UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
“JULIO DE MESQUITA FILHO”
FACULDADE DE CIENCIAS FARMACEUTICAS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS FARMACEUTICAS

SINTESE DE PRO-FARMACOS
DERIVADOS DE METRONIDAZOL

ANTONIO TAVORA DE ALBUQUERQUE SILVA

ORIENTADORA: Profa. Dra. Chung Man Chin

ARARAQUARA - SP
2002



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
“JULIO DE MESQUITA FILHO”
FACULDADE DE CIENCIAS FARMACEUTICAS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS FARMACEUTICAS

SINTESE DE PRO-FARMACOS
DERIVADOS DE METRONIDAZOL

ANTONIO TAVORA DE ALBUQUERQUE SILVA

Dissertacdo apresentada ao programa de Pos-
Graduacio em Ciéncias Farmacéuticas, Area de
Pesquisa e Desenvolvimento de Farmacos e
Medicamentos, da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas, Universidade Estadual Paulista Julio de
Mesquita Filho, como parte dos requisitos para a
obtencao do Titulo de Mestre em Ciéncias
Farmacéuticas.

ORIENTADORA: Profa. Dra. Chung Man Chin

ARARAQUARA - SP
2002



Ficha Catalografica
Elaborada pelo Servi¢o Técnico de Biblioteca e Documentacdo da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
UNESP-Campus de Araraquara

Silva, Antonio Tavora de Albuquerque.
S586 Sintese de pro-farmacos derivados de metronidazol./ Antonio Tavora de
Albuquerque Silva. — Araraquara, 2002.
90 f.
Linha pesquisa: Desenvolvimento de farmacos.

Dissertacdo (mestrado) — Universidade Estadual Paulista. Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas. Programa de Pds-graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas.

Orientadora: Chung Man Chin.

1. Metronidazol - Pro-farmaco. 2. Latenciacdo. 3. Quimica farmacéutica. 1. Chung
Man Chin, orientadora. Il. Titulo.

CDD:615.19

CAPES: 4030000-5




P&gina de Aprovacéo

Candidato: Antonio Tavora de Albuquerque Silva.

Titulo da Dissertacao: Sintese de pré-farmacos derivados de metronidazol.

A Comissao Julgadora dos trabalhos de defesa da Dissertagao de Mestrado,

em sessao publica realizada em 11/12/2002, consideraram o candidato:

( ) REPROVADO (X) APROVADO com Distingao e Ionvor

1) Examinador (Prof. Dr. Wagner 1/ ilegas)

2) Examinador (Prof. Dr. Antonio Carlos Pizzolito)

3) Presidente (Profa. Dra. Chung Man Chin)

Antonio Tavora de Albuquerque Silva



Epigrafe

“Euen the smaller of persons can change

the course of the future”

The Lord of the Rings: the fellowship of
the ring. (Tolkien)

Antonio Tavora de Albuquerque Silva



Agradecimentos

AGRADECIMENTOS

A DEUS, a Nossa Senhora e todos os santos por tudo que me concederam e
concederao;

A minha Familia que me deu seguranga e incentivo para viajar mais de 2700
Km para estudar na FCF Unesp — Araraquara;

Ao Centro de Ensino Superior do Para (CESUPA), que me liberou para
desenvolver este trabalho e no qual ganhei 4 anos de experiéncia como docente;

A CAPES, pois gragas ao seu auxilio financeiro, na forma de bolsa de
estudo, esta pesquisa pode ser desenvolvida com tranquilidade;

A Profa. Dra. Chung Man Chin, pela valiosa orientacdo técnico-cientifica e
profissional, sendo muitas vezes mais do que uma simples orientadora. Mostrando-
se uma amiga de todos, estando sempre pronta a ajudar a quem precise,
independentemente de sua titulagao;

Ao Prof. Dr. Wagner Vilegas pela disciplina de espectrometria, pelo auxilio
na interpreta¢ao dos espectros e pela grande contribuicao a esta dissertagao durante
a qualificacdo e defesa;

Ao Prof. Dr. Antonio Gilberto Ferreira (UFSCar) pela obtencao dos
espectros de RMN, sem os quais seria impossivel a elucidagdo estrutural dos
compostos aqui sintetizados;

A Profa. Dra. Eliana Varanda por ter aberto as portas de seu laboratoério,
para a avaliacio mutagénica dos compostos obtidos neste trabalho, e por sua
grande contribui¢ao a este durante a qualificacao;

A Profa. Dra. Adélia Emila de Almeida, pelas importantes sugestoes técnico
cientificas e amizade;

Ao Prof. Dr. José Carlos Nassute, pela compreensiao e pelo valioso espago

cedido em sua sala e computador;

Antonio Tavora de Albuquerque Silva



Agradecimentos

Aos membros da banca de qualificacio e de defesa pela contribuiciao
significativa para o aprimoramento deste, em especial ao Prof. Dr. Antonio Carlos
Pizzolito;

A Maria do Rosario Guerra de Aratjo, Luciene Regina de Aratjo e Luiz
Eduardo dos Santos, por todo o apoio técnico no desenvolvimento e
acompanhamento das sinteses desta pesquisa;

Aos pos-graduandos Lucia Fioravanti de Castro, Elias José da Silva, Gisele
Lima Bachiega, Luciana M M Trevizani, Eduardo Testa, Jodo Marcelo Nabas,
Regiane Rocha Gongalves e Alberto Camilo Alécio, pelo incentivo e discussoes
técnicas durante e ao término deste trabalho;

A toda equipe do Lapdesf (Laboratério de Pesquisa e Desenvolvimento de
Farmacos), pela confianca depositada. em especial a estagiaria Andressa Munhoz;

A toda equipe do laboratério de mutagénese (Unesp), pelo auxilio técnico,
em especial a Marisa Fernandes e Soraya Duarte Varella;

A toda equipe da biblioteca da FCF (Unesp), pelo auxilio na busca e
aquisicao do material bibliografico utilizado durante o trabalho;

A toda equipe de pos-graduacgao, em especial a Claudia Licia Molina e Sonia
Ornallas Silva, pelo excelente trabalho e valiosas orientacOes frente a secretaria da
pos-graduacao;

Aos amigos Adriana Taveira, Carlos Maciel, Erika Tonelli “Maria”, Leandro
Barbosa, Alex Heller “Manuel”, Rosely Scodeler, Eliana Pavan e Regina Bonifacio
da Silva pela amizade e apoio em todos os sentidos para a conclusao deste trabalho;

A todos os que contribuiram direta ou indiretamente ao desenvolvimento
deste trabalho, incluindo os amigos de Belém, Nuwer, argentinos, professores da

Unoeste e funcionarios da Unesp.

Antonio Tavora de Albuquerque Silva



Sumario
SUMARIO

ABREVIATURAS .ottt ettt ettt 1
LISTA DE QUADROS ...ttt ettt v
LISTA DE FIGURAS ...ttt ettt ettt v
LISTA DE TABELAS ..ottt ettt vii
LISTA DE ESQUEMAS ..ottt ettt X
LISTA DE ESPECTROS ...ttt ettt X
RESUMO .ttt ettt ettt ettt xi
ABSTRACT ittt ettt ettt xil
L INTRODUGAO ... es s 1
LI OBJETIVO ittt ettt 5
I REVISAO BIBLIOGRAFICA ......oovooeoeeeeeeeeeeeeeeeseeeesseseseesesesesssssesssssssssssssens 6
3.1, MetrOnIAaZoL. .. cuuuieiiiiiiiiiiiirisie ettt ettt e 6
31T HISEOTICO. teuiuirtiieteieeiertet ettt sttt ettt sttt ettt st et et enen 6
3.1.2. ESpectro de aGA0. ..o s 9
3.1.3. MeCaniSmMO d€ ACAO0. .c.cvevirieriririeieieieieieteesteesteiestereste sttt ese e sesessenessene 11
3.1.4. Mutagenicidade. ... 13
3.1.5. Resistencia DaCteriana. ...cceeeerueerieirieiirieicrieienteienteiest ettt 15
3.1.6. Relacio estrutura atividade (SAR)..c.ccveveiinneininccirreccrecceeeeen, 24
3.1.7. Sintese do Metronidazol. .......cceeveeiririeinieireieeee s 26
3.2. Planejamento de pro-farmacos de metronidazol. .......ecveeevcecicicicicciiiccinnnen. 27
3.2.1. LAtENCIAGAO. cueveuireiiieiiieteietetetet ettt ettt ettt s et b b s e snene 27
3.2.2. Derivados do metronidazol........c.eceveireinieiniiininineseseseeseeieee 32

Antonio Tavora de Albuquerque Silva



Sumario
IV. MATERIAL E METODOS ....oovveoeevienessesesssssssssssssssssssssessssssssssssssesssssssssssess 36
4.1 MAterial. .. 36
A2, MELOAOS. ..ttt ettt 38
4.2.1. Métodos de sintese dos derivados do metronidazol. ...........ccccevrururnnnne. 38
4.2.2. Métodos analitiCOS. ...c.cueueueueuieuiiiiririirisieeeteeree et saeaenene 40
4.2.3. Teste de Ames para atividade Mutagenica. .......cccceuveveviccucieiriiininiiccnennn. 41
V. RESULTADOS E DISCUSSAOQ ...osviriiriiriieriieeeseessesssssessssssessssssssssssssssssssnns 43
5.1. Identificacao do fArMACO MALLIZ...civerveeeieiirieieieeeteseee et sseseeneas 43
5.2. Obtencao dos compostos A, B e C. ..ccccccuiiiiininnninrnccccccccccccceenn. 46
5.3. Identificagdo dos compostos A, B e C....ccocceeicininniniiiceiiniiccceercees 50
5.4. Obtencao do composto D. .....cceeueuiiiiiiiiiiiinneeeeecccee e 63
5.5. Atividade MULAZENICA. ..ovuiueiiiiiiicicictei e 068
VI. CONCLUSOES E PERSPECTTIVAS ......viirirerieeiseeisseesesesseessessssssssssssssssssssnns 74
VIIL. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL .....cccoostiiiiiiieircceeeeeceieeaee. 75
7.1. Sintese dO COMPOSLO A ..ot 75
7.2. Sintese do cOMPOSLO B ..o 76
7.3. Sintese do cOMPOSLO C. ..oueuiiiiiiiiiiicicieii s 77
7.4. Sintese do cOMPOSLO Do 78
7.5. Teste de Ames para atividade MUtageniCa. ......coceueuriviririiciciiiiiricicccccaes 79
VIIL REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS....cvovvveeeeeeeeeevveessesseessssesssessesssonssnns 85

Antonio Tavora de Albuquerque Silva



i
Abreviaturas

ABREVIATURAS

Antonio Tavora de Albuquerque Silva



Lista de Quadros

LISTA DE QUADROS

Quadro 1: Espectro de a¢do do metronidazol ... 09
Quadro 2: Protozoarios e bactéria sensiveis ao metronidazol ............ccccveeveaneee. 10
Quadro 3: Efeitos do grupo nitro na molécula do metronidazol ....................... 25

Antonio Tavora de Albuquerque Silva



Lista de Figuras

LISTA DE FIGURAS

Figura 1: Estrutura quimica do imidazol e de seu derivado, o metronidazol ... 07
Figura 2: Estrutura quimica dos diversos derivados imidazolicos ..................... 08
Figura 3: Representacio esquematica do mecanismo de a¢ao do metronidazol ...... 12
Figura 4: Selecao de mutantes resistentes a um antibiético durante a terapia
ANUMICIODIANA 1.uiuiiiiiiic s 16
Figura 5: Representagdao esquematica do mecanismo de resisténcia mediada por
MUACOES CLOMOSSOIMNICAS .evvrverrereererressensesessessesseseesessessessesessessessessesessessessesessessessesens 17

Figura 6: Representa¢iao esquematica do fator R (Plasmidio), r-determinante e

Figura 7: Representacdo esquematica do mecanismo de resisténcia mediada por
PLASINIAIOS ..ottt 19
Figura 8: Foto ilustrando a troca de material genético entre duas células de E. co/s
durante a conjugagao por meio do Sex pillus. Uma é a célula doadora do material
gENEtICO € 2 OULra € A FECEPTOTA wuvvviuiiiiiiiiiies ettt 19
Figura 9: Representacdo esquematica da migra¢ao do Transposon no cromossomo
para 0 Plasmidio ....cccciiiiiiiiiiiii e 20
Figura 10: Representa¢ao esquematica do mecanismo de transferéncia do gene que
confere a resisténcia a determinado antimicrobiano entre plasmidios (1) e entre
plasmidio € cromMOSSOMO (2) ..c.ooviiririvirieirieieieieieieeeeeeeete e 21

Figura 11: Representacao esquematica dos mecanismos comuns de resisténcia

bacteriana a antiMICIODIANOS ....c.cvvviiiiiiiiiiiiiiii e 22
Figura 12: Esquema de sintese do metronidazol ...........ccccceoeciviiinniicccininininnes 26
Figura 13: Diferencas entre farmaco, pré-farmaco e analogo .........cccccccveeenee. 29

Figura 14: (a) Fosfato de metronidazol e (b) sal hidrocloreto de IN,IN-

dimetilglicinato de metronidazol ... 32
Figura 15: Pro-farmacos de ésteres duplos de metronidazol. ..., 34
Figura 16: Triéster de metronidazol ..o 34

Antonio Tavora de Albuquerque Silva



Vi
Lista de Figuras

Figura 17: Trés ésteres de metronidazol sintetizados por Mahfouz e Hassan .. 35
Figura 18: Representacdo esquematica do teste de AMES .....ccccvvvvvirececiciniiiniines 41
Figura 19: Atividade mutagénica do metronidazol, utilizando a linhagem de .
typhimurinm TA-98, TA-100 e YG-1024 na auséncia de ativagao metabdlica ...69
Figura 20: Atividade mutagénica do metronidazol e seus derivados, utilizando a
linhagem de S. #yphinurium TA-100 na auséncia de ativagao metabdlica .............. 70
Figura 21: Atividade mutagénica do metronidazol e seus derivados, utilizando a
linhagem de S. #yphinurium TA-100 na presenca de ativagdo metabolica ............. 72
Figura 22: Imagem obtida do sistema ProtoCOL Colony Counter dos controles

NEgaAtiVOS, POSILIVO € ESPOMNLANCO ..uvevevvrrrerereiereieieaieiaisestesesestseseseesesesesesesesesesesenenes 83

