de materiais carbonaceos. Os
produtos de degradagdo ndo foram identificados. Outros estudos séo
necessarios para isolar e caracterizar os produtos de cada etapa de
degradagéo térmica.

A curva TG (FIGURA 19) da mistura fisica (PMA+OXA — 2:1) mostra
eventos caracteristicos das duas substancias, em especial para o PMA, pois
esse apresenta maior propor¢do na mistura. Sendo assim, a curva TG da
mistura fisica apresenta um somatério dos eventos dos materiais isolados.
Através da curva DTA (FIGURA 19), foi possivel observar diferencas
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significantes, em virtude do meétodo avaliar o calor especifico de cada
composto. Na temperatura de 147 °C observa-se um pico endotérmico
relativo ao ponto de fusdo da oxamniquina, enquanto que outros dois
eventos endotérmicos sdo observados em 221 °C e 418 °C, que estdo
relacionados, respectivamente com a perda de agua das ligagdes anidrido e
descarboxilagdo do PMA, e decomposicdao do PMA e da OXA.

Investiga¢cdo na curva TG (FIGURA 20) do PMOXA revela quatro
etapas de perda de massa, sendo o primeiro representado por perda de
agua superficial. Observando-se os eventos de perda de massa
apresentados pela curva TG, ndo é possivel fazer grandes distingoes entre
esta curva e aquela apresentada na FIGURA 19, para a mistura fisica. O
que pode ser diferenciado entre estas analises é que a curva TG do pré-
farmaco polimérico apresenta uma cinética de decomposigdo térmica mais
lenta, aiém de etapas nao muito bem definidas. Diferentemente, a curva TG
da mistura fisica mostra eventos bem definidos e uma decomposigao similar
ao PMA e OXA, isolados. Pela curva DTA (FIGURA 20), pode-se observar
diferencas significantes entre a mistura fisica (FIGURA 19) e o PMOXA.
Enquanto que na mistura fisica observa-se um pico endotérmico em 147 °C,
referente ao ponto de fusdo da OXA, na curva referente ao PMOXA, nenhum
pico &€ observado nesta regido, comprovando a formagdo de uma nova
entidade quimica.

A formagdo do pré-farmaco polimérico foi confirmada também pelo
auxilio da espectrofotometria de absorgéo no IV. O espectro 45 revela os

sinais da OXA, PMA, PMA+OXA e PMOXA e a TABELA CXXXIIl as
respectivas atribuigdes.

Os espectros (a) e (b) representam as substancias puras, enquanto
gue os espectros (c) e (d) representam a mistura fisica e o pro-farmaco
polimérico, respectivamente. Analisando-se o espectro (a), observa-se 0s
sinais tipicos da oxamniquina em 3324 cm™ (N-H), 3093 cm’ (C-H
aromatico), 1508 cm” e 1329 cm™" (NO, assimétrico e simétrico) e 1050 cm’”
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(C-O acool primario). No espectro (b), os sinais mais importantes do PMA
s&0 3500 cm™ a 3220 cm™ (OH), 1706 cm™ (estiramento C=0), 1391 cm™ e
948 cm™ (C=0, deformagéo no plano e fora do plano). No espectro (c) pode-
se observar sinais tipicos do somatoério dos sinais do PMA e da OXA. Os
sinais em 3500 cm™” e 3324 cm’' referentes a amina secundara e a
hidroxila. Em 1706 cm™ referente a carbonila e 1525 cm™ e 1343 cm’’
observa-se a deformagdo assimétrica e simétrica do grupo NO.,
respectivamente. Observa-se ainda, em 1050 cm™ | a deformag¢do C-O de
alcool primario. No espectro (d), observa-se sinais tipicos dos compostos
PMA e OXA, como OH em 3500 cm™, C=C aromatico em 1625 cm™ e NO,
em 1525 cm™ e 1343 cm’'. Mas a auséncia de pico em 1050 cm™, revela o
mascaramento hidroxila da oxamniquina, indicando ligagdo éster. Sendo
assim, a associagdao dos métodos termoanaliticos com os espectrométricos
ajudaram a caracterizar e diferenciar os materiais em estudo.

O grau de substituicao do copolimero foi caliculado visando-se definir
uma dose efetiva para ser empregada nos ensaios biolégicos. Para se
calcular a quantidade de oxamniquina incorporada ao copolimero elaborou-
se uma equacgdo de regressado linear obtida a partir de uma curva de
calibragdo da oxamniquina. E conhecido que o polimero ndo tem absorgdo
na regido do ultravioleta. A oxamniquina possui absorgdo no ultravioleta
devido a suas duplas conjugadas no anel aromatico. Isto permite descobrir-

se a concentragdo de oxamniquina incorporada no copolimero.

