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RESUMO

A doenca de Chagas é uma das doengas parasitdnas mais graves da Aménca Latina,
apresentando alto impacto sécio-econdmico. Nos 21 palses endémicos, estima-se que
de 16 a 18 milhbes de pessoas estejam infectadas pelo parasita e que ocomram,
aproximadamente, 50.000 mortes a cada ano. Existem apenas dois fdrmacos
disponiveis para o tratamento, no enfanto, tais compostos apresentam afta incidéncia
de efeitos adversos e eficacia inadequada contra a fase crnica da doenga. Assim
sendo, toma-se de extrema importdncia a pesquisa por novos compostos
tnpanomicidas. A alta atividade antichagasica potencial do megazol derivado nitro-
heterociclico, ja foi demonstrada. A primaquina, clinicamente utiizada em maldria,
também apresenta atividade ftripanomicida. A latenciagdo de famrmacos é um dos
métodos de modificagdo molecular que ftem como objetivo melhorar as caracteristicas
do farmaco protétipo. Diante do exposto, e devido ao ligeiro sinergismo entre
pnmaquina e megazol, observado em ensaios in vitro com T. cruzi, o objetivo final
desse trabalho foi sintetizar pro-farmaco reclproco de megazol e primaquina. Com base
na especificidade da cruzipaina, protease encontrada somente no T. cruzi, planejou-se
utilizar peptidio — Lys-Arg — e aminodcidos — Lys, Arg — como grupos espacantes.
Inicialmente, pré-fArmaco com espagante succinico inespecffico foi obtido para fins de
comparacdo. No caso dos profamrmacos reciprocos com espagantes especificos,
chegou-se & sintese dos intermediarios: succiniimegazol, éster metilico do
succinilmegazol, succinipnmaquina, otimizando-se a sintese de Lys(CFlZ)-primaquina,
Arg(Tos)-primaquina e Lys(CFZ)-Arg(Tos)-primaquina. Estes serdo, posteriormente,
transformados nos dernvados de liberagcdo especffica potencial O pro-farmaco com
espacante peptidico provavelmente teré melhor atividade e maior seletividade visto que
0 composto megazol-succini-primaquina apresentou elevado valor de ICsq em ensaios
in vitro, provavelmente por ndo estar ocorrendo a liberagdo completa dos farmacos.



Vi

ABSTRACT

Chagas’s disease is one of the most severe parasitoses of Latin America.
According to WHO, over 16 million people are infected and about 50.000 deaths
occur in endemic countries annually. Only two drugs are available: benznidazol
and nifurtimox. Both are active only in the acute phase of the disease. So, the lack
of effective drugs against the disease leads fo an urgent search for new
antichagasic agents. Megazol is a nitro-heterocyclic compound with high potential
antichagasic activity. Primaquine, clinically used in malaria, also showed
tripanomicidal activity. Prodrug design is a molecular modification approach that
aims fo improve drug properties. Based on those facts, and due to the low
sinergism between primaquine and megazol found in in vitro assays with T. cruzi,
the final purpose of this work was to synthesize mutual prodrugs of those drugs.
Based on the knowledge of cruzipain specificity, protease found only in T. cruzi,
peptide - Lys-Arg -- and aminoacids — Lys, Arg — were planned to be used as
spacer groups. Initially, these two drugs were linked through a succinic unspecific
spacer group for comparison. In the case of specific mutual prodrugs, only the
synthetic intermediates — succinylmegazol, succinylmegazol methyl ester,
succinilprimaquine, Lys(Cl-Z)-primaquine, Arg(Tos)-primaquine and Lys(Cl-Z)-
Arg(Tos)-primaquine, which synthesis was optimized — were obtained. These
intermediates will be further transformed in specific drug delivery system. Probably,
the prodrug with peptide spacer group will have better activity and higher selectivity
than the succinic derivative, as expected. The biological assay carried out with
megazol-succinyl-primaquine mutual prodrug showed a high value of [Cso,
probably due to incomplete drug release.
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de insetos hematofagos, os triatomineos, contaminados por T. cruzi. Apesar de
haver mais de 100 espécies de triatomineos, somente uma dezena de espécies
tem importancia epidemiologica (SCHMUNIS, 2000). A freqiiéncia de infecgao
dos seres humanos por transmissao através do vetor esta relacionada com o
nivel econdmico da populagédo e com a natureza doméstica do vetor. A doencga
de Chagas é predominantemente rural, pois nessas areas, o baixo poder
aquisitivo da populagdo permite o contato intimo entre os triatomineos
infectados e o hospedeiro humano (SCHMUNIS, 2000).

Atualmente, existem apenas dois farmacos disponiveis para o tratamento
da doenga de Chagas: o nifurtimox (Lampit® Bayer) e o benznidazol
(Rochagan®, Roche). O primeiro, depois de amplamente utilizado no Brasil e
em outros paises latino-americanos, foi retirado da terapéutica (CANCADO,
2000). Portanto, no Brasil, o unico farmaco antichagasico disponivel & o
benznidazol. Esses farmacos sdo ativos apenas na fase aguda da doenca e,
em se tratando de nitrocompostos, observa-se alta incidéncia de efeitos
adversos. Essas observagées demonstram a grande importancia do
desenvolvimento de agentes antichagasicos realmente eficazes, principalmente
para a fase cronica da doenga (CHUNG, 1996).

Varios compostos tém sido testados contra o T. cruzi, seja em condi¢gdes
de laboratério (in vivo ou in vitro), seja em casos humanos na fase aguda ou
cronica. A primaquina & farmaco de uso na quimioterapia da malana. No
entanto, apresenta atividade antichagasica experimental, devido a formagao de
radicais livres (JARPA, 1950; RUBIO, PIZZ| 1954). O megazol apresenta
atividade curativa em infecgdes experimentais causadas por varias cepas de T.
cruzi (BRENER, 1999).

Michelle Carneiro Polli
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Nesse sentido, observando-se a necessidade de melhores
quimioterapicos - mais eficazes e menos téxicos - que 0s de uso corrente em
doenga de Chagas, o presente projeto tem o objetivo de sintetizar, mediante o
processo de latenciagdo (CHUNG, FERREIRA, 1999), pré-fammacos reciprocos
de megazol e primaquina. Tal planejamento justifica-se & vista da alta eficacia
demonstrada pelo megazol, cujo mecanismo de agado ainda se encontra em
estudos, e ao estresse oxidativo provocado pela primaquina, que teria efeito
sinérgico na produgao do peroxinitrito, possivelmente implicado na ag¢do do
primeiro.

Os dois fatmacos seriam ligados entre si através de espacantes nao-
peptidicos como o succinico e espagantes aminoacidos e peptidico como
arginina (arg), lisina (lys) e arginina-lisina (arg-lys). Tais espacantes foram
propostos com a finalidade de explorar a especificidade da cruzipaina, protease
encontrada apenas no 7. cruzi. Foi demonstrada a habilidade dessa enzima em
hidrolisar ligagbes peptidicas que apresentam na posigcdo P¢ residuos de
arginina e lisina.

Trabalho analogo, desenvolvido com o nitrofural e primaguina na
obtengcao de pré-famacos reciprocos (CHUNG, 1996), empregou diversos
peptidios cindidos especificamente por essa enzima. Todos os pro-famacos
mostraram-se ativos em culturas de células infectadas com T. cruzi (CHUNG et
al., 1997). Neste trabalho, o espagante peptidico Lys-Arg mostrou-se 0 mais
adequado (CHUNG, 1996), justificando a escolha de tal espagante para a
sintese dos pré-famacos reciprocos de megazol e primaquina.

Michelle Carneiro Polli
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Embora seja eminentemente rural, a doenga de Chagas representa,
também, grave problema para os centros urbanos devido ao fato de a
transfusao sanguinea ser o0 segundo mais importante mecanismo de
transmissdo (RASSI ef al., 1992). Atualmente, como resultado de programas de
controle em bancos de sangue, tem-se observado redugdo de 6,5% para 1% na
taxa de contaminagao por transfusao sanguinea (SCHUMUNIS, 1999). Por
outro lado, a transmissao congénita, embora sendo numericamente menor e o
terceiro mecanismo mais importante de transmissdo, é considerada
responsavel pelo aumento do numero de casos de doenga de Chagas em
paises do primeiro mundo, como os Estados Unidos (DIAS, SCHOFIELD, 1999;
LEIBY, 1997).

Apesar da interrup¢ao da transmissao da doenga de Chagas em amplas
areas do continente americano devido aos avanc¢os obtidos no controle do vetor
e transfusdo sanguinea, deve-se ressaltar que o problema com as pessoas
infectadas permanece sem solugao (DIAS, SCHOFIELD, 1999; DIAS, 1984,
1992, 1994).

1.1 Ciclo evolutivo do Trypanosoma cruzi

O agente causador da doenga de Chagas é um protozoario digenético,
visto ser um parasita com alterndncia de evolugdo em hospedeiros
invertebrados e vertebrados. (GARCIA, AZAMBUJA, 1979).

O ciclo biolégico do parasita inicia-se quando o vetor triatomineo se
contamina durante a ingestao de sangue de mamiferos infectados contendo a
forma tripomastigota. Os parasitas ingeridos sofrem diferenciagéo para a forma
epimastigota no lumen intestinal do inseto, onde ocorre a proliferagao
parasitaria. Os parasitos, ao atingir o intestino posterior, se diferenciam em
formas tripomastigotas metaciclicas, infectantes, eliminadas nas fezes e urina.

Michelle Carneiro Polli
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A infecgao pelo T. cruzi inicia-se quando os parasitas eliminados pelo inseto,
na forma tripomastigota metaciclico, encontram descontinuidade na pele ou
mucosa do vertebrado. A maneira mais comum de transmissdo é a vetonal,
através da picada do barbeiro, e ocormre logo em seguida a picada pelo inseto,
que, durante o processo de ingestao do sangue, deposita suas fezes proximas
ao local da picada. O parasita tem acesso facilitado ao interior do organismo
pelo toque das maos, ja que a picada causa irritagdo local. Se a picada for
proxima dos olhos ou da boca o parasita pode penetrar diretamente pelas
mucosas. Uma vez dentro do organismo, os tripomastigotas entram em uma
variedade de células, dentro das quais se transformam em amastigotas. Nesse
estagio, os parasitas reproduzem-se por fissao binaria. O hospedeiro apresenta
hipersensibilidade no local de entrada como resultado da intensa destruigao
celular local. Nesse ponto, alguns amastigotas, com a morte celular,
transformam-se em tripomastigotas, que s&o liberados nos vasos periféricos e
estardo aptos para infectar novas células em outros pontos do organismo,
como musculo e tecido nervoso, de forma que a transformacgéao de amastigotas
para tripomastigotas possa ocorrer em outros pontos do organismo e o ciclo de
infecgdo continua. Com a picada do hospedeiro vertebrado por um novo
barbeiro, as formas tripomastigotas sanguineas, ingeridas com o sangue do
hospedeiro vertebrado, diferenciam-se em formas fusiformes denominadas
epimastigotas. Essas formas desenvoivem-se basicamente nos 2/3 distais do
tubo digestivo do inseto. Na por¢do terminal, diferenciam-se novamente em
tipomastigotas. Estes, também denominados metaciclicos, sdo as formas mais
infectantes do T. cruzi, prontas a contaminar novo hospedeiro vertebrado por
meio dos excretas do barbeiro, bem como a se estabelecer em reservatérios
naturais. (BRENER, CANCADO, 1979; DIAS,1990).

Michelle Carneiro Polli
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periodo, a forma amastigota encontra-se livre, em contato direto com as
estruturas citoplasmaticas da célula do hospedeiro. Cerca de 35 horas depois
inicia-se o processo de divisdo celular bindna. Decorridos, aproximadamente, 5
dias, quando a célula hospedeira contém cerca de 500 amastigotas, inicia-se o
processo de transformacao das formas amastigotas em tripomastigotas. Logo
que as formas adquirem um flagelo mais longo, iniciam um movimento intenso,
que aparentemente é responsavel pela ruptura da célula hospedeira, com
liberagdo de muitos tripomastigotas, algumas formas de transigcao e, em certos
casos, formas amastigotas no espago intercelular (SOUZA, 2000). A Figura 6

mostra as diferentes etapas dessa interagao.

FIGURA 6 - Diferentes etapas do processo de interagdo do 7. cruzi com a
célula do hospedeiro vertebrado. Adesao do parasita a superficie celular (A), induzindo
um processo de internalizagao via formagao de pseud6podos (B) ou de uma depressao na
superficie celular (C). No interior da célula o parasita encontra-se no interior de um vacuolo,
denominado vacUolo parasitéforo (D). Lisossomos da célula do hospedeiro fundem-se com o
vactiolo parasitéforo (D). Gradualmente, a forma tripomastigota perde o aspecto alongado e a
membrana do vacioto parasitoforo se desorganiza (E) até completa dissolugdo. A forma
amastigota fica em contato direto com o citoplasma da célula do hospedeiro (F), iniciando o
processo de multiplicagédo (G,H). Posteriormente, as formas amastigotas transformam-se em
tripomastigotas (H, L), levando a ruptura celular e liberagdo de novas formas tipomastigotas (J).

Fonte: SOUZA, 2000.
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1.2, Transmissdo da doenga de Chagas

Os barbeiros sugam, também, o sangue de animais e aves domésticas,
pois habitam igualmente currais, cavalaricas e galinheiros, o que permite a
infecgao pelo T. cruzi de diversos vertebrados, além do homem. Em areas
endémicas, a transmiss&do vetorial € a mais importante, ainda que existam
outros modos de contaminagao, como a transmissao por transfusao sanguinea,
transmissdo congénita, acidental ou em transplantes de é6rgaos (WENDEL,
BRENER, 1992).

O T. cruzi circula no ciclo silvestre e no ciclo doméstico. O ciclo silvestre
envolve a interag&do entre vetores silvestres e hospedeiros mamiferos. Neste
ciclo existe equilibrio ecologico entre o parasita e seus vetores e hospedeiros
silvestres. Os principais reservatdrios silvestres sao tatus, gambas, roedores e
primatas, que co-existem com o parasita sem serem afetados por ele. O ciclo
domestico resulta do contato entre humanos e vetores, causado por condigdes
socio-econdmicas, que permitem a colonizagdo do ambiente doméstico pelo
vetor. Neste ultimo caso o parasitismo causa danos graves ao hospedeiro
humano, que é o principal “reservatério” do ciclo doméstico, seguido por gatos

e cachorros.

Dois exemplos tém mostrado a influéncia de fatores ecoldgicos e sociais
na doenga de Chagas: a) a auséncia do parasita entre populagdes indigenas
brasileiras, em que os vetores infectados nado infestam suas moradias em
fungdo da preservagdo do ambiente natural pelos indios; b)a auséncia da
infecgao em populagdes rurais do sul dos Estados Unidos, que habitam
moradias de nivel econdmico mais elevado (WENDEL, BRENER, 1992). Neste
caso, deve-se ressaltar, no entanto, que triatomineos encontrados nos Estados
Unidos tém habitos diferentes dos insetos da América Central e do Sul,

defecando longe do local da picada.
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cardiopatia cronica e o freqilente aparecimento dos ‘megas’ principalmente
megaesdfago e megacdlon, representam formas clinicas muito importantes e
de consideravel gravidade (SZAJNMAN , 2000).

