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Resumo

Resumo

A incidéncia do cancer de pele vem aumentando anualmente em
homens e em mulheres, tornando-se grave problema se Saude Publica
mundial. Diversos sdo os fatores que influenciam a formagao dos tumores,
sendo a radiagdo ultravioleta um dos principais responsaveis, que vem
elevando seu indice gracas a redugdo da camada de ozdnio. Ainda assim o
cancer de pele poderia ser evitado se as medidas de prevengdo fossem
tomadas a tempo, como a fotoprote¢cdo, cuidados com os horarios de

exposicao ao sol e a deteccéo precoce dos tumores.

Os avangos cientificos e tecnolégicos tém proporcionado novas
abordagens para o0 desenvolvimento de agentes antineoplasicos e o
direcionamento de farmacos a locais de agcdo especificos, gerando maior
eficacia dos tratamentos. Nesta linha, a principal proposta deste trabalho
envolve a possibilidade de conjugar as propriedades do fotoprotetor salicilato
de octila com a do antineoplasico 5-fluoruracila, por meio do processo de
latenciagcdo. Para tanto foi obtido o pré-farmaco succinil octil salicilato de 5-
fluoruracila (SOSFlu), a partir de duas etapas sintéticas, cujos compostos foram
caracterizados por meio da determinagédo da faixa de fusdo, cromatografia em
camada delgada, analises espectroscopicas de infravermelho, de ressonancia
magnética nuclear de '*C e 'H, determinacdo dos coeficientes de extingdo
molar e de parti¢ao.

Tendo o SOSFlu apresentado melhores valores de coeficientes de
extincdo molar e de particao em relagao ao fotoprotetor salicilato de octila e ao
antineoplasico 5-fluoruracila, espera-se que apresente maior efetividade para

proteger a pele contra a radiagdo ultravioleta e maior permeabilidade cuténea.

Vanessa Fabrina Zambrano
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Abstract

Abstract

The incidence of the skin cancer comes increasing annually in men
and in women, becoming a serious problem if world Public Health. Several they
are the factors that influence the formation of the tumors, being the ultraviolet
radiation responsible one of the main ones that comes elevating its index
thanks to the reduction of the layer of ozone. Nevertheless the skin cancer
could be avoided the prevention measures they were taken on time, as the
sunscreem, cares with the schedules of exhibition in the sun and the precocious
detection of the tumors.

The scientific and technological progresses have been providing new
bording for the development of agents antineoplasic and the drug delivery to
specific action places, generating larger effectiveness of the treatments. In this
line, the main proposal of this work involves the possibility to conjugate the
property of the sunscreem octil salicilate with an antineoplasic 5-fluoruracil, by
means of the latentiation process. For so much it was obtained pro-drug
succinoil octil salicilate of 5-fluoruracil derived of the octil salicilate and 5-
fluoruracil, starting from two synthetic stages, whose compositions were
characterized by means of analyses IR spectra, melting point determination,
thin layer chromatography and "*C and '"H MNR, extinction molar coefficient and
partition coefficient.

Tends SOSFIu presented better values of coefficients of extinction
molar and of partition in relation to the sunscreen octil salicilate and to the
antineoplasic 5-fluoruracil, it is waited that presents larger effectiveness to
protect the skin against the ultraviolet radiation and larger cutaneous

permeability.
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Introdugdo

1. Introducao

Nas ultimas décadas, as dimensdes alcangadas pelo cancer (Ca)
vém convertendo-o em evidente problema de Saude Publica mundial
(KLIGERMAN, 2000). Estatisticamente, em pesquisa realizada pela
Organizagao Mundial da Saude, o cancer é apontado como a terceira causa de
mortalidade no mundo, com percentuais de 12%, levando cerca de 6 milhbes
de pessoas a ébito por ano e a segunda causa de morte por doenca no Brasil,
sendo o cancer de pele ndo melanoma o mais comum e o de maior incidéncia
entre homens e mulheres (ALMEIDA et al., 2005). Em 2003, no Brasil,
estimativas de Incidéncia e Mortalidade do Instituto Nacional do Céncer (INCA)
apontaram que o0 melanoma atingiria 4.370 pessoas, perfazendo 1.125 ébitos.
Nos Estados Unidos esse aumento foi também muito expressivo, tendo
incidéncia quase triplicada nas ultimas quatro décadas (SBD, 2005). Aumento
que se deve nao apenas ao comportamento das pessoas em relagdo a
exposicao ao sol, mas também a reducdo da camada de 0z6nio, importante na
filtracao de raios ultravioleta (SBCD, 2005).

A agressdo do sol a pele ndo se limita a queimadura solar,
manifestada sob a forma de eritema, edema, formacdo de bolhas e
desprendimento da pele, ela é, na realidade, cumulativa, irreversivel, capaz de
produzir alteragdo nas fibras de colageno, elastina, perda de tecido adiposo
subcuténeo e carcinogénese. Episddios mais intensos de queimaduras solares,
especialmente na infancia, tém sido relacionados com a ocorréncia posterior de
carcinomas basocelular e melanomas, enquanto a agdo cumulativa das
radiagbes UVB resulta em carcinomas epiderméides (HC-AC CAMARGO,

2004).
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Introdugdo

Entre os tipos de neoplasias existentes, apesar do cancer de pele ser
0 mais freqlente, sdo conhecidos diversos fatores de risco que se relacionam
basicamente com caracteristicas cutaneas e pigmentares, como, presenca de
numerosos nevos, nevos atipicos, sardas, cabelos ruivos, incapacidade de
bronzeamento e propensdo a queimaduras, sendo que, na maioria dos casos,
0 cancer de pele poderia ser evitado se as medidas de prevencdo fossem
tomadas a tempo, como a fotoprote¢cdo, cuidados com os horarios de
exposi¢do ao sol e a detecgao precoce dos tumores. Nao se pode perder de
vista, no entanto, que individuos sadios ou portadores de cancer de pele
devem fazer uso de protetores solares, sem que estes confiram a falsa
seguranca de possibilidade de prolongamento a exposicdo intencional,
aumentando consequUentemente o risco de surgimento da doenga (SOUZA,
2004).

Existem trés abordagens principais para o tratamento de canceres:
excisdo cirurgica, radioterapia para o tumor e quimioterapia. A conveniéncia de
cada uma depende do tipo de tumor e do estagio de seu desenvolvimento. A
quimioterapia constitui o principal método de tratamento de certos tipos de
canceres, porém, pode constituir-se como adjuvante da cirurgia ou da
radioterapia (ALMEIDA et al., 2005).

Nos ultimos anos, a evolugdo do conhecimento de proliferacéo
celular levou ao entendimento da biologia da célula cancerosa. Esse avango
tem proporcionado novas abordagens para o desenvolvimento de agentes
antineoplasicos e o direcionamento de farmacos a locais de acao especificos,

gerando maior eficacia dos tratamentos (LEMKE ,1995).
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Introdugdo

O uso de pré-farmacos, forma transporte inativo que, in vivo, libera a
porcao ativa, tem sido eficiente para o tratamento de tumores com diminuida
toxicidade nas células normais, pois podem ser ativados no local de acao,
principalmente, por meio de processos enzimaticos (SHIBAMOTO et al., 2000;
CHUN et al., 2003).

A 5-fluoruracila, gragas a sua capacidade de controlar tumores
localizados e prevenir metastase sistémica, tem sido muito usado para o
tratamento tdpico de doencas que sdo caracterizados pela proliferagdo
incontrolada de diversos células da pele. Por apresentar alta toxicidade e baixo
poder de penetragdo em membranas biolégicas, tem motivado importantes
pesquisas com a finalidade de desenvolver moléculas com propriedades fisico-
quimicas modificadas e menos téxicas (DOMINGUEZ et al., 2003; PATRICK et
al., 1997: ESPINOSA et al., 2005).

No contexto da igual ou maior necessidade de fotoprotegéo por parte
dos individuos portadores de cancer de pele comparados a individuos sadios,
entra em cena a possibilidade de conjugar as propriedades de um fotoprotetor
com a de um antineoplésico, por meio da obtencado de um pro-farmaco. Para
tanto, neste trabalho, efetuou-se a sintese do succinoil octil salicilato de 5-
fluoruracila, na expectativa de agregar as propriedades antineoplasica da 5-
fluoruracila, fotoprotetora e, quiga, antiinflamatéria do salicilato de octila. Desta
forma, espera-se que a modificagcdo efetuada confira & nova molécula melhores
propriedades fisico-quimicas, que ocasione, por exemplo, melhoria do
coeficiente de particdo, que contribua, entre outros, para a penetracdo nos

tecidos cutaneos afetados pelo cancer de pele.

Vanessa Fabrina Zambrano



Introdugdo

Adicionalmente a derivatizacdo quimica pode também modificar o
coeficiente de extingdo molar do salicilato de octila, melhorando a sua
efetividade como filtro solar enquanto estiver ligado ao antineoplasico, cuja
liberagdo espera-se que seja gradual. Tal liberagdo gradativa, inclusive,
otimizara a atividade do farmaco, no sentido de prolongar-lhe a agdo, podendo

ocorrer em funcdo do meio fisiol6gico ou condicionado pela formulagéo.
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Objetivo

2. Objetivo

O objetivo deste trabalho consiste na sintese de pro-farmaco
reciproco derivado do salicilato de octila e 5-fluoruracila para o tratamento do
cancer de pele. Este procedimento envolve a transformagdo de um
farmaco em forma de transporte inativa que, in vivo, mediante processos
enzimatico ou quimico, libera a por¢ao ativa no local de acao ou préximo
dele. Em linhas gerais, tal recurso presta-se ao aumento de seletividade,
ao prolongamento de acéo, a alteracdo da farmacocinética — reduzindo
toxicidade e/ou melhorando a biodisponibilidade e, a melhoria de
problemas de formulagcao entre outros (THOMAS, 2003; WILGUS et al.,
2003, SINGH & SHARMA, 1994). Desta forma a presente proposta
deriva, primariamente, da expectativa de unir as propriedades
antineoplasica da 5-fluoruracila e fotoprotetora do salicilato de octila, que
como salicilato, pode também vir a apresentar atividade antiinflamatéria.
Com a modificagdo molecular, pode ocorrer alteracao do coeficiente de
extingdo molar do salicilato de octila, melhorando assim, a sua
efetividade como filtro solar, além disso, espera-se que a liberacdo da 5-
fluoruracila seja gradual, otimizando sua atividade, no sentido de
prolongar-lhe a agdo. Adiciona-se ainda, que tal latenciagdo podera
promover a otimizagcao do coeficiente de particdo e da biodisponibilidade

dos compostos em questao.
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Revisdo Bibliogrdfica

3. Revisao Bibliografica

3.1 Cancer de pele

Quando em processo ativo de divisdo, as células passam por uma
seqliéncia de eventos denominado ciclo celular, que apresenta as fases: G (
primeira fase de crescimento celular), Gy (periodo em que a célula mantém sua
taxa metabdlica, mas ndo cresce em tamanho, a ndo ser que receba sinais
extracelulares, portanto é pouco vulneravel aos antineoplasicos), S (sintese de
DNA, ou seja, duplicagdo do material genético), G, (segunda fase de
crescimento, em que esta se preparando para se dividir) e M (fase de divisao
mitética). Porém existem alguns fatores como, radiagao, fatores ambientais,
produtos quimicos, que comprometem o ciclo celular alterando o processo de
divisdo das células normais, levando ao cancer (ALMEIDA, 2004a).

Contudo, o cancer ou neoplasia constitui a denominagcao para a um
conjunto complexo de doencas, que se inicia pelo processo de hiperplasia, ou
seja, pelo aumento do nimero de células de um tecido, por estimulo hormonal
fisiolébgico ou anomalias genéticas no tecido de origem, tendo em comum o
crescimento e desenvolvimento destas células anormais por meio do processo
de displasia, derivadas de uma unica célula normal, que invadem os tecidos e
orgaos, podendo espalhar-se (metastase) para outras regides do corpo (PAGE
et al., 1999) (figura 1). Por outro lado, um tumor benigno corresponde a uma
massa localizada de células que se multiplicam vagarosamente e se
assemelham ao seu tecido original, ndo sofrem metastase, constituindo,

raramente, um risco para a vida, (ALMEIDA et al., 2005; SBD, 2004).
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Figura 1: Evolugéo hipotética de células normais para células malignas (PAGE et
al., 1999)
Enfermidades malignas hematoldgicas e tumores sélidos constituem

0S grupos principais de cancer: As enfermidades malignas hematol6gicas
afetam os sistemas linfatico e sangiineo, que devido a sua natureza ja se
encontram disseminados. Os tumores solidos, por sua vez, disseminam-se a
partir do tumor primério localizados em tecidos e 6rgaos concretos formando
tumores secundarios.