Antonio Tavora de Albuquerque Silva



vii
Lista de Tabelas

LISTA DE TABELAS

Tabela 1: Grupos reversiveis utilizados no desenvolvimento de pro-farmacos ...31
Tabela 2: Bandas de absor¢ao do espectro no infravermelho do metronidazol ..43
Tabela 3: Atribuicdes dos sinais de RMN 'H em CH30H-d4 do metronidazol .......... 45
Tabela 4: Rendimentos obtidos das sinteses dos compostos A — C ...................... 48
Tabela 5: Bandas de absor¢ao do espectro no infravermelho do Composto A ...52
Tabela 6: Atribuicdes dos sinais de RMN 'H em CH;OH-d4 do Composto A....53
Tabela 7: Atribuicdes dos sinais de RMN C em CH,;OH-d4 do Composto A...54
Tabela 8: Bandas de absor¢ao do espectro no infravermelho do Composto B ....55
Tabela 9: Atribuicdes dos sinais de RMN "H em CH;OH-d4 do Composto B....56
Tabela 10: Bandas de absor¢ao do espectro no infravermelho do Composto C . 59
Tabela 11: Atribuicdes dos sinais de RMN 'H em CH;OH-d4 do Composto C..60
Tabela 12: Rendimento obtido das sinteses do composto D ....c.covvveececrcrvininennes 63
Tabela 13: Bandas de absor¢ao do espectro no infravermelho do Composto D .65
Tabela 14: Atribuicdes dos sinais de RMN 'H em CH;OH-d4 do Composto D.66
Tabela 15: Atribuicdes dos sinais de RMN “C em CH;OH-d4 do Composto D67
Tabela 16: Atividade mutagénica expressa pela média e desvio padrao (M £ SD)
do nimero de revertentes / placa e razdo de mutagenicidade (RM) do
metronidazol utilizando as linhagens de S. #yphimurium TA-98, TA-100 ¢ YG'*** na
auséncia de ativacao metabolica (-89) ..o, 68
Tabela 17: Atividade mutagénica expressa pela média e desvio padrao (M £ SD)
do nimero de revertentes / placa e razdo de mutagenicidade (RM) do
metronidazol e seus derivados utilizando a linhagem de S. #yphimurium TA-100 na
auseéncia de ativacao metabolica (-S9) ...c.cevrireiininicre e 70
Tabela 18: Atividade mutagénica expressa pela média e desvio padrio (M % SD) do
nimero de revertentes / placa e razdo de mutagenicidade (RM) do metronidazol e
seus derivados utilizando a linhagem de S. #yphimurinm TA-100 na presenca de

ativacao Metabolica (F-S9) e 71

Antonio Tavora de Albuquerque Silva



viii
Lista de Tabelas

Tabela 19: Porcentagem (%) de redugdo da atividade mutagénica utilizando a
linhagem de S. #yphimurinm TA-100 na auséncia (-S9) e na presenca de ativagao

metabolica (+89) dos derivados de metronidazol ........ccccceveveennrccinncccnneee. 73

Antonio Tavora de Albuquerque Silva



Lista de Esquemas

LISTA DE ESQUEMAS
Esquema A: Sintese do cOmMpPOStO A .....coviiiiiiiiiiiiiiicca 38
Esquema B: Sintese do composto B ... 39
Esquema C: Sintese do cOMPOSLO C .uveereiiicieicieicieieieicicieiiirneseeseeeienenenenenes 39
Esquema D: Sintese do composto D ... 39

Antonio Tavora de Albuquerque Silva



Lista de Espectros

LISTA DE ESPECTROS
Espectro 1: Infravermelho do metronidazol (KB) .......ccccccoeiinvniciiccinininnnes 44
Espectro 2: RMN '"H do metronidazol em CH;OH-d4 ........coovonrrvnrirnrinniennens 45
Espectro 3: Infravermelho do Composto A (KBY) ....ccceeveeueiciiinneninnrene 52
Espectro 4: RMN de 'H do Composto A em CH;OH-d4 .....coooovvvrrrrnrrenrnnnee. 53
Espectro 5: RMN de PC do Composto A em CH;OH-d4 ........ooovernrrnrierinnns 54
Espectro 6: Infravermelho do Composto B (KBx) ......ccccccieiivnniiicccinaes 55
Espectro 7: RMN de 'H do Composto B em CH;OH-d4 ......coovvvrreerenrirenee. 56
Espectro 8: HSQC do Composto B em CH;OH-d4 ..o, 57
Espectro 9: HMBC do Composto B em CH;OH-d4 ........cccoeveiiiiiiiiiiiies 58
Espectro 10: Infravermelho do Composto C (KBY) ....ccccccevviininnvnnvvcicciennes 59
Espectro 11: RMN de 'H do Composto C em CH;OH-d4 ......coocovvvrrrenrrennn. 60
Espectro 12: HSQC do Composto C em CH;OH-d4 .......cccoeeiiiiiiiiiiians 601
Espectro 13: HMBC do Composto C em CH;OH-d4 ..o 62
Espectro 14: Infravermelho do Composto D (KB1) ......cccvvvivvinnvncniccccnnes 65
Espectro 15: RMN de 'H do Composto D em CH;OH-d4 ......coccovverrrernreerennn. 66
Espectro 16: RMN de °C do Composto D em CH;OH-d4 .......covvververrennnenne. 67

Antonio Tavora de Albuquerque Silva



Xi
Resumo

RESUMO

Em terapéutica, cada farmaco produz uma série de efeitos, sendo
usualmente, apenas um associado ao objetivo primario da farmacoterapia e todos
os efeitos secundarios referidos como indesejaveis. Para compostos contendo
nitrogrupos, um destes efeitos é a mutagenicidade, a qual esta relacionada com a
génese de metaplasias, carcinomas e na promog¢ao do surgimento de cepas
bacterianas resistentes. Dentre tais compostos encontra-se o metronidazol, um
antimicrobiano de amplo espectro, largamente utilizado no mercado brasileiro, que
possui atividade mutagénica para bactérias e sistemas eucariontes primitivos, e que
em doses terapéuticas produz dano no DNA de linfécitos circulantes.

Com a finalidade de reduzir os efeitos toxicos, os processos de modificagao
molecular sdo amplamente utilizados. Entre eles, merece destaque a latenciagao,
definida como a transforma¢io do farmaco em forma de transporte inativo (pro-
farmaco) que, 7z vivo, sofre biotransformacao, liberando a porgao ativa no local de
a¢ao ou proximo dele.

Nesse sentido, o objetivo deste trabalho foi obter pré-farmacos de
metronidazol e estudar a influéncia desta modificacao molecular na atividade
mutagénica. Para tanto foram sintetizados os compostos: acido 4-[2-(2-metil-5-
nitro-1H-imidazol-1-il)et6xi]-4-oxobutandico (A), acido 5-[2-(2-metil-5-nitro-1H-
imidazol-1-il)etoxi]-5-oxopentandico (B), acido {2-[2-(2-metil-5-nitro-1H-imidazol-
1-i))etéxi]-2-oxoetdxi}  acético (C) e acido [2-(2-metil-5-nitro-1H-imidazol-1-
il)etoxi| acético (D), os quais foram submetidos ao teste de Ames para avaliar seus
potenciais mutagénicos. Os resultados demostraram que todos os compostos
sintetizados mostraram significativa reducao de tal efeito quando comparados ao

farmaco matriz (metronidazol).
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Abstract

ABSTRACT

In therapeutic, each drug produces several effects, but usually, just one is
associate to the primary objective of the drug therapy, and the secondary effects are
referred as undesirable. In compounds with nitrogroups, one of these effects is
mutagenicity, which is related with metaplasias genesis, carcinomas and in the
promotion of bacterial resistance strain. One of such compound is metronidazole,
an antimicrobial with wide spectrum, broadly used in the Brazilian market, that has
possesses mutagen activity for bacteria and primitive systems, and that in
therapeutic doses produces DNA damage in circulating lynphocytes.

With the purpose to reduce the toxic effects, the processes of molecular
modification are used thoroughly. Among them, latentiation, defined as the
transformation of the drug in a inactive transport form (prodrug) that, iz vive, after
enzimatic clevage, release the active portion 7 situ.

In this way, the objective of this research was to obtain metronidazole
prodrugs, and study the molecular modification on mutagen activity. Were
synthesized the compounds: 4-[2-(2-methyl-5-nitro-1H-imidazol-1-yl)etoxi]-4-
oxobutanoic acid A), 5-|2-(2-methyl-5-nitro-1H-imidazol-1-yl)etoxi]-5-
oxopentanoic  acid  (B),  {2-[2-(2-methyl-5-nitro-1H-imidazol-1-yl)etoxi]-2-
oxoetoxicjacetic acid (C) and [2-(2-methyl-5-nitro-1H-imidazol-1-yl)etoxi] acetic
acid (D). Mutagenic activity were evaluated by Ames test and the results showed
that all synthetsized compounds decreased mutagenic effect when compared to the

main drug (metronidazole).
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Introducéo

I. INTRODUCAO

Durante os dltimos 25 anos, um alarmante nimero de cepas bacterianas tem
desenvolvido resisténcia a diversos agentes antimicrobianos. Microbiologistas do
setor de Satde Publica observaram a associacao do aumento de bactérias resistentes
com a elevacio dos casos de doencas do trato intestinal, urinario, do sistema
pulmonar e de pele, sendo as criancas os pacientes mais vulneraveis (Alcamo,
2001).

Patologias como pneumonia bacteriana, tuberculose, faringite, laringite e
gonorréia, que seriam de facil tratamento com doses simples de antimicrobianos,
atualmente, sao de dificil tratamento (Alcamo, 2001).

O maior problema associado a quimioterapia ¢ a selecio de microrganismos
resistentes, pois os microrganismos podem sofrer mutacdo de forma espontinea
contra qualquer agente em seu meio, uma vez a cada 10° a 10" divisdes celulares
(Jensen et al, 1997).

Devido a essa alta e rapida taxa de multiplicagdo, a probabilidade de um
microrganismo sofrer mutagao por um agente antimicrobiano é muito alta.

Nessas condi¢oes, o mutante pode se multiplicar rapidamente na presenca
do agente antimicrobiano, produzindo uma nova populagio de microrganismos
resistentes (Jensen ez a/, 1997).

Quando a penicilina G foi inicialmente introduzida, cerca de 3% das cepas
de S. aurens eram resistentes a ela. Mas com o elevado uso deste antimicrobiano,
mensurado em centenas de toneladas por ano, houve a elimina¢do progressiva das
cepas sensiveis, estimando-se atualmente que 90% ou mais das cepas de S. aureus ja
sao resistentes a penicilina G (Nester e a/, 2001).

A resisténcia aos antimicrobianos ¢ uma questao de grau. Na pratica médica,
o termo resistente ¢ definido como, “aquele organismo que nio ¢é inibido ou

destruido por um antimicrobiano estando na presenca do mesmo em
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Introducéo

concentracdes normais do farmaco apds a administragdo do mesmo” (Roitt e7 i
1999).

O surgimento de cepas resistentes aos antimicrobianos, tem sido fator
constante na diminui¢do do valor terapéutico dos mesmos (Trabulsi ez a/, 2000).

Durante o tratamento de um processo infeccioso, os antimicrobianos podem
selecionar mutantes previamente existentes que mantém o processo infeccioso
(Trabulst ez a/, 2000).

A selecao de mutantes resistentes pode ser prevenida pela associagiao de dois
ou mais farmacos, tendo-se como fundamento o fato de que mutantes resistentes a
dois ou mais antimicrobianos sao raros. Esta conduta terapcutica ¢ muito
empregada no tratamento da tuberculose, podendo ser aplicada no tratamento de
outras infec¢des (Trabulsi ez a/, 2000).

Atualmente, o mundo todo reconhece como uma grande ameaga ao
tratamento de doencas infecciosas, que representam risco a vida, a incrivel
capacidade das bactérias em desenvolver resisténcia a cada novo antimicrobiano
utilizado. Além do fato de que nos dias de hoje, diferentemente de 1940, ha uma
progressiva reducao no ritmo de descoberta de novos antimicrobianos (Roitt e# a/,
1999).

Sio diversos os fatores humanos que levam a resisténcia aos
antimicrobianos, como por exemplo, o uso dos mesmos: (1) de forma incorreta e
extensiva pelos médicos, (2) em resfriados e gripes, (3) para profilaxia apds cirurgias
e em pacientes imunodeprimidos, (4) na nutricio animal, (5) em tratamentos longos
contra acne, (6) por pacientes com dificuldade de seguir o tratamento prescrito, (7)
pela automedicacdo e (8) pela disseminacao de bactérias resistentes através de
regides geograficas distintas (Alcamo, 2001; Tortora ez a/, 2002).

Normalmente, linhagens de bactérias resistentes sio comuns a individuos
que trabalham em ambientes hospitalares. Nestes locais, a utilizagdo de

antimicrobianos ¢, muitas vezes, indiscriminada. (Tortora e a/, 2002).

Antonio Tavora de Albuquerque Silva



Introducéo

Entretanto, em paises em desenvolvimento, a resisténcia a esses farmacos é
mais comum, pois esta disseminac¢do nao ¢ restrita aos hospitais, mas também
devido ao largo consumo sem prescricao médica e onde as condi¢des sanitarias nao
sao adequadas (Alcamo, 2001; Nester ef a/, 2001).

Alguns pafses como México, Guatemala e Brasil, permitem a venda de
antimicrobianos potentes no balcao, facilitando o desenvolvimento da resisténcia
bacteriana (Alcamo, 2001).

Entre 1968 e 1971, cerca de 12.000 pessoas morreram na Guatemala de
infeccao por Shigella dysenteriae resistente a antimicrobianos (Alcamo, 2001).

Aliado ao problema da resisténcia bacteriana, também observa-se a
transferéncia de tal resisténcia entre as bactérias por meio de plasmidios e / ou
transposons, salientando que tal transferéncia pode ocorrer entre bactérias de
espécies distintas, prejudicando os protocolos de tratamento ja padronizados
(Alcamo, 2001; Nester ez a/, 2001).

Os antimicrobianos ja foram considerados farmacos “milagrosos”, mas em
vista do fator de resisténcia esse ponto de vista ndo permanece, tendo sido sugerido
por alguns pesquisadores o controle restrito dos antimicrobianos de forma
semelhante aos dos narcéticos (Alcamo, 2001).

A resisténcia bacteriana emergente ¢ um desafio aos pesquisadores atuais,
tendo-se como possibilidades para enfrenta-la: (1) melhorar o sistema imune do
hospedeiro, (2) o uso de bacteriéfagos para inibir o crescimento de determinadas
bactérias e (3) a busca de novos farmacos capazes de vencer a resisténcia bacteriana
(Alcamo, 2001).

Segundo dados recentes, o metronidazol, um antimicrobiano imidazoélico de
amplo espectro, ¢ também um potente agente mutagenico para bactérias e sistemas
eucariontes primitivos, sendo utilizado como controle positivo em artigos que
utilizam o teste de Ames para verificar atividade mutagénica (Zhang & Wang, 2000;

Menéndeza ez al, 2001).
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O grande responsavel pela atividade antiparasitiria, antimicrobiana e
mutagénica do metronidazol ¢ seu grupo nitro (NO,) que também causa dano no
DNA de linfécitos (humanos) circulantes. Contudo, estes se recuperam (reparam
seu DNA) em até 15 dias apo6s o fim do tratamento, permanecendo ainda discutivel
seu efeito carcinogénico (Menéndeza ez a/, 2001).