Na forma cardiaca os sintomas mais caracteristicos sdo a arritmia, a
insuficiéncia cardiaca e o trombo-embolismo. Nas manifesta¢des digestivas,
ocorre comprometimento das fungdes do 6rgao afetado. Na forma digestiva do
megaesdfago, observam-se alteragées na motilidade e diametro do eséfago.
Outros sintomas também de megaesdfago sao: dores epigastricas,
regurgitacao e hipertrofia das glandulas salivares. No megacoélon a principal
caracteristica € a obstipacao do 6érgao, que pode durar por semanas.
Entretanto, o movimento do célon pode ser normal em alguns casos da doenga
(WENDEL, BRENER, 1992).

A prevaléncia de manifestagbes digestiva ou cardiaca da doenga
depende principaimente da regido endémica. Por exemplo, megaesdéfago
manifesta-se na regiao Central do Brasil, sendo rara em outras areas. Ja no
Chile, a forma cardiaca & extremamente rara. Alguns estudos relacionam a
cepa do parasita encontrada na regiao com o tipo de manifestagao observada
(ANDRADE, ANDRADE, 1979), porém nao existem, ainda, evidéncias

bioquimicas que expliquem estas observagées.

1.4 Aspectos sécio-econdmicos

A média anual de renda doméstica per capita na América Latina € de
US$ 2,966. Portanto, a perda econbmica para o continente devido a
incapacidade e mortalidade precoce, provocada por essa doenga em adultos
economicamente mais produtivos, € em tomo de US$ 8,156 milhGes, o que
equivalia a 2,5% da divida extema total do continente em 1995 (WHO, 2000).
No Brasil, considerando-se que pelo menos 10% dos individuos infectados
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desenvolvem doengas cardiacas graves, ou comprometimento digestivo
cronico, os custos medios para o seu tratamento podem aicangar US$ 250
milhdes e a auséncia no trabalho dos trabalhadores chagasicos com graves
problemas cardiacos pode representar perdas minimas de US$ 5,625 bilhdes
por ano (DIAS,1992).

A doenga de Chagas € doenga crdnica debiltante e incapacitante. A
cardiopatia chagasica chegou a ocupar o terceiro lugar entre as causas de
incapacitagdo em zonas rurais do Brasil onde a doenga de Chagas é endémica.
Também representou a principal causa de aposentadoria antecipada.
Observou-se em determinadas zonas endémicas do Brasil que 9,1% de todas
as pensdes por invalidez recebidas por pessoas entre 30 a 50 anos tinham a
sua origem na doenga de Chagas (LOPES, CHAPADEIRO, 1986; DIAS,
LOYOLA, BRENER, 1985; ZICKER, ZICKER, 1985).

O custo da enfermidade produzido pela doenga de Chagas é maior que o
produzido pela leishmaniose, tripanossomiase africana, hanseniase, filariase e
oncocercose. Na Ameérica Latina, a doenga de Chagas produziu o maior énus
de enfermidade entre as doengas tropicais. O énus que produz a doenga € o
quarto em importancia entre as enfermidades infecciosas prevalentes na regiao.
Somente as infecgdes respiratérias agudas, as doengas diamréicas e a AIDS
produzem um Onus maior. Por outro lado, a tuberculose e as parasitoses
intestinais produzem um 6nus de enfermidade que segue em magnitude aquele
produzido pela doenga de Chagas (SCHUMUNIS, 1999).

2. QUIMIOTERAPIA

De acordo com a Organizagdo Mundial da Saude (WHO, 1997) o
farmaco ideal para o tratamento da doenga de Chagas deveria apresentar as

seguintes caracteristicas: 1. proporcionar a cura parasitologica na fase aguda e
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BRENER, 1987) pode envolver mecanismos de destoxificagdo mais eficientes,
presentes nestas cepas.

Em relagcdo ao mecanismo de a¢ado do nifurtimox, acredita-se que o
mesmo exerga efeitos citotoxicos devido a redugao de grupos nitro em radicais
nitroanions e espécies reativas de oxigénio. Pelo fato de o T. cruzi ser
parcialmente deficiente de mecanismos de destoxificacdo de radicais livres este
toma-se suscetivel a agao do nifurtimox. Por outro lado, este prejuizo oxidativo
nao representa o principal mecanismo de agao do benznidazol. A detecgéo do
radical nitrodnion ocorreu somente em concentragées muito mais elevadas do
que as doses capazes de exercer sua atividade tripanomicida. O mecanismo de
ag¢ao do benznidazol ndo esta bem elucidado, mas parece envolver ligagbes
covalentes ou outras interagdes de intermediarios de nitrorredugcao com
componentes do parasita ou, ainda, ligagdées com DNA, lipideos e proteinas
(MASANA, TORANZO, CASTRO, 1984; MARR, DOCAMPO, 1986; MAYA,
1997; COURA, CASTRO, 2002).

Os resultados terapéuticos obtidos com o emprego desses fammacos
dependem da fase da doenga, do periodo de tratamento e a dose, da idade e
origem geografica do paciente (COURA, CASTRO, 2002).

N=
OZN/L\;E”/H\/Q OZN/Q\¢ N\Nk/s\,\/o

o nifurtimox o

benznidazol

Farmacos de diferentes origens — derivados quinolinicos (primaquina);
emetina e derivados; nitrofuranicos e derivados; nitroimidazol e derivados;
trifenilmetanos; triaminoquinazolinas; 2-acetamida-5-nitroimidazol — foram
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utilizados empiricamente, no periodo de 1940-1975, em animais de laboratério
e em casos humanos. Esses compostos diminuiram a parasitemia e a letalidade
da doeng¢a de Chagas mas nao promoveram a cura parasitolégica (BRENER,
1975).

Derivados purinicos, azdélicos, poliénicos e fenotiazinicos também foram
empregados e apresentaram alguma capacidade de redugado da parasitemia,
mas nunca ao ponto de erradicar a infecgdo no homem (CHUNG, 1996).

2.1. Tripanomicidas em estudo

Existem compostos nitro-heterociclicos com alta atividade antichagasica,
que nao apresentam utilidade terapéutica, frente aos efeitos adversos graves
que apresentam. Entre esses compostos vale citar o nitrofural, anteriormente
conhecido como nitrofurazona, e o megazol. A primaquina, uma 8-
aminoquinolina utilizada no tratamento da malana, também apresenta atividade

antichagasica.

2.1.1 Megazol

O megazol [2-amino-5-(1-metil-5-nitro-2-imidazolil-1,3,4-tiadiazol] € um
derivado nitroimidazoltiazol sintetizado em 1960. Esse composto & um
antimicrobiano potente, de amplo espectro, agindo em grande variedade de
protozoarios e bactérias (BERKELHAMMER, ASATO, 1968; CANCADO, 1980).

Ensaio biolégico realizado em camundongos demonstrou a alta atividade
do megazol em relagdo a diversos farmacos nitro-heterociclicos com
consideravel atividade antichagasica. Resultados obtidos através de
hemocultura, reinocula¢ao e testes de imunofluorescéncia demonstraram attos

niveis de cura parasitoldgica em animais inoculados com cepas Y20 e
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Colombiana 21, que sdo respectivamente, mediana e altamente resistentes
(BRENER, 1999). Apresenta atividade curativa em infecgbes experimentais
causadas por varias cepas de T. cruzi, inclusive em cepas resistentes ao
nifurtimox e ao benznidazol (FILARDI, BRENER, 1982). E mais ativo que

nifurtimox e benznidazol (DE CASTRO, MEIRELLES, 1986; LAGES-SILVA et
al., 1990).

megazol

Além da atividade antichagasica, atividades antibacteriana e contra
outros protozoarios, como a Leishmania donovani, foram anteriormente
relatadas (BERKELHAMMER, ASATO, 1968). A par do amplo espectro de
agcao, mostrou-se carcinogénico e mutagénico, em ensaio utilizando-se
Samonella/microssoma (interagdo com o DNA). E mutagénico direto, isso &,
exerce seus efeitos genéticos sem mediagdo pelas enzimas dos mamiferos
(FERREIRA, FERREIRA, 1986). Por outro lado, a alta eficacia do megazol
poderia contrabalangar esses inconvenientes em situagbes criticas,
especialmente se fossem efetuadas modificagdes moleculares, que
atenuassem essas propriedades indesejaveis. Dessa maneira, nos uitimos anos
esse composto tem sido proposto como farmaco antichagasico em altemativa
ao nifurtimox e benznidazol, os quais estao sendo descontinuados devido a sua
toxicidade (BOLLO, 2001).
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O mecanismo de agdo do megazol ainda ndo esta totalmente elucidado.
Inicialmente acreditava-se que a redugao do grupo nitro com a formacgéo do
respectivo radical nitro anion apresentava pouca participagdo na atividade
antichagasica.

Existem estudos relacionando a atividade tripanomicida do megazol a
uma forte inibicdo na sintese protéica nos parasitas (BRENER, 1999). Esse
farmaco tem efeito definitvo na sintese protéica de amastigotas em
concentragbes nas quais o nifurtimox e o benznidazol ndo apresentaram efeitos
(DE CASTRO, MEIRELLES, 1990). Ultra-estruturaimente, o megazol provoca
varias alteragbes no T. cruzi, sendo as mais caracteristicas a vacuolizagao,
perda de estruturas no citoplasma e redugc@ao do numero de ribossomas, além
de invaginagao do cinetoplasto (DE CASTRO, MEIRELLES, 1986).

No entanto, atualmente, existem evidéncias que a redugao do grupo nitro
ao correspondente radical nitro anion € uma etapa fundamental no mecanismo
de reagao. Conseqilentemente, em adicao aos efeitos citados anteriormente,
esse farmaco mostrou-se suscetivel a redugao por uma variedade de processos
enzimaticos com atividade redutase. Seu potencial redox (438 mV) é
substancialmente mais baixo do que o do nifurtimox (— 260 mV) e muito préximo
ao do metronidazol (485mV) (BARRET, 2000; BOLLO, 2001). A redugao do
nifurtimox e megazol pela tripanotiona redutase foi comparada aquela obtida
por meic de enzimas de mamiferos como a lipoamida desidrogenase e
glutationa redutase (TSUHAKO et al, 1989). Enquanto o megazol foi um
substrato fraco para ambas as enzimas, a constante catalitica para o nifurtimox
foi, pelo menos, uma ordem de grandeza superior. Os resultados foram
explicados em fungao do mais baixo potencial de redug@o dos nitroimidazois em
comparagdo ao dos nitrofuranos. Estudos recentes tém demonstrado que o
megazol & inibidor da enzima fumarato redutase, uma enzima com “cluster” de
ferro-enxofre em seu sitio ativo (TURRENTS et al., 1996). Ainda que o modo de

Michelle Carneiro Polli






Revisdo Bibliogrdfica 24

ulceras) especialmente aquelas resistentes a outros farmacos (KOROLKOVAS,
2000).

Em 1969, ANDRADE e BRENER observaram que o nitrofural provocava
destruicao do T. cruzi. Mais tarde, em 1988, HENDERSON e colaboradores
constataram a inibicao de naftoquinonas e nitrofuranos, incluindo o nitrofural, na
tnpanotiona redutase.

A formacao do nitro radical anidnico a partir do nitrofural foi comprovada
por meio de geragao eletroquimica, com o uso de eletrodo de carbono vitreo
(LA-SCALEA, CHUNG, FERREIRA, 1999).

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

O intermediario de sintese de bases de Mannich com peptidios de
primagquina (CHUNG et al, 1997), o hidroximetilnitrofural (CHUNG, 1996;
CHUNG et al., submetido), mostrou-se mais ativo do que o nitrofural e menos
toxico, ressaltando o papel da modificagdao molecular, mais especificamente da
latenciagdo (CHUNG, FERREIRA, 1999) no aprimoramento da agdo de
farmacos. O aspecto altamente promissor desse composto € a diminuigao da
toxicidade em quatro vezes, comparativamente ao nitrofural, segundo o
observado nos testes de mutagenicidade.Tais resultados conduzem ao
aprofundamento do estudo do mecanismo de ag¢ao/toxicidade desse derivado.
Vale mencionar que o prolongamento da agdo, que também reduz
paralelamente a toxicidade, vem sendo alvo de pesquisas recentes (DEZAN et
al., 1998; GUIDO et al., 1999).
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2.1.3 Primaquina

A primaquina & farmaco de uso na quimioterapia da malaria, representando o
unico esquizonticida tecidual disponivel (KOROLKOVAS, 2000). Apresenta, também,
atividade antichagasica experimental, inicialmente comprovada por JARPA (1950) e
RUBIO e PIZZI (1954). Contudo, ndo é empregada na quimioterapia corrente da
doenca de Chagas.
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Inicialmente considerada como famaco de atuagdo primaria em formas
tnpomastigotas extracelulares (PEREIRA DA SILVA, KIRCHNER, 1962), mostrou-se,
posteriormente, a agao da primaquina em formas intracelulares (McCABE, 1988). O
mesmo estudo permitiu comprovar o efeito sinérgico entre primaquina e cetoconazol,
sugerindo a utilizagdo do fammaco, associada ou nao a outros fammacos, no

tratamento da doeng¢a de Chagas, no estagio cronico.

Apesar de farmaco introduzido ha muito tempo na quimioterapia, o
mecanismo de agdo, tanto como antimalarico, quanto como antichagasico, néo
se encontra totalmente elucidado. Parece envolver formagdo de radicais de
hidroxila, per se ou por meio de metabdlitos (AUGUSTO, SCHREIBER,
MASON, 1988; VAZQUEZ-VIVAR, AUGUSTO, 1992, 1994; MORAIS,
AUGUSTO, 1993; TRACY, WEBSTER, 1996), podendo ser incluida na classe
de farmacos antiprotozoarios que devem atuar por meio do ciclo redox, com
formacao de espécies reativas de oxigénio (AUGUSTO et al., 1986). Essa
reagao estaria relacionada a formagao de H202 (VAZQUEZ-VIVAR, AUGUSTO,
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1992; MORAIS, AUGUSTO, 1993). Estudo eletroquimico, desenvolvido por LA-
SCALEA et al. (2001), mostrou aspectos importantes da eletro-oxidagdo e
dissociagdo da primaquina, como contribuicio para a compreensdo do
mecanismo de a¢ao do farmaco.

Ensaios in vitro da associagao de primaquina com nitrofural (CHUNG,
1996) mostraram efeito sinérgico da mesma. Derivados peptidicos (CHUNG et
al., 1997), sintetizados como intermediarios na preparagdo de pré-farmacos
reciprocos de nitrofural e primaquina (CHUNG, MIRANDA, FERREIRA, 1996:
CHUNG, 1996; CHUNG et al., 1996), mostraram-se ativos em células
infectadas com T. cruzi. Dessa forma, o farmaco apresenta potencialidade

como antichagasico, especialmente em associagao.