Os tumores malignos recebem denominacbes diferentes segundo
sua localizacdo e forma ou localizagdo anatbmica: carcinoma (tecido
glandular), sarcoma (tecido conectivo), linfoma (ganglios linfaticos) e leucemia
(glébulos sanglineos). Igualmente leucemias recebem nomes diferentes, de
acordo com o quadro sangliineo e os sintomas.

Doencas neoplasicas afetam tanto criangcas quanto adultos. As que
acometem as criangas, mais comumente sdo: leucemia aguda, usualmente do

tipo linfoblastica, e quatro tumores sélidos: tumor de Wilms, neuroblastoma,
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retinoblastoma, e rabdomiossarcoma embrionario; nos adultos encontram-se as
seguintes: leucemia aguda (principalmente do tipo granulocitico mieloblastico),
leucemia linfocitica crénica, leucemia mielocitica cronica, doenca de Hodgkin,
mieloma multiplo, policitemia vera, sarcoma celular, linfossarcoma,
coriocarcinoma, carcinomas (da prostata, testiculo, mama, ovéario, endométrio,
cérvix, pulmao, coélon, estbmago, figado, pancreas) e melanoma.

O cancer de pele é um dos principais canceres que vem
acometendo, de forma crescente, o homem. Este fato esté relacionado com a
reducdo da camada de ozbnio, pois € essa camada que protege a vida da
destruicdo por radiacbes, responsaveis pelas mudancas fotocutaneas
provocadas na pele. O dano intracelular causado pela radiagdo UV, com
alteracdes bioquimicas e imunolégicas que a radiacdo induz, pode ser
carcinogénica (STEINER, 1997). Para se evitar que esse tipo de cancer se
manifeste, a melhor maneira € a prevengao, que além disso, pode significar a
diferenga entre a gravidade das lesdes, pois apesar da alta incidéncia da
doenga, os altos indices de cura ocorrem quando o diagndstico € precoce.

A radiacdo UV é dividida em trés categorias: UVC, UVB e UVA.

Nenhuma radiagdo UV inferior a 288 nm atinge a superficie da terra,
devido a filtracao pela camada de oz6nio (KERR & ELROQOY, 1993), como o
caso dos raios UVC, que correspondem a faixa entre 100 e 290 nm.
Comprimentos de ondas maiores, entre 290 e 320 nm correspondem aos raios
UVB, que possuem intensa atividade fisio-patolégica sobre a pele, sendo
responsaveis pelas queimaduras solares, fotoenvelhecimento e céanceres
cutaneos, mesmo nao penetrando profundamente nas camadas da pele e

sendo em grande parte absorvidas em cima da derme.
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Ja os raios UVA, entre 320 e 400 nm, responsaveis pelo
bronzeamento imediato, sdo menos energéticos, porém estdo presentes em
proporcdes constantes durante o ano todo. Penetram profundamente na derme
(figura 2), acreditando-se, atualmente, que sejam responsaveis por danos as
membranas celulares e DNA, contribuindo assim, nos fenbmenos do foto-
envelhecimento e na génese de determinados canceres (OSTERWALDER et

al., 2000).

Figura 2: Diferenca da penetracédo na pele dos raios UVA e UVB.
Fonte: http://www.ufrrj.br/institutos/it/de/acidentes/riscos.htm

Durante os anos 70, o FDA (Food and Drug Administration)
reconheceu a necessidade de instituir um método capaz de quantificar a
efetividade das preparacbes fotoprotetoras. Foram propostos entéo,
procedimentos clinicos para a medida do Fator de Protecdo Solar (FPS), sendo
este um numero que, considerando a possibilidade de eritema, avalia a
quantidade de tempo durante o qual a pele estaria protegida contra o dano
solar. (RIEGER, 1989; SANTOS et al., 1998).

Assim defini-se os fotoprotetores como agentes que atenuam o

efeito da radiagdo UV (290-400nm), prevenindo o eritema solar e o efeito
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carcinogénico por mecanismos de absorcao, reflexdo e dispersao da radiacao
(SANTOS et al., 1998; SCHUELLER et al., 2000).

Os filtros fisicos mais utilizados sédo dioxido de titanio e éxido de
zinco. Estes oferecem barreira fisica, refletindo e dispersando a radiagdo UVA
e UVB (figura 3). No passado eram utilizados na sua forma bruta que
resultavam produtos opacos na pele, ndo sendo cosmeticamente aceitaveis.
Com o desenvolvimento de tecnologias de micronizagdo (diminuigdo do
tamanho das particulas) passaram a ser transparentes na pele, sendo ideal a

sua associagao com os filtros quimicos (MOTA et al., 2003).

LV radiation Iram e son
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Figura 3: Representacdo do mecanismo de a¢ao dos filtros solares fisicos.

Fonte: http://www.jnjbrasil.com.br

Benzofenonas, antranilatos, ésteres do acido p-aminobenzbico,
cinamatos e salicilatos sdo exemplos de fotoprotetores quimicos. Estes filtros
absorvem a energia luminosa, convertendo-a em energia ndo danosa para a
pele humana. Existem numerosos compostos aprovados para o uso, cada qual

com absorgcao em faixas especificas de comprimento de onda, UVB ou UVA ou
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UVB e UVA. O mecanismo de acdo desses filtros € baseado nas
caracteristicas de absorcdo dos anéis aromaticos em conjunto com o0s
grupamentos substituintes ligados a estes anéis, em geral grupos carboxilicos
na posicao orto ou para, que conferem diferentes intervalos de absorgéo,
absorvendo em comprimentos de ondas correspondentes ao espectro UV de
290 a 320 nm e convertendo a energia resultante em radiagées de baixa
energia (geralmente superiores a 380 nm). Portanto, quando a molécula do
filtro solar é atingida por um féton de luz, com determinado nivel de energia,
passa para um estado eletrbnico excitado, e como a molécula entra em
ressonancia ela dissipa essa energia, retornando ao seu estado fundamental,
emitindo outro féton com menor energia, em magnitude, que a energia

inicialmente absorvida e capaz de causar excitacao (Figura 4).

Luz UV Molécula excitada
/» (—\ Emissao de baixa energia

Molécula no estado fundamental Molécula no estado fundamental
R q (\ G) F\ -
+
T 17—
]
R 0—~R R 0—R

Figura 4: Mecanismo de agao dos filtros solares quimicos:

Fonte: http://www.sbbq.org.br

Embora seja incontestdvel que a superexposicdo € bastante
prejudicial a pele, ndo é necessario renunciar as atividades ao ar livre para
reduzir as probabilidades de desenvolver efeitos indesejaveis. Porém, o mais
importante é evitar a exposigao ao sol no periodo das 10 as 16 horas, devendo
usar a prote¢cdo adequada mesmo nos horarios de menor risco a pele (SBCD,

2005).
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3.1.2 Patogenia

O surgimento do cancer ocorre por fatores que influenciam na
formacdo dos tumores e na sua maioria, 0s agentes responsaveis sao
substancias quimicas, determinadas infeccbes Vvirais, radiacbes, fatores
ambientais e principalmente mutacbes genéticas, as quais contribuem com
aproximadamente 50% dos canceres humanos (PRADO et al., 2005).

As alteragbes podem ocorrer em genes especiais, denominados
protooncogenes, que a principio sdo inativos em células normais. Quando
ativados, os protooncogenes transformam-se em oncogenes, responsaveis
pela malignizacao (cancerizagdo) das células normais, que passam a ser
denominadas células cancerosas ou neoplasicas Dividindo-se rapidamente,
estas células dao origem aos tumores (acumulo de células cancerosas) ou
neoplasias malignas, sendo que, a velocidade de multiplicacdo e a capacidade
de invadir tecidos e 6rgaos vizinhos ou distantes, sdo caracteristicas que
diferenciam os tipos de cancer.

As células cancerosas sao menos especializadas nas suas funcoes
quando comparadas com as células normais, assim conforme essas células
vao invadindo os tecidos, acabam por substitui-las, com isso esses tecidos
acabam perdendo suas fungdes (CUMMINGS et al., 1997).

Os diferentes tipos de cancer correspondem aos varios tipos de
células do corpo. Se o cancer tem inicio em tecidos epiteliais como a pele, ele
€ denominado carcinoma. Se comecga em tecidos conjuntivos como 0sso,
musculo ou cartilagem é chamado de sarcoma.

Em se tratando de cancer de pele, este se distribui nos tipos

descritos a seguir:
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O melanoma maligno origina-se dos melanécitos, células que
produzem o pigmento que da cor a pele. E considerado o cancer de pele de
pior prognéstico, devido ao seu alto potencial de produzir metastases e
consequente difusdo das células tumorais. O melanoma inicia-se como uma
lesdo escura que aumenta de tamanho em extensdo e/ou profundidade, com
alteragdo de suas cores originais, surgindo pontos pigmentados ao redor da
lesdo inicial, ulceragdo, sangramento ou sintomas como coceira, dor ou
inflamagao.

A coloracao pode variar do castanho-claro passando por varios
matizes chegando até a cor negra (melanoma tipico) ou apresentar area com
despigmentacdo, devido a diminuicdo da producdo de melanina (melanoma
com area de regressao espontanea). O crescimento ou alteracdo da forma é
progressivo e se faz no sentido horizontal ou vertical. Na fase de crescimento
horizontal (superficial), a neoplasia invade a epiderme, podendo atingir ou néo
a derme papilar superior. No sentido vertical, 0 seu crescimento & acelerado
através da espessura da pele, formando nédulos visiveis e palpaveis.

Na fase inicial, 0 melanoma esta restrito a camada mais superficial
da pele, época ideal para realizagdo do diagnostico e tratamento, pois, nesta
localizagao, ainda ndo ocorreu a disseminagao de células tumorais a distancia
e a retirada completa do tumor tem altos indices de cura (REINTGEN et al.,
1994; SAMPAIO & RIVITTI, 1998).

Mais freqlente em pessoas de pele clara, o melanoma pode surgir
em area de pele nao exposta ao sol, porém, o maior numero de lesdes aparece

nas areas da pele que ficam expostas a radiacdo solar, pois a exposicao

Vanessa Fabrina Zambrano

13



Revisdo Bibliogrdfica

excessiva ao sol € o maior fator de risco da doenga (figura 5) (BRAUD et al.,

2003).

F

Figura 5: Diferentes fases do melanoma.
Fonte: http://www.inca.gov.br/pele/prevencao/auto_exame.html.

Carcinoma Basocelular € o mais freqliente e com 0 menor potencial
de malignidade. Seu crescimento é lento e muito raramente se dissemina a
distancia, podendo se manifestar de varias maneiras, como nas fotos ilustradas
a seqguir (figura 6). Feridas que nao cicatrizam ou lesbes que sangram com
facilidade devido a pequenos traumatismos, como o rogar da toalha, podem ser

um carcinoma basocelular.

Figura 6: Carcinoma basocelular.
Fonte: http://www.inca.gov.br/pele/prevencao/auto_exame.htmi

Carcinoma Espinocelular também conhecido como carcinoma
epidermdide, tem crescimento mais rapido, € bem menos freqliente que o
basocelular, correspondendo a cerca de 15% das neoplasias epiteliais

malignas. Acomete mais areas de mucosa aparente, como a boca ou o labio,
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cicatrizes de queimaduras antigas ou areas que sofreram irradiagao (raios X).
Além disso, lesbes pré-cancerosas decorrentes da exposicao prolongada e
repetida da pele ao sol sdo acometidas. Lesdes maiores podem gerar
metastases, que podem ocorrer apds meses ou anos, sendo mais freqientes
nos carcinomas das mucosas, dorso das maos e cicatrizes das queimaduras

(figura 7) (SAMPAIO & RIVITTI, 1998; BIGBY et al., 2005).

Figura 7: Carcinoma espinocelular.
Fonte: http://www.inca.gov.br/pele/prevencao/auto_exame.html

Embora seja realmente reconhecido o uso de protetores solares
como forma de protecdo, a probabilidade de desenvolvimento de carcinoma
basocelular e espinocelular depende da exposi¢ao total a radiagdo durante a
vida de uma pessoa, a intensidade e a predisposicdo genética (MARTIN &
RIEGER, 1989).

