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Resumo 

Resumo

A doença de Chagas, descoberta por Carlos Chagas há aproximadamente 100 

anos, ainda constitui um grave problema de Saúde Pública. É considerada doença 

extremamente negligenciada, uma vez que afeta exclusivamente as populações dos 

países em desenvolvimento. Os pacientes dessa doença são, em sua maioria, de 

baixa renda e, não representando mercado, ficam excluídos do escopo e dos 

esforços de Pesquisa e Desenvolvimento das Indústrias Farmacêuticas. Estima-se 

que entre 18 e 20 milhões de indivíduos estejam infectados pelo Trypanosoma cruzi, 

agente etiológico da doença e de, aproximadamente, 120 milhões, a população em 

risco de contaminação na América Latina. O tratamento da doença de Chagas 

continua sendo um desafio, pois apenas dois fármacos nitro-heterocíclicos são 

comercializados no mundo:  nifurtimox (Lampit�, Bayer) e benznidazol (Rochagan�, 

Roche), sendo este último, o único fármaco disponível no mercado brasileiro. Dentre 

os compostos potencialmente antichagásicos em estudo, o hidroximetilnitrofural 

(NFOH) mostrou maior atividade tripanomicida e menor mutagenicidade do que o 

nitrofural (composto matriz) em todos estágios de desenvolvimento de um fármaco. 

Em 2006, os estudos pré-clínicos de toxicidade mostraram que o NFOH apresentou 

DL50 �2000 mg em ratos, dose considerada segura pela Organização Mundial da 

Saúde (OMS) e promissor para a continuidade dos ensaios. Nesse sentido, o 

objetivo deste trabalho foi estudar a conversão in vitro e in vivo do NFOH em NF. 

Assim, metodologia analítica foi desenvolvida e validada para a determinação de NF 

e NFOH em matriz de plasma humano e rato e foram realizados estudos de 

conversão in vitro (pH 1,2 e 7,4) e ensaios in vivo (farmacocinéticos) em ratos. Os 

resultados mostraram que o NFOH apresenta estabilidade in vitro, é metabolizado 

em plasma (humano e de ratos) e também, provavelmente, pelo fígado. O NFOH 

apresentou perfil diferenciado de outros compostos hidroximetilados (altamente 

instáveis), com Cmax de 0,99 ug/mL, Tmáx de 1,00 h. Os resultados sugerem, 

também, que o NFOH, após a absorção, é melhor distribuído (cerca de 20 vezes) 

que o NF. O NFOH através dos estudos realizados aliado à estabilidade química 

favorecida pela sua estrutura, torna-se candidato a fármaco antichagásico para os 

estudos clínicos.  

Palavras-chaves: Trypanosoma cruzi, hidroximetilnitrofural,metodologia analítica, 
conversão in vitro e in vivo,  parâmetros farmacocinéticos. 



Resumo 

Abstract

Chagas disease, discovered by Carlos Chagas about a century ago and also 

known as American trypanosomiasis, is still a serious Public Health problem. The 

disease is considered extremely neglected because it afflicts exclusively populations 

in developing countries. Most Chagas’ disease patients fall within the low income 

bracket and, being economically insignificant, are excluded from the research and 

development scope and efforts of the Pharmaceutical Industry. It is estimated that 18 

and 20 million people in Latin America are infected with Trypanosoma cruzi, the 

etiologic agent of the disease, and that approximately 120 million people are at risk of 

contamination in the continent. Chagas’ disease  treatment is a challenge because 

only two nitroheterocyclic drugs are market worldwide, namely nifurtimox (Lampit�, 

Bayer) and benznidazol (Rochagan�, Roche), and the latter is the only drug available 

in the Brazilian market. Among the potentially anti-Chagas compounds under study, 

hydroxymethyl nitrofural (NFOH) has shown higher tripanomicide activity and lower 

mutagenicity than nitrofural (active compound) in all  stages of development of the 

parasite. In 2006, preclinical toxicity studies showed that NFOH presented LD50 

higher than 2000 mg in rats. This value is considered safe by the World Health 

Organization (WHO) and promising for continuing test. In this context, the purpose of 

this work was to investigate the in vivo stability of NFOH. To this end, an analytical 

methodology was designed and validated for the determination of NF and NFOH in 

human and rat blood plasma. Conversion studies were carried out in vitro (pH 1.2 

and 7.4) and in vivo (pharmacokinetic studies) with rats. The results indicated that 

NFOH presents in vitro stability, and is converted in plasma (human and rat) and in 

the liver. The NFOH displayed a profile different from that of other hydroxymethylated 

compounds (highly unstable), with a Cmax of 0.99 �g/ml, Tmax of 1.00 h. The 

studies accomplished with NFOH and its chemical stability suggested that it can be a 

potential new antichagasic drug for clinical studies. 

 

Keywords: Trypanosoma cruzi, hydroxymethyl nitrofural, analytical methodology, in
vitro and in vivo conversion, pharmacokinetic parameters.



Lista de Figuras 

ÍNDICE DE FIGURAS 

Figura 1 Barbeiro (Triatoma infestans): inseto transmissor da Doença de Chagas .. 02 

Figura 2 Distribuição geográfica da doença de Chagas ............................................ 03 

Figura 3 Casas de pau-a-pique que favorecem o crescimento do transmissor ........ 03 

Figura 4 Mortalidade produzida no Brasil entre 1980-1990 ....................................... 04 

Figura 5 Eliminação da transmissão: Incidência de Infecção 1980-2000 .................. 05 
Figura 6 Ciclo evolutivo do T.cruzi ............................................................................. 06 

Figura 7 Edema de pálpebras (Sinal de Romaña) .................................................... 08 

Figura 8 Coração de pacientes que desenvolveram doença de Chagas e morreram 
por: (A) morte súbita (B) megacólon ou mega-esôfago (C) insuficiência 
cardíaca congestiva (ICC) ........................................................................... 

 
 

09 
Figura 9 Estrutura química dos compostos benznidazol (I), nifurtimox (II), 

furazolidona (III), metronidazol (IV), secnidazol (V), ornidazol (VI) e 
tinidazol VII) utilizados como anti-protozoários e antimicrobianos ............. 

 
 

11 
Figura 10 Resumo da relação entre a estrutura química e a atividade dos 

nitrofuranos (CHUNG,M.C.,no prelo) ........................................................... 
 

12 
Figura 11 Estrutura química dos compostos semicarbazona (VIII), heptilcarbazato 

(XI) e adamantil (X), sintetizados por AGUIRRE et al., 2006 
........................................................................................................................

 
13 

Figura 12 Estruturas químicas dos compostos derivados de nitrofurilsemicarbazona 
com rênio(XI) e rutênio(XII) desenvolvidos por OTERO et al., 2006 ........... 

 
13 

Figura 13 Estrutura química de complexos de nitrofuriltio semicarbazona com paládio
(XIII) ............................................................................................................. 

 
14 

Figura 14 Estrutura química dos principais derivados de benzimidazóis (XIV) e (XV) 
com atividade contra T. cruzi (BOIANI et al., 2006 .......................................

 
14 

Figura 15 Relação de formação de produtos radicalares por ação de nitrofuranos 
(adaptado de DOCAMPO et al,1986) .......................................................... 

 
15 

Figura 16 Estrutura cristalográfica da Tripanotiona Redutase do T. cruzi (à esquerda) 
(ZHANG, 1996) e da Glutationa Redutase Humana (à direita); (BECKER, 
1998) .......................................................................................... 

 
 

16 
Figura 17 Estrutura química da carmustina (XVI).......................................................... 17 

Figura 18 Possíveis mecanismos de mutagenicidade dos nitrofurânicos. Fonte: 
Adaptado de McCALLA, 1983; MECCA et al.,2002; HIRAKU, 2004 ........... 

 
18 

Figura 19 Ativação por redução de compostos nitroaromáticos (TOCHER, 1997) ..... 19 

Figura 20 Diferenças entre Fármaco, Pró-fármaco e Análogo. (CHUNG, 2005) ......... 22 

Figura 21 Estruturas químicas de novos compostos antichagásicos: (XVII) 
ravuconazol, (XVIII) TAK-187, (XIIX) K-777 e (XX) D-0870 (CROFT et al., 
2005) ...................... 

 
25 

Figura 22 Estruturas química dos compostos antichagásicos (I) e (II) AGUIRRE et 
al., 2005) ...................................................................................................... 

 
26 

Figura 23 Projetos de compostos antichagásicos em desenvolvimento (DNDI, 2006) 26 

Figura 24 Estrutura química do NF .............................................................................. 27 

Figura 25 Estrutura química do NFOH ......................................................................... 28 



Lista de Figuras 

Figura 26 Efeito de 5�M e 10�M de NF e  NFOH; 10�M benznidazol (Bz) 
em porcentagem de amastigotas  e t r ipomastigotas  em 6, 7, 8, 
12, 14, e 15 dias após a infecção das células com formas 
amastigotas  e t r ipomastigotas  de T. cruzi .  Controle: 100% 
mastigotas  e tr ipomastigotas  (CHUNG et al., 2003) ............... 

 
 
 
 

28 
Figura 27 Atividade mutagênica (S.typhimurium cepa TA98) dos compostos NFOH e 

NF em ensaios com (+S9) e sem ativação metabólica (S9) (GUIDO et al., 
2000) ......................................................................................................  

 
 

29 
Figura 28 Atividade mutagênica (S.typhimurium cepa TA102) dos compostos NFOH 

e NF em ensaios com (+S9) e sem ativação metabólica (S9) (GUIDO et 
al., 2000) ...................................................................................................... 

 
 

30 
Figura 29 Hidrólise da fenacetina levando ao metabólito p-fenetidina inativo.............. 32 

Figura 30 Hidrólise de pró-farmacos derivados da ampicilina ..................................... 34 
Figura 31 Hidrólise do enalapril levando a formação do ácido enalaprilato (ativo) ...... 35 

Figura 32 Hidrólise da lovastatina em seu metabólito ativo derivado hidróxi-ácido ..... 35 

Figura 33 Hidrólise do derivado 4-amidazolidinona no composto ativo prilocaína ...... 36 

Figura 34 Mecanismo de conversão alcalina para compostos derivados de N-
(hidroximetil) (LARSEN e BUNDGARD, 1994; TESTA e MAYER, 2003) .... 

 
36 

Figura 35 Estrutura química do antifúngico fluconazol ................................................ 42 

Figura 36 Esquema da reação de preparação de NFOH ............................................ 46 

Figura 37 Fluxograma dos parâmetros investigados para análise de NF e NFOH. em 
plasma humano ..................................................................................... 

 
50 

Figura 38 Fluxograma do método proposto para análise de NF e NFOH ................... 51 

Figura 39 Espectros de absorbância no UV-Vis obtidos para o NFOH e o NF ........... 61 

Figura 40 Espectro no Infravermelho do NF (FT-IR)-pastilha de KBr .......................... 62 
Figura 41 Espectro no Infravermelho do NFOH (FT-IR)- pastilha de KBr ................... 63 

Figura 42 Espectro de RMN 1H ampliado (400 MHz, DMSO-d6, � ppm) do fármaco 
NF ................................................................................................................ 

 
66 

Figura 43 Espectro de RMN 13C (400 MHz, DMSO-d6 , � ppm) do fármaco NF ......... 66 

Figura 44 Espectro no RMN 1H (300 MHz, DMSO-d6 , � ppm) do pró-fármaco NFOH 67 

Figura 44-A Espectro no RMN 1H ampliado (300 MHz, DMSO-d6 , � ppm) do pró-
fármaco NFOH ............................................................................................. 

 
67 

Figura 45 Espectro no RMN 13C (400 MHz, DMSO-d6 , � ppm) do pró-fármaco NFOH 
....................................................................................................................... 

 
68 

Figura 46 Espectro DEPT (400 MHz, DMSO-d6 , � ppm) do NFOH ............................. 68 

Figura 47 Cromatograma (CLAE-UV) (1) solução NF (2,5�g/mL); (2) solução NFOH 
(2,5�g/mL).Fase Móvel: tampão acetato de sódio/ácido acético pH 4,6 
(79:21/v:v) a 365 nm .................................................................................... 

 
 

69 
Figura 48 Curva analítica para NF, à �= 365 nm ......................................................... 70 

Figura 49 Curva analítica para NFOH, à �= 365 nm ................................................... 71 

Figura 50 Fluxograma do procedimento analítico proposto ........................................ 74 
Figura 51 Curva analítica em plasma humano para NF .............................................. 75 



Lista de Figuras 

Figura 52 Curva analítica em plasma humano para NFOH ......................................... 76 

Figura 53 Curvas de degradação de NFOH e a taxa de formação de NF, em solução 
tampão acetato  de sódio (pH 1,2), à 37 ºC ................................... 

 
81 

Figura 54 Curvas de degradação de NFOH e a taxa de formação de NF, em solução 
tampão acetato de sódio (pH 7,4), à 37 ºC .................................... 

 
82 

Figura 55 Esquema do mecanismo de decomposição de NFOH em NF (adaptado de 
TESTA e MAYER, 2003) ........................................................................ 

 
83 

Figura 56 Estruturas tautoméricas propostas para o NFOH em meio básico .............. 84 

Figura 57 Curvas de degradação de NFOH e a taxa de formação de NF em plasma 
(pH 7,4) a 37ºC ............................................................................................ 

 
86 

Figura 58 Perfil farmacocinético in vivo do NF ............................................................. 87 

Figura 59 Perfil farmacocinético in vivo do NFOH ....................................................... 88 

Figura 60 Estudo comparativo das conversões do NFOH em NF,após Cmáx, em 
plasma humano e in vivo  ..............................................................................

 
89 

Figura 61 Energia mínima dos conformeros de NF e de NFOH (fase gasosa): A) 
modelo de tubo;  B) MEPs (nivel discreto) na faixa de –65 (vermelho 
intenso)  a  30 (azul intenso) kcal/mol (0.002 e/au3); C) distribuição do 
orbital LUMO (0.032 eV); D) Mapa de LUMO (nível discreto) (0.000 
(vermelho) para 0.012 (azul) kcal/mol) . Cor dos átomos: C (cinza), O 
(vermelho), N (azul) and H (branco). (TROSSINI et al,2006) ....................... 

 
 
 
 
 

92 



Lista de Tabelas 

ÍNDICE DE TABELAS 

Tabela 1 Infecção humana do T. cruzi e redução da incidência no cone Sul, 1983 – 
1999..............................................................................................................

 
05 

Tabela 2 Principais efeitos colaterais observados no tratamento específico da 
doença de Chagas .......................................................................................

 
12 

Tabela 3 Valores de referência para determinação de solubilidade ........................... 47 

Tabela 4 Método para a obtenção dos parâmetros farmacocinéticos ........................ 57 

Tabela 5 Propriedades físico-químicas do NF e NFOH .............................................. 59 
Tabela 6 Solubilidade do NF e NFOH em diferentes solventes ................................. 60 

Tabela 7 Deslocamentos químicos de RMN 1H e de 13C de NF e NFOH (DMSOd6, 
300 MHz para 1H e 150 MHz para 13C) ....................................................... 

 
65 

Tabela 8 Concentração de NF (�g/mL) x área (triplicata) .......................................... 70 

Tabela 9 Concentração de NFOH (�g/mL)  x área (triplicata) .................................... 71 

Tabela 10 Tempo de retenção e equações das curvas analíticas e coeficientes de 
correlação dos fármacos estudados em acetonitrila utilizando como fase 
móvel acetonitrila: tampão acetato de sódio/ácido acético pH 4,6 (21/79% 
v/v) (CLAE-UV-vis) ...................................................................................... 

 
 
 

71 
Tabela 11 Tempo de retenção e equações das curvas analíticas e coeficientes de 

correlação dos fármacos estudados em plasma utilizando como fase 
móvel acetonitrila: tampão acetato de sódio/ácido acético pH 4,6 (21/79% 
v/v) (CLAE-UV-vis) .......................................................................................

 
 
 

75 
Tabela 12 Equações das curvas analíticas, coeficientes de correlação e 

repetitividade do tempo de retenção (intra e inter dias) dos fármacos ........
 

76 
Tabela 13 Sumário dos resultados de recuperação obtidos nos testes intra e inter-

ensaios para os fármacos NF e NFOH  no método ELL/CLAE ...................
 

77 
Tabela 14 Estudo do tempo de congelamento (1, 2, 3, 8 e 22 dias) das amostras de 

plasma humano fortificadas com NF e NFOH .............................................
 

79 
Tabela 15 Valores (�g) obtidos a partir de hidrólise in vitro (pH 1,2)de 15 �g NFOH 

em 120 horas ...............................................................................................
 

80 
Tabela 16 Ensaio de conversão in vitro do NFOH em pH 7,4 ...................................... 82 

Tabela 17 Ensaio de conversão em plasma do NFOH ................................................ 85 

Tabela 18 Perfil Farmacocinético in vivo do NF............................................................ 87 

Tabela 19 Perfil Farmacocinético in vivo do NFOH e NF obtido da biotransformação 
do NFOH ......................................................................................................

 
88 

Tabela 20 Valores de % de NFOH (plasma e in vivo) e tempo (horas) ........................ 89 

Tabela 21 Parâmetros farmacocinéticos após administração de dose única oral de 
NF e NFOH (200 mg/kg) em ratos Wistar (n=5) ........................................ 

 
90 



Lista de Abreviaturas e Siglas 

Lista de Abreviaturas e Siglas 

ANVISA Agência Nacional de Vigilância Sanitária 

AUC Área sob a curva   

CCD  Cromatografia em camada delgada 

CDER Center for Drug Evaluation and Research  

CLAE Cromatografia Líquida de Alta Eficiência 

Clt/F Clearance total aparente 

Cmax Concentração plasmática máxima 

CV Coeficiente de variação 

DHFR Diidrofolato redutase 

FDA Food and Drug Administration 

IV Espectrometria no Infravermelho 

Kel Constante de velocidade de eliminação 

LD Limite de Detecção 

LQ  Limite de Quantificação      

NF Nitrofural 

NFOH Hidroximetilnitrofural 

QSAR Relação Estrutura Atividade Quantitativa  

R2 Coeficiente de correlação 

RMN Ressonância Magnética Nuclear 

T1/2 � Meia vida de distribuição 

T1/2 � Meia vida de eliminação 

T1/2 a  Meia vida de absorção 

Tmax Tempo necessário para atingir a  Cmax  

TR Tripanotiona redutase 

UV-vs Espectrometria de Ultravioleta visível  

Vd/F Volume de distribuição aparente 

 

 



Sumário 

SSUUMMÁÁRRIIOO
 

Resumo...................................................................................................................... vi 
Abstract ..................................................................................................................... vii 
1. INTRODUÇÃO ........................................................................................................1 
1.1. Doença de Chagas:  Trypanosoma cruzi .............................................................1 
1.1.1. Epidemiologia....................................................................................................2 
1.1.2. Ciclo Evolutivo e  Vias de Transmissão do Trypanosoma cruzi ........................5 
1.1.3. Manifestações Clínicas......................................................................................8 
1.1.4. Compostos nitro-heterocíclicos com atividade na doença de Chagas ............11 
1.1.5 Mecanismo de Ação.........................................................................................15 
1.1.6 Toxicidade ........................................................................................................18 
1.2 Planejamento de Novos Fármacos .....................................................................21 
1.2.1 Nitrofural...........................................................................................................27 
1.2.2 Hidroximetilnitrofural.........................................................................................28 
1.2.3 A importância da hidrólise no planejamento de pró- fármacos.........................32 
1.3  Noções gerais sobre parâmetros farmacocinéticos............................................36 
2.  OBJETIVOS .........................................................................................................43 
2.1. Objetivo Geral ....................................................................................................43 
2.2. Objetivos Específicos .........................................................................................43 
3. MATERIAL E MÉTODOS......................................................................................44 
3.1. Material...............................................................................................................44 
3.1.1. Equipamentos .................................................................................................44 
3.1.2. Reagentes e Solventes ...................................................................................44 
3.1.3. Material Biológico ............................................................................................45 
3.2.  Métodos.............................................................................................................45 
3.2.1. Limpeza da vidraria .........................................................................................45 
3.2.2. Preparação do pró-fármaco hidroximetilnitrofural (II) ......................................45 
3.3. Técnicas Analíticas de Identificação do NFOH ..................................................46 
3.3.1. Determinação da Faixa de Fusão ...................................................................46 
3.3.2. Cromatografia em camada delgada (CCD) .....................................................46 
3.3.3. Determinação da solubilidade de NF e NFOH ................................................46 
3.3.4 Espectrometria no Ultravioleta (UV) .................................................................47 
3.3.5. Espectrometria no Infravermelho (IV)..............................................................47 
3.3.6. Espectrometria de RMN 1H, RMN 13C. ............................................................47 
3.3.7. Equipamento e condições cromatográficas.....................................................47 
3.4. Procedimento Analítico.......................................................................................48 
3.4.1. Preparação da Solução Tampão Acetato de Sódio/Ácido Acético (pH 4,6) ....48 
3.4.2. Preparação das soluções dos padrões ...........................................................48 
3.4.3. Determinação da linearidade de resposta do detector (UV) em acetonitrila....49 
3.4.4. Determinação da linearidade de resposta do detector (UV) em plasma humano
..................................................................................................................................49 
3.5.  Desenvolvimento e validação de método para determinação dos fármacos em 
plasma humano.........................................................................................................49 
3.5.1. Parâmetros investigados .................................................................................49 
3.5.2. Avaliação do método proposto ........................................................................51 
3.5.3. Fortificação das amostras ...............................................................................52 
3.5.4. Exatidão e precisão intra e inter- ensaios........................................................52 
3.5.5. Determinação do limite de detecção e quantificação do equipamento (CLAE-
UV) ............................................................................................................................53 