Considerando o potente efeito mutagénico do metronidazol para bactérias,
aliado a alta velocidade de multiplicacdo bacteriana e o surgimento de cepas
resistentes ¢ de suma importancia o desenvolvimento de novos agentes
antimicrobianos, que apresentem além de boa atividade, um menor efeito
mutagenico e consequentemente menor capacidade de gerar cepas resistentes.

Sendo assim, dentro do campo de busca de novos farmacos por meio de
sintese organica, a latenciagdo mostra-se como um processo de modificagao
molecular amplamente utilizado no melhoramento das propriedades fisico-quimicas
para otimizar a farmacocinética e reduzir a toxicidade de diversos farmacos. Além
do fato de que, estudos recentes de Guido e colaboradores (2001), demonstram
que a utilizacio desta metodologia pode diminuir o efeito mutagénico do

nitrocomposto nitrofural em 300 a 400%.
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II. OBJETIVO

O presente objeto de estudo utiliza o processo de latenciacio para modificar
a estrutura do metronidazol, a fim de obter derivados com atividade mutagénica

reduzida.
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ITI. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Metronidazol.

3.1.1. Historico.

A grande maioria dos agentes quimioterapicos foram introduzidos na
terapéutica clinica entre os anos de 1940 a 1980, sendo que alguns ja eram
conhecidos no inicio do século XX e outros existentes ha séculos bem anteriores a
nossa era.

Grandes povos antigos como Maias, Incas, Hindus e Chineses ja conheciam
preparacdes antimicrobianas eficazes.

O imperador chinés Shen Nung (2735 a.c.) elaborou um livro sobre ervas
terapcuticas, onde havia entre as mesmas até ervas com atividade antimalarica. O
papiro de Ebers (~1500 a.c.) recomenda a utilizacdo de substancias dos reinos
animal, vegetal e mineral e alguns desses sao hoje conhecidos pela sua atividade
quimioterapica.

No século IV (460-370 a.c.) Hipécrates recomendou o emprego de sais
metalicos para algumas doengas, hoje atribuidas a organismos patogénicos. E, em
50 d.c., Dioscérides (grego) prescreveu produtos naturais para o tratamento dessas
mesmas moléstias em seu livto De Materia Medica.

Galeno, em 131-201 d.c., defendeu o emprego de misturas herbaceas para
qualquer tipo de moléstia. Os arabes entre os séculos VII e VIII disseminaram sua
cultura e pratica médica pelos paises da Europa, assim como o uso da pomada
mercurial. Cabe lembrar que em 1495, Cumano indicou o mercurio para o alivio
dos sintomas da sifilis.

Na Idade Média, no periodo de 1493 a 1541, Paracelso afirmou que o corpo
humano era um grande laboratério quimico e que poderia ser tratado pela

administragao de substancias quimicas (Korolkovas, 1988).
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De Paracelso em diante, a quimioterapia européia fez poucos avangos. E o
grande novo impulso fora dado por Paul Ehrlich no periodo de 1854 a 1915 (pai
da quimioterapia moderna) (Korolkovas, 1988).

Os imidazois sao substancias caracterizadas pela presenca de um nuicleo
ciclico pentagonal contendo dois atomos de nitrogénio (fignra 1) e o interesse por
este grupo quimico teve seu inicio com a descoberta da azomicina (2-nitroimidazol)
(Tavares, 1999).

O isolamento da azomicina (2-nitroimidazol) de um estreptomiceto por
Maeda e colaboradores, em 1953, e a demonstracio de sua propriedade
trichomonicida por Horie em 1956, gerou a sintese quimica e ensaios biolégicos de
diversos compostos nitroimidazolicos. Dentre estes, surge o metronidazol, de
nome quimico 1-(B-hidroxietil)-2-metil-5-nitroimidazol (fignra 1) (Hardman ez al,

2001).

OH

H
N
§ /; H3C\2/III\5/N02
imidazol \s_{/
3

metronidazol

Figura 1. Estrutura quimica do
imidazol e de seu derivado, o
metronidazol.

O metronidazol foi sintetizado em 1957 por Anon no laboratério Rhone-
Poulenc, tendo-se descoberto sua atividade contra Trichomonas spp por Cosar e
Julou em 1959 e contra Ewtamoeba em 1961 (Voogd, 1981; Korolkovas, 1988;
Murray et al, 1999).
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Durel e associados em 1960 observaram atividade tricomonicida em sémen e
urina ap6s administracoes orais do farmaco e que altas taxas de cura poderiam ser
obtidas em pacientes tanto do sexo masculino quanto feminino com tricomoniase.
Estudos posteriores demonstraram que o metronidazol possui uma 6tima atividade
e utilidade clinica contra uma variedade de agentes patogénicos anaerdbios,
incluindo bactérias Gram - e Gram + além de atividade contra Giardia lamblia
(Hardman ez a/, 2001).

Em 1962, Shinn descobriu que o metronidazol possufa atividade contra
bactérias anaerébias, quando o mesmo verificou que pacientes com tricomoniase e
estomatite de Vicent ficavam curados de ambas as doencas com o uso do
metronidazol (Tavares, 1999).

O metronidazol foi o primeiro derivado 5-nitroimidazol introduzido na
terapéutica humana e continua até hoje como o principal representante do grupo
(Tavares, 1999).

Outros derivados 5-nitroimidazéis com estrutura quimica e atividade
biologica semelhante ao metronidazol foram desenvolvidos, sendo estes: tinidazol,
secnidazol e ornidazol (figura 2) (Murray et al, 1999; Hardman ez a/, 2001).

O benzinidazol ¢ outro derivado de 5-nitroimidazol que diferentemente,
possui atividade contra T. auzz, ne Doenga de Chagas (fignra 2) (Hardman ef al,
2001).

CHj

O0—S—O0 CHj OH

cl
HO NH

N N N

H3C\< J/NOZ HSC\g J/Noz HsCKJ/NOZ benZidazol N

N

tinidazol secnidazol ornidazol i\ W/NO2
N

Figura 2. Estrutura quimica dos diversos derivados imidazolicos.
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3.1.2. Espectro de agio.

O metronidazol ¢ classificado como agente antiprotozoario e agente
antibacteriano diverso (Rang ef a/, 2001). O quadro abaixo mostra o espectro de
acao deste farmaco em ambas as classificagoes.

Quadro 1. Espectro de agao do metronidazol.

Fonte: (Cho et al, 1982; Korolkovas, 1988; Baron, 1991; Silva, 1998;
Murray et al, 1999; Parfitt, 1999; Roitt ez a/, 1999; Tavares, 1999; Land &
Johnson, 1999; USP DI, 1999; Barry ef a/, 2000; Salles & Salles, 2000;
Trabulsi ef a/, 2000; Hardman ef a/, 2001; Rang ez a/, 2001; Tortora et al,
2002).
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Bactérias Gram + nao formadoras de esporos, geralmente sdo resistentes ao
metronidazol.

O metronidazol pode ser usado na doenga de Crohn (leve a moderada), pois
0 mesmo parece apresentar, também, atividade imunomodulatéria (Hardman ez 4

2001).

Quadro 2. Protozoarios e bactéria sensiveis ao metronidazol.

Fonte: Google — Brasil (imagens), disponivel em http://www.google.com.br/.
Acesso em 08/08/2002.
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3.1.3. Mecanismo de agao.

Como descrito, o metronidazol ¢ um farmaco com atividade contra agentes
patogénicos anaerobios e microaerofilicos, os quais possuem elétrons provenientes
de seu metabolismo energético (Baron, 1991; Drug Information, 111; Roitt et 4/,
1999; Land & Johnson, 1999; Trabulsi ez a/, 2000; Hardman ez a/, 2001; Bendesky e#
al, 2002).

Os organismos supracitados, diferentemente dos aerdbios, possuem
componentes transportadores de elétrons, as ferridoxinas, pequenas proteinas Fe-S
com suficiente potencial redox negativo para doar elétrons ao metronidazol
(Hardman ez a/, 2001).

Organismos anaerébios ou microaerofilcos susceptiveis ao metronidazol,
geram sua energia por meio da fermentagao oxidativa de cetoacidos como o
piravico. A descarboxilacio do piruvato catalisada por ferridoxina-piruvato
oxidoredutase produz elétrons que reduzem a ferridoxina a qual cataliticamente doa
seus elétrons para aceptores de elétrons biolégicos ou ao metronidazol
(Hardman ez a/, 2001).

A transferéncia de um unico elétron forma um radical anionico nitro (NO")
altamente reativo, o qual elimina os organismos susceptiveis por mecanismos de
metilagdo direcionados ao DNA e possivelmente outras biomoléculas vitais
(Hardman e# a/, 2001; Bendesky ez a/, 2002; Drug Information, 111).

No Helicobacter pylori, o metronidazol é ativado por uma nitroredutase
(proteina RdxA) codificada pelo gene rdxA, a qual reduz o grupo nitro (NO,)
doando 2 elétrons, gerando intermediarios nitrosos e hidroxilamina como produto
final, ambos citotoxicos para a bactéria, causando ruptura da simples fita de DNA
(Van der Wouden ¢7 a/, 2001; Jenks & Edwards, 2002).

O mecanismo de a¢ao do metronidazol, pode ser visto resumidamente na

tigura 3.
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O metronidazol ¢ cataliticamente reciclado, pois a perda do elétron do
metabdlito ativo regenera o composto original.

Com o aumento dos niveis de O,, pode-se observar uma diminuicdo na
citotoxicidade do metronidazol, devido o O, competitr com o farmaco pelos
elétrons gerados no metabolismo energético dos organismos anaerébios.

Portanto, o O, é capaz de diminuir a citotoxicidade do metronidazol e de
aumentar a reciclagem do farmaco ativado (Hardman ez 4/, 2001).

A auséncia de protefnas transportadoras de elétrons, com suficiente potencial
redox para reduzir o grupo nitro (NO,) do metronidazol em células aerdbias
tornam o farmaco ineficiente para atuar contra as mesmas (Land & Johnson, 1999).

As células de mamiferos nao sio danificadas devido a falta de enzimas

necessarias para reduzir o grupo nitro do metronidazol (Baron, 1991).

Figura 3. Representacdo esquematica do mecanismo de a¢do do metronidazol.
(modificada de Baron, 1991). Onde observa-se: (1) penetragio do metronidazol
pela parede e membrana celular bacteriana; (2) acao da enzima nitroredutase sobre
o grupo nitro do metronidazol gerando intermediarios altamente citotoxicos, mas
com curta vida média; (3) acao dos intermediarios (toxicos) sobre o DNA e (4)
tragmentagao do DNA do microrganismo.
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3.1.4. Mutagenicidade.

Mutagao ¢ toda alteracdo do material genético de uma célula que nao resulta
de segregacao ou recombina¢do. Quando nao ¢ letal a propria célula, ela pode
propagar-se pelo corpo em crescimento (mutagao somatica) ou transmitir-se as
geragoes (mutagdo germinal). A mutagdo pode ser espontanea ou induzida por
agentes fisicos, quimicos ou biologicos; incidindo sobre células somaticas, pode
levar a um processo carcinogénico no proprio individuo. Se ocorrer em células
germinativas, pode produzir doengas ou malformagoes nas geracoes futuras (Maron
& Ames, 1983).

As mutagdes e neoplasias estdo estreitamente associadas, porque ambas
representam alteragOes abruptas em uma unica célula, permanentes e herdadas
pelas células-filhas. Por isso os testes de mutagenicidade sao recomendados para
pré selecao de agentes quimicos (Maron & Ames, 1983).

Em 1974, Voogd e colaboradores verificaram a evidente atividade
mutagénica do metronidazol e de outros imidazois frente a testes em Salwmonella
typhinurium, Klebsiella pnenmoniae, E. coli e Citrobacter freundi.

Existem algumas controvérsias no que se diz respeito a carcinogenicidade do
metronidazol (Cho et a/, 1982), mas sabe-se que o mesmo ¢ cancerigeno para
roedores, contudo nenhum risco real foi ainda verificado para humanos, faltando a
realizagao de mais experimentos para confirmar tal informacao (Jenks & Edwards,
2002).

O metronidazol tem se mostrado como potente agente mutagénico para
bactérias e sistemas eucariontes primitivos, atuando principalmente por
substitui¢oes de pares de base (Menéndeza et a/, 2001).

A relagdo estrutura atividade mutagénica do metronidazol e dos 5-
nitroimidazois estao relacionados ao fato da presenca do grupo nitro (NO,), assim
como a substituicio em N-1 e/ou N-3, onde neste ultimo caso, a atividade

mutagénica pode ser completamente inibida (Rosenkranz ef a/, 1976; Voogd, 1981).
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O efeito mutagénico do metronidazol ¢ amplificado pela ativacdo
microssomal, sendo necessario uma redugao enzimatica do grupo nitro (NO,) para
dar origem aos produtos intermediarios mutagénicos, processo este, nao tao
comum em células de mamiferos (Voogd, 1981; Menéndeza ez a/, 2001).

Nas células humanas, o metronidazol nao induz seja 7z vitro ou in vivo a troca
entre cromatides irmas ou indu¢ao de microntcleos (Menéndeza ez a/, 2001).

Contudo Mudry e colaboradores em 1995, relatam que o metronidazol
possui um efeito clastogénico, verificado por aumento de aberragoes
cromossomicas e inducao de micronucleos, em células CHO e em linfocitos
humanos.

A capacidade do metronidazol e de seus metabolitos de produzir quebras no
DNA de células humanas tem sido discutida.

Em 1991, Reitz e colaboradores verificaram que o metronidazol provocou a
quebra do DNA de linfécitos humanos em pacientes tratados com 4800mg do
farmaco. Tal dano foi reparado 7 dias apdés o término da terapia com o
metronidazol. Estes pesquisadores também verificaram a quebra do DNA simples
fita de linfécitos humanos em meio de cultura, dado esse confirmado em 1997 por
Ré e colaboradores.

Outro estudo feito por Fahrig e colaboradores (1997), demonstra que nao ha
diferencas entre os danos no DNA antes e apos o tratamento com o metronidazol,
contudo tais dados foram questionados devido ao nao controle de fatores como:
sexo, idade, peso e tipo de infeccao (Menéndeza ez a/, 2001).

Por fim, Menéndeza e colaboradores (2001), confirmaram os dados de Reitz
e colaboradores (1991), concluindo que doses terapéuticas de metronidazol
produzem dano no DNA de linfécitos circulantes. Contudo, o dano parece ter sido
reparado 15 dias apds o fim do tratamento, com exce¢ao de dois pacientes.

Ainda faltam estudos para saber se os danos causados pelo metronidazol ao

DNA podem auxiliar na génese de neoplasmas (Bendesky ez a/, 2002).
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3.1.5. Resisténcia bacteriana.

A capacidade de adquirir resisténcia e o grau de resisténcia adquirida ¢ muito
variavel entre as bactérias, pois enquanto algumas adquirem resisténcia com mais
frequéncia outras adquirem a resisténcia de forma mais rara, podendo esta ser de
moderada a intensa.