E importante ainda destacar, que a abordagem do cancer de pele
deve ser realizada pela interagdo entre 0 médico e o paciente, pois a evolugao
dessa doencga pode culminar em formas graves e levar o paciente a 6bito (NCI,

2004).
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3.1.3 Epidemiologia

De acordo com a Sociedade Brasileira de Dermatologia (SBD), o
cancer de pele vem aumentando sua incidéncia em todo o0 mundo nos ultimos
quarenta anos. No entanto, em paises com maior nimero de descendentes de
europeus, a incidéncia da doenca tem se tornado maior, confirmando
evidéncias de que as pessoas de pele clara, mais propensas, inclusive, a
queimaduras tém maior predisposicdo a doenca do que a populagédo da raca
negra ou amarela (PINHEIRO et al.,, 2003; WATERHOUSE et al., 1987). A
crescente incidéncia dessa patologia tornou-se alvo de preocupagéo para as
autoridades de todos os paises, resultando em muitas campanhas de
prevengao e diagnéstico precoce (AZEVEDO & MENDONGA, 1992).

A Australia, por ser um pais tropical e estar localizada numa regiao
onde existe a reducado da camada de 0z6nio, a incidéncia de cancer de pele
dobrou de 14/100.000 habitantes em 1965 para 28/100.000 em 1980. De 1980
a 1987, a incidéncia em Queensland também atingiu aproximadamente o
dobro, 60/100.000 habitantes.

De acordo com a “ Skin Cancer Foundation”, o melanoma apresenta
3 a 4 % dos tumores cutaneos, ocorrendo com freqiéncia em adultos jovens de
20 a 50 anos de idade, sendo mais comum em mulheres com idade de 25 a 29
anos nos EUA, devido a maior incidéncia de fotoexposi¢ao, surgindo a cada
ano cerca de 840.000 novos casos, sendo que, as formas ndo melanomas
representam cerca de 95% desses casos, tendo sua incidéncia maior do que
as incidéncias somadas de carcinomas de pulmao, de colo, mama, reto,
préstata e de todos os linfomas (ROCHA et al., 2002; McCARTHY, 2004). Nos

altimos 20 anos, a proporcao de tumores removidos em estagios iniciais tem
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sido maior, principalmente em paises que investem em programas
educacionais por meio de campanhas e exames de prevencao, dirigidos aos
profissionais da saude e a populacdo em geral (SCHOTTENFELD &
FRAUMENI, 1982).

Varios sdo os sinais que devem alertar os médicos e pacientes

quanto a possibilidade de um individuo vir a apresentar cancer de pele:

Pessoas com histéria pessoal ou familiar de cancer de pele;

— Pessoas de pele clara, olhos azuis ou verdes, cabelos loiros ou ruivos;

— Pessoas com a imunidade reduzida, por doenga ou por medicamentos;

— Pessoas albinas ou portadoras de algumas doencas que predispdéem ao
cancer de pele;

— Pessoas que ja se expuseram ou se expdem ao sol excessivamente;

— Pessoas expostas prolongadamente a RX, raios ultravioleta, arsénio, ou
outros produtos quimicos;

— Pessoas que possuem quantidade grande de pintas;

— Pessoas que possuem cicatrizes ha muitos anos, as quais apresentam
ulceragdes freqientes (HC-AC CAMARGO, 2004).

Ainda com o objetivo de auxiliar o diagnéstico precoce, é de suma
importancia orientar a populagdo geral a realizar auto-exame da pele
regularmente e alertd-la em relagdo as mudancas clinicas de lesbes pré-
existentes. Infelizmente, alguns dados revelam que a maioria dos diagnésticos
de melanoma sao realizados em estagios avancados da doenca, e com isso,
0s pacientes acabam apresentando poucas chances de cura, sendo que, o
melanoma é responsavel por 75% dos oObitos por cancer cutaneo (PEREIRA,

2004).

Vanessa Fabrina Zambrano

17



Revisdo Bibliogrdfica

3.1.3.1 Epidemiologia no Brasil

No Brasil a estimativa da ocorréncia do cancer de pele nao tem sido
diferente de outras partes do mundo, uma vez que o cancer de pele nao
melanoma é o tipo de céncer mais freqliente na populacdo brasileira,
estimando-se que cerca de 4.000 novos casos sejam diagnosticados a cada
ano (KLIGERMAN, 2000; ROCHA et al., 2002).

Em 1985, segundo o sistema de mortalidade do Ministério da Saude,
foram registrados 462 casos de morte por melanoma maligno, representando
0,66% do total de mortes por cancer (AZEVEDO & MENDONGCA, 1992).

A 5% Campanha Nacional de Prevengéo do cancer de pele da SBD,
realizada em novembro de 2003, atendeu 37.853 pessoas, sendo que mais de
3 mil apresentavam lesdes de cancer de pele. A campanha mostrou que os
casos acontecem em pessoas que nao usam qualquer tipo de protecdo quando
se expdem ao sol, sendo este indice alto, tanto entre os homens quanto entre
as mulheres, estimando-se que até 65% dos casos possam estar relacionados
a exposicao solar, cerca de 8% a 14% apresentam histérico familiar positivo
para essa neoplasia, sendo que hoje, 10% dos pacientes com mais de um
melanoma primario sejam portadores de uma mutacdo de predisposicao
hereditaria a esse tumor (CARVALHO et al., 2004).

Alguns estudos realizados no Hospital Universitario de Brasilia, com
0 objetivo de avaliar as caracteristicas clinicas, epidemiolégicas e histolégicas,
num periodo de cinco anos, o perfil do portador de melanoma cutaneo primario,
corresponde ao individuo do sexo feminino, pele branca, cuja lesao predomina
nos membros, sendo mais freqlente o tipo de crescimento nodular e que néao

apresenta sintomas a época do diagnostico (PINHEIRO et al., 2003).
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Segundo o Programa Nacional de Controle do Cancer de Pele,
realizado pela SBD em 2004 (Tabela 1), o cancer do tipo basocelular é o que
apresenta maior taxa, seguido pelo carcinoma espinocelular e
consecutivamente, o mais grave dentre eles, o melanoma maligno. Devido a
essa alta incidéncia, os estudos de seus tipos, do grau de
comprometimento e de sua epidemiologia sao importantes para a
prevencgao e o tratamento precoce desses tumores.

As estatisticas vitais tém seu foco em doencas quase sempre
fatais e ndo incluem muitos dados sobre os canceres de pele néo
melanoma, praticamente nado ha registros de medidas basicas
populacionais de morbidade desses canceres na literatura mundial, pois
0s canceres espinocelulares, geralmente aparecem nas estatisticas
somados aos canceres basocelulares e classificados como canceres de
pele ndo melanoma, indicando que esse tipo aumenta significativamente
com a idade (NASSER, 2004).

Observando os graficos 1 e 2 verifica-se que o Brasil, em 2004,
apresentou um indice de 8,4% pacientes que tiveram diagnostico do cancer de
pele, sendo que a faixa etaria entre 40-80 anos de idade a mais atingida, talvez
por serem pessoas que se expdem ou se expuseram durante um maior tempo
ao sol (SBD, 2005).

O Ministério da Saude, por meio do INCA, tem desempenhado
importante papel no desenvolvimento das a¢cdées nacionais para o trabalho de
orientagao, prevencao e controle do cancer, levando em consideragcao a grande

variacao dos tipos de cancer em relacao a distribuicdo da doenca nas diversas
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regides do pais, devido as discrepancias observadas no grau de expectativa de

vida, industrializacdo, exposicao a fatores de risco e acesso aos servicos de

saude (SBD, 2005).

Tabela 1: Distribuicdo de diagnéstico clinico de pacientes que apresentam cancer

no Brasil

Diagnostico Clinico n %
Carcinoma basocelular 2153 6,3%
Carcinoma espinocelular 464 1,3%
Melanoma maligno 187 0,5%
Outros Ca (tumores malignos) 189 0,5%
Outras pré-neoplasias 4563 13,3%
Outras dermatoses 20143 58,6%
Auséncia de dermatoses 6688 19,4%
Total 34387 100,0%

Fonte: SBD, 2005.

Grafico 1: Distribuicdo percentual de pacientes segundo diagndstico de cancer de

pele

8,4%
Sim

Fonte: SBD, 2005.
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Grafico 2: Distribuicdo de cancer de pele segundo faixa etaria

F = Freqliéncia

F 400

30

20

10

Std. Dev = 14,93
Mean = 61
N = 2840,00
10 30 50 70 90
idade

Fonte: SBD, 2005.

Por meio da anadlise da distribuicao das taxas de incidéncia do cancer
de pele, no Brasil, mostrada na Tabela 2, observa-se que o Sudeste apresenta
a maior taxa, 58.850 casos, seguido pelo Sul, 23.270 e Nordeste, 21.600.
Enquanto Norte e Centro-Oeste apresentam taxas menores, 4.880, 4.420,
respectivamente.

Observa-se, no entanto, que ha no pais popula¢gdes de maior risco
para o cancer de pele, principalmente nas regides sul e sudeste, devido a
grande concentragdo de imigrantes europeus e ainda pela existéncia de
comunidades que por razbes geograficas, sociais e culturais sofreram poucas
ou quase nenhuma miscigenagdao racial. Conseqlentemente, estas
comunidades expressam riscos importantes, por suas caracteristicas raciais,

para o desenvolvimento do cancer de pele.
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Tabela 2: Estimativa para o ano de 2005 de numeros de casos novos de cancer

de pele ndo melanoma por Unidade Federada — Brasil

Unidade Federada Ca de pele nao melanoma
Acre 150
Alagoas 610
Amapa 140
Amazonas 1.170
Bahia 4.520
Ceard 5.850
Distrito Federal 1.160
Espirito Santo 1.160
Goias 4.290
Maranhao 870
Mato Grosso 1.600
Mato Grosso do Sul 1.270
Minas Gerais 9.910
Para 1.860
Paraiba 1.080
Parana 7.870
Pernambuco 5.380
Piaui 1.330
Rio de Janeiro 11.420
Rio Grande do Norte 2.410
Rio Grande do Sul 9.740
Rondénia 690
Roraima 0
Santa Catarina 5.660
Sao Paulo 32.070
Sergipe 420
Tocantins 390
Brasil 113.020

Fonte: INCA, 2005.
Destaca-se que a regiao sul € a que apresenta maior risco de cancer
de pele no pais, pois além de concentrar o maior numero de populagao de pele

clara e ter uma economia baseada em atividades agro-pastoris, € uma regiao
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em que existe a maior redugdo da camada de ozbnio
(http:// www.monamb.furg.br).

Somente por meio de programas de prevencao conseguir-se-a
avancar no sentido de modificar o quadro de incidéncia e mortalidade por
cancer no Brasil, com inquestionavel ganho de qualidade de vida para os

brasileiros.

3.1.4 Tratamento

A quimioterapia oncoldgica era, até recentemente, reservada as
etapas avancadas da doenga neoplasica, mas hoje € empregada em fases
iniciais, com o intuito de cura, prolongamento da sobrevida ou alivio dos
sintomas da neoplasia maligna (PRADO et al., 2005).

A terapia medicamentosa antineoplasica subdivide-se em: adjuvante
(ap6s tratamento cirurgico e/ou radioterdpico), neo-adjuvante (antes do
tratamento cirdrgico ou radioterapico definitivo), paliativa e curativa, atuando
sobre células que estdo no ciclo celular, que compreende as fases Gy (pré-
sintética), S (sintese celular), G, (pds-sintese) e M (mitose), precedidas de Gy
Os agentes antineoplasicos exercem seus efeitos principalmente por
bloguearem bioquimicamente a sintese de DNA, fase S do ciclo celular
(ALMEIDA et al., 2005; ROITHMANN, 1998).

Durante o tratamento pode surgir resisténcia ao farmaco e para
controla-la sdo necessarias associagbes medicamentosas (WILSON &
GISVOLD’S, 1998a). O uso de associagbes de antineoplasicos resulta em
maior taxa de resposta quando comparado a monoterapia. Para isso, os

farmacos combinados devem ter:
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» atividade antitumoral comprovada em monoterapia;

» diferentes mecanismos de acéo;

» toxicidade diferente sobre tecidos normais, por atuarem em vias

diferentes;

» auséncia de resisténcia cruzada.