Sumário 

3.5.6. Estudo da estabilidade dos fármacos em amostra congelada ........................53 
3.6. Conversão  in vitro do pró-fármaco NFOH .........................................................54 
3.6.1. Conversão em pH 1,2 e 7,4.............................................................................54 
3.6.2. Conversão in vitro em plasma humano ...........................................................54 
3.7. Farmacocinética em modelos animais ...............................................................55 
3.7.1. Protocolo Experimental ...................................................................................55 
3.7.2. Análise Farmacocinética .................................................................................57 
3.7.3. Análise Estatística ...........................................................................................57 
4.  RESULTADOS E DISCUSSÃO............................................................................58 
4.1.  Preparação e caracterização estrutural.............................................................58 
4.1.1. Determinação da solubilidade de NF e NFOH ................................................60 
4.1.2. Espectrometria no UV .....................................................................................61 
4.1.3. Espectrometria no Infravermelho (IV)..............................................................62 
4.1.4. Espectrometria de RMN 1H e RMN 13 C..........................................................64 
4.1.5. Condições cromatográficas .............................................................................69 
4.1.6. Preparação das curvas analíticas (CLAE) do NF e NFOH em acetonitrila......70 
4.2. Desenvolvimento e validação de método para determinação dos fármacos em 
plasma humano.........................................................................................................72 
4.2.1. Otimização das condições de extração de NF e NFOH  de  plasma usando a 
técnica de extração líquido /líquido ...........................................................................73 
4.3. Preparação das curvas analíticas  do NF e NFOH  em plasma humano ...........75 
4.4. Avaliação da eficiência do método proposto: exatidão e precisão .....................77 
4.4.1. Exatidão intra-ensaio e precisão intra-ensaio (ou repetibilidade) ....................77 
4.4.2. Exatidão inter-ensaio e precisão inter-ensaio (ou precisão intermediária) ......77 
4.4.3. Limites de detecção (LD) e limite de quantificação (LQ) .................................79 
4.4.4. Estabilidade de NF e NFOH............................................................................79 
4.5. Ensaio de conversão in vitro ..............................................................................80 
5. CONCLUSÕES .....................................................................................................93 
REFERÊNCIAS.........................................................................................................95 
ANEXO ....................................................................................................................116  
  
 



Introdução 1

1. INTRODUÇÃO 

1.1. Doença de Chagas:  Trypanosoma cruzi

Cerca de 3,5 bilhões de indivíduos no mundo sofrem de algum tipo de 

infecções parasitárias causadas por protozoários ou helmintos patogênicos (TRACY, 

2001; WHO/PAHO, 2007). Em países subdesenvolvidos a incidência das doenças 

parasitárias é favorecida. Estas infecções estão relacionadas com as baixas 

condições sócio-econômicas somadas à falta de educação e saúde. Como 

conseqüência, ocorre o comprometimento do estado físico do hospedeiro, 

diminuindo sua resistência (TRACY, 2001; MARTINEZ et al., 2005).  Outros fatores 

incluem a alta densidade populacional, controle inadequado dos vetores e 

reservatórios responsáveis por estas infecções, aumento da migração populacional, 

operações militares, principalmente, a falta de fármacos eficazes utilizados na 

quimioterapia  (TRACY, 2001, DRUMOND e MARCOPITO, 2006; IRIBARNE et al., 

2007). 

Em um relatório histórico, Charles Darwin (1835) descreve o ataque sofrido 

por um barbeiro (benchuca), o inseto triatomíneo dos Pampas (Argentina), o qual 

sabe-se agora ser o vetor da doença de Chagas. No momento deste relato histórico 

o autor não poderia ter previsto o impacto futuro do inseto e da doença por ele 

transmitida (NITZ et al., 2004).  

A doença de Chagas ou Tripanossomíase Americana é causada pelo 

protozoário flagelado Trypanosoma cruzi. A etapa mais importante de transmissão 

do T.cruzi é efetuada por insetos da família Reduviidae, incluindo as espécies 

Panstrongylus megistus, Triatoma infestans e Rhodnius prolixus. No Brasil, o 

transmissor T.infestans, conhecido vulgarmente como “barbeiro” (Figura 1), devido 

ao seu hábito de picar a face das pessoas (URBINA, 2003; WILLIAMS-BLANGERO, 

2003; WHO, 2007). 
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Figura 1. Barbeiro (Triatoma infestans): inseto transmissor da Doença de Chagas. 

Fonte: http://www.uta.edu/chagas/html/biolTinf.html (acessado em 28/06/2006) 
 
 
 

Vianna, em 1911  mostrou que este parasito reproduz intracelularmente em 

forma amastigota por fissão binária em vários tecidos de hospedeiro mamíferos 

(NITZ et al., 2004). Mamíferos pertencentes a várias classes, entre as quais, 

marsupiais, edentados, lagomorfos, roedores, carnívoros, primatas e quirópteros são 

hospedeiros para T.cruzi. A doença de Chagas, juntamente com outras parasitoses 

(malária, leishmaniose e esquistossomose), é uma das doenças parasitárias mais 

graves da América Latina, com alto impacto socio econômico (NWAKA e HUDSON, 

2006).  

 
 
 
 

1.1.1. Epidemiologia 

Atualmente, de 16 a 18 milhões de pessoas estão infectadas pelo T. cruzi e 

cerca de 5 a 6 milhões destas têm desenvolvido complicações crônicas incuráveis, 

tais como lesões cardíacas, neurológicas e desordens digestivas. A abrangência 

dessa doença ocorre desde o sul dos Estados Unidos até o sul da Argentina, 

incluindo 21 países latino-americanos, principalmente nas Américas Central e Sul 

(Figura 2). Dados da Organização Mundial da Saúde indicam  50.000 mortes/ano e 

cerca de 120 milhões de indivíduos ainda expostos ao risco de infecção (MECCA et 

al., 2002; NEVES et al, 2002; AGUIRRE et al, 2005; RIGOL et al., 2005; WHO, 

2007). 



Introdução 3

 
Figura 2. Distribuição geográfica da doença de Chagas. 
Fonte: www.saberweb.com.br (acessado em 26/01/2008) 

 

No Brasil, a doença espalha-se por uma área de 3.600.000 de quilômetros 

quadrados, envolvendo 2.493 municípios e deixando sob risco de infecção 28 

milhões de pessoas. A população infectada chega a 4,3% da população, ou seja, 6 a 

8 milhões, sendo 60% na área urbana (DIAS, 2000). Estes compreendem, em sua 

maioria, indivíduos de origem rural e pertencentes aos níveis sócio-econômicos mais 

baixos, contaminados através de fezes infectadas de triatomíneos (Figura 3). É 

estimado que, 25 a 30% dos indivíduos infectados terão seus quadros patológicos 

evoluídos para danos irreversíveis (TDR, 2005).  

 
Figura 3. Casas de pau-a-pique que favorecem o crescimento do transmissor. 

Fonte: http://www.cactos.com.br/br/images/paisagens/400x280_casebre.jpg  
(acessado em 28/06/2006)

 

A morbi-mortalidade da Doença de Chagas no Brasil é significativa, vitimando 

25% ou mais dos indivíduos infectados, que adquirem cardiopatia chagásica crônica 

evolutiva (DIAS, 2000; SDR, 2005; SZAJNMAN et al, 2005). Em 1980, a doença de 
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Chagas foi considerada como causa mais freqüente de morte súbita na cidade de 

Uberaba (24%), sendo 31% indivíduos assintomáticos. Estudos serológicos 

realizados pela Fundação Nacional de Saúde (FUNASA) entre 1975 e 1980 e por 

Coura e seus colaboradores entre 1971 e 2000 na Amazônia brasileira revelou a 

taxa de prevalência entre 2 e 13% (DIAS, 2000; SCHMUÑIS, 2000; TEIXEIRA et al, 

2002; AGUILAR et al., 2007). Quando a mortalidade produzida por várias 

enfermidades foi comparada, no Brasil entre 1980-1990, observou-se que os óbitos 

por malária, esquistossomose e febre amarela foram de 9.560, 7.599 e 132 

respectivamente, enquanto os notificados como provocados pela doença de Chagas 

foram de 67.529, como mostra a Figura 4. Na última década, observou-se 

decréscimo nestes números, contudo, a taxa de mortalidade  parece manter-se na 

ordem de 15 e 18 mil pessoas/ano (SCHMUÑIS, 2000; WHO, 2007).   
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Figura 4. Mortalidade produzida no Brasil entre 1980-1990. 
Fonte: SCHMUÑIS, 2000. 

 

Dados epidemiológicos (Figura 5 e Tabela 1) mostram redução na prevalência 

de casas infestadas por T. infestans e na incidência de infecções humanas em 

crianças e jovens em países pertencentes ao Programa de Iniciativa de Países do 

Cone Sul (Argentina, Brasil, Chile, Paraguai e Uruguai), registrando-se decréscimo 

considerável, especialmente do Brasil, com perspectivas de eliminação dessa forma 

de transmissão (MONCAYO, 2003). 
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Tabela 1. Infecção humana do T. cruzi e redução da incidência no cone Sul, 1983 – 1999. 

Países Idade
(anos)

Infecções em 
1983

Infecções em 
1999

Redução da 
incidência

  (taxas x 100) (taxas x 100) (%) 
Argentina 18 4,5 1,2 85,0 

Brasil 7-14 18,5 0,17 96,0 
Bolívia 1-4 33,9 ND ND 
Chile 0-10 5,4 0,14 99,0 

Paraguai 18 9,3 3,9 60,0 
Uruguai 6-12 2,5 0,06 99,0 

Fonte: WHO, 2006 

 

 

Figura 5. Eliminação da transmissão: Incidência de Infecção 1980-2000 
Fonte: http://www.who.int/ctd/chagas/epidemio.htm (acessado em 28/06/2006). 

 

Estes dados, aparentemente, são favoráveis, demonstrando diminuição na 

transmissão da doença. Entretanto, apesar deste decréscimo, não se observa 

diminuição nos quadros de número de indivíduos chagásicos, sugerindo a existência 

de outras formas de transmissão importantes. 

A perda econômica do Continente Americano devido à mortalidade precoce 

de adultos jovens em idade produtiva alcança 8.156 milhões de dólares, o 

equivalente a 2,5% da dívida externa de todo o Continente, o que acarreta grave 

problema econômico social (WHO, 2007). 

 

1.1.2. Ciclo Evolutivo e  Vias de Transmissão do Trypanosoma cruzi   

O ciclo evolutivo do T.cruzi inicia-se pela ingestão, pelo vetor triatomíneo, de 

sangue infectado contendo as formas tripomastigotas do parasito (Figura 6). 
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Figura 6. Ciclo evolutivo do T.cruzi. 
 Fonte: http:// www.who.int/tdr/diseases/chagas/lifecycle.htm  (acessado em 28/06/2006)

 

Os parasitas ingeridos sofrem diferenciação para a forma epimastigota no 

lumen intestinal do inseto, local onde ocorre a proliferação parasitária. Os parasitas, 

ao atingirem a parte posterior do intestino do inseto vetor, modificam-se para formas 

tripomastigotas metacíclicas, que são as formas infectantes do parasita. Estas são 

eliminadas pelas fezes e urina do triatomíneo.      

A infecção pelo T.cruzi  tem início quando os parasitas eliminados pelo inseto 

entram em contato com uma lesão na pele ou mucosa do vertebrado. A maneira 

mais comum de transmissão é a vetorial, através da picada do “barbeiro”, que 

durante a ingestão de sangue, deposita suas fezes próximas ao local da picada. A 

picada provoca irritações locais, facilitando o acesso do parasita ao interior do 

organismo. Caso a picada seja próxima dos olhos ou da boca, o parasita pode 

penetrar pelas mucosas. Dentro do organismo do vertebrado as formas 

tripomastigotas metacíclicas do parasita passam por transformação para as formas 

amastigotas, reproduzindo-se por fissão binária. O hospedeiro apresenta 

hipersensibilidade no local de entrada do parasita com intensa destruição celular. 

Esta faz com que formas amastigotas se transformem em tripomastigotas, que são 

liberadas nos vasos periféricos e estarão aptos para infectar novas células em outros 

pontos do organismo, como músculos lisos e tecido nervoso. 

 Assim, a transformação de amastigotas para tripomastigotas pode ocorrer em 

outros pontos do organismo, continuando o ciclo da infecção. Com a picada do 

hospedeiro por um novo agente vetor não contaminado e a ingestão de formas 

sanguíneas do parasita, junto com sangue do hospedeiro, essas se transformam em 
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formas fusiformes denominadas epimastigotas. Estas se desenvolvem no aparelho 

digestivo do parasita e são transmitidas a outros indivíduos vertebrados por meio 

das excretas do inseto vetor contaminado ou se estabelecem em reservatórios 

naturais (BRENER e CANÇADO, 1979; DIAS, 1990; SZAJNMAN et al., 2005).

A transmissão de T.cruzi para humanos e outros mamíferos ocorre por 

diferentes mecanismos (DIAS e SCHOFIELD, 1999; COURA e CASTRO, 2002). Do 

ponto de vista epidemiológico e de importância significativa em Saúde Pública, 

interessam para a transmissão da doença de Chagas a via vetorial, pela picada do 

inseto triatomíneo. No início da década de 1990 houve um marco no combate à 

doença de Chagas na América do Sul. Os países do Cone Sul adotaram uma 

resolução denominada “Ação para eliminar o T. infestans”. Foram empregados 

milhões de dólares no controle do vetor e em testes nos bancos de sangue. No 

Brasil, o T. infestans praticamente já foi eliminado, preocupação agora é com outras 

espécies, consideradas vetores secundários, como T. sordida, T. brasiliensis e em 

algumas áreas, Panstrongylus megistus.  

Estudos entomológicos demonstraram que as espécies secundárias de 

triatomíneos vêm aumentando sua densidade nos domicílios nos últimos anos. Além 

da propagação da doença de Chagas por dejeções de triatomíneos infectados pelo 

protozoário, outras vias são a transfusão sangüínea e a transmissão congênita, que 

ocorrem em uma proporção de 1 a 11% entre as mães chagásicas. Há ainda, relatos 

de contaminação durante transplantes de órgãos e infecção por ingestão do 

protozoário em alimentos contaminados. A infecção pelo parasita por via oral, pela 

ingestão de alimentos contaminados por fezes de triatomíneos, tais como: cana-de-

açúcar, banana, milho, suco de açaí e feijão, pode ser também possível, bem como, 

pela ingestão de carne crua de animais infectados. (TARTAROTTI et al., 2004; 

PÉREZ-GUTIÉRREZ et al, 2006).  

O risco de um receptor infectar-se via transfusão a partir de doador chagásico 

é de 12,5 a 27%. Estudos indicam que há cerca de 1% de prevalência da doença de 

Chagas entre os doadores de sangue, porcentagem esta mantida devido aos 

critérios sorológicos dos hemocentros das grandes cidades (TARTAROTTI et al., 

2004). 

A doença de Chagas pode se dispersar também por migração de indivíduos 

chagásicos para regiões não endêmicas, pois aqueles transformam-se em potenciais 
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doadores. Por exemplo, no Brasil, nas últimas três décadas, o número de pessoas 

infectadas nas áreas urbanas aumentou devido à migração de pessoas das áreas 

rurais. Desde meados de 1970, milhões de pessoas provenientes de lugares onde a 

doença de Chagas é endêmica têm imigrado para os Estados Unidos. Estimativas 

sugerem que há no mínimo 100.000 indivíduos infectados/ano neste país 

(TARTAROTTI et al., 2004; BATISTA et al., 2007). 

 

1.1.3. Manifestações Clínicas 

A doença de Chagas pode se manifestar de forma aguda, indeterminada e 

crônica. Os primeiros sintomas da fase aguda se apresentam, geralmente, entre 7 a 

10 dias após a infecção pelo parasita. No local de entrada do parasita ocorre um 

processo inflamatório, o qual nem sempre é visível. No entanto, em infecções pela 

mucosa ocular, observa-se um sinal característico da fase aguda da doença de 

Chagas, denominado sinal de Romanã (Figura 7) e consiste no inchaço de ambas as 

pálpebras do olho infectado (NEVES, 2002).  

 

Figura 7. Edema de pálpebras (Sinal de Romaña).  
Fonte: http://www.cpqrr.fiocruz.br

 

As manifestações gerais são: febre, mal-estar geral, dor de cabeça, perda do 

apetite, fraqueza, edema localizado ou generalizado, inchaço de gânglios linfáticos 

(adenopatia), hepatomegalia, esplenomegalia, alterações no eletrocardiograma, 

sinais de miocardite aguda, sinais de meningoencefalite (principalmente em crianças 

menores de dois anos). O comprometimento cardíaco é muito raro nesta fase da 

doença (WENDEL et al., 1992; SILVA, 1999; GOLDMAUM et al., 2004). 

A fase aguda da doença pode durar de um mês a um ano, podendo o 

paciente evoluir para a fase crônica ou indeterminada. A fase indeterminada consiste 
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em infecção sem sintomas. Nesta fase, a infecção pode nunca se evidenciar 

clinicamente, ou somente se manifestar muitos anos mais tarde (WENDEL et al., 

1992; WHO, 2007). 

Cerca de um terço dos casos agudos da doença de Chagas evolui para a fase 

crônica. Esta fase de baixa parasitemia e afebril permanece ao longo da vida do 

paciente. É representada por diversas formas clínicas, afetando um ou mais órgãos 

de forma irreversível, destacando-se as alterações cardíacas como as principais 

(FIGURA 8). A cardiopatia crônica e o aparecimento dos megas, megaesôfago e 

megacólon, principalmente, representam formas clínicas de considerável gravidade 

(SZAJNMAN et al., 2000; CAZZULO et al., 2001; MONCAYO, 2003). 

 

Figura 8. Coração de pacientes que desenvolveram doença de Chagas e morreram por: (A) 
morte súbita (B) megacólon ou mega-esôfago (C) insuficiência cardíaca congestiva (ICC). 

Fonte: http://www.fmtm.br/instpub/fmtm/patge/mac0220.htm (acessado em 31/10/2006) 

 

Cerca de 30 a 40% dos pacientes que apresentam sintomas da fase crônica 

desenvolvem lesões irreversíveis no coração e trato intestinal, como conseqüência 

de um processo inflamatório associado com a persistência parasitária. Este quadro 

pode levar à morte súbita e/ou danos digestivos do paciente, principalmente 

megavisceral e desordens nervosas periféricas (CAZZULO et al., 2001; URBINA et 

al., 2003). 