Quando a resisténcia ¢ moderada a bactéria pode ser eliminada com um
simples aumento de dose, uma vez que mesmo possuindo mecanismos de defesa
contra o farmaco, este ndo consegue sobrepujar quantitativamente a concentragao
do farmaco no local de a¢dao, mas quando a resisténcia ¢ intensa, o antimicrobiano
nao pode ser usado, pois por mais que se aumente a concentra¢ao do farmaco no
local de acdo, o mecanismo de defesa parasitario ja ¢ tao eficiéncia, que sobrepuja o
aumento de dose (Trabulsi ez a/, 2000).

Quanto a vulnerabilidade aos antimicrobianos, as bactérias podem ser
classificadas em sensiveis ou resistentes.

As bactérias sensiveis sdo aquelas que niao crescem, 7z vitro, na presenca da
concentra¢dao plasmatica média que os antimicrobianos atingem em tal fluido apos
administracao oral. Ao contrario das resistentes, que crescem em tais concentragoes
(Roitt ef al, 1999; Trabulsi e a/, 2000).

A resisténcia bacteriana pode ser classificada em natural (inata) ou adquirida.

A resisténcia natural corresponde a uma caracteristica da espécie bacteriana,
ou seja, todas as amostras da espécie, independente do local de isolamento, sao
sempre resistentes. Diferentemente da resisténcia adquirida, onde somente parte
das amostras sdo resistentes, dependendo do local de coleta e da intensidade do
uso.

Como exemplo de resisténcia natural temos a Escherichia coli, que ¢ resistente
a benzilpenicilina. E de resisténcia adquirida, a mesma E. co/f com cepas resistentes
a ampicilina.

De uma forma geral, a resisténcia natural bacteriana ¢ alcan¢ada, devido a

incapacidade dos mesmos em atingir seu sitio de agdo, seja por nao existir alvo
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suscetivel ou por ser impermeavel ao agente antimicrobiano (Roitt ez a/, 1999;
Trabulsi ef a/, 2000; Nester ef a/, 2001).

A resisténcia adquirida é um fenomeno casual da bactéria, onde o
antimicrobiano funciona como um simples seletor das cepas resistentes. Tal
resisténcia ¢ decorrente de uma alteracdo genética expressada bioquimicamente.
Enfatizando que as bactérias resistentes sao capazes de crescer na presen¢a do

antimicrobiano, tomando o espago das sensiveis (figura 4).

Figura 4. Selecao de mutantes resistentes a um antibiético durante

a terapia antimicrobiana. (Tortora ez a/, 2002).

As alteracbes genéticas podem ser determinadas por mutacoes
cromossomicas ou por aquisicio de fatores R (plasmidios) (Jensen ef al, 1997,

Trabulsi ez a/, 2000; Nester e a/, 2001).
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X> Resisténcia cromossémica.

E mediada por mutagdes cromossomicas, sendo geralmente simples, levando
a resisténcia a um antimicrobiano, pois dificilmente ocorrem mutagdes simultineas
(fignra 5) (Trabulsi et al, 2000).

Na presenca do antimicrobiano, estes mutantes espontaneos possuem uma
vantagem seletiva, sobrevivendo e superando em numero a populagao suscetivel.
Tais bactérias podem infectar outros pacientes por infeccio cruzada ou migrar para

outros tecidos do mesmo paciente (Roitt ez a/, 1999).

Figura 5. Representaciao esquematica do mecanismo

de resisténcia mediada por mutagdes cromossomicas

(modificada de Roitt ez a/, 1999).

X> Resisténcia extracromossOémica.

Tem sido a mais estudada, uma vez que sua importancia ¢ maior, ja que
fornece resisténcia a um maior nimero de agentes antimicrobianos (Trabulsi ez 4/,
2000; Tortora ef al, 2002).

E mediada por fatores R, pois além da sobrevivéncia das bactérias aos
antimicrobianos, baseada na mutagdo cromossOmica a0 acaso, estes organismos
também podem adquirir genes para resisténcia por plasmidios transferiveis também
conhecidos como fatores R (Jensen ez al, 1997; Roitt et al, 1999; Alcamo, 2001).

Os fatores R siao plasmidios que transportam um ou mais grupos de genes
que codificam resisténcia a um ou mais antimicrobianos, estes plasmidios foram
descobertos no Japao na década de 50 (~1955) apos varias epidemias de disenteria,

onde detectou-se que o agente patogénico era resistente a varios antibioticos
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utilizados na época. Mas, atualmente é sabido que tal evento é comum a todo o
mundo bacteriano (Alcamo, 2001; Nester e a/, 2001; Tortora et al, 2002).

Muitos fatores R contém 02 grupos de genes: um responsavel pela
resisténcia antimicrobiana (r-determinante) e outro responsavel pela conjugacio e
replicagao do plasmidio sendo este ultimo denominado Fator de Transferéncia de
Resisténcia (FTR) (figura 6) (Roitt ez al, 1999; Nester et al, 2001; Tortora et al, 2002).

Dois plasmidios dentro de uma mesma célula bacteriana podem, se
necessario, sofrer recombinagao para unir os grupos de genes FITR e r-

determinante (Nester ez a/, 2001).

Figura 6. Representagio esquematica do fator R
(Plasmidio), r-determinante e FTR (modificada de

Nester e al, 2001).

A resisténcia extracromossomica pode ser simples, mas na maioria das vezes
¢ multipla, conferindo a bactéria, resisténcia a dois ou até seis antimicrobianos,
devido a presenca de genes de resisténcia de varios antimicrobianos em um Gnico
plasmidio (fignra 7) ou em plasmidios diferentes dentro de uma mesma bactéria. Tal
tipo de resisténcia ¢ mais observada em hospitais onde o uso de antimicrobianos ¢é

intenso (Jensen ez al, 1997; Roitt et al, 1999; Trabulsi ef a/, 2000; Nester ez a/, 2001).
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Figura 7. Representacido esquematica do mecanis-
mo de resisténcia mediada por plasmidios

(modificada de Roitt ez a/, 1999)

E sabido que a resisténcia extracromossémica pode ser transferida durante o
processo de recombinac¢do por conjugacao, podendo ser muito elevada a frequiéncia
(numero) de transferéncia. Sabe-se também que o fené6meno ocorre entre bactérias
de espécies bastante distintas, devido um determinado plasmidio com genes de
resisténcia ser comum a diferentes familias de bactérias (fignra 8) (Roitt et al, 1999;

Trabulsi ez a/, 2000; Alcamo, 2001; Nester ef a/, 2001; Tortora et al, 2002).

Figura 8. Foto ilustrando a troca de material
genético entre duas células de E. w/ durante a
conjugacdao por meio do Sex pil/us. Uma é a célula
doadora do material genético e a outra é a
receptora (modificada de Nester ez a/, 2001).

Bactérias que nao estejam causando doenca como a E. ¢/ em um individuo
sadio, podem ter a funcdo de reservatoérios de fatores R, os quais podem ser

transferidos para bactérias patogénicas (Nester ez a/, 2001).
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Como exemplo de fator R pode-se citar o gene TEM-1, mediado por
plasmidio, que confere resisténcia bacteriana contra beta-lactamases em bactérias
Gram negativas, que esta difundido entre as enterobactérias como a Escherichia colz
e também conferindo resisténcia a penicilina e ampicilina em Neisseria gonorrhoeae e

H. influenzae respectivamente (Roitt ez a/, 1999).

> Transposons ou “genes saltadores”.

Tanto a resisténcia cromossomica quanto a extracromossomica podem ser
transferidas de uma bactéria para outra por fatores R ou por pequenos
seguimentos de DNA denominados transposons ou “genes saltadores”, os quais
sao responsaveis pela resisténcia antimicrobiana capazes de integrar-se no
cromossomo ou nos plasmidios (figura 9), constituindo-se num poderoso
mecanismo natural para o movimento de genes de um cromossomo para outro.
Cabe ainda ressaltar que os transposons contém a informagdo para sua propria
transposi¢ao ou salto (Roitt ez a/, 1999; Trabulsi ef a/, 2000; Nester et al, 2001;
Tortora et al, 2002).

Figura 9. Representacdo esquematica da
migracdo do Transposon no cromossomo para
o plasmidio (modificada de Nester e a/, 2001).
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O cromossomo ¢ o sitio mais seguro para os genes, contudo a disseminacao
do gene fica condicionada a divisdo celular bacteriana. Porém, quando deslocam-se

para os plasmidios, conseguem uma dissemina¢ao muito mais rapida (figura 10).

Os transposons aumentam muito a possibilidade de migracdo do gene
resistente, podendo deslocar-se de um cromossomo para um plasmidio (e vice
versa) e entre os plasmidios: de um nao transmissivel para um transmissivel
acelerando novamente a disseminacdo (figura 10). Tal processo explica como o
mesmo gene para resisténcia antimicrobiana pode ser encontrado em bactérias
Gram negativas (E. co/)) e Gram positivas (Clostridium spp) (Roitt et al, 1999; Nester
et al, 2001).

Figura 10. Representagdo esquemadtica do
mecanismo de transferéncia do gene que confere a
resisténcia a determinado antimicrobiano entre
plasmidios (1) e entre plasmidio e cromossomo (2)
(modificada de Roitt ez a/, 1999)
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X> Mecanismos quimicos de resisténcia.

As mutagoes cromossomicas e aquisicao de plasmidios transferiveis, podem

dar origem a uma bactéria resistente por diversos mecanismos quimicos, sendo
estes (fignra 17) (Baron, 1991; Jensen e al, 1997; Roitt et al, 1999; Trabulst ez al, 2000,
Alcamo, 2001; Tortora ef al, 2002):

1.

Sintese de enzimas capazes de modificar o grupamento ativo da
molécula do antimicrobiano, tornando a molécula inativa (sendo este
mecanismo o mais freqiiente);

Alteracao das moléculas onde se fixam os antimicrobianos;

Sintese de novas enzimas ou protefnas (sitio de a¢do) que nao sofrem
acdo do antimicrobiano, e que possuem as mesmas fungoes das
enzimas ou proteinas que sdo inativadas pelo farmaco;

Diminui¢ao da permeabilidade da membrana celular bacteriana;
Utiliza¢ao de mecanismo de efluxo para elimina¢ao do antimicrobiano
do interior da célula bacteriana;

Outros.

Figura 11. Representagdo esquematica dos
mecanismos comuns de resisténcia bacteriana a
antimicrobianos (modificada de Nester ¢/ 4/,
2001).
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Os microrganismos resistentes a [-lactimicos, macrolideos, lincomicina,
sulfonamidas, trimetoprima e as quinolonas, utilizam o mecanismo de alteracdo de
seus receptores.

Os microrganismos resistentes a tetraciclina, fosfomicina e aminoglicosideos,
utilizam o mecanismo de diminui¢do da permeabilidade da membrana celular.

Os microrganismos resistentes a cloranfenicol e P-lactimicos, utilizam o

mecanismo de inativagao enzimatica do agente antimicrobiano (Baron, 1991).

A resisténcia clinica ao metronidazol é bem documentada para T. vaginalis; e
G. lamblia, faltando ainda ser demonstrada para E. histolytica (Murray et al, 1999,
Hardman ez a/, 2001).

Hardman e colaboradores (2001) citam que a resisténcia ao metronidazol,
pode ser explicada por 2 processos:
e 1°2 pela alta concentracgao local de O,;
e 2°= pelos baixos nfveis de ferridoxina e ferridoxina-piruvato
oxidoredutase, devido diminuicdo da transcricdio do gene que

codifica a ferridoxina.

O segundo processo pode ser contornado pelo ajuste de dose seguido do
prolongamento da terapia com o metronidazol, uma vez que continua existindo

ferridoxina e ferridoxina-piruvato oxidoredutase no meio (Hardman ez a/, 2001).

Land e Johnson (1999) propéem 04 mecanismos de resisténcia do H. pylori
contra o metronidazol, sendo estes: (1) diminuicao da captagio ou aumento do
efluxo do farmaco, (2) deficiéncia na ativacdo do farmaco, (3) modificacao da

enzima alvo, (4) aumento da capacidade de reparo do DNA lesado.
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A resisténcia a0 metronidazol pelo H. pylori ocorre em fun¢ido de mutagdes
tipo frameship e alteragoes no quadro de leitura, assim como, inser¢oes e delegoes,
no gene rdxA que codifica para a proteina RdxA (Van der Wouden ¢z a/, 2001,
Jenks & Edwards, 2002).

A proteina RdxA ¢ homodloga as nitroredutases classicas (INfsB, NfuzB e Cnr)
das bactérias entéricas, que sao capazes de reduzir compostos nitroaromaticos e o
metronidazol, gerando produtos finais mutagénicos também em Salwonella
typhimurinm (Jenks & Edwards, 2002).

Recentemente verificou-se que a inativagdo de outros genes que codificam
redutases, como frxA (que codifica para NADPH flavin oxidoredutase) e fdxA
(que codifica para uma proteina semelhante a ferredoxina), também estdo
relacionadas a resisténcia do H. pylorz ao metronidazol. Portanto, ainda é possivel
existir outros mecanismos de resisténcia do H. pylori ao metronidazol ainda
desconhecidos, como o do transporte via membrana celular (Jenks & Edwards,

2002).

3.1.6. Relagao estrutura atividade (SAR).

Existem diversos farmacos com o grupo nitro (NO,), sendo que este pode
estar ligado ao anel benzénico (como no caso do nitrazepam) ou fazer parte de
anéis heterociclicos (Korolkovas, 1988).

O grupo nitro (NO,) ¢é favoravel, e indispensavel, para a atividade
antiparasitaria de varios derivados nitrados, principalmente do furano, tiofeno e
tiazol. Estando representado no quadro 3, os diversos efeitos do grupo nitro

(Korolkovas, 1988).
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Quadro 3. Efeitos do grupo nitro na molécula do metronidazol.

Fonte: (Korolkovas, 1988).

O aumento da atividade antiprotozoaria geralmente ocorre, por substitui¢oes
na posicio 2 do anel imidazolico, a qual origina um aumento do efeito de
ressonancia.

Em contraste, a diminui¢do da atividade antiprotozoaria geralmente ocorre,
pela substituicdo na posicao 2 do grupo metila por um grupo acila, a qual estende o
efeito de conjugacao (Hardman ez a/, 2001).

Para melhorar a hidrossolubilidade de moléculas com grupos nitro, adiciona-
se grupos -COOH ou -SO; (Korolkovas, 1988).

Portanto, as posicdes 1 e 2 sdo as mais indicadas para modificagoes na

molécula do metronidazol (Barry ez a/, 2000).
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3.1.7. Sintese do metronidazol.

O metronidazol é obtido por uma reagdo S\2 relativamente simples, onde
realiza-se a nitragdo do 2-metilimidazol (I) gerando uma mistura de 4 e 5-
nitroisomeros; em seguida realiza-se a alquilagdo do 5-nitro-2-metilimidazol (II)
com etileno cloridrina em dimetilformamida e em presenca de base forte (como o

etoxido de sédio) finalmente gerando o metronidazol (III) (fignra 12) (Korolkovas,

1988).

OH
H ¥ OH
HaC HqC N NO, " \_~
\( HNO4 \( cl . N -
P e

3 2

\ / =0, \ / 128-130°C
N N \
| 1] N
1]

Figura 12. Esquema de sintese do metronidazol.