Outros fatores determinantes para o sucesso da terapia sdo o
estadiamento da doenga, o qual orienta a resposta ao tratamento; os fatores
prognosticos especificos em cada caso, tais como genética, hereditariedade,
dieta, toxicidade dos farmacos antineoplasicos em tecidos sadios como medula
Ossea, epitélio gastrintestinal, foliculos pilosos da pele e epitélio germinativo
(BONASSA, 1996).

Entretanto, as diferencas de sensibilidade entre células neoplasicas e
normais sao as vezes pequenas e a toxicidade € um problema comum,
podendo surgir reagbes adversas como nausea, vémito, fadiga, mal-estar,
sendo que estes sintomas, mais freqlentes, geralmente ocorrem no periodo de
1 a 6 h ap6s a administracdo do medicamento. Portanto, deve-se considerar
durante o tratamento as indicagbes e contra-indicagdes, melhor opgao
terapéutica, resposta da neoplasia ao farmaco, melhor forma de administracao
e dose (CALABRESI & CHABNER, 2001; FERGUSON et al., 2001; PRADO et
al., 2005; RUSTIGI & PODOLSKY, 1996).

O periodo do tratamento depende do estagio e tipo de neoplasia.
Mas, para que a quimioterapia seja eficaz, é necessario que a célula tumoral
seja exposta a concentracdes do farmaco por periodo de tempo suficiente para
atingir o maior numero de células numa fase sensivel do ciclo celular, até que o

tumor esteja presumivelmente erradicado. Para pacientes que se encontram
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debilitados, a dose inicial deve ser reduzida, quando o tumor ndo esta em
estagio avancado (PRADO et al., 2005).

A quimioterapia € o método mais simples, efetivo e barato para se
controlar o cancer. Entretanto, sua eficacia ndo é absoluta, havendo a
necessidade de aperfeigoa-la por meio da pesquisa de novos e melhores
antineoplasicos (LIMA, 2004; PRADO et al., 2005). Os farmacos que compdem
o arsenal terapéutico para o tratamento sdo distribuidos em classes como:
agentes alquilantes, antimetabdlitos, antibiéticos, alcaldides, anti-horménios,
hormdnios, imunomoduladores, etc (WILLIAMS & LEMKE, 2002), A era da
quimioterapia para doencas malignas nasceu em 1941, quando Huggins
demonstrou que com a administracdo de estrogenos havia regressao da
metastase do cancer de préstata. No ano seguinte, Gilman descobriu, por meio
de estudos clinicos, que as mostardas nitrogenadas eram efetivas contra as
doencga de Hodgkin’s e linfosarcoma. Nesta mesma década foram descobertos
os antimetabdlitos, incluindo a 5-fluoruracila em 1957, que ha mais de 50 anos
continua sendo o mais comum agente quimioterapico prescrito. Os efeitos
citotéxicos que antimetabdlitos ocasionam, faz com que seja necessario o
desenvolvimento de novos derivados, que resultariam na melhoria da terapia
ao torna-la além de menos toxica, mais eficaz (FERGUSON et al.,, 2001;
WILSON & GISVOLD'’S, 1998a).

Entre os antineoplésicos, a 5-fluoruracila é um dos mais indicados
para o tratamento de doengas da pele. Sua forma tépica é indicada para o
tratamento de tumores metastaticos de carcinoma de pele, e também ceratoses
actinicas, queilite actinica, radiodermatite, doenca de Bowen, leucoplasia da

mucosa e carcinoma de célula basal ndo sensivel a outros tratamentos, sendo
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contra-indicada para mulheres em idade fértil ou que pretendam engravidar
(ASHTON et al., 1970; BEALL & SLOAN, 1996; CULLEN, 1979; EPSTEIN,
1977; QUIGLEY & LLOYD, 2002).

Agente antimetabdlito, andlogo das pirimidinas, 5-fluoruracila, como
mostra a figura 8, requer conversdo enzimdtica para 5-fluoruracila ribose (5-
FUR), que origina diretamente o metabdlito 5-fluoruracila monofosfato
nucleotideo (5-FAUMP), inibidor da enzima timidilato sintetase, importante alvo
para a quimioterapia do cancer (PATRICK et al., 1997; GMEINER, 2005). A
interacdo entre o metabdlito e a timidilato sintetase bloqueia a reacdao de
metilacdo do acido desoxiuridilico a acido timidilico, ocasionando deplecao de
trifosfato de desoxitimidina, precursor necessario a sintese de DNA. Além
disso, a 5-fluoruracila é anabolizada a trifosfato de 5-fluoruracila ou a trifosfato
de 5-fluorodesoxiuracila, que se incorporam ao RNA e ao DNA,
respectivamente, resultando em morte das células que proliferam mais
rapidamente (PETERS et al., 2002; LUDWING et al., 2205).

Estudos pré-clinicos mostram que a quimioterapia topica combinando
5-fluoruracila e inibidores de COX-2 apresenta-se como nova opg¢do de
tratamento para a regressédo da indugao de raios UV-B no cancer de pele por
meio da diminuicdo dos niveis de prostaglandina (PGE;). Quando usada em
associagao com inibidores de COX, a 5-fluoruracila torna-se 70% mais eficaz
do que quando usada sozinha, pois diminui o efeito de multiplicidade das
células tumorais, gragas a reducao de células PCNA-positivas presentes nos
tumores. Além disso, a associacao de inibidores de COX torna-se uma medida

profilatica para o controle mais eficaz da dor no doente com céancer
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(BUVANENDRAN et al., 2003; DELONG et al., 2003; DELONG et al., 2004;
SOUMAORO et al., 2004; WILGUS et al., 2004).

A dor pode decorrer de fatores relacionados direta ou indiretamente
com o tumor primério e suas metastases, podendo também ndo estar
relacionada com o processo de neoplasia, pois freqlentemente multiplas

causas concorrem para a sua ocorréncia (LIMA, 2004).
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Figura 8: Mecanismo de acdo do antineoplasico 5-fluoruracila (WILLIAMS &
LEMKE, 2002).
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Apesar dos problemas que acometem o paciente durante o
tratamento, incluindo a sua debilitacdo, esse deve ser iniciado rapidamente,
considerando também que o abandono do tratamento pode levar ao
ressurgimento do cancer.

Como o UVB, e em algumas circunstancias o UVA, é a causa
primaria do cancer de pele, foi comprovado, por estudos de Kligman e seus
colaboradores, que o uso tdpico de fotoprotetores proporciona protecao contra
essa doenga (KLIGMAN, 1978; MARTIN & RIEGER, 1989). Um dos primeiros
fotoprotetores usados na preparacdo de filtros solares foi os derivados de

salicilato, cuja formula estrutural esté ilustrada na figura a seguir (figura 9).

H

-CH2CgHs

OR' -CgH17
'N+(CH20H20H3)
-K

R OH -GsHiy

-CH3CHCH2CeHs
-OH

R
O i

Figura 9: Estrutura molecular dos fotoprotetores derivados do salicilato

(PATINI, 1998).

Os salicilatos sao compostos orto-dissubstituidos, cujo arranjo
espacial permite a ligagcdo do hidrogénio interno com a prépria molécula.
Segundo o FDA, séo relativamente bons absorvedores de UV, apresentando
protecdo ideal contra os raios UVB, pois absorvem em torno de 300 nm. Os
derivados de salicilatos, principalmente o salicilato de octila, sdo usados em
algumas formulacdes farmacéuticas, devido a facilidade de incorporacdo em
formulacbes cosméticas, estabilidade, emoliéncia, ndo solubilidade em agua e

baixo custo.
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E importante salientar que os fotoprotetores ndo curam o cancer de
pele, mas tém a capacidade de proteger os seres humanos contra uma série
de doencgas induzidas pela luz solar. Atualmente os filtros solares séo utilizados
nos momentos de lazer e descanso ao ar livre, mas no futuro as pessoas
tomardo consciéncia de sua importancia na prevencao do cancer de pele
(JAFFE & ORCHIN, 1964; PATINI, 1998)

O diagnostico precoce também é fundamental no tratamento, pois
sendo a pele um 6rgédo de facil acesso ao auto-exame e a inspegao médica,
torna-se ideal para permitir o diagnoéstico de neoplasias em fases iniciais

(ROCHA et al., 2002).

3.1.5 Latenciacao

A modificagdo molecular € o método mais utilizado para a introdugao
de novos farmacos. Consiste, basicamente, em partir de um protétipo de
estrutura e acdo bioldgica conhecidas e sintetizar analogos ou homoélogos
estruturais do mesmo com propriedades fisico-quimicas e biologicas
aprimoradas (FERREIRA & KOROLKOVAS, 1980; TESTA, 2004).

A latenciagdo constitui um dos recursos da modificagdo molecular,
definida como um processo de modificagdo quimica para se obter pré-farmaco,
ou seja, composto farmacologicamente inativo per si, mas que, in vivo, por
meio de processos quimicos ou enzimaticos, libera a porgcao ativa (figura 10)
(BUNDGAARD, 1991; WILSON & GISVOLD'S, 1998b).

A estratégia de se usar a latenciacao consiste, de forma geral, em

melhorar diversas propriedades indesejaveis do farmaco protétipo sem alterar,
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no entanto, suas propriedades biologicas (FERREIRA & KOROLKOVAS,

1980).

B
A
R
R
E
I

R
A

Figura 10: Representacdo esquematica do conceito de pré-farmaco (FERREIRA
& KOROLKOVAS, 1980).

Para que haja sucesso na aplicacdo dessa estratégia devem-se
considerar critérios como a presencga de grupos funcionais passiveis de serem
derivatizados no farmaco matriz; a utilizagcdo de métodos simples de obtencao
e purificagao do pro-farmaco; a estabilidade quimica do pré-farmaco; toxicidade
do transportador e do pro-farmaco propriamente ditos; a conversdo a forma
ativa in vivo em quantidades terapéuticas e a velocidade adequada; a
existéncia de substancias, meios ou mecanismos quimicos e/ou biolégicos que
promovam a ativagéo do pro-farmaco (WILSON & GISVOLD'S, 1998b, FRIIS &
BUNDGAARD, 1996).

A obtencdo dos pré-farmacos, excetuando-se os bioprecursores,
envolve a anexagdo ao farmaco de um transportador destituido de atividade
farmacoldgica ou ndo. Desta forma a escolha do transportador adequado, bem

como a ligacao quimica entre o transportador e a parte ativa devem ser
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adequadamente consideradas. Ligacdes do tipo éster, hemi-ésteres, amidas,
carbamatos podem ser facilmente metabolizados, afetando ndo somente a
velocidade de liberacao do farmaco, como também a absorcao e a distribuicao
da forma ativa (BUNDGAARD, 1991; KOROLKOVAS,1988; THOMAS, 2003).

Os transportadores séo classificados, segundo o papel fisiologico,
em limitantes e selecionantes. Os limitantes se dividem em volumosos,
ionizados e fortemente lipofilicos. Tal divisdo se deve, no caso dos volumosos
por serem capazes de bloquear a passagem do pré-farmaco por membranas
biol6gicas devido ao grande volume que apresentam. Os ionizados apresentam
carga que os atraem ou os repelem devido a polaridade que possuem,
limitando a passagem através de membranas lipidicas. Por sua vez, os
fortemente lipofilicos, devido a essa natureza, acumulam-se em tecidos
lipidicos, permitindo a liberacdo lenta do composto ativo (FERREIRA &
KOROLKOVAS, 1980). Por outro lado, os transportadores selecionantes
limitam especificamente a distribuicdo dos farmacos, em razdo da capacidade
de dirigirem para locais previamente estabelecidos.

Os transportadores quando apresentam atividade farmacoldgica
indica que houve conjugagédo de farmacos entre si, ou seja, um funcionando
como transportador do outro, compondo pré-farmacos reciprocos ou duplos
(TESTA, 2004; BUNDGAARD, 1991). Entretanto, as regras sobre
biorreversibilidade sdo as mesmas dos pré-farmacos classicos, devendo o
derivado ser inativo antes do rompimento da ligagdo (SINGH & SHARMA,
1994).