Outrossim, ensaios da associagdo megazolprimaquina em
tripanossomiase experimental em camundongos infectados, efetuados por
SERGIO ALBUQUERQUE, FCF/USP, Ribeirao Preto (resultados nao

publicados), mostraram ligeiro sinergismo em relagéao aos farmacos protétipos.

2.2. Alvos bioquimicos na pesquisa de novos antichagasicos

Os farmacos atualmente utilizados na quimioterapia da doenga de
Chagas, além de apresentarem eficiéncia questionavel, causam graves efeitos
adversos ao paciente. Dessa maneira, ha necessidade urgente do
desenvolvimento de novos farmacos menos toxicos e mais eficientes. Para esta
finalidade, € fundamental que se conhegam as vias metabdlicas do parasita e
que se caracterizem enzimas e componentes especificos. Possiveis alvos
quimioterapicos tém sido identificados especialmente mediante comparagao da
bioquimica do parasita com a do hospedeiro. Exemplos dessa abordagem sé&o o
ergosterol e a tripanotiona. Os possiveis alvos quimioterapicos principais s$ao

apresentados na tabela I, com as respectivas referéncias.
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TABELA | - Identificagao de potenciais alvos quimioterapicos em 7. cruzi

Alvo quimioterapico

Referéncia

tripanotiona

purinas
metabolismo de folato e pteridina

biossintese do mMRNA

cinetoplasto

biossintese do ergosterol

transialidase e GPI

proteases (cisteina proteases)

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

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

AKSOY, 1993.; McCARTHY-BURKE,
TAYLOR, BUCK, 1997

STUART, 1991; SCHNARE, GRAY, 1999

URBINA et al., 1996

COSTA et al., 1998; FERGUNSON,1999

COOMBS, MOTRAM, 1997.; MORTY et al,
1999

gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase SOUZA et al, 1998

2. 2.1 Tripanotiona

Todos os organismos aerdbios apresentam defesa contra o estresse

oxidativo causado por espécies reativas de oxigénio geradas durante o

metabolismo oxidativo. Entre elas estido o anion superéxido (027}, o perdxido

de hidrogénio (H;O;), o radical hidroxila (OH') e seus subprodutos. Essas

espécies danificam biomoléculas, como proteinas, lipideos e acidos nucléicos.

Para prevenir esse dano celular, existe um sistema de defesa, que compreende

vanas enzimas e moléculas antioxidantes com papel vital na destoxificagao,

como a catalase, a superdxido dismutase, variedade de peroxidases e o
sistema da glutationa (CHANCE, SIES, BOVERIS, 1979; CADENAS, 1989).

Michelle Carneiro Polli



Revisdo Bibliogrdfica 28

Assim, por exemplo, a superdxido dismutase catalisa a transformagéao do O, ~
em H,O, + O,, enquanto que H,O, é decomposto a H,O + O, pela catalase,
peroxidases e glutationa peroxidase. Embora a catalase seja capaz de
decompor H;O,, € praticamente inativa frente a hidroperéxidos orgéanicos,
diferentemente da glutationa peroxidase, que é altamente ativa com esses
compostos (URSINI, MAIORINO,1995).

Em células de mamiferos, a principal via de destoxificagcdo de H,0O,
envolve a glutationa peroxidase, que age juntamente com NADPH, glutationa e
glutationa redutase. A glutationa &€ um composto tidlico de baixo peso molecular
envolvido na manutengao do equilibrio redox por agir como coenzima em varias
reagoes, conjugando-se com xenobidticos e com metabdlitos altamente reativos
(FAIRLAMB, CERAMI, 1992; MEHLOTRA, 1996). A forma reduzida da
glutationa (GSH) funciona como agente protetor, mantendo o ambiente celular
reduzido ao ser oxidada a forma dissulfeto (GSSG). A glutationa redutase

preserva os niveis tidlicos ao catalisar a redugao da forma dissulfeto.

O T. cruzi na infecgdo do hospedeiro vertebrado encontra-se
inevitavelmente exposto a espécies reativas de oxigénio, geradas internamente
como produto de processos oxidativos do parasita, ou pelo hospedeiro, como
resposta fisioldgica a invasao ou, ainda, como conseqiliéncia da redugao in vivo
de farmacos, como benznidazol e nifurtimox (DOCAMPO, STOPPANI, 1979;
DOCAMPO,1984).

Embora o T. cruzi possua uma enzima superoxido dismutase contendo
ferro, que previne o acumulo de O% (LE TRANT, 1983; ISMAIL, 1997;
TEMPERTON, WILKINSON, MEYER, KELLY, 1998), foi observada deficiéncia
nos mecanismos enzimaticos para a remogao de H;O,, tais como catalase e
glutationa peroxidase, comuns em eucariotes superiores, porém ausentes ou

presentes em baixissima atividade nesse organismo (DOCAMPO, STOPANI,
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1979; BOVERIS et al.,, 1980, PENKETH, KLEIN, 1986; PENKETH et al., 1987:
DOCAMPO, MORENO, 1990). Demonstrou-se que a capacidade do parasita
para reduzir H,O; era dependente de um cofator tiélico, um conjugado de
glutationa e esperdimina, denominado tripanotiona (FAIRLAMB et al., 1985;
FAIRLAMB, CERAMI, 1985). Como em outros microrganismos, o acimulo de
dissulfetos afeta o equilibrio tidlico-redox e, conseqiientemente, a atividade
metabdlica do Trypanosoma. Uma flavoproteina dissulfeto redutase NADPH-
dependente, a tripanotiona redutase, foi isolada como sendo a responsavel pela
manutengao da tripanotiona na forma ditiol [T(SH),] dentro da célula (KRAUTH-
SIEGEL, ENDERS, HENDERSON, FAIRLAMB, SCHIRMER, 1987).
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glutationa dissutfeto tripanotiona dissulfeto

Portanto, em mamiferos, a glutationa mantém o equilibrio do sistema
redox. Esta apresenta papel vital no controle do estresse oxidativo. isto se
justifica pelo fato de a mesma ser oxidada por espécies reativas altamente
danosas de oxigénio. Enzima chave desse sistema ¢é a glutationa redutase, pois
a glutationa, pela agéo de radicais livres, € oxidada a glutationa dissulfeto. Esta,
por sua vez, quando acumulada torna-se nociva, ja que nao € oxidada pelos
radicais livres, ocorrendo o acumulo dessas espécies. A glutationa redutase é a
enzima responsave! pela conversdo da glutationa dissulfeto a glutationa,
podendo esta tltima ser novamente reoxidada pelo oxigénio molecular.

Michelle Carneiro Polli









Revisdo Bibliogrdfica 32

dos derivados azdicos em inibir a enzima lanosterol 14g-desmetilase
dependente do citocromo P-450. Tal bloqueio resulta em acimuio de 14a-
metilesterol e perda de ergosterol. A enzima lanosterol 14-g-desmetilase esta
presente também em mamiferos, mas apresenta sensibilidade
consideravelmente menor do que a enzima presente no Trypanosoma. Esse
bloqueio mais especifico na rota biossintética do parasita em relagdo a do
hospedeiro sugere que tais inibidores podem representar importantes
quimioterapicos contra a doenga de Chagas (GOAD et al., 19839; DOCAMPO,
SCHMUNIS, 1997).

Enquanto T. cruzi contém ergosterol, o esterol predominante em
mamiferos & o colesterol. Ambos diferem pela presenga de um grupo metila na
posi¢cao 24 e duplas ligagdes nas posicoes 7 e 22 do ergosterol. Por outro lado,
as reagdes enzimaticas envolvidas na introdugdo do grupo metila e dupla
ligagdo na posicdo 22, catalisadas pela enzima S-adenosil-L-metionina
(A24®esterol metil transferase), ndo apresentam correlagdo com a biossintese
de esteréis em mamiferos. Dessa maneira, inibidores de A?*®esterol
metitransferase representam potente e seletivo alvo para o planejamento de
farmacos antichagasicos. Dados da literatura tém demonstrado efeito
antiproliferativo de tais inibidores em ensaios in vitro e in vivo sobre o T. cruzi.
(URBINA, VIVAS, 1995; DOCAMPO, SCHMUNIS, 1997).

A indugdo de resisténcia do T. cruzi aos compostos azélicos dificulta o
uso de tais compostos no tratamento da doenga de Chagas. No entanto, a
diferenga entre os esterdis predominantes na membrana plasmatica do 7. cruzi
e do hospedeiro torna a rota biossintética dos esterois excelente alvo
antichagasico. Diante do exposto, estudos tém sido realizados no sentido de
bloguear outra etapa dessa via biossintética. A enzima oxido-escaleno ciclase é
a responsavel pela conversdo do 2,3-6xido-escaleno a lanosterol. Inibidores

desta enzima causaram acumulo de 2,3-6xido-escaleno e reduziram a produgao
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A cruzipaina comresponde a cisteina protease mais abundante do
tipanossoma (CAZZULO, STOKA, TURK, 1997) e ¢é o antigeno
imunodominante, reconhecido durante a infecgcao humana (CHAGAS et al.,
1997; DEL NERY et al., 1997). E codificada por mais de 100 copias de genes
polimorficos localizados em varios cromossomos. Entretanto, a despeito do
polimorfismo genético, a cruzipaina é uma das proteases parasitarias mais bem
caracternizadas (CAZZULO, 1999). Essa enzima é encontrada em abundancia
nos reservossomas de formas epimastigotas do 7. cruzi. No entanto, pode ser
detectada também na superficie de formas amastigotas e tripomastigotas.
Estudos realizados sugerem que a cruzipaina pode estar associada a
membrana como uma proteina periférica ou através de uma ancora de glicosil
fosfatidil inositol. A presenga de cruzipaina nas formas intra e extra celular do 7.
cruzi tem estimulado bastante a tentativa de se desenvolver a primeira geragao
de inibidores, com alta eficacia in vifro. Alguns desses compostos tém
apresentados excelentes resultados em experimentos realizados com
camundongos infectados com T. cruzi (SERVEAU et al., 1996).

A cruzipaina é composta de uma cadeia polipeptidica de 215 residuos de
aminoacidos, dobrada em dois dominios. A triade catalitica é constituida de
Cys25, His159 e Asn75. Todas as vanedades moleculares relatadas
apresentam essa triade caracteristica das cisteina proteases e organizagao
estrutural similar as das proteases lisossOmicas de mamiferos (DEL NERY et
al., 1997). Ao contrano destas ultimas, entretanto, a cruzipaina tem uma cadeia
C terminal, que pode ser liberada por auto-protedlise. O tamanho dessa cadeia
vana de 100 a 130 residuos de aminoacidos e a sequéncia entre 0 dominio
catalitico e o dominio terminal C, contendo grupamentos de Thr, Pro e Ser, é
suscetivel a clivagem proteolitica. A fungdo desse dominio terminal C ainda
permanece incerta. Propde-se que ele esteja envolvido na evaséo a resposta
imune do hospedeiro e no aumento da atividade catalitica (SERVEAU et al.,
1996; DEL NERY ef al, 1997; DEL NERY et al, 1997, STOKA et al., 1998),
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2.3.1 Latenciagdo

Dentre os métodos de modificagcao molecular, pode-se destacar a unido
de um famaco a um grupo transportador, originando um novo composto,
farmaco-grupo transportador. No entanto, caso esse composto apresente
atividade biolégica semelhante ao farmaco protétipo tem-se a obtengao de um
analogo. Por outro lado, caso o composto farmaco-grupo transportador seja
inativo e necessite da liberagao do fArmaco para a atividade tem-se o chamado
pro-famaco. Dessa maneira, o pré-farmaco pode ser definido como resultante
da uniao de um farmaco a um grupo transportador, por meio de uma ligagao,
em geral, covalente hidrolisavel, que, para exercer sua atividade necessita ser
biotransformado dentro do organismo, por um processo quimico ou enzimatico,
liberando a porgao ativa no local de agao ou préximo dele. O pré-fafmaco
constitui derivado farmacologicamente inativo do farmaco protétipo, isto &, uma
forma latente (BUNDGAARD, 1985; WERMUTH, 1996; CHUNG, FERREIRA,
1999).

Tal conceito € analogo ao de grupo protetor, utilizado em sintese
organica para mascarar a reatividade de determinados grupos funcionais
(MENENDEZ, AVENDANO, 1993).

O objetivo no desenvolvimento de pré-famacos consiste, de uma
maneira geral, em melhorar diversas propriedades indesejaveis do farmaco
protétipo sem alterar, no entanto, a atividade biolégica do farmaco. A
latenciacdo € um método capaz de reintroduzir na terapéutica compostos que
apresentam inumeros problemas tanto famnacotécnicos  quanto
farmacocinéticos. Apesar de ja ter sido um método questionado quanto as suas
vantagens na pratica clinica, sabe-se que 20 a 30% dos farmacos introduzidos
na terapéutica no periodo de 1986 a 1991 foram desenvolvidos utilizando a
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Inicialmente, o termo pr6-fa€mmaco foi introduzido por Albert, em 1957,
para descrever qualquer composto que necessite de biotransformagao para

exercer seus efeitos farmacologicos.

Segundo WERMUTH (1984), as formas latentes podem ser classificadas
em pro-famacos classicos, bioprecursores e famacos dirigidos. Essa

classificagao dependera do grupo transportador empregado.

Os pro-farmacos classicos resultam da ligagao transitoria entre farmaco e
grupo transportador (WERMUTH, GAIGNAULT, MARCHANDEAU, 1996). O

planejamento desses pro-famacos pode ser dividido em trés pontos basicos:

1- Identificagao do problema associado ao farmaco;

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

3- Escolha do transportador adequado, no caso de pro-fammacos
classicos, e da ligagdao a ser cindida no compartimento biologico

desejado.

A eficacia de um farmaco pode ser limitada por suas propriedades fisico-
quimicas, por exemplo, baixa pemeabilidade na membrana plasmatica. Pela
ligagdo desse farmaco com um grupo transportador adequado, pode-se superar
o problema da baixa pemmeabilidade pemitindo que o farmaco atravesse a
membrana. Uma vez ultrapassada a barreira, o proé-faimaco é revertido ao
protétipo por sistemas enzimaticos ou ndo. A formagéo do pro-farmaco confere
propriedade quimica transitéria, que altera ou elimina propriedades indesejaveis
no famaco (WERMUTH, GAIGNAULT, MARCHANDEAU,1996; FRIIS,
BUNDGAARD, 1996). No entanto, alguns critérios devem ser considerados
durante o planejamento do pro-fammaco (FRIIS, BUNDGAARD, 1996):
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(WERMUTH, 1996). Diferentemente dos pro-farmacos classicos, esse tipo de
forma latente nao apresenta grupo transportador.