A dimetilformamida foi o solvente utilizado no ensaio em virtude de ter
possibilitado a dissolugao satisfatéria do copolimero, sem comprometimento
na concentracio necessaria para leitura. O solvente foi utiizado como branco

em todas as leituras de absorbancia.

Primeiramente foi realizada varredura espectral de uma solugdo de
oxamniquina 10 ug/mL em DMF, com o objetivo de se verificar o

comprimento de onda em que ocorre maxima absorgdo. O valor encontrado
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foi de 270 nm (Espectro 46). Assim, solugbes de concentragéo variando de 1
a 16 ng/mL foram feitas e a partir da leitura das absorbancias, construiu-se
a curva de calibragdo (FIGURA 21). Os resultados estatisticos (TABELA
XCVIl) apresentam étima correlagdo entre concentragdo e absorbancia,
mostrando que o método esta validado. Realizou-se a leitura de uma
solugio do copolimero a 10 ug/mL em DMF, encontrando-se concentragdo
correspondendo a §,02 ng/mL. Pode-se concluir que o grau de substituigio
do copolimero foi de 50%. Este valor esta em concordancia com a proporgao
utiizada para a polimerizagdo do acido metacrilico e metacnlato de
oxamniquina (2:1). Este teste foi importante para se verificar qual a dose

efetiva de copolimero deveria ser administrada para a realizagdo dos
ensaios bioldgicos.

Pelos difratogramas de raios X (DRX) (FIGURA 22) foi possivel
caracterizar a OXA, o PMA, a mistura fisica e 0 PMOXA. O DRX da OXA indica
cristalinidade para a espécie, enquanto que o PMA apresenta-se amorfo.
Analisando-se o difratograma da mistura fisica nota-se, nitidamente, que este
apresenta um somatorio das caracteristcas da OXA e PMA. Porém, no
difratograma do pro-famaco poliménco é possivel observar que o mesmo
apresenta-se no estado ndo cristalino, cormoborando com os dados de TG/DTA e
IV. Estes resultados evidenciam a formagao de uma nova entidade quimica.

Os ensaios bioldgicos foram realizados no Instituto Adolfo Lutz de Sao
Paulo, utilizando-se a técnica de perfusdo de veias mesentéricas e porta e
do oograma quantitativo. Apdés os 45 dias de infecgdo, avaliou-se a
positividade dos camundongos frente a eliminagdo de ovos nas fezes. A
positividade foi avaliada pelo exame direto de fezes. A presen¢a de apenas
um ovo de Schistosoma mansoni, indica positividade. Os camundongos
positivos foram triados e separados dos negativos. Os negativos, por sua
vez, foram submetidos a uma segunda avaliagdo. Aqueles que ainda se
encontrassem negativos eram eliminados do experimento.
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Apés a triagem, os camundongos foram separados em 8 grupos,
representando os grupos controle positivo e negativo, veiculo, polimero base
e derivados monoméricos e polimérico. Vale ressaitar que a dose
administrada do copolimero, mondmero e polimero base foram a metade da
dose efetiva (100 mg/kg) de oxamniquina. Apés 10 e 20 dias, os animais
foram sacrificados e verificou-se dois aspectos: a) a quantidade de vermes
recuperados em relagdo ao controle positivo e; b) o nUmero de ovos nos
diversos estagios de maturidade.

No oograma quantitativo dois aspectos principais indicam a atividade
farmacolégica: supressio da oviposicado e aumento do nimero de ovos
imaturos. O primeiro pode ser conseqiiéncia da morte de ambos os parasitas
ou de todos de um mesmo sexo, ou ainda, conseqléncia da atividade sobre
o sistema reprodutor de machos ou fémea. O segundo pode indicar agéo
direta do farmaco sobre os ovos, apresentando assim, algum efeito

terapéutico.

Quanto a pesquisa de vermes adultos pela técnica de perfusdo de
veias, pode-se avaliar se o fArmaco teve agido diretamente no verme ou se
o aparelho reprodutor foi afetado. Um nimero alto de vermes associado a
pequeno numero de ovos indica agdo sobre o aparelho reprodutor. Em
contraste, pequeno nimerc de vermes e pequeno numero de ovos indica

que a viabilidade dos vermes foi afetada.