As ligacdes encontradas em pré-farmacos reciprocos em geral

envolvem o0s grupos quimicos que fazem parte da estrutura fundamental para a
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atividade farmacologica da molécula (grupo farmacoférico). Apesar de muitas
vezes os farmacos permitirem a ligacdo direta molécula a molécula, sabe-se
que em certos casos, alguns farmacos ao ficarem ligados diretamente ao
transportador ndo sdo hidrolisados por enzimas lipossémicas, dificultando a
liberagdo da porgédo ativa, portanto ocorre a necessidade de introduzir um
agente espagante, que € um grupamento quimico intermediario que estabelece
a ligagao entre o farmaco e o transportador (figura 11). Desse modo, o derivado
torna-se mais suscetivel a hidrélise, principalmente ao se tratar de hidrélise
enzimatica, pois estando os farmacos mais separados um do outro, ha maior
facilidade de acesso pelas enzimas, ja que o efeito de impedimento estérico

estd diminuido (MENGER & ROURK, 1997).

espacgante

biotransformacao
quimica ou enzimatica

} |

Receptor A Receptor B

| |

Atividade Bioldgica Atividade Biolégica

Figura 11: Representacdo esquematica de pré-farmaco reciproco (MENGER &
ROURK, 1997).

Semelhante a associacao farmacotécnica de agentes terapéuticos,
apesar de ndo se tratar apenas de mistura de farmacos, mas de uma ligacao

quimica, estes derivados reciprocos podem ser utilizados quando a patologia
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ou o disturbio a ser tratados necessitam de mais de um farmaco com
propriedades farmacocinéticas diferentes dos farmacos associados,
alcancando locais de acao simultaneamente. Devido as vantagens que
apresenta, o pro-farmaco reciproco pode (MENGER & ROURK, 1997):

— ser bem absorvido;

— liberar ambos componentes concomitantemente e quantitativamente apés a
absorcao;

— gerar efeito maximo da combinagéo dos dois fa&rmacos a uma razao de 1:1;
— distribuir os dois compostos similarmente.

Por ter efeito aditivo, que resulta da ligagcdo de farmacos que agem
por meio de mecanismos de acado diferentes, os derivados reciprocos se
tornam muito Uteis na quimioterapia, tanto antineoplasica quanto antinfecciosa,
pois podem auxiliar na prevengao do desenvolvimento de linhagens de células
ou microrganismos resistentes aos farmacos (MENGER & ROURK, 1997). Isso
pode ser resultante do fato desses farmacos liberarem suas porgcbes ativas
para o local de agdo em tempos iguais e estes atuarem em vias diferentes do
metabolismo do agente invasor sem dar-lhe oportunidade de criar rotas
bioquimicas alternativas para escapar do ataque ou entao diminuir a toxicidade
em relacao as células normais, quando se trata de farmacos antiinfecciosos ou
antineoplasicos, respectivamente.

Os problemas diversos que muitos farmacos apresentam que limitam
seu uso e/ou eficacia podem ser solucionados com a aplicacao da latenciacao,
pois através deste processo, € capaz de solucionar problemas

farmacocinéticos, farmacotécnicos e de toxicidade, por meio da alteragédo da
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absorcao, prolongamento de acao, liberacdo do farmaco no local especifico,
entre outros.

Algumas consideracbes sao apresentadas a seguir ilustrando,
simplificadamente, como esses aspectos podem ser alcangados.

Ao serem planejados visando ao aprimoramento da terapéutica, o
ideal é que os pré-farmacos sejam desprovidos de toxicidade, ndo devendo,
pois, a porcao ativa liberar porgbes toxicas no organismo, visando
principalmente diminuir efeitos adversos.

No que diz respeito a resolucdo de problemas de absorcao,
sobretudo para o aumento da biodisponibilidade do farmaco, o coeficiente de
particdo € particularmente importante, uma vez que a atividade bioldgica dos
compostos esté estreitamente relacionada a sua hidrofilicidade e lipofilicidade.
O ideal é que o farmaco seja hidrofilico o suficiente para solubilizar em agua e
lipofilico o bastante para atravessar as barreiras biolégicas (BUNDGAARD,
1991).

O planejamento de pro-farmacos de agédo duradoura, por sua vez,
justifica-se, pois sdo Uteis na reducdo do numero e frequéncia de doses
necessarias a serem administradas; capazes de aumentar a anuéncia do
paciente, de reduzir a toxicidade e diminuir efeitos indesejaveis (BUNDGAARD,
1991; PATRICK, 2001).

O uso da latenciacdo para o melhoramento das caracteristicas
organolépticas, apesar de encontrar alguns obstaculos, vem sendo bastante
explorado (MACDONALD & TURCAN, 1990) contribuindo grandemente para a
aceitacao do farmaco pelo paciente. Conhecimento de relagbes empiricas e

qualitativas entre estrutura e sabor auxilia no planejamento de substancia com
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sabores especificos, como por exemplo: a presenca de grupamentos nitro em
uma molécula, sao frequentemente indicativos de sabor amargo (cloranfenicol
e acido picrico); compostos contendo muitos grupos hidroxilas, sdo usualmente
doces (glicdis, agucares e outros carboidratos); o aumento da cadeia lateral
diminui o sabor doce e aumenta o sabor amargo; esterificagdo pode aumentar
o sabor doce (McEVOY, 1974).

A liberagdo do farmaco no seu local especifico estd entre os
objetivos mais importantes do processo de latenciagéo, pois se relaciona com a
distribuicdo e acao especifica em sitios alvo no sistema biolégico, e ainda
permite o controle da toxicidade. Para que tal objetivo seja alcangcado, o
farmaco latenciado deve possuir caracteristicas como: transporte dirigido para
0 6rgao ou tecido alvo; ser ativado no local de acao; nao se ligar a proteinas ou
tecidos inespecificos; ndao ser degradado ou metabolizado antes de atingir o
alvo; ser completamente eliminado, apds exercer sua agao.

Vale ainda observar que modificagbes nas propriedades fisico-
quimicas contribuem para a regulacao do transporte, por meio do aumento ou
diminuicdo do volume, alteragdo do coeficiente de particdo, introdugédo ou
retirada de grupos catibnicos ou aniénicos (FRIIS & BUNDGAARD, 1996;
FERREIRA & KOROLKOVAS, 1980; MACDONALD & TURCAN, 1990).

Diante do apresentado, o uso da latenciagao € alternativa promissora
como uma estratégia de desenvolvimento de farmacos, por parte da industria
farmacéutica e instituicbes de pesquisas, capaz de proporcionar a introdugao
de farmacos mais eficazes e menos tdxicos na terapéutica e controle de

diversas doencas.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Material

4.1.1- Reagentes e solventes

vV Vv ¥V ¥V V V

vV VvV V¥V

vV VvV VY V V

vV Vv Y VvV V V

YV V VYV V

Acetato de etila (Synth)

Acetona (Merck)

Acetonitrila (Tedia)

Acetofenona (Aldrich)

Acido acético (Synth)

Acido sulfdrico (Synth)

Alcool etilico (Merck)

Alcool metilico (Merck)

Alcool metilico HPLC (EMD)

Anidrido succinico (Laboratory DBH Reagent)
Benzamida (Merck)

Bifenila (Aldrich Byfenyl)

Cloroférmio (Merck)

4-Clorofenol (Merck)
Diciclohexilcarbodiimida (Merck- Schuchardt)
Diclorometano (Merck)

Eter etilico (Merck)

Eter de petréleo (Tedia)

5-fluoruracila (Pharmaceuticals Bigmar/ Eurofarma)
Hexano (Synth)

Piridina (Merck)

Salicilato de octila (DEG)

Sulfato de magnésio anidro (Synth)

Tiouréia (Merck)
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4.2 Métodos

4.2.1 Métodos de sintese

A figura 12 mostra esquematicamente as reacbes envolvidas na

sintese do pro-farmaco derivado do salicilato de octila e 5-fluoruracila.

o)
(a) (b) (c)
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+ O 28hrefluxo
(0) CHs N
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DCC=QN:C:N{> @\)L A/L”;w

(e)

Figura 12: Esquema geral de obtengdo do intermediario e pré-farmaco de
salicilato de octila e 5-fluoruracila.
(a) - salicilato de octila (d) - 5-fluoruracila
(b) - anidrido succinico (e) - succinoil octil salicilato 5-fluoruracila
(c) - succinil octil salicilato

4.2.1.1 - Sintese do succinil octil salicilato (SOS)

Adicionou-se a uma suspensdo de 0,08 mol (8 g) de anidrido
succinico em 30 mL de diclorometano, 0,08 mol (16,5 g) de N’N-
dicicloexilcarbodiimida (DCC), seguida de gotas de acido sulfarico (g.s.p. pH 5)

e 0,08 mol (20 mL) de salicilato de octila. A mistura reacional foi mantida sob
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agitagao e refluxo durante 28 horas e posteriormente submetida a filtragcdo a
pressao reduzida. O filtrado foi particionado com éter etilico:agua (1:1, v/v),
sendo o produto cristalizado na fase orgéanica a -30 °C ap6s 72 h. O composto

foi recristalizado em etanol. Rendimento: 42,30%.

4.2.1.2. Sintese do succinoil octil salicilato de 5-fluoruracila

Foram adicionados a uma solucao de 5,6 mmol (2 g) de succinil octil
salicilato em 14 mL de mistura de acetonitrila e piridina (1:1; v/v), 0,56 mmol
(0,11 g) de DCC, seguido de 5,6 mmol (0,74 g) de 5-fluoruracila. A mistura
reacional foi mantida sob agitacao e refluxo por 73 horas. Apos este periodo, a
mistura reacional foi submetida a filiracdo a pressao reduzida. O filtrado foi
particionado com cloroférmio:agua (1:1,v/v), sendo adicionado a fase organica
alcool metilico, que foi filtrada e em seguida submetida a destilagdo sob
pressao reduzida até completa remogao dos solventes, gerando residuo sélido.

Rendimento: 41,28%.

4.2.2. Métodos Analiticos

4.2.2.1. Faixa de fusao

As faixas de fusdo dos compostos foram determinadas, sem
corre¢cdo, em aparelho de Ponto de fusdo capilar Electrothermal 9200,
disponivel no Departamento de Farmacos e Medicamentos da Faculdade de

Ciéncias Farmacéuticas - UNESP - Araraquara .
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4.2.2.2. Espectroscopia de absorcao no infravermelho (V)

Os espectros de absor¢ao no IV, na regiao de 4000 a 400 cm™ foram
obtidos em pastilhas de KBr no espectrofotémetro Shimadzu, modelo FTIR-
8300 do Departamento de Farmacos e Medicamentos da Faculdade de

Ciéncias Farmacéuticas - UNESP - Araraquara.

4.2.2.3. Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear
de Carbono (*C) e Hidrogénio ('H)

A espectrometria de RMN '®C e 'H foi realizada utilizando-se
espectrometro Briker, modelo Advance DPX300 - 300 MHz do Departamento
de Farmacia da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas - USP - SP. Foram
utilizados tubos de ressonancia de 5 mm de didmetro e dimetilsulféxido

deuterado (DMSO-dg) como solvente.

4.2.2.4. Cromatografia em camada delgada (CCD)

Utilizou-se cromatografia em camada delgada para
acompanhamento das reacdes e caracterizacdo dos compostos sintetizados.

Cromatofolhas AL TLC 20 X 20 cm Silica gel 60 Fzsa.

Placa de vidro (20x20 e 5x20 cm) recoberta com silica gel 60 G.

Reveladores: iodo e UV

Sistemas eluentes: cloroférmio:metanol (70:30; V:V); acetato de etila

(100V).

4.2.2.5. Determinacao do coeficiente de extincao molar (g)

A determinacdo do coeficiente de extingdo molar foi efetuada por

meio de espectrofotometria de absor¢do no ultravioleta, na regiao de 200-600
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nm, utilizando espectrofotobmetro Hitachi, modelo U-2001 do Departamento de
Farmacos e Medicamentos da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas - UNESP
- Araraquara. Foram preparadas solugdes etandlicas em concentracoes de
2x10™ mol/L para cada composto em questdo, sendo aplicada a férmula A=

e.c.b.