Antonio Tavora de Albuquerque Silva



27
Reviséo Bibliografica

3.2. Planejamento de pro-farmacos de metronidazol.

Por mais de uma década, interesses crescentes tem sido dirigidos para
otimizagcdo das propriedades farmacocinéticas e farmacologicas dos farmacos
atualmente conhecidos por meio de modificagio quimica, tendo-se o

desenvolvimento de pré-farmacos como uma abordagem promissora (Mahfouz ez

al, 1998).

3.2.1. Latenciagao.

Um dos processos existentes para a busca de novos compostos quimicos
terapéuticos ¢ a latenciacdo de farmacos, onde o termo latente significa: presente
ou existente, mas nao manifestada, exibida ou desenvolvida.

A latenciacao de farmacos fora proposta em 1959 por Harper, a qual
consiste na transformacao do farmaco em forma de transporte inativo que, zz vivo,
mediante reacao quimica ou enzimatica, libera a por¢ao ativa no local de agao ou
proximo dele. Entretanto, somente em meados da década de 70, quando
pesquisadores comecaram a localizar os alvos dos farmacos no organismo e
compreender a farmacocinética dos mesmos ¢ que o processo de latenciacdo
tomou uma dire¢do mais definida (Korolkovas, 1988; Chung & Ferreira, 1999).

Hoffman, em 1989, transformou o acido salicilico em acido acetilsalicilico,
utilizando o principio da latenciagao (Chung & Ferreira, 1999).

O farmaco latente ¢ uma espécie de “Cavalo de Tréia”, uma vez que este
engana o organismo, mas nao para destrui-lo e sim para ajuda-lo.

Tanto o farmaco latente quanto o analogo, possuem estruturas quimicas
similares, mas as propriedades biologicas desses compostos diferem a do farmaco
matriz quanto a(o): atividade, poténcia, biodisponibilidade, sintese, espectro de

acao, indice terapéutico, entre outros (Korolkovas, 1988).
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Um analogo muitas vezes difere do farmaco protétipo em um sé dtomo ou
em um grupo de atomos que geralmente sustentam o farmaco matriz. Todavia,
estruturalmente, o farmaco protétipo e o analogo possuem caracteristicas
farmacologicas proprias, oriundas de sua estrutura quimica. Como exemplos pode-
se citar: (1) o isoproterenol, que é um analogo da epinefrina a qual a dipivefrina ¢ a
forma latente (pro-farmaco), e (2) a norepinefrina, que ¢ um analogo da dopamina,
enquanto que a levodopa ¢ a forma latente (bioprecursor) (Korolkovas, 1988).

Nos ultimos anos a latenciagao tornou-se uma das principais ferramentas no
desenvolvimento de novos quimioterapicos para o combate as maiores
enfermidades na atualidade como cancer e SIDA (Chung & Ferreira, 1999).

Muitas razoes justificam a busca por novos farmacos latentes. Sio elas:

1. Inconvenientes farmacocinéticos do farmaco matriz;
Alta toxicidade do firmaco matriz;
Estabilidade quimica pobre do farmaco matriz;

2
3
4. Solubilidade inapropriada em agua do farmaco matriz;
5. Odor e paladar inconvenientes do farmaco matriz;

0

Formulagao farmacéutica de dificil preparo do farmaco matriz.

Os principais problemas farmacocinéticos incluem: a deficiéncia de
biodisponibilidade oral (devido a polaridade e/ou solubilidade), insignificante
distribuicao especifica no local de acdo e a incapacidade de atravessar diversos tipos
de barreiras (como: pele, mucosa gastrica, cérnea e barreira hematoencefalica) que
separam o farmaco de seu local de agiao (Korolkovas, 1988).

As formas latentes de farmacos podem ser divididas em pro-farmacos e
farmacos alvo.

Em 1958 Albert definiu pré-farmaco como: qualquer composto o qual sofre
biotransformagao antes de exibir seus efeitos farmacolégicos. Uma defini¢do
expandida, considera um pré-firmaco como um farmaco ativo, quimicamente

transformado em um derivado inativo, por um ataque quimico ou enzimatico ou de
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ambos; o qual é convertido no farmaco matriz dentro do organismo antes ou apos

alcancar seu local de acdo (fignra-13).

Os

Figura 13. Diferencas entre farmaco, pro-
tarmaco e analogo.

pro-farmacos  possuem  alguns  fatores importantes em  seu

desenvolvimento, para permitir o aprimoramento das propriedades do farmaco

matriz, tals como:

1.
2.

O pro-farmaco ¢ inativo ou menos ativo do que o fairmaco matriz;

A sintese do pré-farmaco nao deve ser significativamente mais
complexa do que a do farmaco matriz;

A ligagao entre o farmaco matriz e o transportador deve ser desfeita 7
vivo, por via quimica ou enzimatica;

O transportador nio deve ser toxico e preferencialmente

biologicamente inativo;
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5. Possuir cinética rapida, para assegurar niveis eficazes do farmaco no
local de agdo e para minimizar tanto a biotransformacgdo direta do

farmaco quanto sua inativagao.

Os pro-farmacos nao sio tao recentes, pois alguns ja eram utilizadas ha
bastante tempo, como a codeina (século 1X) que ¢ um pré-farmaco da morfina

(Chung & Ferreira, 1999).

As principais vias para o desenvolvimento de pro-farmacos, sao:

1. Formacido de ésteres, hemi-ésteres, carbonatos de ésteres, nitrato de
ésteres, amidas, iminas, carbamatos, 4acido hidroxamico, bases
Mannich e enaminas do farmaco mattiz;

2. Introducao de funcio éster, ligacoes azo, glicosideos e peptideos;

3. Preparacdo de polimeros, sais, complexos, fosfamidas, acetais, hemi-

acetais e acetais do farmaco matriz.

Entre os diversos métodos de preparaciao de pro-farmacos, a esterificagao ¢é
o mais empregado, seguido da formacdao de amidas, imidas e carbamatos. Outros
processos também estao merecendo a atengao na obtengao de pro-farmacos como
as bases de Mannich, enaminas e iminas (Chung & Ferreira, 1999).

Atualmente alguns grupos funcionais de farmacos podem ser modificados
por reagoes quimicas, produzindo grupos reversiveis muito utilizados no
desenvolvimento de pré-farmacos. A lista de tais grupos pode ser vista na fabela-1.

O desenvolvimento de pro-farmacos tem como objetivo resolver diversos
problemas relacionados aos farmacos atuais, tais como:

1. Alterar a farmacocinética do farmaco iz wive, para melhorar sua
absorcao, distribuicao, biotransformacao e excrecao;

2. Diminuir a sua toxicidade e efeitos adversos;

Aumentar sua especificidade;

4. Melhorar sua solubilidade, estabilidade e duracdo de acio.

Nl
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Tabela 1. Grupos reversiveis utilizados no desenvolvimento de pro-farmacos.

Fonte: Korolkovas, 1988.
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3.2.2. Derivados do metronidazol.

Uma grande quantidade de pro-farmacos de ésteres e hemiésteres de
metronidazol foram sintetizados a fim de melhorar a hidrossolubilidade para a
administracao parenteral, estabilidade quimica, permeabilidade da membrana celular
e reducao da suscetibilidade a degradacao enzimatica.

Em 1982, Cho e colaboradores sintetizaram o fosfato de metronidazol,
melhorando em 50x sua hidrossolubilidade quando comparado ao metronidazol

para uso parenteral (figura 14a).

Em 1984, Bundgaard e colaboradores sintetizaram outro éster de

metronidazol, melhorando em 50% sua hidrossolubilidade para uso parenteral

(figura 140).

o) CH3

/P< )k/ .
s / 0, H3C\§D/NOZ

Figura 14. (a) Fosfato de metronidazol e (b) sal

H3C

hidrocloreto de N,N-dimetilglicinato de metronidazol.

Cho e Haynes em 1985, sintetizaram ésteres de metronidazol utilizando
aminoacidos (glicina, alanina, fenilalanina, lisina, valina, leucina e isoleucina),
melhorando a solubilidade do mesmo para uso parenteral, com liberagcao plasmatica

de MDZ. + aminoacido.
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Em 1992, Permentier e colaboradores sintetizaram ésteres dipeptidios de
metronidazol, verificando que os mesmos sofrem hidrélise lenta em pH acido e
acelerada em pH 7 e basico, regenerando o farmaco matriz (metronidazol),
informacao interessante para o desenvolvimento de pro-farmacos dirigidos ao

intestino (colon).

No final da década de 90, do século XX, os ésteres duplos idénticos
tornaram-se uma estratégia comum no desenvolvimento de novos pro-farmacos,
onde duas moléculas do mesmo farmaco sao ligadas por meio de um espagante e
apos a administracao sao convertidos no farmaco matriz. Tal modificacdo fornece
melhorias das propriedades fisico-quimicas do firmaco matriz, aumentando sua
concentra¢ao no local de agao, assim como a duracao de seu efeito farmacolégico e

diminui sua toxicidade (Mahfouz ez a/, 1998).

Em 1998 Mahfouz e colaboradores sintetizaram uma série de ésteres duplos
de metronidazol utilizando diferentes acidos carboxilicos (adipico, fitalico,
glutarico, succinico e sebacico) como agentes espacgantes. Tal estudo demostrou
que os mesmos sao mais lipofilicos que o farmaco matriz e suficientemente estaveis
em solucdo glicofisiolégica, assim como em pH fisiolégico para serem absorvidos
de forma intacta. Os pro-farmacos foram convertidos a metronidazol com
liberagao rapida da primeira molécula e hidrolise lenta da outra. Além disso, o
estudo 7z vivo (em camundongos e coelhos) dos pré-farmacos de a-e, (figura 15),
administrados por via oral demostrou que os mesmos eram absorvidos na forma

nao ionizada, com liberagao plasmatica prolongada.
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Figura 15. Pré-farmacos de ésteres duplos de

metronidazol.

Em 1998, Bowden e Izadi desenvolveram um triester de metronidazol
(C,;H,:NoOy,), (fignra  16) o qual possui uma atividade antimicrobiana

significativamente maior, quando comparado ao metronidazol.

HaC

.

v V:

Figura 16. Triéster de metronidazol.

Com a mesma finalidade de Cho e colaboradores (1982) Mahfouz e Hassan
(2001), sintetizaram ¢ésteres de metronidazol (fignra 17), obtendo excelentes
resultados quanto a hidrossolubilidade, estabilidade quimica e libera¢do plasmatica

do pré-farmaco.
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Figura 17. Trés ésteres de metronidazol sintetizados por Mahfouz e Hassan.

Todos os compostos supracitados foram sintetizados, contudo nio foram

testados quanto a atividade mutagénica.
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IV. MATERIAL E METODOS

4.1. Material.

e metronidazol (EMS), acido monocloroacético (Acros), anidrido succinico

(Merck), anidrido glutarico (Aldrich) e anidrido diglicélico (Aldrich).

e Solucio de hidroxido de sédio 1N, metanol P.A (Merck), cloroférmio
P.A (Merck) e acido acético P.A (Merck).
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4.2. Métodos.

4.2.1. Métodos de sintese dos derivados do metronidazol.

Para a obtencao dos pré-farmacos de ésteres de metronidazol reagiu-se o
mesmo com anidrido succinico, anidrido glutarico e anidrido diglicélico. Para
obtencao de outro farmaco derivado de metronidazol, reagiu-se o mesmo com

acido monocloroacético, como apresentado nos esquemas A, B, C e D.

ESQUEMA - A
anidrido
succinico
metronidazol o)
O—__ /O
N
\_/
Rota - A1 Rota - A2
metanol / 60°C metanol / 60°C
3h/pH 9-13 5-3h/pH7
NaOH (1,0N) NaOH (1,0N)
| oY
Produto
= q OH
ndo obtido o
Composto - A
(@]
N
H3C\Q/NOZ
\ /
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ESQUEMA - B

o

metanol / 25°C

OMLOH

-

5h/ pH 8-12
NaOH (1,0N)

ch\gj/mz + O\io)v/o

metronidazol anidrido glutarico

H3C\<

Composto - B

’

N
NO,

J

N

ESQUEMA - C

of

O metanol / 60°C

(@] (@]
)k/o\)J\
(@] OH

Composto - C

5h / pH 6-7
NaOH (1,0N)

H3C\§D/NOZ + O\ﬁ:j/

metronidazol anidrido diglicélico

’

HSC\< / NO,

N
ESQUEMA - D
o
acido
monocloroacético
metronidazol Io)
N
HaC NO, +M
\ OH
N

Rota - D1 Rota - D2 Rota - D3 Rota - D4 Rota - D5
H20 / 25°C Etanol / 25°C H20 / 60°C metanol / 60°C metanol / 60°C
48h/pH25 |48h/pH3,.2 48 h/pH 8,5-14 | 48 h/ pH 10-14 3h/pH 12-13
NaOH (1,0N) NaOH (1,0N) NaOH (1,0N)

OH

Produto Produto Produto Produto o
néo obtido nao obtido n&o obtido ndo obtido
(0]
Composto
D
N
HBC\Q/NOZ
\_
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4.2.2. Métodos analiticos.

[X> Cromatografia de camada delgada (CCD).

Utilizou-se cromatofolhas de aluminio 20x20 cm Silica gel 60 F,;, (Merck)

para o acompanhamento das reagdes, com os seguintes sistemas eluentes (v/v/v):

e metanol/cloroférmio/4acido acético (95:05:03);
e metanol/cloroférmio/4acido acético (70:20:10);
e metanol/cloroférmio (70:20).

As placas de cromatografia foram reveladas com luz UV e iodo.

X> Determinagio da faixa de fusio.

As faixas de fusido experimentais dos compostos foram verificadas em
aparelho para determinacao de ponto de fusdo capilar modelo SMP3 da Bibby
Stuart Scientific. Sendo importante salientar que, a calibragdo do aparelho era

sempre verificada com um padrio antes de seu uso.

X> Espectrometria no infravermelho (IR).

Os espectros no infravermelho foram obtidos em espectrometro
infravermelho FTIR-8300 da SHIMADZU Corporation, o qual utiliza o método de

transformacao de Fourier com a amostra dispersa em KBr.

[X> Espectrometria de RMN 'H e “C.

Os espectros de RMN 'H e C foram obtidos no espectrometro Bruker,
modelo DRX-400, 9,4 T (400 MHz para a frequiéncia do hidrogénio), utilizando-se
como solventes metanol-d4 e DMSO-ds do laboratério de Quimica Organica do

Instituto de Quimica da Universidade Federal de Sao Carlos.
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Para auxilio na interpretacao dos espectros de massas, IR e RMN, foram
utilizadas as seguintes referéncias: Dyer, 1965; Silverstain ef a/, 1994 e Pavia ef al,

1996.

4.2.3. Teste de Ames para atividade mutagénica.

Entre as diferentes abordagens para se avaliar a atividade mutagénica de
uma substancia e, conseqiientemente, o seu potencial cancerigeno, esta o teste de
Ames ou teste com Salmonella (Maron & Ames, 1983).