Exempio de farmaco bioprecursor € o da mostarda nitrogenada com
seletividade para tumores contendo alta concentragdo em nitrorredutases. O
grupo NO; presente na forma inativa deve ser reduzido pelas nitrorredutases do
tumor a NH2, que € a forma ativa.

Alguns pré-farmacos possuem, ao mesmo tempo, caracteristicas de pro-
farmacos classicos e bioprecursores e sdo, dessa maneira, chamados de pro-

farmacos mistos.

Sistema misto, em que © transportador deve ser biotransformado antes

de permitir a liberagao do farmaco e que se presta a conferir especificidade de
localizagéo, é o CDS — Chemical Delivery System (PROKAI, PROKAI-TATRAI,
BODOR, 2000).Tal sistema, idealizado por BODOR, em 1989, permite que se
atinjam aitas concentragées cerebrais de farmacos, que devem atuar

especialmente em disfungdes cerebrais.

A Dbarreira hemato-encefalica (BHE) tem sido obstaculo ao
desenvolvimento de farmacos que atuem diretamente no sistema nervoso
central (SNC). No entanto, no desenvolvimento de um CDS, esta estrutura
toma-se vantajosa. Esta barreira € geraimente permeavel a compostos

lipofilicos, mas exclui os hidrofilicos.

O sistema de liberagdo quimico (CDS) baseia-se no fato de que,
inicialmente, o composto deve ser suficientemente lipofilico para atingir o
compartimento cerebral. A molécula deve, entdo, sofrer conversdées enzimaticas
e/ou quimicas para promover sua retengdo no SNC e, posteriormente, sofrer
conversdes para a liberagao do farmaco. Espera-se, também, que a eliminagao
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periferica seja acelerada devido a facil conversao do CDS no organismo. Os
CDS que possuem estes atributos sao desenvolvidos de forma que um farmaco
contendo um grupo hidroxila, amino, ou acido carboxilico seja covalentemente
ligado a um grupo funcional contendo uma unidade diidropiridinica, que serve
como um alvo “redox” (PROKAI, PROKAI-TATRAI, BODOR, 2000).

Um CDS pode ser descrito como uma molécula biologicamente inerte,
que requer etapas de conversdes quimicas ou enzimaticas para liberar o
farmaco ativo, aumentando a sua concentragdo em um alvo particular. Na
abordagem do CDS maior concentragdo da dose administrada é conduzida ao
sitio de acao.

Pode-se concluir que a escolha do transportador adequado afeta o grau
de absorgao, distribuigdo, velocidade de liberagao do farmaco, seletividade e
tempo de agédo do composto.

Um famaco de agao seletiva € um dos objetivos da latenciagéo, visto
que a alta especificidade é capaz de reduzir efeitos adversos que sio
resultantes da distribuicao e acgéo inespecifica dos farmacos em outros alvos.

Farmacos dirigidos sao formas latentes em que o transportador é capaz de
transportar o farmaco seletivamente do local de administragdo até o sitio de
agédo, minimizando as reagdes adversas e diminuindo a toxicidade (SCHACHT,
VANSTEENKISTE, SEYMOUR, 1996).

Nesse tipo de planejamento os transportadores devem interagir
especificamente com os sitios presentes na superficie das células alvo. O

quadro 1 apresenta os principais sistemas transportadores nessa forma latente.

Michelle Carneiro Polli















Material e Métodos 53

- megazol (sintetizado de acordo com o método de ALBRIGTH e
SHEPHARD, 1973)

- metanol p.a. (Merck)

- N-metiimorfolina (Merck)

- nitrito de soédio (Synth)

- sulfato de sédio anidro (Merck)

- tiossemicarbazida (Synth)

- trietilamina (Et3N) (Sigma Chemical S.A.)

1.2 Equipamentos

- aparelho capilar Buchi para determinagéo de ponto de fusao;

- bomba de alto vacuo, modelo E2M5 EDWARDS;

- espectofotdbmetro de ressonancia magnética nuclear 300 MHz
BRUKER, modelo Advance DPX-300;

- kugelrohr (fominho para destilagdo) BUCHI;

- {dmpada de radiagao ultravioleta Spectroline, modelo ENF-260C;

- aparelho de espectrometria de absor¢ao no infravermelho (IV), FTIR-
Bomem, modelo MB-120;

- liofilizador Christ, modelo ALPHA 1-2.

2. METODOS

A seguir estdo representadas as estruturas dos produtos finais propostos
no projeto. A estrutura | refere-se ao pro-farmaco reciproco de megazol e
primaquina com espagante succinico. As estruturas I, Iil e IV comrespondem
aos pré-faftmacos que apresentam como espagante lisina, arginina, lisina-

arginina respectivamente.
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A seguir estao representadas as estruturas dos intermediarios utilizados
nas tentativas de obtengdo dos compostos descritos acima. A estrutura |
coresponde ao megazol, produto de partida previamente sintetizado. As
estruturas !l e lll correspondem aos derivados desse composto, succinilmegazol
e éster metilico do succinilmegazol respectivamente. A estrutura 1V,

correspondente a succinilprimaquina refere-se ao derivado da primaquina
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2.1.2 Metodologias ulilizadas na tentativa de obtencéo do pré-farmaco reciproco

de pnmaquina e megazol com espacante nédo-peptidico

Ositens 2.1.2.1, 2.1.2.2 e 2.1.2.3 referem-se aos métodos utilizados para
a obtengdo dos intermediarios e o item 2.1.2.4 descreve as metodologias

utilizadas na tentativa de obtengao do composto desejado.

2.1.2.1 Sintese do succinilmegazol

A sintese foi realizada por acilagao do megazol com o anidrido succinico,
na propor¢do de 1 (megazol) para 1,25 (do acilante). A mistura reacional foi
submetida a refluxo por tempo adequado, determinado mediante seguimento

cromatografico em CCD. A reagao compreendida encontra-se no esquema V.

2.1.2.2. Sintese do éster metilico do succinilmegazol

O método compreendeu, inicialmente, a sintese de 4-cloro4-
oxabutanoato de metila. Esta constituiu-se de quatro etapas, iniciando-se com
uma reacgdo exotérmica entre o metanol e o sédio metdlico, sob condigbes
anidras, obtendo-se o0 metdxido de sodio, que, por reagdo com o anidrido
succinico, conduziu ao intermediario correspondente. Este, apds adigdo de
cloroférmio e lavagem com solugao diluida de acido cloridrico 10%, reagiu com
cloreto de tionila, sob condi¢gdes anidras, obtendo-se o 4-cloro-4-oxabutanoato
de metila desejado, que foi utilizado para a obtengdo do éster metilico do
succinilmegazol na proporgao de 8:1, respectivamente, na presenga de DMAP
(excesso), sob atmosfera inerte. Este reagente foi utilizado, posteriormente,
com a primaquina em presenga de DMAP, na tentativa de se obter o pro-

farmaco reciproco de megazol e primaquina.
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ESQUEMA [ll: Etapas envolvidas na sintese do 4cloro4-oxabutanoato de

metila e posterior obtengao do éster metilico do succinilmegazol.

2.1.2.3. Sintese da succinilprimaquina

A sintese da succinilprimaquina foi realizada, utilizando-se fosfato de
primaquina e anidrido succinico, na proporgao de 1(fosfato de primaquina) para
1,25 (do acilante), na presencga de trietiiamina. A mistura reacional foi submetida
a refluxo, obtendo-se a succinilprimaquina. A reagdo compreendida encontra-se

no esquema IV.

2.1.2.4. Sintese do produto final derivado de primaquina e megazol com

espacante nao-peptidico

Meétodo A

A sintese foi efetuada partindo-se da succinilprimaquina, descrita em
2.1.2.2. O megazol foi, posteriormente, submetido a reagao com esse derivado,
utilizando-se DCC/DMAP em DMF. A reagéo foi mantida sob refluxo e o tempo
determinado mediante seguimento por CCD.
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Método B

A sintese foi efetuada utilizando-se succinilmegazol, como o descrito em
2.1.2.1. Fosfato de primaquina foi, posteriormente, submetido a reagdo com
esse derivado, utilizando-se DCC/DMAP, em DMF e trietilamina, sob agitagéo a
temperatura ambiente, com seguimento mediante cromatografia em camada
delgada (CCD).

Método C

A sintese foi efetuada partindo-se da succinilprimaquina, como o descrito
em 2.1.2.2 O megazol foi, posteriormente, submetido a reagdo com esse
denvado, utilizando-se DIC/HOBT em DCM. A reagao foi mantida a temperatura

ambiente, sob agitagédo e o tempo determinado mediante seguimento por CCD.

Método D

A sintese foi efetuada partindo-se do succiniimegazol, descrito em
2.1.2.1. Fosfato de primaquina foi, posteriormente, submetido a reagao com
esse derivado, utilizando-se DIC/HOBT em DCM e trietilamina, sob agitacédo a

temperatura ambiente com seguimento mediante CCD.

Método E

A sintese foi efetuada a partir da succinilprimaquina, descrita em 2.1.2.2.
Megazol foi, posteriormente, submetido a reagdo com esse derivado, utilizando-
se EDC como agente acoplante e a agua como meio reacional. A reagao foi
mantida a temperatura ambiente, sob agitagdo, e o tempo determinado
mediante seguimento por CCD.
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Método G

A sintese foi efetuada a partir do éster metilico do succinilmegazol,
descrito em 2.1.2.2. Este foi submetido & reagao com a primaquina na presenca

de DMAP em DMF para a formagéo do produto desejado.
Método H

A sintese foi efetuada a partir do éster metilico do succinilmegazol,
descrito em 2.1.2.2. Este foi submetido a reagao com a primaquina na presenga
de DMAP, sob atmosfera inerte e presenga de peneira molecular em DMF.

Meétodo |

A sintese foi efetuada em ultra-som a partir do éster metilico do
succinilimegazol, descrito em 2.1.2.2. A reagdc com a primaquina ocorreu
utilizando-se DMAP em piridina.

Método J

A sintese foi efetuada em microondas a partir do éster metilico do
succinilmegazol, como o descrito em 3.2.1.2.2. A reagao com a primaquina

ocorreu utilizando-se KOH em alumina basica.

As reagdes compreendidas encontram-se a seguir.
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O item 2.1.3.3 descreve as metodologias utilizadas na tentativa de se
estabelecer melhores condigdes para a obtengdo dos pré-farmacos. Os
aminoacidos, arginina e lisina, utilizados para a sintese dos compostos, estzo
devidamente protegidos com grupos protetores como t-butiloxicarbonil (Boc), p-
toluenossulfonil (tosil) e 2-cloro-benziloxicarbonil (CI-Z). A postenior retirada desses
grupos, em determinados pontos da via sintética, seguiu a metodologia descrita
nos itens 2.1.3.1 e 2.1.3.2 quando necessaria. Os aminoacidos protegidos
utilizados foram: Boc-Arg(Tosil)-OH e Boc-Lys(Cl-Z)-OH.

2.1.3.1. Remogao do grupo Boc com TFA/DCM, 50:50, viv

O composto contendo grupo Boc como protetor de amino grupo alfa a
ser removido foi suspenso em diclorometano (DMC) e resfriado em banho de
gelo seco e acetona. A suspenséo resultante adicionou-se acido trifluoracético
(TFA). Apés 10 minutos a =70 °C (banho de gelo seco e acetona), a reagéo foi
mantida a temperatura ambiente, tendo sido acompanhada por CCD.

2.1.3.2 Remogao do grupo Tos E CI-Z utilizando HF

O produto a ser desprotegido foi colocado em frasco de teflon e

conectado ao sistema HF.

A seguir, resumem-se os metodos empregados nas etapas cumpridas

para a obtengao do composto final

Os itens 2.1.3.3 e 2.1.3.4 referem-se aos meétodos utilizados para a
obtengdo dos derivados de primaquina com aminoacidos. O item 2.1.3.5
descreve as metodologias utiizadas na tentativa de obten¢gdo do composto

megazol-succinil-lisina-primaquina.
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2.1.3.3 Sintese de H-lisina(CIl-Z)-primaquina e H-Arginina(Tos)-

primaquina

Sintese do Boc-Lys(Cl-Z)-primaquina e Boc-Arg(Tos)-primaquina

Metodo A

Esta sintese seguiu a metodologia descrita por CHUNG et al. (1997). Tal
metodologia consiste em acoplar o Boc-Lys(CI-Z)-OH ou Boc-Arg(Tos)-OH com
a primaquina, utilizando-se DIC e HOBt em DMF e trietilamina.

Metodo B

Esta metodologia consiste em acoplar o Boc-Lys(CFZ)}OH ou Boc-
Arg(Tos)-OH com a primaquina utilizando-se EDC e HOBt em DMF e
tnetiiamina. O tempo reacional foi determinado mediante seguimento por CCD.

Remocédo do grupo Boc do composto Boc-Lys(Cl-Z)-primaquina e Boc-
Arq(Tos)-primaquina com TFA/DCM, 50:50, v/v

A desprote¢dao do grupo Boc para obtengdo de H-Lys(Cl-Z)-primaquina
ou H-Arg(Tos)-primaquina seguiu a metodologia descrita no item 2.1.3.2.1.

2.1.3.4 Sintese de Lisina(Cl-Z)-Arginina(Tos)-primaquina

A sintese desse composto iniciou-se com o acoplamento entre a
primaquina e o Boc-Arg(Tos)-OH e posterior retirada do grupo Boc como
descrito no item 2.1.3.3. Apés a obtengdo do composto H-Arg(Tos)-
primaquina.TFA, este reagiu com Boc-Lys(CIZ)-OH seguindo a metodologia B
descrita anteriormente. Ao composto resultante realizou-se a desprotegao do
grupo protetor Boc obtendo-se Lisina(Cl-Z)-Arginina(Tos)-primaquina. TFA.
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trietiliamina), em DMF. A mistura reacional permaneceu sob agitagdo 2
temperatura ambiente, tendo sido acompanhada por CCD.

2® etapa: Acoplamento de H-Lys(Cl-Z)-primaquina e éster metilico do
succinilmegazol

A sintese foi efetuada a partir do éster metilico do succiniimegazol,
descrito em 2.1.2.2. Este foi submetido a reagdao com a H-Lys(CI-Z)-primaquina
na presenca de DMAP, sob atmosfera inerte e presenga de peneira molecular
em DMF.

Método H

1? etapa: Sintese de Succinil-Lys(Cl-Z)-primaquina

A sintese foi realizada, utilizando-se H-Lys(CFZ)-primaquina.TFA e
anidrido succinico, na proporgado de 1 (H-Lys(Cl-Z)-primaquina) para 2,5 (do
acilante), na presenca de trietilamina. A mistura reacional foi submetida a

refluxo.