4.2.2.6. Determinacao do coeficiente de particao (log P)

A determinacao dos valores do coeficiente de particdo (log P) obtidos
pelo método cromatogréafico (HPLC-High Performance Liquid Cromatography),
dos compostos obtidos por sintese, foi realizada em um cromatoégrafo marca
Shimadzu do Laboratério de QSAR, Instituto de Quimica - USP, SP, equipado
com injetor automatico modelo SIL-10Ai, bomba de fluxo da fase mdvel,
modelo LC-10Ai, detector Diode Array modelo SPD-M10Avp, desgasificador
DGU-14A e unidade controladora modelo CBM 10A. Utilizou-se uma coluna LC

18DB da marca Supelco de 7,5cm x 4,6mm.

4.2.3. Métodos de Purificacao
4.2.3.1. Liofilizacao

A liofilizacdo dos compostos foi efetuada em liofilizador Edwards
modelo MLW-LGAOS5 do Departamento de Farmacos e Medicamentos da

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas - UNESP - Araraquara.
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4.2.3.2. Destilacao de solvente a pressao reduzida

A remocao de solventes a pressdo reduzida, a temperaturas
variaveis segundo o solvente removido, foi efetuada em aparelho
rotaevaporador modelo MA280 do Departamento de Farmacos e
Medicamentos da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas - UNESP -

Araraquara.

4.2.3.3. Recristalizacao

A recristalizagdo do SOS foi efetuada em alcool etilico.

4.2.3.4. Extracao Liquido-Liquido

A particdo foi efetuada com solvente adequado a solubilidade do

composto e 4gua, para obtengéo das respectivas fases organicas e aquosas.
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5. RESULTADOS e DISCUSSAO

5.1 - Obtencao do succinoil octil salicilato (SOS)

O método de sintese do SOS, descrito no sub-item 4.2.1.1, envolve a
utilizacdo de salicilato de octila, anidrido succinico, DCC e gotas de acido
sulfarico. Observando o fluxograma 1, ap6s 28 h sob refluxo e agitagéo, filtrou-
se a mistura reacional sob pressao reduzida, obtendo-se precipitado branco
(Pp1) e filtrado amarelo (Ft1). Este filtrado foi particionado com éter etilico:agua
por 4 vezes repetidamente. A fase aquosa resultante desta particdo foi
liofilizada, gerando uma pequena quantidade de residuo (MC) e a fase
organica, por sua vez, foi destilada a pressao reduzida até completa remocao
dos solventes, gerando residuo sélido branco (Srt1).

Com as faixas de fusdo determinadas e as analises comparativas
dos espectros no IV de Pp1, MC, Sk, e dos reagentes de partida, verificou-se
que esses correspondiam a dicicloexiluréia, mistura de compostos, que devido
a muito pequena quantidade recuperada foi descartada, e succinil octil
salicilato, respectivamente.

Junto aos resultados, propriamente ditos, referentes ao succinoil octil
salicilato estdo dispostos dados dos reagentes de partida, salicilato de octila e
anidrido succinico, empregados em suas sinteses para efeito de comparagao,
facilitando assim a visualizagdo ou constatagcdo de obtengdo do composto
proposto.

O acompanhamento das reagbes foi feito por cromatografia em
camada delgada (CCD) usando metanol:cloroférmio (70:30; v/v) como fase

mével, revelando que a mancha correspondente ao SOS apresentava Rf =
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0,85, enquanto que o Rfdo do salicilato de octila, anidrido succinico, DCC sao

de 0,78, 0,37 e 0,76, respectivamente.

i ) t.amb.24h/agitagé&o
Mistura Reacional gog
Refluxo/4h

Mistura Reacional gog

Filtrado Ft, PrecipitadoPp;,

i

Extragao liquido:liquido

(éter etilico:agua)

Fase aquosa

liofilizagao

Mistura de
Compostos (MC)

Fase organica

Destilagéo

(rotaevaporador)

Sélido branco (Sg;)

[ Succinoil octil saliciato SOS }

Fluxograma 1: Procedimento de isolamento/purificacdo do SOS.

> Caracterizacao fisica

O succinoil octil salicilato foi caracterizado fisicamente quanto ao

aspecto macroscépico e a solubilidade (Tabela 3). Ante ao perfil de solubilidade

do composto em questao, quando comparado ao anidrido succinico, observa-

se comportamento distinto, especialmente nos solventes agua, etanol, acetona

e éter, o que permitiu a escolha do solvente adequado a ser utilizado em

técnica de purificagao.
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Tabela 3 — Aspectos fisicos e solubilidade do succinil octil salicilato e dos

reagentes de partida.

Compostos Aspecto Fisico Solubilidade*

1 2 3 4 5
AnS sélido branco s fs ps ps fs
SO liquido i s ] s s
SOS sélido cristalino, branco, inodoro i S s s s

AnS — anidrido succinico, SO — salicilato de octila.
1 —4gua; 2 — etanol; 3 — acetona; 4 — cloroférmio; 5 — éter

s = soluvel fs = fracamente soluvel i = insoluvel ps = parcialmente soluvel

> Analises e rendimento dos produtos obtidos

Para a caracterizaggo do SOS procederam-se as andlises
espectroscopicas e determinacao de faixa de fusao.

Na tabela 4 observa-se que a faixa de fusdo do SOS é
significativamente diferente daquelas dos reagentes de partida mantendo-se
entre 69,9-72,1 °C.

Observa-se ainda, que o rendimento da reacao € baixo. Tal fato pode
ser atribuido a fatores como, uso de acido sulfarico, processo de
particionamento., Este processo permitiu isolar e purificar o composto, uma vez
através fase aquosa removeu-se as impurezas solUveis na mesma e na fase
organica manteve-se o composto desejado. Porém, esse procedimento
envolveu repetidas manipulagbes que podem ter ocasionado perda do
composto, tanto por eventual hidrélise do éster, como por possivel arraste de
fase, uma vez que os solventes guardam solubilidade entre si. Isto pode ser
confirmado efetuando particbes em niamero maior € menor do que quatro vezes
repetidas, em que se verificou no primeiro caso reducao significativa do

rendimento e no segundo, maior presencga de impurezas.
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Tabela 4 — Técnica de purificagao, faixa de fusao e rendimento % do SOS.

Compostos Técnica de Purificacao Faixa de Fusao ('C) Rendimento %
AnS sublimacgao 1196°C -
SO e e
SOS 12 - particao éter etilico:agua

2° - recristalizagado em alcool etilico 69,9-72,1°C 42,30%

No espectro 3 correspondente a espectrofotometria de absorgédo no
IV do SOS, observa-se que a principal informagdo, comparativamente as
matérias-primas (AnS, SO) — espectros 1 e 2 — € o0 surgimento de absorgéao
em torno de 1770 cm™, correspondente ao estiramento da carbonila do éster,
quando da formacado desta ligacdo. Absorcoes referentes aos demais
grupamentos da molécula também sdo observadas (estiramento do anel
aromatico, cadeia alifatica; deformacdes fora do plano do anel aromatico
dissubstitiuido) — conforme as atribuicées dispostas na tabela 5. Importa
destacar que diferente do esperado, mesmo tendo se partido de anidrido
succinico previamente sublimado e efetuado-se repetidamente o processo de
purificacdo do SOS, o acido succinico nao foi completamente removido nem da
matéria prima, nem do produto final, conforme observado pelas absor¢des em
torno de 3477,4-3344,3 cm™ e 1724,2 cm™, referentes a hidroxila e carboxila,

respectivamente, formadores da fungéo acido carboxilico (espectros 1 e 3).
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30435

14195 12054 7085
1309,6
17744 1724,2 y U 10550 | /o145

Espectro 1: Espectro de absor¢éo no infravermelho do anidrido succinico.
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Espectro 2: Espectro de absor¢éo no infravermelho do salicilato de octila,
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Espectro 3 : Espectro de absor¢ao no infravermelho do SOS.

Tabela 5 — Atribuicoes dos espectros de infravermelho do AnS, do SO, do SOS,

IVVmax (KBF, cm™)

Grupo
Quimico o o rcﬂ,
) CO,CH,CH-C,H, @ 07T e,
o
AnS SO S0S
v OH 3178,5 3344,3
vC-H (30435 2925,8; 2869,9 2925,8; 2854,4
v C=0 1865,0; 1774,4 1676,0 1770,5; 1676,0;
6 C-O 1055,0 1134,1;1087,8 1137,9; 1087,8
6 CH 914,2; 798,5 759,9; 700,1 759,9; 700,1

Por meio da RMN 'H (espectros 4), foi possivel verificar os
deslocamentos quimicos referentes aos hidrogénios do SOS como mostra a
tabela 6. Igualmente, em se tratando da RMN '*C (espectro 5), atribuiram-se os

deslocamentos quimicos dos carbonos, que mantiveram os valores préximos
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aos atribuidos para os carbonos provenientes dos seus precursores. No SOS a

principal ligacao, a éster, aparece em torno de 167 ppm.

T -

T

R e e R e e e e )

RN L UL

T T T
100 =0 o] j=jatil

T
250 200 150

Espectro 5: Espectrometria de RMN °C do SOS.
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Na tabela 6 encontram-se as atribuigdes dos espectros 5 ¢ 6 RMN 'H

e 3C do SOS.
CH,
0 5 6
11 2 1
12 U953 43 CH,
7
13 ] 19 _OH
12 15 0 77 18 20
o o]
RMN 'H RMN *C
(300 MHz, DMSO-d;, &) (75 MHz, DMSO-d5, 9)
0,87(H1):1,29(H2); 13,42(C1);21,95
1,08(H3):1,45(H4); (C2):39,06(C3);
1,36(H5);0,86(H6); 38,79(C4);27,83
1,67(H7):3,96(H8); (C5):10,27(C6);
7.90(H11):7,41(H12); 38,51(C7);66,40(C8);
7,67(H13);7,20(H14); 163,52(C9);122,74(C10);
2,79(H17);2,70(H18); 130,47(C11);
8,28(H20) 125,84(C12);

133,68(C13);
123,54(C14);
152,78(C15);
167,72(C16);
31,20(C17);

29,83(C18);

170,48(C19)
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5.2 Sintese do succinil octil salicilato de 5-fluoruracila

O succinil octil salicilato de 5-fluoruracila (SOSFlu) foi obtido da
reacdo entre 5-fluoruracila e succinil octil salicilato, em presenca de agente
condensante, no caso, dicicloexilcarbodiimida. Nesta reagao a piridina, também
usada como solvente, desprotona a hidroxila do SOS, aumentando seu carater
nucleofilico. Desta forma, ocorre a ativacao da carbonila do acido carboxilico
livre presente no succinil octil salicilato, formando intermediario reativo. Este
reagindo com a 5-fluoruracila resultaria no produto desejado e em DCU,
enquanto que se reagindo com moléculas do derivado &cido geraria um
anidrido e DCU como subprodutos. Em outras palavras a formag¢ao do succinil
octil salicilato de 5-fluoruracila ocorre devido ao ataque nucleofilico da carboxila
acida do succinil octil salicilato ao carbono iminico do DCC. Posteriormente,
ocorre ataque nucleofilico do(s) nitrogénio(s) do anel piridinico do 5-fluoruracila
ao carbono carbonilico do intermediario, resultando na formacédo da ligacao
imida e de ligacao amida, caracterizando o subproduto DCU e o composto final,
succinil octil salicilato de 5-fluoruracila, respectivamente. Tal mecanismo
encontra-se ilustrado na figura 13.

Inicialmente tentativas de sintese do succinil octil salicilato de 5-
fluoruracila envolveram a utilizacdo de diclorometano como solvente. Neste,
comumente, ocorre a precipitacdo da DCU, em razdo da sua baixa solubilidade
no referido solvente, facilitando assim sua eliminacdo. Esperava-se ainda que,
a medida que houvesse formacao do produto desejado, este se mantivesse

soltvel no meio reacional.
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Figura 13: Representacdao esquematica da reacdo de obtencdo do pré-farmaco

succinoil octil salicilato de 5-fluoruracila.

(a) - succinil octil salicilato (d) - 5-fluoruracila
(b) - DCC (e) - succinoil octil salicilato de 5-
(c) - intermediario reativo fluoruracila

No entanto, dada a insolubilidade da 5-fluoruracila no meio, ndo se
observou a formagado do produto proposto, com isolamento ao término da
reacdo de precipitado branco que foi caracterizado como 5-fluoruracila, pela
espectroscopia de absorgao no infravermelho e determinacao da faixa de fusao
(279-283 °C).