Os ensaios realizados visaram comparar a atividade dos derivados
monoméricos e copolimérico a dos grupos controle e ainda avaliar o
prolongamento de agdo, especiaimente do derivado copolimérico. Assim,
pode-se dizer a respeito das FIGURAS 23, 24, 25, 26, 29 e 30 que:

- grupos infectados ndo tratados e tratados com veiculos (acido
polimetacrilico e cremofor): ndo houve supressdo de oviposigio @ nem

reducdo da carga parasitaria.
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- grupo controle tratado com oxamniquina 100 mg/kg: houve total
supressao da oviposi¢do e redugao completa da carga parasitaria.
- grupos controle tratados com oxamniquina 50 mg/kg:
10 dias — houve supressdo da oviposicdo e redugdo parcial da carga
parasitana.
20 dias — ainda persiste a supressdo da oviposi¢do, no entanto a carga
parasitana teve um discreto aumento, indicando que a dose de 50 mg/kg

nao € efetiva para eliminagio dos vermes e afeta apenas a eliminagio de
OVoOS.

As FIGURAS 31 e 32 apresentam os dados de atividade para o
mondmero acrilico da oxamniquina (mondémero A). Observa-se que o perfil
de atividade do mondmero apresenta-se muito similar ao do grupo tratado
com oxamniquina 50 mg/kg. Mesmo apos a avaliagao de 20 dias, poucas
diferengas s3o notadas Qquando se compara este derivado com a
oxamniquina 50 mg/kg (20 dias). Apenas uma redug¢io discreta na carga
parasitaria € observada, indicando provavel e ligeiro prolongamento de agéo.
O derivado mostrou atividade, porém pouco efetivo na dose empregada (50
mg/kg). Isto indica efeito parcial do composto.

As FIGURAS 27 e 28 apresentam os dados de atividade para o
mondmero metacrilico da oxamniquina (monémero B). O perfil de atividade deste
composto apresenta-se muito similar ao perfil de atividade do mondémero A. A
avaliagao de 10 e 20 dias possibilitou a visualizagdo de prolongamento discreto
de agdo, visto que ocorreu redugido da carga parasitana de um periodo para
outro. Isto pode ser argumentado também com vista ao perfil da oxamniquina 50
mg/kg (10 e 20 dias). A oxamniquina nesta dose nao consegue promover
reducao da carga parasitaria, pelo contrario, observa-se até mesmo um aumento
desta carga. Fundamentado nisto, pode-se dizer que tanto o mondémero A,
guanto o mondmero B mostraram perfil de prolongamento de agdo, mas que
nesta dose de 50 mg/kg, ainda é insuficiente para o tratamento completo dos
animais.
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As FIGURAS 33 e 34 apresentam os dados de atividade para o
copolimero. Pode-se observar que o copolimero apresenta perfil de atividade
semelhante ao do controle nao tratado, indicando a falta de atividade
imediata deste derivado e até mesmo 20 dias apds o tratamento. Esta falta
de atividade pode ser atribuida a varios fatores: 1) O polimero é uma forma de
liberagdo prolongada e existe a possibilidade de que o farmaco nao tenha
atingido a dose efetiva no periodo estudado; um tempo maior sena necessario
para avaliar este fator; 2) Problemas de liberagdo do farmaco da matriz
polimérica. Dificuldades de hidrélise enzimatica ou quimica podem ter
influenciado na administragdo (este € possivel teste a ser realizado),
Possivelmente com a insergdc de unidades espacgantes entre o farmaco e a
matriz polimérica, este problema possa ser resolvido; 3) Peso molecular
extremamente elevado. A massa molecular do copolimero nao foi
determinada. Uma massa molecular alta pode impedir o englobamento por
endocitose; Talvez a determinagdo da massa molecular do polimero possa
ajudar a esclarecer tais problemas. o copolimero nao teve atividade apés 10
e 20 dias do tratamento. Os monémeros apresentaram perfil de
prolongamento de acdo, mas na dose empregada, ndo foram eficientes para

tratar os animais.

A FIGURA 35 mostra a atividade de todos os compostos testados
frente A carga parasitaria. E possivel observar que a oxamniquina e ambos
os mondémeros promoveram redugdo da carga de vermes, enquanto o

copolimero ndo mostrou qualquer redugéo.

A FIGURA 36 revela a atividade dos compostos avaliados frente aos
ovos de 1°, 2° e 3° estagios. Estes estagios sdo criticos no que diz respeito a
avaliacido de atividade, pois redugdo no numero de ovos destes estagios
indica possivel atividade. Corroborando com os resultados de carga
parasitaria, os monémeros apresentaram redugdo no nimero de ovos nestes
estagios, vislumbrando possivel atividade. Embora o copolimero tenha
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provocado redugido do numero de ovos, particularmente de 1° e 2° estagios
no periodo de 20 dias, sua acdo nao foi suficiente para tratar os animais.
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CAPITULO V
CONCLUSOES E PERSPECTIVAS
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—-—

5.1 CONCLUSOES

mondémero metacrilico da oxamniquina pode ser obtido pelo método de
esterificacdo direta com grau de pureza satisfatério, como demonstrada
pelas diversas analises de caracterizagao.

mondmero acrilico foi obtido pela técnica de transferéncia de fase e sua

caracterizagéo foi completa.