2" etapa: Acoplamento de Succinil-Lys(Cl-Z)-primaquina e megazol

Succinil-Lys(CI-Z)-primaquina foi solubilizado em DMF sob banho de gelo
seco e acetona. Em seguida, adicionaram-se megazol, EDC e DMAP. A reagao
permaneceu inicialmente sob agitagdo em banho de gelo seco e, em seguida, a
temperatura ambiente por tempo determinado mediante seguimento por CCD.
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2.2. Métodos Analiticos

2.2.1 Delerminacéo da faixa de fuséo

As faixas de fusdo (ou decomposi¢cdo) dos derivados obtidos foram

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

2.2.2 Analise no Infravermelho (1V)

Os espectros de absorgdao no infravermelho (IV) dos compostos
sintetizados foram obtidos em apareiho FTIR Bomem MB-120, disponivel na
FCF-USP, empregando-se pastilhas de brometo de potassio (KBr).

2.2.3 Espectrometria de ressondncia magnética nuclear de 'H

A analise de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio ("H RMN) dos
compostos obtidos foi efetuada em espectrometro Bruker 300 MHz, modelo
Advance DPX-300 da FCF-USP, empregando-se DMSO-dg como solvente.

2.2.4 Espectrometria de ressondncia magnética nuclear de °C

A analise de RMN C dos compostos obtidos foi efetuada em
espectrdmetro Bruker 300 MHz, modelo Advance DPX-300 da FCF-USP e as
medidas foram realizadas em 75 MHz, empregando-se DMSO-dg como

solvente.
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2.2.5. Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

Foi realizada em placas de silica-gel G60, Merck, para o
acompanhamento das reagées e avaliagdo da pureza de alguns produtos
sintetizados. As fases moveis empregadas variaram de acordo com o
experimento. A revelagdo das placas foi realizada por lampada de ultravioleta
(UV) e iodo.

2.2.6. Anélise Elementar

A analise elementar de carbono, hidrogénio e nitrogénio foi realizada pela
Central Analitica do Instituto de Quimica da Universidade de Sao Paulo em
analisador elementar Perkin ElImer 2400 CHN.

2.3. Avaliagdo da atividade biolégica

Formas tripomastigotas

Os ensaios biolégicos dos compostos foram realizados pelo Professor
Dr. Sérgio Albuquerque, da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da
Universidade de Sao Paulo de Ribeirao Preto.

Inicialmente realizou-se ensaio in vitro sob as formas tripomastigotas
(sanguineas), utilizando-se cepas Y de Trypanosoma sp. Foi avaliada a
porcentagem de lise parasitaria e calculada a concentragao inibitéria (ICso) dos
compostos. Os ensaios foram realizados utilizando-se sangue de camundongos
albinos infectados, obtido por pungéo cardiaca no pico parasitémico (79 dia da
infecgédo - cepa Y). O sangue infectado foi diluido com sangue de camundongo
sadio e soro bovino fetal, de forma a se obter concentragéo final de sangue a
70%, com aproximadamente 10° formas tripomastigotas/mL. Solugdes estoques
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1.4. Sintese do megazol

Reagiu-se o 1-metil-2-ciano-5-nitroimidazol (0,3 g — 2 mmol) com a
tiossemicarbazida (0,18 g - 2 mmol) em é&cido trifluoracético (4,03 mL - 54
mmol). A reagao permaneceu a 40 °C, durante 12 horas. Apds completar esse
periodo o produto foi neutralizado com NH,OH para a precipitagdo. Em seguida,
realizou-se a filtragdo e o precipitado foi lavado com agua gelada. A reagao
compreendida encontra-se no esquema il.

2. SINTESE DO PRO-FARMACO RECIPROCO DE PRIMAQUINA E
MEGAZOL COM ESPACANTE NAO-PEPTIDICO

Os itens 2.1, 2.2 e 2.3 descrevem 0s experimentos efetuados para a
obtengdo dos intermediarios e o item 2.4 descreve os experimentos
correspondentes A& tentativa de obten¢gao do composto desejado.

2.1 Sintese do succiniimegazol

Megazol (0,15 g - 0,7 mmol) foi dissolvido em etanol (30 mL) por cerca de
30 minutos com auxilio de ultra-som e levado, posteriormente, para refluxo. Ao
iniciar o refluxo, anidrido succinico foi adicionado (0,8 g - 0,8 mmol) e a reagao
pemaneceu sob refluxo por 4 horas. Apés esse periodo, o produto foi resfriado
e em seguida, procedeu-se a filtragdo. O precipitado foi submetido a secagem
em bomba de alto vacuo. A reagdao compreendida encontra-se no esquema V.
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2.2 Sintese do éster metilico do succinilmegazol

2.2.1 Sintese de 4-cloro-4-oxabutanoato de metila

Metanol anidro (40 mL) foi mantido em agitagao para posterior adigao de
sddio metalico (2,99 g - 0,13 mol). Apés ter sido completada a reagao (final da
liberagdo do gas), adicionou-se anidrido succinico (12,96 g - 0,13 mol), sob
agitagdo. A reagao permaneceu sob refluxo por 4 horas. Apds completar esse
periodo, o metanol foi evaporado sob pressao reduzida, obtendo-se sélido
cristalino de coloragao amarelada. Adicionou-se cloroférmio (25 mL) ao sélido
obtido e procedeu-se a lavagem desta fase com solugdo diluida de acido
cloridrico 10% (25 mL). Apés a secagem com sulfato de sédio, o solvente foi
eliminado em evaporador rotatoério. Ao soélido obtido, adicionou-se cloreto de
tionila (50,8 mL — 0,7 mol) e a reagdo permaneceu a 90 °C, por 5 horas. Apés
completar esse periodo procedeu-se a destilagao para a retirada do cloreto de
tionila em excesso, obtendo-se um liquido incolor corespondente ao 4-cloro-4-

oxabutanoato de metila. A reagdo compreendida encontra-se no esquema IHl.

2.2.2 Obtencao do éster metilico do succilnilmeqazol

Megazol (0,21 g - 1 mmol) foi dissolvido em tetraidrofurano e, em seguida,
adicionou-se DMAP (8 g - 8 mmol). O sistema foi fechado e levado para refluxo
sob atmosfera de argdnio. Em seguida, adicionou-se 4-cloro-4-oxabutanoato de
metila (1 mL - 8 mmol) por gotejamento lento, com auxilio de uma seringa. A
reagao pemnaneceu sob refluxo por 5 horas. Apdés completar esse periodo, a
suspenséo foi fitrada e o precipitado lavado com agua destilada. O produto foi
submetido a secagem em dessecador com pentoxido de fosforo. A reagao

compreendida encontra-se no esquema lll.
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agitagao, por aproximadamente 3840 horas, tendo sido acompanhada por CCD
(CHCIl3;:MeOH:HAC,95:5:3, viviv). Apés o término da reagao, adicionou-se agua
e procedeu-se a filtragdo. O produto foi submetido & secagem em bomba de
alto vacuo. A reag¢do compreendida encontra-se no esquema IV.

Método C

Megazol (0,74 g - 3,5 mmol) foi dissolvido em diclorometano (45 mL)
resfiado em banho de gelo seco e acetona. Em seguida, adicionaram-se
succinilprimaquina (1,43 g - 4 mmol), HOBt (0,54 g - 4 mmol) e DIC (0,50 g -
4 mmol). A reagdo permaneceu a temperatura ambiente, sob agitagéo, durante
52 horas, tendo sido acompanhada por CCD (CHClL:MeOH:ACOH, 95:5:3,
viviv). Apés completar esse periodo, a suspensao foi filtrada. O produto foi
submetido a secagem em dessecador com pentdxido de fésforo. A reacédo

compreendida encontra-se no esquema V.
Meétodo D

Fosfato de primaquina (0,36 g - 0,8 mmol) foi dissolvido em DCM (35 mL),
resfnrado em banho de gelo seco e acetona e neutralzado pela adicdo de
trietilamina (0,61 mL - 4,8 mmol ). O pH da solugao foi ajustado para 7-8. Em
seguida, adicionaram-se succinilmegazol (0,3 g - 0,96 mmol), HOBt (0,13 g -
0,96 mmol) e DIC (0,12 g - 0,96 mmol). A reagao permaneceu a temperatura
ambiente, sob agitagao, durante 52 horas, tendo sido acompanhada por CCD
(CHCIl;:MeOH:ACOH, 95:5:3, viviv). Ap6s completar esse periodo, adicionou-se
éter etilico para precipitagdo e procedeu-se a filtragdo. O produto foi submetido
a secagem em dessecador com pentoxido de fésforo. A reagao compreendida

encontra-se no esquema |V.
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Método G

Fosfato de primaquina (0,16 g - 0,36 mmol) foi solubilizado em DMF (8 mL)
e trietilamina (0,25 mL - 2 mmol). Em seguida, adicionaram-se éster metilico do
succinilmegazol (0,1 g - 0,31 mmol) e DMAP (0,007 g - 0,061 mmol). A reagao
pemaneceu sob refluxo por 6 horas. Apés completar esse periodo, DMF foi
evaporado sob presséo reduzida. Ao produto resultante, adicionou-se agua e
procedeu-se a filtragao. A reagao compreendida encontra-se no esquema V.

Meétodo H

Fosfato de primaquina (0,16 g - 0,36 mmol) foi solubilizado em DMF (8 mL)
e trietilamina (0,25 mL - 2 mol), sob banho de gelo seco e acetona. Em
seguida, adicionaram-se éster metilico do succiniimegazol (0,1 g - 0,36 mmol) e
DMAP (0,007 g - 0,061 mmol). A reagdo permaneceu sob refluxo por 16 horas,
sob atmosfera inerte e peneira molecular. Apés completar esse periodo, DMF
foi evaporado sob presséo reduzida. Ao produto resultante, adicionou-se agua e

procedeu-se a fitragao. A reagdo compreendida encontra-se no esquema V.

Método |

Fosfato de primaquina (0,16 g - 0,36 mmol) foi dissolvido em piridina
(13 mL). Em seguida, adicionaram-se o éster metilico do succinilmegazol (0,1 g
- 0,36 mmol) e DMAP (0,007 g - 0,061 mmol). A reagao permaneceu em ultra-
som por 24 horas. Durante todo esse periodo a reagao foi acompanhada por
CCD (CHCIl;: MeOH: HAc, 95:5:3). A reagdo compreendida encontra-se no

esquema V.

Meétodo J

Em grau de porcelana adicionaram-se fosfato de primaquina (0,45 g -

1 mmol), éster metilico do succiniimegazol (0,32 g - 1 mmol) e alumina basica
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com CCD (CHCl;: MeOH: HAc, 95:5:3). Ap6s a secagem com suilfato de sédio,
os solventes foram eliminados em rotaevaporador, a temperatura ambiente e o

produto foi suspenso em agua e liofilizado.

Meétodo B

Fosfato de primaquina (0,27 g - 0,6 mmol) foi dissolvidlo em DMF e
trietilamina (0,5 mL - 3,6 mmol), sob banho de gelo e acetona. Boc-Lys(CFZ)-
OH (0,33 g - 0,8 mmol) foi adicionado e em seguida, adicionaram-se HOBt
(0,11 g - 0,8 mmol) e EDC (0,15 g - 0,8 mmol). A reagdo permaneceu sob
banho de gelo seco por aproximadamente 1 hora e por 24 horas sob agitagao
em temperatura ambiente, tendo sido acompanhada por CCD (CHCl;: MeOH:
HAc, 95:5:3). Solugéo de carbonato de sodio 0,2 M (mesmo volume de DMF) foi
adicionada a mistura de reagao e o produto foi extraido com éter etilico e lavado
com solugao de acido citrico 0,2 M até o aparecimento de apenas uma mancha
na fase organica, mediante seguimento com CCD (CHCkL: MeOH: HAc, 95:5:3).
Ap6s a secagem com sulfato de sédio, os solventes foram eliminados em
evaporador rotatério a temperatura ambiente e o produto foi suspenso em agua
e liofilizado.

3.1.2. Remogdo do grupo Boc do composto Boc-Lys(Cl-Z)-primaquina
com TFA/DCM, 50:50, v/

Boc-Lys(ClZ)-primaquina (0,19 g - 0,3 mmol) foi suspenso em DCM
(2 mL), sob banho de gelo seco e acetona. Em seguida, adicionou-se TFA
(2 mL) e a reagao foi mantida a —-70 °C, sob agitagdo por 10 minutos e sob
agitagcado a temperatura ambiente por 2 horas. Apds esse periodo,
diclorometano e TFA foram eliminados em evaporador rotatério a temperatura
ambiente e o produto foi lavado com éter etilico. A porgao etérea foi descartada
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e o produto resultante foi submetido & secagem em bomba de alto vacuo. Em

seguida, o produto foi suspenso em agua e liofilizado.

3.2. Sintese de Arg(Tos)-primaquina.TFA
3.2.1 Sintese do Boc-Arg(Tos)-primaquina

Método A

Fosfato de primaquina (0,27 g - 0,6 mmol) foi dissolvido em DMF (5§ mL) e
trietiamina (0,5 mL — 3,6 mmol), sob banho de gelo e acetona. Boc-Arg(Tos)-
OH (0,35 g - 0,8 mmol) foi adicionado e em seguida, adicionaram-se HOBt
(0,11 g - 0,8 mmol) e DIC (0,12 mL - 0,8 mmol). A reagao foi efetuada a
temperatura ambiente durante uma noite. Solugao de carbonato de sédio 0,2 M
(mesmo volume de DMF) foi adicionada & mistura de reagdo e o produto foi
extraido com éter etilico e lavado com solugao de acido citrico 0,2 M até o
aparecimento de apenas uma mancha na fase organica, mediante seguimento
com CCD. Apés a secagem com sulfato de sédio, os solventes foram
eliminados em rotaevaporador a temperatura ambiente e o produto foi suspenso

em agua e liofilizado.

Método B

Fosfato de primaquina (0,27 g - 0,6 mmol) foi dissolvido em DMF (5 mL) e
trietilamina (0,5 mL — 3,6 mmol), sob banho de gelo e acetona. Boc-Arg(Tos)-OH
(0,35 - 0,8 mmol) foi adicionado e em seguida, adicionaram-se HOBt (0,11 g -
0,8 mmol) e EDC (0,15 g - 0,8 mmol). A reagdo permaneceu sob banho de gelo
seco por aproximadamente 1 hora e por 24 horas, sob agitagdo a temperatura
ambiente, tendo sido acompanhada por CCD (CHCl;: MeOH: HAc, 95:5:3).
Solugédo de carbonato de sédio 0,2 M (mesmo volume DMF) foi adicionada a
mistura de reagao e o produto foi extraido com éter etilico e lavado com solugéo de
acido citrico 0,2 M até o aparecimento de apenas uma mancha na fase organica,
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mediante seguimento com CCD (CHCl;: MeOH: HAc, 95:5:3). Apds a secagem
com suffato de soédio, os solventes foram eliminados em rotaevaporador a
temperatura ambiente e o produto foi suspenso em agua e liofilizado.