A prevalência das manifestações digestivas ou cardíacas na doença de 

Chagas depende principalmente da região endêmica. É comum encontrar casos de 

megaesôfago na região central do Brasil, sendo essa manifestação rara em outras 

áreas. Atualmente, estima-se que existem no Chile ao redor de 150.000 indivíduos 

com enfermidade de Chagas em fase indeterminada ou crônica (SALAZAR et al, 

2006). 
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A forma cardíaca apresenta como principais sintomas a arritmia (75000 

casos/ano), a insuficiência cardíaca e o trombo-embolismo. As manifestações 

digestivas ocorrem pelo comprometimento das funções do órgão afetado. No caso 

do megaesôfago (45 000 casos/ano), observa-se o aumento do diâmetro do órgão e 

alterações na motilidade, além de sintomas como dores epigástricas, regurgitação e 

hipertrofia das glândulas salivares. O megacólon (30 000 casos/ano) apresenta 

como principal característica a obstipação do órgão, que pode durar semanas 

(WENDEL et al., 1992; MONCAYO, 2003).  
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1.1.4. Compostos nitro-heterocíclicos com atividade na doença de Chagas 

O grupo de compostos nitro-heterocíclicos biologicamente ativos contra o T. 

cruzi, incluem vários 5- e 2-nitroimidazóis e 5-nitrofuranos (Figura 9), os quais 

podem ser utilizados como agentes terapêuticos contra uma grande variedade de 

protozoários e bactérias anaeróbias, patogênicas em humanos e animais. Dentre 

estes compostos tem-se: benznidazol (I), nifurtimox (II), furazolidona (III), 

metronidazol (IV), secnidazol (V), ornidazol (VI) e tinidazol VII), todos com amplo 

espectro de ação (RAETHER E HÃNEL, 2003). 
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Figura 9. Estrutura química dos compostos benznidazol (I), nifurtimox (II), furazolidona (III), 
metronidazol (IV), secnidazol (V), ornidazol (VI) e tinidazol (VII) utilizados como anti-protozoários e 

antimicrobianos. 
  

Desde a década de 1970 até os dias de hoje, apenas dois fármacos estão 

disponíveis no mercado mundial para o tratamento da doença de Chagas; o 

nifurtimox (Lampit®, Bayer) e o benznidazol (Radanil®, Rochagan®, Roche) 

(ANANDAN, 1997; TRACY, 2001; COURA e CASTRO, 2002; OTERO, 2006). No 

entanto, estes fármacos são ativos apenas na fase aguda da doença e o tratamento 

é ineficaz em pacientes na fase crônica (SZAJNMAN, 2003; URBINA et al., 2003; 

SDR, 2005; BOIANI et al., 2006). No Brasil, apenas o Benznidazol é comercializado.  

Associando a grande incidência de parasitoses em nosso país ao fato de as 

cepas brasileiras de Trypanosoma cruzi serem resistentes ao nifurtimox e a ameaça 

de suspensão da produção do benznidazol pela Roche no Brasil é de suma  

relevância e urgência o desenvolvimento de agentes antichágasicos realmente 

eficazes, principalmente para a fase crônica da doença (JANNIN e VILLA, 2007). 



Introdução 12

Estes compostos, nifurtimox e benznidazol, apresentam ainda outros 

inconvenientes (Tabela 2), tais como: (a) graves  e freqüentes efeitos colaterais 

como vômito, anorexia, neuropatia periférica, dermopatia alérgica, alterações 

psíquicas, mutagenicidade, entre outras; (b) sensibilidade seletiva para diferentes 

cepas de T.cruzi; (c) tratamentos muito longos (JANNIN e VILLA, 2007; 

KOROLKOVAS, 2002). 

Tabela 2. Principais efeitos colaterais observados no tratamento específico da doença de 
Chagas. 

Sintoma / Sinal benznidazol nifurtimox
Anorexia ++ +++ 
Cefaléia + ++ 
Dermatopatia +++ + 
Excitação psíquica - +++ 
Gastralgia + +++ 
Insônia + ++ 
Náusea ++ +++ 
Perda de peso + +++ 
Polineuropatia + ++ 
Vômito ++ +++ 

Fonte: CANÇADO, 1997; RASSI et al., 2000. 

A relação entre a estrutura química e a atividade de nitrofuranos está 

resumida na Figura 10. 

O
N

NO2 N S

R2R3

R1R

X O ou O2

Modificações neste grupo 
podem alterar a atividade 
mutagênica do composto

Substituição por grupos N- 
Heterocíclicos insaturados =

Aumento na capacidade de 
produzir radical nitroânion

Importante para a 
atividade terapêutica

Genotoxidade

inibe a formação de radicais livres 
da tripanotiona redutase

Substituição em R, R1, R2 e R3 X Atividade Tripanomicida:

R=CH3
R1,2,3=H

R1=CH3
R,2,3=H

R,R1=(CH2)4
R2,3=H

R,R1,2=CH3
R3=H

R1=C2H5
R,R2,3=H

R1,2=CH3
R,R3=H

R1,3=CH3
R,R2=H

Se R,R1,2,3=(CH3)=inativo

X = H = inativo  
Figura 10. Resumo da relação entre a estrutura química e a atividade dos nitrofuranos 
(CHUNG, M.C., no prelo). 
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 Novos derivados 5-nitrofurânicos, semicarbazonas (VIII), carbazatos (XI), e 

amidas (X) (Figura 11) mostraram excelente atividade tripanomicida: a presença de 

cadeias apolares em cada família dos derivados resultou em compostos mais ativos 

do que aqueles com substituintes menos apolares. Os derivados de carbazatos 

apresentaram maior atividade que os de semicarbazonas, sendo o heptil carbazato 

(IX) o composto mais potente (AGUIRRE et al., 2006), enquanto a presença do 

grupo apolar adamantil (III), confere a este composto uma melhor atividade  

tripanomicida .  
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HOO2N
N
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Figura 11.  Estrutura química dos compostos semicarbazona (VIII), heptilcarbazato (IX) e 

adamantil (X), sintetizados por AGUIRRE et al., 2006. 

O experimento de OTERO et al.(2006) mostra que complexos derivados de 

nitrofurilsemicarbazona com rênio (XI) ou rutênio (XII) (Figura 12), podem ser um 

bom ponto de partida no planejamento de novos compostos com atividade contra T. 

cruzi, pois aumentam o estresse oxidativo e os níveis de ligação com o DNA. 
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Figura 12. Estruturas químicas dos compostos derivados de nitrofurilsemicarbazona com 
rênio (XI) e rutênio (XII) desenvolvidos por OTERO et al., 2006. 

Em outro experimento, OTERO e colaboradores (2006) desenvolveram 

complexos derivados de nitrofuriltio semicarbazona com paládio (XIII) (Figura 13). 

Tais compostos em testes in vitro mostraram-se mais ativos que o nifurtimox.  O 



Introdução 14

efeito tripanomicida pode ser explicado pelo principal mecanismo de ação desses 

compostos, os quais estão relacionados com o aumento do estresse oxidativo. 

n
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NH
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Figura 13. Estrutura química de complexos de nitrofuriltio semicarbazona com paládio. 

 BOIANI e colaboradores (2006) desenvolveram diversos compostos derivados 

de benzimidazóis com atividade in vivo contra o T. cruzi e, entre estes, os compostos 

mais promissores, com baixa toxicidade, estão apresentados na Figura 14. 
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Figura 14. Estrutura química dos principais derivados de benzimidazóis (XIV) e (XV) com 
atividade contra T. cruzi (BOIANI et al., 2006). 
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1.1.5 Mecanismo de Ação 

Com base nos efeitos tóxicos observados em mamíferos, a ação 

tripanomicida de nitrofuranos como o nifurtimox, se deve, provavelmente, à formação 

do ânion superóxido O�
2 e, conseqüentemente, à formação de peróxido de 

hidrogênio, H2O2, via ação da superóxido dismutase (SOD) como mostra a FIGURA 

15 (DOCAMPO et al.,1986; KRAUTH-SIEGEL et al., 2005). 

Figura 15. Relação de formação de produtos radicalares por ação de nitrofuranos 
(adaptado de DOCAMPO et al,1986). 

O T. cruzi possui a enzima superóxido dismutase responsável pela conversão 

de O�
2 em H2O2 e O2, mas se mostra deficiente quanto à presença das enzimas 

catalase e glutationa redutase, responsáveis, respectivamente, pela decomposição 

de H2O2 em H2O e O2. 

Os nitrofuranos podem ser reduzidos por flavoproteínas (Figura 15: etapa 1). 

O nitroânion radicalar formado reduz, geralmente, O2 a O�
2 (Figura 15: etapa 2). O 

nitrocomposto é então regenerado nesta etapa do processo,  iniciando o ciclo redox 

e grande quantidade de O�
2 é gerada. Desta maneira, o ânion superóxido é 

subsequëntemente dismutado em reação catalisada pela superóxido dismutase 

(SOD) para formar H2O2 e O2 (Figura 15: etapa 3).  

O ânion superóxido e H2O2, também participam de reações catalisadas por 

metais, como o íon férrico (Fe3+), para formar outras espécies de oxigênio ativo, 

tóxicos, tais como o radical hidroxila OH�  e oxigênio singleto 1O2 (Figura 15: etapa 

4). Estes radicais extremamente reativos reagem com o DNA, provocando danos 

extensivos. Provocam também, inibição enzimática, peroxidação lipídica e oxidação 

de grupos tiólicos de proteínas (DOCAMPO et al.,1986). 

O mecanismo de ação do benznidazol não é ainda completamente conhecido. 

Acredita-se que o mesmo iniba o crescimento do T.cruzi em concentrações que não 

estimulam a formação de O�
2 e H2O2, mostrando que sua ação tripanomicida não 



Introdução 16

depende dos efeitos dos radicais de oxigênio provocados pela nitroredução. Os 

metabólitos reativos do benznidazol interagem com o DNA do T.cruzi, com proteínas 

e lipídios. Estas observações podem estar relacionadas aos efeitos inibitórios do 

fármaco sobre o crescimento do parasito em culturas, à inibição da síntese de 

macromoléculas, ao aumento da degradação macromolecular e à  morte celular. 

Entretanto, não se pode descartar a possibilidade de interações mais específicas do 

benznidazol com sistema enzimático do parasito (DOCAMPO et al, 1986). 

Em 1985, FAIRLAMB et al identificaram a tripanotiona redutase e, em 1989 

JOCKERS-SHERÜBL et al, estudando sua propriedade catalítica, descobriram que 

esta é a enzima chave na ação antioxidante do parasito (BLUMENSTIEL, 1999). 

Observaram ainda, que a mesma era inibida por compostos nitrofurânicos. Sendo 

assim, além da formação de espécies radicalares, os nitrofuranos agiriam por 

inibição da enzima responsável pela ação antioxidante do parasito, favorecendo o 

aumento da concentração destas espécies no tripanossoma. 

A Figura 16 mostra a estrutura cristalográfica das enzimas Tripanotiona 

Redutase e Glutationa Redutase Humana. . 

  
Figura 16. Estrutura cristalográfica da Tripanotiona Redutase do T. cruzi (à esquerda) 

(ZHANG, 2006) e da Glutationa Redutase Humana (à direita); (BECKER, 1998). 

 

Não há diferença significativa entre a tripanotiona redutase e a glutationa 

redutase no que diz respeito aos seus potenciais redox (–242mV e –230 a –250mV 

respectivamente), contudo a tripanotiona redutase possui atividade ótima nas 

reações de troca dissulfito-tiol, devido ao valor do pKa do grupo tiol ser semelhante 

ao pH da solução do meio (citoplasma). A nitrosourea carmustina (XVI) (Figura 17) é 

um inibidor irreversível da tripanotiona redutase, contudo também inativa a glutationa 

redutase em humanos (KRAUTH-SIEGEL et al., 2005). 
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Figura 17. Estrutura química da carmustina (XVI).  

O estudo de fármacos mais específicos, isto é, seletivos ao tripanossoma e, 

conseqüentemente, menos tóxicos ao homem, tem sido o objetivo principal do 

desenvolvimento de novos quimioterápicos (WOLFF, 1995). Neste sentido, enzimas 

específicas, presentes apenas nos tripanossomos estão sendo estudadas como 

alvos. Entre os alvos quimioterápicos potenciais em T.cruzi encontram-se a 

tripanotiona redutase (KRAUTH-SIEGEL et al.,2003; LOCKMAN, HAMILTON, 2005; 

OLIVEIRA et al., 2006; PRIETO et al., 2006;  RAVASCHINO et al., 2006; IRIBARNE 

et al., 2007), a glutationa redutase (GR)( IRIBARNE et al., 2007), a cruzipaína ou GP 

57/51) (CAZZULO, 2002; LOCKMAN, HAMILTON, 2005), serina, treonina e metalo- 

proteinases (CAZZULO, 2005),  a GAPDH (gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase) 

(ZACKS, 2007) e outras enzimas glicolíticas (VERLINDE et al., 2001), a transialidase 

(AGUSTÍ et al., 2004; WORONOWICZ et al., 2004; DUTHIE et al., 2005), a 

biossíntese de purinas (FREYMANN et al., 2000), o metabolismo de folato e 

pteridina (LOCKMAN, HAMILTON, 2005), a biossíntese do RNAm (BARBOSA et al., 

2007), a biossíntese do ergosterol (BUCKNER et al, 2003; URBINA et al., 2003) , 

dUTP nucleotideohidrolase (HARKIOLAKI et al, 2003),  o cinetoplasto (SCHNARE et 

al., 1999), DNA topoisomerase de tripanosomatídeos (BALAÑA-FOUCE et al., 2006),  

�-hidroxiacidodesidrogenase isosoenzima II (CHENA et al., 2004), oleato desaturase 

(MALDONADO et al., 2006)  e DHOD (diidrooronato desidrogenase) (NARA et al., 

2005). 
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1.1.6 Toxicidade 

A mutagenicidade e a possível carcinogenicidade dos nitrofuranos devem-se, 

provavelmente, à presença de dois grupos potencialmente reativos: o nitro na 

posição 5 e os substituintes (R )na posição 2 do anel furânico (McCALLA, 1983; LAU 

et al., 1992; KOBIERSKA-SZELIGA et al., 1994; MECCA et al., 2002; HIRAKU, 

2004). 

O Esquema apresentado na Figura 18 mostra os mecanismos, propostos na 

literatura, de toxicidade e mutagenicidade dos nitrofurânicos (McCALLA, 1983; 

MECCA et al., 2002; HIRAKU, 2004). Em sistemas bacterianos, o requisito básico 

para a ação mutagênica de compostos nitrofurânicos é a redução promovida por, no 

mínimo, três nitrorredutases. Estas reduções resultam em cadeia de reações, que 

levam à formação de espécies eletrofílicas que podem reagir com o DNA. 
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Figura 18. Possíveis mecanismos de mutagenicidade dos nitrofurânicos. 
Fonte: Adaptado de McCALLA, 1983; MECCA et al., 2002; HIRAKU, 2004. 
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A completa redução destes compostos envolve a adição de 6 eletróns para 

formar a amina via o intermediário nitroso (2e-) e hidroxilamínico (4e)-; entretanto 

alguns fármacos não prosseguem, além da formação da hidroxilamina (TOCHER, 

1997). 

O alvo destes compostos é o DNA; a redução dos mesmos causa quebra e 

desestabilização da sua hélice (EDWARDS, 1993). O grau do dano está relacionado 

com a composição da fita e aumenta com a presença de adenina (A) e timina (T) no 

DNA. A identificação do agente causador do dano não está bem elucidada, já que os 

produtos finais da redução desses compostos são inativos, mas a redução dos 

mesmos na presença do DNA resulta em dano, sugerindo que esse é causado pelos 

pequenos intermediários formados pela adição de no mínimo 4 elétrons. 

Paralelamente, ocorre a abertura do anel nitrofurânico, formando derivado nitrila 

inativo (McCALLA,1983; KOBIERSKA-SZELIGA et al., 1994). 

A Figura 19 mostra a redução desses compostos (TOCHER, 1997). 

Figura 19.  Ativação por redução de compostos nitroaromáticos (TOCHER, 1997). 

 
Estudo de relações quantitativas entre estrutura e atividade (QSAR) sobre 2-

nitrocompostos aromáticos utilizados como agentes antibacterianos demonstraram 

que o aumento da densidade eletrônica no carbono da posição 2 do anel aromático, 

aumenta o efeito mutagênico. Possivelmente, a maior densidade eletrônica neste 

carbono deva estabilizar o anel furânico e aumentar a probabilidade para a reação 

com o DNA (DEBNATH et al., 1993). 
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O trabalho de revisão de STOPPANI et al.(1996), descreve o papel das 

espécies de oxigênio ativo na quimioterapia da doença de Chagas, incluindo as 

propriedades eletrônicas de novos compostos em relação à capacidade de produzir 

radicais nitro-aniônicos e a respectiva atividade tripanomicida. 
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1.2 Planejamento de Novos Fármacos 

O processo de descoberta de novos fármacos, também uma atribuição da 

Química Farmacêutica e Medicinal, caracteriza-se por sua complexidade, fruto da 

multiplicidade de fatores que envolvem o planejamento molecular de novas 

estruturas capazes de apresentar os efeitos farmacológicos desejados, com  

emprego terapêutico seguro (BARREIRO, 2001).

Ainda hoje, existem diversos fármacos (alguns muito potentes), cujas 

características físico-químicas, organolépticas, farmacocinéticas, farmacológicas e 

toxicológicas são barreiras para sua aplicação clínica (ZHENG, 1999; HAN e 

AMIDON, 2000). 

Para otimizar as características físico-químicas de um fármaco podem-se 

derivar certos grupos funcionais polares com pequenas moléculas orgânicas 

biorreversíveis, mascarando tais características sem alterar permanentemente as 

propriedades da molécula. Tal estratégia tem sido utilizada com sucesso e grupos 

funcionais tais como álcoois são convertidos em ésteres, os quais podem ser 

rapidamente convertidos in vivo por via quimica ou enzimaticamente (ZHENG, 1999). 

Esta estratégia para a superação dos problemas anteriormente referidos e para 

a busca de novos compostos terapêuticos é a latenciação de fármacos, em que o 

termo latente significa: presente ou existente, mas não manifestada, exibida ou 

desenvolvida (CHUNG et al., 2005). 

A latenciação de fármacos foi proposta, em 1959, por HARPER, a qual consiste 

na transformação do fármaco em forma de transporte inativo que, in vivo, mediante 

reação química ou enzimática, libera a porção ativa no local de ação ou próximo 

dele. Entretanto, somente em meados da década de 1970, quando pesquisadores 

começaram a localizar os alvos dos fármacos no organismo e compreender a 

farmacocinética dos mesmos é que o processo de latenciação tomou uma direção 

mais definida (HAN e AMIDON, 2000; CHUNG et al., 2005). Nos últimos anos, a 

latenciação tornou-se uma das principais ferramentas no desenvolvimento de novos 

quimioterápicos, para o combate de enfermidades como o câncer e a AIDS (CHUNG 

et al., 2005). 

O fármaco latente é uma espécie de “Cavalo de Tróia”, uma vez que este 

engana o organismo, mas não para destruí-lo e sim para ajudá-lo. Tanto o fármaco 

latente quanto o análogo, possuem estruturas químicas similares, mas as 
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propriedades biológicas desses compostos diferem em relação à do fármaco matriz 

quanto a: atividade, potência, biodisponibilidade, síntese, espectro de ação, índice 

terapêutico, entre outros. Um análogo, muitas vezes, difere do fármaco protótipo em 

um só átomo ou em um grupo de átomos. Todavia, estruturalmente, o fármaco

protótipo e o análogo possuem características próprias, oriundas de sua estrutura 

química (Figura 20). Nos últimos anos, a latenciação tornou-se uma das principais 

ferramentas no desenvolvimento de novos quimioterápicos, para o combate de 

enfermidades como o câncer e a AIDS (CHUNG et al., 2005). 

   

Figura 20. Diferenças entre Fármaco, Pró-fármaco e Análogo (CHUNG et al., 2005). 

 

Muitos problemas relacionados ao fármaco matriz justificam a busca por 

novos fármacos latentes, tais como: problemas farmacocinéticos, alta toxicidade, 

baixa estabilidade química, solubilidade inapropriada, odor e paladar indesejáveis, 

dor no local da administração e formulação farmacêutica de difícil preparo. Os 

principais problemas farmacocinéticos descritos por BUNDGAARD (1991) incluem: 

deficiência de biodisponibilidade oral (coeficiente de partição inadequado e/ou 

hidrossolubilidade); distribuição inespecífica e incapacidade de atravessar diversos 

tipos de barreiras biológicas (mucosa gástrica, pele, córnea e barreira 

hematoencefálica) que separam o fármaco de seu local de ação, entre outros. 



Introdução 23

          As formas latentes de fármacos podem ser classificadas, de acordo com 

Wemuth(2004) em pró-fármacos clássicos, bioprecursores, fármacos dirigidos e pró-

fármacos mistos.  Albert (1958) definiu pró-fármaco como qualquer composto que 

sofre biotransformação antes de exibir seus efeitos farmacológicos.Uma definição 

mais abrangente, considera um pró-fármaco como um fármaco ativo, quimicamente 

transformado em um derivado inativo, o qual é convertido no fármaco matriz dentro 

do organismo antes ou após alcançar seu local de ação por um ataque químico ou 

enzimático ou de ambos (CHUNG et al., 2005). 