O teste de Ames caracteriza-se pela utilizagdo de linhagens indicadoras de
Salmonella typhimurinm sensiveis as substancias capazes de induzir diferentes tipos de
muta¢do. Na presenca de agentes mutagénicos, estas linhagens revertem o carater
de auxotrofia para sintese de histidina e passam a formar colonias em meio
desprovido deste aminoacido. Desta forma, através da contagem de colonias por
placa é possivel estabelecer a acdo mutagénica de um composto em fungdo de sua

concentragao (figura 18).

Figura 18. Representagao esquematica do teste de Ames.
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Os dados finais obtidos serao analisados utilizando-se o programa estatistico
Salanal (Salmonella Assay Analysis) versao 1.0 do Research Triangle Institute, RTP,
Carolina do Norte, USA. Tal programa permite avaliar o efeito dose-resposta por
meio do calculo de analise de variancia (ANOVA — teste F) entre a medida do
numero de revertentes nas diferentes concentracoes (doses) testadas e o controle
negativo, seguido de uma regressao linear. O modelo do programa escolhido para
analise dos dados foi o de Bernstein (Bernstein ez a/, 1982). A inclinacdo da reta da
parte linear da curva dose-resposta ¢ também fornecida por este programa e
corresponde ao numero de revertentes induzidos por mg da amostra analisada.

A partir dos resultados obtidos, foi calculada a razado de mutagenicidade
(RM) para cada concentragdo (dose) analisada, de cada composto.

A RM ¢ dada pela seguinte equacao:

O crescimento espontaneo significa o numero de revertentes que

desenvolveram na placa, independente de serem ou nao induzidos, onde considera-

se como resposta positiva valores = 2 (Valent ez a/, 1993).
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V. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Identificagao do farmaco matriz.

Para a sintese dos pro-farmacos derivados de metronidazol partiu-se da

matéria prima, a qual foi verificado sua faixa de fusdo entre 158 — 160°C, dentro do

estabelecido na literatura, assim como seu espectro no infravermelho ¢ RMN 'H

(Mills & Roberson, 1987; The Merck Index, 2001). Tal identificacao foi necessaria

para comprovacdo da pureza da matéria prima, além do fato de que tais dados

servem como base para interpretacao dos espectros dos derivados obtidos.

Tabela 2. Bandas de absorc¢ao do espectro no infravermelho do

metronidazol (KBr).

Marcador v (cm™) Grupo Funcional

AjeA, 1535¢1369 | NO,

A, 1353 . N=0 (R-NO,)
B,eB, 1429¢1074 = C-N (lifatico)

C 1188 | C-O
D,eD, 1265¢1159 = C-OH (primario)

E 13219 | OH

F 11652 .~ C=CouC=N

OH

H30\< J/NOz

7
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| | metronid p

Espectro 1. Infravermelho do metronidazol (KBr).
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Tabela 3. Atribuicdes dos sinais de RMN 'H
em CH,;OH-d4 do metronidazol.

1
8 'H J (Hz) oH
H, | 793s b
\6
H, | 447t(=2)5) |
H, | 38460225 |uc N\ no,
OH, | 3,30 s iy [/
N——4
H, | 2,52's 3
S moYsTEmOeesR3g I p=)
= & $ecECREaguaRaY 3 2
o e T T T MMM MmMMmMmmMm rID
[9]
[4] [6] [7]
[8]
l Jo
rT—r—rrllIllffl[Tlllllllllllllll|II|I'I|IIIIF|"| T T I!Il'!"|—|_1—l_1—|—|_l—|—l—l—l'rl1|||r||rrr1—rr—r
ppm 7 ] 3] 4 3 2 1 metronidazol 0

Espectro 2. RMN 'H do metronidazol em CH;OH-d4.
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5.2. Obteng¢io dos compostos A, B e C.

Para obten¢ao dos compostos A, B e C, foi utilizado o método de sintese
geral de ésteres (March, 1985; Solomons, 1986 ¢ 19906).

O mecanismo destas reacdes envolve substituicio nucleofilica em atomos de
carbono aciclico, catalisados por bases ou acidos, podendo ser exemplificada pela
reacdo de acidos carboxilicos com alcoois formando ésteres (Solomons, 1986 e

1996).

CHS

/cﬁ OH/H" G
A

+H,0

acido benzadico metanol benzoato de metila

OH
— 0 R
AN
v + /OE OH/H T T o)
R—R H3C THO

anidrido alcool /O

HsC

Em geral, o rendimento da reagao de esterificacdo aumenta pelo(a):

e Remocao de agua da mistura reacional a medida que a mesma se
forma,;
e Excesso de acido carboxilico ou de alcool no meio reacional.

O componente escolhido para reagir em excesso depende das condi¢oes de

disponibilidade e custo.
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O composto A foi obtido por Vermeersch e colaboradores, em 1985, o qual

utilizou o seguinte processo de sintese.

06* O monosuccinato de

metroniodazol

OH

O = o tonitrila / 25°C

N acetonitrila X

H3C No, T - S e
\ / 4-dimetilaminipiridina
N

anidrido 48 horas N

succinico hisC MO
metronidazol \ /

N

O ponto positivo deste processo é o rendimento de 95%. Contudo, observa-
se um longo tempo para obtencdo (2 dias), a utilizacdo de acetonitrila e 4-
dimetilaminopiridina e o uso de pentoxido de fésforo como agente secante.

As rotas A2, B e C foram realizadas em meio basico, uma vez que
Vermeersch e colaboradores ja haviam de mostrando que a reagao se processa bem
nesse meio.

O mecanismo de reagdo para as sinteses propostas (ostrado a seguir), baseia-
se no fato do NaOH atuar sobre da hidroxila do metronidazol gerando um
alcoolato, o qual ataca a carbonila dos anidridos succinico, glutarico e diglicélico,
originando assim o compostos A (deido 4-[2-(2-metil-5-nitro-1H-imidazol-1-1l)etoxi]-4-
oxobutandico), B (dcido 5-/2-(2-metil-5-nitro-1H-imidazol-1-il)etixi]-5-0xopentandico) e C

(deido {2-/2-(2-metil-5-nitro-1H-imidazol-1-il)etdxi]-2-oxoetdxi} acético) respectivamente.

OH

O

"\ H,0 (H' HO-)
! Composto - A
metronidazol

L
HC b Be s = H.C o NO, + OQ“C/%-O _—0 —
B U2 ™ S R
\
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Outro motivo para que esta reagdo se processe em meio basico, é a possivel
participagao do H alcodlico, na formac¢ao de uma ligagio intramolecular (ponte de
hidrogénio) com o oxigénio do grupo nitro, dificultando a formacao do alcoolato
para o ataque nucleofilico na carbonila do anidrido para a formagao do éster (ver

estrutura a segurr).

A tabela 4 mostra os rendimentos obtidos das sinteses dos compostos A — C.

Tabela 4. Rendimentos obtidos das sinteses dos compostos A — C.

Composto Rota  Solvente Faixade Temperatura Tempode Rendimento

PH (°C) reacao (h) (%)

A Al e metanol 9-13 60 3 0
A2 e metanol 7 60 2 94

B Bl e metanol 8-12 25 5 60
C Cl e metanol 6-7 60 5 40

Para obten¢do do composto A a rota Al foi ineficiente, devido a base ser
adicionada logo ap6s a adigao do anidrido. Fato este ja esperado, uma vez que nao

ha formacao do alcoolato para atacar a carbonila do anidrido.

A rota A2 mostrou-se como uma opg¢ao alternativa e eficaz, pois fornece
rendimento de 94%, em apenas 2 horas de reacdo, utilizando meio basico e

temperatura de 60°C.
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Experimentos foram conduzidos prosseguindo-se a reacao por mais tempo e
os resultados demonstraram a diminui¢do do rendimento, provavelmente pela

hidroélise do éster formado.

As rotas Bl e C1 mostram-se como opc¢des de sintese a serem otimizadas,

pois fornecem rendimento de 60 e 40% em 5 horas de reacdo respectivamente.

A quantidade de base adicionada no meio, foi previamente determinada
através de estudo preliminar, onde observou-se que toda quantidade de base
inferior a aquelas descritas no procedimento experimental para cada rota sintética,
nao promoveu a formag¢ao do produto, demonstrando a importancia do controle
do pH durante a rea¢ao, uma vez que o pH da reagao decresce drasticamente logo

apos a adi¢ao dos anidridos e desta forma, dificulta a formacgao do alcoolato.

Além dos compostos A, B e C serem pro-farmacos, os mesmos também siao

uma forma funcionalizada do metronidazol para originar pré-farmacos reciprocos.

Os transportadores, (acido succinico, glutarico e diglicolico) provenientes da
biotransformac¢ao do farmaco matriz, deverao ser rapidamente metabolisados por

reagoes de conjugacao e excretados por via renal.
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5.3. Identificagdo dos compostos A, B e C.

A formacao do composto A foi confirmada pelo espectro no IR (3), pela
presenca de todas as bandas (V) do metronidazol além das bandas (v) em 1739 cm’
' (C=0 de éster) e 1718 cm™ (C=0O de 4cido carboxfilico); no espectro de RMN de
"H (4), pelos deslocamentos quimicos & (ppm) tipicos do metronidazol e de mais 2
sinais em 2,41 (H,,) e 2,57 (H,,) dos CH, da cadeia lateral; e no espectro de RMN
de PC (5), pelos deslocamentos quimicos & (ppm) tipicos do metronidazol e de

mais 4 sinais em 175,9 (C,o), 31,6 (C,), 33,4 (C,,) e 180,5 (C,5).

A formacdo do composto B foi confirmada pelo espectro no IR (6), pela
presenca de todas as bandas (V) do metronidazol além das bandas (v) em 1739 cm’

' (C=0 de éster) e 1718 cm™ (C=0 de 4cido carboxilico); no espectro de RMN de

"H (7), pelos deslocamentos quimicos 8 (ppm) tipicos do metronidazol e de mais 3
sinais em 2,19 (H,), 1,84 (H,,) e 2,36 (H,5) dos CH, da cadeia lateral; pelos
acoplamentos demonstrados no espectro HSQC (8) entre hidrogénios (4, 6, 7, 9,

11, 12 e 13) e seus respectivos carbonos e pelos acoplamentos demonstrados no

espectro HMBC (9) entre:
e H,, com a carbonila C,; e carbonos C,, C, e C,5;
e H,; com a carbonila C, e carbonos C, e C,;
e H,, com as carbonilas C,, e C,;

e H,, com os carbonos C;; e Cj3.

A formag¢ido do composto C foi confirmada pelo espectro no IR (10), pela

presenca de todas as bandas (V) do metronidazol além das bandas (V) em 1745 cm®

' (C=0 de éster) e 1718 cm™ (C=0O de 4cido carboxilico).
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Pelos dados de RMN o composto C teria sofrido a adi¢do de mais uma
molécula de anidrido diglicélico, originando o composto observado na tabela 11 e

espectro 11.

Qualquer uma das formas do composto C ¢é considerada como um pro-
farmaco, além de também ter funcionalizado o metronidazol para originar pro-

tarmacos reciprocos.

No espectro de RMN de 'H (11), tem-se a nova proposta para a estrutura
do pré-farmaco obtido pelo esquema C, segundo os deslocamentos quimicos O
(ppm) tipicos do metronidazol e de mais 4 sinais em 4,19 (H,,), 3,94 (H,;), 3,86
(H,,) e 3,76 (H,,) dos CH, da cadeia lateral; pelos acoplamentos demonstrados no
espectro HSQC (12) entre hidrogénios (6, 7, 9, 11, 13, 17 e 19) e seus respectivos
carbonos e pelos acoplamentos demonstrados no espectro HMBC (13) entre:

e H, com os carbonos C, e C..
e H,, com as carbonilas C,, e C;
e H,, com o carbono C,;;

—_
—_

e H,; com as carbonilas C,, e C;
e H,;com o carbono C,;;
e H,, com as carbonilas C,, e C;
e H,, com o carbono C,;;
e H,, com as carbonilas C,, e C;
e H,, com o carbono C,;.

Tais dados podem ser explicados em parte pela simetria da cadeia lateral,
fazendo com que as carbonilas C,,/C,; e C,,/C,, sutjam no mesmo ponto do

espectro.
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Espectro 3. Infravermelho do Composto A (KBrx).

—
=
31
=
72!
-t

Tabela 5. Bandas de absorc¢ao do espectro no infravermelho do Composto A
4000.0
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Tabela 6. Atribuicdes dos sinais de RMN 'H em
CH;0OH-d4 do Composto A.

8 'H ] (Hz)
(@]
H, | 794 s |
10 12 OH
H, | 448t(=25) c8>/ AN \|1|3/14
I
H, | 385t(=2,5) N\ 0o
H, | 2535 IL
— H3C\ SN _—NO,
H, | 241t(=75) B\ 5
: L/
H, | 257t(=75) I
(OH|do solvente)
[11]
[12]
[4] 6] [7]
‘ LL A
S = ™ m| |w (-1 ['7]
2RO 6 5 g B asuces |

Espectro 4. RMN de 'H do Composto A em CH;OH-d4.
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Tabela 7. Atribuicdes dos sinais de RMN "“C em
CH;OH-d4 do Composto A.

S (ppm)

253.1

[ 8]

132,5

S

140,0

o

52,0

61,6

siliGR SISOl

=}

14,3

175,9

_
(=]

31,6

33,4

iy
\S]

Gl B @ |2l @)

[y
[*8)

180,5

I
o S
8
L
|
HiC ~1\,_-NO,
L/
N—4
3

opm

180.636
175.900

153.077
132.515

(= A= = ey = i
10 ai 05 3 (M — O F— I} M P~ = 0
e OO @M @D @D e

— 14.268

Espectro 5. RMN de °C do Composto A em CH,;OH-d4.
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Tabela 8. Bandas de absor¢do do espectro no infravermelho do Composto B

(KB5).

4000.0 3000.0 2000.0 1500.0 500.0
| Aglut 01 f 1fem

Espectro 6. Infravermelho do Composto B (KBrx).
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Tabela 9. Atribuicdes dos sinais de RMN 'H em
CH;0OH-d4 do Composto B.

8 'H ] (Hz)
H, | 7,92’ o S
| |

H, 443t (=253) 10 12 14

¢ O o/ \11/ \13/ \OH
H, | 385t (=253) 3 15

i

H, | 2,52's \T
Hll | 2,36t(]:7,5) H3(9:\2/T\5/N02
H, | 184¢(=75) N\ /
H, @ 219t(=75) °

Espectro 7. RMN de '"H do Composto B em CH;OH-d4.
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Espectro 8. HSQC do Composto B em CH;OH-d4.
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Espectro 9. HMBC do Composto B em CH;OH-d4.
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Tabela 10. Bandas de absor¢do do espectro no infravermelho do Composto C
KBr).