3.2.2. Remocdo do grupo Boc do composto Boc-Arg(Tos)-primaquina
com TFA/DCM, 50:50 v/

Boc-Arg(Tos)-primaquina (0,19 g - 0,3 mmol) foi suspenso em DCM
(2 mL), sob banho de gelo seco e acetona. Em seguida, adicionou-se TFA
(2 mL) e a reagao foi mantida a =70 °C, sob agitagdo por 10 minutos e sob
agitagdo a temperatura ambiente por 2 horas. Apds esse periodo, DCM e TFA
foram eliminados em rotaevaporador a temperatura ambiente e o produto foi
lavado com éter etilico. A porgao etérea foi descartada e o produto resultante foi
submetido a secagem em bomba de alto vacuo. Em seguida, o produto foi
suspenso em agua e liofilizado.

3.3. Sintese de Lys(Cl-Z) Arg(Tos)-primaquina.TFA

Arg(Tos)-primaquina.TFA (0,37 g - 0,55 mmol) foi dissolvido em DMF (5 mL)
e trietilamina (0,07 mL - 0,5 mmol), sob banho de gelo e acetona.
Boc-Lys(CIZ)-OH (0,27 g - 0,66 mmol) foi adicionado e em seguida, HOBt
(0,08 g - 0,66 mmol) e EDC (0,13 g - 0,66 mmol). A reagdo pemmaneceu sob
banho de gelo seco por aproximadamente 1 hora e por 24 horas, sob agitagao a
temperatura ambiente, tendo sido acompanhada por CCD (CHCL: MeOH: HAc,
95:5:3). Solugdo de carbonato de sédio 0,2 M (mesmo volume de DMF) foi
adicionada a mistura de reagao e o produto foi extraido com éter etilico e lavado
com solugao de acido citrico 0,2 M até o aparecimento de apenas uma mancha
na fase organica, mediante seguimento com CCD (CHCk: MeOH: HAc, 95:5:3).
Apds a secagem com sulfato de sddio, os solventes foram eliminados em
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rotaevaporador a temperatura ambiente, o produto foi suspenso em agua e
liofilizado.

3.3.1. Remocdo do grupo Boc do composto Boc-Lys(Cl-Z)-Arq(Tos)-
primaquina com TFA/DCM, 50:50, v/iv

Boc-Lys(CHZ)-Arg(Tos)-primaquina (0,31 g - 0,3 mmol) foi suspenso em
DCM (2 mL), sob banho de gelo seco e acetona. Em seguida, adicionou-se TFA
(2 mL) e a reagao foi mantida a —70 °C, sob agitagdo por 10 minutos e sob
agitacao a temperatura ambiente por 2 horas. Apos esse periodo, DCM e TFA
foram eliminados em rotaevaporador a temperatura ambiente e o produto foi
lavado com éter etilico. A porgao etérea foi descartada e o produto resultante foi
submetido a secagem em bomba de alto vacuo. Em seguida, o produto foi

suspenso em agua e liofilizado.

3.4. Sintese de megazol-succinil-Lys(Cl-Z)-primaquina

Método A

Lys(CFZ)-primaquina.TFA (0,19 g - 0,3 mmol) foi suspenso em DMF
(5 mL) e trietilamina (0,04 mL - 0,3 mmol), sob banho de gelo seco e acetona,
Succiniimegazol (0,11 g - 0,36 mmol) foi adicionado e, em seguida, HOBt
(0,04 g - 0,36 mmol) e EDC (0,07 g - 0,36 mmol). A rea¢do permaneceu sob
banho de gelo seco por aproximadamente 1 hora e, por 24 horas, sob agitagao
a temperatura ambiente, tendo sido acompanhada por CCD (CHCkL: MeOH:
HAc, 95:5:3). Solugao de carbonato de sédio 0,2 M (mesmo volume de DMF) foi
adicionada a mistura de reagéo e o produto foi extraido com éter etilico e lavado
com solug¢éo de acido citrico 0,2 M até o aparecimento de apenas uma mancha
na fase organica, mediante seguimento com CCD (CHCk: MeOH: HAc, 95:5:3).
Apos a secagem com sulfato de soédio, os solventes foram eliminados em
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rotaevaporador a temperatura ambiente e o produto foi submetido a4 secagem
em bomba de alto vacuo.

Método B

Lys(Cl-Z)-primaquina.TFA (0,2 g - 0,3 mmoi) foi suspenso em DMF (5 mL)
e trietlamina (0,04 mL - 0,3 mmol), sob banho de gelo seco e acetona.
Succinilmegazol (0,11 g - 0,36 mmol) foi adicionado e, em seguida, HOBt
(0,04 g - 0,36 mmol) e EDC (0,07 g - 0,36 mmol). A reagiao permaneceu sob
banho de gelo seco por aproximadamente 1 hora e, posteriormente, sob
agitagdo a temperatura ambiente por 12 horas, seguida de nova adigdo de
tetilamina (0,04 mL). Manteve-se a temperatura ambiente por mais 24 horas,
também sob agitagdo, acompanhando-se por CCD (CHChL: MeOH: HAc,
95:5:3). Solugao de carbonato de sédio 0,2 M (mesmo volume de DMF) foi
adicionada a mistura de reagéo e o produto foi extraido com éter etilico e lavado
com solugédo de acido citrico 0,2 M até o aparecimento de apenas uma mancha
na fase organica, mediante seguimento com CCD (CHCI;: MeOH: HAc, 95:5:3).
Apés a secagem com sulfato de sédio, os solventes foram eliminados em
rotaevaporador a temperatura ambiente e o produto foi submetido a secagem

em bomba de alto vacuo.

Método C
-1" etapa

Lys(CHZ)-primaquina.TFA (0,19 g - 0,3 mmol) foi suspenso em DMF
(5 mL) e trietilamina (0,1 mL - 0,72 mmol), sob banho de gelo seco e acetona.
Essa mistura pemaneceu sob agitagdo a temperatura ambiente por
aproximadamente 18 horas, tendo sido acompanhada por CCD (CHCl;: MeOH:
HAc, 95:5:3). Apés esse periodo adicionou-se agua e o produto foi extraido com
éter etilico. Apds a secagem com sulfato de sédio, os solventes foram
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eliminados em rotaevaporador a temperatura ambiente e o produto foi suspenso
em agua e liofilizado.

- 2% etapa

H-Lys(Cl-Z)-primaquina (0,07 g - 0,14 mmol) foi dissolvido em DMF
(10 mL), sob banho de gelo seco e acetona. Em seguida, juntou-se
succinilimegazol (0,036 g - 0,12 mmol), DMAP (0,0017 g - 0,014 mmol) e EDC
(0,02 g - 0,72 mmol). A reagdo permmaneceu sob banho de gelo por
aproximadamente 1 hora e por 28 horas, sob agitagao, & temperatura ambiente.
A reagao foi acompanhada por CCD (CHCl;: MeOH: HAc, 95:5:3). Ap6s o
témino da reagao, adicionou-se agua e procedeu-se a filtragao. O produto foi

suspenso em agua e liofilizado.

Método D

Lys(Cl-Z)-primaquina.TFA (0,19 — 0,3 mmol) foi suspenso em DMF e
trietilamina (0,04 mL - 0,3 mmol), sob banho de gelo seco e acetona.
Succiniimegazol (0,2g — 0,6 mmol) e EDC (0,05 g — 0,3 mmol) foram
adicionados. A reagdo permaneceu sob banho de gelo seco por
aproximadamente 1 hora, e em seguida, sob agitagao a temperatura ambiente
por mais 24 horas, acompanhando-se por CCD. Apos o témino da reagao
adicionou-se agua e procedeu-se a filtragdo. O produto resultante foi suspenso

em agua e liofilizado.

Método E

Lys(CkZ)-primaquina.TFA (0,84 g — 1,34 mmol) foi dissolvido em DMF e
tretilamina (0,3 mL — 2,68 mmol) e, em seguida, adicionou-se succinilmegazol
(0,4 g — 1,34 mmol). O sistema foi fechado sob atmosfera de argdnio e cloreto
de tionila (0,1 mL - 1,34 mmol) foi adicionado por gotejamento lento, com
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auxilio de uma seringa. A reagdo permaneceu a temperatura ambiente por 24
horas.

Método F

Lys(C}Z)-primaquina.TFA (1,68 g — 2,68 mmol) foi dissolvido em DMF e
trietilamina (0,57 mL — 4 mmol) e, em seguida, adicionou-se succinilmegazol
(0.4 g — 1,34 mmol). O sistema foi fechado sob atmosfera de argdnio e cloreto
de tionila (0,17 mL — 1,34 mmol) foi adicionado por gotejamento lento, com
auxilio de uma seringa. A reagao permaneceu a temperatura ambiente por 24

horas.

Método G
-1? etapa

Lys(Cl-Z)-primaquina.TFA (0,19 g - 0,3 mmol) foi suspenso em DMF
(5 mL) e trietilamina (0,1 mL — 0,72 mmol), sob banho de gelo seco e acetona.
Essa mistura pemnaneceu sob agitagdo a temperatura ambiente por
aproximadamente 18 horas, tendo sido acompanhada por CCD (CHCl;: MeOH:
HAc, 95:5:3). Apds esse periodo adicionou-se agua e o produto foi extraido com
éter etilico. Ap6s a secagem com sulfato de sddio, os solventes foram
eliminados em rotaevaporador a temperatura ambiente e o produto foi suspenso

em agua e liofilizado.

- 2° etapa

Lys(CFZ)-primaquina (0,07 g - 0,14 mmol) foi dissolvido em DMF (10 mL),
em seguida, adicionaram-se éster metilico do succinimegazol (0,1 g -
0,31 mmol) e DMAP (0,007 g - 0,061 mmol). A reagao permaneceu sob refluxo
por 12 horas. Apds completar esse periodo, DMF foi evaporado sob presséo
reduzida. Ao produto resultante, adicionou-se agua e procedeu-se a filtragao.
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Meétodo H

-1? etapa

Lys(CHZ)-primaquina.TFA (0,28 g - 0,44 mmol) foi dissolvido em EtOH
(10 mL) e tretilamina (0,7 mL - 5 mmol). Em seguida, adicionou-se anidrido
succinico (0,05 g — 0,5 mmol). Ao iniciar o refluxo, adicionou-se nova porgao de
anidrido succinico (0,05 g — 0,5 mmol). A reagiao permaneceu sob refluxo por
mais 6 horas. Apos completar esse periodo, 0 solvente foi evaporado em
rotaevaporador e o restante foi lavado com agua destilada e filtrado. Em

seguida, o produto resultante foi suspenso em agua e liofilizado.

2° etapa

Succinil-Lys(CI-Z)-primaquina foi dissolvido em ftrietilamina sob banho de
gelo seco e acetona. Em seguida adicionaram-se megazol, DMAP e EDC. A
reagao permaneceu sob banho de gelo seco por aproximadamente 1 hora, e
em seguida, sob agitagdo a temperatura ambiente por mais 24 horas tendo sido
acompanhada por CCD. Apés completar esse periodo, adicionou-se agua e

procedeu-se a filtragao. O produto resultante foi suspenso em agua e liofilizado.
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RESULTADOS E DISCUSSAQ
1. RESULTADOS

1.1 Sintese

Os resultados referentes ao rendimento, 3 faixa de fusio e 3as
caracteristicas fisicas dos produtos obtidos estdo dispostos nas tabelas IlI
(sintese do megazol), IV (sintese dos intermedidrios utilizados na tentativa de
obten¢do do pré-farmaco com espagante succinico), V (sintese do pré-farmaco
com espacgante ndo-peptidico) e VI (sintese dos derivados de primaquina e

megazol com espacgante peptidico).

TABELA Ili: Caracterizagdo dos intermediarios da sintese do megazol

Produto obtido Rendimento (%) P.f. (°C) Caracteristicas

1,2-dimetil-5-nitroimidazol 42 122-125 Sélido cristalino branco
benzoato derivado 51 173-175  Sdlido cristalino amarelo

oxima derivada 69 175-180 Sdlido cristalino branco
1-metil-2-ciano-5- 52 68-70 Sdlido cristalino caramelo

nitroimidazol
megazol 43 270-271 Sdlido cnstalino amarelo
forte

TABELA IV: Caracterizagdao dos intermediarios utilizados na obtengdo do
derivado de primaquina e megazol com espagante ndo-

peptidico
Produto obtido Rendimento (%) P.f. (°C) Caracteristicas
succilmegazol 92 280° Sélido cristalino amarelo
claro
4-cloro-4-oxabutanoato 40 ND Liquido incolor
de metila densidade 1,223 +
0,006 g/mL
ester metilico do 75 ND* Sdélido cristalino amarelo
succiniimegazol claro
succinilprimaquina 59 142-145 Sdlido cnstalino amarelo

a — ponto de decomposigao
ND — n3o determinado /* produto nao disponivel
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Espectro 1 - RMN 'H de 1,2-dimetil-5-nitroimidazol.

TABELA VII: Anélise de RMN 'H de 1,2-dimetil-5-nitroimidazol
RMN 'H (DMSO-ds, 300 MHz, 5=ppm)
2,41 (s, 3H, Hy); 3,81 (s, 3H, Hy); 7,98 (s, 1H, Hy)
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Espectro 2 - RMN 'H de benzoato derivado.

TABELA VIIi: Analise de RMN 'H de benzoato derivado

RMN H (DMSO-d6, 300MHz, 5=ppm)

4,06 (s, 3H, Hy); 7,29 (s, 1H, He); 7,49 (t, 3H, H1o, H11, H12); 7,61 (1, 2H, Hao, Hye-
7,76 (t, 1H, H4g); 7,83 (d, 2H, Ho, H13); 8,0 (s, 1H, Ha); 8,12 (d, 1H, Hz1)
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Espectro 3 - RMN 'H de oxima derivada.

TABELA XI: Analise de RMN 'H de oxima

RMN - 1H (DMSO-ds, 300MHz, 5=ppm)

3,77 (s, 3H, Hy); 7,56-7,61 (t, 2H, Hq3, Hy4); 7,69 - 7,74 (t, 1H, Hy2); 7,95-7,99
(d, 1H, Hyq, Hyg); 8,22 (s, 1H, Hy); 13,83 (s, 1H, H7)
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Espectro 5 - RMN 'H de megazol.

TABELA XI: Anéalise de RMN 'H de megazol

RMN - 1H (DMSO-d6, 300MHz, 5=ppm)

4,23 (1, 3H, Hy); 7,74 (d, 2H, Hg); 8,11 (s, 1H, Hy)
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Espectro 6 - RMN *C do megazol.

TABELA XIi: Analise de RMN **C do megazol
RMN C'? (DMSO-ds, 75 MHz, 5=ppm)
35,91 (C,); 134,01 (C,); 141,09(C5);142,36(C,); 149,17(Cs); 170.91(Cs)
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Espectro 7: Espectrometria no infravermelho de megazol.

TABELA XIll: Analise no IV de megazol
vV (KBr, cm™)

3400 (vNH), 2960 (vCH), 1523 (vass.NO2), 1347 (vsm.NO2), 852 (5C-N, NO2)
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Espectro 9 - RMN *C do succinilmegazol.