O desenvolvimento de pró-fármacos tem como objetivo resolver diversos 

problemas relacionados aos fármacos atuais: alterar a farmacocinética do fármaco in

vivo, para melhorar sua absorção, distribuição, biotransformação e excreção; 

diminuir sua toxicidade e os efeitos adversos; aumentar sua especificidade e tempo  

ação e sua solubilidade e estabilidade. 

      Os pró-fármacos possuem alguns fatores importantes em seu desenvolvimento, 

para permitir o aprimoramento das propriedades do fármaco matriz, tais como: ser 

inativo; sua síntese  deve ser menos complexa que a do fármaco matriz; a ligação 

entre o fármaco matriz e o transportador deve ser cindida, in vivo, por via química ou 

enzimática; o transportador não deve ser tóxico; deve também possuir cinética 

adequada de biotransformação direta tanto quanto de inativação, assegurando 

níveis eficazes do fármaco no local de ação. 

A vantagem do desenvolvimento de pró-fármacos é a facilidade de obtenção 

de novos compostos, não considerados “me too” e, portanto passível de patentes 

(CHUNG et al., 2005; SILVA et al., 2005). Nesse contexto, diversos pró-fármacos 

foram inseridos na terapêutica. No mercado alemão, cerca de 6,9% dos fármacos 

comercializados são pró-farmacos. Entre eles destacam-se substâncias como: 

enalapril, omeprazol, sinvastatina e aciclovir, considerados blockbusters devido ao 

potencial mercadológico (ETTMAYER et al., 2004). 

Diversas técnicas metodológicas foram descritas na literatura (KUBINYI,1995; 

BÖHM, 2000), permitindo  avanços significativos no planejamento e 

desenvolvimento de novos fármacos, tais como: química combinatória (GORDON, 

KERWIN, Jr, 1998), engenharia genética (MEYER, 1996), cristalografia de proteínas 

(RONDEAU e SCHREUDER, 1996), técnicas multidimensionais em RMN ( 

SCHUKER et al., 1996) relações quantitativas entre estrutura química e atividade 
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biológica-QSAR (HANSCH e FUJITA, 1964; FUJITA,  1990; KUBINYI, 1993, 1995;  

SEYDEL, 1979) e a variante QSAR-3D, modelagem molecular, planejamento dirigido 

com base na estrutura e auxiliado por computador, CADD (KUBINYI, 

1993,1998a,1998b; KLEBE, 1999; SCHUKER et al., 1996; BÖHM, 1993;  BÖHM et 

al., 2000; AGUIRRE et al., 2006),  e também planejamento de 4D-QSAR ( Liu et al., 

2003; PITA et al., 2006), entre outras. 

No caso de antichagásicos várias substâncias são projetadas somente contra 

a forma epimastigota, embora alguns autores já relatam sensibilidades diferentes a 

fármacos entre formas diferentes do parasito. Em relação aos testes in vivo, uma 

padronização de modelos biológicos em ambas as fases, aguda e crônica, e de 

parâmetros da cura é de suma importância (COURA e CASTRO, 2002). 

 Segundo CROFT e colaboradores (2005), novos compostos antichagásicos 

(Figura 21) estão em fase pré-clínica, como: triazóis (ravuconazol (XVII) e TAK-187 

(XVIII); o inibidor irreversível (K-777) (XIX) da cruzipaína, uma enzima (protease) 

essencial presente em todos os estágios do T. cruzi e que possui atividade in vitro e 

in vivo; novos derivados triazóis, como o D-0870 (XX), que são inibidores da esterol 

C14� desmetilase do T. cruzi, possuindo atividade potente e seletiva, erradicando o 

parasita em modelos animais em ambas as fases da doença de Chagas (aguda e 

crônica), estando atualmente em desenvolvimento como agentes antifúngicos 

sistêmicos. 
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Figura 21. Estrutura química de novos compostos antichagásicos: (XVII) ravuconazol, 
(XVIII) TAK-187, (XIX)) K-777 e (XX) D-0870 (CROFT et al., 2005). 
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AGUIRRE e colaboradores (2005) desenvolveram 26 compostos derivados de 

benzofuroxanas, entre eles, o composto (I), que originou diversos análogos com 

excelente atividade in vitro, contra a forma epimastigota do T.cruzi, sendo o 

composto (II) o mais eficiente. Também foi verificado que quando se retira o grupo 

fenil destes análogos, ocorre a perda de atividade (Figura 22). 
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R = -Ph-

 
Figura 22. Estrutura química dos compostos antichagásicos (XXI) e (XXII) 

(AGUIRRE et al., 2005). 
 

Ainda, outros compostos, descritos por SOUZA e colaboradores (2005), 

demonstraram atividade antichagásica em testes in vitro contra as formas 

tripomastigota e amastigota, entre os quais, (-) metilpluviatolida e (-) cubebina, mas 

não in vivo. 

Embora haja um empenho pela busca por medicamentos para a doença de 

Chagas, a Figura 23 mostra os cinco projetos em desenvolvimento, que fazem parte 

do portifólio da Drugs for Neglected Diseases Initiative (DNDi), de novos agentes 

antichagásicos, tais como: benzofuroxanas, inibidores de tripanotiona redutase (TR), 

inibidores de diidrofolato redutase (DHFR), nitroimidazóis e o ravuconazol; sendo 

este último já em fase pré-clínica (DNDi, 2006). 

 
Figura 23. Projetos em desenvolvimento de novos compostos antichagásicos (DNDI, 2006). 
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1.2.1 Nitrofural 
O nitrofural [5-nitro-2-furfurilidenossemicarbazona], (Figura 24), foi sintetizado 

com base no conhecimento de que o ácido furóico, bem como seus derivados 

alquilados e mercuriais, apresentavam atividade bacteriostática (DODD e 

STILLMAN, 1944) contra bactérias Gram-positivas e negativas. 
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Figura 24. Estrutura química do nitrofural. 

Este fármaco foi empregado, inicialmente, durante a II Guerra Mundial, para o 

tratamento de queimaduras, apresentando amplo espectro de atividade 

antibacteriana (CRENSHAW et al., 1976).  

Em 1969, ANDRADE e BRENER observaram que a atividade tripanomicida 

do nitrofural tornava o T.cruzi inativo. Em 1988, HENDERSON e colaboradores 

constataram a inibição da tripanotiona redutase por naftoquinonas e nitrofuranos, 

incluindo o nitrofural. 

GONÇALVES e colaboradores, em 1994, identificaram potenciação da 

atividade do nitrofural em associação com primaquina, quando ensaiado em cultura 

de células LLC-MK2, infectadas com formas tripomastigotas de T.cruzi. 

A formação do nitro radical aniônico a partir do nitrofural foi comprovada por 

meio de geração eletroquímica, com o uso de eletrodo de carbono vítreo (LA-

SCALEA et al., 1999). 

 A toxicidade desse nitrofurano é alta por via oral, em razão da hemólise e 

neuropatia graves que provoca. Em alguns países foi retirado do mercado e em 

outros continua a ser empregado apenas por via tópica, no tratamento de infecções 

estafilocócicas da pele, queimaduras e úlceras, especialmente aquelas resistentes a 

outros fármacos (KOROKOLVAS, 2003). 
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1.2.2 Hidroximetilnitrofural 
Em 1996, CHUNG sintetizou pró-fármacos recíprocos derivados de 

primaquina e nitrofural. O intermediário de síntese destas bases de Mannich, o 

hidroximetilnitrofural (Figura 25), mostrou-se mais ativo que o fármaco utilizado na 

terapêutica (benznidazol) e também que o nitrofural, ressaltando o papel da 

modificação molecular, mais especificamente da latenciação, no aprimoramento da 

ação de fármacos.  
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Figura 25. Estrutura química do hidroximetilnitrofural. 

 

A Figura 26 mostra que a atividade do NFOH é maior tanto nas formas 

tripomastigota quanto na amastigota,  comparativamente ao benznidazol. 

Figura 26.  Efeito de 5�M e 10�M de NF e  NFOH; 10�M benznidazol (Bz) em 
porcentagem de amastigotas  e t r ipomastigotas  em 6, 7, 8, 12, 14, e 15 dias 
após a infecção das células com formas amastigotas  e t r ipomastigotas  de T.
cruzi .  Controle: 100%  amastigotas  e t r ipomastigotas  (CHUNG et al . ,  2003). 

 

O aspecto altamente promissor desse composto é a diminuição da toxicidade 

em quatro vezes, comparativamente ao nitrofural, segundo observado no teste de 
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mutagenicidade em duas l inhagens de Salmonella typhimurium  (TA98 e 

TA102) (GUIDO et al., 2001). 

As Figuras 27 e 28 apresentam os resultados do estudo de GUIDO et al., 

2000, o qual relata que para as mesmas concentrações utilizadas, o número de 

revertentes do pró-fármaco NFOH é menor em relação ao número de revertentes 

obtidos nos ensaios com o composto matriz NF em ambas as linhagens utilizadas. 

Os resultados indicaram que a latenciação do nitrofural (NF) em hidroximetilnitrofural 

(NFOH) foi capaz de diminuir a atividade mutagênica em aproximadamente 4 vezes, 

nos ensaios com (+S9) ou sem ativação metabólica (-S9), em  ambas linhagens  

testadas. 

 

Figura 27. Atividade mutagênica (S.Typhimurium cepa TA98) dos compostos NFOH e NF 
em ensaios com (+S9) e sem (-S9) ativação metabólica (GUIDO et al., 2000). 
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Figura 28. Atividade mutagênica (S. Typhimurium cepa TA102) dos compostos NFOH e NF 
em ensaios com (+S9) e sem (-S9) ativação metabólica (GUIDO et al., 2001). 

 
 

Testes de toxicidade aguda (14, 28 e 60 dias), realizados com camundongos 

por vias oral e intraperitonial, indicaram baixa toxicidade do derivado 

hidroximetilnitrofural (DL > 2000 mg/kg)50  e ainda permitiram demonstrar menor 

toxicidade do derivado em relação ao fármaco matriz (NF, DL50 197,2 mg/kg por esta 

via). Estes resultados justificam a continuidade dos testes pré-clínicos em outras 

espécies animais, como ratos e cães (MELO et al., 2006). 

Em 2005, LA-SCALEA e colaboradores estudaram o comportamento 

voltamétrico do nitrofural e do derivado hidroximetilnitrofural por voltametria cíclica, 

varredura linear e pulso diferencial, comparando-o ao do metronidazol e do 

cloranfenicol. A redução do nitrofural é pH-dependente e em meio ácido o derivado 

hidroxilamínico, envolvendo 4 elétrons, é o principal produto formado. 

Em meio alcalino e com prévio tratamento do eletrodo de carbono vítreo, a 

redução do nitrofural ocorre em duas etapas: a primeira envolve 1 elétron para 

formar o nitro-radical aniônico e a segunda etapa corresponde à formação da 

hidroxilamina. O hidroximetilnitrofural possui comportamento voltamétrico  

semelhante e, de forma análoga, apresentou a mesma eletroatividade e capacidade 

de estabilização do nitro-radical, indicando que a modificação molecular do nitrofural 

não introduziu alterações no seu comportamento voltamétrico. Embora o estudo 
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voltamétrico tenha sido incapaz de explicar as diferenças biológicas entre ambos 

compostos, a voltametria pode ser uma técnica complementar útil para ajudar 

estudos de mecanismos biológicos (LA-SCALEA et al., 2005). 

BARBOSA e colaboradores (2007), utilizando reação de trans-splicing 

observaram que o NFOH interfere no processo de pré-maturação do RNA 

mensageiro, afetando o processamento de RNA nestes  parasitas. 
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1.2.3 A importância da hidrólise no planejamento de pró- fármacos 

 
Uma vez que o pró-fármaco necessariamente deve sofrer metabolismo 

enzimático ou químico, in vivo, para liberar o princípio ativo, o estudo 

farmacocinético torna-se essencial para definição farmacológica. 

Dessa forma, o conhecimento do tempo de conversão do pró-fármaco para 

sua forma ativa torna-se imprescindível, pois se houver hidrólise muito rápida, o pró-

fármaco não terá vantagens em relação ao fármaco matriz e se o tempo para a 

conversão for muito longo, inviabiliza sua utilização na terapêutica, uma vez que o 

fármaco matriz poderá não atingir a concentração plasmática desejada (CHUNG et 

al., 2005). 

A fenacetina, é um derivado do paracetamol com importante atividade 

analgésica. Durante seu metabolismo ocorre reação hidrolítica que leva à formação 

do derivado p-fenetidina (Figura 29), que não possui atividade analgésica. Ademais, 

esse composto inativo, pode sofrer reações de O-desalquilação catalisadas pelo 

citocromo P450, levando a formação de derivados tipo iminoquinonas, com potencial  

efeito hepatotóxico (BARREIRO e FRAGA, 2001). 
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Figura 29. Hidrólise da fenacetina levando ao metabólito p-fenetidina inativo. 
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A hidrólise é uma importante reação metabólica para fármacos cujas 

estruturas contêm grupamentos éster e amida. Todos os tipos de ésteres e amidas 

podem ser metabolizados por esta via. A hidrólise de ésteres freqüentemente é 

catalisada por esterases não-específicas do fígado, rins e outros tecidos, assim 

como pelas pseudocolinesterases do plasma. A conversão de amidas em aminas 

também é catalisada por esterases não-específicas, assim como por amidases não-

específicas, carboxipeptidases, aminopeptidases e deciclases. Essas enzimas são 

encontradas em vários tecidos do organismo (THOMAS, 2003; FLORENCE e 

ATTWOOD, 2003; BARREIRO e FRAGA, 2002). 

A ampicilina é um dos mais representativos antibióticos �-lactâmicos e, 

apesar de ser largamente utilizado como antibiótico de largo espectro, sofre baixa 

absorção quando administrada por via oral: apenas 40% do fármaco é absorvido 

depois da administração. Através do processo de latenciação, ésteres lipofílicos 

aciloxialquil foram desenvolvidos, aumentando a absorção para cerca de 90% 

(Figura 30). Uma vez absorvido, o pró-farmaco sofre reações de hidrólise liberando o 

fármaco ativo (ampicilina) em aproximadamente 15 minutos (SILVA et al., 2005). 
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Figura 30. Hidrólise de pró-farmacos derivados da ampicilina. 

 

O enalapril é um fármaco anti-hipertensivo, inibidor da enzima conversora de 

angiotensina, que possui absorção entre 60 e 70%. Uma vez absorvido, o enalapril é 

convertido ao seu ácido de origem, através da hidrólise da ligação éster, condição 

essencial para a produção do efeito farmacológico (PEREIRA, 2007). 
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Figura 31. Hidrólise do enalapril levando à formação do ácido enalaprilato (ativo). 
 

A lovastatina é uma lactona inibidora da 3-hidroxi-3-metil-glutaril-Coa (HMG-

CoA) redutase, enzima envolvida na biossíntese do colesterol. A reversibilidade da 

hidrólise de lactonas inibidores de HMG-CoA redutase tem sido demonstrado em pH 

gástrico (pH=2) a 37ºC. Para o pró-fármaco lovastatina, a hidrólise reversível da 

lactona  no seu derivado ativo hidroxi-ácido ocorre com valor de meia-vida, de cerca 

de 1 hora (Figura 32). Em contraste, esta hidrólise reversível ocorre muito mais 

lentamente em pH próximos à neutralidade como por exemplo no intestino (TESTA e 

MAYER, 2003). 
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Figura 32. Hidrólise da lovastatina em seu metabólito ativo derivado hidroxi-ácido. 

 
 

 LARSEN e colaboradores (2003), relataram a obtenção de bases de Mannich 

N-cíclicas derivadas de prilocaína, com potencial atividade anestésica, e melhor 
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perfil terapêutico, por conta da liberação prolongada da prilocaína. Para essa 

liberação, é necessário reação hidrolítica da 4-imidazolidinona, conforme podemos 

evidenciar na Figura 33. 
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Figura 33. Reação hidrolítica do derivado 4-imidazolidinona no composto ativo prilocaína. 

 
 

Os derivados N-(hidroximetilados) de nitrofurantoína, antibacterianos 

utilizados no tratamento de infecções do trato urinário, são pro-fármacos de elevada 

biodisponibilidade. Sua maior atividade antibacteriana pode ser devido a liberação 

de formaldeído (CH2O) próximo ao local de ação, neste caso o trato urinário, durante 

o processo de biotransformação (Figura 34) (TESTA e MAYER, 2003). 
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Figura 34. Mecanismo de conversão alcalina para compostos derivados de N-(hidroximetil) 
(LARSEN e BUNDGARD, 1994; TESTA e MAYER, 2003). 

 

 

1.3  Noções gerais sobre parâmetros farmacocinéticos 

A ação de um fármaco, quando administrado a humanos ou animais, pode ser 

dividida em três fases: farmacêutica, farmacocinética e farmacodinâmica. 

Na fase farmacêutica ocorre a desintegração da forma farmacêutica 

administrada, seguida da dissolução da substância ativa. 
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A fase farmacodinâmica está relacionada com a interação do fármaco com 

seu alvo (receptor: enzimas, ribossomos, DNA, RNA, etc.) e a conseqüente 

produção do efeito terapêutico e pode ser entendida como “o que o fármaco faz no 

organismo”. 

A fase farmacocinética abrange os processos de absorção, distribuição, 

metabolismo (biotransformação) e excreção (ADME), ou seja, “o que o organismo 

faz com o fármaco”. (HARDMAN e LIMBIRD, 2004; PEREIRA, 2006). 

Tradicionalmente, a pesquisa de fármacos concentra seus esforços iniciais na 

fase farmacodinâmica. Triagens preliminares usam modelos in vitro, tais como 

enzimas ou tecidos para obter a relação entre os novos compostos e sua potência 

agonista ou antagonista. Caso o resultado seja promissor, testes in vivo em modelos 

animais são a seguir realizados. 

No processo de descoberta de novos fármacos, a previsão dos processos de 

ADME, logo nos estágios iniciais da pesquisa é de extrema importância.  A 

otimização dessas propriedades, através de modificações moleculares de 

compostos promissores é essencial na seleção de compostos candidatos, com 

maiores probabilidades de não serem abandonados, mais adiante, na fase clínica. O 

fracasso na fase clínica representa grandes perdas de tempo e dinheiro (PEREIRA, 

2006). 

 A primeira fase farmacocinética, a absorção, pode ser definida como a 

passagem do fármaco de um meio externo ao organismo para o sangue, que o 

conduzirá aos diferentes tecidos e órgãos. Para que este processo ocorra é 

necessário que o fármaco atravesse as membranas biológicas sob influência das 

características físico-químicas de ambos (WINTER, 1988; HARDMAN e LIMBIRD, 

2004). 

 Segundo BOROUJERDI (2002), o processo de absorção pode ser avaliado 

por quatro parâmetros farmacocinéticos obtidos através da construção de uma curva 

de sua concentração plasmática versus tempo: ka (constante de absorção), Cmax 

(concentração plasmática máxima), tmax (tempo de ocorrência da concentração 

plasmática máxima) e AUC (área sob a curva). 
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 Uma vez ocorrida a absorção ou administração endovenosa, o fármaco 

distribui-se para outros compartimentos (WINTER, 1988; HARDMAN e LIMBIRD, 

2004). 

A velocidade de distribuição sofre interferência de alguns fatores fisiológicos 

como fluxo sangüíneo e características da membrana, assim como das propriedades 

físico-químicas do fármaco que determinam a sua capacidade para atravessar as 

membranas e sua afinidade para ligar-se com proteínas plasmáticas. Quanto maior a 

afinidade e extensão de ligação com essas proteínas, menor o acesso desse 

fármaco a outros compartimentos do organismo. 

 O processo de distribuição de um fármaco pode ser quantificado, através do 

parâmetro volume de distribuição (Vd), que descreve a relação entre a quantidade 

do fármaco existente em todo o organismo e a quantidade existente no plasma, e 

conceitualmente se define como o volume no qual o fármaco deve estar contido para 

que a sua concentração se iguale à do plasma (WINTER, 1988; HARDMAN e 

LIMBIRD, 2004). 

 Em farmacocinética clínica, o Vd é um importante parâmetro empregado para 

a construção do regime de dose que será utilizado no paciente. Em conjunto com a 

concentração alvo no estado de equilíbrio, o Vd pode ser utilizado para calcular a 

dose de ataque e a quantidade do fármaco no organismo em qualquer momento 

desde que se obtenha uma concentração plasmática para estimar a viabilidade de 

utilizar-se a hemoperfusão ou hemodiálise para a remoção do fármaco do organismo 

(BJORNSSON, 1997). 