O filtrado resultante foi particionado com agua, ja que se apresentava
com diclorometano. Da fase orgénica isolou-se um residuo viscoso e
levemente amarelado, apds destilagdao a pressao reduzida, e com a adicao de
éter ao mesmo, gerou precipitado branco com faixa de fusdo de 228-232 °C e

espectro no infravermelho equivalente a DCU.
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O succinil octil salicilato também foi isolado da fase organica,
apresentando uma faixa de fusdo de 68-71°C, e espectro no infravermelho
caracteristico.

A partir desses resultados, o diclorometano foi substituido pela
mistura de acetonitrila e piridina, buscando solucionar o problema da
insolubilidade da 5-fluoruracila. Inicialmente tentou-se utilizar acetonitrila com
apenas gotas de piridina, procedimento que nao foi igualmente bem sucedido.
Ao se utilizar proporgcado acetonitrila:piridina, 1:1, v/v houve solubilizagao
completa da 5-Flu na mistura reacional, devido a basicidade da piridina.
Utilizando entdo tal mistura de solvente o método foi estabelecido, cuja
descricao foi apresentada no sub-item 4.2.1.2 e, os resultados estao dispostos
e discutidos a seguir.

A sintese do succinil octil salicilato de 5-fluoruracila se deu sob
refluxo, agitacdo constante, usando acetonitrila e piridina (1:1, v/v) como
solventes. A reacdo teve duragdo de 73 h, sendo acompanhada por
cromatografia em camada delgada metanol:cloroférmio: (70:30; v/v). No
entanto, a CCD da mistura reacional final, utilizando acetato de etila como fase
mével, melhor sistema eluente, apresentou manchas de Rf= 0,57 e 0,36.
Nestas mesmas condi¢cdes os Rfda 5-fluoruracila e succinil octil salicilato foram
de 0,27 e 0,66, respectivamente.

Apds o periodo de 73 h, a mistura reacional foi filtrada, sendo o
precipitado identificado como DCU e o filtrado, submetido a destilacado sob
pressdo reduzida, gerando residuo marrom de aspecto oleoso, que foi

particionado em agua e cloroférmio (g.s.p.).
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A fase organica submetida a destilacdo sob pressado reduzida no
rotaevaporador resultou em residuo viscoso, que foi denominado “Rsosri”.
Procedendo-se a cromatografia em camada delgada do residuo da reacéo
contra os reagentes de partida verificou-se que a mancha correspondente ao
residuo apresentava perfil cromatogréfico distinto dos reagentes, sugerindo a
formagdo de novo composto, demandando sua purificacdo. Para tanto,
inicialmente adicionou-se ao residuo, separadamente, varios solventes, com
vistas a promover eficiente precipitacdo. Os solventes acetona, acetato de etila,
cloroférmio, éter etilico, éter de petrdleo, n-hexano e metanol foram testados.
Eter etilico mostrou melhor resultado e foi eleito, como solvente para separar o
produto de possiveis contaminantes. Ressuspendeu-se o produto em éter
etilico, centrifugou-se, obtendo-se precipitado amarelado, e sobrenadante de
igual coloracao. O sobrenadante, submetido a destilagdo sob pressao reduzida,
resultou novamente em residuo semi-solido pastoso, que mesmo apds ter sido
liofilizado, conservou as mesmas caracteristicas. Ainda objetivando-se remover
contaminantes, por completo, submeteu-se o precipitado e o residuo a filtragcao
a quente em etanol, utilizando-se carvao ativado. O precipitado, resultante da
purificacdo com carvdo ativado, apresentou coloracdo amarela parda, ja o
residuo manteve as caracteristicas originais, sendo submetido novamente por
duas vezes ao processo de precipitagdo com éter etilico, sem sucesso. Em
razao da quantidade de residuo final e seu aspecto fisico, as andlises do
mesmo foram inviabilizadas.

A faixa de fusdo do precipitado mostrou-se larga (130,1-140,0°C),
sugerindo que a substancia ainda se encontrava impura. A espectroscopia no

infravermelho realizada ndo apresentou indicios do estado de pureza da
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substancia. Adotou-se entao, cromatografia preparativa como segundo recurso
de purificacdo do precipitado. A amostra foi solubilizada em etanol, aplicada na
placa, utilizando-se metanol:cloroférmio: (70:30; v/v) como sistema eluente.
Terminada a eluigéo, visualizou-se por meio de UV quatro zonas diferentes na
placa. Extrairam-se as substancias contidas nas faixas com etanol, obtendo-se
filtrados 1, 2, 3 e 4 que tiveram o solvente eliminado por completo utilizando-se
o rotaevaporador. Ressolubilizou-se cada uma das quatro substéncias obtidas
em etanol e procedeu-se nova CCD contra os reagentes de partida. Como
sistema eluente utilizou-se metanol:cloroférmio (70:30, v/v) da cromatografia
preparativa e para revelacéo iodo e UV foram empregados. A revelacdo em UV
mostrou que as manchas das fragdes 1, 3 e 4 coincidiam com manchas dos
reagentes de partida, enquanto 2 indicava ser a nova substancia obtida, sendo
os Rfs determinados respectivamente para 1, 2, 3 e 4 de 0,33; 0,68; 0,76; 0,85.
Novas andlises foram efetuadas e esta substancia passou a ser denominada
“SOSFIu”, que foi devidamente caracterizada. SOSFlu apresenta-se como
sélido cristalino amarelo pardo com faixa de fusdo de 133-135,8°C.
Considerando-se o rendimento bruto da reagdo de 52,75% e liquido de
41,28%, as perdas ocasionadas pelas tentativas de isolamento/purificacao do
produto desejado, ainda é necessario otimizar o método de purificacdo e/ou o
método sintético, em especial usando propor¢do equimolar de DCC as
carbonilas do composto de partida (SOS), desta forma, com um maior nimero
de carbonilas ativadas, podera a reacao, passar a ter maior rendimento.

Pela analise da espectrofotometria no infravermelho (espectro 6),
verificam-se absorcées caracteristicas dos grupamentos formadores do

SOSFlu, conforme atribuicbes mostradas na tabela 7. As absorgdes geradas
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pela porcdo do SOS sdo: deformagdes axiais em 2925,8-2854,4 cm™, relativas
a CH alifatico; as trés carbonilas em 1770,4; 1724,2 e 1676,0 cm™; deformacao
angular de C-O em 1137,9;1087,8 cm’' e deformacao angular assimétrica do
aromatico dissubstituido em 700,9 e 756,0 cm™. Nesta mesma linha, tomando
a titulo comparativo, o espectro da 5-fluoruracila (espectro 7) e as respectivas
atribuicdes deste (Tabela 8), o espectro do SOSFlu revela a presenca de
absorcdes relativas a essa molécula — absorgdo em 3446,6 cm™ atribui-se ao

1

estiramento axial H-N da amida, as carbonilas em 1676,0-1637,4 cm ',

deformagbes axiais relacionadas ao anel aromatico aparecem em
1612,4;1490,5;1400,2 cm™ e deformagdo angular em 813,0 cm™'. Destaca-se
que a absorcao relativa a ligagdo amida formada entre SOS e 5-FLU em

1701,6 cm™.
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Espectro 6: Espectro de absor¢édo no infravermelho do SOSFlu.
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Tabela 7 - Espectrofotometria no infravermelho do SOSFlu.

Grupo quimico

vmax (KBr, cm™)

v N-H 3446,6
v C-Hsp? 3178,5
v C-Hsp® 2925,8; 2854,4
v C=0 1770,4;1751,0; 1701,0; 1676,0; 1637,4
v CH=CHa, 1554,2; 1490,5; 1400,2; 1377,3; 1301,0; 1217,2
6 C-O 1137,9; 1087,8
0 CHa, 813,0; 756,0; 700,9
100.0
%T |
5085 3084,0
1 16760
i 14002 o
50.0 —|
i 1637 4 1217.0
. ’ 1490,0
25.0 1612.4
1 34822
0-0 T T T T | T T T T T T I T T T T I T T T T |
4000.0 3000.0 2000.0 1500.0 1000.0 500.0

Espectro 7: Espectro de infravermelho da 5-fluoruracila comercial.
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Tabela 8 - Espectrofotometria no infravermelho da 5-fluoruracila comercial.

o]
F
o)\N
H
Grupo quimico vmax (KBr, cm™)

v N-H 3462,0
v C-H 3084,0
v C=0 1676,0; 1637,4
v CH=CHp,, 1612,4; 1490,9;1400,2
8 CHa. 810,0; 846,7; 775,3

Efetuada a analise do produto por RMN 'H e RMN 'C, para
confirmacgdo da sua identidade, obteve-se os espectros 8 e 9, cujas atribuicdes

estéo dispostas na tabela 9:
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Tabela 9 - Espectrometria de RMN de 'H e de '*C do SOSFlu.

Y] o 5 0:3 L‘6HJ
F 12 e 9 W‘ y i /\‘I/(J/Z\L'
23 HN 22 = o3 o E 9708 )‘L‘H,
24 13 a ¥ 19 _-OH o i o NT24 Nm,
25H ° 21 o
5-Flu” SOS SOSFlu
RMN 'H RMN'C RMN 'H RMN *c RMN 'H RMN *c
(300 MHz, (75 MHz, (300 MHz, (75 MHz, (300 MHz, (75 MHz,
DMSO0-ds0, ) | DMSO-ds, J) DMSO-ds, 9) DMSO-ds, 9) DMSO-ds, &) DMSO-ds, 9)
H20-7,80 €20-126,34 H1-0,87 C1-13,42 H1-0,99 C1-14,20
H23-10,7 21-138,1
3-10.78 C21-138,16 H2-1,29 C2-21,95 H2-1,20 C2-23,02
H25-11,45 C22-149,91
H3-1,08 C3-39,06 H3-1,19 C3-40,14
C24-157,94
H4-1,45 C4-38,79 H4-1,45 C4-38,92
H5-1,36 C5-27,83 H5-1,35 C5-28,82
H6-0,86 C6-10,27 H6-0,90 C6-11,14
H7-1,67 C7-38,51 H7-1,68 C7-31,52
H8-3,96 C8-66,40 H8-3,98 C8-67,72
H11-7,90 C9-163,52 H11-7,84 C9-162,65
H12-7,41 C10-122,74 H12-6,96 C11-129,89
H13-7,67 C11-130,47 H13-7,46 C12-119,21
H14-7,20 C12-125,84 H14-6,88 C13-135,65
H17-2,79 C13-133,68 H17-2,97 C14-117,64
H18-2,70 C14-123,54 H18-2,89 C16-170.38
H20-8,28 C15-152,78 H23-10,86 €17-30,60
H20-7,31
C16-167,72 0-7.3 C18-29,77
C17-31,20 C19-177,51
C18-29,83 C24-161,71
C19-170,48

*BAYOMI et.al., 1989
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Espectro 9: Espectrometria de RMN de "*C do composto do SOSFlu.
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Nas andlises de RMN 'H (espectro 8) e RMN '*C (espectro 9),
realizada do SOSFIu, contudo, observa-se a presenca da ligagdo N-H em torno
de 10,86 ppm, sendo 10,78 o indicado na literatura (BAYOMI & AL-BADR,
1989) e a presenga de grupos metilas e metilenos em torno de 2 ppm.

E importante notar o aparecimento do deslocamento quimico em
torno de 7,31 ppm, o que pode evidenciar o sinal do préton da posi¢éo 20 (C-
H), da molécula da 5-fluoruracila, cuja presenga em campo mais desprotegido,
pode ser indicativo da ligagdo no Ny, uma vez que ndo apresenta efeito
anisotrépico do grupamento vizinho. O sinal que indica a formacao da ligacao
amidica aparece em 177,51 ppm e o sinal em torno de 161,72 ppm pode ser
atribuido ao carbono carbonilico da 5-fluoruracila da posicao 24. O sinal do
carbono carbonilico da posicao 22 e os carbonos quaternarios da posicao 10 e
15 ndo foram visualizados neste espectro, talvez isto tenha ocorrido devido a
curta disponibilidade de tempo a acumulagdo da solu¢cdo submetida a analise
que estava diluida. O sinal do carbono da 5-fluoruracila da posigédo 20 (C-H)
pode estar presente num pequeno sinal em torno de 116 ppm.

Dada a presenga dos grupamentos amidico e imidico na molécula da
5-fluoruracila, isbmeros estruturais podem ser gerados na reagéao de obtencéo
do succinoil octil salicilato de 5-fluoruracila, sendo dois isémeros
monossubstituidos (N1 ou N3) e um dissubstituido (N1 e N3) (figura 14).