TABELA XV: Analise de RMN *C do succinilmegazol

RMN C!* (DMSO-ds, 75 MHz, &=ppm)

28,76 (C13) ;29,93 (C14); 35,20 (C4); 133,09 (Cy); 140,60(Cs); 141 (C2)153,91
(Cs); 1569,68(Ce); 171,23(C12); 173,38 (Cy5)

Michelle Carneiro Poili









Resultados e Discussédo 101

X " . ERESN :
/ I I N [
ON, H
>_<_4
N_ __N
1H3C/ 2/ 3
¢
Tj__\N"
HNB‘N{“’
9\ 12 .
o7 B\u1 0
° J_JJ\_ML___L
_A_ A

L.
LM~

ma [+ o L)

Espectro 12 - RMN 'H do éster metilico do succinilmegazol.

TABELA XVIII: Analise de RMN 'H de éster metilico do succinilmegazol
RMN 'H (DMSO-d,, 300 MHz, 5=ppm)

2169 (t: 2Hr H13); 2:83 (tl 2H, H14) : 3:60 (sl 3H! H1G); 4i38 (Sl 3H3 H1);
8,29 (S, 1H, Hy)
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Espectro 14 - RMN 'H da succinilprimaquina.

TABELA XX: Analise de RMN 'H succinilprimaquina

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

1,08 (m, 2H, Hy2); 1,19 (d, 3H, Hyy); 1,51 (M, 2H, Hys); 2,28 (t, 2H, Hyg); 2,41 (t, 2H,

Hie); 3,02 (t, 2H, Hy); 3,60 (m, 1H, Hyo); 3,81 (s, 3H, Hye); 6,09 (s, 1H, He); 6,29 (s,

1H, Hs); 6,49 (s, 1H, H,); 7.40 (t, 1H, Hy); 7,82 (s, 1H, Hys); 8,05 (d, 1H, H.); 8,51 (d,
1H, Hz), 12,23 (s, 1H, Hzy)
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Espectro 15 - RMN *°C da succinilprimaquina.

TABELA XXI: Andlise de RMN °C da succinilprimaquina
RMN C'° (DMSO-ds, 75 MHz, 5=ppm)

20,10 (C1g); 25,88 (C14); 29,11 (C1g); 29,95 (C1g); 33,29 (Cya); 46,91 (C12);
54,89 (C44); 91,50 (Cy); 96,01 (Cs); 122,01 (C3); 129,49 (C,); 134,44 (Cyp);
134,72 (Cs); 144,15 (C,); 144,54 (Cs); 158,92 (Cg); 170,65 (C47); 173,78 (Czo)
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1.2.3 Analise_espectroscépica_do composto primaquina e _megazol com

espacante ndo-peptidico
As tabelas XXII, XXIll e XXIV apresentam os dados obtidos nas analises

espectrométricas de ressonancia magnética nuclear de 'H, *3C e, infravermelho
do pré-famaco de megazol e primaguina com espacante succinico. O item
1.2.3.1 apresenta os dados de analise elementar do produto obtido.
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Espectro 16 - RMN 'H do pré-farmaco obtido.

TABELA XXII: Analise de RMN 'H do pré-farmaco obtido

RMN 'H (DMSO-ds, 300 MHz, 5=ppm)
1,19 (d, 3H, Hy4); 1,50-1,64 (m, 4H, Hiz, Hy3); 2,50 (t, 2H, Hi4), 2,74 (sl, 2H,
Hig); 3,07 (sl, 2H, Hqg); 3,60 (m, 1H, Hqp), 3,81 (s, 3H, Hqe); 4,38 (s, 3H, Hay);
6,10 (s, 1H, Ho); 6,24 (s, 1H, Hs); 6,45 (s, 1H, Hy); 7,42 (t, 1H, Hj); 7,95 (s, 1H,
His); 8,05 (d, 1H, Hy); 8,26 (s, 1H, Hzg); 8,52 (d, 1H, Hy).

sl - sinal largo
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Espectro 17 - RMN *C do pré-farmaco obtido.

TABELA XXIIl: Analise de RMN *C do pré-farmaco
RMN C'? (DMSO-ds, 75 MHz, 5=ppm)
20,08 (C11); 25,87 (C14); 29,49 (Cyg); 30,32 (C1g); 33,32 (C+a); 35,17 (Ca4);
46,90 (C12); 54,88 (C1g); 91,47 (C7); 96,00 (Cs); 122,00 (Cs); 129,45 (Ca);
133,09 (Czs); 134,44 (C1o); 134,69 (Co); 140,56 (C2q); 141,07 (C26); 144,14
(C2); 144,52 (Cg); 153,75 (C22); 158,92 (Ce); 159,85 (C25); 170,48 (C47);
171,64 (Cy)
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Espectro 23 - RMN 'H de H-Lys(Cl-2)-primaquina (D;0).

TABELA XXX: Analise de RMN "H H-Lys(Cl-Z)-primaquina (D,0)

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

i

l1,20 (d, 3H, H11);1,37-1,39 (m, 4H, H21,H22); 1,55-1,65 (m, BH, H12,H13,H20); 2,96
(tr 4H1 H14l H23)l 3116 (ts 1H| H13); 3,63-3,65 (ml 1Hl H10) 3!81 (sl 3Hl H“IG);
6,27(5,1 H, H7), 6,49 (d, 1H, H5), 7,34-7.49 (m, 6H, Hs,Hz4,Haq, Hag, Hag, Hza): 8,08

(t, 1H, Hy); 8,53 (d, 1H, H2).
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Espectro 26 - RMN 'H de Boc-Lys(CI-Z)-Arg(Tos)-primaquina.

TABELA XXXIli: Analise de RMN 'H Boc-Lys(Cl-Z)-Arg(Tos)-primaquina
/Método B

RMN 'H (DMSO-de, 300 MHz, 5=ppm)
1,17 (d, 3H, H44);1,33-1,52 (bl, 21H, Hy2, H1a, Hyg, H2o, Hag, Hao, Hs41, Hs2, Hsa);
2,27 (s, 3H, Ha3); 2,75 (t, 1H, Has), 2,96-2,98 (M, 7H, Hy4, Hyg, Hz1, Hyo); 3,58 (m,
1H, Hyo); 3,81 (s, 3H, Hye); 6,25 (s, 1H, Hy); 6,46 (s, 1H, Hs); 7,26 (d, 2H, Hy,
Hay); 7,33-7,46 (m, SH, Hqq, Has, Has, Haz, Hag); 7,61 (d, 2H, Hzg, Hap); 8,07 (d, 1H,
H,); 8,52 (d, 1H, H2).
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Espectro 27 - RMN 'H de Succinil-lys(CI-Z)-primaquina.

TABELA XXXIV: Analise de RMN 'H Succinil-Lys(Cl-Z)-primaquina
| RMN 'H (DMSO-d,, 300 MHz, 5=ppm)
1,20 (d, 3H, H44);1,36 (m, 4H, Hz,H2); 1,50 (m, 6H, H2,Hq3,H20); 2,35-2,40 (m,
4H, Haaa, Hasp, Haa, Hag); 2,96 (1, 4H, Hqy, H2s), 3,06 (t, 1H, H,); 3,63-3,65 (m,
1H, Hio) 3,81 (s, 3H, Hqg); 6,09 (d, 1H, Hy); 6,26(s,1H, H7), 6,47 (d, 1H, Hs); 7,34-
7,45 (m, 6H, Ha,Hz4,Ha1, Hao, Hze, H2e); 7,84 (s, 1H, His); 7,95 (d, 1H, Hyg); 8,07
(d, 1H, Hy); 8,52 (d, 1H, Hy).
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Espectro 28 - RMN 'H de Succinil-lys(Cl-Z)-primaquina (Dz0).

vrrry

TABELA XXXV: Andlise de RMN 'H Succinil-Lys(Cl-Z)-primaquina (D:0)
RMN H (DMSO-ds, 300 MHz, 5=ppm)
1,20 (d, 3H, Hq1);1,36 (m, 4H, Haq,Hz); 1,50 (m, 6H, Hqz,Hq3,Hz0); 2,38-2,40 (m,
4H, Hasa, Has, Hada, Hae); 2,96 (t, 4H, Hyg, Haa), 3,06 (t, 1H, Hyg); 3,63-3,65 (m,
1H, Hqo) 3,81 (s, 3H, Hie); 6,26(s,1H, Hy), 6,47 (d, 1H, Hs); 7,34-7,45 (m, 5H,
Ha,Ha1, Hao, Hag, Ha2g); 7,84 (s, 1H, Hys); 8,08 (t, 1H, Hy); 8,53 (d, 1H, Hy).
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1.4 Avaliagdo Biolégica

A seguir estdo dispostos os resultados do teste biolégico realizado para
forma tripomastigota in vitro. A tabela XXXVII apresenta a porcentagem de lise
parasitaria nas trés concentragdes testadas e o valor das concentragées

TABELA XXXVII: % de lise parasitaria (forma tripomastigota) - cepa y —

SUBSTANCIA Concentragao (UM) x % de lise (+ SD) ('cljl"'
8,0 32,0 128,09

primaquina 424+ 48 544+24 632+73 20,4

megazol 824173 840+73 848+37 024

primaquina + megazol 544+64 776 +28 800+14 472
succinilprimaquina 176+6,0 196173 280183 9.1220
succiniimegazol 232196 344155 408+28 41186

succinilprimaquina + megazol 344+73 52,8+84 568+19 40,8
primaquina + succinilmegazol 128137 288+113 372+07 3604
megazol-succinil-primaquina 05+09 120+73 128+7,7 5.897,0

(pré-farmaco reciproco)

** controle positivo — violeta-de-genciana a 250 pyg/mL (ICso = 76 pM);
*~*controle negativo — sangue infectado + 5% de DMSO.
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2. DISCUSSAO

2.1 Sintese e anadlise

A sintese dos compostos seguiu a ordem anteriormente descrita em
Material e Métodos, ou seja, sintetizaram-se, inicialmente, o megazol e, em
seguida, os intermediarios utilizados nas tentativas de obtengao dos pré-
farmacos reciprocos desejados. No caso dos pré-famrmacos reciprocos com
aminoacidos foi realizado, inicialmente, o acoplamento da primaquina com os
aminoacidos para posternior ligagdo com o megazol.

Devido a fotossensibiidade da primaquina, fato que ja havia sido
constatado por KRISTENSEN e colaboradores (1993), as reagbdes de sintese,
lavagens e purificagao envolvendo a primaquina foram realizadas ao abrigo da

luz.

A rota sintética utilizada para a obtencdo do megazol esta descrita na
literatura (ALBRIGTH, SHEPHARD, 1973). Este caminho sintético é constituido
de cinco etapas, envolvendo inicialmente a formagao do 1,2-dimetil-5-
nitroimidazol. Experimentaimente, uma das dificuldades encontradas esta
relacionada a eliminagao do cloreto de tionila, na etapa de formagdo da nitrila.
O rendimento global deste método esta em tomo de 5-7%, o que se constitui
em limitagdo para a obtengao de quantidade suficiente do derivado para as
etapas subseqlentes. Com o objetivo de diminuir uma etapa da rota de
obtengao do megazol, optou-se por utilizar como material de partida 1,2-dimetil-
5-nitroimidazol, eliminando a metilagao a partir do 2-metil-5-nitroimidazol.

O megazol foi caracterizado no IV (Tabela XIll) e por RMN H' (Tabela XI)
e RMN 3C (Tabela XII).

Com relagdgo a succinilprimaquina, a analises de RMN 'H e °C
(espectros XX e XXl) realizadas em DMSO-dg confirmaram a formagao do

produto com rendimento de 59%. ApOs a obtengdo do espectro adicionou-se
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D20 com o objetivo de se identificar os prétons ligados aos nitrogénios. Tal
procedimento foi realizado, também, na analise espectrométrica de RMN 'H dos
produtos resultantes da primaquina com aminoacidos.

O succinilmegazol foi obtido com rendimento de 45%. A analise de RMN
'H (espectro 8) fomeceu subsidio importante para a determinagao estrutural do
composto. Relacionou-se a auséncia do sinal dos prétons aminicos do megazol
(em 8 7,74) com a formagéo da ligagao amidica, uma vez que néo foi possivel
identificar o sinal do préton amidico. Considera-se aqui a possibilidade de esse
préton, devido a mobilidade, ter trocado com o solvente deuterado. Por outro
lado, o resultado da analise de espectroscopia no infravermelho (espectro 10)
confirmou a presenga da ligagdo amidica por meio de absorgdo caracteristica

-1 relativa ao estiramento

de estiramento NH em 3462 cm™ e, em 1693 cm
C=0 da amida. O succinimegazol apresentou ponto de fusdo com

decomposigdao em 280 °C.

Com relagdo a sintese do éster metilico do succinimegazol, apds analises
espectrométricas foi possivel conciuir que houve a formagdo do produto com
rendimento de 64%. No entanto, observou-se, inicialmente, a presenga de dois
dupletos em § 6,97 e 8,22 ppm. Estes dupletos, juntamente com o sinal observado
em & 3,16 ppm, evidenciaram a presenga de DMAP (espectro ndo apresentado). A
proporgdo desses sinais em relagdo aqueles referentes ao éster metilico do
succinilmegazol levou a conclusdo de que o DMAP estava presente em alta
concentragdo. Este fato pode ser justificado pela pouca solubilidade desse
catalisador em tetraidrofurano e, também, pela sua proporgdo em relagdo ao
megazol (1:8). No entanto, deve-se considerar que o DMAP presente esta na
forma de cloridrato, por captar o HCI liberado a partir da reagao de acilagdo com o
4-cloro-4-oxabutanoato de metila para obtengédo do produto. O fato de o DMAP
estar na forma de cloridrato conduz a hidrossolubilidade, o que faciita a purificagio
do produto apenas com a lavagem em agua destilada. Os espectros 12 e 13
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referem-se as analises de RMN 'H e '*C, respectivamente, do éster metilico do

succinilimegazol apés a purificagdo com lavagem em agua destilada. A auséncia

do sinal em & 7,74 ppm referente aos prétons aminicos do megazol confirma a

formagao do produto.