 Na biotransformação (metabolismo), o fármaco é submetido a reações 

químicas, geralmente mediadas por enzimas, que o convertem em um ou mais 

compostos diferentes do originalmente administrado (metabólitos), os quais sempre 

com polaridade crescente, para que sejam excretados em meios aquosos, 

especialmente pela urina.  

 As reações mais comuns da biotransformação de fármacos são classificadas 

como de fase 1 (oxidação, redução e hidrólise) e fase 2 (conjugação). Os produtos 

de degradação (metabólitos), por sua vez podem ser inativos ou ativos (WINTER, 

1988; HARDMAN e LIMBIRD, 2004; PEREIRA, 2006). 
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 Em geral, o fígado é o mais importante e algumas vezes o único sítio de 

biotransformação de fármacos; ocasionalmente o fármaco é biotransformado em 

outros tecidos como os rins, pele,  pulmões,  sangue e trato gastrintestinal. 

 Participam dessas reações série de enzimas não-microssômicas, como a 

monoaminoxidase (MAO) de origem mitocondrial e esterases solúveis presentes no 

plasma, e enzimas microssomais que pertencem à superfamília de enzimas do 

CYP450 (WINTER, 1988; HARDMAN e LIMBIRD, 2004). 

 O complexo enzimático citocromo P450 (CYP450) é o principal responsável 

pela biotransformação de fármacos no organismo humano, mais propriamente pelas 

reações de oxidação da fase farmacêutica. Esse sistema, presente em maior 

quantidade e variabilidade no tecido hepático, pode também ser encontrado em 

menor quantidade nos pulmões, rins, bexiga, e outros órgãos.  

 O CYP450 apresenta várias isoformas, que são formas múltiplas da mesma 

enzima, que catalisam o mesmo tipo de reação com afinidades diferentes frente aos 

substratos, biotransformando, portanto, fármacos distintos. Além disso, as isoformas 

diferem na sua distribuição pelo organismo e na modulação de sua atividade, 

apresentando diferentes inibidores, indutores e fármacos marcadores (WINTER, 

1988; HARDMAN e LIMBIRD, 2004). 

 No processo de biotransformação podem ser originados produtos 

farmacologicamente ativos, produtos inativos ou produtos dotados de significativa 

toxicidade. De maneira geral, esses produtos possuem maior hidrossolubilidade e, 

portanto, são mais facilmente eliminados pelo organismo. (WINTER, 1988; 

HARDMAN e LIMBIRD, 2004). 

 Quando administrados pela via oral, os fármacos atingem o sistema porta 

hepático para chegar à circulação sistêmica, expondo a dose administrada aos 

sistemas enzimáticos. Se o fármaco sofre rápida e considerável biotransformação 

nessa primeira passagem pelo tecido hepático, somente pequena fração da dose 

administrada alcançará a circulação sistêmica (efeito de primeira passagem), 

levando à baixa biodisponibilidade (WINTER, 1988; HARDMAN e LIMBIRD, 2004). 

 Os parâmetros farmacocinéticos relacionados ao processo de 

biotransformação são: a constante de eliminação (Kel) e o “clearance” (Cl) 

(WINTER, 1988; HARDMAN, 2004). 
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 A meia-vida (t1/2) de eliminação é um parâmetro híbrido do “clearance” e do 

volume de distribuição e representa o tempo necessário para que a concentração 

plasmática do fármaco decline para a metade (ATHANI et al., 1990). 

 O parâmetro meia vida (t1/2) é útil para selecionar o intervalo de dose de um 

regime posológico, para prever o grau de flutuação da concentração plasmática 

durante o intervalo de dose, prever quanto tempo será necessário para atingir-se o 

estado de equilíbrio e para prever quanto tempo será necessário para que uma dada 

concentração decline à outra concentração específica, se não for administrada nova 

dose (WINTER, 1988; HARDMAN e LIMBIRD, 2004). 

 Para a maioria dos fármacos utilizados na terapêutica, a biotransformação é 

um processo essencial para a sua inativação e excreção renal. Apenas uma 

pequena parte das substâncias é eliminada do organismo de forma inalterada. 

Alguns fármacos são excretados via bile e substâncias voláteis são excretadas pelos 

pulmões. 

 A excreção é a passagem do fármaco da circulação sangüínea para o meio 

externo, sendo os rins as principais vias de excreção dessas substâncias. Os 

mecanismos envolvidos na excreção renal são filtração glomerular, secreção tubular 

ativa e difusão passiva, sendo os dois primeiros os mais efetivos (WINTER, 1988; 

HARDMAN e LIMBIRD, 2004). 

 Na presença de insuficiência renal, fármacos e metabólitos ativos excretados 

fundamentalmente pelos rins podem-se acumular, alterando os parâmetros 

farmacocinéticos realcionados ao processo de eliminação: constante de eliminação 

(Kel) e “clearance” (Cl), com conseqüências sobre a meia vida do fármaco. 

 “Clearance” é um termo usado para indicar a remoção completa de 

determinada substância de um volume específico de sangue na unidade de tempo. 

O “clearance” é expresso em volume por unidade de tempo (mL/min ou L/h), e 

compreende todos os processos que resultem na eliminação do fármaco do 

organismo. Assim, a biotransformação hepática somada à excreção renal de um 

determinado fármaco levam ao que chamamos de depuração sistêmica total, ou 

“clearance” total. 
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  Cl Total = Cl  + Cl renal hepático + Cl outros* 
  (* refere-se a outras vias de excreção) 

 

Quando o fármaco é parcial ou totalmente excretado pelos rins de forma 

inalterada, o “clearance” renal pode ser calculado dividindo-se a velocidade de 

excreção urinária (mg/min) pela sua concentração sangüínea (mg/mL). 

Utilizando o parâmetro “clearance” podemos determinar a concentração 

plasmática média no estado de equilíbrio da administração de doses múltiplas, 

calcular a dose/tempo necessária para atingir determinada concentração plasmática 

média e fazer ajustes de dose para pacientes com hepatopatias ou nefropatias 

(WINTER, 1988).  

Muitas vantagens estão associadas com o aumento da estabilidade 

metabólica: aumento da biodisponibilidade e maior t1/2, que por sua vez, pode 

permitir doses menores e menos freqüentes, proporcionando melhor adesão do 

paciente; melhor congruência entre dose e concentração plasmática, 

conseqüentemente reduzindo o mesmo e eliminando a necessidade de 

monitoramentos terapêuticos; menores diferenças no metabolismo entre espécies, o 

que pode permitir a melhor extrapolação dos dados de animais para humanos; 

menor variabilidade inter- e intra-paciente nos níveis plasmáticos; redução do 

número e significância de metabólitos ativos e conseqüente redução da necessidade 

de estudos adicionais de metabólitos em animais e humanos. (PEREIRA, 2006). 

Um exemplo da ótima combinação de eficácia, características 

farmacocinéticas, solubilidade em água e perfil de segurança, é relatada na literatura 

para o fluconazol (I) (Figura 35), como um promissor antifúngico. Embora o 

fluconazol possua lipofilicidade suficiente para ser consideravelmente reabsorvido 

(80%) no túbulo renal, sua depuração é predominantemente renal, devido à sua alta 

estabilidade metabólica. A sua baixa taxa de depuração renal proporciona um t1/2 de 

30 horas, adequado para a administração, uma vez ao dia (SMITH, 2000). A 

estabilidade metabólica do fluconazol foi conseguida pela combinação de três 

elementos estruturais: a resistência dos anéis triazólicos ao ataque oxidativo; o 

bloqueio da hidroxilação aromática pela presença dos dois átomos de flúor e o 

impedimento estérico de hidroxila, após anos de modificações moleculares 

sistematicamente planejadas. 
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Figura 35. Estrutura química do antifúngico fluconazol (I). 
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2.  OBJETIVOS 

2.1. Objetivo Geral 

O presente trabalho tem como objetivo o estudo da hidrólise in vitro e in vivo 

do pró-fármaco  hidroximetilnitrofural. 

  

2.2. Objetivos Específicos 

� Preparação e identificação do pró-fármaco hidroximetinitrofural. 

� Desenvolvimento e validação de método de análise de hidroximetilnitrofural e 

nitrofural, por CLAE em pH 1,2 e 7,4 e em plasma. 

� Ensaios de hidrólise in vitro do hidroximetilnitrofural e nitrofural em plasma 

humano e de rato. 

� Ensaios de hidrólise in vivo do hidroximetilnitrofural e nitrofural em plasma de 

ratos Wistar. 

� Determinação de parâmetros farmacocinéticos do hidroximetilnitrofural. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

3.1. Material 

3.1.1. Equipamentos 

� Destilador de água desionizada (Marconi) acoplado a um sistema de 

membrana de osmose-reversa, modelo Q-342, Quimis. 

� Filtro LCR em PTFE modificado 0,45 mm para filtração de solventes 

orgânicos e aquosos.  

� Ultra-som Ultrasonic Cleaner-UNIQUE 

� Incubadoras shaker modelo TE-420,  Tecnal e modelo MA-420, Marconi 

� Centrífuga Excelsa II-Mod.206 BL 

� Sistema de purificação de água Purelab ultra-ELGA 

� Pipetadores Boeco (Germany) 

� Agitador Vortex-Ql-901 

3.1.2. Reagentes e Solventes 

� Acetato de etila (grau HPLC,  Merck e Mallinckrodt ) 

� Acetato de sódio tri-hidratado (grau HPLC , Tedia ) 

� Acetonitrila (grau HPLC , J.T.Baker ) 

� Ácido acético (pa, J.T.Baker) 

� Ácido acético glacial ( grau HPLC,  Tedia ) 

� Ácido sulfúrico (pa, Merck) 

� Água Milli-Q 

� Carbonato de sódio(pa, Mallinckrodt ) 

� Cloreto de potássio ( pa, Mallinckrodt ) 

� Detergente Extran MA-01 (neutro, Merck) 

� Dimetilsulfóxido (pa, Synth) 

� Éter etílico (pa, Synth) 

� Formaldeído (pa, Synth) 

� Hidróxido de sódio (pa, Synth) 

� Metanol (grau HPLC, J.T.Baker e Tedia) 

�  Nitrofural, 2-[(5-nitro-2-furanil)metilenohidrazina (pureza:99,4%), (Sigma-

Aldrich Chemie, Alemanha). 
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� Papel indicador de pH (Merck) 

� Sulfato de sódio anidro (pa, Synth) 

 

3.1.3. Material Biológico 

O plasma humano utilizado neste estudo consiste de um “pool” de plasma, 

cedido pelo Hemocentro, Núcleo de Atendimento ao Consumidor (NAC) da 

Faculdade de Ciências Farmacêuticas, UNESP, Araraquara e mantido congelado até 

o início das análises. 

Para os ensaios in vivo foram utilizados ratos machos Wistar albinos, 

provenientes do biotério central do Campus de Botucatu, UNESP-SP. 

 

3.2.  Métodos 

3.2.1. Limpeza da vidraria 
Os materiais de vidro e plástico utilizados para coleta de plasma humano e de 

animais, foram lavados obedecendo ao seguinte procedimento: mantidos em 

solução aquosa de hipoclorito de sódio de 2 a 3 horas, lavados com detergente 

neutro, enxaguados abundantemente com água corrente, imersos em solução de 

Extran® 20% (MA 02-neutro, Merck) durante aproximadamente 24 horas e, 

enxaguados sucessivamente em água corrente,   água deionizada e água “Milli-Q®”. 

Os materiais de vidro e plástico utilizados para análise em CLAE foram lavados 

seguindo o mesmo procedimento, com exceção da etapa de uso do hipoclorito de 

sódio. A secagem dos materiais foi realizada em estufa a temperatura de 

aproximadamente 40ºC, sendo o material volumétrico seco à temperatura ambiente.  

3.2.2. Preparação do pró-fármaco hidroximetilnitrofural (II) 

  O pró-fármaco NFOH foi preparado à temperatura ambiente, sob agitação 

durante 48 horas, pela reação de 1,08 g de nitrofural (NF) (I) com 18 ml de 

formaldeído em presença de 0,7g de K CO  e 10 ml de H O. Após completar a 2 3 2
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reação, a suspensão foi filtrada e o precipitado foi purificado, conforme procedimento 

descrito por CHUNG (1996). A Figura 36 mostra o esquema da reação. 

 
OO2N

N
NH NH

O

OHOO2N
N

NH NH2

O

CH2O
K2CO3

nitrofural hidroximetilnitrofural
(I) (II)  

Figura 36. Esquema da reação de preparação de NFOH. 

  

3.3. Técnicas Analíticas de Identificação do NFOH

3.3.1. Determinação da Faixa de Fusão 
A faixa de fusão experimental do produto obtido (NFOH) foi determinada 

utilizando aparelho para determinação de ponto de fusão capilar modelo SMP3 da 

Bibby Stuart Scientific.   

 

3.3.2. Cromatografia em camada delgada (CCD) 
Placas de sílica gel G-60, com 0,25 mm de espessura, e placas Alugram Nano-

Sil G/UV 254 da Merck foram utilizadas para o acompanhamento das reações, com 

os seguintes sistemas de eluentes CHCl3/MeOH/AcOH (95:5:3/v:v:v) As placas 

cromatográficas foram reveladas e observadas com iodo e/ou radiação UV. 

 

3.3.3. Determinação da solubilidade de NF e NFOH 

A determinação da solubilidade foi realizada de acordo com critérios 

estabelecidos pela Farmacopéia Brasileira (1988). Foram testados os seguintes 

solventes: água, metanol, etanol, acetona, dimetilsufóxido, dimetilformamida, 

acetonitrila, propilenoglicol, tetrahidrofurano, ácido acético, butanol, álcool 

isopropílico e hidróxido de amônio. As solubilidades foram designadas por termos 

descritivos, apresentados na Tabela 3. 
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Tabela 3. Valores de referência para determinação de solubilidade.

Termo Descritivo Solvente
Muito solúvel Menos de 1 parte 
Facilmente solúvel De 1 a 10 partes 
Solúvel De 10 a 30 partes 
Ligeiramente solúvel De 30 a 100 partes 
Pouco solúvel De 100 a 1000 partes 

 Muito pouco solúvel De 1000 a 10.000 partes 
Praticamente insolúvel ou insolúvel Mais de 10.000 partes 

Fonte: Farmacopéia Brasileira 4ed. (1988) 

 

 

3.3.4 Espectrometria no Ultravioleta (UV) 
Os espectros no ultravioleta foram obtidos em espectrofotômetro ultravioleta 

da marca HITACHI, modelo U-2001. 

3.3.5. Espectrometria no Infravermelho (IV) 
Os espectros no infravermelho foram obtidos em espectrômetro infravermelho 

FTIR-8300 da SHIMADZU Corporation, o qual utiliza o método de Transformada de 

Fourier com a amostra dispersa em KBr. 

3.3.6. Espectrometria de RMN 1H, RMN 13C.

1 13Os espectros de RMN H e C do nitrofural e do pró-fármaco 

hidroximetilnitrofural foram obtidos no espectrômetro Bruker, modelo DRX-400, 9.4 T 

( 300 MHz e 400 MHz), utilizando como solvente DMSO-d6, do laboratório de RMN 

do Departamento de Química da Universidade Federal de São Carlos. 

   

3.3.7. Equipamento e condições cromatográficas 

 
 Para as análises cromatográficas foi utilizado um cromatógrafo líquido 

Shimadzu (Japan) modelo LC-10AD,  equipado com um detector de absorvância UV-

Vis variável modelo SPD-10A UV-Vis, controlador modelo SCL-10A e, um 
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Adesgaseificador modelo DGU-14 , com injetor manual e software (CLASS-VP data 

system, Shimadzu) para aquisição de dados. Coluna analítica de aço inoxidável 

Shimadzu Shim-pack CLC-ODS (M) (250 mm x 4,6 mm I.D., 5 μm; Shimadzu), pré-

coluna Shimadzu Shim-pack G-ODS (4) (10 mm x 4 mm I.D., 5 μm; Shimadzu), fase 

móvel em modo isocrático constituída de acetonitrila-tampão pH 4,6 acetato de 

sódio/ácido acético (21:79/v:v), vazão de 1 mL.min-1 e volume de injeção de 20 �L 

correspondem às condições cromatográficas otimizadas. O comprimento de onda 

utilizado para a detecção de NF e NFOH foi 365 nm.  

 A limpeza da coluna foi realizada diariamente com acetonitrila-água (20:80 v/ 

v) por 12 horas, sendo a água Milli-Q sonicada por 30 minutos anteriormente.     

 

3.4. Procedimento Analítico 
 
3.4.1. Preparação da Solução Tampão Acetato de Sódio/Ácido Acético (pH 4,6) 

A solução tampão foi preparada pela dissolução de acetato de sódio (8 g) em 

500 mL de solução de ácido acético 0,2 M, completando o volume para 1 litro com 

água desmineralizada, grau “Milli-Q®” e ajustando o pH a 4,6. 

 

 

3.4.2. Preparação das soluções dos padrões 
Soluções estoque individuais de nitrofural e hidroximetilnitrofural foram 

preparadas pela dissolução de cada composto em acetonitrila na concentração de 

500 �g/mL. A partir destas, foram preparadas as soluções intermediárias, em 

acetonitrila, através da diluição de volumes adequados das soluções estoque. As 

soluções foram devidamente acondicionadas em balões volumétricos, vedados com 

parafilm, identificadas e protegidas da luz com papel alumínio. O trabalho foi 

desenvolvido com soluções padrões recém-preparadas, ou seja, soluções 

preparadas sempre no mesmo dia de uso, devido a questões de solubilidade e  

fotodegradação   dos compostos estudados. Essas soluções foram utilizadas para a 

obtenção das curvas analíticas em acetonitrila, para investigar a hidrólise in vitro (em 

tampão e em plasma ) e para estabelecer a metodologia analítica. 
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3.4.3. Determinação da linearidade de resposta do detector (UV) em acetonitrila 
A região linear de resposta do detector foi determinada por injeções no CLAE-

UV, nas condições operacionais já otimizadas. Soluções padrão de NF e NFOH, 

preparadas em acetonitrila afim de obter as concentrações de 5,0; 10,0; 15,0; 20,0; 

25,0; 30,0 e 35 �g/ml foram injetadas três vezes. Curvas analíticas foram 

construídas relacionando-se os valores de concentração das soluções do eixo das 

abscissas com a resposta ou sinal do detector (expresso como área do pico 

cromatográfico) dos compostos estudados, no eixo das ordenadas.  

3.4.4. Determinação da linearidade de resposta do detector (UV) em plasma 
humano

A faixa linear do detector foi determinada por injeção em triplicata de soluções 

padrões de NF e NFOH preparadas em acetonitrila, adicionadas em plasma 

humano, afim, de obter as concentrações de 0,10; 0,25; 0,50; 1,5; 3,0; 4,5; 6,0; 8,0 e 

10 �g/ml submetidas ao método analítico apresentado no Fluxograma 2. A curva 

analítica foi construída relacionando-se os valores de concentração das soluções do 

eixo das abscissas com a resposta ou sinal do detector (expresso como área do pico 

cromatográfico) dos compostos estudados, no eixo das ordenadas. 

 

3.5.  Desenvolvimento e validação de método para determinação dos fármacos 
em plasma humano 

3.5.1. Parâmetros investigados 

As amostras de plasma foram descongeladas e  volume adequado  submetido 

à extração líquido/líquido, testando as seguintes condições experimentais: 

- intervalo de pH:  10-11, com uma solução de  NaOH 2 N; 

- seleção do solvente: clorofórmio e acetato de etila ; 

-  agitação em vortex: 1, 2 ,3,4 e 5 minutos; 

-  temperatura de concentração do extrato : 50, 60, 70 e 80 ºC 

-solvente e volume para ressuspender o extrato: acetonitrila, tampão 

acetato de sódio (pH 4,6), tampão acetato de sódio (pH 4,6): acetonitrila  

(79:21/v:v) e carbonato de sódio: acetonitrila (79:21/v:v). 
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Os fluxogramas (Figuras 37 e 38) representam, respectivamente, os 

parâmetros de desempenho investigados e o método proposto para determinação 

de NF e NFOH em plasma humano.  

 

 

 

 

 

 
(NFOH/NF/ ACN  

(500 �g/mL) 
(NFOH/NF)/ H2O

250 �g/mL  

  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
   

Parâmetros testados: 
� Solventes (clorofórmio e acetato de etila) 
� Tempo de agitação (2-5 min) 
� Temperatura do banho de água (50 a 80 oC) 
� pH do meio (10 –11) 
� Solvente: 

� Acetonitrila; tampão acetato; 
� acetato de sódio pH 4,6 : acetonitrila 

(79:21/v:v); 
� carbonato de sódio 1% : acetonitrila 

(79:21/v:v); 
� Volume de solvente: 100 a 300 �L 

2,0 mL Plasma 
(NFOH/NF) 

Acertar o pH

Solvente 
Agitação 

Adicionar NaCl (sólido). 