4000.0 3000.0 2000.0 1500.0 500.0
Adighe 01 f 1/em

Espectro 10. Infravermelho do Composto C (KBrx).
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Tabela 11. Atribuicdes dos sinais de RMN 'H em CH,;OH-d4 do

Composto C.
8 'H]J (Hz)
H, | 793s : oo :
H, ‘ 48 ¢ (J=5,1) 0/10\11/?2\13/ 14\0/ 16\17/ (138\19/ 20\oH
8 15
|
H, ‘ 3,85 t (J=5,1) 7\6
|
H, [ 2,52's HaC~, /T\5/N02
H,H; 419s/39s \k_{/
3
H;; Hy ‘ 3,86s/3,76's

Espectro 11. RMN de 'H do Composto C em CH,;OH-d4.
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Espectro 12. HSQC do Composto C em CH;OH-d4.
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Espectro 13. HMBC do Composto C em CH;OH-d4.

Antonio Tavora de Albuquerque Silva



63

Resultados e Discussao

5.4. Obtengiao do composto D.

O composto D foi obtido apds estudo da melhor faixa de pH, temperatura e

tempo de reagdo, obtendo-se os seguintes resultados (fabela 12):

Tabela 12. Rendimento obtido das sinteses do composto D.

Composto Rota  Solvente Faixade Temperatura  Tempo de Rendimento

pH (°C) reacao (h) (%)

D D1 e 4gua 2,5 25 48 0
D2 e etanol 3,2 25 48 0

D3 e 4gua 8,5-14 60 48 0

D4 e metanol 10-14 60 48 0

D5 e metanol 12-13 60 3 50

As rotas D1 e D2 seriam incapazes de formar o produto esperado, uma vez
que o meio encontrava-se acido, impedindo a formacdao do alcoolato, que ¢
essencial para a formagao do composto D. O meio acido favorece a formagao do
éster através da porcdo carboxila do acido monocloroacético e alcodlica do
metronidazol, além de dificultar a rea¢do pelos mesmos motivos ja descritos na

pagina 47.

As rotas D3 e D4 também nao obtiveram sucesso, devido a nao formacao
do alcoolato, uma vez que a base, fora adicionada apés o acido monocloroacético,

reagindo com este, a0 invés de atuar sobre a hidroxila do metronidazol.

A rota D5, foi realizada adicionando-se a base sobre o metronidazol gerando

assim um alcoolato (como nas reacdes anteriores), possibilitando a reagio com o
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acido o acido monocloroacético, obtendo-se o composto D (dcido |2-(2-metil-5-nitro-

1 H-imidazol-1-il)etdxi] acético).

metronidazol

H3C\<D/NOZ +MOH

ROTA - D5
" =
s
O
o]
NaOH (1,0N) Composto
- D

acido
monocloroacético

metanol / 60°C N

H3C\§ J/NOZ

A formag¢iao do composto D foi confirmada pelo espectro de IR (14), pela

presenca de todas as bandas (V) do metronidazol além das bandas (V) em 1608 cm®

' (COO) e 1718 em™ (C=O de 4cido carboxilico); no espectro de RMN de 'H

(15), pelos deslocamentos quimicos & (ppm) tipicos do metronidazol e de mais um

sinal em 3,96 (H,,) do CH, da cadeia lateral; e no espectro de RMN de "C (16),

pelos deslocamentos quimicos 6 (ppm) tipicos do metronidazol e de mais 2 sinais

em 61,6 (C,) e 170,5 (C,,).

Antonio Tavora de Albuquerque Silva



65
Resultados e Discusséo

Tabela 13. Bandas de absor¢ao do espectro no infravermelho do Composto
D (KBry).

I
4000.0 3000.0
AMCA 01 B

Espectro 14. Infravermelho do Composto D (KBr).
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Tabela 14. Atribuicoes dos sinais de RMN 'H em
CH,OH-d4 do Composto D.

dH ] (Hz
J (Hz) O/lo\ll _OH
H, | 7,94 s : ||
H, | 449t (=2,5) ~ S
|
H 3,89t (J]=2,5
! : 0 ) H3C\2/T\5/N02
H 2,53 s
9 { J
H, | 3,96 s 3
| —_=a\|p=
[e]
[71
[4] [6]
[10]
. MU.LL___
o | BEE A
) ) d i B ) ) ﬂ:(:h_ﬂ‘l
i i S X N R
Espectro 15. RMN de 'H do Composto D em CH,OH-d4.
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Tabela 15. Atribuicdes dos sinais de RMN "C em
CH,OH-d4 do Composto D.

3 (ppm)
C, | 153,2
10 OH
C, | 132,6 g/ Ny 12
C, | 140,0 ) |
(@]
\6
C, = 44942 |
N
C, | 61,6 HaC~_,~1\,_—NO,
C, | 143 b/
Cop | 62,7 3
C, | 170,5
S6EF g g2 8 SRR RSN
Boore 8 g 8 N CEBEYYTISEES IS
NERIRE N NV el
\’ | ! || N | S f/
cr Cs
Ca
Ca
Cio
Cz
c1 Cs
=5 ' I -‘ LA T — . T [ e
pom 160 140 120 100 BO 60 40 ECAMGA ﬂ1°

Espectro 16. RMN de “C do Composto D em CH,;OH-d4.
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5.5. Atividade mutagénica.

Tendo-se como base o trabalho de Rosenkranz e colaboradores (1976), o
qual utiliza 25 e 250pug/placa de metronidazol em cepas de S. #yphimurinm TA-100,
em concordancia com Voogd e colaboradores (1979) que utiliza a mesma linhagem
e a dose diaria de 750mg de metronidazol, relacionada ao protocolo de tratamento
de infeccoes causadas por H. pylori, testou-se as concentracdes de 50, 250, 500,
1000 e 2000pg/placa, em diferentes tipos de linhagens de S. #yphimurium, afim de se
encontrar a melhor linhagem e a dose exata para comparacio com os demais

derivados metronidazol, obtidos neste trabalho (fabela 16 ¢ fignra 19).

Tabela 16. Atividade mutagénica expressa pela média e desvio padrao (M £
SD) do nimero de revertentes / placa e razdo de mutagenicidade (RM) do
metronidazol utilizando as linhagens de S. #yphimurium TA-98, TA-100 e

YG'"* na auséncia de ativagio metabélica (-S9).

| Média de revertentes / placa (RM)
Tratamento TA-98 TA-100 YG'
(ng/placa)
0 19,0 £ 4 123 +13 21£5
50 19,0+ 9 (7,0) 376 + 38 (3,1) 23+ 3 (1,7)
250 28047 (1,5  1059+103(8,6) 40+11 (1,9
500 49,0 £2 (2,6) 1626 £ 77 (13,2) 49+5 (2,3)
1000 83,04 (4,4 1832 £ 36 (74,9) 97 £5 (4,6)
2000 146,0 £ 15 (7,7) 1053 £ 227 (8,6) 142+ 32 (6,7)
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Figura 19. Atividade mutagénica expressa pela média do nimero de revertentes /

placa do metronidazol, utilizando a linhagem de S. typhimurium TA-98, TA-100 e YG-
1024 na auséncia de ativacdo metabdlica (-S9).

Pelo observado na tabela 16 e figura 19, confirma-se que a linhagem de .
typhimurinm TA-100 foi a mais adequada para se estudar a atividade mutagénica do
metronidazol e seus derivados, devido ao nimero de revertentes observados. Além
de confirmar que o metronidazol apresenta atividade mutagénica pelo mecanismo
de substituicao de pares de base de DNA inerente a esta linhagem, diferentemente
do mecanismo observado nas linhagens YG'** ¢ TA-98 as quais sofrem efeito
mutagenico pelo deslocamento do quadro de leitura do DNA.

Apbs execucdo do teste de Ames, sem ativagio metabolica (-S9), com a
linhagem de S. #yphimurium TA-100 para os derivados do metronidazol sintetizados,

constatou-se que todos apresentam atividade mutagénica a partir da concentracio
de 14,6 mmol/placa (RM 2= 2), com exce¢ao do metronidazol que apresenta tal
atividade a partit da dose de 2,9 mmol/placa (RM 2> 2) (tabela 17 ¢ figura 20).

Também pode-se observar a citotoxicidade do metronidazol e do composto A, a

partir da dose de 116,9 mmol/placa.
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Tabela 17. Atividade mutagénica expressa pela média e desvio padrao (M + SD)
do numero de revertentes / placa e razio de mutagenicidade (RM) do
metronidazol e seus derivados utilizando a linhagem de S. #yphimurinm TA-100 na
auséncia de ativacao metabélica (-S89).

2000
1800
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N A
o O
S o

1000
800
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N° de revertentes / placa

0 2,9 14,6 29,2 58,4 116,9
Concentracdo (mmol/placa)

Figura 20. Atividade mutagénica expressa pela média do nimero de revertentes / placa do
metronidazol e seus derivados, utilizando a linhagem de S. typhimurium TA-100 na auséncia de
ativagdo metabdlica (-S9).
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Apbs execugdao do teste de Ames, com ativagdo metabdlica (+S9), com a
linhagem de S. #yphinurium TA-100 para os derivados do metronidazol sintetizados,
constatou-se que todos apresentam atividade mutagénica a partir da concentracao
de 14,6 nmol/placa (RM 2= 2), com exce¢ao do composto B que apresenta tal

atividade a partir da dose 29,2 nmol/placa e do metronidazol que apresenta tal

atividade a partir da dose de 2,9 nmol/placa (RM 2= 2) (tabela 18 e fignra 21).
Também pode-se observar a citotoxicidade do metronidazol e do composto A, a

partir da dose de 116,9 nmol/placa.

Tabela 18. Atividade mutagénica expressa pela média e desvio padrao (M + SD)
do numero de revertentes / placa e razio de mutagenicidade (RM) do
metronidazol e seus derivados utilizando a linhagem de S. #yphimurinm TA-100 na
presenca de ativagado metabdlica (+39).
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Figura 21. Atividade mutagénica expressa pela média do nimero de revertentes / placa do

metronidazol e seus derivados, utilizando a linhagem de S. typhimurium TA-100 na presenca de
ativagdo metabdlica (+S9).

Devido a presenca de varios atomos de oxigénio na cadeia lateral dos pro-
farmacos A — C relacionado ao grande efeito de atracao de elétrons do anel
imidazoélico do metronidazol e por conseqiiéncia de seu grupo nitro, era de se
esperar um aumento da atividade mutagénica do pro-farmaco. Porém, nao foi isso
que fora observado e sim a reduc¢ao da atividade mutagénica, provavelmente devido
a alteracao da planaridade molecular.

De acordo com os resultados obtidos e apds a analise estatistica dos mesmos
pelo modelo de Bernstein (0,01 e 0,05), observou-se que a latenciagio do
metronidazol, ¢ capaz de diminuir significativamente o efeito mutagénico do
mesmo, com ou sem ativacdo metabdlica, como observado na fabela 19,
confirmando os dados de Guido e colaboradores (2001), sugerindo que o processo
de modificacio molecular por latenciacio, pode diminuir o efeito mutagénico de

tarmacos com grupo nitro.
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Tabela 19. Porcentagem (%) de reducao da atividade mutagénica
utilizando a linhagem de S. #yphimurium TA-100 na auséncia (-S9) e na

presenca de ativagao metabdlica (+S89) dos derivados de metronidazol.

Composto - S9 + S9
A | 53 % 78 %
B | 62 % 86 %o
C | 82 % 46 %
D | 82 % 60 %o

Tais dados demonstram que este trabalho merece atencdo e continuidade na
realizacdo de ensaios de atividade antimicrobiana e toxicidade em animais, para
confirmar a diminuicao da toxicidade sem que tenha ocorrido perda da atividade
biolégica. Sendo que, caso estes dados se confirmem, tais compostos tornar-se-ao

potenciais substancias a serem submetidos a ensaios clinicos.
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VI. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Foram obtidos os compostos:

o (A) deido 4-|2-(2-metil-5-nitro-1H-imidazol-1-il)etdxi]-4-oxobutandico, a partir
da reacao do metronidazol com o anidrido succinico;

o (B) dudo 5-[2-(2-metil-5-nitro-1H-imidazol-1-il)etdxi]-5-0xopentandico, a
partir da reacao do metronidazol com o anidrido glutarico;

o (C) deido {2-|2-(2-metil-5-nitro-1H-imidazol-1-il)etdxz]-2-oxoetdxi} acético, a
partir da reacdo do metronidazol com o anidrido diglicélico;

o (D) dcdo |2-(2-metil-5-nitro-1H-imidazol-1-il)etixi] ~acético, a partir da

reacao do metronidazol com o acido monocloroacético.

As rotas sintéticas para obtencao dos compostos A — C sdo simples,
mostrando, desta forma, que o processo de latenciacdo ¢ viavel para a busca de

novos pro-farmacos.

Os compostos A — D apresentam atividade mutagénica de 53-82% menor do
que aquela apresentada pelo farmaco matriz em ensaio sem ativagdo metabdlica (-
S9) e de 46-86% menor do que aquela apresentada pelo farmaco matriz em ensaio
com ativacao metabolica (+89), sugerindo que a latenciagao seja um processo eficaz

na reducido do efeito mutagénico e citotoxico do metronidazol.