Para a sintese do pré-famaco de megazol e primaquina com espagante

nao-peptidico, foram propostas diversas rotas sintéticas, resumidas na tabela

XXXVIII:

TABELA XXXVIIl: Metodologias empregadas na sintese do pré-firmaco de

megazol e primaquina com espacante nao-peptidico

Método A
(succinilprimaquina e DCC/DMAP/DMF Formagao do produto
megazol) Refluxo 72 horas (presenga de DCU)
Método B DCC /HOBt /DMF
(succinilmegazol e Agitagdo- temperatura ambiente| Formacgao do produto
primaquina) - 52 horas (presenga de DCU)
Método C DIC/HOBY/DCM
(succinilprimaquina e Agtacdo — temperatura Nao ocorreu formagdo do
megazol) ambiente — 52 horas produto
Método D DIC HOBt /DCM

{succiniimegazol e
primaquina)

Agitagao — temperatura
ambiente — 52 horas

N3ao ocomreu formagéo do
produto

Método E
(succinilmegazol e

EDCMHOBYHO
Agitagio 0 °C - 4 horas

Nao ocorreu a formagao

primaquina) Adigao de EDC - agitagao- do produto
temperatura ambiente 72 horas
Método F EDC/DMAP/DMF
(succiniimegazol e Agitacdo — banho de gelo — 1 Formacgao do produto

primaquina)

hora e temperatura ambiente —
11 horas

Método G
(éster metilico do
succinilmegazol-primaquina)

DMAP/DMF
Refluxo 6 horas

Nao ocorreu a formacgéo
do produto

Meétodo H
(éster metilico do

DMAP/DMF/Peneira Molecular/

Nao ocorreu a formacgao

succinilmegazo—primaquina) Atmosfera inerte/ Refluxo 16 do produto
horas
Método |
(éster metilico do DMAP/Piridina N&o ocorreu a formagao
Ultra-som do produto

succinilmegazol-primaquina)

Método J
{éster metilico do
succiniimegazoi-primaquina)

KOH/Alumina Basica
Microondas

Nio ocorreu a formagao
do produto
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Por meio dos métodos A e B, obteve-se produto com contaminagio de
dicicloexiluréia (DCU), resultante da reacdo com DCC. Empregando-se os
meétodos C e D concluiu-se que os produtos obtidos comespondiam, apenas, a
mistura dos produtos de partida, o que pode ser comprovado por duas faixas de
fusdo. No caso do método E, a cromatografia em camada delgada que
acompanhou a reac¢ao indicou que nenhum produto havia sido formado e,

conseqiientemente, isolado.

A metodologia A consistia em reagir a succinilpimaquina e o megazol
em DMF sob refluxo, utilizando-se como agente acoplante DCC e DMAP como
catalisador de acilagdo. No entanto, a partir de revisdes na literatura (ALBERT,
1995), constatou-se que a utilizagao de DMF poderia diminuir a velocidade de
reacao e aumentar a taxa de formagao da DCU, subproduto do DCC. A adigao
de HOBt, por exemplo, poderia diminuir a formagao da DCU.

Um dos grandes problemas na utilizagdo do DCC na formagao de amidas
e ésteres é a formacgéao da DCU, cuja solubilidade em solventes organicos pode
dificultar a purificagdo do produto final. O DCU é insolivel em agua e
parciaimente solivel na maioria dos solventes organicos. Se o produto
desejado fosse sollvel em agua, a sua purificagao poderia ocorrer apenas com
lavagem em agua destilada. No entanto, tentativas de purificar o produto
trabalhando apenas com diferenga de solubilidade em diversos solventes

organicos nao mostraram resultado satisfatério.

Diante do exposto, na segunda tentativa de sintese do pré-famaco
desejado (Método B) utilizou-se succinilmegazol e primaquina em DMF, sob
agitagao a temperatura ambiente, empregando-se DCC e HOBT. A utilizagao do
succinilmegazol e primaqguina teve como objetivo avaliar se havia vantagens em
relagdo a reagao de succinilprimaquina e megazol. Esperava-se que com o
succiniimegazol e primaquina o tempo de reagao fosse menor, visto que o NH,
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A metodologia F consistia em reagir o succinilimegazol e a primaquina em
DMF, sob refluxo, utiizando-se como agente acoplante o EDC e DMAP, como
catalisador. Apos 11 horas sob agitagdo e refluxo, o produto foi isolado. As
analises de RMN 'H e °C, em DMSO-dg, a andlise no IV, em KBr, e a analise
elementar confirmaram a formacgéo do produto. Para os espectros de '3C tanto do
succinimegazol quante da succinilprimaquina observouse que o carbono
carbonilico do acido carboxilico apresentava um deslocamento de 173 ppm.
Observou-se também o deslocamento dos carbonos carbonilicos em 171,23 ppm
e 170,65 ppm para 0 succinimegazol e succinilprimaquina, respectivamente,
quando formada a ligagdo amida. Conseqiientemente, a auséncia do sinal em 173
ppm e a presenga do sinal em 170,48 ppm observado no espectro de 3C do pro-
farmaco, comprovam a formag¢do do produto. Este foi caracterizado como um
sélido cristalino amarelo claro com rendimento de 72%. Esta metodologia mostrou-
se a mais promissora para a sintese do pro-farmaco reciproco de megazol e

primaquina com espagante nao-peptidico.

As metodologias de G a J consistiam em reagir o éster metilico do
succiniimegazol com a primaquina. Inicialmente, o éster metilico do
succiniimegazol pareceu ser um intermedidrio de sintese promissor,
considerando-se que a formagao do produto final envolve a amindlise do ester
metilico. Além de, nesse caso, nao necessitar de agentes acoplantes para a
obtengao de amida, cuja desvantagem seria a formagao dos subprodutos, como
anteriormente mencionado, o tempo de reagdo poderia ser diminuido. No
entanto, nenhuma das metodologias empregadas para reagir o éster metilico do
succinimegazol e primaquina levou a obten¢do do produto desejado.

A sintese de pré-famacos de primaquina com aminoéacidos foi realizada
inicialmente, seguindo-se a técnica descrita por CHUNG (1996), empregando-
se como reagente de partida derivado de arginina contendo Boc e Tosil, como

protetores dos grupos aminicos e guanidinicos, respectivamente. O reagente de
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partida derivado de lisina apresentou como protetores dos grupos aminicos Boc
e 2-cloro-benziloxicarbonila. Tal metodologia consistia em empregar DIC como
agente acoplante. No entanto, apds a extragdo, observou-se a presen¢a do
subproduto desta carbodiimida impurificando o produto desejado. Diante dessa
dificuldade e pelo fato de o subproduto estar presente em alta concentragao,
dificultando as etapas subseqientes de sintese, tentou-se utilizar EDC, cujo
subproduto é solivel em agua. Desta maneira, apds 0 método de extragdo
utilizado, sena possivel a obtengdo dos derivados peptidicos com alto grau de
pureza. A primeira tentativa com o0 EDC foi realizada para o0 acoplamento do
Boc-Lys(CFZ)-OH e primaquina. Observando-se o espectro de RMN 'H do
produto isolado concluiu-se que houve a formag¢ao do produto desejado. Todos
os espectros dos derivados peptidicos de primaquina que foram sintetizados
utilizando-se o DIC apresentaram sinais caracteristicos do subproduto da
diisopropilcarbodiimida. O espectro do Boc-Lys(CFZ)-primaquina (espectro 19)
sintetizado, utilizando-se como agente acoplante o EDC, nao apresentou
nenhum sinal caracteristico de carbodiimida. A partir desse resultado, foi
possivel concluir que o EDC seria um agente acoplante mais adequado para a

obtengao dos derivados propostos.

Decidiu-se sintetizar novamente os derivados de primaquina e
aminoacidos utilizando-se o EDC. Tal decisao se justifica pelo fato de que a
presenga do subproduto da carbodiimida estaria prejudicando as etapas
sintéticas subseqientes. Portanto, concluiu-se ser mais viavel iniciar as
sinteses ja realizadas em etapa anterior, utilizando-se outra metodologia que

viabilizaria a sintese dos compostos finais.

Anteriormente, ap6s o acoplamento dos aminoacidos protegidos com a
primaquina, realizou-se a desprotecdo total dos aminoacidos para que, em
etapa posterior, o composto resultante fosse ligado ao succinimegazol,

obtendo-se pro-farmacos reciprocos de megazol e primaquina com aminoacido
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apds 24 horas de agitagdo A temperatura ambiente houve evidéncias da
formagéo do produto. Apesar disso houve dificuldades no seu isolamento, o que

impediu analises espectroscopicas necessarias.

Outra metodologia utilizando-se carbodiimida (EDC) foi proposta. Neste
caso, utilizou-se metade de EDC em relagao ao acido carboxilico objetivando a
formagdo de um anidrido simétrico, que reagina com a amina alifatica
originando a liga¢do desejada. No entanto, a reagdo foi acompanha por CCD
durante 54 horas e no decorrer desse periodo observou-se que ndo ocorreu
reagcao. Portanto, nenhum produto resultante dessa metodologia foi isolado e

caracterizado.

A partir desses resultados optou-se por metodologias (métodos E e F),
baseadas na formagao do cloreto de acido a partir do cloreto de tionila. Nesse
caso, & medida que se adiciona o cloreto no meio reacional ocorre a formagéo
do cloreto de acido do succinimegazol. Este sofreria o ataque da amina
levando a obtengdo do produto desejado. No entanto, nenhuma dessas
metodologias levou a formagao do composto.

Como observado na tentativa de sintese do pré-fammaco com espagante
succinico, a utilizagdo do éster metilico do succiniimegazol (método G) para a
sintese do composto megazolsuccinitLys(CkZ)-prnmaquina também nao levou

A obtengao do produto.

A metodologia H consistia inicialmente na sintese do derivado succinico
do composto Lys(CkZ)-primaquina, que apds sua obtencdo reagina com o
megazol utilizando-se EDC e DMAP. A sintese do succiniklys(ClZ)-primaquina
foi comprovada iniciaimente por CCD. A analise espectroscdpica de RMN 'H
(espectros 27 e 28) também levou a conclusao de que se formou o produto. A

formacgdo da ligagdo amida pode ser comprovada pelo aparecimento de um
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sinal em 7,97 ppm, que desaparece quando se adiciona D-0, indicando ser um
proton ligado ao nitrogénio. Com relagdo aos protons succinicos, neste caso
sdo pro-quirais, por estarem vizinhos a um carbono assimétrico. Dessa
maneira, nao se observa a presenga de dois tripletos como ocome com o
succinitmegazol e succiniiprimaquina. Esses protons apresentam sinais na
regido de 2,5 —- 2,35 ppm, que podem ser observado no espectro (espectro 27).

Na segunda etapa da metcdologia H, reagiu-se o succinil-lys(CLZ)-
primaquina com o megazo! utilizando-se EDC e DMAP. No entanto, apenas

com resultados de RMN "H nao foi possivel concluir a foomagéo do produto.,

Apos a otimizagdo da rota sintética para a obtengdao de megazol-succinil-
Lys(CFZ)-primaguina, a mesma metodologia deve ser empregada na tentativa
de sintese dos pro-faimacos de megazo! e primaquina com arg e lys-arg como
espagantes. Optou-se em iniciar essas sinteses utilizando-se a lisina como
espacante devido a maior disponibilidade deste aminoacido protegido em

relagdo & arginina protegida.
2.2 Avaliagdo Biold4gica

inicialmente, realizou-se ensaio in vitro de formas tripomastigotas
sanguineas. Utilizou-se como controle positivo violeta-de-genciana a 250
pg/mL, cuja ICs € de 76 uM, e como controle negativo sangue infectado mais

5% de dimetilsulfoxido.

Foram ensaiados os compostos de partida como primaquina e megazol;
o pro-fammaco com espagante succinico, bem como seus intermedidrios de
sintese, succiniimegazol, e o éster metilico derivado, e succinilprimaquina.
Ensaiaram-se, também, associagbes de primaquina com megazol,

succinilprimaquina com megazol e primaquina com succiniimegazol. Todas
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essas associa¢bes foram realizadas na mesma proporgdo molar e a finalidade
seria comparar os resultados com o pré-farmaco reciproco (TabelaXXXVII).

No caso do megazol, a concentragao inibitbria de 0,24 uM esta de
acordo com dados da iiteratura, que demonstram a aita atividade do composto
(FILARDI, BRENER, 1982). Com relagao ao succinilmegazol, este apresentou-
se menos ativo que seu protétipo (megazol), considerando-se a menor
porcentagem de lise parasitaria e 1Cs maior (411,6 pM). Os resultados obtidos
com primaquina e succinilprimaquina também demonstram menor atividade
com relagdo ao denivado succinico. Esses resultados indicam que
provaveimente os derivados succinicos ndo estejam liberando completamente
os fammacos de origem. Tai justificativa estd de acordo com o fato de a
concentragdo inibitéria para a associagdo succinilpimaquina e megazol (40,8
pM) ser inferior a concentragdo inibitoria da associagdo primaquina com
succilmegazol (360,4 uM) visto que o megazol & mais ativo que a primaquina.
Conseqlentemente, a associagio que apresenta o megazol como famaco livre

tera menor concentragio inibiténa.

Observando-se a porcentagem de lise parasitdria e o valor da
concentragao inibitéria obtida para o pro-farmaco reciproco, foi possivel concluir
que, provavelmente, nao houve a liberagdo completa dos farmacos megazol e
primaquina. Tal resultado era esperado, considerando-se que o espagante
succinico ndo é seletivo para a hidrélise por cruzipaina. No caso de espagantes
peptidicos, considera-se que o megazol e a primaquina sejam liberados pela
cruzipaina, com base no reconhecimento da iligagdo peptidica entre os
aminodcidos lisina e arginina na posi¢ao P4, por parte dessa enzima.

Estudos em culturas de células estdo sendo realizados a fim de se
confirmar os resultados. Vale mencionar que o alto desvio padriao encontrado
para algumas medidas leva, também, a necessidade de novos ensaios in vitro

relacionados.
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V1. CONCLUSOES

1. O megazol foi obtido a partir de 1,2-dimetil-5-nitroimidazol, com diminui¢do de
uma etapa de sintese, mas o rendimento permaneceu consideraveimente baixo.

2. Obtiveram-se, com rendimentos satisfatérios, os intermediarios de sintese dos
pro-farmacos reciprocos, tais como succinimegazol, éster metilico do
succinilmegazol e succinilprimaquina.

3. Sintetizaram-se o0s intermediarios aminoacil-pnmaquina para posterior
acoplamento ao succinimegazol, com o objetivo de obter os derivados megazol-

aminoacikprimaquina e megazokdipeptidio-primaquina.

4. Para a obtencdo dos produtos finais foram testadas trés carbodiimidas como
agentes acoplantes, sendo a EDC a que conduziu a melhores resultados.
Também, o ajuste de pH entre 8-9 durante a primeira hora de reagao possibilita

a obtencao de produtos de maneira satisfatoria.

5. Primaquina, megazol, o pré-farmaco com espagante succinico, bem como
seus intermediarios de sintese, succinimegazol e o éster metilico
correspondente, succinilpimaquina. e, também, associagbes de primaquina com
megazol, succinilprimaquina com megazol e primaquina com succinilmegazol
foram submetidos a ensaio in vitro em sangue infectado com T. cruzi. O valor de
ICso observado para o pré-farmaco reciproco de megazol e primaquina com
espacgante succinico indica que, provavelmente, os farmacos nao foram
liberados completamente. Tal resultado indicaria a dificuldade de liberagédo pela
cruzipaina, por falta de seletividade em relagdo ao derivado peptidico.
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Vil. PERSPECTIVAS PARA DOUTORADO

1. Sintese e caracterizagao do pro-farmaco reciproco com espagante peptidico

lys-arg;

2. Ensaio in vitro, em cuttura de amastigotas de T. cruzi dos derivados
ensaiados em sangue infectado e dos pré-famacos reciprocos com espagante

peptidico. Comparacgdo com os resultados obtidos.
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