 Centrifugação 20 min 

Fase aquosa Fase orgânica

(desprezar) 
Filtrar sobre sulfato de sódio anidro.
Evaporar à secura N2). 
Ressuspender com 

20 �L 
CLAE-UV(365 nm) 

(BM + gás 
�L de solvente  

Figura 37. Fluxograma dos parâmetros investigados para análise de NF e NFOH em 
plasma humano. 
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Figura 38. Fluxograma do método proposto para análise de NF e NFOH. 

Amostras:
� Plasma (testemunha) 
� Plasma c/NFOH 
� Plasma c/NF  

(NFOH/NF)/ ACN 
(500 �g/mL) 

(NFOH/NF)/ H2O 
250 �g/mL 

2,0 mL Plasma 
(NFOH/NF) 

pH = 10-11
NaCl  
4,0mL Acetato de etila. 
Agitar por 2 min. 
Centrifugar por 20 min.

Fase aquosa

(desprezar)

Fase orgânica

Filtrar sobre Sulfato de sódio anidro.
Evaporar à secura (50 °C + N2). 
Ressuspender em 300 μL de carbonato de sódio 1%: 
acetonitrila (79:21/v:v)

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

20 �L 
CLAE-UV(365 nm) 

 

 

 

 

 

 

 

3.5.2. Avaliação do método proposto 
 

Em análise de fármacos a validação do método analítico proposto ocorre, 

usualmente, por meio de ensaios de recuperação, uma vez que esse procedimento 

gera todas as informações necessárias para a avaliação do procedimento analítico 

desenvolvido e possa ser aplicado em estudos de farmacocinética (ANVISA,2003).              

A exatidão é a concordância entre o valor real do analito na amostra e o 

estimado pelo processo analítico e a precisão é o parâmetro que avalia a 

proximidade entre várias medidas efetuadas em uma mesma amostra (BRITO et al., 

2003). A validação do método foi realizada seguindo recomendações sugeridas pela 
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ANVISA (2003) para análise de fármacos. Os parâmetros determinados foram: 

linearidade, exatidão, precisão, limite de detecção e de quantificação do método. 

 

3.5.3. Fortificação das amostras
 

A fortificação das amostras de plasma foi realizada preparando-se soluções 

padrão de NFOH e NF em água e adicionando-se volumes adequados destas 

soluções a 2,0 mL de plasma, de modo a obter concentrações de 0,10; 0,25; 0,50; 

1,5; 3,0; 4,5; 6,0; 8,0 e 10  �g/mL.  Estas soluções foram homogeneizadas e 

submetidas ao procedimento proposto. Brancos do método foram obtidos, realizando 

os mesmos procedimentos, sem a adição da amostra dos fármacos em estudo. 

 

3.5.4. Exatidão e precisão intra e inter- ensaios 
 

A exatidão e a precisão (intra e inter-ensaio) do método foram determinadas a 

partir de ensaios de recuperação realizados com amostras de plasma fortificadas em 

3 níveis de concentração ( 0,5 �g/mL; 4,5 �g/mL e 8,0 �g/mL). A determinação inter 

ensaio foi obtida com cinco replicatas realizadas durante 3 dias consecutivos para 

cada nível de fortificação investigado e a intra-ensaio com 10 replicatas, em um 

único dia, para cada nível de fortificação investigado.  

A exatidão e a precisão foram determinadas pelos valores de porcentagem de 

recuperação e do coeficiente de variação (CV), respectivamente. 
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3.5.5. Determinação do limite de detecção e quantificação do equipamento 
(CLAE-UV)

Os limites de detecção (LD) e de quantificação (LQ) do instrumento, para 

cada composto estudado, equações I e II, foram determinados seguindo método 

recomendado pela ANVISA (2003), empregando as curvas analíticas obtidas em 

plasma humano. 

 

LD=DPa x 3/ b (I)                        LQ= DPa x 10/ b (II) 

 

sendo “b” o coeficiente angular da curva analítica de cada composto estudado  e “ 

DPa”  o desvio padrão da curva analítica. 

Operacionalmente, o limite de detecção foi obtido como a menor 

concentração que resultou na distinção do sinal cromatográfico da linha de base; o 

limite de quantificação foi definido como a menor concentração que apresentou 

repetitividade do sinal cromatográfico. 

 

3.5.6. Estudo da estabilidade dos fármacos em amostra congelada 
 

O ensaio de estabilidade tem como finalidade verificar se a concentração da 

substância sofre alterações após um período específico de armazenamento; este 

ensaio corresponde a um pré-processamento laboratorial (CHANG, 2002). 

Amostras de plasma fortificadas em três concentrações situadas nos pontos  

inferior, médio e superior da curva analítica (0,5 �g/mL; 4,5 �g/mL e 8,0 �g/mL),  

foram congeladas (-20 °C). A estabilidade dos fármacos foi analisada por diferentes 

períodos de tempo (1, 2, 3, 8 e 22 dias) de armazenamento. Após esses períodos, 

as amostras foram descongeladas  à temperatura ambiente e analisadas.
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3.6. Conversão in vitro do pró-fármaco NFOH em NF 

3.6.1. Conversão de NFOH em pH 1,2 e 7,4 
 A degradação do pró-fármaco NFOH foi estudada em solução tampão 

aquosa de acetato de sódio (pH 1,2 e 7,4) na concentração de 15 �g/mL, sob 

agitação constante à temperatura de 37 ºC e análise por CLAE. Esta concentração 

foi escolhida por se situar no ponto médio da curva analítica em acetonitrila (item 

4.1.8). As análises foram realizadas em triplicata para cada um dos tempos 

estudados. Os resultados foram expressos pela média das áreas obtidas. 

 

pH 1,2: 0,0; 0,25; 0,50; 1,00; 2,00; 4,00; 8,00; 12,00; 24,00; 48,00; 72,00; 120,00  

horas. 

pH 7,4: 0,0; 0,25; 0,50; 1,00; 2,00; 4,00; 8,00; 12,00; 24,00; 48,00; 72,00; 120,00 

horas. 

 
 
3.6.2. Conversão de NFOH in vitro em plasma humano 
 

Para realizar o estudo de conversão de NFOH em NF, no plasma, foi 

preparada uma solução de NFOH de concentração de 250 �g/ml em água a partir da 

solução estoque de NFOH de 500 �g/ml  em acetonitrila. Esta solução aquosa foi 

adicionada a um volume adequado de plasma para obter  concentração final de 15 

�g/ml de NFOH. 

As análises foram realizadas em triplicata para cada um dos tempos 

estudados. Os resultados foram expressos pela média das áreas obtidas.  

 

pH 7,4: 0,0; 0,25; 0,50; 1,00; 2,00; 4,00; 8,00; 12,00; 24,00; 48,00; 72,00; 120,00 

horas. 
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3.7. Farmacocinética em modelos animais 

3.7.1. Protocolo Experimental 

O protocolo deste estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da 

Faculdade Ciências Farmacêuticas-Unesp-Araraquara (Parecer nº 11/ 2006) em 

anexo A. 

 Ratos Wistar, com peso médio entre 250-300g, foram utilizados nos 

experimentos. Os animais provenientes do biotério central do Campus de Botucatu, 

UNESP-SP foram transferidos para o biotério do Departamento de Fármacos e 

Medicamentos da Faculdade de Ciências Farmacêuticas da Unesp de Araraquara, 

onde permaneceram em condições controladas de temperatura (23	1 ºC), umidade 

(55	5 %) e luz (ciclo 12/12 h), recebendo alimento e água à vontade. Os 

experimentos foram realizados na fase de claro. Os compostos foram administrados 

na forma de suspensão, na dose de 200 mg/kg, em volume não superior a 1mL. As 

soluções foram preparadas, diariamente, em DMSO, a partir de massa adequada 

dos fármacos NF e NFOH. A administração foi realizada por gavagem, uma vez que 

o tratamento aos portadores da doença de Chagas é realizado com medicamentos 

por via oral. 

O protocolo experimental proposto no presente trabalho para o estudo do 

NFOH envolveu o número total de 50 animais por grupo, sendo 5 replicatas para a 

avaliação de 10 tempos de concentração plasmática, viabilizando o cálculo da área 

sob a curva (AUC) e demais parâmetros farmacocinéticos. 

 A dose de 200 mg/kg de NF e NFOH, utilizadas para os estudos 

farmacocinéticos dos dois fármacos, foi escolhida com base nos resultados de 

toxicidade aguda realizados por Mello (2006). Em seu estudo o autor observou que a 

dose de 200 mg/kg dos dois fármacos não produziram mortes, quando solubilizada 

em dimetilsulfóxido (DMSO). 

Os animais utilizados foram distribuídos em dois grupos, permanecendo em 

jejum por 12 horas até a administração do fármaco e mantidos em gaiolas 

adequadas, sem contato com a maravalha e excrementos, até o início do 

experimento.   
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Grupo I: animais tratados com NF, via oral  

Os animais deste grupo (n=50) receberam dose única de 200 mg/kg de NF 

pela via oral (gavagem).  A cinética do NF foi determinada com base na relação 

concentração plasmática versus tempo, a partir das amostras coletadas em 10 

tempos diferentes (0; 0,25; 0,50; 1,00; 2,00; 4,00; 8,00; 12,00; 24,00 e 48,00 horas). 

Para cada tempo de coleta foram empregados 5 ratos (5 replicatas para cada 

tempo). 

As amostras de sangue foram obtidas por decapitação dos animais e 

coletadas em tubos cônicos de plástico com tampas. As amostras de sangue foram 

mantidas à temperatura ambiente por 3-4 horas até a coagulação do sangue e, em 

seguida, centrifugadas a 2800 rpm por 10 minutos e os plasmas transferidos para 

recipientes adequados. Volumes correspondentes a 1,5 mL de plasma foram, então, 

submetidos ao método proposto.   

 

  Grupo II: animais tratados com NFOH, via oral 

Os animais deste grupo (n=50) receberam dose única de 200 mg/kg de NFOH 

pela via oral (gavagem). A cinética do NFOH  foi determinada com base na relação 

concentração plasmática versus tempo, a partir das amostras coletadas em 10 

tempos diferentes (0; 0,25; 0,50; 1,00; 2,00; 4,00; 8,00; 12,00; 24,00 e 48,00 horas).  

Para cada tempo de coleta foram empregados 5 ratos (5 replicatas para cada 

tempo). As amostras de sangue foram mantidas à temperatura ambiente por 3-4 

horas até a coagulação do sangue e, em seguida, centrifugadas a 2800 rpm por 10 

minutos e os plasmas transferidos para recipientes adequados. Volumes 

correspondentes a 1,5 mL de plasma foram, então, submetidos ao método proposto 

e determinadas as concentrações de NFOH,  NF administrado e NF produzido pela 

conversão do NFOH, pelo método de padrão externo, ou seja, usando as equações 

das curvas analíticas preparadas em plasma  (item 4.3). Estas concentrações, para 

cada tempo, foram obtidas usando os valores médios das análises de cinco 

replicatas. 
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3.7.2. Análise Farmacocinética 

  Os parâmetros farmacocinéticos (Tabela 4) foram calculados pelas curvas 

de concentração plasmática versus tempo de NFOH, NF e NF obtido pela conversão 

do NFOH. 

      As meias-vidas (t ), as constantes de velocidade (absorção, K1/2 a e 

eliminação, Kel) , concentração máxima (Cmáx ), tempo máximo (Tmáx), clearance

(Cl), volume de distribuição (Vd), área sob a curva (AUC) dos fármacos foram 

determinados pelo modelo monocompartimental para o NF e bicompartimental para 

NFOH, que melhor se adaptaram aos dados experimentais. 

        Os valores das áreas sob as curvas de concentração plasmática x tempo 

(AUC )0-
  foram calculadas pelo método dos trapezóides. Para o NF e NFOH o 

cálculo do “clearance”(Cl) total aparente foi realizado empregando as equações: 

 Cl/f=dose/AUC  onde: Cl=“clearance”; f=fator de correção; AUC=área sob a 

curva 

Vd/f=Cl/f/�) onde: Vd=volume aparente de distribuição; f=fator de correção; �= 

coeficiente angular da curva.  

Tabela 4. Método para a obtenção dos parâmetros farmacocinéticos. 

Parâmetro Método para obtenção 

Trapezóides AUC0-


Vd/f (L) Cl/f/� 

Dose/AUC Cl�/f (L/h) 

Gráfico T (h)1/2

Kel (h-1 0,693/t) 1/2   

 
 
3.7.3. Análise Estatística 

Para a análise dos resultados obtidos foi utilizado o software EXCEL (pacote 

Office, Windows� XP). 

Os parâmetros farmacocinéticos foram obtidos aplicando-se método gráfico e 

aplicação de fórmulas matemáticas. 
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4.  RESULTADOS E DISCUSSÃO 

O pro-fármaco em estudo já mostrou em investigações, realizadas em nosso 

laboratório, menor mutagenicidade e baixa toxicidade em comparação ao NF, sendo 

ainda necessário a obtenção de mais informações para sua viabilização no mercado 

farmacêutico. 

Portanto, os procedimentos adotados e os resultados apresentados neste 

estudo compreendendo preparação e caracterização do NFOH; desenvolvimento e 

validação de método para determinação do NFOH em plasma animal e humano; 

ensaio de conversão em meio ácido e alcalino (em tampão) e conversão em plasma 

humano e análise farmacocinética desenvolvida segundo os protocolos descritos 

pelo Center for Drug Evaluation and Research (CDER/FDA, 2003) (Cmax, Tmax, 

Kel, t1/2�, “clearance”, Vd e AUC) deverão contribuir para o  desenvolvimento do pró-

fármaco NFOH.  

 

4.1.  Preparação e caracterização estrutural 

A preparação do NFOH a partir do NF foi realizada por adição nucleofílica à 

carbonila de aldeído, reproduzindo o método descrito por CHUNG (1996).  

O produto obtido foi recristalizado com metanol/água e analisado por CCD 

(uma única mancha: Rf 0,72) utilizando-se como sistema solvente 

CHCl :MeOH:CH3 3COOH (95:5:3/v:v:v), como descrito por CHUNG (1996). O 

rendimento da reação foi de 65%, com faixa de fusão de 152-156 ºC demonstrando 

que o método utilizado foi eficiente. Este experimento foi repetido para a obtenção 

de massa adequada para realização dos ensaios. As Tabelas 5 e 6 apresentam, 

respectivamente, as propriedades físico-químicas do NF e NFOH e os resultados 

dos testes de solubilidade realizados em diferentes solventes. 
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Tabela 5. Propriedades físico-químicas do NF e NFOH. 

Estrutura Química 
OO2N

N
NH NH2

ONF

1

2

34

5

6
7 OO2N

N
NH NH

O

OH
1

2

34

5

6
7 8

NFOH

  
Nomenclatura 5-nitro-2-furaldeido 

semicarbazona  ou 2-[(5-nitro-2-
furanila)metileno]carboxiamida 
hidrazina ou 

5-nitro-2-furaldeido N-
(hidroximetil)semicarbazona 
ou hidroximetilnitrofural 

nitrofural 
Massa Molecular 198,14 228,29 
Fórmula Molecular C H N O C H N O6 6 4 4 7 8 4 5

Descrição Pó amarelo Pó amarelo-castanho 
Faixa de 
decomposição  

 236-240 °C   152-156 °C   

Classe Terapêutica Antibacteriano          - 
Estabilidade Fotossensível Fotossensível 
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4.1.1. Determinação da solubilidade de NF e NFOH 

Os testes de solubilidade do NF e NFOH realizados em diferentes solventes 

estão descritos na Tabela 6, confirmando que a introdução do grupo hidroximetilado 

altera a solubilidade. 

Tabela 6. Solubilidade do NF e NFOH em diferentes solventes. 

Solvente Nitrofural Hidroximetilnitrofural 

Água Insolúvel Muito pouco solúvel 
1:10.000 partes 

Metanol Muito pouco solúvel  Muito pouco solúvel 
1:1200 partes 1:1100 partes 

Etanol Muito pouco solúvel  Muito pouco solúvel 
1:3800 partes 1:1000 

Acetona Muito pouco solúvel  Muito pouco solúvel 
1:3000 partes 1:1800 partes 

Dimetilsufóxido Facilmente solúvel Facilmente solúvel 
1:5 partes 1:3 partes 

Dimetiformamida Facilmente solúvel Facilmente solúvel 
1:6 partes 1:4 partes 

Acetonitrila Muito pouco solúvel Muito pouco solúvel 
1:2600 partes 1:2500 

Propilenoglicol Insolúvel Muito pouco solúvel 
1:2500 partes 

Tetrahidrofurano Muito pouco solúvel Muito pouco solúvel 
1:9000 partes 1:1500 

Ácido Acético Insolúvel Muito pouco solúvel 
1:1200 

Butanol Muito pouco solúvel Insolúvel 
1:6000 partes 

Álcool isopropílico Muito pouco solúvel  Insolúvel 
1:3500 

Hidróxido de Amônio Muito pouco solúvel Muito pouco solúvel 
1:6000 1:3000  

 
 
  . 
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4.1.2. Espectrometria no UV 

 A literatura (O’NEIL, M.J., 2006) apresenta para o NF valores de absorbância 

máxima nos comprimentos de onda de 260 e 375 nm. O espectro de UV em metanol 

do hidroximetilnitrofural e do nitrofural (Figura 39) apresentou bandas de absorção 

com �máx. em 260 e 365 nm.  Os dois espectros apresentaram bandas de mesmo 

comprimento de onda, não são sobreponíveis por apresentarem absortividade molar 

diferentes e não existindo deslocamentos significativos para a caracterização do 

NFOH, foi necessário a utilização de outras técnicas, como IV e RMN. 

 
 
Figura 39. Espectros de absorbância no UV-Vis obtidos para hidroximetilnitrofural (NFOH) e 

do nitrofural (NF).   
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4.1.3. Espectrometria no Infravermelho (IV) 

No espectro no IV (KBr) do NF (Figura 40), observam-se bandas de 

deformação axial de amida primária  resultante das deformações simétrica (3 122 cm 
-1 -1) e assimétrica (3 288cm ) de NH. A deformação axial de C=O , e a deformação 

angular de N-H  estão sobrepostas  em 1716 cm-1. A deformação axial de C-N  é 

observada em  1 465 cm-1 e a deformação angular fora do plano de N-H  é 

visualizada ente 600-700 cm-1. Outras bandas foram observadas  neste experimento: 

deformação axial de N-H de amida secundária em 3 462 cm-1; deformações axiais 

assimétricas de NO -1 -1  em 1 583 cm   e simétricas  em 1 350 cm2  e, ainda,  

deformações axiais simétricas e assimétricas de  C-H na região  2 893-2 964 cm-1. 

 
 

OO2N
N

NH NH2

O

1

2

34

5

6
7

NF

 
Figura 40. Espectro no Infravermelho do nitrofural (NF) (FT-IR)-pastilha de KBr. 

 
No espectro no IV (KBr) do NFOH (Figura 41), não se observam as bandas de 

deformação axial simétrica  e assimétrica de amida primária  resultante de NH. A 

deformação axial de C=O e a deformação angular de N-H aparecem sobrepostas em 

1666 cm-1, observando-se deslocamento da banda em relação ao NF. A deformação 

axial de C-N é observada em 1461 cm-1 e a deformação angular fora do plano de N-

H é visualizada ente 600-700 cm-1. No espectro de infravermelho de amidas 
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secundárias em amostras sólidas a banda de N-H  livre é substituída por bandas 

múltiplas na região de 3330 -3060 cm-1 (SILVERSTEIN e WEBSTER, 2000). O 

espectro de IV do hidroximetilnitrofural apresenta duas bandas em 3328 cm-1 e 3375 

cm-1referentes provavelmente ao estiramento axial da ligação O-H e ao estiramento 

axial simétrico e assimétrico da ligação N-H, respectivamente (MELO, 2006). 
-1 Observaram-se deformações axiais assimétricas de NO  em 1583 cm2  e 

simétricas em 1350 cm-1. Ainda observa-se estiramento axial da ligação C-H da 

subunidade furânica (aromático) em 3107 cm-1. As deformações axiais simétricas e 

assimétricas de  C-H encontram-se na região 2964-3107 cm-1. A superposição das 

freqüências de formação axial de N-H e O-H torna diferenciação inequívoca das 

estruturas desses compostos, freqüentemente impossível. Portanto, a análise dos 

espectros de IV não é conclusiva para observar a modificação estrutural.  