Segundo Kametani e colaboradores, a posigdo de acilagdo €
dependente da temperatura de reacdo, da base organica utilizada e do agente
acilante envolvido no meio reacional (KAMETANI et al., 1980). No entanto,
pode ocorrer a formacao de compostos N; e N3 substituido, devido a

estabilidade, ja que, o F aumenta a acidez do proton Ny e a presenca do préton
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dicarbonilico do N3 também o torna acido, portanto, o comportamento

nucleofilico de ambos os derivados se torna favoravel (figura 14).

O O o) O O
RLN)j/ F HN | F R/MN | F
O7J\N o?l\N ofk
H

N

Ao o

N3 - monossubstituido N;- monossubstituido Njy,3 - dissubstituido

R

Figura 14: Derivados N-substituidos da 5-fluoruracila.

No presente trabalho, conforme dados de RMN, sugere que o
derivado formado é o N;-monossubstituido, sendo que esta afirmagédo se
baseia, especialmente, no fato de que, no caso do derivado dissubstituido,
muito mais sinais deveriam ser visualizados, o que nao ocorreu em qualquer
andlise efetuada dos compostos sintetizados e, em relacdo ao Ns
monossubstituido a diferenca, embora sutil, deve ser considerada em relacéo
especialmente ao sinal do H 20 que aparece neste composto em campo mais

protegido, com sinal 8,0 ppm.

> Coeficiente de extincdo molar (€)

O estudo do coeficiente de extingdo molar indica a intensidade de
absor¢cdo de uma amostra em determinado comprimento de onda, sendo

proporcional a probabilidade de ocorréncia da transicao eletronica da estrutura
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da molécula, ou seja, quanto maior o valor obtido, maior a capacidade da
molécula em absorver a energia. A absor¢cdao de uma molécula depende entao
da capacidade de seus elétrons absorverem a energia e se excitarem,
permitindo que ocorra transicdo de um orbital molecular ocupado (ligante) ao
primeiro orbital de energia superior (antiligante). A transicao eletrénica de um
composto qualquer esta ligada a facilidade que sua estrutura tem para produzir
uma estrutura ressonante. Dessa forma, existem moléculas que apresentam
simetria que permite ou facilita o deslocamento eletrénico ou cuja simetria
dificulta ou impede o deslocamento eletronico (CHEMKEYS, 2005).

No caso do salicilato de octila, este apresenta substituinte no anel
benzénico em posigdo orto, produzindo assim impedimento estérico,
dificultando o deslocamento eletrbnico e consequentemente a absorcao é
prejudicada.

A determinagédo destes valores € a base sobre a qual a efetividade
dos filtros solares é avaliada, para que este seja eficiente, necessita apresentar
coeficiente alto na faixa de absorgéo de UV (290 a 320 nm).

Portanto, neste trabalho, a determinacdo dos valores do coeficiente
de extingdo molar é importante, pois sendo o composto sintetizado derivado de
um fotoprotetor (salicilato de octila), apdés a sua liberacao no local de agéo
especifico tera a fungédo de proteger a pele contra a radiagédo ultravioleta, ou
seja quanto maior o valor obtido, maior serd a efetividade do composto como
filtro solar.

Para a determinacdo do coeficiente de extincdo molar, foram
preparadas solucdes etandlicas em concentragdo de 2x10™* mol/L para cada

composto em questdo. Os resultados do coeficiente foram baseados no
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comprimento de onda de valor maximo (Amax) e sua respectiva absorbancia
(SILVERSTEIN & WEBSTER, 2000), sendo dados pela tabela 10, segundo os
graficos 3, 4 e 5.

O coeficiente & obtido da Lei de Lambert-Beer baseada no caminho
Optico da cela de absor¢ao(b), absorbancia (A) e concentracdo da amostra (c),

aplicados na formula A= e.c.b.

Tabela 10- Coeficiente de extincdo dos compostos em alcool etilico.

Composto Amax (nm) Absorbancia (A) €
SO L2212 A 2,191 g;: 10955
Ao: 237 A;: 2,380 &: 11900
As: 305,5 As: 1,186 gs: 5930
SOS A 209 A;: 2,400 g:: 12000
Ao 226 A2 1,739 €2: 8695,5
As: 277 A;: 0,195 €5: 975
A4: 305 A,: 0,121 £4: 605
SOSFlu A 216 A;: 2,407 g;: 12035
Aa2: 236,5 A;: 2,466 €2: 12330
As: 305,5 As: 1,055 €3: 5275

Coeficiente de extingdo molar (g): c= 2. 10* mol/L; b= 1 cm

Grafico 3: Determinagéo coeficiente de extingdo molar do salicilato de octila.

5000

ABS

0.000 4 — - y
m 200 300 400 500 GO0
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Grafico 4: Determinagéo coeficiente de extingdo molar do succinil octil salicilato.

4000
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Grafico 5: Determinagéo coeficiente de extingdo molar do succinoil octil salicilato

de 5-fluoruracila.

2,000
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Apesar do composto final ser orto substituido, como era de se
esperar, o resultado do coeficiente de extingdo molar, apresentou-se com
valores significativamente maiores em relacdo ao composto de partida,
salicilato de octila. Isso se deve a introducdo de grupamentos croméforos na
posicao orto da molécula do salicilato de octila, substituindo a hidroxila,
alterando dessa forma tanto o comprimento de onda quanto a intensidade de
absorcao, facilitando a ressonancia e conseqglientemente aumentando e,

melhorando, portanto a sua efetividade como filtro solar (SILVERSTEIN &
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WEBSTER, 2000; SBCD, 2005), ja que o aumento da capacidade de absorver
a energia UV esta diretamente relacionada com o aumento do coeficiente de

extincao molar dos filtros quimicos.

» Coeficiente de particao

Os valores do coeficiente de particdo (Log P) dos compostos succinil
octil salicilato e succinoil octil salicilato de 5-fluoruracila foram obtidos por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), utilizando-se coluna de fase
reversa preenchida com octadecilsilano (C18) como fase estacionaria, e como
fase moével solucdo tampao Prisma base com pH igual a 7,4 e alcool metilico,
sendo este Ultimo em concentragcdes de 50%; 55%; 60%; 65%; 70% e
extrapolado a zero, tanto para as solugdes padrdao quanto para os compostos
sintetizados.

O procedimento foi realizado em sala com temperatura controlada e
ajustada para 23,0 °C. Foram aplicadas inje¢cdes de solugdes padrao e dos
compostos em cada concentragdo de metanol, registrando-se o tempo de
retencdo de cada amostra — tempo que o pico do analito leva para alcangar o
detector apds a introdugéo da amostra na porta de injegao.

Desta forma, apés estabilizacdo da linha de base do aparelho,
amostras de tiouréia, benzamida, acetofenona, 4-clorofenol e bisfenila,
substancias padrao, cujos valores de LogP sao conhecidos (KLEIN, et al.,
1988) foram injetadas na coluna, com fluxo continuo de 0,5ml/min, em
volumes de 5,0uL e a diferentes concentracbes metandlicas. A tiouréia foi
usada para a determinagéo do tempo morto do sistema cromatografico. A partir

dos tempos de retencdo extrapolados para zero (try) determinaram-se os
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correspondentes valores da constante de capacidade K’ foram determinados
para cada um dos padrdes. Para tanto, tem-se que:
K a= (ta-to) / to, sendo:

K’a - constante de capacidade
to - tempo de retengao da tiouréia
ta - tempo de retencdo da espécie A.
Obtém-se assim, os valores do LogP.

Vale destacar ainda que, os valores de K’ obtidos para cada padréao e
seus correspondentes valores de LogP s&o usados para caracterizar, calibrar
e validar o sistema cromatogréafico.

LogP = a log K’ + b, sendo:

LogP - coeficiente de particao

log K’ - coeficiente de capacidade determinado pelo método de HPLC
a, b - coeficientes angulares.

A tabela 11 apresenta os valores de tempo de retencdo, do fator de
capacidade (K’), do logaritimo de logK’, do logP das substancias padrao
registrados na literatura, e do logP dos compostos sintetizados através desses
resultados se obtém o grafico da curva de calibragdo, que visa calibrar o
sistema de particdo HPLC (grafico 6) e a equacao de correlagdo entre os
padroes e os compostos. Através dela determina-se os valores de log P dos

compostos SOS e SOSFlu.
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Tabela 11: Valores de log P determinados (pH 7,4 por HPLC usando

metanol/tamp&o).
Composto Tempo de k log K log P log P
retencao Literatura  Experimental
(HPLC)
tiouréia 1,6936 0
benzamida  3,4940 1,063061 0,026558 0,64
acetofenona 9,9812 4,893481 0,689618 1,73
p-clorofenol 16,114 8,514643 0,930166 24
bifenila 170,897 99,90753 1,999598 4,0
SOS 126,000 73,39773 1,865683 3,82
SOSFlu 433,1677 254,7674 2,406144 4,75
Grafico 6: Curva de calibragéo do sistema de particao por HPLC
5
y = 1,7093x + 0,6345

47 R? = 0,9929

3 i

2 i

1 i

0 T T T T

0 0,5 1 1,5 2 2,5

Fase estacionaria: coluna C8 C18 de 7,5cm; fase mével: misturas de metanol/tampéao (tris-HCI
pH 7,4 forga iénica 0,1M (NaCl) nas proporgdes de 75/25; 70/30; 65/35; 60/40; 65/45; 50/50. Os

tempos de retencédo usados sédo extrapolados para 100% de tampéao.
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O estudo do coeficiente de particdo para os compostos sintetizados é
fundamental, pois as propriedades farmacocinéticas e farmacodinamicas sao
influenciadas pela lipofilia dos compostos biologicamente ativos, ou seja, as
caracteristicas estruturais de um farmaco refletem nas propriedades de
transporte no sistema bioldgico. Portanto essas caracteristicas devem ser
compativeis com a natureza da membrana que o farmaco deve atravessar,
constituindo um fator limitante para que este atinja o local de acao (RAMA et
al., 2006).

No caso 5-fluoruracila que apresenta alta hidrofilicidade (log P = -
0,83), (QUIGLEY & LLOYD, 2002) este parece ser um dos parametros fisico-
quimicos que torna o seu uso tdpico limitado, pois a alta hidrofilicidade dificulta
tanto a penetragdo nas membranas biolégicas quanto na pele diminuindo assim
sua liberacao nos locais de acao (PATRICK et al., 1997).

Pela tabela 11 podemos notar que os valores de log P encontrados
para os compostos sintetizados (SOS, SOSFlu), indica um grande aumento da
lipofilicidade, o que pode resultar numa melhora da sua permeabilidade na pele

guando do seu uso tdpico.
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6 - Conclusao

Para o alcance do objetivo proposto empregou-se um dos processos
de modificacdo molecular, a latenciagdo, com a realizacdo de 2 etapas

sintéticas para a obtencao do pro-farmaco de salicilato de octila e 5-fluoruracila:

» Os compostos sintetizados, succinil octil salicilato e succinoil octil
salicilato de 5-fluoruracila, foram caracterizados por meio de analises
espectrofotométrica de infravermelho, determinacdo da faixa de fusdo e CCD,
cuja comprovacao efetivou-se por meio da espectrometria de ressonancia

nuclear de '*C e 'H.

» A obtengao do succinil octil salicilato envolveu o uso de salicilato
de octila, anidrido succinico, DCC e acido sulftrico, sob 28h de refluxo e

agitacao.

» Embora o succinoil octil salicilato de 5-fluoruracila tenha sido
obtido, o rendimento foi baixo, provavelmente ocasionado pelas perdas ocorridas
durante as tentativas de isolamento/purificagdo do produto desejado, sendo

ainda necessario otimizar o método de purificacao e/ou 0 método sintético.

> O coeficiente de particdo comprova o aumento da lipofilicidade do

composto sintetizado.
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7- Perspectivas

Este trabalho ndo se encerra aqui, haja vista além da necessidade de
otimizar a obtencdo do succinoil octil salicilato de 5-fluoruracila e sua andlise,
esclarecendo a efetiva ligacdo entre os atomos formadores da molécula, Vale
destacar que, ensaios biologicos de permeacdo cutdnea e fotoprotecao ja
estdo sendo encaminhados. Ademais, propde-se realizar estudo da cinética de

liberagdo da 5-fluoruracila e do salicilato de octila.
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