Como perspectivas tem-se a realizagao de:

e testes de atividade antimicrobiana, para a confirmacao da manutenc¢ao

da atividade antimicrobiana;

e testes de toxicidade (DLs)) em animais.
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VII. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

7.1. Sintese do composto A.

e Adicionar 10ml.de metanol no balao de 3 bocas (100mL);
e Esperar a temperatura estabilizar 60°C;
e Adicionar 0,315g metronidazol;
e Esperar dissolver o metronidazol;
e Adicionar 2 ml. de NaOH 1N
e LEsperar a mistura reacional ficar rosa;
e Adicionar 0,2g de anidrido succinico;
e [sperar a mistura reacional ficar amarelo alaranjado (1-5 minutos);
e Deixar em refluxo com agitaciao a 60°C por 2 horas;
e Verificar o pH e o aspecto;
v" 5 minutos pH = 7 (Amarelo tangerina claro).
v' 1" hora pH = 7 (Amarelo tangerina + claro).
v' 2" hora pH = 7 (Amarelo tangerina + claro para esverdeado).
e Transferir para frascos com tampa e esperar atingir 25°C;
e Deixa-se na geladeira a 8°C overnight para forcar a cristaliza¢io;
e Filtra-se todos por pressao reduzida;
e O solvente filtrado ¢ levado para uma placa aquecida a 60°C;
e Esperar pela evaporagio de todo o solvente;
e Guardar o frasco e o papel de filtro (com produto) no dessecador;
e Verificar o rendimento, a faixa de fusio e o infravermelho IR dos

produtos dos frascos (f) e do papel de filtro (p);

e Observar que o composto A esta solivel no metanol e que os cristais que
ficaram retidos no filtro (placa) gerados por cristalizagao a frio sio o
metronidazol.

e O rendimento do composto A é de 0,47 g (94%);
e O produto nio funde e 0 mesmo sé carboniza na faixa de 201°C;
e Verificar os espectros de IR e RMN,; os quais ja foram discutidos.
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7.2. Sintese do composto B.

e Adicionar 10mL de metanol no balio de 3 bocas (100mL);
e Esperar a temperatura estabilizar 60°C;
e Adicionar 0,300g metronidazol;
e Esperar dissolver o metronidazol;
e Adicionar 2 ml. de NaOH 1N;
e Esperar a mistura reacional ficar rosa (em 30 min);
e Adicionar 0,250g de anidrido glutarico;
e A mistura reacional fica Amarelo esverdeado (pHO0);
e Adicionar 1 mL. de NaOH 1N}
e A mistura reacional fica rosa (pH12);
e Deixar em agitacao a 25°C por 5 horas;
e Verificar o pH e o aspecto;
v" 05 minutos pH = 12 (Vermelho alaranjado claro).
v 1* hora pH = 11 (Vermelho alaranjado claro).
v' 2* hora pH = 11 (Vermelho alaranjado + claro).
v" 3" hora pH = 09 (Rosa alaranjado claro).
v 4" hora pH = 08 (Rosa alaranjado + claro transparente).
v' 5" hora pH = 08 (Rosa alaranjado + claro transparente).

e Transferir para frasco com tampa e esperar atingir 25°C;

e Deixar na geladeira a 8°C overnight para forcar a cristalizagio;

e Ha formacao de poucos cristais;

e TFiltrar por pressao reduzida;

e O solvente filtrado ¢ levado para uma placa aquecida a 60°C;

e [Esperar pela evaporacgao de todo o solvente;

e Guardar todos os frascos e os papéis de filtro (com produto) no
dessecador;

e Verificar o rendimento, a faixa de fusio e o infravermelho IR dos
produtos dos frascos (f) e do papel de filtro (p);

Composto (f) | Rendimento (g) | Faixa de carbonizagio

Composto B = 0,30 (60%) = 203 — 205°C

e O IR revela que os cristais que ficaram retidos no filtro (placa) gerados por
cristalizagdo a frio sio o metronidazol. E que o produto estava
solubilizado no metanol;

e Verificar os espectros de RMN;, os quais ja foram discutidos.
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7.3. Sintese do composto C.

e Adicionar 10mlL de metanol no balio de 3 bocas (100mL);

e Esperar a temperatura estabilizar 60°C;

e Adicionar 0,298g metronidazol;

e Esperar dissolver o metronidazol;

e Adicionar 3 ml. de NaOH 1N;

e LEsperar a mistura reacional ficar rosa;

e Adicionar 0,252g de anidrido diglicdlico;

e Esperar a mistura reacional ficar Amarelo alaranjado;

e Deixar em refluxo com agitacao a 60°C por 5 horas e até 24h em 25°C;

e Verificar o pH e o aspecto;

05 minutos pH = 7 (Amarelo tangerina claro).
1* hora pH = 7 (Amarelo claro).

2" hora pH = 7 (Amarelo esverdeado).

3" hora pH = 7 (Amarelo esverdeado).

4* hora pH = 6,5 (Amarelo esverdeado).

v' 5" hora pH = 6,0 (Amarelo esverdeado).

e Transferir para frasco com tampa e esperar atingir 25°C;

<

v
v
v
v

e Deixar na geladeira a 8°C overnight para forcar a cristalizaco;
e Ha formacdo de poucos cristais;

e TFiltrar por pressao reduzida;

e O solvente filtrado ¢ levado para uma placa aquecida a 60°C;
e [Esperar pela evaporacgao de todo o solvente;

e Guardar todos os frascos e os papéis de filtro (com produto) no
dessecador;

e Verificar o rendimento, a faixa de fusio e o infravermelho IR dos
produtos dos frascos (f) e do papel de filtro (p);

Composto (f) | Rendimento (g) | Faixa de fusido (°C)

composto C = 0,20 (40%) = 139 - 145

e O IR revela que os cristais que ficaram retidos no filtro (placa) gerados por
cristalizacgdo a frio sio o metronidazol. E que o produto estava
solubilizado no metanol,

e Verificar os espectros de RMN;, os quais ja foram discutidos.
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7.4. Sintese do composto D.

Pesar 0,373g metronidazol e colocar em um balao de fundo redondo de 3
bocas;

Adicionar 10mL de metanol e esperar dissolver o metronidazol,
Esperar até a temperatura estabilizar 60°C;
Adicionar 5,0mL de NaOH 1N;
Adicionar 0,206g de acido monocloroacético;
Deixar em refluxo com agitacio a 60°C por 3 horas;
Verificar sempre o pH e o aspecto.
v 0 hora pH = 13 (cereja).
v" 10 minutos pH = 13 (vinho tinto).
v 1* hora pH = 13 (amarelo avermelhado limpido).
v' 2" hora pH = 12 (amarelo avermelhado limpido).
v" 3* hora pH = 12 (amarelo avermelhado diluido).
Retirar uma aliquota no T, T}, T,, € Tj, em placa de CCD, junto com o
padrao de metronidazol dissolvido em metanol, revelando no UV;
Deixar o produto no baldo na geladeira overnight;
Observar a formacao de cristais muito finos;

Proceder com centrifugacio de 10 mL de amostra a 2.500 rpm / 5
minutos;

Separar o sobrenadante e evaporar o mesmo a 40°C por 30 minutos;

Em seguida, deixar o mesmo na capela com o exaustor ligado overnight
para retirada do residuo de solvente que possa ter permanecido;

O precipitado permanece no tubo em que foi centrifugado e fica na capela
com o exaustor ligado overnight para retirada do residuo de solvente que
possa ter permanecido;

O rendimento ¢ de 0,250g (50%);
A faixa de fusao do produto ¢ de 146°C;
Verificar os espectros de IR e RMN, os qualis ja foram discutidos.
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7.5. Teste de Ames para atividade mutagénica.

O procedimento abaixo foi primeiramente desenvolvido por Maron & Ames

em 1983 como ja comentado.

> Linhagens utilizadas no ensaio.

Utilizou-se para este ensaio cepas de S. #yphimurium TA98, TA100 ¢ YG1024
do laboratério de mutagenicidade da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas — Unesp
/ Araraquara / SP / Brasil.

A linhagem TA98, detecta compostos mutagénicos que causam
deslocamento do quadro de leitura do DNA. Ja a TA100, detecta compostos
mutagénicos que causam substituicao de pares de bases no DNA.

A linhagem YG1024, ¢ derivada da TA9S8, produz exageradamente O-
acetiltransferases, sendo mais sensivel 4 compostos hidroxilaminos, nitro
aromaticos e aminas aromaticas (Watanabe ez a/, 1990).

Tais linhagens, possuem as seguintes caracteristicas:

e Sdo auxotréficas em relacdo a histidina;

e DPossuem diversas mutagoes operon de histidina, as quais sio alvos
para mutagao reversa;

e Detectam diversos agentes mutagénicos que causam deslocamento no
quadro de leitura do DNA, os quais restauram o quadro de leitura
correto para a sintese de histidina;

e Mutagido no gene hisD3052, constituido de 8 residuos repetidos de
—GC—, proximo ao local da mutagiao de deslocamento no quadro de
leitura do gene hisD, o qual codifica a enzima histidinol
desidrogenase, especifica da TA9S;

e Mutagio no gene hisG46, esta no quadro de leitura do gene AisG;,
o qual codifica a primeira enzima para sintese de histidina, especifica
da TA100;

e Mutagao (rfa), que gera perda parcial da barreira lipopolissacaridica,
aumentando a permeabilidade da parede celular bacteriana, facilitando
a difusao de grandes moléculas para o interior da célula;

e Mutagao (urvB), que provoca dano no sistema de reparo por
exsisdo, resultando no aumento da sensibilidade na deteccao de
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diversos agentes mutagénicos. Fazendo também, com que a bactéria
torne-se dependente de biotina para crescer;

e Plasmidio pkM101, o qual favorece a resisténcia a ampicilina, assim
como, aumenta a mutagénese espontanea e quimica, por estimulo no
sistema de reparo de DNA error-prone (Maron & Ames, 1983).

e Plasmidio pBR322, o qual aumenta a mutagénese espontinea e
quimica para nitro compostos e aminas, devido codificar a sintese de
O-acetiltransferases, especifica da YG1024 (Marvin ef a/, 1994).

[X> Manutengio e estoque das linhagens.

As cepas de S. typhimurinm estio armazenadas em freezer a -80 C, em frascos
para congelamento com 0,9mL de cultura ¢ 0,ImL. de DMSO como agente
crioprotetor, para que se mantenham inalteradas todas suas caracteristicas
genéticas.

Antes do congelamento todas as linhagens tem seus genétipos confirmados
(auxotrofia para histidina, mutagao 7fz, plasmideo pKM101, delecao #vrb e taxa de

reversio espontanea (2575 para a TA98).

> Preparo dos Meios de cultura e Solugdes.

% Meio Vogel Bonner E (VB).

Dissolveu-se 0,25g de sulfato de magnésio, 2,5¢ de acido citrico, 12,5g de
fosfato de potassio dibasico e 4,375¢g de fosfato de sédio e amonio em 16,75mL de
agua destilada a 45C (quantidades suficientes para 25ml de solucio VB). A

solugio foi esterilizada em autoclave durante 15 minutos a 121°C.

% Glicose 40%.
Preparou-se 50mL de uma solucao de glicose 40%, que foi esterilizada em

autoclave durante 15 minutos 4 121°C.

Antonio Tavora de Albuquerque Silva



81
Procedimento Experimental

% Agar Minimo Glicosado (AMG).
Dissolveu-se 7,5¢ de agar em 465ml de 4gua destilada, em seguida
esterilizou-se a solu¢do em autoclave durante 15 minutos 4 121°C.

Posteriormente adiciona-se 10mL de VB e 25mlL. de glicose 40%.

% Top 4agar ou agar de supertficie.
Dissolveu-se 0,5¢ de cloreto de sédio e 0,6g de agar em 100mL 4gua

destilada. A solucio foi esterilizada em autoclave durante 15 minutos 4 121°C.

% Solugdo biotina/histidina 0,05mM (10mL/100mL de top 4gar).
Dissolveu-se 0,00123¢ de biotina ¢ 0,00096g de histidina em 10mL de agua

destilada. A solucio foi esterilizada em autoclave durante 15 minutos 4 121°C.

% Caldo Nutriente Oxoid n.2.
Dissolveu-se 0,75g de meio Oxoid em 30mL de agua destilada. A solucio foi

esterilizada em autoclave durante 15 minutos 4 121°C.

> Controles positivos e negativos.

O controle negativo, ¢ o solvente utilizado para dissolver a amostra,
utilizando-se como volume padrao, o maior volume da amostra testada 100 pL, que
também ¢é a quantidade necessaria para dissolver a concentra¢io maxima utilizada
do farmaco.

Os controles positivos sao compostos mutagenicos especificos para cada
cepa e condi¢io do ensaio, sendo o 4-nitro-fenilenediamina (NPD) (20ug/placa)
para as linhagens TA98 e YG1024 e a azida sédica (50pL/placa) para a linhagem

TA100 em ensaios sem ativagdo metabdlica. E para ensaios com ativagao
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metabolica utilizando a linhagem TA100, o controle positivo ¢ o antramine

(100puL/placa).

X> Procedimento do ensaio sem o sistema de ativagdao metabolica (-Sy).

Utilizou-se o método de incubacgio direta em placa.

% 1° dia.

Prepara-se todas as solug¢oes e os meios de cultura anteriormente descritos.

Em fluxo laminar, foi adicionado ao meio estéril (AMG) 10,0mL de solucao
VB e 25,0mL de solugdo de glicose 40% (previamente preparadas), homogeneizou-
se, e distribuiu-se cerca de 25mL de AMG em cada placa.

O AMG distribuido nas placas foi deixado em repouso por 48 horas em

estufa a 37 C para posterior utilizacio.

% 2° dia.

Em fluxo laminar, as cepas de S. #yphimurium (TA98, TA100 e YG1024)
foram inoculadas separadamente com al¢a de platina, no caldo nutriente (um para
cada linhagem) e mantidas a 37°C, sob agitacao constante (160rpm) durante 14

horas, de modo a se obter uma densidade de 1 a 2x10” bactérias/mlL..

% 3° dia.

Em fluxo laminar, a solu¢do de biotina/histidina foi adicionada ao top agar e
homogeneizada, sendo distribuida em tubos de ensaios em aliquotas de 2,0mL.

A cada tubo assim composto foi adicionado 100pL (0,ImL) da cultura de
bactérias e os volumes de 100 pL de agua mz/i-Q (estéril) ou metanol (PA-estéril)
como controles negativo, 100 pL. de NPD ou 50 pL de azida sédica como
controles positivos; doses fixas de solu¢io de metronidazol dissolvido em agua /-

QO (estéril) e dos derivados do metronidazol dissolvidos em metanol (PA). Em
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seguida os tubos foram homogeneizados e vertidos em placas de Petri com o
AMG.

Tais placas foram incubadas por 48 horas a 37 C.

Todas as concentracOes testadas, controles positivos e negativos foram

realizadas em triplicatas.

U 5° dia.

Apbs 48 horas, foi realizada a contagem das colonias revertentes utilizando-
se o Sistema ProtoCOL Colony Counter Version 3.15.630 (1998-2001)
SYNBIOSIS — LTD (figura 22).

Controle negativo Controle negativo Controle negativo Controle Positivo
Espontaneo Agua Metanol

Figura 22. Imagem obtida do sistema ProtoCOL Colony Counter dos controles
negativos, positivo e espontaneo.

X> Avaliagdo e interpretagio dos resultados.

A partir dos resultados obtidos, foi calculada a razio de mutagenicidade
(RM) para cada dose analisada, de cada composto.

A RM ¢ dada pela seguinte equagao:
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O crescimento espontaneo significa o numero de revertentes que

desenvolveram na placa, independente de serem ou nao induzidos, onde considera-

se como resposta positiva valores > 2.

[X> Procedimento do ensaio com o sistema de ativagao metabolica (+S,).

O teste de mutagenicidade com sistema de ativacio metabdlica é realizado com
fracao microssomal S9 (S9 mix) preparada a partir do homogeneizado de figado
de ratos Sprague Dawley, previamente tratados com Arocloror 1254, adquiridos
sob a forma liofilizada.

Sao preparados 50mL de S9 mix utilizando-se as seguintes solucdes:

Substincia Quant. OBS.
Aqua Mili-Q estéril 19,75 mL | Viabilidade de + 3,5h a partir do
Tampio Fosfato 25 ml. preparo (desde que mantida em gelo).
MgCl 500 pl.
KCl 500 plL
GoP 250 uL
NADP 2 mL
Fragdo S9 Dissolva em 2 mL de agua Mili-Q estéril

O procedimento para este ensaio é o mesmo do anterior, (sem ativacio
metabolica) diferindo-se apenas pela adicio de 0,5mL (500pL) de solucao S9 mix

em cada tubo de ensaio.

As placas foram entdo incubadas por 48 horas a 37 C. Transcorrido o tempo
necessario foi efetuada a contagem das colonias revertentes. Todas as
concentragdes testadas, controles positivos e negativos foram realizadas em

triplicatas.
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