OO2N
N

NH NH

O

OH
1

2

34

5

6
7 8

NFOH

 
Figura 41. Espectro no Infravermelho do hidroximetilnitrofural (NFOH) (FT-IR)- pastilha de 

KBr. 
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4.1.4. Espectrometria de RMN 1 13H e RMN  C 
 

A Ressonância Magnética Nuclear é uma das técnicas mais utilizadas e a que 

fornece maiores informações para a elucidação e/ou determinação estrutural de 

substâncias. Portanto, foram obtidos os espectros de RMN, de 1 13H e de C do NF e 

NFOH.   

O espectro de RMN 1H do NF (Figura 42, Tabela 7) mostrou sinais de 

deslocamentos químicos em � 10,81 referentes aos hidrogênios 8 e 10. Observa-se 

ainda um singleto em � 7,77 que foi atribuído ao hidrogênio 6 e dois dubletos, (J = 

3,96) um em � 7,23 e outro em � 6,62 referentes aos hidrogênios 3 e 4 

respectivamente .  

O espectro de RMN13C do NF (Figura 43) apresentou sinais de 6 carbonos, 

sendo o carbono do grupo carbonila observado em � 155,8. A Tabela 7 apresenta os 

deslocamentos químicos de todos os carbonos, que foram comparados com os 

valores da literatura (MILLS e ROBERSON, 1987).  
1 O espectro de RMN H do NFOH (Figuras 44 e 44a, Tabela 7) apresentou 

sinais de deslocamentos químicos em � 7,66 referente ao hidrogênio 8 e em � 5,53 

referente ao hidrogênio 10. Observa-se ainda um singleto em � 7,82 que foi atribuído 

ao hidrogênio 6 e dois dubletos (J = 3,96), um em � 7,81 e outro em � 7,25 

referentes aos hidrogênios 3 e 4 respectivamente. Observa-se ainda um tripleto em � 

4,62 referente a hidrogênios (CH 1), ligado a oxigênio. O espectro de RMN de 2 H 

apresentou ainda um singleto em � 11,03 que foi atribuído ao hidrogênio da hidroxila. 
13O espectro de RMN C do NFOH (Figura 45) apresentou sinais de 7 

carbonos, sendo o carbono do grupo carbonila observado em � 154,4 (uma diferença 

de 1,4 ppm), quando comparado com deslocamento químico do carbono da 

carbonila do NF. Observou-se ainda um carbono carbinólico em � 63,0. O espectro 

Dept (Figura 46) confirmou a presença de um grupo CH2 em � 63,04, demonstrando, 

portanto a formação de NFOH. A Tabela 7 apresenta o deslocamento químico de 

todos os carbonos observados.  
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1Tabela 7. Deslocamentos químicos de RMN H e de 13C de NF e NFOH (DMSOd6, 300 MHz   
para 1H e 400 MHz para 13C). 
 

1 13 1 13Posição H  NF C  NF H  NFOH C  NFOH

2 __ 153,1 __ 152,7 

3 7,23 (1H, d,  3,96) 112,1 7,81 (1H, d,  3,96) 112,6 

4 6,62 (1H, d,  3,96) 115,2 7,25 (1H, d,  3,96) 115,0 

5 __ 151,2 __ 151,2 

6 7,77 s (1H) 127,3 7,62 s 127,6 

8 10,81 s __ 7,65 t __ 

9 (C=O) __ 155,8 __ 154,4 

10 10,81  s __ 5,53 (2H, t) __ 

11 __ __ 4,62 (1H, t) 63,0 

OH __ __ 11,0 __ 
a Deslocamentos químicos (�) em ppm, em relação ao TMS como padrão interno. 
b Constantes de acoplamento (J), expressos em Hz. 
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1Figura 42. Espectro de RMN H ampliado(400 MHz, DMSO-d6 , � ppm) do fármaco nitrofural 

(NF). 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
13 Figura 43. Espectro de RMN C (400 MHz, DMSO-d6, � ppm) do fármaco nitrofural (NF). 
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1Figura 44.  Espectro de RMN H (300 MHz, DMSO-d6 , � ppm) do pró-fármaco 

hidroximetilnitrofural . 
 
 

 
1Figura 44a.  Espectro de RMN H ampliado (300 MHz, DMSO-d6 , � ppm) do pró-fármaco 

hidroximetilnitrofural . 
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13Figura 45. Espectro de RMN C (400 MHz, DMSO-d6, � ppm) do pró-fármaco 
hidroximetilnitrofural. 

 
 

 
 
 

 
Figura 46. Espectro DEPT (400 MHz, DMSO-d6 , � ppm) do NFOH 
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4.1.5. Condições cromatográficas 
As condições cromatográficas, descritas no item 3.3.7, foram aquelas 

otimizadas anteriormente por Chung et al (2003).  

Foi observado no desenvolvimento do trabalho que o sistema solvente para 

ressuspender os fármacos influenciavam as respostas obtidas nos cromatogramas: 

variação na linha de base e baixa resolução dos picos. Vários testes foram 

realizados, ressuspendendo os fármacos em acetonitrila, na fase móvel, em tampão 

acetato de sódio/ ácido acético pH 4,6 (79:21/v:v) e em carbonato de sódio e 

acetonitrila (79:21/v:v). Este último sistema foi o mais adequado para resolver este 

problema. A Figura 48 apresenta  um  cromatograma  que exemplifica este 

resultado. 

 

 
 

 
 
Figura 47. Cromatograma (CLAE-UV) (1) solução NF (2,5�g/mL); (2) solução NFOH 
(2,5�g/mL).Fase Móvel: tampão acetato de sódio/ácido acético pH 4,6 (79:21/v:v) a 365 nm. 
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4.1.6. Preparação das curvas analíticas (CLAE) do NF e NFOH em acetonitrila 

Para avaliar o comportamento cromatográfico do NF e do NFOH foi realizado 

um estudo preliminar dos padrões em acetonitrila. As curvas analíticas foram 

construídas empregando soluções padrões, preparadas em acetonitrila nas 

concentrações de 5,0 a 35,0 �g/mL  para NF e NFOH, como mostram as Tabelas 8 

e 9. . As curvas analíticas, as equações obtidas pela regressão linear das curvas 

analíticas, y=bx+a, e seus respectivos coeficientes de correlação (R2) apresentadas 

nas Figuras 49 e 50, indicam bons valores de coeficiente de correlação para os 

fármacos estudados. O resumo destes resultados (Tabela 10) confirma o intervalo 

linear de  5,0 a 35,0 �g/mL  para NF e NFOH. 

 

Tabela 8. Concentração de NF (�g/mL) x área (triplicata) 

Concentração Área Área A Área B Área C (média)(�g/mL)
5,0 1933115 1821072 1980234 1998040 

10,0 2466263 2101757 2689533 2607499 

15,0 3094148 3079281 3057849 3145313 

20,0 3598576 3590168 3535433 3670126 

25,0 4076273 4142248 4101699 3984873 

30,0 4644009 4668097 4539685 4724244 

35,0 5171238 5246121 5193865 5073729 

 
 

y = 107514x + 1E+06
R2 = 0,9991
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Figura 48. Curva analítica para NF, à �= 365 nm. 
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Tabela 9. Concentração de NFOH (�g/mL) x área (triplicata de padrão) 
 

Concentração Área Área A Área B Área C (média)(�g/mL)
5,0 688085 688661 692254 683339 

10,0 886480 863028 927762 868651 

15,0 1155265 1059325 1352789 1053682 

20,0 1240005 1252619 1227087 1240308 

25,0 1438149 1417333 1471135 1425978 

30,0 1618501 1615141 1618661 1621701 

35,0 1785787 1768167 1782883 1806312 

 

 

y = 36000x + 538891
R2 = 0,9918
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Figura 49. Curva analítica para NFOH, a �= 365 nm. 

 
 

Tabela 10. Tempo de retenção e equações das curvas analíticas e coeficientes de 
correlação dos fármacos estudados em acetonitrila utilizando como fase móvel 

acetonitrila: tampão acetato de sódio/ácido acético pH 4,6 (21:79/v:v)  
(CLAE-UV-vis) 

Fármacos Tempo de retenção (min)* Equação da reta (R2) 

NF 7,8 Y=147514x+1E+06 (0,9991) 
NFOH 6,7 Y=36000x+538891 (0,9918) 

* n=15 replicatas 
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4.2. Desenvolvimento e validação de método para determinação dos fármacos 
em plasma humano 

 
 O estudo da disposição cinética de fármacos requer disponibilidade de 

métodos analíticos com sensibilidade e especificidade compatíveis com as 

concentrações plasmáticas obtidas pela administração de fármacos em doses única 

ou múltiplas. A determinação das concentrações séricas ou plasmáticas de fármacos 

e seus metabólitos possui grande importância para a avaliação da relação dose 

versus efeito e, desta forma, métodos validados desses compostos são 

imprescindíveis para o desenvolvimento de novos fármacos. 

Nas análises de fármacos em amostras biológicas, as técnicas mais 

empregadas são a cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE) com detector UV , 

a cromatografia gasosa (CG) com detector de captura de elétrons e eletroforese 

capilar (EC) (FREIRE et al, 2005; RIBANI et al, 2004). Independentemente da 

técnica de identificação e quantificação, as amostras biológicas precisam ser  

submetidas  a  um pré-tratamento (extração, pré-concentração e purificação) para 

eliminar  interferentes da matriz e aumentar a sensibilidade e seletividade analítica 

(LANÇAS e QUEIROZ, 2005). No pré-tratamento das amostras biológicas as 

técnicas mais utilizadas são: extração líquido-líquido (ELL), extração em fase sólida 

(EFS), extração com fluido supercrítico e extração com membranas sólidas ou 

líquidas (LIMA et al, 2006).  

Neste trabalho, optou-se pela extração líquido-líquido, técnica simples e de 

baixo custo, amplamente utilizada nas determinações de fármacos em materiais 

biológicos e os parâmetros de validação do método analítico investigado foram: 

linearidade, intervalo de trabalho, exatidão, precisão e limites de detecção e 

quantificação. 
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4.2.1. Otimização das condições de extração de NF e NFOH  de  plasma usando 
a técnica de extração líquido /líquido 

Os seguintes parâmetros foram estabelecidos para extração de NF e NFOH de 

plasma: amostras de plasma foram tratadas com solução de NaOH  até atingir pH  

10, o qual mantém o NF e o NFOH na forma não ionizada, além de permitir a 

eliminação de outros interferentes   do plasma  na  próxima etapa do procedimento; 

a adição de NaCl  promoveu  o “salting-out” dos fármacos da fase aquosa para a 

orgânica; o acetato de etila foi selecionado como solvente de extração dos fármacos 

pela eficiência da extração (melhores resultados de recuperação), além de substituir 

um solvente clorado (clorofórmio) e evitar a formação de emulsão; o tempo  de 

agitação (2 minutos) foi adequado para efetuar a extração e não emulsionar a 

solução; centrifugação de 20 minutos  proporcionou adequada separação das fases 

aquosa e orgânica; a  evaporação do acetato de etila foi realizada, sob suave fluxo 

de nitrogênio, à  temperatura  de aproximadamente  50 ºC  para evitar perdas dos 

fármacos; foi necessário testar sistemas de solventes que solubilizassem o resíduo e 

que fornecessem picos bem resolvidos e, estas condições foram conseguidas  

ressuspendendo em solução de carbonato de sódio:acetonitrila (79:21/v:v). 

Definidos os parâmetros experimentais do procedimento analítico, o método 

foi, então, aplicado às seguintes amostras: plasma (amostra testemunha), plasma 

com NF e/ou NFOH nas concentrações de 15 �g /mL(amostra fortificada) conforme 

mostra a Figura 51. 
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- pH = 7,4 ; HCl 

(0,1M). 

- 2,0mL de éter 

etílico hexano

Fase aquosa Fase orgânica

C L A E 

(desprezar)

2mL de plasma c/ NFOH 

pH = 10 
NaCl
4,0 mL acetato de etila. 
Agitar por 2 min. 
Centrifugar por 20 min.

Fase aquosa Fase orgânica

Filtrar sobre sulfato de sódio anidro. 
Evaporar à secura (BM 50 °C +gás N2).
Ressuspender em 300 �L de carbonato de 
sódio: acetonitrila (79:21%v/v) 

C L A E (20�L)

(desprezar)

Amostras:
� Plasma (testemunha)
� Plasma c/ NFOH 
� Plasma c/ NF  

Figura 50. Fluxograma do procedimento analítico proposto. 

NFOH / ACN
(500�g/mL)

NFOH / H20
250 �g/mL
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4.3. Preparação das curvas analíticas do NF e NFOH  em plasma humano 
 

Com o objetivo de reproduzir as mesmas condições experimentais das 

análises in vitro e in vivo e garantir a confiabilidade destes resultados, curvas 

analíticas foram construídas, a partir de amostras de plasma fortificadas no intervalo 

de concentrações: 0,10 a 10,0 �g/mL ,para  NF e NFOH (Figuras 52 e 53 ) e 

submetidas ao método analítico proposto. A Tabela X apresenta as equações 

obtidas pela regressão linear das curvas analíticas, y=bx+a, e seus respectivos 

coeficientes de correlação (R2), bem como o intervalo linear de trabalho para 

amostras de plasma. 

Tabela 11. Tempo de retenção e equações das curvas analíticas e coeficientes de 
correlação dos fármacos estudados em plasma utilizando como fase móvel 
acetonitrila: tampão acetato de sódio/ácido acético pH 4,6 (21:79/v:v) (CLAE-
UV-vis) 

Fármacos Tempo de retenção (min)* Equação da reta (R2) 

NF 7,8 Y=549313x-98646 (0,9978) 
NFOH 6,7 Y=254910x+28517 (0,9942) 

* n=15 replicatas 
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Figura 51. Curva analítica em plasma humano para NF. 
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Figura 52. Curva analítica em plasma humano para NFOH. 
 
 

A repetitividade (intra e inter-dias) dos tempos de retenção dos fármacos 

estudados, obtidos por CLAE-UV estão apresentados na Tabela 12 e são médias de 

quinze injeções de NF e NFOH. Os valores de desvio padrão demonstram que os 

tempos de retenção foram repetitivos, expressando assim a precisão (repetitividade) 

das injeções, nas mesmas condições de operação, sob curto espaço de tempo. A 

Tabela 12 demonstra também que os valores dos coeficientes de correlação (R2) 

obtidos para NF e NFOH em acetonitrila e em plasma estão de acordo com o critério 

mínimo aceitável para amostras biológicas (0,99), exigido pela legislação da ANVISA 

( ANVISA, 2003). 

 
Tabela 12. Equações das curvas analíticas, coeficientes de correlação e repetitividade do 

tempo de retenção (intra e inter dias) dos fármacos
 

Equações da reta (R2) Tempo de 
retenção (min)* 

CV(%) 
Fármacos

Acetonitrila Plasma humano 

6y=107514x +10  

(0,9991) 

y=549313x – 98646 

(0,9978) 
         NF 7,8 (0,2) 

y=36000x + 538891 
(0,9918) 

y=254910x + 28517 
(0,9942) 6,7  (0,3)NFOH

*média de 5 repetições 
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4.4. Avaliação da eficiência do método proposto: exatidão e precisão 

A eficiência do método para a determinação de NF e NFOH foi avaliada a 

partir dos resultados de exatidão e precisão obtidos com estudos de recuperação 

com amostras de plasma humano fortificadas em 3 níveis de concentração (0,50 

μg/mL; 4,50 μg/mL e 8,00 μg/mL).  

 

4.4.1. Exatidão intra-ensaio e precisão intra-ensaio (ou repetibilidade) 

A exatidão intra-ensaio foi determinada como recuperação média. A 

repetibilidade foi avaliada através do coeficiente de variação (CV) dos resultados de 

recuperação obtidos em um único dia (n=10). 

 

4.4.2. Exatidão inter-ensaio e precisão inter-ensaio (ou precisão intermediária) 

A exatidão inter-ensaio e a precisão intermediária do método foram 

determinadas da mesma maneira descrita para os testes intra-ensaio (na seção 

anterior), mas com os testes de recuperação realizados em três dias consecutivos 

(n=5). O sumário dos resultados de recuperação e CV obtidos nos testes inter-

ensaio para os fármacos, nos três níveis de fortificação, 0,50 �g/mL; 4,5 �g/mL; e 

8,0 �g/mL estudados são apresentados na Tabela 13. 

Tabela 13. Sumário dos resultados de recuperação obtidos nos testes intra e inter-ensaios 
para os fármacos NF e NFOH  no método de extração líquido-líquido (ELL/CLAE-UV) 

 
Intra-ensaio (*n=10) Inter-ensaio (*n=5)  Nível de 

fortificação %Recuperação* (CV,%)  %Recuperação* (CV,%) (�g/mL)
  NF

0,50 86 (82-90) (4) 84 (81-87) (3) 
4,50 96 (93-99) (3) 96 (93-99) (3) 
8,00 98 (96-99) (1) 98 (97-99) (1) 

   
NFOH   

0,50 88 (75-101) (13) 90 (78-101) (11) 
4,50 96 (94-98) (2) 97 (95-99) (2) 
8,00 96 (93-99) (3) 96 (94-98) (2) 

 
CV (coeficiente de variação), * média de 5 e 10 repetições. 

 



Resultados e Discussão 78

A exatidão inter-ensaio e a precisão inter-ensaio obtidas para os fármacos 

foram satisfatórias (Tabela 13).

Em conclusão, os resultados apresentados para a exatidão e precisão (intra e 

inter-ensaio) dos fármacos mostram que o desempenho do método de extração 

líquido-líquido (ELL/CLAE-UV) desenvolvido, utilizando a matriz plasma, apresenta 

concordância com as exigências requeridas para um método quantitativo (inferiores 

a 15%), de acordo com os critérios para validação de métodos para análise de 

fármacos (ANVISA, 2003).  
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4.4.3. Limites de detecção (LD) e limite de quantificação (LQ) 

O limite de detecção é a menor concentração do fármaco que pode ser 

detectada, mas não quantificada sob as condições experimentais estabelecidas. Os 

limites de detecção do método proposto para NF e NFOH foram determinados 

operacionalmente como a menor concentração dos fármacos que resultou em um 

sinal cromatográfico distinguível da linha de base: 0,02 �g/mL. O limite de 

quantificação é definido como sendo a menor concentração do fármaco em uma 

amostra, que pode ser determinada experimentalmente com precisão e exatidão 

aceitáveis sendo 0,12 �g/mL para (NFOH) e 0,19 �g/mL para (NF).  

 
4.4.4. Estabilidade de NF e NFOH 

A estabilidade dos compostos foi estudada para avaliar o comportamento 

químico durante o tempo de armazenamento das amostras de plasma. Os 

resultados obtidos mostram que NF mantém estável, podendo ficar armazenado por 

período de 22 dias e o NFOH não pode ficar armazenado devido à sua instabilidade. 

Neste estudo, todos os experimentos foram realizados obedecendo estes limites. 

 
 
 

Tabela 14. Estudo do tempo de congelamento (1, 2, 3, 8 e 22 dias)  das amostras de 
plasma humano fortificadas com NF e NFOH  

 
Tempo de espera para análise 

1 dia 2 dias 3 dias 8 dias 22 dias 
Concentração
Adicionada

(�g/mL) %recuperação* 
(CV,%) 

%recuperação* 
(CV,%) 

%recuperação* 
(CV,%) 

%recuperação* 
(CV,%) 

%recuperação* 
(CV,%) 

     NF
0,50 84 (3) 82 (3) 82 (2) 80 (4) 78 (3)
4,50 98 (2) 94 (3) 92 (3) 92 (3)  91 (3)
8,00 98 (2) 98 (2) 93 (7) 85 (12) 78 (12)

      

NFOH   

0,50 98 (2) 38 (6) 24 (5) 22 (10) 18 (5)
4,50 115 (5) 79 (3) 59 (3) 50 (11) 37 (7)
8,00 98 (6) 64 (1) 55 (2) 53 (4) 47 (5)

 

* média de 5 repetições 
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4.5. Ensaio de conversão in vitro 

 
Derivados hidroximetilados, em geral, sofrem degradação in vitro em solução 

tampão (pH=1,2 e 7,4) e não apresentam suscetibilidade  à conversão enzimática 

“ex vivo“ (em plasma). Estes derivados apresentam estabilidade em pH ácido e, 

decompõem-se gradativamente com o aumento do pH  (KROGSGAARD-LARSEN e 

BUNDGAARD, 1994). 