A técnica de polimerizagdo gue utiliza atmosfera inerte e AIBN como
iniciador mostrou-se eficaz e os produtos desejados foram obtidos.

copolimero, acido poli(metacrilico-co-metacrilato de oxamniquina), obtido
foi caracterizado por analise térmica, espectrofotometria de absorcdo na
regiao do infravermelho e difragfo de raios X.

O poliacrilato de oxamniquina e o copolimero acido poli(acrilico-co-

mondmero acrilico de oxamniquina) nio foram obtidos.

o copolimero, acido poli(metacrilico-co-metacrilato de oxamniquina), nao
teve atividade apdés 10 e 20 dias do tratamento. Os mondmeros
apresentaram perfil de prolongamento de a¢4o, mas na dose empregada,
nao foram eficientes para tratar os animais.

F

A reagdo de formagdo de sal de ambnio da oxamniquina é método
promissor, mas existe a necessidade de estudos mais aprofundados com

relagdo a estrutura do composto formado.

Método de acetilagdo e de hidrélise sdo desenvolvidos faciimente, com
bons rendimentos. A protegdo dos grupos amino da oxamniquina parece
ser método promissor para a esterificacdo com os cloretos de acido.
Porém, as condigdes de reagédo ndo foram as ideais.
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9. Os derivados acrilamidicos e metacriloilamidicos dos aminoacidos foram
obtidos com bons rendimentos e pureza satisfatéria, exceto para os
denivados da glicina.

10. Os denvados da oxamniquina com espag¢antes nao foram obtidos até o
momento. Novos métodos de sintese estdo sendo estudados para
obtengao dos derivados propostos.

11. A modelagem molecular mostrou ser ferramenta importante para
desvendar problemas relacionados a estrutura e reatividade da
oxamniquina, bem como elucidar a obtengao dos derivados do farmaco

12. O derivado OXA-ciclica foi obtido com bom rendimento e amplamente
caractenzado. O mecanismo de reagio ainda esta obscuro

13. A oxamniquina apresenta problemas de reatividade devido forte interagdo
entre o hidrogénio do grupo hidroximetilénico e o grupo nitro;

14. A redugdo do grupo nitro a grupo aminico € método promissor, embora
novas técnicas precisem ser exploradas.
5.2 PESPECTIVAS

1. Pretende-se desenvolver método mais eficiente para a esterificagdo da

oxamniquina com os derivados acrilamidicos e metacrilamidicos dos
aminoacidos;

2. Proceder a polimerizagéo e copolimerizagdo dos mondémeros obtidos,
especialmente com 0 HPMA, agente modulador de solubilidade:
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3. Realizar ensaios biologicos para avaliar a atividade dos polimeros e
copolimeros com espagantes, comparando esta atividade com a dos
derivados monomeéricos e copoliméricos sem espagantes;

4. Avaliar a atividade dos derivados frente as diferentes distancias entre o

farmaco e a matriz polimérica;

5. Reduzir o grupo nitro e avaliar a possibilidade de reagdo do novo derivado

em comparagao com a oxamniquina;

6. Realizar estudo mais aprofundado sobre o mecanismo de formacgdo do
derivado ciclico, com a possibilidade de obtengdao de outros derivados

potencialmente ativos.
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MATERIAL E METODOS

Material

Programa SPARTAN02 versiao 119 (demonstrativa) para Linux da
Wavefunction Inc. Irvine, CA, 2003.

Métodos

OXAMINIQUINA E ANALOGOS

A otimizagao da geometria das estruturas (FIGURA 1) da oxamniquina
(OXA), analogos propostos (NH>-OXA, H-OXA e HOEt-OXA) e analogos

simplificados (OXA-Simpl, NH-OXA-Simpl, H-OXA-Simpl, HOEt-OXA-Simpl) foi

realizada utilizando método semi-empirico AM1.

sreaaiveons

NH,-OXA J\
\";C[j’\ - m
HO HOEt-OXA
H-OXA
O,N H\ N:@/ ~
HO\C
H, OXA-Simpl H, NH ,-OXA-Simpl
HO\ZD, C\ND/
H, H-OXA-Simpi H:  HOEt-OXA-Simpl