Os resultados obtidos neste trabalho no teste deconversão in vitro  pH 1,2 e 

7,4 encontram-se nas Tabelas 15 e 16 e Figuras 54 e 55, confirmando a degradação 

de NFOH em NF. Entretanto, inversamente ao descrito na literatura os resultados 

demonstraram que o derivado NFOH apresentou maior instabilidade em pH ácido. 

 
Tabela 15. Valores (�g) obtidos a partir de conversão in vitro (pH 1,2) de 15 �g NFOH em 

120 horas 
 

Tempo (horas) NFOH (�g) NF* (�g)
0 14,65 	 1,28 0,07 	 0,01 

0,25 12,19 	 0,10 1,51 	 0,14 
0,5 11,55 	 0,04 2,82 	 0,17 
1 10,58 	 0,07 3,67 	 0,06 
2 7,78 	 0,17 6,23 	 0,19 
4 5,27 	 0,03 8,25 	 0,09 
8 3,48 	 0,11 8,91 	 0,42 
12 3,19 	 0,06 10,52 	 0,44 
24 2,43 	 0,14 12,81 	 0,23 
48 0,00 13,98 	 0,05 
72 0,00 14,59 	 0,10 

120 0,00 14,62 	 0,02 
* NF obtido 
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Figura 53. Curvas de degradação de NFOH e a taxa de formação de NF, em solução 

tampão acetato de sódio (pH 1,2), a 37 ºC. 
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Tabela 16. Ensaio de conversão in vitro do NFOH em pH 7,4 
 

NFOH(�g) NF*(�g)Tempo (horas) 
0 14,43 	 0,08 0,06 	 0,00 

0,25 13,93 	 0,05 0,07	 0,00 
0,5 13,50 	 0,05 1,17 	 0,05 
1 13,24 	 0,02 1,40 	 0,01 
2 13,08 	 0,01 1,43 	 0,04 
4 13,05 	 0,00 1,45 	 0,04 
8 13,02 	 0,00 1,62 	 0,04 

12 13,00 	 0,00 1,75 	 0,03 
24 12,68 	 0,13 1,97 	 0,02 
48 12,10 	 0,05 2,47 	 0,05 
72 9,68 	 0,04 4,61 	 0,05 
120 7,76 	 0,02 6,39 	 0,09 

     *  NF obtido 
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Figura 54. Curvas de degradação de NFOH e a taxa de formação de NF, em 

solução tampão acetato de sódio (pH 7,4), a 37 ºC.  
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O NFOH a 37 °C se converte totalmente em NF após 48 horas, in vitro, em pH 

1,2 e, em pH 7,4 converte 20% após 48 horas, e cerca de 50% após 120 horas.  

O mecanismo para a decomposição do NFOH em NF está representado na 

Figura 56, a qual envolve a etapa da formação do anion “N-hidroximetilado” como 

intermediário e posterior clivagem da ligação N-C.  
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Figura 55. Esquema do mecanismo de decomposição de NFOH em NF em pH 7,4. 
(adaptado de TESTA e MAYER, 2003). 

  

Os derivados N-hidroximetilados de compostos do tipo amida ou imida são 

mais solúveis em água do que os compostos matrizes, sugerindo uma área potencial 

de aplicação de pró-fármacos N-hidroximetilados para moléculas nitrogenadas, por 

exemplo, para aumentar a taxa de dissolução e conseqüentemente a 

biodisponibilidade oral. Substituindo uma ligação de um próton no nitrogênio por um 

grupo hidroximetilado, a ligação intra ou intermolecular do hidrogênio em tais 

moléculas pode diminuir, conduzindo à diminuição correspondente no ponto de 

fusão e aumentando a solubilidade em água.  TESTA e MAYER (2003) verificaram 

que a taxa de conversão de derivados N-hidroximetilados de derivados de amidas e 

imidas é marcadamente influenciada pelo pKa da amida ou imida matriz. Para 

amidas ou imidas com valores de pKa
13,1, os valores de t 1/2 são menores  que 1 

hora, em pH 7,4 á 37 °C e valores menores que 10,8, a meia vida é de menos de 1 

minuto. Este mesmo autor relata que este dado não é universalmente verdadeiro. 

Existem compostos de pKa entre 10,5-11 que fogem a esta regra, sendo muito 

estáveis, não-biorreversíveis. 
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De acordo com a literatura (O’NEIL, 2006), o nitrofural apresenta pKa 10,98, 

estando portanto, na faixa dos derivados hidroximetilados não biorreversíveis 

quimicamente. Esta estabilidade deve-se provavelmente, à formação de ponte de 

hidrogênio intramolecular, observada pelos valores da banda OH intramolecular no 

espectro de IV e pelos estudos conduzidos por GIAROLLA (2007), que realizou 

estudo de modelagem molecular de NFOH. 

Está apresentada na Figura 57 proposta para estrutura da estabilidade do 

NFOH, em meio básico (formação da ponte intramolecular). 
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Figura 56. Estruturas tautoméricas propostas para o NFOH em meio básico. 
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No sentido de se confirmar se o composto NFOH se tratava de um novo 

composto (análogo) ou pró-fármaco, uma vez que mostrou ser biológicamente ativo 

e estável químicamente pelos testes de conversão in vitro, realizaram-se os testes 

de metabolismo extra-vivo e in vivo. 

Para os ensaios de metabolismo in vivo foram realizados testes em plasma de 

ratos para os fármacos NF e NFOH, os quais confirmaram não haver diferença 

significativa do plasma de rato e plasma humano (dados não mostrados). Neste 

caso, de acordo com Baldan e colaboradores (2007), a mesma equação da reta da 

curva analítica de plasma pode ser utilizada para os cálculos de hidrólise in vivo.  

Durante o procedimento experimental de extração em plasma, ocorreu 

conversão de 6,36 �g de NFOH e o aparecimento de 1,03 �g de NF. Estes valores 

não devem ser considerados conversão ou metabolismo, mas sim como perda 

decorrente da metodologia experimental.  

Na Tabela 17 e Figura 58 observam-se os resultados do ensaio em plasma, 

em que o NFOH manteve-se convertendo em NF lentamente nas primeiras 12 horas 

e atingindo 50% de conversão em torno de 24 horas contra 120 horas no teste in 

vitro, sugerindo a participação de enzimas plasmáticas.  

 

 
Tabela 17. Ensaio de conversão em plasma humano do NFOH  

NFOH (�g) NF* (�g)Tempo (horas) 
0 8,64 	 0,24 1,03 	 0,02** 

0,25 7,61 	 0,24 1,13 	 0,01 
0,5 7,14 	 0,06 1,21 	 0,01 
1 6,90 	 0,12 1,24 	 0,00 
2 6,33 	 0,04 1,35 	 0,01 
4 6,25 	 0,05 1,50 	 0,00 
8 6,17 	 0,06 1,52 	 0,01 
12 5,62 	 0,07 1,66 	 0,00 
24 4,51 	 0,09 1,97 	 0,00 
48 3,51 	 2,09 2,13 	 1,13 
72 3,13 	 1,87 2,67 	 1,44 

120 1,69 	 1,04 2,25 	 1,19 
*NF obtido 
**NF obtido decorrente à conversão durante o procedimento experimental. 
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Figura 57. Curvas de degradação de NFOH e a taxa de formação de NF em plasma 

humano (pH 7,4) a 37ºC. 
 
 

 Diante destes resultados, foi necessário a realização de ensaios in vivo, no 

sentido de se obter informações sobre a influência de outros sistemas enzimáticos, 

além do plasmático, na degradação de NFOH. 

Além disso, os guias para avaliação pré-clínica de fármacos, publicados pelo 

Center for Drug Evaluation and Research (CDER), recomendam que os estudos de 

toxicidade (ou efeitos tóxicos) incluam a avaliação da farmacocinética.  

Estão estabelecidos pelo Food and Drug Administration (FDA) e pela ANVISA 

(Agência Nacional de Vigilância Sanitária) protocolos para o desenvolvimento de 

estudos em farmacocinética, que são estabelecidos a partir das características de 

cada fármaco e sua utilização na terapêutica.  

Segundo o Guidance for Industry “Exposure-Response Relationships – Study 

Design, Data Analysis and Regulatory Applications” (FDA, 2003), a área sob a curva/ 

(AUC) é um parâmetro utilizado para representar a média da exposição durante um 

intervalo de tempo e freqüentemente relacionado aos efeitos a longo prazo e o pico 

plasmático (Cmax) de grande importância para a correlação com o efeito tóxico.  

Ainda, de acordo com as informações do referido guia, existe uma grande 

variabilidade no tempo em que a concentração máxima (Cmax) ocorre, sendo 

necessário estreitamento no tempo de coleta durante o período provável de sua 

ocorrência, de tal forma que a concentração plasmática máxima determinada seja o 
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mais próximo possível do valor real. Por essa razão foram realizadas 3 coletas na 

primeira hora após a administração de NFOH. 

A Tabela 18 e a Figura 59 representam os resultados obtidos pela administração de 

NF, composto matriz, utilizado como controle para estudo farmacocinético de NFOH. 

 
Tabela 18. Perfil Farmacocinético in vivo do NF

Tempo (horas) NF (�g/mL)
0 0 

0,25 0,51 	 0,11 
0,5 1,68 	 0,29 
1 1,82 	 0,27 
2 2,43 	 0,47 
4 2,78 	 0,59 
8 1,65 	0,36 
12 1,64 	 0,26 
24 0,76 	 0,17 
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Figura 58. Perfil farmacocinético in vivo do NF. 
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Os resultados obtidos com o teste in vivo com NFOH nas diferentes 

concentrações, estão apresentados na Tabela 19, o gráfico tempo/concentração na 

Figura 60. 

Tabela 19. Perfil Farmacocinético in vivo do NFOH e NF obtido da biotransformação do 
NFOH.

 

NFOH (�g) NF* (�g)Tempo (horas) 
  0 0 0 

0,25 0,60 	 0,07 0,49 	 0,03 
0,5 0,83 	 0,05 0,49 	 0,08 
1 0,99 	 0,21 0,56 	 0,05 
2 0,25 	 0,05 0,67 	 0,14 
4 0,14 	 0,03 0,83 	  0,04 
8 0,08 	 0,01 0,41 	 0,03 
12 0,03 	 0,01 0,20 	 0,01 
24 0       0,18 	 0 

                       *NF obtido 
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Figura 59. Perfil farmacocinético in vivo do NFOH. 
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A Figura 61 e Tabela 20 mostram claramente que o perfil de conversão do 

NFOH em NF no plasma, após atingir Cmáx é diferente do obtido in vivo, sugerindo 

a participação de outro sistema na metabolização do NFOH, quando o mesmo é 

administrado no animal. Desta forma, o NFOH apresenta, conforme a literatura, a 

estabilidade química, mas contrariamente ao esperado, sofre metabolismo 

plasmático e enzimático (fígado), confirmando ser um pró-fármaco. 

 
 

Tabela 20. Valores de % de NFOH ( plasma e in vivo) e tempo (horas) 

Tempo % de NFOH no meio 
Plasma In Vivo 

100 100 0
46 25 1
42 14 2
42 8 4
37 3 12
30 0 24
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Figura 60. Estudo comparativo das conversões do NFOH em NF, após Cmáx em plasma 
humano e in vivo. 
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Os parâmetros farmacocinéticos (Tabela 21) foram calculados como valores 

necessários para posterior avaliação e estudo de esquema de dose. 

 
Tabela 21. Parâmetros farmacocinéticos após administração de dose única oral de NF e 

NFOH (200 mg/kg) em ratos Wistar (n=5) 
 

Parâmetros NFOH NF* NF

0,99 0,83 2,78 Cmáx (�g/mL) 
Tmáx (h) 1,00 4,00 4,00 

-1Kel(h ) 0,099 0,231 0,178 
7,00 3,00 3,9 t½� (h) 

Cl/f (L/h.kg) 33,41 - 3,140 
Vd/f (L/kg) 337,5 - 17,64 

5,683 13,36 54,49 AUC 0-12 (�g/mL.h) 
5,986 14,23 63,70 AUC  (�g/mL.h) 0-


    
*NF obtido 

 

O coeficiente de partição �n-Octanol/Água� (P) é um parâmetro 

freqüentemente usado em estudos de QSAR (Quantitative Structure Activity 

Relationship) como medida quantitativa da lipofilicidade de compostos bioativos 

(LIMA, 2006). Pela regra de Lipinsky (1997), os valores ótimos para compostos 

candidatos a fármacos devem possuir massa molecular abaixo de 500 e log P<5. 

 

A introdução do grupo hidroximetil no NF promove um aumento na 

hidrossolubilidade da molécula, conforme os testes de solubilidade (Tabela 6) e 

valores obtidos de P e log P calculados pelo método de fragmentação (GHOSE e 

CRIPPEN, 1987) utilizando programa Chem Draw Ultra 8.0: 

NF: P =0,316; log P =- 0,50  

NFOH: P= 0,093; log P  = -1,05. 

 Estes dados apenas sugerem a alteração, devendo posteriormente ser 

realizado experimentalemte. Muito provavelmente, é este aumento na 

hidrossolubilidade, o responsável pela alteração dos valores dos parâmetros 

farmacocinéticos, conforme podemos observar pela Tabela 21. 
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 O NFOH atinge um Tmáx em 1 hora contra 4 horas do NF, sugerindo uma 

absorção mais rápida para o NFOH. Os valores de Cmáx mostram que a 

concentração máxima de NFOH no plasma é de 0,99 μg/mL contra 2,78 μg/mL do 

NF, mas o volume de distribuição (Vd) para o NFOH é de 337,5 L/kg contra 17,64 

L/kg do NF.  Estes dados indicam que o NFOH, após a absorção, é melhor 

distribuído (cerca de 20 vezes)  pelos tecidos para atingir o alvo, enquanto o NF 

permanece na corrente sanguínea. Estes dados podem explicar a melhor atividade 

quanto maior a distribuição e maior especificidade do NFOH em relação à molécula 

matriz.  

 Além disso, o metabólito ativo NF obtido pela hidrólise de NFOH in vivo, 

mostra que a concentração de NF é cerca de 4 vezes menor (Cmax = 0,83 μg/mL, 

AUC 0-12 = 5,683 �g/mL.h ) que o administrado (Cmax = 2,78 ug/mL, AUC 0-12 = 

54,49 �g/mL.h ). Estes dados sugerem que a toxicidade (mutagenicidade) observada 

por Guido e colaboradores (2001) pode estar relacionada apenas ao NF e não ao 

NFOH (mutagenicidade 4 vezes inferior ao observado com NF).  

Os resultados farmacocinéticos sugerem, inicialmente, que o NFOH é um pró-

fármaco. Entretanto, os trabalhos de Barbosa e colaboradores (2007) demonstram 

que o NFOH apresenta atividade inibitória no processamento de RNA mensageiro de 

T.cruzi (cepa Y, NCS e BOL) superior ao NF, sendo este teste realizado em apenas 

20 minutos, tempo insuficiente para que ocorresse conversão total de NFOH em NF 

(lembrando que o pró-fármaco é inativo per se).  Desta forma, o NFOH poderá estar 

agindo por si só e pela ação do seu metabolismo, sendo portanto, um composto com 

atividade mista (análogo e pró-fármaco). 

Corroborando esta hipótese, Trossini e colaboradores (2006) observaram a 

inibição in vitro de cruzipaína, enzima importante no metabolismo do T.cruzi, pelo 

NFOH (60%), atividade esta, superior ao seu metabólito NF (30%). A Figura 61 

mostra a energia mínima dos confôrmeros de NF e de NFOH. O mapa da superfície 

eletrônica indica um ataque nucleofílico favorável ao Cys-25 da cruzipaína para o 

grupo carbonílico de NFOH devido à sua baixa densidade eletrônica em comparação 

ao NF.  
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Figura 61. Energia mínima dos confôrmeros de NF e de NFOH (fase gasosa): A) modelo de 
tubo;  B) MEPs (nivel discreto) na faixa de –65 (vermelho intenso)  a  30 (azul intenso) 
kcal/mol (0.002 e/au3); C) distribuição do orbital LUMO (0.032 eV); D) Mapa de LUMO (nível 
discreto) (0.000 (vermelho) para 0.012 (azul) kcal/mol) . Cor dos átomos: C (cinza), O 
(vermelho), N (azul) and H (branco) (Trossini et al, 2006). 
 

Estes dados de inibição de cruzipaína (efeito de NFOH 100% superior em 

relação ao NF), pode ser responsável pela atividade biológica do NFOH observada 

por Chung (1996), que foi 100% superior na inibição de tripomastigotas e 

amastigotas de T.cruzi em comparação com NF. 

 

 Ao contrário dos hidroximetilados, os quais são, geralmente instáveis e 

quando não, são pró-fármacos, o NFOH através dos estudos realizados aliado à 

estabilidade química favorecida pela sua estrutura, torna-se um candidato a fármaco 

antichagásico para  os estudos clínicos. 
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5. CONCLUSÕES 

� O NFOH foi obtido com rendimento de 65% e, sua estrutura caracterizada e 

confirmada por RMN 1H, C13 e DEPT. 

� O NFOH é mais estável quimicamente em pH 7,4 (37 oC), o qual favorece, 

provavelmente, a conversão em NF. Em meio ácido (pH 1,2), converte-se 

totalmente em NF após 48 horas, enquanto em pH 7,4 converte-se apenas 

20%, após este mesmo período.  

� No desenvolvimento do procedimento analítico em matriz de plasma, o 

controle do pH (pH =10) é determinante para a eficiência da extração do 

NFOH e NF (separação dos interferentes).   

� A eficiência da metodologia foi demonstrada pelos adequados parâmetros de 

validação obtidos, possibilitando sua aplicação em estudos farmacocinéticos: 

intervalo linear, exatidão, (recuperação entre 86 a 98% para NF e NFOH), 

precisão (CV 1 a 13 % para NF e NFOH), LD e LQ,  

� Os ensaios de estabilidade em plasma congelado mostraram que o NF se 

mantém estável até 22 dias (limite do teste), enquanto o NFOH, mesmo em 

baixas temperaturas, é decompõe-se a partir do segundo dia. Estes dados 

demonstram que as amostras de plasma, fortificadas com NFOH, devem ser 

preparadas no dia da realização do experimento.  

� Os ensaios in vitro mostraram que em plasma humano, o NFOH é  

metabolizado por enzimas plasmáticas (50% é convertido a NF após 24 

horas/37 oC), enquanto em solução tampão o tempo deconversão é de 120 

horas  

� O comportamento de estabilidade in vitro do NFOH em ratos Wistar é similar 

ao de plasma humano. 

� Os ensaios in vivo, sugerem a participação de outro sistema no metabolismo 

do NFOH, muito provavelmente, do sistema hepático, pois após 1 hora é 

alcançada a concentração máxima plasmática (hidrólise de 75% do NFOH e 

de 54% no teste em plasma). Os dados in vivo demonstram que o NFOH 

atinge um Tmáx em 1 hora contra 4 horas do NF, sugerindo uma absorção 

mais rápida para o NFOH.  
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� Os valores de Cmáx mostram que a concentração máxima de NFOH no 

plasma é de 0,99 ug/mL e de 2,78 do NF. 

� O volume de distribuição (Vd) para o NFOH é de 337,5 e de 17,64 do NF.  

Estes dados indicam que o NFOH, após a absorção, é melhor distribuído 

(cerca de 20 vezes)  pelos tecidos para atingir o alvo, enquanto o NF 

permanece na corrente sanguínea.   

� Segundo os dados de Guido e colaboradores (2001), a mutagenicidade de 

NFOH mostrou ser quatro vezes menor do que a do NF. Dado que o 

metabólito ativo NF, obtido pela conversão de NFOH in vivo, apresenta 

concentração cerca de 4 vezes menor (Cmax = 0,83 ug/mL) em relação ao 

administrado (Cmax = 2,78 ug/mL), estes dados sugerem que a 

mutagenicidade pode estar relacionada apenas com o metabólito ativo NF. 
� De acordo com os testes de Barbosa e colaboradores (2007), o RNAm de 

T.cruzi é inibido pelo NFOH em 20 minutos, tempo insuficiente para a 

hidrólise de NFOH em NF. Além disso, Trossini e colaboradores (2007) 

observaram que o NFOH inibe a cruzipaína, enzima do metabolismo de 

T.cruzi. Uma vez que o pró-fármaco é inativo per se, apresentando atividade 

através de seu metabólito, estes dados sugerem que o NFOH não é um pró-

fármaco, mas sim, um composto com atividade híbrida (agindo como análogo 

e pró-fármaco), com vida-média de 7 horas e seu metabólito (NF), também 

ativo, com vida-média de 3 horas. 
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