FIGURA 1 - Estruturas da oxamniquina (OXA), andlogos propostos (NH,-OXA, H-OXA e
HOEt-OXA) e anilogos simplificados (OXA-Simpl, NH-OXA-Simpl, H-OXA-Simpl, HOEt-
OXA-Simpl).
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A analise conformacional foi realizada empregando método AM1, segundo
andlise sistematica em que os diedros selecionados foram avaliados a cada 15°,
conforme pode ser visto na FIGURA 2. Dentre os confémmeros de energia minima
observados na analise conformacional da cadeia lateral da oxamniquina, escolheu-
se aquele cuja conformagdo estava em concordancia com os dados de RMN H!
(Espectro 1). Analisando este espectro, foi possivel observar que, a partir dos dados
de acoplamento, a cadeia lateral encontrava-se na posi¢ao equatorial em relagao ao
anel heterociclico, enquanto o proton (H-2) pennanecia na posigao axial. Ressalta-
se que o confémmero escolhido ndo ultrapassava a faixa de energia de 5 kcal/mol
em relacio ao conférmero de menor energia minima apontado na analise. A partir
daquele conformero realizou-se anaiise conformacional na regiao hidroximetilenica
da molécula. O conférmero de energia minima entdo obtido foi empregado como

referéncia para a analise das demais estruturas.

H
ON N /J\
N
H
"°m

OXA

FIGURA 2 - Esquema dos diedros selecionados na OXA para malizagdo da andlise
conformacional por método AM1. O angulo de rotagdo foi de 15°.

Os conférmeros de energia minima de cada composto estudado foram
submetidos aos caiculos de determinagado de ponto unico no método AM1. Para as
formas simplificadas empregou-se o método ab initio 3-21G*. Foram calculadas as
superficies de mapa de potencial eletrostatico (MEPs) sobre a densidade eletrnica
total. Neste trabaiho, 0s contomos isoenergéticos de MEPs foram gerados em faixas
de energia que serdo apresentadas ao longo da discuss&o e sobrepostos em
superficie de densidade eletrdnica constante de 0,002 e/au’. As constantes
empregadas nos cakulos de superficie sdo pardmetros padrdes do programa
SPARTAN.
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DERIVADOS DA OXAMNIQUINA

O produto obtido N-acrilamidico de oxamniquina (AC-OXA) e analogo
proposto N-metacrilamidico de oxamniquina (MA-N-OXA) (FIGURA 5) tiveram a
geometna otimizada utilizando método semi-empirico AM1.

ozn o\nj/\
HO )\’ A"/
AC-OXA

MA-N-OXA

FIGURA 5 — Estruturas do AC-OXA e andlogo proposto MA-N-OXA.

Na analise conformacional empregou-se o conférmero de energia minima da
OXA e diedros adicionais foram avaliados segundo analise sistematica, também a
cada 15° de rotagao, conforme apresentado na FIGURA 6.

oropaloress

FIGURA 6 — Esquema dos diedros selecionados do MA-N-OXA e AC-OXA para realzacio da
analise conformacional por método AM1. O dngulo de rotacio foi de 15°.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

OXAMNIQUINA E ANALOGOS

A analise do conformero de energia minima da OXA (FIGURA 7) mostra
a estabilizagdo da hidroxila pelo grupo nitro, provaveimente por formagdo de
ligagdo de hidrogénio entre o hidrogénio alcodlico e o atomo de oxigénio
daquele grupo. Tal estabilizagéo poderia comprometer a reatividade da hidroxila
(diminuigdo da nucleofilicidade), 0 que explicaria a dificuldade de obtengao dos
compostos desejados durante os procedimentos sintéticos.

A fim de melhor avaliar esta hipotese foram propostos os analogos da
OXA em que: 1) o grupo nitro foi substituido por um grupo amino (NH,-OXA); 2)
o grupo nitro foi removido (H-OXA); 3) aumento em uma unidade carbdénica da
cadeia hidroximetilénica (HOEt-OXA). Na FIGURA 7 sao apresentados os
confdrmeros de energia minima destes analogos. A substituicdo presente em
NH,-OXA tem a finalidade de se avaliar o comportamento da hidroxila frente a
mudanga dos estados eletrdnicos na molécula, tendo em vista que o carater
eletrdnico é oposto para os dois substituintes. O composto H-OXA foi proposto
para verificar a auséncia de efeito do grupo nitro. E 0 composto HOEt-OXA foi
construido por homologia procurando-se avaliar a interferéncia do aumento da

cadeia carbdnica na interagdo hidroxila-nitro.

Roberto Parise Fitho
































